ne14

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA
SALUD ANIMAL

CICATRIZACION E INTEGRACION DE HUESO
DESMINERALIZADO EN TIBIAS DE PERROS (Canis familiaris),
CON OSTEOTOMIAS.

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA:
ENRIQUE FLORES GASCA
TUTOR:

Dr. JORGE REYES ESPARZA

COMITE TUTORAL:
DR. RAUL OLMOS ZUNIGA
DRA. MA. LOURDES RODRIGUEZ FRAGOSO

Cuautitlan lzcalli Estado de Meéxico. 200'.‘



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICO ESTE TRABAJO A:

MIS PADRES

Marcelo y Esperanza, por haberme dado la vida y por todo el carifio y apoyo que
siempre me han brindado durante toda mi vida, para ustedes mis vigjitos mil
gracias.

MI HIJA

Marcela que ha sido el regalo mas grande que Dios me ha dado, como una
muestra de esfuerzo para obtener lo que uno se propone, esperando que pronto te
realices como profesionista, para ti hijita y gracias por ser como eres.

MIS HERMANOS

Julian, Marco Antonio y Marisela por ser unas excelentes personas y compartir
conmigo la vida en las buenas y en las malas, para ustedes hermanos con carifio
y admiracion

MIS CUNADOS Y SOBRINOS
Como una muestra de carifo y respeto que siempre les he tenido, para ustedes y
gracias por ser parte de mi familia

DRA. MORALES
Por su apoyo, con respeto y cariiio mil gracias

MIS AMIGOS Y COLEGAS
Por ser parte importante en mi vida y mi trabajo para ustedes con respeto.

LOS PERROS
Que ofrecieron su vida para buscar alternativas que ayudaran o salvaran a otros,
gracias, estén donde estén.

11



AGRADEZCO A :

MI TUTOR.

Dr. Jorge Reyes Esparza.
Por su ayuda y empeno brindado para la realizacion de este trabajo.

MI COMITE TUTORAL
Dra. Maria del Lourdes Rodriguez Fragoso.

Dr. Raul Olmos Zuhiga.
Por su apoyo en la realizacion de este trabajo.

ACADEMICOS

Dr. Jorge Tértora Pérez
Por su colaboracion en el analisis histologico

Dr. Benito Lépez Barios.
Por su colaboracion en el analisis estadistico

Dr. Carlos Gerardo Garcia Tovar
Por su apoyo y colaboracion en el trabajo

MVZ. German Garrido Farifa
Por el apoyo en la elaboracion de los cortes histologicos

La Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

I11



RESUMEN

El uso de injertos 6seos dentro de la cirugia ortopédica se introdujo a principios del
siglo XX y a lo largo de los ultimos anos se han desarrollado diferentes formas de
utilizacion y preservacion (frescos, congelados, desmineralizados, liofilizados). Se han
utilizado diferentes técnicas de injertacion (autogénica, alogénica y xenogénica) las cuales
pretenden la integraciéon de los injertos al hueso receptor, para promover la osteogénesis
a través de la osteoinduccién y/o osteoconduccion.

En el presente trabajo se evaluo la cicatrizacion, integracion y poder osteogénico de
aloinjertos de hueso desmineralizado en tibias de perros como una alternativa en el
tratamiento de fracturas, para lo cual se trabajaron 12 animales machos de 2 a 3 afios de
edad, se mantuvieron confinados 15 dias previos al experimento, controlando su
alimentacion y evaluando su estado de salud; estos fueron seleccionados al azar en dos
grupos y a los cuales se les realiz6 una osteotomia (1 cm.), en el tercio medio de la tibia
derecha. A los animales del grupo experimental (n=8), se les coloco un injerto alogénico,
preparado con escapulas d esmineralizadas con soluciones acidas y el otro fue control
(n=4), utilizando para la estabilizacion de las fracturas el método de fijacion esquelética
externa, los animales se sacrificaron a las 4,5,6 y 7 semanas.

Durante el experimento a los animales se les realizaron evaluaciones clinicas, de
laboratorio, radiograficas e histologicas, utilizando para el analisis estadistico de los
resultados la prueba de Tukey, con el programa SYSTAT version 5.0 para Windows.

En base a los resultados se pudo observar que los injertos se integran favorablemente
y son capaces de inducir osteoconduccion y osteoinducciéon y son una alternativa en la

reparacion de las fracturas con defectos dseos.

Palabras claves: Aloinjertos, osteogénesis, cicatrizacion, integracion.
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ABSTRACT

The use of bone grafts inside the orthopedic surgery was introduced at the beginning of
the XX century and along the last years different useful and preservation forms have been
developed (fresh, frozen, demineralized, and lyophilized). Different grafting techniques
have been used (autogenic, alogenic and xenogenic) pretending the integration of the
grafts to the receiving bone to promote the osteogenesis through the osteoinduction and/or
osteoconduction.

Healing, integration and osteogenic power of alografts of demineralized bone in tibia of
dogs as an alternative in the treatment of fractures were evaluated in the present work.
Twelve male animals from 2 to 3 years old were confined for 15 days previous to the
experiment, controlling their feeding and evaluating their health. Osteotomy (1 cm.) at the
medium third of the right tibia was carried out to dogs and then they were s elected at
random into two groups. Animals of the experimental group (n=8) were treated with
alogenic grafts, prepared with demineralized scapulas with acid solutions. Control group
(n=4) was not grafted, using for the stabilization of the fractures the method of external
skeletal fixation. All the animals were sacrificed at 4,5,6 and 7 weeks.

During the experiment, clinical, radiological, histological and laboratory evaluations were
carried out to the animals, using for the statistical analysis of the results the test of Tukey,
with the program SYSTAT version 5.0 for Windows.

Based on the results, it was observed that the grafts are favorably integrated and they
are able to induce osteoconduction and osteoinduction, and they are an alternative in

repairing fractures with bone defects.

Key words: Alografts, osteogenesis, healing, integration.
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I. INTRODUCCION

1.1 Anatomia y Fisiologia.

El sistema esquelético esta constituido por estructuras oseas, que son consideradas
organos, irrigadas por vasos sanguineos y linfaticos e inervadas. En términos generales
estas estructuras 6seas (huesos), estan constituidas por una capa de tejido 6seo denso o
compacto denominada corteza o cortical, y una segunda capa compuesta de placas
(espiculas) dispuestas en forma de red porosa denominada esponjosa. La cortical se
encuentra envuelta por una membrana fibrosa que cubre toda la superficie, excepto
donde se localiza el cartilago articular, es la responsable del aumento del diametro de los
huesos y que participan activamente en la reparacion de éstos, esta membrana recibe el
nombre de periostio. Algunos huesos presentan una cavidad medular tapizada de una
membrana fibrosa denominada endostio; esta cavidad se encuentra rodeada de hueso
compacto y se presenta principalmente en los huesos largos. Los huesos se clasifican de
acuerdo a sus caracteristicas morfologicas en: largos, cortos, planos e irregulares
(Frandson 1990, Brinker 1999).

Los huesos largos consisten en una “varilla” cilindrica (cuerpo) y dos extremidades, con
centros de osificacion primarios (diafisis), secundarios (epifisis), metafisis y cartilago
epifisiario; estos huesos crecen longitudinalmente solo en el cartilago epifisiario, que se
localiza en la metéfisis, funcionan principalmente como palancas y auxiliares de sostén y
locomocion. Los huesos cortos son de forma mas o menos cubica y carecen de cavidad
medular, pero el centro esponjoso presenta tejido medular y tiene la funcion de amortiguar
impactos. Los huesos planos son de poco grosor y extendidos y constan de dos placas de
sustancia compacta (laminas externa e interna), entre las cuales esta dispuesta una capa
esponjosa; su funcién principal es la proteccion de 6rganos importantes. Los huesos
sesamoideos estan incluidos en tendones largos para reducir la friccion o para alterar el
curso de los tendones y cambiar el angulo de traccion de los musculos, con ventaja
mecanica. Una variante 6sea son los huesos sinusuales (neumaticos) que contienen en
su interior espacios aéreos 0 senos, que comunican con el exterior. Los huesos
irregulares son huesos impares situados en la linea media, como las vértebras y algunos
de los huesos del craneo, sirven de proteccion, sostén e insercion muscular (Frandson
1990, Jesse1985).



El sistema esquelético se divide en tres partes: a) esqueleto axial, b) esqueleto
apendicular y c) esqueleto visceral; el primero esta constituido por el craneo, la columna
vertebral, las costillas y el esterndn, el segundo por los huesos de los miembros; mientras
que el visceral esta constituido por aquellos huesos que se desarrollan en el tejido blando
de ciertos organos (Jesse 1985, Bojrab 1990).

