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RESUMEN

Con la necesidad de demostrar que el tiempo de hidratacion del aloinjerto liofilizado es
esencial, se realizd un experimento, en el cual se tomo injerto 6seo liofilizado de una
diafisis de cubito. Se tomo la diafisis, se hicieron cortes de 1cm, y se obtuvieron 8
fragmentos. Estos fragmentos se dividieron en 2 grupos, el primero destinado a ser
rehidratado por 10 minutos y el segundo destinado a ser rehidratado por 60 minutos.
Posterior a este proceso se realizd una observacion directa del injerto rehidratado y se
sometieron a cargas con una prensa universal, hasta presentar un fallo. Se observé una
mayor saturacion de liquido en el injerto rehidratado por 60 minutos. La segunda categoria
consistio en someter a cargas progresivas los especimenes de ambos grupos, el promedio de
resistencia de carga del Grupo Experimental | toleré una carga de 240kg mientras que el
Grupo Experimental Il tolerd una carga de 360kg en promedio. El injerto rehidratado por
10 minutos presentd un 34% menor resistencia a la carga. Se concluye que se debe
rehidratar el injerto 6seo liofilizado para que este tolere mayor carga el colocarse en el
paciente y que realice adecuadamente su funcion de andamiaje. Ademas, la mejor
hidratacion del injerto 6seo liofilizado esponjoso se logra a los 60 minutos de estar
sumergido y el injerto 6seo liofilizado soporta una mayor carga a compresion al ser
hidratado.

Palabras clave:

Injerto dseo liofilizado, cargas, hidratacion



ABSTRACT

To demonstrate that the rehydration time is essential for lyophilized bone allograft,
experiment was conducted in which a lyophilized bone taken from an ulnar diaphysis was
used. We performed 1cm cuts and obtained 8. Fragments. These fragments were divided
into two groups, the first intended to be rehydrated for 10 minutes and the second intended
to be rehydrated for 60 minutes. After rehydration process a direct observation of the graft
was performed and catastrophic loads were performed using a universal press. Greater
liquid saturation was observed in the graft rehydrated for 60 minutes. The second category
consisted of progressive loads subjecting specimens of both groups the average load
resistance Experimental Group | gave up a load of 240kg on average and the Experimental
Group Il tolerate a load of 360kg on average. The graft rehydrated for 10 minutes presented
a 34% lower load resistance. It is concluded that should rehydrate the lyophilized bone
graft to tolerate this increased burden placed on the patient and adequately perform its
function of scaffolding. Better hydration of the lyophilized sponge bone graft is achieved
within 60 minutes of being submerged.

The lyophilized bone graft supports greater compressive loads when rehydrated.

Keywords:

Freeze-dried bone allograft, loads, rehydration



INTRODUCCION

La pérdida dsea en un paciente puede deberse a enfermedades infecciosas, enfermedades
neoplésicas, consecuencias de traumatismo o secundario a un desgaste cronico. Como parte
del tratamiento para éstas complicaciones se utilizan los injertos éseos. Cada tipo de injerto
presenta caracteristicas especificas, fuerza, osteoconduccion, osteoinduccién y estructura
entre otras. Ademas, los injertos requieren de manejos especiales y requieren de

preparaciones distintas.

Los pacientes que sufren pérdida 6sea representan un alto nivel de complejidad por
lo que se procura realizar intervenciones quirurgicas innecesarias. Lo anterior debido a que
cada incisién que se realiza en este paciente es un potencial foco de infeccidn, un
traumatismo y por lo tanto un mayor gasto metabdlico para el paciente al tratar de reparar

esa herida.

El origen del injerto es una de los factores mas importantes. Existen injertos de
distintas especies Ilamados xenoinjertos, mismo paciente llamados autoinjertos,
homoinjertos de donantes vivos y aloinjertos los cuales provienen de bancos de tejidos.
Debido a la amplia disponibilidad, bajo indice de contagios de enfermedades y la ausencia
del riesgo de infeccion por tomar injerto de otro sitio del mismo paciente el aloinjerto es

una buena opciodn para utilizar en pacientes con pérdida 6sea.

Segudn las indicaciones del Instituto de Biotecnologias de México se menciona la
rehidratacion del injerto 6seo liofilizado con solucidn fisiologica a temperatura ambiente
por 60 minutos previo a colocarlo en el paciente. Se ha observado en procedimientos

quirargicos que al utilizar este tipo de injerto se rehidrata por un menor tiempo al indicado,
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es a partir de este hecho donde nace la curiosidad por saber si un menor tiempo de
rehidratacion alteraria las caracteristicas de dicho injerto. En este trabajo se determinard si
existe una diferencia en la resistencia a la presion si el aloinjerto 6seo liofilizado es
hidratado con solucién fisiolégica 10 minutos y 60 minutos, se realizé observacion directa
de las tonalidades que el injerto obtenia y posteriormente se sometieron a carga para
conocer los limites catastroficos. El segundo pardmetro a medir en este experimento es la
hidratacion del tejido posterior a ser sumergido en solucion fisioldgica tefiida, para valorar

este se vieron los tonos obtenidos por el injerto.

- ]
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

Injertos 6seos

El reemplazo de pérdida Osea representa un reto en la practica quirurgica donde ademas, la
toma de decisiones en cuanto a la fuente para sustituir dicha pérdida sigue siendo dificil.
Usualmente se prefiere la toma de autoinjerto en forma hueso esponjoso o cortical de sitios

donadores, como la cresta iliaca y la porcién distal del radio. Sin embargo, la cantidad

disponible de dichos sitios donadores se encuentra limitada y puede presentar ciertas
complicaciones como infeccion del sitio de toma de injerto (Cook y Cook, 2009). Los
avances en manejo quirdrgico e investigacion médica han producido un amplio espectro de
sustancias potencialmente Gtiles como injerto éseo. Las consideraciones para elegir el tipo
de injerto 6seo o sustitutos 0seos incluyen caracteristicas, capacidad, disponibilidad,
morbilidades del paciente, factores inmunolégicos, transmision de enfermedades y costo

(Shibuya y Jupiter, 2015).

