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1.0 RESUMEN

Durante el ejercicio profesional el médico veterinario se enfrenta a ciertas
patologias del tejido éseo, las cuales no pueden ser corregidas o tratadas por
procedimientos quirurgicos ortopédicos convencionales; entre estas lesiones
Oseas (genéticas, congénitas o adquiridas), sobresalen aquéllas en las cuales
existe una pérdida de material éseo (osteomielitis, fracturas conminutas o con
perdida de hueso, artrodesis, etc.) o donde se requiere para su tratamiento el
uso de materiales que permitan optimizar la reparacién del hueso .

Es aqui donde el uso de implantes e injertos y sus diversas técnicas de
aplicacién tienen un papel preponderante dentro de la ortopedia veterinaria,
por lo que es necesaria la investigacion de los diferentes tipos de injertos.

Para este trabajo de experimentacion se utilizaron aloinjertos
desmineralizados laminares, obtenidos de perros sanos (escapulas) los cuales
fueron injertados en pacientes a los que se les realizé una osteotomia (1 cm.)
en la tibia y la fractura fué estabilizada con la técnica de Fijacion esquelética
externa.

El experimento se conformé por tres grupos (n=4 cada grupo); al primer
grupo (Control) solo se le realizd la osteotomia, al segundo grupo (Injerto) se
le practic6 la osteotomia y se injerto el aloinjerto en el espacio
interfragmentario, por ultimo al tercer grupo (TGF-B) se le practico la
osteotomia y se injerto el aloinjerto tratado con TGF-B1 en el espacio
interfragmentario producto de la fractura inducida.

Para la valoracion clinica y radiografica realizada a los tres grupos, se
efectuaron controles diarios y semanales. Los controles diarios consistieron en
la recopilacion de las constantes fisiolégicas, grado de apoyo clinico e
inflamacion. Los controles semanales se basaron en el muestreo sanguineo y
la toma de placas radiograficas de los animales.

Parte fundamental de esta tesis fué el estudio de los resultados estadisticos
obtenidos, la estadistica se realizd6 bajo un modelo cuantitativo de Regresion
lineal de todos los datos recopilados de las variables determinadas para los
grupos y mediante la correlacion de Pearson se explico la confianza del
modelo. En los resultados no hubo diferencias estadisticas significativas que
evidenciaran cambios en el proceso de reparacion.



2.0 INTRODUCCION

21 ANATOMiIiA Y FI SIOLOGIiA DEL HUESO

Se le llama hueso al é6rgano del sistema esquelético cuyo componente
estructural es el tejido 6seo y que se compone de una matriz extracelular
mineralizada. Se forma por tejido conectivo que esta constituido por células y
fibras que forman una sustancia rigida y dura, conformadas por una capa de
tejido 6seo denso o compacto denominada corteza o cortical; que es la que se
situa siempre superficialmente, esta envuelta por una membrana fibrosa,
(excepto donde se localiza el cartilago articular); que cubre toda la superficie
denominada periostio; el cual a su vez se compone de dos capas una interna
y una externa, la capa interna se forma por tejido conectivo laxo vascularizado
y donde también se localizan células ostedgenas u osteoprogenitoras y células
formadoras de hueso u osteoblastos; la capa externa se compone de tejido
conectivo denso con escasos vasos sanguineos; la segunda capa se compone
de placas (espiculas) dispuestas en forma de red porosa denominada
esponjosa.

Por otro lado los huesos presentan una cavidad medular tapizada de una
membrana fibrosa denominada endostio; que recubre la cavidad medular y los
canales osteonales, dando sostén y fortaleza con el minimo peso posible y que
a su vez, nos da un soporte interno para todo el cuerpo y proporciona el punto
de fijacion para tendones musculares, los cuales son indispensables para dar la
movilidad muscular. Las fibras de colageno que comunican la capa externa
con la interna, se denominan fibras perforantes o de Sharpey (Dieter, 1993;
Ross, 1997).

La matriz extracelular, dispone de una matriz organica (30%) de la masa
0sea; que contiene fibras de colageno principalmente del tipo |, y sustancia
fundamental (10%) basicamente lipidos, proteoglucanos y proteinas no
colagenosas como la osteocalcina, que se forma por los osteoblastos bajo la
influencia del 1,25 dihidroxicolecalciferol; pasando parte de ella al torrente
sanguineo, por lo que la concentracion sérica de esta se utiliza en la clinica
para valorar el grado de formacién de tejido 6seo.

La matriz inorganica (70%), son sales de calcio hidratadas y sales de
fosfato cristalino (cristales de hidroxiapatita), que tienen forma de varas finas,
de unos 3nm de espesor y hasta 60nm de largo. Ademas, se compone de otros
iones y minerales, siendo los mas frecuentes los de magnesio, potasio, sodio,
carbonato, pero también pueden encontrarse citrato, difosfato, zinc, hierro y
algunos metales toxicos, como estroncio, plomo, aluminio, oro y cadmio
(Frandson, 1995; Junqueira, 2001; Climent, 1998; Merida; 2002; Schuwartz,
1998).



Histologicamente el cuerpo de un hueso largo se forma por hueso
compacto, compuesto de matriz 6sea depositada en capas o laminillas
curvadas, las laminillas estan originadas segun tres patrones distintos:
conceéntricas, intersticiales y circunferenciales.

Las laminillas concéntricas se encuentran alrededor de canales
longitudinales (osteonas) denominados conductos de Havers, en promedio
estos miden 50um de diametro y cada conducto tiene 1 o 2 capilares, ademas
de vasos linfaticos, fibras nerviosas y tejido conectivo; las laminillas
intersticiales son restos de osteonas y las laminillas circunferenciales (lamina
basal externa e interna) estan paralelas a la superficie interna y externa de la
di&fisis.

Otro sistema de canales conductores de vasos, llamados conductos de
Volkman, (canales perforantes) atraviesan el tejido éseo en sentido transversal
y no estan rodeados de laminas ordenadas en forma concéntrica, comunican a
los conductos de Havers entre si con las superficies externa e interna del
hueso, asi como con los vasos que se encuentran a nivel del periostio
(Karsenty, 1999; Pagliai, 2001; Cormack, 1988).

El hueso trabecular también se compone por laminas, pero no forman
sistemas de Havers, el principal elemento estructural es la osteona trabecular,
las cuales forman fibras delgadas y gruesas; las delgadas estan compuestas
por una sola osteona, con ambas superficies ubicadas hacia el canal medular
recubiertas por endostio, mientras las gruesas se componen de varias
osteonas con lineas de cemento intermedias (Dieter, 1993; Ross, 1997;
Junqueira, 2001).

En el hueso existen cinco tipos de células:

1. Las células osteoprogenitoras se diferencian de las células
mesenquimaticas primitivas, y tienen la capacidad de inducir la formacion
de hueso por transferencia de tejido conectivo; es decir, dan origen a los
osteoblastos.

2. Los osteoblastos son células esféricas que cubren la superficie en
crecimiento, son las encargadas de sintetizar y secretar la matriz 6sea, asi
como fosfatasa alcalina, citocinas y factores de crecimiento de efecto local,
implicados en la formacion y resorcion de hueso, entre ellos encontramos a
las interleuquinas, IGF-I (factor de crecimiento simil insulina), PGE, y TGFf
(factor de crecimiento y transformacion beta).

3. El osteocito es la célula principal del hueso maduro, los cuales se
encuentran alojados en una laguna rodeada por sustancia intersticial,
poseen numerosas prolongaciones finas que pasan por canales pequefos,



llamados canaliculos, y existen ademas uniones "gap”’donde contactan con
las prolongaciones de otros osteocitos.

4. Los osteocitos de superficie, lamadas células de recubrimiento 6seo que
se originan a partir de osteoblastos que han finalizado la formacion de
hueso y recubren la superficie, como su nombre lo indica.

5. Los osteoclastos son células responsables de la degradacién de los
minerales, asi como de la matriz 6sea y otras estructuras como fibras
extracelulares de colageno y elastina que son las que proporcionan la
resistencia e integridad y los proteoglicanos, los cuales proporcionan
elasticidad y flexibilidad a la matriz de tejido conectivo. También secretan
fosfatasa acida y enzimas lisosomales (Ross, 1997; Birchard, 1996).

2.1.1 Osteogénesis.

Independientemente del lugar en donde se forma el tejido éseo, lo hace por
un proceso de transformacién del tejido conectivo existente. Los tipos de
desarrollo de tejido éseo dependen de células especificas que se diferencian
en ambientes celulares distintos. La zona reducida especifica de formacién
0sea, se llama centro de osificacion (Dieter, 1993; Frandson, 1995).

Cuando el tejido 6seo se forma directamente del mesénquima, el proceso
se designa como osificacion intramembranosa, la cual explica como la mayor
parte de los huesos planos estan preformados como membrana fibrosa o
matriz, la cual se infiltra en tejido osteoide que, al calcificarse, forma hueso
verdadero y definitivo. Se forma hueso adicional al osificarse las capas del
periostio a cada lado del hueso.

El proceso de formacion désea en modelos de tejido cartilaginoso
preexistente se denomina osificacion endocondral o intracartilaginosa, en
este caso el hueso es preformado en los cartilagos del feto. Muchos huesos
largos evolucionan segun este procedimiento, el cual consiste en que el
cartilago se mineraliza y luego es sustituido poco a poco por tejido 6seo. Los
huesos largos aumentan de diametro al formarse nuevas capas de hueso a
partir del periostio que rodea la corteza 6sea (Guerado, 2002).

Al tiempo que se forma el hueso nuevo por fuera, las porciones mas
internas se eliminan con aumento de tamafno de la cavidad medular (Dieter,
1993; Frandson, 1995).



22 PATOLOGiAS OSEAS

Entre las funciones de los huesos deben considerarse las de dar proteccion
y rigidez a los 6rganos de las cavidades toracica y abdominal asi como
proporcionar proteccién al cerebro y médula espinal, conformar el cuerpo,
actuar como palancas y proporcionar un sitio para la formacién de elementos
de la sangre; ademas de representar un papel muy importante en el sistema de
locomocion.

En conjunto el esqueleto sirve como area dinamica de depdsito para las
sustancias minerales, especialmente calcio y fdésforo, las cuales son
depositadas y retiradas conforme se les necesita en el proceso homocinético
en marcha (Frandson, 1995; Olmsted, 1998).

El sistema esquelético se define como aquél comprendido por huesos
cartilago y articulaciones; una gran variedad de patologias puede afectar al
aparato esquelético como son tumores, enfermedades y fracturas (Morris,
2002; Popesko, 1981).

2.2.1 Tumores 6seos.

Los tumores 6seos por lo general son malignos, tienden a afectar a perros
de edad avanzada, su frecuencia afecta a medida que aumenta el tamafio y el
peso corporal y se sugiere una predisposicién en machos.

Los tumores éseos primarios, se originan desde los elementos constitutivos
del hueso y el cartilago, tumores de tejidos blandos que invaden el hueso o
tumores malignos que metastatizan en el hueso; tienen predileccién por las
regiones metafisiarias de los huesos largos, en especial en distal del radio,
proximal del humero, distal del fémur y proximal de tibia, y son mas frecuentes
en el miembro toracico (anterior) que en el pelviano (posterior) (Morris, 2002).

Benignos: se presentan con baja frecuencia y tienen poca importancia
clinica, entre los que estan, osteocondroma, encondroma y osteoma.

Malignos: son de crecimiento rapido, destructivo e invasivo, su presencia
dentro del hueso causa dolor y la destruccion de estructuras éseas normales,
conduce al debilitamiento del hueso predisponiéndolo a fracturas patoldgicas;
tiende a diseminarse a lo largo de la cavidad medular y puede invadir los
tejidos blandos adyacentes, aunque rara vez el tumor cruza o invade las
articulaciones, el mas comun es el osteosarcoma que es el de mayor
malignidad asociado con un temprano desarrollo de metastasis; también estan
el condrosarcoma, fibrosarcoma, liposarcoma, hemangiosarcoma, carcinomas
mamarios, entre otros.



En la mayoria de los casos hay una metastasis microscépica presente en el
momento del diagndstico de la lesion primaria. La metastasis es hematogena y
los pulmones son el sitio mas frecuente para el desarrollo de tumores
secundarios. Otros sitios de metastasis a distancia incluyen rifiones, higado,
bazo y el mismo esqueleto.

Por lo general los animales afectados presentan claudicacién de comienzo
gradual o subito, con o sin tumefaccién dolorosa del area afectada en el
miembro.

Los analisis rutinarios hematoldgicos y bioquimicos no suelen ser de mucha
ayuda en el diagnostico de tumores éseos primarios. La fosfatasa alcalina
sérica y especifica se eleva en los perros con osteosarcomas primarios (Morris,
2002; Slausson, 2002).

La radiografia si es de valor diagndstico y en el area afectada se presenta
ostedlisis, formacion de hueso irregular y al azar e inflamacién de tejidos
blandos con o sin calcificacion. La radiografia de térax es importante en la
estadificacion clinica. Una biopsia de la lesion es necesaria para alcanzar un
diagndstico histoldgico.

La cirugia es el medio mas efectivo para el tratamiento, pero la naturaleza
localmente invasiva de los tumores de hueso hace que la remocién requiera de
margenes amplios de seguridad, incluyendo el hueso; la quimioterapia esta
indicada como tratamiento adyuvante del manejo quirurgico como intento para
demorar el inicio de la metastasis, el mas utilizado es el cisplatino a dosis de
60mg IV cada 21 dias hasta 6 aplicaciones, el carboplatino a dosis de 300mg
IV cada 21 dias hasta 4 aplicaciones y la doxorrubicina a dosis de 30mg IV
cada 14 dias hasta 5 aplicaciones.

El pronéstico para el osteosarcoma en los perros es universalmente malo,
eventualmente el 90% de todos los pacientes son sacrificados debido a la
enfermedad metastasica (Morris, 2002).

2.2.2 Enfermedades Oseas.

Dentro de las enfermedades mas comunes esta la osteolitis u osteomielitis
que es la inflamacion de la cortical y de la médula éseas, afectando a los
espacios haversianos, canales de Volkman y, en general, a la cavidad medular
y al periostio. La infeccion O0sea esta generalmente asociada con fracturas
abiertas, cirugia ésea (especialmente las intervenciones que comprenden
implantes metalicos) hueso cortical avascular o enfermedades sistémicas; la



mayoria estan causadas por bacterias y otros agentes infecciosos como virus y
hongos (Brinker, 1999; Coughlan, 1999).