El tejido 6seo se encuentra compuesto por una matriz organica (30%) reforzada por
depositos de sales (70%). La matriz organica se compone de aproximadamente 95% de
fibras colagenas de tipo |, que se extienden principalmente a lo largo de las lineas de
tension (fuerza ténsil) y un 5% de un medio homogéneo denominado sustancia
fundamental, formada por liquido extracelular, mucoproteina, codroitin sulfato y &cido
hialurénico. (Duve 1988, Ganong 1998, Guyton 1991, Bruce 1996, Durand 1978, Holtman
1988).

Las sales que se depositan en la matriz organica se componen principalmente de calcio
y fosfato; las mas importantes son las sales de hidroxiapatita, que forma placas delgadas
y alargadas de 400 A de longitud y de 10 a 30 A de ancho. Existen entre las sales del
hueso iones de magnesio, sodio, potasio y carbonato que se encuentran adsorbidos en la
superficie de los cristales de hidroxiapatita (Duve 1988, Ganong 1998, Harper 1990, Bruce
1996, Durand 1978 ).

Cada fibra de colageno del hueso compacto esta compuesta de segmentos periédicos
que se repiten cada 640 A en toda su longitud; los cristales de hidroxiapatita estan
adyacentes a cada segmento de la fibra unidos firmemente a ella. Esta unién intima,
impide el deslizamiento del hueso, es decir, evita que los cristales y las fibras se deslicen
saliendo de su lugar, lo cual es esencial para proporcionar fuerza al hueso. Las fibras de
colagena tiene gran fuerza ténsil, mientras que las sales d e calcio proveen fuerzade
compresion. Estas propiedades combinadas, mas la unién estrecha entre fibras y
cristales, resulta en una estructura 6sea que tiene fuerza de tension y compresion.
(Ganong 1998, Frandson 1990, Bruce 1996, Durand 1978, Holtman 1988)

La etapa inicial en la produccién de hueso, es la secrecion de colagena y sustancia
fundamental por los osteoblastos. La colagena se polimeriza rapidamente para producir
fibras de colagena y el tejido resultante se define como osteoide, un material que parece
cartilago, pero que difiere del mismo porque permite la precipitacion en su matriz de sales
de calcio, los osteoblastos que quedan aprisionados por estas sales se convierten en
osteocitos. (Ganong 1998, Frandson 1990, Bruce 1996, Durand 1978, Holtman 1988)



Las sales de calcio que se depositan inicialmente son compuestos amorfos (no
cristalinos), que después de un proceso de sustitucion y adicién de atomos, pasan a
constituir cristales de hidroxiapatita, pudiendo quedar en forma permanente, hasta un 20 a
30% en forma amorfa. La formacién de los primeros cristales en la fibra de colagena se
llama siembra de cristales o nucleacion. (Duve 1988, Harper 1990, Guyton 1991, Bruce
1996, Durand 1978, Holtman 1988)

Normalmente ocurre formaciéon y resorcion continua de hueso con participacion de
osteoblastos y osteoclastos respectivamente, ambos tipos celulares se encuentran en las
superficies 6seas y en las cavidades del hueso, en un 4% y 1% respectivamente. La
reabsorcion 6sea obedece a dos mecanismos, los cuales estan determinados por la
secrecion por parte de los osteoclastos de: 1) enzimas proteoliticas, probablemente
liberadas por los lisosomas y 2) varios acidos, que incluyen el citrico y el lactico; las
primeras probablemente digieren o disuelven la matriz organica y los acidos disuelven las
sales; asimismo, fragmentos completos de sales 6seas y colagena son fagocitados y
digeridos después por los osteoclastos. (Ganong 1998, Frandson 1990, Guyton 1990,
Bruce 1996, Durand 1978, Holtman 1988)

El crecimiento de | os huesos del craneo se da por la osificacion d e |as membranas
(Formacion Intramembranosa) mientras que los huesos largos son modelados primero en
cartilago y luego sustituidos por hueso por osificacién e ndocondral, comenzando en |a
diéfisis y en las epifisis. (Guyton 1990, Crouch 2000)

El aporte sanguineo al hueso es proporcionado por dos grupos de arterias, las
periosticas y las medulares o nutricias, las primeras derivan de una malla densa de vasos
en la capa externa del periostio. Penetran dentro del hueso compacto a través conductos
penetrantes (Volkmann); a su vez, estos se conectan con los conductos nutricios
(Havers). Arteria mas grandes y numerosas penetran al tejido compacto de las epifisis
para irrigar los numerosos espacios y laminas del hueso esponjoso subyacente.
Generalmente, una arteria medular o nutricia entra cerca de la parte media del cuerpo de
un hueso largo a través de un conducto dispuesto oblicuamente en la capa compacta y al
alcanzar la cavidad medular envia ramificaciones hacia ambos extremos del hueso. Estos
vasos se ramifican a los conductos adyacentes se anastomosan libremente con los vasos
de las porciones esponjosas. (Ham 1995, Crouch 2000)

Los vasos sanguineos se incorporan al hueso a través de tres juegos distintos de vasos

sanguineos. El primero lo constituye la arteria y vena nutriente formando la yema
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periostica; el segundo lo constituye los vasos metafisarios que penetran a la cavidad
medular y el tercero los forman los vasos periésticos. (Ham 1995, Guyton 1990, Frandson
1990)

Formacion de la yema periostica y angiogénesis. El cartilago de la parte media del
modelo cartilaginoso de un hueso empieza a calcificarse y desarrolla cavidades dentro de
su sustancia, justamente cuando las células ostedgenas situadas a lo largo de la
superficie del modelo empiezan a formar una concha de hueso alrededor del mismo. A
continuacién, algunas células osteégenas y capilares se abren paso en la sustancia del
cartilago para entrar en la misma en el sitio en el que esta cavitandose. El crecimiento de
las células ostedgenas y capilares dentro del modelo cartilaginoso se llama yema
periostica, desarrollandose dentro de ésta, |os vasos sanguineos, hasta convertirse en
una arteria nutriente que proporcionan el aporte sanguineo de la medula 6sea y algunas
ramas de las arterias abastecen también, en buena parte, a la diafisis. Cuando ha
terminado el crecimiento de un hueso largo y las placas epifisiarias se han reabsorbido,
los vasos sanguineos diafisarios se anastomosan con los de la médula epifisaria. (Ham
1995, Guyton 1990, Frandson 1990)

Vasos metafisarios. Estos vasos acceden a la cavidad medular por debajo de la placa
epifisaria hasta el periostio. Estos vasos sanguineos que vienen del periostio y se
extienden hasta la placa epifisaria, cuando ha terminado el crecimiento y se resorbe la
placa epifisaria, pasan directamente hacia la cavidad medular de la epifisis, que ahora
esta en comunicacion libre con la cavidad medular de la diéfisis, y se anastomosan con
los vasos que se derivan de los nutritivos. (Ganong 1998, Ham 1995, Frandson 1990)

Vasos periosticos. Durante el crecimiento del hueso, los capilares periésticos quedan
incluidos en cada nuevo sistema central (Havers) que se afiade al exterior de la diafisis,
estos vasos capilares retiene su conexion con los vasos periosticos a través de los
conductos penetrantes (Volkmann). (Guyton 1991, Ham 1995)

Es importante considerar que los huesos, principalmente los largos, se encuentran
sometidos a fuerzas (biomecanica) denominadas fuerzas de estrés o distractivas, las
cuales son ejercidas principalmente por las contracciones de los musculos, flexion,
tension, compresion, rotacion y de deslizamiento o cizallamiento; ante las cuales el hueso
mantiene una resistencia plastica que se mantiene en forma permanente. Cuando estas
fuerzas se alteran, principalmente por fuerzas externas y la resistencia plastica es

rebasada se puede provocar una fractura. (Bojrab 2001, Brinker 1999)



Ademas de las funciones descritas los huesos actuan como almacén de minerales ,
principalmente calcio y fosforo, y son el sitio donde se anida la medula o6sea, formadora

de células sanguineas.



l. 2 Patologia 6sea.

El sistema Oseo, puede sufrir diversas patologias que pueden ser por su origen,
geneticas, congeénitas y los adquiridas.