En décadas recientes se ha presentado una tendencia en el incremento del uso de
sustitutos 6seos a pesar de la poca evidencia de sus indicaciones y su seguridad. Cada uno
tiene beneficios y factores potenciales en contra donde el médico debe evaluar el
riesgo/beneficio antes de tomar una decision. Toda discusion en injertos 0seos y Sus
sustitutos debe comenzar con las metas del reemplazo 6seo. Por ejemplo, para injertar
hueso se deben tomar en cuenta las siguientes propiedades, que idealmente el injerto debe

proveer (Hartigan y Cohen, 2005; Moore et al., 2001; Cypher y Grossman, 1996):
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Osteogenesis: es el injerto con células osteogénicas que cuenta con la maquinaria
para sintetizar, osteoblastos, o células progenitoras capaces de sobrevivir el proceso de

trasplantarlo y producir hueso nuevo.

Osteoinduccion: es el medio con factores de crecimiento necesarios para inducir la
diferenciacion de células progenitoras a células productoras de hueso. Este es un complejo
proceso que involucra sefiales como la de la stper familia del factor transformador de

crecimiento Beta.

Osteoconduccién: una matriz bioactiva que provee el marco adecuado para
crecimiento 6seo. Esta matriz provee soporte y facilita en crecimiento fibrovascular,
migracion de células progenitoras del hospedero hacia el andamiaje, unién de osteoblastos
y eventualmente formacion de nuevo hueso. Esta habilidad depende en contacto directo con

superficies dseas.

Integridad estructural: es la fuerza estructural del material injertado en compresion

y resistencia a la torsion.

Osteointegracion: es la capacidad del injerto para integrarse y unirse al hueso del

hospedero (Baht y Rozental, 2012).

Los injertos 0seos bioldgicos se distinguen de los sintéticos por que provienen de
fuentes distintas, motivo por el cual requieren una variedad de preparaciones (Millis y
Martinez, 2003; Heppenstal 1983). Sin embargo, los mecanismos por los que se integran al
hueso del hospedero son similares. Eventualmente, todos los injertos seran sustituidos por

tejidos del hospedero por un proceso que se conoce como, invasion y sustitucion (Millis y
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Martinez, 2003; Schenk 1987). La funcion estructural del injerto 6seo, ya sea de
“espaciador” o dar soporte, aunado a la técnica de fijacion influye en la incorporacion del
injerto considerablemente y puede tomarle afios a un injerto ya sea incorporarse o ser

rechazado (Urist, 1989).

Las células del mesénquima, osteoprogenitoras y capilares, ya sea de la médula
0sea, el periostio, el endostio o tejidos circundantes, crecen a través de la estructura porosa
del injerto 6seo. Estas mismas células, estimuladas por sustancias locales, se diferencias en
osteoblastos, produciendo osteoide mineralizado que se deposita en la matriz 6sea o
estructura sintética. Por otro lado, los precursores de osteoclastos son reclutados del sistema
circulatorio y se diferencian para facilitar la remodelacion del injerto hacia hueso lamelar
(Millis y Martinez, 2003; Shenk, 1987; Nade et al., 1983). El pretratamiento que recibe el

aloinjerto o xenoinjerto es para reducir la posibilidad del rechazo (Millis y Martinez, 2003).

Tipos de injertos 6seos y definiciones

Existe una diferencia entre injerto 6seo fresco y el preservado. El injerto 6seo se puede
transferir inmediatamente del sitio donante al receptor y se considera injerto fresco. Los
injertos preservados incluyen hueso cadavérico preparado especialmente. Por ejemplo,
decalcificado, deshidratado y congelado, irradiado o estéril. En una tercera categoria se
encuentran los reemplazos 0seos sintéticos que consisten en cerdmicas como fosfato

tricalcico o hidroaxiapatita, polimeros y compuestos (Fackelman y Auer, 1999).

Los injertos 06seos pueden clasificarse segin su origen. Un injerto tomado de un
sitio y aplicado a otro del mismo individuo se conoce como autoinjerto. Un aloinjerto se

refiere al tejido tomado de un individuo y aplicado a otro genéticamente distinto pero de la
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misma especie. El tejido tomado de un individuo y colocado a otro de otra especie es

conocido como xenoinjerto (Auer y Stick, 2012).

A los injertos preservados se les da un pretratamiento ya sea congelado, congelado-
deshidratado, irradiado, esterilizado o decalcificacion (Millis y Martinez 2003; Burchardt
1981). Este proceso mata las células viables del hueso, reduciendo la antigenicidad,
permitiendo el almacenamiento seguro y estéril del injerto 6seo. Estos injertos se mantienen
en bancos de hueso, por lo que se encuentran disponibles para ser solicitados (Urist, 1989;
Burchardt, 1981). La disponibilidad del tejido previene la necesidad de una segunda

cirugia, por lo que disminuye también el evento quirdrgico (Auer y Stick, 2012).

El hueso es el segundo material mas implantado durante procedimientos quirargicos
en seres humanos, siendo el primero la transfusion sanguinea, con una cantidad de 600,000
injertos 0seos colocados anualmente (Marino y Ziran, 2009). A pesar de que el mercado
para reemplazos d6seos sintéticos tiene un valor mayor a $1 billon de dolares, las ventas por
injerto 6seo es menor a la mitad de esta cantidad (Marino y Ziran, 2009). Existen reportes
de injerto autdlogo de hueso desde la época egipcia, sin embargo el estudio cientifico
moderno de los injertos inicié en el siglo XIX. Desde entonces, las indicaciones,
metodologia y ciencia de injertos 6seos a pacientes con pseudoartrosis y pérdida 6sea se
han establecido y afinado, y se han desarrollado nuevos métodos de cultivar y tratar los

injertos (Marino y Ziran, 2009).

