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RESUMEN

La osteosintesis por métodos biol6gicos constituye una clara tendencia actual
en cirugia ortopédica, que desarrolla sus diferentes técnicas en base al
conocimiento cada vez mas profundo de los mecanismos por los que el hueso
se autorepara. El presente trabajo describe y evalia un método original que
permite lograr la estabilizacion de fracturas a la vez que la osteogénesis
reparadora de las mismas por medio de un elemento polifuncional: un hueso
procesado de origen bovino utilizado como implante endomedular.

Basados en resultados previos del uso experimental y clinico de hueso
Xenogénico en cirugias del sistema esquelético en pequefios animales,
disefiamos un estudio prospectivo que nos permitiera evaluar el comportamiento
de estos implantes 6seos en términos de tiempo de consolidacion de las
fracturas, desempefio funcional locomotriz del paciente, capacidad biomecanica
y osteointegracion del implante. Nueve caninos que presentaron fracturas
diafisarias de etologia traumatica (2 abiertas y 7 cerradas) representaron la
poblacion de nuestro estudio. Nuestro método terapéutico consistio en la
reduccion quirdrgica de los cabos fractuarios y su posterior estabilizacion con el
clavo intramedular xenogénico asociado a un fijador esquelético externo tipo
Kirschner. Los controles evolutivos se realizaron mediante exadmenes clinicos y
radioldégicos a los 15,30, 60 y 90 dias post operatorios. Todos los casos salvo
uno evolucionaron favorablemente a la consolidacion de sus fracturas,
comprobandose sisteméaticamente a los 90 dias del post-operatorio, signos
radiologicos de consolidacion y ausencia clinica de claudicacién. El implante
0seo xenogénico utilizado fue capaz de soportar las fuerzas de compresion y
extension en el foco de fractura, osteointegrandose luego de la consolidacion
Osea. Este nuestro aporte representa pues una técnica mas que permite
promover la regeneracion 6sea basada en la amplificacién del estimulo de los
factores que normalmente actlan fisiolégicamente en la reparacién del hueso.
Implantes 6seos u osteoderivados osteoinductores, células troncales, factores
de crecimiento, utilizados en forma aislada o combinada, parecen representar el
nuevo camino en la reparacion de diferentes defectos del sistema esquelético.

Palabras clave: Hueso, xenoinjerto, perro



SUMMARY

Performing osteosyntesis applying biological methods represents a clear
present trend in orthopedic surgery. Its different developing techniques are
based on the increasing knowledge about the self reparing mechanisms of
bone. This trial describes and evaluates an original method that enables both
fracture stabilization and restorative osteogenesis as well, by means of a
polyfunctional device: a processed bovine bone used as an endomedular
implant. Based on previous experimental and clinical results using bovine
xenogeneic bone in skeletal surgery on small animals, we designed a
prospective clinical trial for assessing our bone implant’s performance, basically
regarding four facts: time of fracture healing, patient’s functional locomotor
performance, biomechanic and osseointegration capacity of the bone implants.
Nine dogs presenting traumatic diaphyseal bone fractures (2 open and 7
closed) integrated our study population. Our therapeutic method was based on
an open reduction of the fracture and its subsequent stabilization by means of
an endomedular xenogeneic bone implant in association to a skeletal external
Kirschner device. At 15, 30, 60 and 90 days post operative, clinical and X-Ray
evaluation was performed. All patients but one healed their fractures. At day 90
post op., radiologic signs of bone healing and clinical absence of locomotive
claudication were systematically assessed. The xenogeneic bone implant was
able to bear both the compressive and elongative stress within the fracture site,
achieving its osseointegration after the fracture healing process. Our imput
represents and additional technique that - based on the stimuli amplification on
normal physiological factors involved in bone repair- enables and promotes
bone regeneration. The use of osteoinductive bone or bone-derivate implants,
stem cells, growth factors, either alone or combined, seem to represent the
incoming way to approaching skeletal system defects’ repair.

Keywords: Bone, xenograft, dog
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INTRODUCCION

La comprension cada vez mayor a nivel molecular de los eventos fisiologicos
implicados en la reparacion de las fracturas nos ha llevado a la busqueda de la
optimizaciéon de los métodos de osteosintesis. Hoy por hoy, ya no solo
evaluamos los aspectos mecanicos en la fijacion y neutralizacion de fuerzas de
desplazamiento de los fragmentos éseos, sino también la capacidad de los
diferentes implantes de promover la osteogénesis y luego de cumplida su
funcidén, osteointegrarse o bioabsorberse.