Dentro de las primeras se considera la acondroplasia que se caracteriza por
acortamiento de miembros, metafisis abocinadas, puente nasal deprimido y reduccion del
maxilar, presentandose en algunas razas de caninos como el Bulldogs, Pug, Pekines,
Shih tzu, entre otros; la hipocondroplasia, caracterizada por acortamiento de los miembros
y craneo normal presente en Daschshound, Basset hound y Beagles; la exostosis
cartilaginosa mdultiple, también conocida como exostosis multiple hereditaria que afecta
tanto a huesos como cartilagos, y se caracteriza por disfuncion musculo-esqueléticas, con
lesiones exostoésicas en el hueso afectado. (Ettinger 1999, Birchard 1998)

Las patologias adquiridas pueden ser de origen metabdlico, neoplasico, inflamatorio y
traumatico. El Raquitismo y la Osteomalacia consideradas como enfermedades
nutricionales por deficiencia de vitamina D o fosforo; la primera se presenta en animales
jovenes en crecimiento y en la cual existe una falla en la calcificaciéon del osteoide y del
cartilago, mientras que la segunda se presenta en animales adultos y se caracteriza por
un reblandecimiento de los huesos por una inadecuada mineralizacion. El
Hiperparatiroidismo nutricional es el resultado directo de desequilibrios nutricionales
relacionados con las dietas con bajo contenido de calcio y exceso de fosforo, o
concentraciones inadecuadas de colecalciferol (vitamina D), dando como resultado final
una hipocalcemia y la estimulacion paratiroidea. El Hiperparatiroidismo primario, lesion
funcional de las glandulas paratiroides, produce un incremento anormal de la secrecion de
hormona paratiroidea, lo que ocasiona una acelerada resorcion osteocitica y osteoclastica
y por ende una extraccion del mineral que se remplaza por tejido conectivo fibroso
inmaduro; El Hiperadrenocortisismo, relacionado con la secreciéon excesiva de esteroides
por la corteza adrenal, lo que provoca es un efecto antagénico sobre la vitamina D e
inhibe la absorcion de calcio en intestino y rindn ; La osteoporosis, caracterizada por una
reduccion de la masa 6sea debida a una produccidn 6sea subnormal, mineralizacion
osteoide subnormal o excesiva desmineralizacion, esta e nfermedad se asocia a varios
factores como el uso de drogas anticonvulsivas, disfunciones hormonales, renales y
nutricionales que ocasionan desmineralizacion de las estructuras 6seas llegandose a
producir fracturas. (Ettinger 1999, Birchard 1998, Ganong 1998)



Las osteopatias neoplasicas que se presentan pueden s er b enignas o malignas. L as
benignas como los osteomas, condromas, hematomas mineralizantes y osteocondromas,
ocasionan masas tumorales que pueden ser removidas quirirgicamente, dependiendo del
grado de crecimiento y el compromiso de otros o6rganos relacionados. Los tumores
malignos mas comunes que se pueden presentar son los fibrosarcomas, condrosarcomas
y osteosarcomas, siendo estos ultimos los mas comunes; estos llegan a producir lesiones
solitarias con areas agresivas liticas o blasticas, o ambas, con compromiso periostico.
(Ettinger 1999, Birchard 1996)

Las osteopatias inflamatorias incluyen las de etiologia indeterminada y las infecciosa;
dentro de las primeras podemos encontrar la panosteitis, la osteodistrofia hipertréfica, los
quistes e infartos 6seos. Las inflamatorias de origen infeccioso incluyen la osteomielitis
supurativa caracterizada por contaminacion y colonizacion de bacterias que pueden llegar
al hueso por via hematégena o por propagacion de la infecciéon desde los tejidos blandos;
puede presentarse en forma aguda o crénica ocasionando dolor, tumefacciéon local y
fiebre, ademas de cambios 6seos liticos y periosticos; la osteomielitis no supurativa esta
relacionada con la presencia de coccidiomicosis, blastomicosis, histoplasmosis,
criptococosis, actinomicosis, entre otros, que pueden ser corregidas con tratamientos
convencionales (antimicrobianos). (Ettinger1999, Birchard 1996)

Las patologias producto de traumatismos incluyen luxaciones y fracturas, la mayoria de
estas requieren ser tratadas con los diversos métodos ortopédicos ya sean no quirargicos
(ferulas, vendajes y yesos) o quirtrgicos. La toma de decision para el método a elegir
dependera de la localizacion, morfologia y gravedad de la fractura. (Bolander 1986,
Brinker 1999, Sanchez 1998)

Las fracturas se clasifican segun diversos criterios que son todos utiles para describirlas.
Estos criterios incluyen factores causales (violencia directa aplicada al hueso, violencia
indirecta, enfermedades Oseas y estrés continio); presencia de herida externa
comunicante (fracturas cerrada o abierta), localizaciéon morfologia y gravedad de la
fractura (fracturas transversas, oblicua, espiral, incompleta, completa, multifragmentadas);
estabilidad después de reducir la fractura (fractura estable o inestable). (Bojrab 2001,
Brinker 1999, Sanchez 1998)



I. 3 Reparacion 6sea

La reparacion ésea presenta caracteristicas muy diferentes segun sea el método de
reduccion y estabilizacion de la fractura, por lo que se han considerado dos tipos de
reparacion: La denominada reparacion osea primaria y la reparacion 6sea secundaria.
En la primera, el crecimiento directo de los sistemas haversianos a través de la fractura,
permite la reparacion o la union ésea. Esta reparacion se caracteriza por una reduccion y
fijacion perfecta sin que apenas exista separacién interfragmentaria y la ausencia de callo
fibrocartilaginoso, y no requiere la participacion del periostio ni del endostio. La reparacion
se produce directamente mediante la formacién primaria de hueso laminar (crecimiento
haversiano), a partir de grupos de osteoblastos que van produciendo nuevos canales de
Havers, a éstos se van integrando vasos sanguineos y osteoblastos que sintetizan tejido
osteoide y terminan por instaurar nuevas osteonas, que reemplazan a las lesionadas.
Para facilitar esta reparacion es necesario reducir y fijar la fractura mediante un método
rigido, a través de sistemas de compresion interfragmentaria, (Brinker 1999, Stevenson
1985, Sanchez 1998)

La reparacion 6sea secundaria, se presenta en fracturas con areas de contacto 6seo
intermitentes, en las cuales se producira resorcion de las superficies de la fractura,
seguida de la union indirecta del hueso. Durante ésta, se pueden determinar una serie de
etapas durante la reparacion: (1) hemorragia de la zona, (2) formacion del coagulo, (3)
inflamacién y edema, (4) proliferacion de células mesenquimatosas pluripotenciales que
se diferencian a osteoblastos, (5) formacién de cartilago y hueso y (6) remodelacion. Este
tipo de reparacion se obtiene dejando evolucionar el foco de fractura de forma natural sin
tratamiento quirdrgico o tras la aplicacion de sistemas de fijacion no compresivos, es decir
que no existe una fijacion interna rigida ni una posicion anatomica adecuada de los
huesos. (Brinker 1999, Stevenson 1985, Sanchez 1998)

1) Hemorragia. Se debe a la ruptura de los conductos de Havers y Volkmann, asi
como algunos vasos de los tejidos blandos periféricos a la fractura, que genera el
coagulo.

2) Coagulo. La sangre se coagula y atrapa elementos celulares (eritrocitos, plaquetas
y leucocitos) los cuales participan en la cascada de eventos de la inflamacion,

como el desbridamiento, la escarificacién y la posterior reparacién celular.



4)

Inflamacion y edema. Se presenta asociada al traumatismo, la destruccion celular,
la hipoxia del tejido, que quedé sin vascularidad, con la activacion de los leucocitos
atrapados en el coagulo y la consecuente liberacion de citosinas.

Proliferacion y diferenciacion de células pluripotenciales con capacidad de
diferenciar a fibroblastos que produzcan la colagena que sirve de armazon, al
tiempo que penetran vasos sanguineos de nueva formacién y ocurre la
diferenciacion de células de tipo osteoblasto.

Formacién de cartilago y hueso. Las células mesenquiales diferenciadas en
osteoblasto tienen la capacidad de producir colagena de tipo IV creandose asi el
llamado callo 6seo blando, el cual se mineralizara posteriormente, creandose
nuevos osteocitos y la reparacion de la fractura.

Remodelaciéon, es el proceso mediante el cual tanto osteoblastos como
osteoclastos permiten ordenar y restablecer la forma anatémica en el sitio de la

fractura, pero sin recuperarse la estructura haversiana.



I.4 Tratamiento de fracturas.