La infeccion aguda se caracteriza por una historia clinica coherente, dolor
localizado, hinchazén, eritema, pirexia, anorexia, letargia y una fiebre
persistente (39.5°), los signos radiograficos no son claros, se suele manifestar
entre las 48 y 72 horas después de la intervencidén quirurgica, en la radiografia
el unico cambio visible puede ser la inflamacién de los tejidos blandos y pueden
pasar varios dias para que se manifieste la alteracion. En una infeccion cronica
la caracteristica principal se observa en la historia clinica coherente del
paciente, esto es; que hay concordancia de lo anotado con lo observado y el
diagndstico se vera soportado con los analisis de laboratorio.

Los signos de una infeccidn cronica se detectaran cuando se observe en la
lesion exudados de trayectos fistulosos (+/-); cojera visible a causa de una
atrofia muscular con contractura de los musculos circundantes a la lesion y
cambios radiograficos positivos al diagnostico de osteomielitis, en los cuales
podemos detectar osteoporosis, resorcion y adelgazamiento de hueso cortical,
formacion de periostio de hueso nuevo, esclerosis, hinchazén de tejidos
blandos y formacién de secuestros e involucros (Coughlan, 1999).

Las vias de infeccion por orden de frecuencia son las siguientes:

a) Contaminacion directa de las fracturas abiertas, intervencion quiruargica
en el tratamiento de una fractura y heridas por puncion.

b) Extension directa de tejido blando adyacente infectado.

c) Por sangre, en enfermedades como osteomielitis vertebral,
discoespondilitis (Brucella, Nocardia, Staphylococcus) y endocarditis
bacteriana (Brinker, 1999; Arrebola, 2000).

El tratamiento con éxito de las osteomielitis postraumaticas requiere una
combinacién de cirugia y un curso prolongado de antibiéticos como la
cefazolina, clindamicina, cloxacilina, metronidazol y amoxicilina de dos a tres
veces al dia aunado a un desbridamiento completo y cuidadoso

En la infeccidon aguda el tratamiento debe ser agresivo y apropiado para
anticiparse a una enfermedad crénica tomando en cuenta que también hay que
evaluar y modificar, si es necesario, la fijacion interna para asegurar la
estabilidad de la fractura o ayudarnos también de una fijacion esquelética
externa (Coughlan, 1999; Brinker, 1999).



2.2.3 Fracturas o6seas.

Una fractura es toda interrupcion patoldgica de la continuidad del tejido
0seo. Su clasificacion se basa segun su mecanismo de produccion; en
fracturas por mecanismo directo y por mecanismo indirecto y segun su patrén
de interrupcion en fracturas incompletas y completas (Frandson, 1995;
Coughlan, 1999).

El hueso puede comprimirse, doblarse, elongarse o torcerse, sin embargo,
existen limites de resistencia a la aplicacidén de estas fuerzas, es decir, cuando
se aplica suficiente fuerza a un hueso, este se deforma de su estado original,
por lo tanto podemos decir que existen cuatro comportamientos basicos del
material a la aplicacién de la fuerza:

1) Deformacion elastica: -Es el valor del esfuerzo en la curva de esfuerzo-
deformacion, en el que existe un incremento significativo de la
deformacion, con poco o ningun incremento en el esfuerzo.

2) Deformacion plastica: -Es el valor del esfuerzo en la curva de esfuerzo-
deformacion, en el que el material se ve sometido a un esfuerzo mayor
que su resistencia a la cedencia, llamada también resistencia ultima.

3) Limite elastico aparente. -Es el valor del esfuerzo en la curva de
esfuerzo- deformacion, en que el material se deforma plasticamente; es
decir, ya no volvera a su forma y tamano originales luego de eliminar la
carga.

4) Punto de ruptura: -Es el valor del esfuerzo en la curva de esfuerzo-
deformacion, que ocurre cuando la fuerza sobrepasa él limite elastico
aparente, llamado también esfuerzo en el punto de ruptura (Pytel, 1994,
Ortiz, 2002).

Al aplicar las cargas aparece una deformacion interna del material
generando fuerzas internas resultantes, lo que se denomina estrés; ante el cual
el hueso mantiene una resistencia plastica de forma permanente, pero cuando
estas son alteradas, principalmente por fuerzas externas y la resistencia
plastica es rebasada, se puede provocar una fractura (Bojrab, 1990, Brinker,
1999).

Reparacion de las fracturas.- La mecanica de la reparacion de las
fracturas, se refiere directamente a la cantidad de movimiento que se
esperaria en el lugar de la fractura y para que exista una correcta
inmovilizacién se requiere de una buena reduccion. Se le llama reduccion a la
reunion de los extremos fracturados de un hueso en la posicion original y si en
esta disposicion se inmovilizan ocurre el proceso correcto de curacion.

Para una buena reparacion existen factores a controlar:
» Las enfermedades crénicas debilitantes o mala alimentacion.
= Eltejido necrdtico en la zona (secuestros).



= Movimiento excesivo en los extremos de la fractura.
= Eleccion del método adecuado de fijacion.
» La presencia de bacterias (infeccion) (Russell, 1987).

En el momento de la fractura se rompen algunos vasos sanguineos, con la
consiguiente hemorragia difundida por los extremos del hueso, la sangre
derramada forma un coagulo, pronto invadido por células conectivas que
forman tejido de granulacion y nuevos capilares.

Los osteoblastos de la superficie del hueso, del periostio y el endostio que
tapizan las cavidades de la médula y los conductos de Havers se multiplican
con rapidez y producen una cantidad masiva de tejido osteoide que se llama
callo. Este tejido llena el espacio y la cavidad medular entre los extremos rotos
del hueso, los rodean y forma una union sujetadora que en general asegura la
inmovilidad de los segmentos. Una vez que el callo queda por completo
mineralizado puede decirse que se ha convertido en hueso verdadero
(Frandson, 1995; Stevenson, 1985; Hannouche, 2001).

Existen dos tipos de cicatrizacion ésea:

Cicatrizacion 6sea primaria: Sucede con la fijacion interna rigida y
resulta en la unién ésea por el crecimiento directo de los sistemas haversianos
a través de la fractura, hay un callo externo minimo o nulo, la reparacién ocurre
cuando se desarrollan nuevas osteonas que cruzan en el area de fractura para
sustituir las antiguas que fueron privadas del suministro sanguineo local, por lo
que la lesion en el aporte sanguineo de las osteonas cerca del area de fractura,
estimula una intensa actividad en los sistemas haversianos. Los osteoblastos
forman puntas de lanza en los extremos de los canales haversianos cerca de la
fractura, ademas de aumentar su tamano para la formacién de un nuevo
sistema (Ross, 1992; Climent, 1998).

Cicatrizacion 6sea secundaria: Se presenta cuando no existe una fijacion
interna rigida y una posicion anatomica adecuada de los huesos, consta de
seis estadios:

1. Estadio de impacto fracturante: La cantidad de energia que absorbe el
hueso, es liberada al momento de ocurrir la fractura y se dafan los tejidos
adyacentes, provocando un estimulo local y sistémico que moderan
usualmente ciertos mensajes, entre ellos, las enzimas, pH y tension de
oxigeno; también se ha descrito una sustancia estimulante de la
Osteogénesis o proteina morfogénica (BMP), la cual manda mensajes a
varios tipos de células en donde algunas no son estimuladas, generalmente
los mensajes recibidos son de proliferacion, diferenciacion y organizacion.
Este proceso inicial de respuesta generalmente lleva siete dias.
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Estadio de inflamacion: La finalidad de esta respuesta inflamatoria, es la
limpieza del foco de fractura para preparar terreno a la consolidacion. Se
inicia inmediatamente después de producirse la fractura. Se produce un
acumulo de liquido en espacio intersticial por vasodilatacion, aumentando la
permeabilidad capilar en respuesta a factores como la histamina,
serotonina, etc. y localmente se concentran, leucocitos, PMN vy
especialmente neutrofilos, a los que se unen progresivamente células de la
serie mononuclear — fagocitica. La lisis de los osteocitos y células de los
tejidos blandos muertas, conllevan a una liberacién en el foco de la fractura
de sustancias almacenadas en los lisosomas, como el factor beta
transformador de crecimiento (TGFp), el cual es una citocina sintetizada por
osteoblastos que atraen células inflamatorias y macréfagos encargados de
la limpieza de todo el material necrético de la fractura (Fuentes, 1998).

Estadio de induccién o de granulaciéon: En esta etapa generalmente se
reproducen nuevas células, en respuesta a los estimulos anteriormente
recibidos, por lo que se genera la formacion de nuevos vasos, fibroblastos,
material intercelular y diferentes células de soporte, que en conjunto
formaran tejido suave de granulacion en los extremos de fractura del hueso.
Durando este proceso aproximadamente dos semanas (Santoscoy, 1994;
Stevenson, 1985; Climent, 1998).

Estadio del callo blando: En este, existe proliferacion de células
formadoras de hueso y/o cartilago, las cuales comienzan a formar la matriz
organica, asi como la vascularizacion de la zona. La proliferacion se pone
en marcha donde se encuentra el periostio, endostio y tejidos circundantes
vasculares, aqui participaran algunos grupos celulares como son los
osteoblastos y condroblastos, que se encargan de formar una amalgama
celular responsable del callo blando, y los osteoclastos y condroclastos que
son los encargados de remover detritus celulares. La captacién del calcio
aumenta lentamente elevandose durante meses o anos.

Estadio del callo duro: Se produce la mineralizacion del callo blando al
cabo de tres semanas, y varia dependiendo del tejido adyacente; el tejido
osteoide neoformado se va a mineralizar directamente por él depdsito de
cristales de hidroxiapatita y el tejido cartilaginoso seguira un proceso de
osificacion endocondral similar al que siguen los moldes cartilaginosos del
feto. El tejido éseo resultante es de tipo fibrilar.

Estadio de modelaciéon y remodelacion: Durante este estadio que es él
mas largo de todos, y que dura de seis a nueve afos después de la
fractura, toma lugar un reemplazo de cartilago mineralizado, se da una
transformacién de tejido 6seo en nuevo hueso laminar, se da una
transformacién de hueso compacto, como los osteones y nuevo hueso
laminar alineado, paralelo a la compresion longitudinal y a las fuerzas de
tensién que estan dadas por los musculos que rodean la fractura y se
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remueve el callo que ocluye la cavidad medular restaurando el espacio
medular (Russell, 1987; Stevenson, 1985; Climent, 1998).

Una perfecta alineacion minimiza el callo fibroso y consecuentemente se
acelera la formacion del hueso maduro; siendo la curacién mas rapida si el foco
tiene un buen aporte sanguineo y la inmovilizacién es completa (Ross, 1992;
Frandson, 1995; Arrebola, 2000).

Complicaciones que retardan la reparacion de las fracturas.- La
mayoria de estas se complican, por no observar y seguir adecuadamente los
principios basicos de la ortopedia. Estas basicamente son:

Union: Significa que el hueso fracturado se ha consolidado, el hueso ha
soldado y el paciente puede cargar peso sobre él y deambular sin que se
produzcan complicaciones; no hay movimiento ni dolor en el lugar de la
fractura, aunque todavia la linea de fractura sea evidente en las radiografias.

Seudo-artrosis: Indica una no-union en la que hay movimiento considerable
en el lugar de la fractura, de tal manera que se forma una falsa articulacion con
una cavidad sinovial, uniéndose los extremos mediante tejido fibroso o
cartilaginoso.

No-unién: Indica que la fractura no ha consolidado sin probabilidad que lo
haga, al menos que las circunstancias se alteren por cirugia u otra intervencion.
Basicamente es provocada por_inmovilizacion inadecuada de la fractura,
pérdida de la irrigacidn sanguinea y tratamiento posquirurgico inadecuado
(Coughlan, 1999; Arrebola, 2000; Dennis, 2001).

Union retardada: Son basicamente las mismas causas de no-union, pero
actuan en grado menor, si la unién retardada va a precisar un tiempo
considerable para consolidar, es mejor revisar el tratamiento y aplicar una
fijacion mas estable con el fin de acelerar la reparacién. Se aplica a una
fractura que tarda una cantidad excesiva de tiempo en consolidar, mas de lo
que cabria esperar; varia dependiendo del hueso fracturado, edad, método de
fijacion y estado de salud general del paciente.

Mal-unién: Se ha consolidado la fractura pero con mala alineacion, evitando la
compatibilidad con la funcion normal de esa parte del esqueleto. Las mal
uniones se consideran como funcionales o no funcionales. En las funcionales el
animal tiene buena funcién de la extremidad con deformidad moderada,
afectando solamente la estética. Las no funcionales implican la alteracion en la
funcion de la extremidad, sin que se produzcan problemas clinicos hasta varios
meses después. También las mal uniones pueden afectar la movilidad articular
o alterar el angulo funcional de la articulacién (Coughlan, 1999; Arrebola,
2000).
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En ocasiones, los defectos esqueléticos, ya sean congénitos o adquiridos,
por alguna o multiples circunstancias; no pueden ser corregidos solamente con
la fijacion esquelética externa, sino que se pueden complementar 6 tomar
como alternativa, con el tratamiento de tejido vivo o no viable, llamado injerto;
mediante un procedimiento quirurgico que permite reemplazar el hueso perdido
o deficiente en la parte del cuerpo afectada, pero ¢qué es un injerto?

23 INJERTOS OSEOS

Se le llama injerto a la transferencia de cualquier tejido vivo. Existen
diferentes tipos de injertos, cada uno con caracteristicas fisicas, mecanicas e
inmunoldgicas diferentes.

El injerto de hueso esponjoso, es el tipo de injerto que se emplea con mas
frecuencia, para estimular la consolidacion de una unién retardada o de una no-
unidn o para remplazar un segmento conminutivo de hueso. Suelen obtenerse
a partir de hueso metafisiario del donante y se usan como auto injertos frescos.
En cualquier circunstancia se intenta promover el callo, el cual estara
constituido por una combinacién de callo periostico y por nuevo hueso inducido
dentro del mismo injerto (Coughlan, 1999; Brinker, 1999; Burchardt, 1983).

El injerto de hueso cortical, usados con menor frecuencia, son fragmentos
de hueso cortical que se suelen separar de la irrigacién sanguinea y se aplican
mas a menudo como aloinjertos congelados. La formacion del callo se observa
con frecuencia en los extremos Oseos del hueso huésped mientras se van
incorporando. Este tipo de injertos no desarrollan vascularidad durante afos,
por lo tanto funcionan como puntal fisico mas que ser reincorporados
realmente.