Algunas influencias sistémicas asi como factores locales, por ejemplo citosinas
sistémicas, mediadores de inflamacion y factores de crecimiento son de suma importancia

para los mecanismos de osteoinduccién (Bourque et al., 1993; Mundy, 1993). Las citosinas
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son polipéptidos capaces de enviar sefiales a células a través de receptores especificos en la
superficie celular. Los medidores de la inflamacion suscitan cambios en el metabolismo
celular activando ciclos como el adenosina monofosfato o guanosina monofosfato, los
cuales desempefian diversas funciones entre ellas la del metabolismo del glucogeno, aztcar
y lipidos (Ralston y Grabowski 1996; Lorenzo, 1991). Citosinas como las interleucinas y
factores de necrosis tumoral, ademéas de mediadores inflamatorios como 6xido nitrico y
prostaglandinas como la E2, pueden ser producidas por la mesénquima local, tejido fibroso
o vascular. Estas sefiales atraen y reclutan células mesenquimales indiferenciadas del medio
hacia el area local, las cuales pasaran por el proceso de diferenciacion a osteoblastos; estas

mismas sefiales inducen la degradacion dsea, facilitando la integracion del injerto seo.

Debido a los efectos de la invasion de las células locales y la degradacion de la
matriz 6sea, se produce una cantidad innumerable de factores de crecimiento los cuales son
liberados permitiendo que las células del mesénquima crezcan y se diferencien (Bourque et
al., 1993). A través de varias generaciones celulares, el injerto pasa por osificacion
endocondral donde este hueso es sustituido mas tarde por hueso lamelar. Los factores de
crecimiento gque se encuentran involucrados en la consolidacion dsea y la integracion de los
injertos 6seos son factores de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento parecido a la insulina (ILGF)
factor de crecimiento transformador (TGF) y proteina 6sea morfogenética (BMP), incluida
proteinas osteogénicas (OP) (Bourque et al., 1993). Las BMP y OP pertenecen a la
superfamilia de TGF-B (Mundy, 1996). Varias BMP son ahora producidas sintéticamente
por procesos recombinantes con tecnologias de biologia molecular y son utilizadas para

promover la integracion de los injertos (Auer y Stick, 2012).
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El soporte, otra importante funcién de los injertos 6seos, es principalmente obtenido
de injertos corticoesponjosos y osteocondrales. Estos injertos se pueden transferir como
autoinjerto, vascularizados o como aloinjertos. En el aloinjerto cortical hay una menor
cantidad de células sobrevivientes que en el esponjoso y la nutricion de los injertos depende
de la formacion de nuevos conductos de Volkman y sistemas de Havers, lo cual indica que
se trata de un proceso lento que puede tomar més de un afio dependiendo del tamafio del

injerto (Burchardt, 1983).

Procesamiento y esterilizacion del injerto dseo

El proceso por el cual se esteriliza y se prepara el aloinjerto puede alterar dramaticamente
sus propiedades y afectar su cualidad y seguridad. Los aloinjertos son regulados por la
F.D.A. (Food and Drug Administration) y la Asociacion Americana de Bancos de Tejidos

(AATB por sus siglas en inglés) (Cook y Cook, 2009).

Las guias para la toma apropiada, esterilizacion y almacenaje del injerto 6seo se
encuentran disponible a través del manual del “"Standards for Tissue Banking™ el cual se
actualiza frecuentemente por la AATB. Los donadores son elegidos por una serie de
cuestionarios estandarizados, pruebas, examenes fisicos, historial médico, reportes de
autopsia y bajo consentimiento donde la aprobacion final para la donacion es determinada
por un médico. Los donadores de tejidos musculoesqueléticos son automaticamente
rechazados si hubiera exposicion a alguna sustancia toxica o enfermedad dsea o

autoinmune (Rigney 2009).

Una vez que un donador es identificado y considerado elegible, la toma de injerto,

el tiempo, el manejo y almacenaje del tejido debe seguir estrictamente las guias de la
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AATB. Las técnicas de asepsia estan estandarizadas e implementadas para todos los bancos
de tejidos acreditados por la AATB. Lo tejidos deben ser tomados del donante en las
primeras 24 horas posteriores a la asistolia. En caso de que el cuerpo haya sido enfriado o
en las primeras 15 horas posteriores a la muerte si el cuerpo no fue enfriado. Posterior a la
toma del tejido, estos son cultivados mediante frotis de toda la superficie con un hisopo que
se conserva en tubo de cultivo de ensayo estéril. Una vez que los cultivos resultan
negativos, el tejido musculoesquelético es procesado y transportado bajo ambiente
controlado y estéril segin las normas de la AATB. Posteriormente se utiliza la
esterilizacion secundaria con la intencién de eliminar toda posibilidad de infeccion de
cultivos con resultado falso positivo o el manejo de los injertos. Este proceso de
esterilizacion debe ser efectivo en erradicar cualquier bacteria, hongo o virus posible,

intentando mantener las propiedades bioldgicas y mecanicas del tejido.