El objetivo del tratamiento de las fracturas es fijar e inmovilizar adecuadamente los
fragmentos, con el fin de proporcionar estabilidad mecanica, que permita condiciones
optimas para una adecuada reparacion, se puede obtener con la utilizacion y aplicacion
de implantes como clavos, placas ortopédicas, tornillos y cerclajes, que permiten
neutralizar las fuerzas de estrés mecanico del hueso. (Bolander 1986, Brinker 1990,
Sanchez 1998, Fossum 2000, Slatter 2002)

Existen condiciones que favorecen y que influyen en la reparacion 6sea como: la
inmovilizacion rigida, ya sea con el empleo de fijacion externa o interna; la permanencia
de una adecuada irrigacion sanguinea en los fragmentos; un minimo dafio de los tejidos
blandos circundantes; que el sitio de la fractura se encuentre libre de infecciones; la edad
de los pacientes, los mas jovenes cicatrizan con mayor rapidez que los seniles. (Bojrab
1990, Brinker 1999 Fossum 2000)

Existen también, condiciones desfavorables en la reparacion, las cuales se pueden
clasificar en factores locales y sistémicos. Los primeros incluyen: inestabilidad e irrigacion
inadecuada, brechas o falta de material 6seo, mala alineaciéon de los fragmentos, dafos
marcados en los tejidos blandos e infecciones. Los sistémicos incluyen una mala
alimentacion, drogas a ntiinflamatorias no esteroidales y esteroidales y |a edad. (Bojrab
1990, Brinker 1999)

Por otro lado, el uso de implantes y de diversas técnicas de aplicacion de los mismos
juega un papel importante en la fijaciéon y reparaciéon de las fracturas éseas, los mas
utilizados son: la fijacién con clavos intramedulares (IM), una de las técnicas mas antigua
y popular en la reparacion dsea, por ser econdmica y porque la mayoria de materiales
utilizados se encuentran facilmente disponibles. La mayoria de las fijaciones con clavos
IM requieren una intervencién quirdrgica menor, lo que ocasiona menor traumatismo y
dafio vascular; ademas, suelen ser mas faciles de extraer. Sin embargo, tiene algunos
inconvenientes relacionados con los factores biomecanicos, es decir, no son suficientes
para neutralizar todas las fuerzas d e e strés (compresién y rotacién), ya que no p uede
mantener la longitud del hueso y no hay reparto de cargas entre el clavo redondo y el
hueso: Los clavos que mas se utilizan son los de Steinmann y Rush, ademas de los
alambres de Kirschner. Cabe mencionar que con la introduccion de los clavos IM

bloqueados, la técnica se convierte en una de las mas adecuadas para la estabilizacién
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de fracturas diafisiarias. (Brinker1999, Sanchez 1998, Bojrab 2001, Fossum 2000, Slatter
2002)

La fijacion con placas para hueso, esta indicada para el tratamiento de fracturas
multiples y complicadas de huesos largos; ya que proporcionan una fijaciéon rigida, y
neutralizan todas las fuerzas de estrés. E xisten principalmente dos tipos de placas: a)
placas de neutralizacion, las cuales simplemente neutralizan fuerzas y b) de compresion,
la cual permite mantener los fragmentos bajo compresion, neutralizando las fuerzas de
distraccién o tensién; sin embargo el alto costo de material y equipo, asi como la
agresividad de la cirugia para la colocacion y retiro, hace poco frecuente su uso.
(Brinker1999, Sanchez 1998, Bojrab 2001, Fossum 2000, Slatter 2002)

El uso de fijadores esqueléticos externos para la estabilizacion de huesos largos,
requiere de la insercion trascutanea de dos a cuatro clavos en cada fragmento de la
fractura, conectados a una o mas barras externas. Puede ser utilizada en una gran
variedad de huesos con fracturas estables o inestables, fracturas abiertas o por bala de
arma de fuego, en osteotomias, asi como en uniones demoradas y no uniones; es
utilizada incluso en procedimientos de artrodesis de articulacion. Las ventajas de este
método incluyen: facilidad de aplicacién, su utilidad para tratar fracturas reducidas por
métodos abiertos o cerrados, minimiza el abordaje quirdrgico, los clavos se pueden
insertar a cierta distancia de una herida abierta, es compatible con algunos otros métodos
de fijacion interna, lo toleran bien los perros y gatos, se puede retirar sin anestesiar al
paciente y tiene un costo razonable. Sin duda alguna sus ventajas hacen de este método
una buena alternativa para el tratamiento de las fracturas. (Brinker1999, Sanchez 1998,
1998 Bojrab 1990, Fossum 2000, Slatter 2002)

En la clinica el médico cirujano ortopedista puede encontrarse con complicaciones que
se producen con la inadecuada reparacion 6sea. Entre ellas las infecciones que requieren
de un manejo especial; procesos de mala unién, union demorada o falta de union,
provocadas por una inadecuada estabilidad; resorcion 6sea por errores durante el
procedimiento quirirgico o enfermedades del paciente; los casos donde por
procedimiento exista la necesidad de eliminar material 6seo enfermo o desvitalizado que
pueda interferir la reparacion y las que por el tipo de fractura, exista falta de material 6seo
y se requiera de procedimientos especificos para el tratamiento como la utilizacion de
implantes o injertos. (Bolander 1986, Sanchez 1998, Brinker 1999, Santoscoy 1994,
Sanchez 1998 Fossum 2000, Bojrab 2001, Slatter 2002)
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I. 5 Implantes e Injertos.

Los primeros informes sobre el uso de injertos 6seos en cirugia humana se reportan en
1815 (Penwick 1991), sin embargo, el uso de estos en el ejercicio de la practica quirdrgica
ocurrid hasta 1915 (Brinker 1999, Slatter 2002, Stevenson 1999) y no fue hasta 1940
cuando se desarroll6 el empleo de hueso conservado en bancos de implantes, por
diversos métodos (congelado, congelado en seco e irradiado).(Brinker 1999, Slatter 2002,
Amadio 1995)

El téermino “implante” o injerto se refiere a la colocacion de materiales sintéticos o
bioldgicos para la reparacion de algan tejido.

Los implantes o injertos pueden clasificarse de diferentes formas:

Por su origen: Sintéticos o Biolégicos.

Como su nombre lo indica, los implantes o injertos de origen sintético por lo general son
protesis de ceramica o metal, aleaciones metalicas, fibras de carbono y polimeros. Los
implantes biol6gicos pueden ser de dos tipos : los xenoimplantes que son injertos de
material biolégico de diferente especie a la del receptor y los aloimplantes que son de la
misma especie del receptor, también se denominan xenoinjertos y aloinjertos
respectivamente. (Aguilar 1994, Ferguson 1987, Mulliken, 1984, Slatter 2002, Amadio
1995, Canas 1998, Kerwin 1991, Numamaker 1991, Penwick 1991, David 1998)

Por el método de preservacion: frescos, liofilizado, desproteinizacion, criopreservacion y
esterilizacion.

Los autoinjertos frescos tienen una Optima conducta biolégica, no trasmiten
enfermedades, son histocompatibles. Los aloinjertos frescos no requieren preservacion y
pueden activar o producir una respuesta inmunoldgica, asi como requerir de métodos de
esterilizacion. Los aloinjertos criopreservados no presentan cambios en sus propiedades
biomecanicas, siendo idéneos para corregir defectos masivos osteoarticulares vy
segmentarios, ademas de tener una antigenicidad disminuida; requieren de una
cuidadosa seleccion del donante y no pueden ser esterilizados secundariamente. Los
aloinjertos liofilizados pueden permanecer almacenados indefinidamente a temperatura
ambiente, son faciles de transportar y pueden ser obtenidos limpios y esterilizados
secundariamente, sus usos son multiples, sin embargo durante su preparacion requieren
de técnicas costosas y complicadas de almacenamiento, presentando cambios
biomecanicos y su incorporacion es lenta (Amadio 1995, Solheim 1998, Stevenson 1985)
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De acuerdo a la naturaleza de su aporte sanguineo.

Los injertos 0seos pueden ser no vascularizados y revascularizados, estos Ultimos
tienen poca dependencia d el |echo d el receptor y una rapida i ntegracion, es d ecir que
cuentan con sus propias estructuras vascularizadas para su integracion, sin embargo
presentan varias desventajas como pueden ser: la disponibilidad limitada de zonas
donantes, técnicamente dificiles de producir y morbilidad del donante. (Amadio 1995,
Stevenson 1999 )

De acuerdo a su composicion, los implantes pueden clasificarse en desmineralizados,
no desmineralizados, siendo los primeros mas utilizados en diversas patologias 6seas por
su gran capacidad osteogénica. Durante el proceso de desmineralizacion requieren de la
adicion de sustancias quimicas. (Amadio 1995, Stevenson 1999 Solheim 1998, Bojrab
2001)

Los aloinjertos desmineralizados tienen la ventaja de promover la infiltracion de células
y producir hueso nuevo por osteoconduccion y segundo, a través de sus proteinas
nativas e stimular | a o steoinduccién. Estos factores pueden disparar la cascada de una
osificacion e ndocondral en el sitiode la implantacion. (Boyce 1999 F leming 2000, San
Julian 2000)

El uso de implantes tiene la ventaja de que pueden ser complementados con la
aplicacion de otros tratamientos como el empleo de hormonas (hormona del crecimiento),
algunas proteinas (proteina morfogénica 6sea) y otro tipo de sustancias como las

citocinas, con el fin de promover una pronta reparacién ésea.

Funciones de los implantes.