Si bien se han utilizado muchos tipos de implantes e injertos éseos con esa
finalidad, pocos han sido a su vez evaluados como dispositivos de fijacion y
osteopromocioén en la reparacion invasiva de fracturas.

A efectos de establecer los fundamentos biolégicos de la utilizacién de métodos
adyuvantes en la reparacion de fracturas, en la primera parte de esta tesis
nuestro estudio bibliografico permitira describir las caracteristicas del hueso
normal como 6rgano, para después enfocarnos en la fractura del mismo como
patologia y los mecanismos biolégicos que emplea el organismo para repararla.

Luego realizaremos una revision de los diferentes tipos de métodos de
osteosintesis utilizados hasta el presente, poniendo especial énfasis en la
utilizacion de implantes biologicos 6seos y osteoderivados, particularmente
aquellos de origen xenogénico.

Finalmente, expondremos y discutiremos nuestra experiencia en la utilizacion de
métodos bioldgicos de fijacion y osteopromocién en el tratamiento de fracturas
utilizando material 6seo xenogénico.

EL HUESO COMO ORGANO

"En la evolucién de los tejidos de soporte el hueso ocupa el lugar mas alto. El
representa la solucion a la necesidad del organismo de tener un sostén solido
llamado esqueleto” Robert K. Shenik

Definicion

El hueso es un 6rgano estructural basico en la constitucién corporal. Ademas de
reservorio metabdlico, da soporte funcional al sistema musculo tendinoso y
protege organos vitales. El tejido que conforma el hueso difiere de otros pues
tiene la particular capacidad de autorepararse y puede alterar sus propiedades y
geometria en respuesta a la demanda mecanica (Kaplan, 1994)



Macroestructura

El esqueleto contiene dos tipos de hueso macroscopicamente diferentes; el
cortical que predomina en los huesos largos de las extremidades y el hueso
esponjoso o reticulado que predomina en las vértebras y la pelvis (Ericson y col,
1994)

El hueso cortical aparece como una masa solida continua en la cual sélo se ven
espacios con la ayuda de un microscopio. Representa el 80% de la masa
esquelética. El hueso esponjoso consiste en finas placas o espiculas de espesor
variable (50 a 400 nandmetros). Estas trabéculas estan interconectadas
ofreciendo gran resistencia mecénica y delimitan un sistema laberintico ocupado
por medula ésea. Como el hueso cortical es metabolicamente menos activo por
unidad de volumen que el esponjoso, el metabolismo del esqueleto queda casi
igualmente distribuido entre los dos tipos de tejido 6seo (Ericson y col, 1994)

Los huesos estan recubiertos por el periostio, una capa de tejido conjuntivo
especializado dotada de potencia osteogénica. La cavidad medular de la diafisis
y las cavidades del hueso esponjoso estan revestidas por el endostio, una fina
capa celular que también posee capacidad osteogénica (Fawset y col, 1995).

Segun su forma anatomica los huesos pueden clasificarse en planos, cortos y
largos. Los planos son las costillas, esterndn, escépula, iliaco y la mayor parte
del craneo. Los cortos se localizan fundamentalmente a nivel de la columna
vertebral, carpo y tarso. Los huesos largos o tubulares son huecos y casi
cilindricos, conteniendo la cavidad medular en su interior. A sus extremos se los
denomina epifisis, siendo la metéfisis, el sector entre las 2 anteriores. Estan
representados por las falanges, metacarpianos, metatarsianos, fémur, tibia,
peroné, radio, cubito y humero, formando parte del esqueleto apendicular.

En nuestro ensayo clinico serén tratadas fracturas de huesos largos: fémur, tibia
y humero.