A pesar de que el Oxido de etileno era una técnica popular para esterilizacion
anteriormente, la mayoria de los bancos de tejidos han descontinuado su uso debido a un
aumento en falla de injerto y sinovitis cronica los cuales se han atribuido a este (Caldwell y
Shelton, 2005; Rihn y Harner, 2003). Para la utilizacion del método previamente descrito se
requiere que la falla del injerto que sea reducida por debajo de cierto nivel segin normas de
la AATB. Radiacion Gamma es otro método popular para esterilizacion secundaria. La
dosis mas alta conocida que no altera las propiedades biomecéanicas de los injertos es de
2.5mrad. Actualmente la mayoria de los centros utiliza una dosis de 2.5mrad. Muchos
estudios han demostrado que esta dosis es eficiente en eliminar bacterias de la superficie,
pero dosis mayores a 3mrad son necesarias para matar virus (Caldwell y Shelton, 2005;

Rihn y Harner, 2003).
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Aloinjertos

Los aloinjertos son la alternativa mas utilizada en cirugia reconstructiva de pie y tobillo,
estos pueden ser frescos, frescos-congelados, liofilizados o demineralizados (Cook y Cook,

2009).

Aloinjerto fresco

Posterior a una seleccion y revisién rigurosa, se obtiene aloinjeto fresco de cadaver,
lentamente enfriado y almacenado en un medio a 4°C. De acuerdo a la AATB, los
especimenes pueden almacenarse de esta manera hasta por seis semanas, pero el tiempo que
toma en transplantarse puede influenciar en los resultados (Farr, 2001). Se requieren, segin
la AATB, pruebas de seguridad por lo menos por 14 dias antes de liberar aloinjertos

frescos.

El tamafio del injerto también debe ser exactamente pareado. Tradicionalmente se
utilizan mediciones de radiografias en proyecciones AP y lateral. Sin embargo, actualmente
se utilizan programas de reconstruccion tridimensional para mejorar la seleccion del

tamario del injerto (Aponteo et al., 2008).

Aloinjerto fresco congelado

El principal motivo para congelar aloinjerto es de reduccion de la inmunogenicidad,
aumentar la vida y proveer una opcion mas practica que los aloinjertos frescos. Se realiza
de tal manera que se preservan las propiedades osteoconductivas y osteoinductivas, y su

fuerza. Este tipo de injerto puede ser utilizado para sustituir una region masiva de un hueso
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0 un hueso en su totalidad. Los injertos congelados deben ser descongelados

intraoperatoriamente y no requiere rehidratacion (Andrade et al., 2008).

El aloinjerto congelado puede llevarse a cabo bajo congelamiento convencional (-15
a -30° C), congelamiento profundo (-60 a -80°C) o congelamiento con nitrégeno liquido (-
160 a -180°C) (Benzel y Leon, 2001). La mayor parte de los injertos son congelados a -
70°C a -80°C y se debe mantener bajo esta temperatura durante la transportacion y
almacenamiento (Laintinen et al., 2006). La congelacién profunda puede debilitar el hueso
donde se piensa que el injerto mantiene aproximadamente el 70% de la fuerza del hueso
normal. Posterior al congelamiento, el injerto es esterilizado (Eagle et al., 2005). La vida de
almacenamiento del injerto varia desde 1 a 10 afios, dependiente de las técnicas de
procesamiento. Cada banco de hueso tiene guias Unicas y sélo los bancos de hueso

acreditados por la AATB deben ser utilizados (Andrade et al., 2008).

Las propiedades osteoinductivas dependen significativamente de las caracteristicas
de almacenamiento y procesamiento del injerto. De congelarse muy rapidamente o
almacenarse a temperaturas inadecuadas, el injerto puede volverse completamente acelular.
Se utiliza la criopreservacion para congelar el hueso de manera controlada para que los
cristales de agua no lesionen las células viables y no suceda la apoptosis (Simpson et al.,
2007). Temperaturas mas bajas han dado como resultado células no viables en modelos

animales (Simpson et al., 2007; Laitinen et al., 2006; Muscolo et al., 2000).

Aloinjerto liofilizado

Posterior a su congelamiento, el injerto; es liofilizado. Es decir pasa por un proceso de

deshidratacion donde el agua es removida por presion negativa. Este proceso destruye todas
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las células viables, inactiva los agentes virales y altera la estructura del hueso. Las ventajas
de un aloinjerto liofilizado incluyen las propiedades osteoconductivas, un bajo potencial
antigénico, la posibilidad de ser almacenado a temperatura ambiente, un tiempo de
almacenamiento indefinido y un costo menor comparado con las alternativas previamente
mencionadas. Sin embargo, este tipo de tejido no puede ser utilizado en resecciones
tumorales masivas debido a su fuerza mecénica reducida. Solo el 30% de la fuerza de un

hueso normal es mantenida posterior al procesamiento y esterilizacion (Nather, 2002).

De acuerdo a Aponte y a los manuales propuestos por la Asociacién Americana de
Bancos de Tejidos se indica que el injerto debe ser hidratado por el tiempo indicado para

que recupere las caracteristicas previas a su preparacion.

El proceso por el que se integrara el injerto 6seo liofilizado es llamado sustitucion
por absorcion (Ward et al., 2008). La union cortico-cortical se une mas lentamente (media
de 542 dias) que la union cortico-esponjosa a cortico-esponjosa (media de 243 dias) (Calvo
et al, 2011). La liofilizacion, previo o posterior a la radiacion gamma resulta en una pérdida
de la fuerza en un promedio del 35 — 31%, 14 — 37% en rigidez y 46 — 37% en limite para
fallas (Cornu et al. 2011). Debido a este proceso de liofilizacion el hueso ademas de la
capacidad de carga pierde la capacidad de osteoinduccion, disminuye su antigenicidad
ampliamente, en contraste a esto es absorbido mas facilmente por el cuerpo para ser
posteriormente sustituido. Este proceso aumenta el modulo de elasticidad asi como la
fuerza a la compresion del hueso, que al ser rehidratado el injerto disminuyen drasticamente

(Klbler et al. 1993).
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Aloinjerto desmineralizado

El acido clorhidrico desmineraliza la matriz 6sea y extrae proteinas acido-solubles.
Posterior a lavados sucesivos, molidos y esterilizacion puede ser liofilizado para permitir el
almacenaje a temperatura ambiente. Lo que se mantiene es matriz 6sea desmineralizada,
factores de crecimiento, colageno, proteoglicanos y proteinas 6seas morfogenéticas. La
proteina Gsea desmineralizada tiene propiedades osteoconductivas pero no capacidades

estructurales (Cook y Cook 2009).