El uso de los injertos dseos en el tratamiento quirdrgico de las fracturas esta indicado
para: 1) Promover la reparaciéon 6sea en la estabilizacién primaria de las fracturas; 2)
promover la reparacion en procesos de union retardada, procesos de no union y
osteotomias; 3) En artrodesis articular; 4) Como soporte estructural en fracturas muiltiples
o conminutas; 5) Relleno de defectos resultantes de quistes 6seos, tumores o procesos
correctivos; y 6) En el tratamiento de las alteraciones de la reparacion 6sea resultantes de
los procesos osteomieliticos. (Kaban 1981, Pietrzak 1996, Brinker 1999, Kerwin 1991,
Amadio 1995, Mnaymnsh 1989, Kumta 1998, Wiemmer 1999, Solheim 1998, Fleming
2000, San Julian 2000)
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Los injertos y/o aloimplantes 6seos tienen la capacidad de promover los mecanismos
de reparacion del receptor por lo cual se les ha considerado, en términos generales, como
promotores de la osteogénesis y pueden proveer un soporte mecanico adecuado. La
incorporaciéon de éste es un esfuerzo conjunto, entre el injerto o implante y el receptor,
éste ultimo contribuye con el aporte de vasos sanguineos y la mayoria, si no es que
todas, las células requeridas para la integracion. Consecuentemente, el hueso regenerado
tiene su origen en el receptor. La funcién principal del injerto es su servicio pasivo como
trama o estructura base, en la que acontecen los fenébmenos vasculares y celulares de la
integracion (osteoconduccion). La osteoconduccion es un proceso de crecimiento
tridimensional en el que crecen los capilares, el tejido perivascular y las células
osteoprogenitoras desde la base receptora a la estructura del injerto. La matriz del injerto
proporciona senales moleculares al receptor, que seran las responsables del
reclutamiento y mantenimiento de la actividad celular requerida (osteoinduccion), el
hueso nuevo que se forma sobre, o alrededor del injerto, puede tener su origen a partir de
osteoblastos o celulas osteoprogenitoras que sobreviven al traslado, o bien, al igual que
en el implante, de células mesenquimatosas u osteoprogenitoras pluripotenciales que
arriban a esta zona y que se diferencian en células productoras de condroblastos y
osteoblastos. (Kaban 1981, Brinker 1999, Gonzaléz 1989, Slatter 1985, Amadio 1995,
Stevenson 1999, Solheim 1998, Wimmer 1999, Fleming 2000, Bojrab 2001)

La incorporacion o integracién de los injertos presenta la secuencia de distintos eventos
con origen, tanto en el hospedero como en el injerto. Ello representa una interaccion de
tipo simbiosis, entre los factores del injerto y los del receptor u hospedero. (Amadio 1995
San Julian 2000, Dwight 1999, Wimmer 1999)

El autoinjerto tras su implantacion queda envuelto en un hematoma. A menos que se
restablezca inmediatamente el flujo sanguineo mediante anastomosis vascular,
Unicamente persistiran aquellos elementos celulares que se encuentren superficialmente
en el injerto y que sean capaces de sobrevivir con los nutrientes y oxigeno aportados por
difusion. La mayoria de las células del injerto moriran a las pocas horas por carencia
nutricional, en necrosis y ésta junto con el traumatismo quirtrgico seran responsables de
provocar una respuesta inflamatoria. La respuesta inflamatoria del receptor, produce un
estroma fibrovascular, entre una y dos semanas después de la colocacion del injerto. El

hospedero desarrolla angiogénesis hacia el injerto y con los vasos sanguineos llegan
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celulas capaces de desarrollar resorcion y formacion osea. (Amadio 1995, Fleming 2000,
Dwight 1999)

Debido a su estructura fisica menos compacta, el tejido esponjoso va a permitir una
penetracion mas rapida de la angiogénesis y por tanto del nuevo aporte sanguineo dentro
de su matriz. En la corteza 6sea, los vasos de neoformacion deben encontrar la amplia
red transversa de canales haversianos y de Volkmann, para internarse en ellos y
restablecer el flujo sanguineo. (Amadio 1995, San Julian 2000)

Las células del receptor que primero se integran al injerto , son entre otras, monocitos
circulantes, que se transforman en osteoclastos y desarrollan una actividad inicial de tipo
osteolitico (resortiva). Posteriormente se integran osteoblastos, que probablemente tienen
su origen en células pluripotenciales de la médula ésea y arriban al sitio por la circulacion
sanguinea o del conectivo vecino. Estas células van a sintetizar y depositar osteoide
sobre las superficies Oseas preexistentes, en particular en las zonas con actividad
resortiva. Los osteoclastos en forma individual son capaces de reabsorber 50 pum de
matriz 6sea por dia, mientras que el osteoblasto afade nuevo hueso con un indice diario
de 1,0 a 1.7 um. Es importante sefialar que la reparacion y remodelacion observada
durante la integracion del injerto a nivel celular, es similar a la homeostasis normal del
hueso, la cual es regulada por un conjunto de factores sistémicos circulantes y de sefales
moleculares locales. (Amadio 1995, Dwight 1999, Boirab 2001)

La secuencia temporal de estos fendmenos tisulares es, probablemente regulada, por
un conjunto de sefales quimicas y celulares, en las que participan hormonas, citocinas,
factores de crecimiento y moléculas de adhesion . El hecho de que estos fenémenos al
principio ocurran en la superficie del injerto, sugiere que inicialmente, estas sefales
provienen del receptor y es probable que al irse colonizando el injerto por células del
hospedero, sean ellas quienes aporten estos mensajes. (Amadio 1995, San Julian 2000,
Dwight 1999)

Un grupo de moléculas descritas especialmente para hueso, participan en la induccion
Osea y la osteogénesis, son las proteinas morfogéneticas éseas (BMPs). Actualmente se
conocen, al menos siete moléculas de naturaleza glicoprotéica, cuatro de las cuales
inducen la formacion 6sea. De acuerdo a la significativa homologia de la secuencia de
aminoacidos de las BMPs, estas parecen e star relacionadas con el grupode la super

familia de moléculas denominada factor de crecimiento transformante B (TGFp). Las
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evidencias sugieren que el TGFp colabora con las BMPs y ambas ejercen una influencia
secuencial en el reclutamiento, diferenciacion, maduracion y actividad sintética de las
células y de los fendmenos que de forma conjunta producen la incorporacion del injerto
oseo. (Amadio 1995, Douglas 1995, Virolaine 1998, Bostrom 1999, Solheim 1998 Fleming
2000, Douglas 1995)

La integracion de los aloinjertos, implantes de hueso desmineralizado, se desarrolla
mediante una secuencia de fendmenos que es cualitativamente similar, si no es que
idéntica a la que permite la integracion de los autoinjertos. Es importante notar las
diferencias entre un injerto de hueso vivo, completo y el implante de hueso
desmineralizado. El hueso completo contiene células vivas, algunas de las cuales podrian
sobrevivir y ser capaces de generar factores de crecimiento y otras moléculas de
sefalizacién, que podrian acelerar el proceso de formacion de matriz osteoide, formada
por colagena y la matriz mineral. Ademas, tanto la matriz osteoide, como las células, son
reconocidas por el receptor como propias y por tanto no generan una reaccion de rechazo
contra el injerto. E| implante de hueso desmineralizado, carece de células y de matriz
mineral, estd unicamente constituido por la matriz osteoide. Esta matriz probablemente
conserve las moléculas de adhesién para las células vasculares, osteoclastos y
osteoblastos del receptor; presenta la ventaja de que no requiere la participacion de los
osteoclastos para “abrir” los canales a la angiogénesis, sin embargo sera reconocida
como ajena por el hospedero y generara una respuesta de rechazo mas o menos
importante. (Amadio 1995, Virolaine 1998, Bostrom 1999,Wimmer 1999, F leming 2000,
Douglas 1995, Dwight 1999, Bojrab 2001)

Sin embargo las caracteristicas biolégicas del hueso alogénico desmineralizado son
relativamente inferiores a las del hueso autogénico, por lo que la integracion de los
aloinjertos es mas lenta y menos extensa. Los aloinjertos no provocan una respuesta
inflamatoria por la necrosis celular, pero promueven una respuesta inmune especifica,
que refleja el grado de disparidad genética, entre el donante y el receptor. Se ha podido
demostrar, mediante estudios experimentales, que existe una alteracion en la proliferacion
de los vasos sanguineos en los implantes de hueso alogénico fresco, cuando se compara
con tejido autdlogo y este hecho sugiere que esta pérdida de vascularizacion es la
responsable de que ocurra menores indices de resorcion y de formacion 6sea. En perros

se ha observado que existe una relacion directa entre el grado de diferencia en la
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histocompatibilidad y el grado de revascularizacion y remodelacion. (Amadio 1995, Steven
1996, David 1998, Dwight 1999)

La respuesta inmune de rechazo por el receptor, es de tipo celulary responde a la
antigenicidad de las proteinas y glicoproteinas de la matriz osteoide. Los antigenos del
complejo principal de histocompatibiidad (MHC) son los mayores aloantigenos
reconocidos por la respuesta de linfocitos T. Los MHC clase | y Il pueden inducir la
produccién de interferon — alfa y otro tipo de mediadores inflamatorios. Los mecanismos
de rechazo de los aloinjertos incluyen células citotoxicas dependientes de anticuerpos.
(Stites 1993, David 1998, Stevenson 1999, Friedlaender 1999)