La combinacién de ambos se denominan injertos corticoesponjosos, los
cuales pueden usarse como auto injertos frescos o aloinjertos congelados y
suelen obtenerse a partir de costillas o crestas iliacas dorsales (Brinker, 1999;
Coughlan, 1999).

Los casos de infeccion asociada con el injerto 6seo en animales son
minimos cuando se emplean las técnicas asépticas y el hueso no ha estado en
contacto con un area contaminada, infectada o inestable. El hueso introducido
experimenta grados variables de osteoconduccién (sustitucion progresiva)
hasta ser sustituido completa o parcialmente por el hueso aceptor (Brinker,
1999).
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2.3.1 Tipos de injertos.

» Fragmentos de hueso esponjoso puro: Se emplea inmediatamente
después de su obtencidn, rellenando la zona receptora con los fragmentos y
comprimiendo después con suavidad el material.

» Fragmentos pequenos de hueso corticoesponjoso: Se prepara
normalmente a partir de hueso de costillas de un aloinjerto conservado en
un banco, utiles para aumentar el volumen de un injerto mas que el
disponible.

* Injerto de hueso de superposicion: Usados para tratar fracturas no
unidas y fracturas frescas, se realiza partiendo una costilla para descubrir
el interior esponjoso y este lado se coloca sobre el hueso receptor, se
coloca hueso esponjoso autdégeno o astillas de hueso alrededor de la parte
de la fractura que quede sin cubrir.

» Injerto de incrustacion: Su uso ha disminuido con la aparicion del término
de osteosintesis de puente, consiste mas a menudo en hueso cortical que
sirve para sustituir una parte de hueso cortical pérdida en el lado de
compresion opuesto a la placa de hueso.

» Injerto diafisiario intercalado tubular: Consiste en cortar en cuadriculas
los extremos de los segmentos de hueso viable, adaptando el tamafio y la
longitud adecuada de aloinjerto diafisiario cilindrico a la seccién central de la
placa e inmovilizandolo con compresiéon en ambos extremos; hay buenos
resultados mediante este método, se indica en fracturas multiples o
conminutas, fracturas con fragmentos &seos perdidos, sustituciéon de
segmentos extraidos en neoplasias, reconstruccion de fracturas no unidas,
atroficas y correccion de una mala union (Brinker, 1999; Soto, 2002).

2.3.2 Funciones de los injertos 6seos.

Los injertos de hueso sirven como fuente de osteogénesis y pueden ser
también un soporte mecanico.

Las principales funciones del injerto es su servicio pasivo como trama o
estructura base en la que acontecen los fendmenos vasculares y celulares de
la integracion (osteoconduccién, osteoinduccién) La incorporacién o integracién
de los injertos se presenta mediante la secuencia de distintos eventos con
origen en el huésped o en el injerto. Ello representa una relacién de tipo
simbiosis entre los factores del injerto y los del receptor o huésped (Brinker,
1999; Gonzales 1989; Slatter, 1985).
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Si el injerto tiene la funcidn de osteogénesis, va a existir formacién de
hueso sin indicacion del origen celular, es decir el hueso se va a poder formar a
partir de las células del injerto o bien a partir de las células del hueso huésped.
El hueso nuevo que se forma sobre o alrededor del injerto puede tener su
origen a partir de osteoblastos o células osteoprogenitoras, a partir de células
mesenquimatosas u osteoprogenitoras pluripotenciales a esta zona, que luego
se diferencian en células formadoras de cartilago y hueso (osteoinduccion) y
por el proceso tridimensional de crecimiento interno en el que crecen los
capilares, el tejido perivascular y las células osteoprogenitoras desde la base
receptora a la estructura de un injerto (osteoconduccién) (Brinker, 1999;
Arrebola, 2000).

Otra funcién de los injertos éseos es el soporte mecanico que se le va a dar
al hueso, ya que actuan como “rellenadores” de espacio para el soporte de
peso.

Es importante que se forme rapidamente un callo de puente cuando la
fragmentacidén de la fractura crea una situaciéon en que el hueso no puede
soportar ningun peso con el implante, asi el callo puede estabilizar la fractura lo
suficiente para liberar al implante de algunas de estas fuerzas y con ello,
minimizar las posibilidades de que se produzca un fallo o aflojamiento del
implante (Brinker, 1999; Stevenson, 1999).

La aplicacion de injertos Oseos esta indicada en las siguientes
circunstancias:

a) Aumentar la cicatrizacion en uniones retrasadas, no uniones, osteotomias y
artrodesis de articulaciones, al estimular la formaciéon rapida de callo de
puente.

b) Sustituir los defectos principales en fracturas multifragmentadas, al
establecer continuidad de los segmentos 6seos y rellenar los defectos de
hueso cortical, estimulando, por ello, la rapida formacién de callo de puente.

c) Reemplazar segmentos completos del hueso cortical que se hayan perdido
debido a fragmentacion de fractura o a extirpacion por neoplasia.

d) Rellenar cavidades o defectos de espesor parcial que resulten de la
extirpacion de quistes 6 neoplasias (Brinker, 1999).

2.3.3 Caracteristicas de los injertos 6seos.

Suelen ser muy variadas y diferentes entre ellas y dependiendo de su
método de obtencidn, preservacion y tratamiento los podemos encontrar como:

= Autoinjerto: También llamados autdlogos, autdégenos 6 autdctonos, se
obtiene del propio animal, tienen un potencial osteogénico maximo con
rapida respuesta, pero su obtencidén aumenta el tiempo y riesgo de la
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intervencidén ya que del hueso que se dispone puede ser insuficiente en
cuanto a cantidad forma y tamafio.

» Aloinjerto: Denominado también homoinjerto, es obtenido de la misma
especie, de un animal donante y se emplea en fresco 0 se conserva en un
banco de huesos (congelados); tiene aproximadamente el mismo efecto de
aumento de cicatrizacion que un hueso autégeno, sin embargo, no hay
osteogénesis directa y hay un retraso inicial de respuesta, son la unica
fuente para injertos corticales extensos; en pocas palabras es la
transferencia de tejido de un individuo a otro de la misma especie, siendo
estos genéticamente diferentes.

» [soinjerto: También llamado isélogo, el tejido de un gemelo se trasfiere a
otro gemelo idéntico (univitelinos).

= Xenoinjerto: Tiene el potencial osteogénico menor pudiendo haber
reaccion por presencia de un cuerpo extrano, este es de especies diferentes
y tiene poca aplicacion clinica.

» Injertos frescos: Son trasplantados de inmediato, generalmente estan
vascularizados y se unen 0 no por anastomosis al receptor, usados
solamente en medicina humana por dificultades técnicas y costo.

» Injertos conservados: Son los que estan tratados por congelacién y
desecacion, irradiaciones y esterilizacidon en autoclave o por productos
quimicos, los cuales son muy utiles como instrumento de soporte.

» Implantes: Se refiere a la colocacién de materiales no biolégicos como
prétesis de ceramica 6 metal, coral, marfil, etc. o de material no vivo como
hueso muerto, desmineralizado, fibras de carbono, etc., preservados por
cualquier método como la liofilizacion, desproteinizacion, congelacion y
esterilizacion.

Para la preparacion de implantes se requiere de una adicién quimica o
exposicion radiolégica, estos pueden clasificarse en desmineralizados e
irradiados, siendo el primero uno de los mas usados en diversas patologias
O0seas por su gran capacidad osteogénica; ademas de contar con diversas
técnicas que permiten el uso de hormonas como la proteina morfogénica dsea,
la hormona del crecimiento, la PGE1 y PGE2 vy otros tipos de proteinas como
las citoquinas con el fin de promover una pronta reparacion 6sea (Stevenson,
1999, Brinker, 1999; Aguilar, 1994; Ferguson, 1987; Mulliken 1984; Slatter,
1985; Wimhurst, 1999).

Los implantes de materiales biolégicos o biocompatibles favorecen la
formacion de hueso y aportan un armazén que se involucra en un proceso
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prolongado de revascularizacion; esencial para la resorcion y su reemplazo por
hueso (Hupel, 2001; Keating, 2001; Kessler, 2001).

La integracion de los aloinjertos (implantes) en el receptor conduce a una
serie de procesos en los cuales intervienen un gran numero de células y
sefales bioldgicas, las cuales participan en todas las fases de esta integracion
(Alvarez, 2002; Woolf, 2001).

La primera fase es la inflamacion la cual ocurre en minutos u horas
posteriores al acto quirargico y en la cual, muchas de las células mueren
especialmente los osteocitos de las lagunas trabeculares, conforme los vasos
del receptor invaden el implante, aparecen por toda el area linfocitos, células
plasmaticas y células polimorfonucleares. El proceso inflamatorio se mantiene
hasta la segunda semana y en el area predomina el tejido de granulacion y se
incrementa la actividad osteoclastica (Santoscoy, 1994; Stevenson, 1985).

La segunda y tercera fase son la vascularizaciéon y osteoconduccion, el
tiempo en que ocurre la primera es muy variado, ocurriendo a partir del
segundo dia en injertos esponjosos, mientras que puede tardar hasta dos
meses en injertos corticales, esto debido a las caracteristicas porosas que
presenta el injerto esponjoso, lo cual lo hace mas facilmente infiltrable por parte
de los vasos, los osteoblastos y sus precursores, procediendo de la periferia
hacia el centro y como los osteoclastos proceden de la sangre, el desarrollo de
los vasos huéspedes indican el comienzo de la resorcion del injerto (Santoscoy,
1994; Stevenson, 1985). Durante esta fase de incorporacion del implante o
injerto, el sistema inmunolégico del huésped se vuelve mas sensible a los
antigenos del donante provocando mala vascularizacion y rechazo del
implante, evitando esto mediante el método de conservacién del hueso
(descalcificacion: que elimina la inmunogenicidad del implante al desnaturalizar
las proteinas éseas). Aunque no es antigénico, el implante se revasculariza y
remodela muy lentamente y exige una estabilidad absoluta durante un periodo
mucho mas largo que el requerido por una fractura normal (Stevenson, 1985;
Roitt, 2001; Bonutti, 2000; Flugsrud, 2000).

La fase cuatro de osteoinduccion, se lleva a cabo una vez que el implante
ha sido vascularizado, se indica la conversion de las células mesenquimatosas
indiferenciadas en células precursoras de hueso, moduladas por una
glicoproteina hidrofébica, denominada proteina morfogénica de hueso (PMH).
Se ve a los osteoblastos cubriendo los extremos de las trabéculas muertas y
depositando una capa osteoide que rodea el nucleo central del hueso muerto,
apreciando radiologicamente un incremento en la densidad del area, debido al
remodelado del implante, lo que significa que el nuevo hueso y los nucleos del
hueso necratico son reabsorbidos gradualmente por los osteoclastos, al mismo
tiempo elementos hematopoyéticos de la médula 6sea se acumulan en el
interior del hueso. A medida que progresa el remodelado, la fuerza mecanica
del area implantada recupera su normalidad.
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En el auto injerto esponjoso, el periodo de osteoinduccion y remodelado
puede prolongarse hasta algunos meses, pero en los aloimplantes extensos,
persiste durante afos (Santoscoy, 1994; Stevenson, 1985; Roitt, 2001; Sierra,
2002).

En la quinta fase o mecanica se lleva a cabo la incorporacion; el material
transplantado no reabsorbido e inviable sigue funcionando como un soporte
mecanico o elemento para transmitir tensiones y debe tenerse en cuenta que
los implantes o injertos se remodelan en respuesta a los mismos estimulos
mecanicos que el hueso normal (ley de Wolf), ya que cuando estos se colocan
para que sirva de soporte de un defecto 6seo de gran longitud, se remodela de
manera similar al segmento normal remplazado tanto especial como
temporalmente (Stevenson, 1985; Ortiz, 2002).

Ya se hizo mencion, de que las citocinas o citoquinas son proteinas que
nos permiten promover una pronta recuperacion o6sea; estos compuestos
también son importantes en la transmision de sefiales entre las células en el
curso de las respuestas inflamatorias; pero, ¢ qué son y cuales podrian ser los
beneficios de estas proteinas?

24 CITOQUINAS

Se les llama citoquinas a las proteinas secretadas por las células de la
inmunidad innata y de la inmunidad adaptativa que median muchas de sus
funciones. Son mediadores solubles y se producen en respuesta a
microorganismos y otros antigenos, y diferentes citoquinas estimulan
respuestas diferentes de las células implicadas en la inmunidad y en la
inflamacion.

En la fase de activacion de las respuestas inmunitarias, las citoquinas
estimulan el crecimiento y la diferenciacién de los linfocitos, y en las fases
efectoras de la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa activan diferentes
células efectoras para que eliminen microorganismos y otros antigenos. Las
citoquinas también estimulan el desarrollo de las células hematopoyéticas
(Tristam, 2002).

De manera colectiva, las citoquinas regulan no sélo las respuestas inmunes
e inflamatorias, sino también la curacién de heridas, angiogénesis y muchos
otros procesos bioldgicos. Son compuestos muy potentes que actuan a
concentraciones muy pequefas, mediante su union a receptores de superficie
especificos localizados en las células blanco. A diferencia de las hormonas
endocrinas, las citoquinas no se producen en glandulas especializadas ni se
secretan a la circulaciéon, sino que en cambio se producen localmente en una
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gran variedad de tejidos y células. Sdélo unas cuantas citoquinas, como el
factor de crecimiento transformante (TGF(31) esta presente normalmente en
cantidades detectables en sangre y es capaz de influir sobre sus células blanco
distantes (Tristam, 2002; Abul, 2002; Roitt, 2001).

Una citoquina determinada se puede secretar individualmente o como parte
de una respuesta coordinada junto con otras citoquinas con las cuales no
siempre se relaciona. Muchas actividades de las citocinas se traslapan entre si,
y otras pueden ser antagonicas, mas aun, una citocina puede inducir la
expresion de otras citocinas o mediadores y de esta forma producir una
cascada de efectos bioldgicos (Tristam, 2002).

La nomenclatura de las citoquinas a menudo se basa en sus fuentes
celulares. Las producidas por los fagocitos mononucleares reciben el nombre
de monoquinas y las producidas por linfocitos se denominan linfoquinas.
Debido a que muchas citoquinas son producidas por los leucocitos (Ej.
macrofagos o células T) y actuan sobre otros leucocitos, también reciben el
nombre de interleucinas (IL).