Incorporacion de los aloinjertos

La incorporacién de los aloinjertos por un huésped difiere de la observada en los
autoinjertos en una neoformacion dGsea més lenta, consolidacion retardada y menor
penetracion vascular. Para la incorporacion de los injertos éseos, las trabéculas deben ser
reabsorbidas al menos parcialmente con aposicion posterior al hueso nuevo. Este modelo de
reabsorcidn-aposicion o “sustitucidon por absorcion” es totalmente dependiente de la

vascularizacion del injerto.

La mayoria de los autores esta de acuerdo en que las células osteogeneradoras
tienen varias fuentes de produccion como son células de la médula dsea, tejidos blandos del
lecho receptor y elementos celulares circulantes sanguineos. El proceso de neoformacion
vascular aporta células progenitoras capaces de diferenciarse en células de la linea

osteogénica, condrogenica y fibrogénica (Ward et al., 2008).

El tipo de unidn entre el hueso receptor y el injerto tiene un efecto mayor en la

incorporacion del mismo (Ward et al., 2008). La union cortico-cortical se une mas
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lentamente (media de 542 dias) que la unidn cortico-esponjosa a cortico-esponjosa (media

de 243 dias) (Calvo et al, 2011).

La exitosa incorporacion del injerto 6seo depende de la interaccion de los siguiente
seis pardmetros: el sitio, la viabilidad del injerto dseo, el volumen del injerto, los factores
de crecimiento del hospedero, la actividad metabdlica y la funcion estructural del injerto

0seo (Burchardt, 1989; Urist 1989).

Las condiciones y la localizacion del sitio de colocacion del injerto determinan la
respuesta a las células osteoprogenitoras y el tejido conectivo perivascular. Distintos huesos
presentas distintas tazas de curacion a las fracturas, dependiendo del flujo sanguineo local y
la actividad de la médula ésea. A mayor viabilidad y menor compromiso del sitio a injertar,

es mejor la aceptacion del injerto 6seo (Auer y Stick, 2012).

Entre mayor sea el volumen del injerto a ser colocado, le tomard un mayor tiempo
incorporarse completamente y ser remodelado por el tejido. Entre mayor sea el tiempo
necesario para una incorporacién completa, existe mayor probabilidad de que presente
complicaciones. En defectos grandes, hay una mayor necesidad para incorporar un injerto
de superficie grande, como el injerto esponjoso. Este tipo de injerto requiere de rigidez
absoluta hasta la que se alcance la rigidez estructural (Auer y Stick, 2012). La actividad de
los factores de crecimiento del hospedero y el injerto 6seo induce la proliferacion del tejido
conectivo perivascular, facilitando la osteogénesis. La integracion del injerto 6seo puede
verse aumentada por factores de crecimiento por el reclutamiento de células locales (Auer y

Stick, 2012).

Efecto del tiempo de rehidratacion del aloinjerto 6seo liofilizado corticoesponjoso
tras someterlo a pruebas de compresion mecanica Pagina 14



El indice de actividad metabolica, compuesto por pardmetros como la frecuencia
cardiaca, el flujo sanguineo, tasa metabdlica basal, frecuencia respiratoria y temperatura
corporal, se encuentra correlacionada con la capacidad de incorporar el injerto 6seo, reparar
fracturas y repuesta a factores de crecimiento local. Por otro lado, el indice de actividad
metabdlica en humanos es 1.0, cercano a la de los canes que es 1.5 (Auer y Stick, 2012). A
partir de esto podemos extrapolar resultados de investigacion en canes y aplicarlos en

tratamientos en seres humanos.

Meétodo de preparacion del injerto 6seo liofilizado

El proceso de liofilizacion involucra la deshidratacion del hueso con una posterior
congelacién del mismo, se describira paso por paso el proceso. El hueso es cortado y se le
da forma utilizando una herramienta de precision, llevandolo a la forma ideal para una
liofilizacion adecuada. Se remueven células, sangre y tejido adiposo al impregnar el tejido
en agua destilado (12-15 horas), cloroformo (72 horas), metanol (4 horas) y en agua
oxigenada (2 horas). Posterior a un lavado final, las piezas se congelan a -80°C por una
noche. La liofilizacion se lleva a cabo en dos fases. En la primera fase se sublima el hielo al
disminuir la presion de la camara interna a 3mbar, a una temperatura de -50°C por cuatro
horas. En la segunda fase el agua residual es eliminada al incrementar la temperatura a una
presion de 0.6mbar por una noche. La temperatura dentro de la cAmara interna y dentro del
hueso no excede de 10°C en la segunda fase. Finalmente, las piezas son empacadas al vacio
en bolsas triples de polietileno y esterilizadas por radiacion utilizando radiacion gamma

generada por Cobalto 60 a una dosis de 25KGy o 2.5 Mrad (Dallari et al., 2005).
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Se han realizado estudios para identificar los efectos del procesamiento,
esterilizacion, liofilizacién y rehidratacion en hueso cortical de origen bovino. En este
estudio se compararon tres grupos, uno en el cual se prueba el hueso previo al proceso de
liofilizacion y esterilizacion, el segundo posterior a liofilizacion y esterilizacion y un tercer
grupo posterior a ser rehidratado, en esta ensayo se les realizaron pruebas de flexion y de
tension, encontrando que el injerto rehidratado presentaba una mayor resistencia a estas

fuerzas en un 35.37% en la tensiéon y de un 51.91% en la flexion (Dingee et al. 2005).