La mayoria de los aloinjertos 6seos que se utilizan en la clinica, son sometidos a algun
método de preservacion, generalmente a congelacion, liofilizacion, desmineralizacion o a
combinaciones de estos métodos. Estas técnicas disminuyen la respuesta inmune al
reducir la antigenicidad, al disminuir o eliminar las células, pero por otra parte, pueden
también influenciar la capacidad osteogénica. Los componentes antigénicos de los
injertos son los diferentes tipos de células y especificamente, sus glicoproteinas de
superficie; hay evidencias en animales, que los métodos de preservacion provocan
respuesta alterando la biologia del injerto, lo que provoca una disminucion en la respuesta
inmune del receptor. (Amadio 1995, Duglas 1995)

Los métodos utilizados para la desmineralizacion de los aloinjertos pueden influir en la
capacidad de osteoinduccion. EI agente mas comunmente utilizado es el &cido clorhidrico
(HCI); se utilizan también una mezcla 1:1 de acido férmico y acido citrico, mezcla de acido
clorhidrico y alcohol (metanol, etanol o isopropilico) y la mezcla acido acético, nitroso,
nitrico y lactico. Se ha observado que el HCI, la mezcla férmico y citrico, y acético, acido
nitrico y lactico promueven la osteoconduccion, mientras que las restantes no. (Boyce
1999, Solheim 1998 Fleming 2000, Douglas 1995)

Por otro lado se ha demostrado que el uso de solventes organicos (alcohol, éter,
acetona) para remover la grasa de los aloinjertos, no tiene efecto sobre Ila
osteinductividad; ademas es comun el uso de antimicrobianos, como las oxitetraciclinas,
la eritromicina, la estreptomicina, el cloranfenicol y las penicilinas. (Boyce 1999 Solheim
1998)
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l. 6 Antecedentes.

La historia del uso de aloinjertos es muy antigua y estd considerada como una
leyenda. Los santos patronos del transplante de aloinjertos son Cosmos y Damian, estos
gemelos nacieron en el siglo Il A.C. en el este de la isla de Celicia (al sur de Italia).
Cosmos era fisico y Damian cirujano. En el siglo V D.C. hicieron un milagro péstumo en
la basilica de Roma; un alcalde feligrés que tenia un tumor en la pierna, exhausto por su
sufrimiento se encontraba aletargado orando, en su suefo aparecen los santos gemelos
y le realizaron una cirugia. Primero retiraron el miembro enfermo y lo reemplazaron con
una porcion de extremidad inferior perteneciente a Moor quién habia muerto el mismo dia.
Esta milagrosa cirugia capto la atencion de los feligreses del mundo y fue ilustrada en
numerosas pinturas del Renacimiento, una de las mas famosas pinturas por Fra Angélico
se encuentra en el Museo de San Marco en Florencia (Mankin1983).

Transplantes de aloinjertos fueron reportados en 1908 por Lexer, quién realizé 23
transplantes completos y 11 semicompletos en rodillas de humanos. Posteriormente
evalué a estos pacientes y en 1923 declar6 que el 50% habian tenido muy buenos
resultados. Siguieron una serie de casos reportados (Lexer 1908), que se publicaron
hasta 1960. La razdn por la que despertaron interés fue el procedimiento, lo relatan
Hendon y Chase (1954), Curtiss et al (1959) y Bonfiglio et al (1955), ellos plantean que la
inmunogenicidad del injerto se puede disminuir congelandolo. Parrish (1966) vy
Ottolenghi (1972), demostraron que el procedimiento de injertacion 6sea no fue posible
porque en la primera etapa del seguimiento, los resultados positivos pudieron ser
subjetivos en mas de la mitad de los casos. La evaluacion de los pacientes por Parrish,
fue la contribucion clinica mas importante, demostro que los injertos fueron parcialmente
reemplazados e incorporados en el receptor y las articulaciones se conservaron bien por
20 anos después de la cirugia (Citado por Mankin 1983).

En 1971 en la Unidad de Oncologia y Ortopedia del Hospital General de
Massachussets, intentaron definir el comportamiento ideal para un segmento de aloinjerto
implantado, llegando a los siguientes conclusiones: 1. El hueso fresco congelado puede
almacenarse por varios periodos de tiempo; 2, puede permanecer suficientemente fuerte
para proporcionar estabilidad estructural al esqueleto; 3. puede unirse con el hueso del
receptor en un sitio de anastomosis; 4. puede reemplazarse el hueso del receptor
lentamente pero en cantidades limitadas y 5. previamente congelado, es ideal y
demuestra antigenicidad. (Mankin1983)
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Ademas de hueso, en ortopedia se realizan aloinjertos de tendones y ligamentos, con lo
que se logra estabilizar las articulaciones. La principal ventaja es que proporcionan al
cirujano de material organico (colagena) que puede unirse a musculos y ligamentos y con
ello reestabilizar una articulacién sin fijarla, esta es la mayor y crucial ventaja de los
aloinjertos sobre implantes metalicos. (Mankin1983)

Las células presentes en el tendon pueden morir por congelamiento y ser reemplazadas
por células d el receptor; ademas el colageno de la matriz s eria g radualmente tambiéen
reemplazado por colageno secretado por células del huésped. La colagena de estos
tejidos no desencadena respuesta inmune de rechazo o ésta es limitada.

El cartilago que cubre los extremos de un hueso tiene una funcion esencial en la
articulacion, debe ser considerado como un sistema diferente, que debe mantener una
superficie intacta y conservar la actividad sintética de los condrocitos.

Cuando el implante incluya cartilago articular se debe considerar lo anterior y tratar de
mantener la viabilidad en el proceso de congelacion y descongelacion, que se considera
necesario para disminuir la inmunogenicidad del cartilago y de soporte de ligamentos y
tendones. (Mankin1983)

Smith (1965) fue el primero en describir el sistema para la conservacion de condrocitos
aislados, utilizando dimetilsulfoxido (DMSQ) p ara congelar, notando la presenciade un
alto porcentaje de células viables, después de una congelacion prolongada.

Se han propuesto varios protocolos para el uso de crioprotectores para condrocitos
aislados y para el cartilago intacto; ya que en este ultimo, la matriz de cartilago puede
servir como un reflector o mas bien como un trasmisor de energia haciendo que el calor
se pierda durante el proceso de congelamiento. (Smith 1965)

Schachar y Tomfort (1977), demostraron que el DMSO al 8% o el glicerol al 10%
permiten que sobreviva un alto porcentaje de condrocitos. Ello se debe a que estos
agentes disminuyen la formacién de cristales de agua durante la congelacion y el
descongelamiento, y por tanto protegen la integridad fisica de la membrana y el nucleo.
Tomfort recomienda “el congelado lento y descongelado rapido”. Utilizando esta técnica,
los condrocitos adyacentes a hueso se mantienen vivos durante el proceso de congelado
a menos 80 grados centigrados y descongelado rapido justo antes de utilizarse. Lo
anterior posibilita la obtencién de tejidos y la creacion y mantenimiento de un banco, o

cual es importante en un programa de aloinjertos. (citado por Mankin 1983)
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El programa de banco de hueso, sugerido por Tomfort y Friedlaender (1982), consiste
en cuatro congeladores que contiene 300 espacios separados en una funda estéril de
polietileno. Los injertos se obtienen bajo condiciones estériles, se les realizan numerosos
cultivos bacterianos para corroborar la ausencia de bacterias y microorganismos y evitar
que se trasmita una infeccion. Al momento de la cirugia, el injerto se descongela en
solucién ringer de lactato caliente, y después de haber obtenido muestras para los cultivos
microbiologicos, se le adicionan antibiéticos. El uso de la solucién ringer caliente de 40 a
45 grados centigrados es para darle un mejor tratamiento al cartilago. (Mankin1983)

Makley (1984), analiz6 el uso de aloinjertos intercalados en la reconstruccion de huesos
largos de 24 p acientes humanos que presentaron d iferentes p atologias, c aracterizadas
por presentar defectos 6seos. Les aplicd aloinjertos frescos y congelados, observando
que no existian diferencias en cuanto al tiempo de integracion de estos al hueso receptor,
excepto una mejor calidad de union. El autor observo un 54% de complicaciones
menores con esta técnica, considerando los procedimientos involucrados en la aplicacion
de los aloinjertos.

Goran y col. (1992) utilizaron aloinjertos corticales éseos perforados, para favorecer la
osteoinduccién en conejos, para lo cual evaluaron cinco grupos diferentes: 1) injertos no
desmineralizado y no perforados, 2) perforados ho desmineralizados, 3) no perforados
desmineralizados, 4) perforados desmineralizados y 5) perforados desmineralizados
envueltos en una hoja de goma de silicon (Silastic); los cuales fueron colocados en un
defecto de diafisis ulnar de 2 cm. y evaluados a los 18 dias por métodos radiograficos e
histolégicos. Ellos observaron una mejor respuesta de osteoinduccion en aquellos injertos
desmineralizados y que presentaban perforaciones en relacion a los otros grupos
(Sigholm 1992).