Microestructura

La microestructura 6sea la representan canales vasculares circunferencialmente
rodeados por hueso laminar, constituyendo el sistema de Havers, cuya unidad
anatomo-funcional es el ostedn, cilindro irregular y surcado con anastomosis,
compuesto por un canal neurovascular central longitudinal y rodeado por células
de la matriz 6sea (Kaplan,1994). Los canales haversianos se comunican unos
con otros y con la superficie o la cavidad medular por medio de canales
trasversales u oblicuos llamados canales de Volkmann (Fawcett,1995)



Las laminillas se componen de fibras coladgenas mineralizadas con una
orientacién ortogonal que aumenta la resistencia 6sea. De una forma
simplificada se puede decir que las fibras de colageno resisten las fuerzas de
traccion y que la matriz mineral resiste la compresion (Alberts,1989)

La fase mineral representa el 70% de la matriz compuesta principalmente por
fosfato y calcio que forman estructuras cristalinas de hidroxiapatita (Erikson y col,
1994)

Aproximadamente el 90% de la matriz organica estd compuesta por colageno
tipo I; el resto consiste en proteinas unidas al colageno, proteoglicanos,
glicoproteinas, lipidos y otras macromoléculas.

La asociacién de hidroxiapatita con fibras colagenas es responsable de la dureza
y resistencia del tejido 6seo.

El conocimiento del aspecto estructural tanto macro como microscépico resulta
de primordial importancia en nuestro trabajo, ya que en él hemos utilizado tejido
0seo procesado como implante.

Células Oseas

Las células de tejido 6seo adulto necesarias para su formacidén, mantenimiento
estructural y remodelacion, estan representadas por tres tipos diferentes:
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Sin embargo, el hueso como 6rgano,
contiene varias lineas celulares que explican el proceso de remodelacion del
hueso (turnover), su capacidad de autoregeneracién, su capacidad
hematopoyética y su participacion en el metabolismo mineral del organismo.

Osteoblastos, osteocitos

Los osteoblastos derivan de las células osteoprogenitoras que persisten hasta la
vida postnatal. Producen matriz 6sea, que esta predominantemente formada por
colageno tipo |, ademas de secretar proteoglicanos, osteocalcina, osteonectina
y osteopontina (Kaplan,1994; Fawcet ,1995). Cuando los osteoblastos culminan
su funcion de sintesis de proteinas 6seas, pueden diferenciarse como células
que cubren la superficie del hueso recién formado (lining cells), sufrir apoptosis
0 permanecer incluidos en la matriz y convertirse en osteocitos (Chiappe, 2004;
Monnet, 2011).

Los osteocitos son osteoblastos maduros incluidos en la matriz désea
mineralizada. Son las células mas abundantes del hueso (mas del 90% del total)
y estan distribuidas volumétricamente en forma homogénea. Su cuerpo celular
esta contenido en espacios dentro de la matriz llamados lagunas osteociticas o
de Howship, y sus extensiones citoplasmaticas se comunican con los osteocitos
vecinos y con las lining cells que cubren la superficie del hueso, a través de los
canaliculos ya referidos. Debido a su localizacion estratégica y a su capacidad



de comunicarse con otras células cumplen una funcidbn mecanosensora, captan
fuerzas y trasmiten sefiales que optimizan la rigidez 6sea, determinando la
remociéon de hueso donde mecanicamente es innecesario (mediante la accién
de osteoclastos) y aponiendo donde es necesario reforzar de acuerdo al régimen
de cargas (Ley de Wolf y Delpech)

Osteoclastos

Estas células son parte del sistema macrofagico; su funcion es la reabsorcion
del hueso, retirando primero el contenido mineral y luego la matriz orgénica
(Fawcett, 1995; Porth, 2007)

Las células antes mencionadas derivan de la medula 6sea (Pérez y col, 2010);
de ahi la importancia de ésta en los mecanismos de reparacion del hueso y de
Su preservacion cuando se realizan métodos de osteosintesis. ElI implante
biolégico empleado en nuestro trabajo de investigacion —como luego veremos-,
al ser utilizado en forma intramedular esta en contacto directo con ella, lo que
explica gran parte de las interacciones biolégicas implante-células
mesenquimales.

Médula 6sea y células mesenquimales troncales

La medula 6sea es un 6rgano formado por una red de capilares sanguineos en
un estroma de tejido conjuntivo y una poblacién celular de variada progenie.
Dispuesta en el interior del hueso, sufre variaciones en su distribucion en
diferentes huesos y en su celularidad (tipo y densidad) en el curso de la vida.
Dentro de esta intrincada matriz encontramos 2 grupos principales de células:
las hematopoyéticas y las que Friedenstein y colaboradores identificaron por
primera vez en 1966 y denominaron células troncales de la medula 6sea y que
posteriormente fueron denominadas células estromales mesenquimales (MSC,
su sigla en inglés) por Kaplan en 1991. La capacidad osteogénica de la médula
0sea se debe fundamentalmente a estas células que se clasifican en 2 tipos:

Tipo 1 inducidas

Son aquellas MSC indiferenciadas que mediante estimulos locales son pasibles
de formar hueso. Ellas también se encuentran en muchos otros tejidos de la
economia (tejido adiposo y muscular, entre otros).