En un estudio se tomaron muestras pareadas de distintos sitios de cadaveres, se
tomaron especimenes de 14mm, los cuales fueron liofilizados. Posteriormente se llevaron a
cabo tres métodos distintos de rehidratacion y se compard con de manera biomecénica con
el injerto sin hidratacion pareado anatdbmicamente. El grupo 1 compar6 20 injertos tomados
de cadaveres, pareados anatomicamente y posteriormente congelados. El grupo dos
compar6 22 injertos liofilizados rehidratados por 24 horas. El grupo tres comparé 20
injertos liofilizados que no fueron rehidratados con injerto rehidratado por 24 horas. El
grupo 4 comparo 28 injertos liofilizados rehidratados al vacio por una hora con aquellos
rehidratados por una hora. Estos injertos fueron sometidos a fuerzas de compresion en una
prensa hidraulica. Los resultados arrojaron que a mayor hidratacion el injerto presentaba

una disminucion en la fuerza (Conrad et al. 1993).

Compresion

Los huesos largos se ven sometidos a distintas solicitaciones, una de ellas es la compresion.

La cortical del hueso es la encargada de tolerar dichas cargas. El trabajo neceario para

Efecto del tiempo de rehidratacion del aloinjerto 6seo liofilizado corticoesponjoso
tras someterlo a pruebas de compresion mecanica Pagina 16



fracturar cada material es el &rea total bajo la curva de tension. El trabajo requerido para

fracturar un material recibe el nombre de resistencia a la fractura.

Una razén por la cual los materiales mas blandos pueden ser més resistentes, puede
verse al considerar lo que sucede en el extremo de una fisura bajo esfuerzos en dicho
material: los grandes esfuerzos en el extremo de la fisura causan, localmente flujo viscoso a
plastico. Como resultado, la fisura debe absorber méas trabajo: el material cercano a la fisura
se deforma severamente. Este trabajo se sumara a la energia de superficie. Asi, la
ductilidad, aunque sea poca, aumenta el esfuerzo de fractura. En consecuencia un impacto
provoca fallas con mayor facilidad. El efecto se amplifica més, debido a que una fisura
crece, si se dispone de la energia necesaria; sin embargo, una vez que se inicia el
crecimiento, se necesita menos energia para propagar la fisura y es inevitable un mayor
crecimiento. Por otra parte, si por alguna razon se retardd el crecimiento, se necesitard mas

energia para continuarlo con esto el crecimiento de la fisura disminuira hasta detenerse.

Se puede describir como un apretén. La unidad al estar comprimida se deforma, se
acorta en la direccién de la fuerza de compresion al mismo tiempo que se expande
lateralmente. La resistencia que presenta a la fractura por aplastamiento depende de dos
factores: la geometria de la estructura y el material del cual estd hecho. El esfuerzo de
compresion o fuerza por unidad de area transversal se mide en unidades las cuales son
fuerza por area dada. La deformacion es el resultado de dividirla entre la altura inicial

(Raddin 1992).
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JUSTIFICACION

En busqueda de una pauta para la rehidratacion del injerto 6seo liofilizado, se realizara este
ensayo, las especificaciones del fabricante indican la rehidratacion de este tipo de injerto
utilizando solucién salina isotonica a temperatura ambiente, tratdndose de injerto 6seo
liofilizado corticoesponjoso debe hidratarse por una hora, en ocasiones se lleva a cabo esta
hidratacion por menos tiempo del recomendado por el fabricante ignorando las
consecuencias de esto. Se busca conocer las diferencias en cuanto a la resistencia a la carga
posterior a ser el injerto restituido con solucion fisiolégica por 10 y 60 minutos, se
comparara esta capacidad de cargar con la hidratacion de las fibras de colagena del injerto
6seo liofilizado. Existen estudios que relacionan el tiempo de hidratacion con la resistencia
a la carga, no se han realizado estudios que correlacionen la hidratacion con la capacidad de
tolerar una carga. Conocer esta relacién nos ayudard a comprender la importancia de una
correcta preparacion del injerto por lo que se le dard un mejor manejo y se esperan mejore
resultados para el paciente. Es importante comprender las caracteristicas biomecéanicas y
bioldgicas, asi como el proceso de curacidn de diferentes tipos de aloinjertos para elegir el
injerto adecuado para la aplicaciéon clinica buscando obtener mejor resultado clinico

(Nather 2002).

S ——
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Que se rehidrate el injerto ¢seo liofilizado adecuadamente de manera que el proceso de
integracién-sustitucion se lleve a cabo una vez implantado en el paciente.
OBJETIVOS PARTICULARES
1. Comparar el grado de hidratacion con la resistencia a la compresion entre los dos
tiempos de hidratacion evaluados (10 y 60 minutos).
2. Observar si al estar mas tiempo sumergido en solucién fisioldgica tefiida se aprecia
la calidad de la hidratacion del injerto éseo liofilizado.

3. ldentificar si el injerto que tolera mas carga es el que se encuentra mejor hidratado.
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HIPOTESIS CIENTIFICA

Se espera encontrar que al rehidratar 8 especimenes injerto dseo liofilizado
corticoesponjoso de 1cm de largo x 1.4cm didmetro con solucion fisiologica a temperatura
ambiente por 60 minutos, éste presentard mayor resistencia a la carga axial en un 40% que

al ser hidratado por tan sélo 10 minutos.

S ——
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODO

2.1 Planteamiento del problema

El problema consiste en demostrar objetivamente que el injerto éseo liofilizado rehidratado
tiene una mejor funcién osteoconductora al colocarlo como puente en un sitio de pérdida
6sea rellenando un espacio. Otro obstaculo es de mostrar la calidad de la hidratacion en

base al tiempo de sumersién del injerto. Se plantea un experimento en el cual tomamos en

cuenta el tiempo de rehidratacion y la tolerancia a carga del injerto.