Asi, el uso de las citoquinas es cada vez mayor en situaciones clinicas y en
estudios con animales para estimular o inhibir la inflamacion, la inmunidad y la
hematopoyesis (Abul, 2002).

2.4.1 Propiedades generales de las citoquinas.

La secrecion de citoquinas es un acontecimiento breve y autolimitado. Una
vez sintetizadas se secretan rapidamente, dando lugar a un pico de liberacion
en el momento en que son necesarias.

Las acciones de las citoquinas a menudo son pleiotropicas y redundantes.
Actuan sobre diferentes tipos celulares, lo que les permite mediar diversos
efectos biolégicos y la redundancia es la propiedad de varias citoquinas de
tener los mismos efectos funcionales.

Las citoquinas a menudo influyen en la sintesis y las acciones de otras
citoquinas. Esto da lugar a cascadas en las que una segunda o tercera
citoquina puede mediar los efectos bioldgicos de la primera. Dos citoquinas
pueden interaccionar para antagonizar, producir efectos sumativos o sinergizar
Sus acciones.

Las acciones de las citoquinas pueden ser locales y sistémicas. La
mayoria de las citoquinas actuan bien en la misma célula que las secreta
(accion autocrina), bien en una célula proxima (accion paracrina) y a distancia
del sitio de produccion (accion endocrina) (Abul, 2002).
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Las citoquinas, al igual que otras hormonas polipeptidicas, inician sus
acciones uniéndose a receptores de membrana especificos presentes en las
células diana. A menudo se unen a sus ligandos con gran afinidad y sdélo se
necesitan cantidades muy pequefias de una citoquina para ocupar los
receptores y producir un efecto biolégico.

Diversas sefiales externas regulan la expresion de los receptores de
citoquinas y, de esta manera, la capacidad de respuesta de las células a las
citoquinas. La estimulacién de linfocitos T o B por antigenos da lugar a un
aumento de la expresion de receptores de citoquinas, por lo cual durante una
respuesta inmunitaria los elementos que responden preferentemente a las
citoquinas secretadas son los linfocitos especificos de antigeno, a pesar del
hecho de que las citoquinas no son especificas del antigeno.

Las respuestas celulares a la mayoria de las citoquinas consisten en
cambios en la expresion genética en células diana, lo cual da lugar a la
expresion de nuevas funciones y, en ocasiones, a la proliferacion de las células
diana. Siendo la excepcion las quimioquinas que inducen una migracién
celular rapida sin expresiéon de nuevos genes y el factor de necrosis tumoral
(TNF) que induce la muerte celular sin necesidad de sintesis de nuevas
proteinas (Abul, 2002; Sheeler, 1993).

2.4.2 Categorias funcionales de las citoquinas.

Se ha clasificado a las citoquinas en tres categorias funcionales principales
basandose en sus acciones bioldégicas mas destacadas:

Mediadores y requladores de la inmunidad innata.

Son producidos por los macrofagos mononucleares en respuesta a agentes
infecciosos. Los productos bacterianos, como el lipopolisacarido (LPS), y los
productos virales, como el ARN bicatenario, estimulan directamente a los
macrofagos para secretar estas citoquinas como parte de la inmunidad innata.

La mayoria de este grupo estimula las reacciones inflamatorias tempranas
frente a los microorganismos y algunos controlan estas respuestas. En esta
categoria se encuentran el TNF, IL I, quimioquinas, IL 12, Interferon tipo |, IL
10, IL 6, IL 15 e IL18.

Mediadores y requladores de la inmunidad adaptativa.

Son producidos por los linfocitos T en respuesta al reconocimiento
especifico de antigenos extrafios. Algunas actuan regulando el crecimiento y la
diferenciacion de diversas poblaciones de linfocitos; otras, reclutan, activan y
regulan células efectoras especializadas, como fagocitos mononucleares,
neutréfilos y esosindfilos, para eliminar antigenos en la fase efectora de las
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respuestas inmunitarias adaptativas. Esta categoria se compone porla IL 2, IL
4, IL 5, Interferon 8, TGFB, linfotoxina (LT), IL 13, IL14,IL 16 e IL 17.

Estimuladores de la hematopoyesis.

Son producidos por células del estroma de la médula 6sea, leucocitos y
otras células, y estimulan el crecimiento y la diferenciacién de los leucocitos
inmaduros. Las citoquinas que componen esta categoria son IL 7, IL 3, factor
estimulante de colonias de monocitos (M-CSF), factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF), IL9 e IL 11 (Abul, 2002).

2.4.3 Receptores de las citoquinas y senalizacion.

Todos los receptores de citoquinas constan de una o mas proteinas
transmembrana cuyas porciones extracelulares son responsables de la unién a
la citoquina y cuyas porciones citoplasmaticas son responsables del inicio de
las vias de sefalizacion intracelular. Estas vias suelen activarse por el
agrupamiento de receptores inducido por el ligando, por el cual se agrupan las
porciones citoplasmaticas de dos o mas moléculas receptoras en un proceso
similar a la sefalizacion por los receptores de las células T y B para los
antigenos (Abul, 2002).

La clasificacion de los receptores de las citoquinas mas utilizada se basa en
las semejanzas estructurales entre los dominios extracelulares de union a la
citoquina. Los receptores de las citoquinas se dividen en cinco familias:

1. Los receptores de citoquinas tipo I, también denominados receptores de
hematopoyetinas, contienen una o mas copias de un dominio con dos pares
conservados de residuos de cisteina y una secuencia proximal de
membrana de triptéfano-serina-X-triptéfano-serina (WSXWS) donde X es
cualquier aminoacido. La especificidad para cada citoquina especifica esta
determinada por los residuos aminoacidos que varian de un receptor a otro.

2. Los receptores de citoquinas tipo Il, son similares a los de tipo I, en virtud de
dos dominios extracelulares con cisteinas conservadas, pero estos no
contienen el motivo WSXWS (Abul, 2002).

3. Los receptores de la superfamilia de las Ig, contienen dominios
extracelulares de tipo inmunoglobulina (Ig), este grupo de receptores se une
a diversas citoquinas que realizan su funcion de sefalizacién por
mecanismos diferentes (Abul, 2002; Lopez-Casillas, 2003).

4. Los receptores del TNF, pertenecen a una familia de receptores con
dominios extracelulares conservados ricos en cisteina. Al unirse al ligando,
estos receptores activan proteinas intracelulares asociadas que inducen la
apoptosis, estimulan la expresion génica o tienen ambas acciones.
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5. Los receptores de siete hélices a transmembrana, denominados también
receptores serpentinos debido a que sus dominios transmembrana parecen
serpentear atras y adelante a través de la membrana. Esta clase de
receptores median respuestas rapidas y transitorias a la familia de
citoquinas denominadas quimioquinas. La union de la citoquina a estos
receptores activa tirosina quinasas asociadas al receptor denominadas
quinasas de la familia Janus (JAK) y en ultimo término, da lugar a la
activacion de factores de trascripcion denominados transductores de
senales y activadores de la trascripcién (STAT) (Abul, 2002).

En este trabajo, se puso mayor énfasis en la citoquina TGFf, debido a que
fué la que se utilizé para la realizacién de nuestro experimento.

2.4.4 Factor de crecimiento transformante 1.

Se le llama TGFB1 a una proteina homodimérica de aproximadamente unos
28kDa que se sintetiza en forma de precursor y que se activa por escision
proteolitica. Su forma latente es un complejo formado por la union del péptido
maduro y el precursor del TGFB1 (péptido asociado a latencia LAP), por lo que
es sintetizado como una molécula pre-pro-TGFp1 de aproximadamente 390aa
con una secuencia de sefial de 29aa, la cual es liberada para producir pro-
TGFB. La forma madura comprende una secuencia de 112 a 114aa de la
region C-terminal. Entre los mamiferos la secuencia de aminoacidos (aa) del
TGFB1 es altamente conservada (100%) ya que es idéntica en humanos,
cerdos, vacas y monos y difiere sélo en 1 aminoacido (aa) en los ratones.

Es un regulador general de las actividades celulares con multiples efectos
biolégicos, cuya identificacidon ha permitido entender los mecanismos por los
cuales las funciones celulares estan reguladas en la salud y alteradas en la
enfermedad.

Es secretado en forma inactiva, pero sus efectos bioldgicos y su union a
receptores los realiza en forma activa. Se secreta por células T estimuladas por
el antigeno, fagocitos mononucleares activados, por el LPS y muchos otros
tipos celulares incluyendo fibroblastos, miocitos, condrocitos, astrocitos, células
epiteliales, células de riidn, células de placenta y plaquetas asi como por
algunas células tumorales. EI TGFB producido por estas células participa en la
atraccidon quimiotactica de células inflamatorias y en la activaciéon o supresion
de las mismas, dependiendo de la concentracion local de esta citocina y del
grado de diferenciacion de las células blanco (Hernandez-Pando, 2003;
Tristam, 2002).
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El TGFp (del inglés transforming growth factor-p) se descubri6 e identificd
primero como un factor de crecimiento para fibroblastos que promovia la
curacion de heridas; sin embargo, también actua como un regulador negativo
de la inmunidad y hematopoyesis (Tristam, 2002, Peralta, 2001; Filmon, 2002).

Isoformas y receptores del TGFA.- Los miembros de la super familia del
TGFB son reguladores multifuncionales de la proliferacion y diferenciacion de
una amplia variedad de tipos celulares. Es una familia de moléculas
estrechamente relacionadas, codificadas por genes distintos y que
habitualmente se designan como isoformas TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFp4 y
TGFB5. ElI TGFB1 es el inmunoregulador mas importante de este grupo, es el
miembro de la familia mas ampliamente estudiado y puede actuar como un
mitégeno indirecto sobre células mesenquimales o como estimulador de
sintesis de proteinas de matriz extracelular. Resulta interesante que su efecto
inhibidor in Vitro este ausente en muchas lineas celulares neoplasicas
transformadas incluyendo células de carcinoma epidermoide, de cancer de
mama y de carcinoma de pulmén, donde estan alterados los mecanismos de
regulacion celular inducidos por el TGFB1 (Luo, 2002).

Todas las células normales y la mayoria de las células neoplasicas tienen
receptores en su superficie para el TGFB1. Las cinco isoformas son
sintetizadas como proteinas precursoras inactivas y contienen nueve residuos
de cisteinas en el extremo C- terminal.

Se han identificado cinco diferentes tipos de receptores (r) para el TGFp
que incluyen:

1. Los receptores funcionales, como son el tipo | (TBRI de 53 a 65 kDa), y
el tipo Il (TBRII de 83 a 110 kDa).

2. Los receptores no funcionales que incluyen el tipo Ill (TBRIII de 250 a
310 kDa), el tipo IV (TBRIV de 60 kDa) y el tipo V (TBRV de 400 kDa).

Los receptores de TGF incluyen dos receptores polipeptidicos de alta
afinidad (tipo | y tipo IlI) que transducen la sefal a través de un dominio de
serina-treonina quinasa, también se expresan ampliamente y en numero
variable en muchos tipos celulares (Abul, 2002; Tristam, 2002; Peralta, 2001,
Darnell, 2002). Los receptores | y Il son los responsables de los efectos
biolégicos de TGFp en las células de mamiferos, por otro lado se ha sugerido
que el receptor lll controla la disponibilidad del TGFB en el microambiente
extracelular local y regula su presentacion activa a los receptores funcionales |
y Il. El receptor IV se ha identificado en células pituitarias. El receptor V es co-
expresado en la mayoria de las células analizadas, con excepcion de pocas
lineas tumorales (Peralta, 2001; Darnell, 2002; Annes, 2003).
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Funciones del TGFp.- El TGF-B puede ser considerado como el prototipo
de una citocina multifuncional, debido a los efectos que tiene sobre los
diferentes blancos celulares.

La accién principal del TGFB en el sistema inmunitario es inhibir la
proliferacion y activacién de los linfocitos T y B y de otros leucocitos. Las
células del sistema inmunitario sintetizan principalmente TGFp-1.
Recientemente, se identific6 un nuevo subgrupo de células T cooperadoras
(denominadas células TH 3) cuya produccion principal es el TGFpB; estas
células parecen desempefiar una funcion importante en el mantenimiento de la
tolerancia en el intestino a antigenos administrados via oral, demostrando asi la
funcién de TGFB como la principal citocina inmunosupresora y también porque
suprime la produccion de la mayor parte de las linfocinas y monocinas y reduce
la expresion celular de proteinas clase Il del MHC y de receptores para la IL 1
(Tristam, 2002, Peralta, 2001).

En el contexto de la respuesta inmune, dependiendo de la concentracion
del TGFB 1, induce e inhibe la producciéon de citocinas por monocitos, pero
inhibe la respuesta protectora de estas mismas células; promueve la
quimiotaxis de fibroblastos, monocitos y neutréfilos; in vivo, aumenta las
funciones efectora y de memoria de los linfocitos T CD4+ antigeno especificos.

Ademas, se ha demostrado en estudios clinicos que puede inducir
inmunosupresion en el trasplante de érganos e injertos de piel, en el contexto
de la activacion de subpoblaciones de linfocitos T (Peralta, 2001).

Inhibe la produccion de anticuerpos dependiente de células T en las células
B, las reacciones leucocitarias mixtas y la generacién de CTL. También inhibe
la induccion de la actividad en células NK y células LAK mediada por IL 2, de
hecho se considera que este es el principal mecanismo por el cual el TGFp
inhibe la produccion linfocitaria. Asi el TGFB es el unico en su clase, puesto
que puede actuar como un regulador de retroalimentacién negativa, atenuando
reacciones mediadas inmunolégicamente. Ademas de inhibir la proliferacién y
la activacion de los macrofagos, es también el inhibidor mas potente de la
proliferacion de células de origen mieloide, mesenquimal, epitelial, linfoide,
endotelial y de varios tipos de células malignas. El efecto del TGFp es
altamente dependiente del grado de diferenciacion celular de los linfocitos
(Abul, 2002, Peralta, 2001; Hernandez-Pando, 2003).

El TGFpB es un factor esencial en la regulacion de la respuesta inflamatoria
desde su inicio hasta su total resolucion. En la fase inicial de la inflamacion
existen bajas concentraciones de TGFB (fentogramos) que participan
eficientemente en la quimiotaxis de monocitos y linfocitos sanguineos. Al
progresar la respuesta inflamatoria hay una mayor cantidad de células
participantes que constituyen otra fuente de TGFB por lo cual aumenta su
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concentracion (picomoles), cuando la inflamacidén es extensa existen muchas
células que producen TGFp induciendo altas concentraciones de esta citocina
(nanomoles). Por lo tanto, el efecto regulador del TGFf en la inflamacién es
dependiente de sus concentraciones y del grado de maduracién de sus células
blanco (Hernandez-Pando, 2003).