Tipo 2 determinadas

Son células diferenciadas a una linea de progenie osteoblastica. Se hallan solo
en el endostio y en el estroma de la medula 6sea (Takagy y Urist, 1982; Bojrab,
1996; Junqueray col, 2004; Slatter, 2006).

A la luz de las ultimas investigaciones se logro determinar la capacidad
osteogénica que posee la médula 6sea. En ella participan tanto los elementos
celulares que en ella se encuentran, como los factores de crecimiento liberados
por estos.



Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son polipéptidos o glucopéptidos producidos por las
células O6seas o0 de tejidos extra 6seos y actlan en la matriz 6sea como
moduladores de las funciones celulares, fundamentalmente el crecimiento, la
diferenciacion y la proliferacion.

La mayoria de los factores de crecimiento que actian sobre el esqueleto son:
factor de crecimiento tipo insulina | y Il (IGF-I y Il), factor B transformador del
crecimiento (TGF-B), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
factores de crecimiento provenientes de las plaquetas (PDGF) (Gil y col, 2003;
Pérez y col, 2010; Bojrab y Monnet, 2011).

El IGF-1 desempefia un papel importante en la osificacion de tipo endocondral
(Mundy, 1996; Trippel y col, 1996), mientras que el tipo Il es el factor mas
abundante en el hueso y presenta acciones similares al tipo I, aunque con un
estimulo celular menos potente (Gil y col, 2003). El TGF-B quizas sea el mas
estudiado en el campo de la biologia 6sea. Su administracion exdégena es capaz
de estimular significativamente la reparacion ésea. Representa una superfamilia
de factores, dentro de los que se destaca la proteina morfogénica del hueso
(BMP) que es una familia especifica de citoquinas inductoras de hueso. El TGF-
B esta presente en la reparacidon normal de las fracturas, tiene actividad
promotora de la mitosis, la angiogénesis y también promueve la diferenciacién
celular (Gil y col., 2003).

Los PDGF tienen como principal actividad la mitogénica. Se han aplicado
experimentalmente en conejos demostrando un efecto estimulador en la
reparacion de osteotomias, incrementando el volumen y la densidad del callo
0seo. Otros estudios en ratones han demostrado un aumento concomitante en
la reabsorcion 6sea (aumento de la remodelacion) (Gil y col, 2003).

Las BMP (bone morphogenetic proteins) constituyen un grupo de morfégenos de
particular relevancia en la organogénesis 0sea. Presentes en los huesos de
todos los vertebrados, son responsables de la capacidad de autoreparacion del
hueso (Urist, 1965).

Los implantes de hueso xenogénico bovino procesado utilizados en nuestros
ensayos clinicos demostraron indirectamente su contenido en BMP, a través de
su capacidad osteoinductora sistematica (Zunino y col, 2004; Semiglia y col,
2006)

Resulta de particular interés destacar la interaccion funcional entre el hueso y la
médula ésea. Las células estromales de la médula 6sea son determinantes en
la formacion de hueso; son células competentes al igual que aquellas con
determinacién osteogénica (Urist, 1989). Sin embargo, se ha visto en estudios
experimentales en perros, monos y humanos, que la matriz 6sea conteniendo



estas células estromales sin la exposicion a determinadas proteinas inductoras
de la osteogénesis, forman una escasa cantidad de tejido (Urist, 1989). Altas
concentraciones de células estromales hematopoyéticas y osteogénicas residen
en el endostio, en la interfase entre el hueso y la médula 6sea. Es a este nivel
que se produce la mayor interaccion entre las células estromales de la médula
Osea con el hueso, estableciendo un “consorcio hueso- médula ésea”, en el cual
un tejido sirve al otro en el proceso de regeneracion 6sea (Urist, 1989).

A través de nuestro ensayo clinico-experimental trataremos de demostrar que el
tipo de implante que utilizaremos tiene -a la vez que una funcién de fijacion de
las fracturas-, una actividad osteogénica per se, por su interaccién biolégica en
Su sitio de implante.