2.1.1 Pregunta de investigacion

¢ Cual es el efecto de la hidratacion en la funcion estructural del tejido?

2.2 Metodologia

2.2.1 Disefio del estudio

Experimental

Biomecanico

Prospectivo

Transversal

Asignacion aleatoria

Estudio donde el investigador manipula y controla el
factor de estudio. Existe por lo general, un grupo de
analisis control y uno 0o mas grupos experimentales.

Tipo de estudio experimental donde los sujetos son
pacientes ya sea vivos o modelos cadavéricos y se
evalUa uno o mas tratamientos para el control de un
padecimiento.

Es un estudio a tiempo real que sigue un disefio
previo pero que se realiza en el presente.

Observacion del experimento en un solo momento.

Se tomaron al azar los fragmentos que formaron
cada grupo
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2.2.2 Poblacion

Se utilizaron 8 muestras de aloinjerto de hueso corticoesponjoso liofilizado de la diafisis de

un cubito cortado en fragmentos de 1cm de largo x 1.4 de diametro.

2.2.3 Periodo de estudio

El periodo para la realizacion de la investigacion comprendio de enero a julio de 2015.
2.2.4 Tamafo de la muestra

Un grupo de cuatro fragmentos de injerto éseo liofilizado corticoesponjoso que se rehidratd
por un lapso de 10 minutos sumergido totalmente en solucién fisioldgica a temperatura
ambiente. Un grupo de cuatro fragmentos de injerto 6seo liofilizado corticoesponjoso que
se rehidraté por un lapso de 60 minutos sumergido totalmente en solucion fisiologica a

temperatura ambiente.

2.4 Aspectos éticos de la investigacion

El protocolo de tesis cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética del Hospital General
de Estado. Ademas, la investigacion se rige de acuerdo a la normatividad indicada en la
fraccion | del articulo 89 de la Constitucion Politica de los Estados Unidos
Mexicanos, y con fundamento en los articulos 10.; 20.; 30., fraccion XXVI; 40.;
70.; 13 "A", fracciones I, Il y X; 14; 18; 23; 24, fraccion I; 27, fraccién Ill; 32;

33; 45; 47; 100; 313 a 350 y demas relativos de la Ley General de Salud.
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2.4.1 Recursos empleados

Recursos humanos:
» Meédico residente de cuarto afio en Traumatologia y Ortopedia.
» Director médico de tesis.
» Director metodoldgico y estadistico de tesis.
>

Ingeniero en suelos Victor Javier Palafox con especialidad en Calidad de Materiales

Recursos fisicos:
» Injerto dseo liofilizado corticoesponjoso

» Segueta marca Truper

Equipo de laboratorio:
» Centro de patologia
» Caja de Petri
» Azul de metileno
» Paleta de colores Pantone Color Chart

(http://www.usagdn.com/blogs/tools-resources/12579457-pantone-

color-chart)
» Aparato de falla universal marca Forney

» Laboratorio de pruebas en ingenieria LESPI en Hermosillo, Sonora.

S ——
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Recursos financieros:
El material para el trabajo experimental fue patrocinado por el laboratorio Instituto
Nacional de Bioteconologia. Ademas, la realizacion de las pruebas experimentales requirio

del uso de laboratorios especializados y personal de analisis.

2.4.2 Analisis de debilidades y fortalezas

Previo a la elaboracion del protocolo de investigacion, se realizé un analisis FODA para
identificar los puntos fuertes y débiles del proyecto. En el andlisis se encontré que la
realizacion del proyecto se ajusta a las necesidades y objetivos del investigador donde la
cantidad de oportunidades y fortalezas del proyecto es superior a la cantidad de debilidades

Yy amenazas.

La evaluacion generd la siguiente matriz FODA:

- Libre acceso a - Proyecto de - Posibilidad de - Baja posibilidad
informacion alcance alto con muestra escasa. de fallo

cientifica en journals posibilidad de - Proyecto de alto experimental anexo
y biblioteca digital publicacién. costo economicoy  a la baja cantidad de
UNAM. - Implementacion de  financiamiento muestra.

- Infraestructura nuevas técnicas de limitado.

funcional del &rea de uso para el servicio.

trabajo. - Oportunidad de

- Acceso a las vinculo de

instalaciones del investigacion con el

DICTUS, UNISON. DICTUS UNISON,
- Acceso a Centro de  Laboratoio LESPI,

Patologia y Centro de Patologia,
Laboratorio de y el HGE.
Ingenieria LESPI - Participacion en
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- Experiencia
profesional en el
area de investigacion
por parte de los
colaboradores del
proyecto.

- Experiencia
académica por parte
de los directores de
tesis.

- Ajuste de tiempo
académico
adecuado.

- Proyecto de alto
alcance.

- Proyecto
experimental.

- Proyecto pionero
en area de
investigacion
experimental del
departamento de
Ortopedia del HGE.
- Proyecto con
financiamiento.

congresos de
ciencias médicas y
bioldgicas.

2.5 Definicion de las variables segun la metodologia

Variables dependientes: hidratacion, resistencia a la carga, grado de hidratacion.