Kumta (1998), Utilizd una técnica para mejorar la unién de aloinjertos y el hueso del
receptor, consiste en aplicar un aloinjerto en forma de telescopio y fue realizada en nueve
ninos, los cuales presentaban sarcoma osteogénico; una vez realizada la escision del
tumor, intercalé en el defecto 6seo el aloinjerto fijandolo para evitar su desplazamiento.
Monitore6 el progreso clinico de los pacientes y radiograficamente el estado de union
entre el aloinjerto y el hueso receptor asi como la respuesta periéstica y endostica.
Concluyd que el uso de esta técnica le permite optimizar la estabilidad y una adecuada
integracion del injerto; siendo una buena alternativa en cirugias de salvamento en nifos
con tumores.
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Cornelius y col. (1999), en un estudio realizado entre 1987 y 1994 utilizaron la técnica
de injertos Oseos para el tratamiento de lesiones vertebrales. En 104 pacientes humanos
que padecian espondilolistesis lumbar dolorosa, realizaron un tratamiento combinado con
fusion anteroposterior. La fusion posterior fue operada en todos los pacientes usando un
sistema enroscable pediatrico y en la fusion anterior fueron utilizados injertos 6seos
autogénicos y alogénicos; no observaron diferencia significativa entre los dos diferentes
tipos de tratamiento de injertos, para la fusion 95% y 92% respectivamente. Encontraron
en ambos casos, complicaciones de pseudoartrosis sin que existiera diferencia
significativa, por lo cual consideran acertado el uso de los aloinjertos para este tipo de
tratamientos.

Piattelli (2002), compara la reparacion ¢sea con el uso de aloinjertos Oseos
mineralizados y desmineralizados, con la finalidad de poder sustituir injertos autélogos en
cirugia oral en humanos. Durante su evaluacién histologica e histoquimica, observé que
no existia un efecto de osteoinduccion con los aloinjertos mineralizados vy
desmineralizados, sin embargo encontrd, que existia un mejor efecto de osteoconduccion
en los que utilizé aloinjertos mineralizados.

En México se han desarrollado trabajos referentes a |a utilizacion d e injertos para la
reparacion de defectos oseos. Aguilar (1994), utiliz6 xenoimplantes de hueso
desmineralizado en la reparacion de defectos criticos en la region frontonasal de perros,
observando que no existia rechazo durante la reparacion 6sea y que el uso de estos
implantes acelera la reparacion de los defectos del tejido dseo.

Actualmente los tratamientos utilizados para los defectos de regeneracion ésea utilizan
injertos 6seos autélogos frescos, injertos 6seos alogénicos congelados y secados, injertos
alogénicos de hueso desmineralizado y aumento 6seo con hidroxiapatita. Sin embargo se
han encontrado desventajas que justifican la busqueda de alternativas mas eficientes y
manejables, en este trabajo se prueba uno de estos métodos, con la utilizacion de

fijadores esqueléticos externos (Borjab 1990, Douglas 1995, Brinker 1999).
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Il. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general. Evaluar la cicatrizacion, integracién, poder osteogénico y
fibrogénico de aloinjertos de hueso desmineralizado en placa, en osteotomias de tibias
en perros (Canis familiaris), como una alternativa en el tratamiento de fracturas con

pérdida de hueso.

1.2 Objetivos especificos.

1) Estudiar y evaluar la evolucion clinica de la cicatrizacion de osteotomias en tibias,

con el uso de aloinjertos desmineralizados en placa.

2) Evaluar radiolégicamente |a integracion de aloinjertos e n |a reparacion d e tibias

con osteotomias.

3) Evaluar los cambios histolégicos a diferentes tiempos en la cicatrizacion de

osteotomias en tibia con el uso de aloinjertos de hueso desmineralizado en placa.

4) Determinar si el uso de aloinjertos de hueso desmineralizado, es una alternativa

en el tratamiento de fracturas con defectos dseos.

Il HIPOTESIS.

Si los aloinjertos son capaces de incorporarse e integrarse al receptor e inducir la
osteogénesis y fibrogénesis, entonces es posible optimizar y reducir el tiempo de
reparacion osea con la utilizacion de hueso desmineralizado en placa, en fracturas de

huesos largos, con defectos 6seos, en perros.
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IV. MATERIAL Y METODOS

El trabajo se desarrollo en las instalaciones de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan. UNAM. Localizada en el Km. 2.5 de la carretera Cuautilan Teoloyucan,
Municipio de Cuautitlan Izcalli. Estado de México.

El alojamiento de los animales de experimentacion, asi como el trabajo quirlrgico,
radiologico y de laboratorio, se realizé en las instalaciones de la Unidad de Cirugia y el
Hospital de pequefas especies. Las muestras histologicas se procesaron en el laboratorio

de Histologia del departamento de Ciencias Biolégicas.

IV.1. Animales de experimentacion:

Todos los animales utilizados en este trabajo fueron tratados de acuerdo a las
especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la norma
oficial Mexicana. y de la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de los Estados
Unidos

Se utilizaron 12 perros machos criollos sanos, obtenidos por donacion, de 2 a 3 afos
de edad y con peso promedio de 20 kilos, los cuales se mantuvieron en jaulas durante
15 dias previos al experimento, con alimentacion de tipo comercial, balanceado, marca
Hill’s y en un medio ambiente confortable.

Se decidié utilizar machos, para evitar los efectos hormonales de las hembras, que
pudieran influir en el experimento; el peso (20 - 25 Kg.) obedece a que éste es el
promedio de la poblacion canina; la edad (2 — 3 afios) se considera de un perro adulto
bien desarrollado y es el rango en el cual se ha observado con mayor frecuencia que son
referidos a consulta por fracturas.

Por otro lado se seleccionaron los animales que a la evaluacion clinica y de laboratorio,
se consideraron sanos, lo cual permitio descartar la posibilidad de alguna complicacion
durante el experimento.

Durante la seleccion de los animales se excluyeron los animales que:

a) No cubrieron los requisitos de referencia y los que presentaban un comportamiento

agresivo durante el manejo.

b) Animales que en la fase previa a la cirugia presenten alguna enfermedad o que

después de ésta, presentaron alguna complicacion.
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c) Se elimind un animal que durante el postoperatorio presentd un cuadro de

gastroenteritis, siendo éste reemplazado.

IV. 2. Obtencién y preparacion de los aloinjertos:

Los aloinjertos se obtuvieron a partir de escapulas de donadores sacrificados. A los
animales donantes se les realizé una evaluacion clinica, biometria completa y quimica
sanguinea renal y hepatica, constatando que se encontraban sanos, posteriormente se
sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico, la obtencién de las escapulas se
realiz6 mediante asepsia, antisepsia y colocacion de campos estériles.

Obtenida las escapulas se eliminaron elementos anatémicos anexos y fueron lavadas
exhaustivamente con solucion salina fisiologica. Posteriormente se procedié a la
desmineralizacion, para lo cual se utilizé solucion acida, que se basa en solubilizar sales
minerales en acido. El calcio existente en las estructuras 6seas, especialmente como
fosfatos y carbonatos, es solo ligeramente soluble en agua. Un acido libera el calcio de su
combinacion con los aniones y genera un intercambio de iones que produce una sal de
calcio soluble. La solucion que se utilizd para obtener la desmineralizacion, es conocida
como mezcla de acido clorhidrico-sodio de Van Ebner (Stevenson 1985).

Acido ClOrIARCO 36% ....cvevvies cerierieiriieieeeiieies st eeeeeseneeee e 15 ml.
Cloruro de SOQIO .......cceiuriiiiiiiiiiiiics i 175 gramos.
Agua deslilada ChP:uimnsisasnulmmriirmsrsimges 1000 ml.

Las escapulas se sumergieron en la mezcla acida en un recipiente de cristal
perfectamente cerrado hasta su desmineralizacion, agregando 1ml. de acido clorhidrico
por cada 200 ml. diariamente con la finalidad de controlar la acidez (pH = 1) de la mezcla
antes preparada, hasta obtener una adecuada desmineralizacién, la cual se valoré de
acuerdo a su consistencia (blanda), flexibilidad (de goma), para lo que se procedié a
insertar una aguja hipodérmica para verificar si no existia resistencia a su paso a través
del tejido, lo que indicaba que no habian depésitos de calcio dentro del mismo (Stevenson
1985).