LA FRACTURA COMO ENTIDAD PATOLOGICA Y SU MECANISMO
BIOLOGICO DE REPARACION

La fractura es una solucién de continuidad del hueso, acompafiada por un grado
variable de lesidn de tejidos blandos circundantes, irrigacion, inervacion y masas
musculares, con la consiguiente pérdida o limitacién funcional (Piermattei et al
2006)

Un hueso en condiciones normales soporta determinadas fuerzas que son el
resultado de las presiones o carga que recibe fisiologicamente (Slatter, 2006).
En este sentido, ningun hueso es igual al otro en el esqueleto y su forma
particular esté influenciada directamente por las presiones diferenciales a las que
se encuentra sometido (Ley de Wolf y Delpech).

Las fuerzas que debe soportar el hueso son de tension, de rotacién, de flexion,
de cizallamiento y compresion. La sumatoria de todas ellas (fuerza neta) debe
ser igual a cero. Pero cuando esto no sucede y hay fuerzas que superan la
resistencia del hueso, se produce la fractura (Bojrab, 1996; Slatter, 2006;
Fossum, 2009).

Mecanismo biologico en la reparacion de fracturas

Osificacion primaria

El concepto de osificacion 6sea primaria surge a partir de 1914 cuando Lane
observa la restauracion ésea por “primera intencion” empleando fijacién interna
con placas (Bojrab, 1996). Es la menos frecuente, ya que solo se logra cuando
los extremos de la fractura estan en estrecho contacto, dando como resultado
una estabilidad absoluta (Wheeler y col, 2004) y la deformacion interfragmentaria



no supera el 2% (rango 0,6-2,5%) (Bojrab, 1996; Martinez y Walker, 1999;
Slatter, 2006).

En este proceso de cicatrizacion del hueso se produce una migracion de
osteoblastos y osteoclastos desde un lado hacia el otro de la fractura en donde
los fragmentos estan en estrecho contacto y, en aquellas zonas donde hay una
separacion entre los cabos, que no supera 1 milimetro, se produce la
denominada “curacion de brecha” (Bojrab, 1996; Einhorn y Lane, 1998; Toal y
Mitchell, 2003). Esta consiste en la invasion por vasos sanguineos y tejido
conectivo laxo que posteriormente se ira haciendo cada vez mas resistente hasta
adquirir la firmeza caracteristica del hueso sano a través del proceso de
remodelacion (Martinez y Walker, 1999; Slatter, 2006).

El patron radiolégico de reparacion se caracteriza por la visualizacién de la
silueta normal del hueso. La linea de la fractura primero se aprecia muy delgada
y luego desaparece en forma progresiva. Puede haber un ensanchamiento de la
brecha que puede deberse a remodelacion 6sea interna intensiva que acompafia
a la cicatrizacién por contacto (Bojrab, 1996).

Osificacion secundaria

El otro tipo de reparacion que existe es la que se observa con mas frecuencia,
evidenciada a través de la “restauracién con callo” de tejidos intermedios en el
sitio de la fractura y se la denomina osificacion secundaria o indirecta. Consiste
en la formacion de hueso a través de tejido fibroso o cartilaginoso (Bojrab, 1996;
Martinez y Walker, 1999; Slatter, 2006).

Se cumple en cuatro etapas:
-1 callo sanguineo/inflamacion
-2 callo fibroso
-3 callo 6seo
-4 remodelacion.

La inflamacion comienza luego que se produjo la fractura (Bojrab, 1996; Martinez
y Walker, 1999; Slatter, 2006). Se inicia a causa del dafio a los tejidos blandos
circundantes, al periostio, al endostio y al contenido medular que actia como
una fuente de material extrafio (Martinez y Walker, 1999; Slatter, 2006). Esta
etapa es importante para inducir la diferenciacién celular para la formacion del
callo, y se mantiene hasta que éste logra fibrosarse (Bojrab, 1996; Martinez y
Walker, 1999; Slatter, 2006).