Actua sobre otras células como los leucocitos, polimorfonucleares y las
células endoteliales para contrarrestar los efectos de las citoquinas
proinflamatorias, es un factor quimioatrayente de neutréfilos y monocitos, e
incrementa la expresion de proteinas de adhesién en monocitos. Asi el TGFp
actua inhibiendo respuestas inmunitarias e inflamatorias, sugiriendo que esta
citoquina es necesaria para el mantenimiento de la homeostasia.

Es un fuerte estimulador de la sintesis y depdsito de proteinas de matriz
extracelular (MEC) por parte de fibroblastos, osteoblastos y células
endoteliales, ademas de aumentar a la expresion de integrinas y receptores
que median las interacciones celulares con proteinas del MEC.

Se ha demostrado que la expresion del gen de TGF 1 es afectada por la
presencia o ausencia de proteinas de MEC, lo que sugiere una posible
regulacion negativa in vivo. La disminucidn de las interacciones celulares con
proteinas del MEC, induce la expresion del TGFB 1, lo cual conlleva a la
sintesis de varias proteinas de MEC vy sugiere un mecanismo de
autorregulacion (Peralta, 2001).

En un gran numero de células, el TGFB-1, induce la produccién de especies
reactivas de oxigeno y, con ello, provoca una situacion de estrés oxidativo. No
se sabe bien como se desarrolla este proceso, aunque se asocia con la
actuacion del factor de transcripcion TIEG (TGFB- inducible early-response
gene). Actualmente se sabe que estas especies reactivas de oxigeno podrian
mediar procesos como la apoptosis o la regulacién de la expresién de algunos
genes (por Ej. los de las proteinas de matriz extracelular) (Peralta, 2001;
Fabregat, 2002).

El TGFpB-1, tiene un espectro muy amplio de funciones, las cuales
dependen del estado de activacion celular, de su concentracién, del balance de
expresion de otras citocinas y de las condiciones fisiolégicas de las células
sobre las que actua; por este motivo, la distribucién celular de su expresion in
situ e in vivo esta directamente asociada con el estado de diferenciacion celular
(Peralta, 2001).

Ciclo celular y TGFf 1.- Uno de los efectos mas evidentes de la accion
del TGFp corresponde a la inhibicidn del ciclo celular. Su control selectivo de la
expresion de genes puede ser indicativo de un mecanismo de inhibicion de la
proliferacion por TGFpB. Los puntos de control del ciclo celular entre las fases
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G1aSyG2aM, son los que activan los principales mecanismos de regulacion
del ciclo. Hay evidencias que sugieren que el TGFp -1 puede bloquear el ciclo
celular en la transicién de la fase G1 a la fase S, mediante la induccion de un
conjunto de genes conocidos como inhibidores de cinasas dependientes de
ciclinas (kip). Los genes que codifican para los kip estan directamente
involucrados en la regulacion del ciclo celular, ya que inhiben la formacion de
los complejos activos de las cinasas dependientes de ciclinas (cdk), las cuales
son las principales protagonistas en los puntos de control del ciclo celular
(Peralta, 2001).

Transduccion de senal _inducida por TGFSB 1.- ElI TGFB 1 transduce
sefales por la union a los receptores serina-treonina cinasa TRRI y TBRII; sin
embargo los efectos bioldgicos son mediados principalmente por RI. Ambos
receptores, TBRI 'y TPRII, tienen una region extracelular rica en cisteinas, una
region transmembranal y una region citoplasmatica, la cual contiene el
dominio de serina-treonina cinasa. En presencia del TGFp 1, TBRI y TBRII
tienen la habilidad para interactuar uno con otro y formar un complejo
tetramérico a través del cual se transducen las sefiales. Este complejo
molecular es la unidad receptora de sefales que media las respuestas
bioldgicas del TGFB 1. Las regiones intracelulares de ambos receptores tienen
funciones distintas y ambas son necesarias para la transduccion de sefiales.
Las regiones transmembranal y extracelular son requeridas por TBRI y TBRII
para la activacion dependiente del ligando; sin embargo, se ha demostrado que
la sobre-expresion de ambos receptores resulta en una combinacion
heteromérica de sus regiones citoplasmaticas, produciendo una respuesta
independiente del ligando. Por lo tanto, la unién del TGFB 1 estabiliza el
complejo y genera respuestas fisioléogicas adecuadas en una forma
dependiente del ligando.

Se ha notificado la participacidn de las proteinas transductoras de sefales
de la familia Smad en las vias de transduccion inducidas por el TGFp. Estas
Proteinas tienen funciones inhibidoras y activadoras que median los efectos
biolégicos del TGFB 1. En general, la Smad 7 puede ser considerada como
inhibidor de la sefializacién de la superfamilia del TGFp (Peralta, 2001; Darnell,
2002; Jiménez, 2003).

El _promotor de TGF-£1.- Para tener una mejor apreciacion de los
mecanismos de regulacion de la expresion del TGFB1, es imprescindible
conocer este gen. El promotor de este gen y a diferencia de otros promotores,
posee caracteristicas que lo hacen peculiar. Dos regiones del promotor del
TGFB1 han sido identificadas como regiones de respuesta: una, a la
autoinduccién, y otra, a la induccién por ésteres de forbol. Se ha propuesto que
la autoinduccion del gen de TGFB1 representa un mecanismo por el cual los
efectos biologicos del TGFB1 pueden ser amplificados, lo cual representa un
mecanismo de regulacion de la expresidon de este gen. En conjunto estas
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caracteristicas del promotor del TGFB1 sugieren la participacion de complejos
procesos moleculares de regulacién de la expresiéon de este gen (Peralta,
2001).

Regqulaciéon de la _expresion génica del TGFB1.- Uno de los primeros
niveles de regulacion del TGFB1 es el transcripcional, donde su expresion
génica puede ser mediada por las interacciones de los factores
transcripcionales con los diferentes elementos reguladores descritos en el
promotor. En las cinco isoformas del TGFB1, la regulacion de la transcripcién
es diferente e independiente, ya que cada una de ellas tiene sus propios
promotores con diferentes elementos reguladores, que son selectivamente
activados por senales especificas durante la activacion o diferenciacién celular.
Existen evidencias que al parecer apoyan que el gen del TGFB1 puede
funcionar como blanco para una variedad de mecanismos reguladores,
incluyendo los oncogenes (Peralta, 2001).

Entre las acciones generales mas importantes a destacar del TGF-f3 estan:

= Es un potente inhibidor de Ila proliferacion de células epiteliales,
endoteliales, linfoides y mieloides (Mehrara, 1999).

» Estimula la produccién de anticuerpos IgA. El IgA es el isotipo de
anticuerpos necesario para la inmunidad mucosa. Por otro lado inhibe la
secrecion de IgG e IgM (Ventura, 2004).

= Tiene numerosas acciones diversas fuera del sistema inmunitario. Puede
inhibir o estimular el crecimiento del mismo tipo celular in vitro dependiendo
de las condiciones de cultivo (Fujimoto, 2005; Okragly, 1994).

* Induce la sintesis de enzimas modificadoras de la matriz, tales como las
metalo proteinasas de la matriz, y de receptores celulares para proteinas de
la matriz tales como las integrinas. Estas acciones podrian inducir la
reparacion tisular una vez controladas las reacciones inflamatorias e
inmunitarias locales (Erlebacher, 1998; Ferguson, 1987; Maeda, 2001).

» Induce también, otros eventos intracelulares como la regulacion de factores
de crecimiento que intervienen en la diferenciacioén celular (Attisiano, 2002;
Chung-Fang, 2002).

» La administracion sistémica de TGFB 1 ejerce efectos antiinflamatorios.
(Abul, 2002; Tristam, 2002; Peralta, 2001).

» En estados iniciales de tumorogénesis, un gran numero de células pierde su
respuesta al TGFB1 en términos de inhibicion del crecimiento y/o activacion
de apoptosis, ciertos canceres presentan mutaciones que afectan al menos
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un componente del sistema de transduccion de sefial del TGFB1, por
consiguiente el TGFB1, sus receptores y las moléculas transductoras son
supresoras de tumores (Fabregat, 2002; Rodriguez-Fragoso, 2000; Schltze-
Mosgau, 2005).

Se ha demostrado que la expresion del gen de TGFB-1 es afectada por la
presencia o ausencia de proteinas de MEC, lo que sugiere una posible
regulacion negativa in vivo (Hefferan, 2000; Lopez-Casillas, 2003; Pedrozo,
1999).

La produccion y activacién excesiva del TGFB se ha relacionado con
inmunosupresion en diversas enfermedades autoinmunes, neoplasicas e
infecciosas (Hernandez-Pando, 2003; Bartman, 2004; Raschke, 2002).
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3.0 HIPOTESIS

Si la utilizacion de aloinjertos desmineralizados laminares, tratados con
TGFB-1, en la reparacion 6sea permite mejorar la integracion y la osteogénesis
en osteotomias, entonces es posible optimizar y reducir el tiempo de reparacion
en fracturas de huesos largos, con defectos 6seos en perros.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar clinica y radiolégicamente la osteogénesis en osteotomias de tibias
en perros (canis familiaris) utilizando aloinjertos laminares desmineralizados,

tratados con TGFj-1.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la evolucién clinica de la reparacion de osteotomias en tibias
con el uso de aloinjertos laminares desmineralizados tratados con

TGFB1.

e Evaluar radiolégicamente la integracion de aloinjertos en la reparacion
de osteotomias de tibias utilizando hueso desmineralizado tratado con

TGFB1.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

El trabajo experimental se desarrollé en las instalaciones de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, campo cuatro, que se localiza en el
Km. 2.5 de la carretera Cuautitlan Teoloyucan municipio de Cuautitlan Izcalli
México.

Se utilizaron 12 perros machos de talla mediana, mestizos, con un peso
entre 22 y 25kg., de 2 a 3 afios de edad clinicamente sanos, donados por el
Centro de Control Canino de Cuautitlan lzcalli; mismos que se manejaron de
acuerdo a las especificaciones técnicas para el cuidado y el uso de animales
de laboratorio de la norma: NOM-062-Z00-1999, los cuales se dividieron
aleatoriamente en tres grupos experimentales.

El trabajo quirurgico, radiolégico y hematoldgico se realizé en la clinica de
pequefias especies (Policlinica); y en el Centro Clinico y Diagnostico Medico
Veterinario que se localiza en Hacienda de las Camelias num. 9B
Fraccionamiento Real de Tultepec, Estado de Méx., los animales de
experimentacion se alojaron en la unidad de cirugia de la FES-Cuautitlan.

5.1 MANEJO DE ANIMALES EN EXPERIMENTACION.

Los animales estuvieron durante 15 dias antes del experimento en jaulas
individuales; se les bafid con jabon medicado a base de piretrinas y con
shampoo neutro, también se les desparasitd con ivermectina via SC a dosis de
200 mcg/Kg. y con ampolletas cutaneas de imidacloprid; paralelamente se
efectuaron evaluaciones fisicas y de laboratorio para mantenerlos sanos.
Todos los perros fueron alimentados con croqueta marca Hills® de
mantenimiento donada por Pets Foods a razén de 300gms. por dia, hasta
concluir el experimento; se les proporcioné agua ad libitum, manteniéndolos en
un ambiente confortable.

5.2 TRATAMIENTOS.

Se formaron tres grupos de cuatro animales cada uno (n=4), seleccionados
al azar; al grupo 1 se le denomin6é Control (sélo osteosintesis), al grupo 2
Injerto (osteosintesis con injerto desmineralizado) y al grupo 3 TGF
(osteosintesis con injerto desmineralizado tratado con TGFp1). A todos se les
realizd una osteotomia en el tercio medio de la tibia y se estabilizaron por la
técnica de fijacion esquelética externa tipo Il (Brinker, 1999; Flores, 2003).
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5.3 OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LOS INJERTOS.

Los injertos utilizados fueron obtenidos de huesos escapulas de perros
sanos previamente sacrificados, se limpiaron perfectamente de tejido blando,
se lavaron muy bien con agua corriente y jabodn, luego se enjuagaron con agua
destilada y se desecaron a la sombra durante 48hrs. Posteriormente se
introdujeron en un frasco de plastico opaco y se colocaron en un lugar libre de
la luz; la desmineralizacion se llevo a cabo utilizando una solucién acida siendo
el principio en que se basa el proceso en la solubilidad de sales metalicas en
acidos.

El calcio se encuentra en los huesos especialmente como fosfatos y
carbonatos, siendo ligeramente solubles en agua; un acido actuara para liberar
el calcio de su combinacién con los aniones y generara un intercambio de iones
para producir una sal de calcio soluble.

La férmula usada para este fin es:

Mezcla de Acido Clorhidrico-Sodio de Van Ebner:

Acido Clorhidrico concentrado 15 ml
Cloruro de Sodio puro 175 grms.
Agua destilada 1000 ml.

Para la descalcificacién se agrego a la mezcla diariamente durante quince
dias, 5ml de acido clorhidrico a la formula, preferiblemente a la misma hora, asi
hasta lograr la completa descalcificacion; la cual se valoré de la siguiente
manera:

a) Consistencia y Color: Blanda y Semitransparente.

b) Flexibilidad: De goma.

c) Insercion de la aguja: Asi verificamos si ya no habia resistencia a su
paso, lo que indicaba depdsitos de calcio dentro del tejido (Stevenson,
1985; Rojas, 2002).

Cuando los injertos estuvieron listos, se cortaron las tablas de las
escapulas en forma rectangular, retirando la espina; de tal manera que se
obtuvieran dos injertos por escapula, los cuales fueron sumergidos con agua
destilada estéril durante 24hrs., realizado esto se sumergieron en 5ml de agua
desionizada y se mantuvieron en pequefios frascos en refrigeracién a 4° hasta
su utilizacién. Este proceso se les realizé a todos los injertos. EI TGFB1, fue
donado por la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, es una proteina
recombinante humana, creada por ingenieria genética. Los injertos que fueron
tratados con TGFB1; se deshidrataron en el horno de microondas a minima
potencia, durante 25 min. (Dependiendo del fabricante), posteriormente se
mantuvieron en cajas de petri con 5ml de agua desionizada, dos injertos por
caja, adicionando una dosis unica de 5ngms/ml de TGFf1, 48hrs antes de ser
usados, en refrigeracién a 4°C.
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5.4 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Los animales fueron sometidos a cirugia, sin tener ningun criterio de
seleccidn ni de preparacion preoperatorio especial; se prepararon siguiendo los
principios basicos de la cirugia y posteriormente se canalizaron utilizando
solucion salina fisioldgica con previo calculo de terapia de fluidos.