Posteriormente a cada escapula se le realizaron cortes para eliminar en su totalidad la
espina, los bordes anterior, craneal, caudal y dorsal, asi como sus procesos articulares,
de tal forma que quedara una lamina homogénea, la cual se cortd longitudinalmente,
obteniéndose dos fragmentos similares (injertos), que fueron nuevamente sumergidos en

la solucion desmineralizadora por tres dias mas.
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Previo a la cirugia, los injertos fueron lavados con agua destilada estéril, manteniéndolos
sumergidos en la misma solucion por tres dias. Posteriormente fueron trasferidos a una
solucion desionizada estéril, en la cual permanecieron durante 24 horas en refrigeracion a
4°C.

Se tomé una muestra del injerto preparado para ser evaluada histolégicamente y se le
realizd control bacteriologico, mediante sembrado en agar enriquecido, para comprobar

que estuviera libre de bacterias.

IV. 3. Grupos de Estudio:

Los animales del estudio se mantuvieron en jaulas individuales por un periodo de 15
dias previos al experimento y fueron alimentados (400grs/diarios) con alimento comercial
de mantenimiento y agua a libre demanda. Se bafaron con jabén medicado (piretrinas) y
se desparasitaron utilizando pracicuantel (Droncit) a dosis de 5mg/Kg/VO, Ivermectina
(lvomec) 300ug/Kg/SC. Durante este periodo se les realizé un evaluacion clinica diaria
peso corporal (PC), frecuencia cardiaca (FC.), frecuencia respiratoria (FR.), temperatura
(T), Tiempo de llenado capilar (TLLC) y revision de linfonodos (L). A los siete dias previos
al experimento se les realizé biometria hematica (BH), quimica sanguinea (QS), urea y
creatinina sérica y examen general de orina (EGQO), para reducir la posibilidad de
presencia de enfermedad subclinica.

Posteriormente fueron divididos al azar en dos grupos. El primero, grupo | o control ,
y el grupo Il o experimental, con 4 y 8 animales respectivamente, todos fueron sometidos

a cirugia.

A los animales del grupo | (n=4) se le realizé una osteotectomia en tercio medio de la
tibia derecha de 1 cm aproximadamente, dejando libre la zona de fractura la cual fue
estabilizada mediante la técnica de fijacion esquelética externa y fueron sacrificados para
la obtenciéon de muestras a las 4,5,6 y 7 semanas después de la cirugia. Mientras que los
pacientes del grupo Il (n=8) se les realizd de igual forma una osteotectomia, cubriéndola
con el aloinjerto de hueso desmineralizado y estabilizandola por el mismo método y fueron

sacrificados dos animales por semana, a las 4,5,6 y 7 semanas.
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Grupo Control Grupo Experimental

| II

Tiempo Animales Animales
4 Semanas 1 2
5 Semanas 1 2
6 Semanas 1 2
7 Semanas 1 2
Total 4 8

IV. 4. Preparacion prequirtirgica:

Los pacientes, 24 horas antes de la cirugia fueron puestos en ayuno. Antes de la cirugia
se prepararon siguiendo los principios basicos de asepsia quirlrgica; rasurando el
miembro elegido desde el tercio distal del fémur hasta el tercio proximal de los tarsos; se
les coloco un catéter intravenoso y un equipo de venoclisis normogotero conectado a una
solucion isotonica de cloruro de sodio, perfundiendo 12 gotas por minuto.

La anestesia se realizé con pentobarbital sodico (Sedalvet) a dosis de 20 mg./Kg. de
peso vivo, por via intravenosa, previa tranquilizacién con propiopromacina (Combelen) a
dosis de 0.2 mg./Kg. de peso vivo; para mantener la via aérea permeable, se colocé una
sonda endotraqueal de Rush con globo.

IV. 5. Técnica quirdrgica:

Se coloco a todos los pacientes decubito dorsal, sujetando el miembro a ser operado
en alto, por la region de los tarsos durante toda la cirugia; se procedioé a realizar la
asepsia y antisepsia con tintura de benzal sobre toda la zona quirdrgica y se colocaron los
campos quirurgicos y la sabana hendida.

Se aplicaron, por la cara medial de la tibia, cuatro clavos percutdneos de Steiman
(7/64) marca SOLCO, siguiendo la técnica de fijacion esquelética externa tipo Il. Para lo
cual se utilizé6 un taladro inalambrico de baja revolucién marca SKyl (300/600 RPM). El
clavo 1y 4 se colocaron transversales al eje axial de la tibia, y el 2 y 3 en angulo de 45
grados con respecto a los primeros. Se unieron los cuatro clavos, por la cara lateral, con
una barra conectora de 1 cm de diametro. La barra fue elaborada con metacrilato

autopolimerizable de uso dental, marca Arias.
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Posteriormente, se realizé una aproximacion quirdrgica al cuerpo de la tibia, sobre el
tercio medio de la misma; se inici6 con una incisibn media, recta, de 4 cm.
aproximadamente sobre la piel y tela subcutanea, preservando los vasos y nervios
safenos, que son paralelos y “corren” junto a la tibia. Mediante incision sobre la fascia
crural, se expusieron los musculos tibial craneal y cabeza medial del flexor digital medial,
liberandolos del hueso; posteriormente, con el hueso expuesto, se procedio a
desperiostizarlo, para realizar la osteotectomia de aproximadamente un centimetro
incluyendo la fibula.

La osteotectomia se realizé utilizando brocas ortopédicas de ' de pulgada de
diametro, realizando varias perforaciones sobre dos lineas, se unieron las lineas de
perforacion con otra broca de %; p osteriormente se afiné el corte, mediante una pinza
Ronyer hasta obtener la longitud deseada (1 cm.). Se lavd la zona con solucion salina
estéril y se procedié o no al implante, dependiendo del grupo al que perteneciera el
paciente.

El defecto 6seo generado se cubrié con la placa de hueso desmineralizado (aloinjerto)
previamente preparado, el cual se enrollé alrededor de la tibia y se fijé mediante suturas
absorbibles (Vicryl 2/0), para evitar su desplazamiento, mientras que al grupo control no
se le aplicoé ningun material en el defecto.

Se procedié a reparar los planos anatéomicos incididos, para las fascias se utilizd la
técnica de puntos en X, incluyendo una porcién del implante en ellos; siguiendo con una
sutura subcuticular continua y reforzandolos con puntos separados en piel con Nylon de
3/0. Una vez reparado los planos anatémicos, se coloco la segunda barra conectora con
metacrilato por la cara medial concluyendo asi la estabilizacion de la fractura. Ademas, se
aplicé un vendaje en la zona del fijador. Se tomé una placa radiografica de control con dos
proyecciones (CrCa y ML) al terminar la cirugia.

A todos los pacientes, durante el posquirirgico se les administré por via oral
ampicilina a dosis de 30 mg./Kg. /c /8 hrs. durante 7 dias. Diariamente se realizo limpieza

con solucion salina fisiolégica en las interfases clavo — piel y se cambi6 de vendaje.
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IV. 6. Evaluacion Clinica:

La evaluacion clinica que se realizé durante el posquirtrgico consistido en la revision
semanal del PC, asi como la toma diariade la T, FC, FR. el TLLC y revision de linfonodos
La evaluacion del defecto 6seo expresada en milimetros se realizd cada tercer dia,
utilizando un vernier y tomando como puntos de referencia las caras craneo — caudal (CC)
y latero — medial (LM); se realizd una evaluacion semanal del grado de apoyo, para lo
cual, ademas de la observacion en estatica, se sometio al paciente a la marcha (dinamica)
utilizando para esta evaluacion una escala modificada de la propuesta por Ramirez (1996)

con los siguientes criterios:

Criterio Valoracion
Apoyo constante en estéatica y existe apoyo ligero en dinamica 3
El apoyo se observa sélo en estatica 2
El miembro afectado tan solo toca el piso para lograr el equilibrio 1
El miembro afectado se mantiene en el aire en todo momento 0

Se evalud | a presencia de procesos infecciosos, para lo cual d urante la inspeccion
clinica del area quirurgica se observaba la produccion de exudado purulento, necrosis de
tejido y la evolucion de la cicatrizacion; para determinar la respuesta de rechazo se
consider6 la apariencia general, la evolucion de la cicatrizacion y la presencia de
esfacelamiento de los tejidos. Se propuso una escala de evaluacion de acuerdo con la
experiencia que se tiene en la reparacion de tejidos, con los siguientes criterios y

valoracion:
Criterio Valoracién
No se presenta infeccién ni hay evidencia de rechazo 2
Se observa infeccion de los tejidos blandos 1
Se observa infeccion y rechazo 0
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IV. 7. Evaluacion de pruebas de laboratorio.

Con la finalidad de investigar si el implante modifico la cuenta de eritrocitos y leucocitos
de los animales que lo recibieron, se realizé un conteo de estas células por semana; para
lo cual se obtuvo por puncion venosa, 3 ml de sangre, los cuales se colocaron en tubo

vacutainer con EDTA y se procedio al andlisis.

IV. 8. Evaluacion Radiolégica:

Para la evaluacion radiologica se utilizé un equipo de rayos X marca Universal de