Variables independientes: tipo de injerto, tamafio del injerto, cantidad de solucidn
fisioldgica, tiempo de hidratacién, peso del injerto

Tipo de Independiente  Preparacion que  Cualitativo Liofilizado
injerto se le da al corticoesponjoso
injerto

Tamafo del  Independiente  Corte dadoal  Cuantitativo Centimetros

injerto

Hidratacion

injerto previo a
rehidratarse
Dependiente Cantidad de Cualitativa  Bien hidratado o
colorante que Paleta de mal hidratado
quedara Colores
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adherido al
tejido posterior
a ser sumergido

en solucién
Cantidad de  Independiente  Solucionenla  Cuantitativa Mililitros
solucion cual serd
sumergido el
injerto
Tiempo de Independiente Periodo que Cuantitativo Minutos
rehidratacion sera sumergido
el injerto
Resistenciaa  Dependiente Magnitudala  Cuantitativo Newtons
la carga cual el injerto
no presentara
falla

2.5 Descripcion general del estudio

Se contd con injerto éseo liofilizado de un cubito, de origen humano, el cual previo a su
rehidratacion se realizaron cortes de 1cm de largo, dando un total de ocho fragmentos,
aleatoriamente se distribuyeron en dos grupos uno para hidratacién por 10 minutos y otro
durante 60 minutos. La rehidratacion se realizé con solucion fisioldgica, se utilizé azul de
metileno para darle coloracion a la solucion, se utilizaron 3ml de azul de metileno por cada
100cc de solucion fisiolégica. Completado el tiempo de rehidratacién se tomo6 una muestra
de cada grupo, se realiz6 un corte coronal, y bajo un microscopio estereoscopico se observo
la rehidratacion del hueso esponjoso y cortical de cada grupo y posteriormente se compard

uno junto al otro.

Los tres fragmentos restantes de cada grupo fueron sometidos a una carga axial,
para esto se utilizd una maquina de falla universal. Se coloc6 un aumento a la prensa, se

inicid la carga hasta que el fragmento quedara sujeto entre el aumento y la prensa, se inicié
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desde ese punto la contabilizacion de la fuerza requerida para el fallo. La fuerza iba en
aumento lento, hasta escucharse la fractura o presentarse ésta fisicamente sobre la cortical

del hueso.

. Hidratacion por Variables a observar:
Grupo experimental | ) - o
PO exp 10 minutos Saturacién de agua tefiida
Carga a la cual presenta falla
: Hidratacion por Variables a observar:
Grupo experimental 11 ) - o
PO &Xp 60 minutos Saturacion de agua tefiida

Carga a la cual presenta falla

2.6 Andlisis de datos

Todas las variables se depositaron en una hoja de célculo de Excel donde se establecieron
valores de cddigo a las variables cualitativas y se ordenaron los datos. Se obtuvieron las
medidas de tendencia central y de dispersion para las variables cuantitativas.
Posteriormente, se construyeron tablas de frecuencias y graficas de proporciones y

distribucion de fuerzas para las variables.

Por lo que respecta a la calidad de la hidratacion se contrasté con una paleta de

colores para definir que un tono de mayor intensidad indica una mayor hidratacion.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSION

RESULTADOS

Posterior al tiempo de rehidratacion se realizaron observaciones en el injerto en la parte
esponjosa y cortical. Ambos injertos el hidratado por 10 minutos y el hidratado por 60
minutos se observaban totalmente tefiidos, con una tono numero 6 en el que se sumergiod
por 60 minutos y tono ndmero 1 el hidratado por 10 minutos. Se observo una diferencia de
5 tonos contrastada con una paleta de Paleta de colores Pantone Color Chart

(http://www.usagdn.com/blogs/tools-resources/12579457-pantone-color-chart).
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Posterior a ser rehidratados los injertos se sometieron a carga en un aparato de falla

universal los resultados se presentan en la siguiente tabla:

Tiempo de rehidratacién en solucién fisioldgica

10 minutos 60 minutos
Muestra 1 220kg 360kg
Muestra 2 200kg 360kg
Muestra 3 300kg 360kg
Promedio 240kg 360kg
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Tolerancia de Carga con base al
Tiempo de Rehidratacion

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

* Grupo | ¥ Grupo Il

Previo a ser sometidas las muestras a carga en la prensa se realizaron pruebas con
fragmentos de la cortical observada en el microscopio para determinar la fuerza inicial de
manera que se evitara el derrape del injerto al momento de aplicarle la carga, estas medias
corticales toleraron 160kg para el hidratado 10minutos y 240kg para el hidratado por 60

minutos.

La primera muestra hidratada por 10 minutos toler6 una carga de 220kg previo a
presentar una fractura, la segunda 200kg v la tercera 300kg, como observacién esta Gltima
muestra presentaba una cortical de mayor grosor a las previas. Se calculé como peso

promedio en kilogramos de 240 de tolerancia a la carga.

La primera muestra hidratada por 60 minutos toleré una carga de 360kg, la misma

cifra se repiti6 en la segunda y tercera muestra. Como promedio el resultado es de 360kg.

Se llega a la conclusion que disminuir el tiempo de hidratacion a 10 minutos

ocasiona una disminucidn en la tolerancia a una carga axial del 34%.
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DISCUSION

En el presente estudio se demostré de manera objetiva que el injerto 6seo liofilizado al estar
bien hidratado soporta una mayor carga a compresion. En el segundo parametro se

demostro también de que sumergir el injerto por una hora.

Hay estudios contrastantes respecto a la fuerza del injerto liofilizado al ser
rehidratado. Dingee en 2005 sometio injerto dseo liofilizado a fuerzas de tension y flexion,
encontrando un aumento en su tolerancia a estas fuerzas posterior a la rehidratacion, en
cabio Conrad refiere que el injerto a mayor hidratacion presenta una menor tolerancia a

estas fuerzas.

En este experimento demostramos que es imprescindible hidratar por 60 minutos el
injerto previo a colcharse en el paciente para que cumpla su funcion como osteconductor,

de modo que su funcién de andamiaje se cumpla.
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CONCLUSIONES

El tiempo de sumersion del injerto 6seo liofilizado corticoesponjoso se ve directamente
relacionado a la saturacion de este con agua, al aplicar una carga a este injerto el que se
encontraba mejor hidratado, o sea sumergido por mas tiempo toler6 cargas mayores, por lo

que estructuralmente sera mejor su funcion de andamiaje.
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