En la medicacion prequirurgica se utiliz6 como preanestésico, Xilacina via
IM a dosis de 1.1mg/kg. y como anestésico, Pentobarbital sédico via IV a dosis
de 20mg/kg.; luego se colocd la entubacion endotraqueal, terminado el
preoperatorio con el embrocado de la zona quirdrgica con cloruro de
benzalconio (Plumb, 2002).

Se coloco al paciente en decubito dorsal, sujetando el miembro a ser
operado en alto, durante toda la cirugia, para dar el soporte y la estabilidad
adecuados, se utilizo la fijacidn esquelética externa tipo Il estandar denominada
de clavos transfixiantes, que consiste en pasar cuatro clavos percutaneos de
Steinmann de acero inoxidable, utilizando un taladro eléctrico inalambrico (150
RPM) a través de ambas superficies cutaneas y ambas corticales éseas, la
distribucion de estos fueron dos clavos distales en forma perpendicular al eje
axial con un angulo de 45° a los extremos del hueso y dos con una angulo de
90°, los clavos tienen una numeracién de distal a craneal; primero se introduce
el clavo |, le sigue el IV, luego el Il y finalmente el lll, siguiendo estrictamente
este orden. Una vez colocados los clavos, se puso una barra conectora
elaborada con acrilico dental polimetilmetacrilato, marca Arias® por la cara
lateral del miembro (Borjab, 2001; Knecht, 1990; Duran, 2001).

La incisidon en la piel, tejido subcutaneo y fascia crural se realizé a la altura
del condilo tibial medial a nivel tercio medio y se curvo cranealmente a la linea
media de la tibia para descender a la mitad del cuerpo, después se curvd
caudalmente en direccion al maleolo medial, siendo de aproximadamente 4cm
de longitud. Aunque no es esencial, puede hacerse un esfuerzo por preservar
los vasos safenos y el nervio que atraviesa la tibia.

La elevacion de la fascia expone los musculos tibial craneal y flexor digital
medial que se retraen por incision de la fascia a lo largo de sus bordes para
liberarlos del hueso. La arteria tibial craneal cursa entre la tibia y la fibula, y
puede dafarse con los extremos de los retractores de “Hohmann” si se colocan
sobre la arteria.

Una vez ubicado el cuerpo de la tibia se realizé la osteotomia utilizando una
broca ortopédica de 2.5mm de diametro para realizar cuatro perforaciones
sobre dos lineas uniéndolas con la perforacion de otra broca de s, de pulgada
afinando el corte mediante una pinza de Ronyer hasta obtener un defecto 6seo
de 1cm de longitud, eliminando también la parte correspondiente de la fibula,
para evitar que interfiera en la reparacion (sirviendo de puente osteogénico); se
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enjuagdé la zona con solucién salina estéril. Dependiendo del grupo de
animales, el defecto 6seo en el grupo control no se cubrié con la placa de
hueso desmineralizado (injertos), mientras que el grupo injerto y el grupo TGF
si se cubrieron con la placa de hueso laminar, abarcando todo el diametro de la
tibia, tomando en cuenta el tratamiento previo del grupo TGF, fijandolo
mediante suturas absorbibles (Vicril 2/0) para evitar su desplazamiento. La
fascia crural se cerré6 de manera segura, se utilizaron puntos continuos de
material absorbible (Knecht, 1990; Popesko, 1981; Summer, 1992).

La piel y el tejido subcutaneo se cerraron de manera rutinaria con puntos
separados. Una vez reparados los planos incididos, se concluyd la fijacion
esquelética externa, colocando la segunda barra conectora del acrilico dental,
por la cara medial del miembro, moldeando manualmente (Brinker, 1999;
Charles, 1997; Popesko, 1981; Knecht, 1990).

Se tomaron placas radiograficas a dos proyecciones (craneo-caudal vy
latero-medial) del miembro afectado a los animales de los tres grupos en
experimentacion, antes de comenzar la cirugia y al término de la misma;
utilizandose estas, como las placas “control” (Douglas, 1975).

La medicacién posquirurgica se basé en Penicilina-Estreptomicina via IM a
dosis de 22,000Ul/Kg de peso, cada 24hrs, durante siete dias, diariamente se
realizd limpieza de los clavos interfases con gasas estériles y solucion de
Clorhexidina. Las primeras 48hrs, se aplicdé vendaje sobre las barras
conectoras y los extremos de los clavos de fijacion para proteger el aparato de
soporte y el miembro afectado (Plumb, 2002; Borjab, 2001).

Durante los cuidados posquirurgicos se efectuaron tres evaluaciones, la
clinica, la sanguinea y la radiografica.

5.5 EVALUACION CLINICA.

La evaluacion clinica se hizo en todos los animales diariamente, mediante
observacion directa; involucrd, la toma de la temperatura rectal; el grado de
inflamacion de la zona quirurgica medida con un vernier, tomando como puntos
de referencia las caras craneo-caudal (CC) y latero-medial (LM) expresadas en
milimetros, ademas se constaté el grado de claudicacion, midiendo el apoyo en
estatica y en dinamica, usando para ello una escala modificada, descrita por
Flores (2003) con los siguientes criterios:
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APOYO CLINICO

CRITERIOS VALORACION
NO APOYA EN ESTATICA Y
DINAMICA
PUNTEA EN ESTATICA
PUNTEA EN DINAMICA

APOYA EN DINAMICA Y ESTATICA

RN

B~ Wi

5.6 EVALUACION SANGUINEA.

Esta evaluacion se realiz6 semanalmente, en el Centro Clinico y
Diagnostico Médico Veterinario de acuerdo a las técnicas descritas en Coffin
(1959), para lo cual se obtuvieron muestras de sangre por puncién venosa de
6ml, colocando 3ml en tubos vacutainer con EDTA y los 3ml restantes en tubos
sin anticoagulante, para proceder al conteo celular y al analisis, cuidando
siempre el correcto manejo de las muestras (Schalm, 1970; Filmon, 2002).

5.7 EVALUACION RADIOLOGICA.

Semanalmente en cada paciente se tomd una placa radiografica de los
huesos tibia y fibula, a 60 kv, 100 mili amperes y .03 seg.; estuviese injertado
o fuese el control, para lo cual se utilizé un equipo de RX de 150kv. 300 mili
amperes, chasis con pantallas intensificadoras y placas radiograficas sensibles
al azul, donadas por la Policlinica (Douglas, 1975).

Se utiliz6 la técnica de dos proyecciones: craneo-caudal y latero-medial
(Douglas, 1975). Cada placa radiografica fue valorada por cuatro médicos,
obteniéndose el promedio de la respuesta 6sea en la capa peridstica, enddstica
o en el espacio interfragmentario, determinandose en cada una la aparicion de
material radio opaco en el area del espacio del defecto (canal medular) y/o
sobre el hueso, (San Julian, 2000) pero modificando los criterios de evaluacion
de acuerdo a la siguiente escala:



RESPUESTA OSEA
CRITERIOS VALORACION
SIN RESPUESTA 1
RESPUESTA DEL 0 AL 25%

RESPUESTA DEL 26% AL 50%

RESPUESTA DEL 51% AL 75%

RESPUESTA DEL 76% AL
100%

b |lwiN
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Después de cinco semanas de haber sido operados, los animales se
sacrificaron con una sobredosis de anestesia, usando Pentobarbital sédico via

IV lenta (Plumb, 2002).
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5.8 ANALISIS ESTADISTICO.
5.8.1 Determinacion Yy justificacion del método estadistico.

El modelo estadistico elegido permite observar la relacion que existe entre
las variables respuesta por efecto de los tratamientos, la asociacion de las
mismas y ademas permite predecir el comportamiento de los tres grupos a
través del tiempo (Montgomery, 1996).

5.8.2 Analisis estadistico.

Se utilizé el modelo de Regresion lineal para evaluar el comportamiento de
cada variable en el curso de los dias.
Modelo:
Yi= o+ B(X)
En donde:

Variable estimada

Interseccion (valor de Y cuando X vale 0)

= Pendiente (cambios de Y por unidad de cambio en X)
X; = Cualquiera de las variables

= —_<>
1

La estimacién de los parametros de regresién o y B se efectué con el
paquete Excel® de Office versién 1998 de Microsoft; posteriormente se utilizé el
paquete Statistica® versién 1997 (Wayne, 2002; Berenson, 1992; Murray,
1995).

Para estimar el grado de asociacion de las variables mediante la
correlacion ( r ) de Pearson y explicar la confianza en el modelo por medio del
coeficiente de determinacion (r 2) se utilizé la siguiente formula:

Modelo:

ny—zxnzy
e

n

En donde:
ry = Coeficiente de correlacion entre dos variables
2Xy = Suma de productos cruzados de dos variables

(2x2y)/n = Suma de la variable x por la suma de la variable
y;dividido entre el numero de pares de valores
V ¥x%(Ex)’/n = Varianza de la variable x
VYy%-(Zy)’n = Varianza de la variable y
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En el caso de las correlaciones finales semanales se probd la significancia
en cuanto a la asociacion de las variables, utilizando exclusivamente los
valores registrados en la observacidn semanal, considerando que estos son
una muestra aleatoria del comportamiento durante los 35 dias de medicion
(MendenHall, 1997; Wayne, 2002; Montgomery, 1996; Mark, 1992).

Para evaluar el efecto de tratamiento se utilizd un modelo de regresion
lineal multiple considerando como variables independientes los dias y el
tratamiento, registrando como variables dependientes: temperatura,
claudicacion (apoyo clinico), inflamacion craneo-caudal y latero-medial,
respuesta ésea en espacio inter-fragmentario, respuesta Osea periostica,
respuesta 6sea endostica, fosfatasa alcalina sérica, glébulos blancos, glébulos
rojos, hematocrito y hemoglobina.

Modelo:
Yijk = Bo + Br(Xi)+ B2 (Xj) +ex
En donde:

Yijk = Variable respuesta
Bo Intercepto (o)
B+ Pendiente determinada en la variable X;.
donde ;=1,2,3.....35 dias
B> = Pendiente determinada en la variable X; ;
donde; = 1,2y 3 tratamientos
e = Error aleatorio

5.8.3 Descripcion de datos.

Las unidades en que se evalué cada variable fueron las siguientes: la
temperatura corporal medida en °C, la inflamacién craneo-caudal y latero-
medial, en milimetros; la claudicacion se valoré segun la tabla elaborada para
determinar los grados acorde con la observacion clinica, siguiendo el mismo
procedimiento para evaluar la respuesta 6sea; en los hemogramas, la
fosfatasa alcalina sérica corresponde a unidades internacionales, los glébulos
blancos a miles por milimetro cubico, los glébulos rojos a millones por milimetro
cubico, el hematocrito a porcentaje y la hemoglobina a gramos por decilitro.

Los promedios de las variables temperatura, claudicacion e inflamacién
craneo-caudal y latero-medial se estimaron por dia y los promedios de la
respuesta O0sea y de los hemogramas por semana en cada tratamiento
(Johnson, 1999).
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5.8.4 Supuestos.

Se supone que los datos son muestras independientes (casos) extraidas de
una poblacion con caracteristicas similares; excepto por la condicidén estudiada
(tratamientos), se supone que los datos cuantitativos siguen una distribucién
normal con varianzas iguales; y es asi como se utilizé6 un método inductivo con
3 tratamientos y 105 casos.

5.8.5 Hipoétesis estadistica.

Ho = la pendiente de regresion es igual en los tres tratamientos.
Ha = al menos un tratamiento es diferente en su pendiente, del
tratamiento control.

5.8.6 Decision estadistica.

Para comprobar la diferencia entre las pendientes de los tratamientos se
utilizé la prueba de T (P<0.05) mediante el programa de coémputo Statistica®
V.6 (Wayne, 2002).
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6.0 RESULTADOS

Se presentan las graficas comparativas de los tres grupos de
experimentacién, con los datos de las cinco semanas asentando los resultados
clinicos y sanguineos, las placas radiograficas y los resultados estadisticos.

6.1 RESULTADOS DE EVALUACION CLINICA.

6.1.1 Temperatura corporal.

Como se puede observar los tres grupos durante la primera semana
mostraron un comportamiento similar, sin embargo el grupo control a la
segunda semana tuvo un ligero incremento, contrariamente al comportamiento
del grupo injerto y el grupo TGF, los cuales declinaron en esta semana; en la
tercera semana el grupo injerto es el que muestra un incremento que después,
baja en la cuarta, en esta misma semana el grupo control mostré nuevamente
un incremento de la temperatura mientras que los otros grupos se mantuvieron
constantes (grafico 1).
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Gréfico 1.- Registro de la temperatura corporal comparativa de los tres grupos
experimentales. Cada valor representa el promedio + una desviacion estandar.

6.1.2 Apoyo clinico.

En el grafico se muestran los valores obtenidos de las mediciones tal y
como se propuso en la metodologia. Como se puede observar los grupos
control e injerto, mostraron una tendencia de apoyar tempranamente, siendo
mejor el grupo control a la segunda semana, que el del grupo injerto y que a
partir de la tercera semana el comportamiento de los dos fue similar.
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El grupo TGF mostr6 un mejor apoyo hasta la segunda semana,
disminuyendo ligeramente a la tercera y cuarta semana, pero mejorando al final
del experimento. Sin mostrarse a la comparacion diferencia estadistica entre
los tres grupos (gréfico 2).

APOYO CLINICO
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Gréfico 2.- Evaluacion clinica del apoyo en dinamica y estatica comparativa de los tres
grupos experimentales. Se evaluo6 el grado de apoyo de la extremidad durante la marcha, de
almenos cinco metros recorridos de distancia. Cada valor representa el promedio por semana,
+ una desviacion estandar.

6.1.3 Inflamacién craneo- caudal.

Obsérvese que los tres grupos mostraron un comportamiento similar de
incremento en su didmetro a la primera semana, inmediatamente el grupo
control mostré una disminucion a la segunda semana la que mantuvo mas o
menos estable hasta el final, ddndose esta disminucion en el grupo injerto y el
grupo TGF hasta la tercera semana, la cual en el grupo injerto decrecio en
forma paulatina, mientras que en el grupo TGF se mantuvo con minimos
cambios (grafico 3).
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INFLAMACION CRANEO-CAUDAL
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Gréfico 3.- Evaluacion del proceso inflamatorio de la cara craneo-caudal expresada en
milimetros. Los valores representan la diferencia con respecto al didmetro inicial del promedio
por semana, + una desviacion estandar.

6.1.4 Inflamacién latero-medial.

El grupo control y el grupo injerto presentan un incremento a la primera
semana que después fue declinando en forma muy similar, sin embargo el
grupo control presentd una mayor disminucién e inclusive termin6 por debajo
del dato inicial, por otro lado el grupo TGF después de mostrar de igual forma,
un incremento del didmetro en la primer semana, no mostrd gran variacion y se
mantuvo constante hasta la finalizacion del experimento (grafico 4).
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Gréfico 4.-Evaluacién del proceso inflamatorio de la cara latero-medial expresada en milimetros. Los
valores representan la diferencia con respecto al diametro inicial del promedio por semana, + una
desviacion estandar.
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6.2 RESULTADOS DE EVALUACION SANGUINEA.

6.2.1 Globulos rojos.

La evaluacion de la férmula roja; incluye los glébulos rojos, cuyos
parametros normales son 5.5 — 8.5 millones por mm?®, por lo tanto se puede
observar que no mostraron alteraciones ninguno de los tres grupos durante las
primeras cuatro semanas, excepto en la segunda, donde el grupo TGF tuvo
una disminucion, la cual se corrigio al final del experimento; asi mismo durante
la quinta, el grupo control e injerto disminuyeron ligeramente, por debajo de los
limites normales, sin que esto representara diferencia estadistica (grafico 5).
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Gréfico 5.- Conteo de células rojas comparadas en los tres grupos experimentales. Cada
valor representa el promedio por semana, + una desviacién estandar.

6.2.2 Hematocrito.

En lo referente al hematocrito, el grupo TGF mostré una disminucion en la
segunda semana, normalizandose a la tercera semana, por su parte, el grupo
injerto y el grupo control, mostraron una ligera disminucion a la quinta semana
(grafico 6).
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HEMATOCRITO
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Gréfico 6.- Registro del hematocrito comparado en los tres grupos experimentales. Cada
valor representa el promedio por semana, + una desviacion estandar.

6.2.3 Hemoglobina.
En la concentracién de la hemoglobina (grafico 7), no se mostraron

cambios sobresalientes, manteniéndose dentro de los limites normales (12 — 18
gr/dl), en los tres grupos durante el experimento.
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Gréfico 7.- Registro de la hemoglobina comparada en los tres grupos experimentales.
Cada valor representa el promedio por semana, + una desviacion estandar.
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6.2.4 Glébulos blancos.

En cuanto a la férmula blanca, los tres grupos se mantuvieron dentro de los
rangos superiores normales, sin embargo el grupo TGF a la quinta semana
mostro un ligero incremento, como se muestra en el grafico 8.
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Gréfico 8.- Conteo de células blancas comparadas en los tres grupos experimentales.
Cada valor representa el promedio por semana, + una desviacion estandar.

6.2.5 Fosfatasa alcalina sérica.

En la evaluacién de la fosfatasa alcalina sérica (grafico 9), los tres grupos,
se mantuvieron dentro de los pardmetros normales (15 — 69 U/L).
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FAS

—6— CONTROL —=—INJERTO ——TGF

60

0l e e

20

unidades
internacionales

SEM 0 SEM 1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM 5
TIEMPO POSTQUIRURGICO

Gréfico 9.- Registro de la FAS comparada en los tres grupos experimentales. Cada valor
representa el promedio por semana, + una desviacion estandar.

6.3 RESULTADOS DE EVALUACION RADIOLOGICA.

6.3.1 Respuesta 6sea peridstica.

El engrosamiento 6seo como respuesta del periostio en los tres grupos,
mostraron pequefnas diferencias durante todo el experimento, sin embargo el
grupo TGF, inicia un notable incremento hasta la segunda semana, superando
a los otros grupos en la tercera y quinta semana (grafico 10).
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RESPUESTA PERIOSTICA
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Gréfico 10.- Evaluacion de la respuesta 6sea peridstica. Se valoré la aparicion de material
radio-opaco en el sitio del defecto. Cada valor representa el promedio por semana, + una
desviacion estandar.

6.3.2 Respuesta 6sea endostica.

Durante las primeras dos semanas no se observo reaccion enddéstica en
ninguno de los tres grupos, siendo que a la tercera semana el grupo injerto
mostrd un ligero incremento, el cual fue aumentando hasta la quinta semana,
mientras que el grupo control y TGF incrementaron a la cuarta semana, siendo
mayor en el grupo TGF (gréafico 11).
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RESPUESTA ENDOSTICA
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Grafico 11.- Evaluacion de la respuesta Gsea endostica. Se valoré la aparicion de material
radio-opaco en el sitio del defecto. Cada valor representa el promedio por semana, + una
desviacion estandar.

6.3.3 Respuesta 6sea en espacio interfragmentario.

En relacion a la presencia de material radio opaco en la zona del defecto
0seo, los grupos control e injerto no mostraron ningln cambio durante todo el
experimento, lo que no sucedié con el grupo TGF, ya que a partir de la
segunda semana mostré un incremento paulatino hasta la quinta semana,
siendo muy evidente la respuesta (grafico 12).
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Gréfico 12.- Evaluacion de la respuesta en espacio interfragmentario. Se valor6 la
aparicién de material radio-opaco en el sitio del defecto. Cada valor representa el promedio por
semana, * una desviacion estandar.
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6.4 PLACAS RADIOGRAFICAS.

Se presenta la evaluacion conforme a los parametros mencionados en la
metodologia, por semana y por grupo experimental, tomando en cuenta
respuesta enddstica, respuesta peridstica y respuesta en el area de la fractura
inducida ( espacio interfragmentario).

Para una mejor observacion de la respuesta 0sea, se colocaron las placas
de ambas tomas (LM y CC), colocadas por grupo experimental, tomando en
consideracion solamente la semana uno que se utilizé como semana control, la
semana tres que se tomo como la media del trabajo y la semana cinco que fue
la que arrojo la evidencia final de la respuesta 0sea.
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(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)

Evaluacion Radiologica Postquirirgica semana uno; tomas craneo-caudal y latero-medial.
Placas Ay B perro control, placas C y D perro injertado y placas E y F perro injertado tratado
con TGF.
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(B)

(C) (D)

j

(E) (F)

Evaluacion Radiologica Postquirirgica semana tres; tomas craneo-caudal y latero-medial.
Placas Ay B perro control, placas C y D perro injertado y placas E y F perro injertado tratado
con TGF.




(A) (B)

(C) (D)

(F)

Evaluacion Radiol6gica Postquirdrgica semana cinco; tomas craneo-caudal y latero-medial.
Placas Ay B perro control, placas C y D perro injertado y placas E y F perro injertado tratado
con TGF.
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El comportamiento de cada variable en el curso de los dias, analizada
mediante el procedimiento de regresion lineal se presenta en los siguientes

cuadros:

Los parametros de regresion a y p que caracterizan el comportamiento de
latero-medial e

inflamacién craneo-caudal, durante 35 dias de observacion diaria en cada
tratamiento, se presentan en el cuadro 1.

las variables:

temperatura, apoyo clinico,

inflamacioén

CTX INJERTO TGF
VARIABLE ALFA BETA ALFA BETA ALFA BETA
TEMP 39.02 0.00 38.96 0.00 38.81 -0.01
APOYO 3.34 -0.01 3.08 0.00 1.59 0.03
LAT-MED 4.96 -0.04 4.74 -0.03 4.93 0.00
CRA-CAU 5.20 -0.02 5.68 -0.03 5.72 -0.01

Cuadro 1.- Pardmetros de regresion oy B obtenidos por tratamiento, durante 35 dias de

observacion diaria en cada variable. n.= 35

Los parametros de regresion ooy 3 que caracterizan el comportamiento de
las variables: fosfatasa alcalina sérica, glébulos blancos, glébulos rojos,

hemoglobina, hematocrito,

respuesta peridstica,

respuesta endoéstica y

respuesta en espacio inter fragmentario, durante intervalos de 7 dias,

registrados en cada tratamiento, se presentan en el cuadro 2.

CONTROL INJERTO TGF

VARIABLE ALFA BETA ALFA BETA ALFA BETA
FAS 30.15 0.47 20.98 0.84 29.24 0.46

GB 14080.00 56.07 14300.00 126.43 11208.75 217.61

GR 7180550.00 -3521.43 6093750.00 -14642.86 5502500.00 -4285.71

HG 17.16 -0.02 14.65 -0.02 12.77 0.04
HTO 43.66 -0.02 39.38 -0.14 34.03 0.04
PERIOSTIO 0.30 0.09 0.30 0.10 0.03 0.11
ENDOSTIO 0.68 0.03 0.33 0.06 0.35 0.05
ESPACIO 1.00 0.00 1.00 0.00 -0.15 0.10

Cuadro 2.- Parametros de regresion ay B obtenidos por tratamiento, durante intervalos de 7
dias en cada variable. n.= 6
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La correlacion entre las variables estudiadas con datos obtenidos mediante
un muestreo semanal se presenta a continuacion, en los cuadros 3, 4,y 5:

VARIABLE APOYO CRA-CAU LAT-MED TEMP FAS GB GR HTO HG ESPACIO PERIOSTIO ENDOSTIO

APOYO 1.00 0.25 -0.51 017 -007 -003 -052 -071 -0.12 0.00 0.02 -0.18
CRA-CAU 0.25 1.00 0.56 008 -0.85* -054 -0.23 -048 0.38 0.00 -0.77 0.71
LAT-MED -0.51 0.56 1.00 -0.29 -0.81* -062 007 006 0.28 0.00 -0.75 -0.45

TEMP -0.17 0.08 -0.29 100 039 050 043 033 033 0.00 0.18 -0.04
FAS -0.07 -0.85* -0.81* 039 100 079 033 044 -0.19 0.00 0.84* 0.63
GB -0.03 -0.54 -0.62 050 079 1.00 068 046 043 0.00 0.49 0.36

GR -0.52 -0.23 0.07 043 033 068 100 084 065 0.00 -0.13 -0.15
HTO 0.71 -0.48 0.06 033 044 046 084 100 0.16 0.00 0.01 -0.05
HG 0.12 0.38 0.28 033 -019 043 065 016 1.00 0.00 -0.41 -0.29
ESPACIO 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 000 0.00 1.00 0.00 0.00
PERIOSTIO 0.02 -0.77 -0.75 018 084 049 -013 001 -041 0.00 1.00 0.91*
ENDOSTIO -0.18 -0.71 -0.45 004 063 036 -015 -0.05 -0.29 0.00 0.91* 1.00

Cuadro 3.- Correlacion entre las variables estudiadas con datos obtenidos mediante un
muestreo semanal en el grupo control; con asteriscos (*) se presentan los valores significativos
(P<0.05); n.= 6

VARIABLE APOYO CRA-CAU LAT-MED TEMP FAS GB GR HTO HG ESPACIO PERIOSTIO ENDOSTIO

APOYO 1.00 -0.08 0.66 016 023 036 -055 -055 -044 0.00 0.19 -0.09
CRA-CAU -0.08 1.00 0.49 036 -0.82* -0.70 -0.02 027 -019 0.00 -0.90* -0.76
LAT-MED 0.66 0.49 1.00 057 -009 017 -072 -060 -0.79 0.00 -0.16 0.17

TEMP -0.16 -0.36 -0.57 100 -015 -022 070 052 0.85* 0.00 0.02 -0.14
FAS 0.23 -0.82* -0.09 015 100 095 -053 -0.73 -0.38 0.00 0.92* 0.86*
GB 0.36 -0.70 0.17 022 095+ 100 -0.67 -0.87* -0.55 0.00 0.90* 0.85*
GR -0.55 -0.02 0.72 070 -053 -067 100 0.94* 0.96* 0.00 -0.31 -0.32
HTO -0.55 0.27 -0.60 052 -0.73 -087* 0.94* 100 0.86* 0.00 -0.58 -0.56
HG -0.44 -0.19 -0.79 085+ -0.38 -0.55 0.96* 0.86* 1.00 0.00 -0.20 -0.29

ESPACIO 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 0.0 0.00 1.00 0.00 0.00
PERIOSTIO 0.19 -0.90* -0.16 002 092 090* -031 -058 -0.20 0.00 1.00 0.93*
ENDOSTIO -0.09 -0.76 -0.17 -0.14 0.86* 085 -032 -056 -0.29 0.00 0.93* 1.00

Cuadro 4.- Correlacion entre las variables estudiadas con datos obtenidos mediante un
muestreo semanal en el grupo con injerto; con asteriscos (*) se presentan los valores
significativos (P<0.05); n.= 6



VARIABLE APOYO CRA-CAU LAT-MED TEM FAS GB GR HTO HG ESPACIO PERIOSTIO ENDOSTIO
APOYO 1.00 0.48 0.58 -048 093 080 -025 043 0.76 0.63 0.71 0.57
CRA-CAU 0.48 1.00 0.83* -064 036 034 -078 -016 -008 -0.17 -0.02 -0.22
LAT-MED 0.58 0.83* 1.00 052 065 069 -079 -037 0.06 0.28 0.44 0.17
TEM -0.48 -0.64 -0.52 100 -035 -020 0.06 -015 -0.24 0.16 -0.22 0.35
FAS 0.93* 0.36 0.65 035 100 095 -028 026 0.76 0.82* 0.88* 0.74
GB 0.80 0.34 0.69 020 095 1.00 -041 012 0.66 0.86* 0.86* 0.78
GR -0.25 -0.78 -0.79 006 -028 -041 100 047 029 -0.03 0.04 -0.07
HTO 0.43 -0.16 -0.37 015 026 012 047 100 0.78 0.21 0.15 0.22
HG 0.76 -0.08 0.06 024 076 066 029 078 1.00 0.72 0.73 0.66
ESPACIO 0.63 -0.17 0.28 016 082 086* -0.03 021 0.72 1.00 0.91* 0.97*
PERIOSTIO 0.71 -0.02 0.44 -0.22 088 086 004 015 0.73 0.91* 1.00 0.78
ENDOSTIO 0.57 -0.22 0.17 035 074 078 -007 022 066 0.97* 0.78 1.00
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Cuadro 5.- Correlacion entre las variables estudiadas con datos obtenidos mediante un
muestreo semanal en el grupo de injerto tratado con TGF; con asteriscos (*) se presentan los
valores significativos (P<0.05); n.= 6

De acuerdo al modelo de regresion lineal multiple utilizado para evaluar el
efecto del tiempo transcurrido en los dias posteriores a la intervencion
quirurgica asi como el efecto del tratamiento, en el cuadro 6 y 7 se presentan
los parametros del mismo, (Bo, Bz P2 Yy r* ) registrando como variables
dependientes: temperatura, apoyo clinico, inflamacién latero-medial y craneo-
caudal, fosfatasa alcalina sérica, glébulos blancos, globulos rojos,
hemoglobina, hematocrito, respuesta 6sea peridstica, respuesta 6sea enddstica
y respuesta 0sea en espacio inter-fragmentario.

VARIABLE Bo B1 B2 r2
(a) (DIAS) (TRATAMIENTO)
TEMP 39.34 -0.06 20.64* 0.41
APOYO 3.58 0.06 -0.50* 0.24
LAT-MED 4.12 -0.45* 0.60* 0.55
CRA-CAU 4.75 0.49* 0.69* 0.72

Cuadro 6.- Parametros de regresion (Bo, B B> Y r*) registrando como variables
dependientes: temperatura, apoyo clinico, inflamacion latero-medial e inflamacién craneo-

caudal.

Los valores significativos (P< 0.05) se presentan con asterisco (*) n.= 35
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VARIABLE Bo B1 B: r2
(a) (DIAS) (TRATAMIENTO)
FAS 3167 0.88* -0.06 0.76
GB 12.26 0.74* 0.20 0.54
GR 7896127.66 -0.10 -0.89* 0.7
HG 17.64 0.003 0.81* 0.62
HTO 46.95 0.11 0.82* 0.64
PERIOSTIO 0.36 0.94* 0.08 0.89
ENDOSTIO 0.55 0.77* 0.12 0.57
ESPACIO 0.009 0.44* 0.46* 0.33

Cuadro 7.- Parametros de regresion, (Bo B B2 Y r*) registrando como variables

dependientes: fosfatasa alcalina sérica, gldbulos blancos, glébulos rojos, hemoglobina,

hematocrito, respuesta 6sea peridstica, respuesta 0sea endostica, y respuesta 6sea en espacio
inter-fragmentario. Los valores significativos (P< 0.05) se presentan con asterisco (*) n.=6
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7.0 DISCUSION

Dentro del tratamiento de algunas patologias 6seas a través de la cirugia
ortopédica, y sobre todo en las fracturas, ha surgido la necesidad de utilizar
materiales que permitan la optimizaciéon de los procedimientos de reparacion.
El primer reporte sobre la utilizacion de estos materiales fue realizado por Senn
en 1889, el cual utilizé6 hueso desmineralizado para reparar defectos 6seos
(Rivera 2003).

La utilizacion de injertos y de matrices éseas alogénicas utilizadas por Urist
desde 1965, han permitido realizar diferentes estudios, con el fin de buscar
mejores procedimientos en la utilizacion de estos y que apoyan las bases de
nuestro trabajo.

En los estudios realizados por varios autores Urist 1970, Zhang 1997,
Flores 2003 sobre el uso de aloinjertos desmineralizados, se contribuye para
apoyar la capacidad que tienen estos de osteoconduccion y osteoinduccion.
Fleming 2000, bajo los conceptos de ingenieria tisular 6sea ortopédica,
enmarca la osteogénesis celular, vascularizacion y estabilizacion en los sitios
de lesidon Gsea a través de la aplicacion de aloinjertos.

En la busqueda de la adicién de ciertos sustancias o elementos que
favorezcan la integracion de los injertos o sustitutos 6seos y por ende la
reparacion Osea, se han realizado numerosos estudios, entre los cuales
tenemos a Rivera 2003, utilizando proteinas morfogénicas (PMO) en la
injertacion; Arnaud 2001, que utilizé el factor de crecimiento transformante
(TGFB1) adicionado a esqueletos de coral. Los resultados de estos trabajos,
comprueban que los injertos que se aplican a defectos 6seos proveen de
ciertas caracteristicas, como son la estabilidad del sitio de la fractura, y que
sirven de molde o armazén para la integracién de nuevo hueso, como lo afirma
Burwell 2001.

En nuestro trabajo, en los dos grupos injertados, uno tratado con TGF-31 y
el otro sin tratamiento, el injerto sirvid de puente, al establecer continuidad de
los segmentos 0seos y rellenar en forma parcial los defectos del hueso cortical
estimulando la reparacién con la formacién de callo de puente y con esto el
pronto proceso tridimensional de crecimiento interno en el que crecen
capilares, tejido perivascular y las células osteoprogenitoras desde la base
receptora a la estructura de un injerto (osteoconduccion), establecido por
Brinker 1999, lo cual se pudo observar clinicamente.

Si bien es sabido que el factor determinante para el apoyo de una
extremidad fracturada depende del grado de estabilidad de la misma y el cual
es proporcionado por el método de osteosintesis (Brinker 1999, Sanchez-
Valverde 1998 y Fossum 2000), en nuestro trabajo el uso del método de
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Fijacion Esquelética Externa como estabilizacion del defecto en los tres grupos
resulto ser favorable para el apoyo, sobre todo en las dos primeras semanas,
sin embargo en el grupo con TGF-31 se observo este efecto retardado; lo cual
parece obedecer al efecto de proinflamacion que promueve este factor citado
por Stevenson 1995 y Hernandez-Pando 2003, este ultimo menciona que el
TGF-B1, es una citoquina sintetizada por osteoblastos que atraen células
inflamatorias y macréfagos encargados de la limpieza, de todo el material
necrotico de la fractura.

Por otro lado, la ligera disminucion de apoyo mostrada por los tres grupos,
a partir de la tercera semana, puede deberse a que durante la aplicacion de los
clavos transfixiantes a través del hueso, se provoca una termonecrosis por
friccion en la interfase clavo-hueso, promoviendo el aflojamiento paulatino de
estos y por ende una disminucion progresiva de la estabilidad, reflejandose en
el apoyo clinico (Fossum, 2000; Piza, 2001).

Las fracturas éseas son generalmente el resultado de un traumatismo que
se acompanan con la produccion de un hematoma y varios grados de lesion en
tejidos blandos citado por Brinker 1999. La claudicaciéon va acompafiada de
dolor e inflamacion; misma que inicia después de una fractura y que persiste
hasta la formacion de nuevo hueso, como lo afirma Santoscoy 1994.

Sin embargo para que exista una adecuada reparacion es importante
mantener estable la linea de fractura, lo cual se logra controlando el
movimiento en los extremos de esta, asi como evitar la presencia de bacterias
(Russell 1987). Por otro lado la deambulacion precoz del paciente permite la
presentacion de micromovimientos y la estimulacion del flujo sanguineo, los
cuales permiten la optimizaciéon de la osteogénesis tal como lo menciona
Tristam 2002.

El TGF-B1 es un factor esencial en la regulacion de la respuesta
inflamatoria en la cual, hay una importante liberacién de esta citocina en bajas
concentraciones, promoviendo asi la quimiotaxis de elementos celulares
inflamatorios. Al progresar la inflamacién existe una mayor cantidad de células
que constituyen otra fuente de esta citocina y por ende el incremento de ella en
la zona de lesion, por lo cual su participacion proinflamatoria es indirecta. Por
otra parte durante las etapas de la inflamacion, el TGF-31 participa en el inicio
de la regeneracién y cicatrizacion del tejido lesionado (Hernandez-Pando
2003), ya que en un principio se descubrid e identific6 como un factor de
crecimiento para fibroblastos que promovia la curacién de heridas (Tristam
2002; Peralta 2001).

Durante la evaluacion del proceso inflamatorio en la zona de lesion, tal y
como se indica en la metodologia, tanto en la cara latero-medial como craneo-
caudal, en los tres grupos fue similar; el grupo TGF-B1, mostré un
comportamiento mas estable lo cual parece obedecer al efecto proinflamatorio
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que tiene esta citocina (Erlebacher 1998; Tristam 2002) que se caracteriza por
el reclutamiento ordenado y progresivo de células inflamatorias; mas sin
embargo, cuando la inflamacién es extensa existen muchas células que
producen TGF-B1 induciendo a altas concentraciones de esta citocina, cuando
el TGF-B1 alcanza estas concentraciones tiene efecto antiinflamatorio, tal vez
porque en este momento existen células macrofagicas diferenciadas que se
desactivan ante la exposicién a altas concentraciones de TGF-31. Por lo tanto,
el efecto regulador del TGF-B1 en la inflamacion es dependiente de sus
concentraciones y del grado de maduracién de sus células blanco (Hernandez-
Pando 2003; Arnaud 2001; Hefferan 2000).

Los ligeros cambios de la temperatura en los tres grupos tratados durante
el experimento, no se consideran estar relacionados con el tipo de tratamiento
que recibieron cada uno de ellos, sin embargo algunos procedimientos de
manejo, estrés y el hacinamiento, producen con facilidad un aumento en la
temperatura de .5 a 1°C., aunado a esto la produccién de calor se puede
incrementar con actividad muscular (también con el temblor o actividad
respiratoria elevada) y con el incremento de la actividad metabdlica por la
excitacién, en intranquilidad relacionada con la exploraciéon, como lo asegura
Rijnberk 1991. Asi mismo el propio proceso quirurgico puede modificar la
temperatura como lo menciona Santoscoy 1994 y Birchard 1996.

En la evaluacion radioldégica de la respuesta 6sea se consideraron los
cambios radiolégicos del endostio, periostio y la presencia de material en el
espacio Inter-fragmentario (defecto). En condiciones normales, durante el
proceso de reparacion se desarrollan mecanismos que permiten la
diferenciacion celular y la secrecion de matriz extracelular por los osteoblastos,
concluyendo con la mineralizacion de este tejido en la neoformacién de hueso,
lo cual se lleva a cabo en un tiempo que va desde la segunda semana hasta la
octava y décima semana, observandose hasta entonces cambios radiologicos a
partir de la tercera y quinta semana como lo menciona Brinker 1999. Por otro
lado, la respuesta inflamatoria relacionada en la infiltracidn del injerto por
yemas vasculares y la presencia de tejido de granulacion fibrética, actividad
osteoclastica y autdlisis de osteocitos, promueve una sustitucién lenta del
injerto 6seo, manifestada por la diferenciacion de células mesenquimatosas,
provenientes del periostio principalmente, hacia osteoblastos que depositan
tejido osteoide en las trabéculas desvitalizadas. Las trabéculas muertas se
remodelan mas tarde internamente, con lo que se fortalece el injerto, mediante
la aposicion de hueso nuevo, mencionado por Tristam 2002.

Cabe mencionar que en nuestro trabajo, no se presentdé ningun tipo de
rechazo por parte de los injertos; todos fueron aceptados favorablemente,
sin embargo, se recomienda una asepsia extrema en la zona de lesidn,
constantemente, para evitar infecciones de tejidos blandos circundantes.
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Trabajos como el de Karsdal 2003 citan que el TGF-1 es la citoquina,
producida por los osteoblastos, mas abundante en el hueso, y que por ello, es
considerado como un factor central en la producciéon de hueso, capaz de
acoplar resorcion con formacién y que promueve la reparacion de las fracturas,
esto sin contar con los propios méritos del periostio como tal, que se encarga
del aumento del diametro de los huesos y que participa también en la
reparacion, como lo menciona Frandson 1995.

En base a los resultados estadisticos y clinicos obtenidos y en los cuales se
puedo observar un comportamiento diferente en los tratados con TGF-1, con
tendencias a mejorar la respuesta désea, sin que ello mostrara diferencia
estadistica; se considera que el efecto del TGF-B1 mediante su adicion a través
del injerto, mantuvo la respuesta inflamatoria por un periodo de tiempo mas
largo, en relacion al grupo control e injertado, asi mismo consideramos la
probabilidad de su efecto promotor en la respuesta 6sea peridstica, endostica y
del espacio interfragmentario.

A pesar de que se pudo observar una respuesta periostica y enddstica en
los tres grupos a partir de la tercera semana y la cual se mantuvo hasta la
quinta semana, estadisticamente no hubo diferencias significativas, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por Flores 2003. La presencia de
material radio-opaco en el espacio del defecto, corresponde a la mineralizacion
normal de la matriz extracelular formada por los osteoblastos, Flores 2003, en
su trabajo, no observo presencia de este material, durante las primeras seis
semanas posteriores a la implantacion de injertos; lo que también concuerda
con nuestros resultados; sin embargo en el grupo tratado con TGF-31, hubo
una clara superior presencia de material radiopaco a partir de la tercera
semana, y que probablemente esto obedezca, al efecto osteogénico del TGF-
B1 (Compston 2001).

Si bien trabajos como los de Hernandez-Pando 2003 y Vilchis-Landeros
2003 muestran el efecto inhibitorio del TGF-B1 sobre la division en muchos
tipos celulares incluyendo las células hematopoyéticas y que por el contrario,
trabajos como el de Abul 2002 que afirma que el TGF-B1 estimula el desarrollo
de las células hematopoyéticas; en nuestro trabajo no encontramos cambios
relevantes sobre las cuentas leucocitaria y eritrocitica, hematocrito,
hemoglobina y FAS, siendo evidente que los tres grupos se mantuvieron
dentro de los parametros normales en esta especie (Coffin 1959; Slatter 1985;
Schalm 1970). No hay que dejar de pasar por alto, que el TGF-B1 se encuentra
presente normalmente en cantidades detectables en sangre (Tristam 2002).
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8.0 CONCLUSIONES

1. EI método de fijacion esquelética externa resultd6 ser favorable
mecanicamente (facil manejo) y Optimo para la estabilizacion en la
reduccion de las osteotomias.

2. La regresion lineal nos permitié ver la evolucion de los tres tratamientos, a
través del tiempo y comparar los tres grupos experimentales, tomando en
cuenta la dependencia y la asociacidon entre estas, sin considerar; gue no se
observaron diferencias estadisticas, tanto en la evaluacion clinica como en
la radiografica.

3. No se presentd ningun tipo de rechazo por parte de los animales
receptores, hacia los injertos desmineralizados laminares.

9.0 RECOMENDACION

En proximos trabajos, se tiene que extender el tiempo posquirdrgico, para
evaluar mejor la respuesta 0sea a nivel radiografico y hacer la comparacion
mas certera entre los grupos de experimentacion, ya que para que ocurra la
mineralizacion ésea, se requiere de aproximadamente dieciséis semanas.
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