Debido a la lesion producida en el hueso, hay rotura de vasos sanguineos que
dan lugar a una hemorragia con formacién de un hematoma. Inicialmente se
produce una vasoconstriccion transitoria de los extremos de los vasos
sanguineos que han sido dafiados durante el trauma, lo que limita parcialmente
la cantidad de sangre que entra al tejido dafiado. El hematoma desencadena una
infiltracion de células inflamatorias, fibroblastos (productores de colageno) y
brotes de capilares nuevos que traeran consigo células de la linea blanca
(encargadas de limpiar el foco) y células pluripotenciales. Dentro de las primeras
48 horas el hematoma contiene mediadores quimio atractivos, flogisticos,
factores angiogénicos y de crecimiento liberados por las plaguetas, células
locales lesionadas, mastocitos, neutrofilos, macréfagos y linfocitos. Los
macrofagos cumplen la funcion de desbridar y de promover la fibroplasia. Liberan
interleuquina 1 (IL-1) que da lugar a la mioatrofia e incrementa la liberacién de
prostaglandina E2 (PGE2) muscular, la cual promueve la resorcion Osea e
indirectamente la formacion de hueso (ciclo de la remodelacion) (Bojrab, 1996;
Martinez y Walker, 1999; Slatter, 2006; Porth, 2007; Pérez y col, 2010).

El tejido de granulacion invade el coagulo en forma gradual y lo reemplaza
(Bojrab, 1996; Porth, 2007).

Las células locales supervivientes se sensibilizan para poder responder mejor a
los mensajes y estimulos que alli se produciran. Se verifican cambios enddcrinos
como el incremento sérico de la paratohormona (PTH), la calcitonina (C), el
metabolismo de la vitamina D y la fosfatasa alcalina (Bojrab, 1996; Porth, 2007).
La liberacion de citoquinas y PDGF que conforman el hematoma tienen un efecto
estimulante en la reparacién de fracturas. Las MSC responden a estos estimulos
diferenciandose primeramente en fibroblastos o condroblastos, segun el PH del
entorno. Estos factores han demostrado ser mitbgenos para las células éseas y
los TGF-B han demostrado estar presentes en el trombo formado en el foco de
fractura (Bojrab, 1996; Morales y Sosa, 2005).

La demanda de oxigeno se incrementa dentro del coagulo, donde aun no se ha
establecido la vascularizacion suficiente, resultando en un incremento local de la
concentracion de lactato. Esto, junto con los acidos y enzimas lisosomales
liberados durante la destruccibn del material desvitalizado, disminuyen
marcadamente el pH del entorno. La disminucion en la concentracion de oxigeno
provee la sefial quimiotactica para las células endoteliales y mesenquimales que
daran lugar a la angiogénesis (Bojrab, 1996; Bojrab y Monnet, 2011). Las células
mesenquimales en respuesta a los estimulos producidos en el foco de la fractura
llegan por los nuevos capilares para diferenciarse primeramente en fibroblastos
o condroblastos. Las células fibroblasticas segregan matriz celular (colageno),
brindando un soporte mecanico suficiente al nuevo sistema vascular (Bojrab,
1996; Bojrab y Monnet, 2011).



Finalmente, el hematoma es colonizado por células diferenciadas. Este tejido se
torna mas fibroso desde la periferia hacia el centro, en donde se sustituye por
fibrocartilago por su menor suministro sanguineo, mejorando la estabilidad y
reduciendo los movimientos de los fragmentos 6seos (Bojrab, 1996; Martinez y
Walker, 1999; Slatter, 2006). Una vez formado el tejido fibroso vascularizado, se
inicia la osteoconduccion o migracion de células con potencial osteogénico
(Bojrab, 1996; Slatter, 2006). Cuando la oxigenacion es minima en el sitio de la
fractura, las células osteoprogenitoras tienden a formar cartilago mas que hueso
(Bojrab, 1996).

Los condrocitos del callo blando provienen de células mesenquimales
pluripotenciales mediante el proceso de osteoinduccion y diferenciacion (Bojrab,
1996; Bojrab y Monnet, 2011). El estadio de callo duro comienza cuando los
extremos de los fragmentos se mantienen juntos, logrado mediante la
neutralizacion de fuerzas, y finaliza cuando los fragmentos tienen unién firme con
el hueso nuevo. Estos acontecimientos se corresponden con la fractura
cicatrizada, tanto a nivel clinico como radioldgico. A partir de aqui comienza la
fase de remodelaciéon con reconstruccién 6sea (Bojrab, 1996; Toal y Mitchell,
2003; Slatter, 2006).

El remodelado comprende la resorcion de los excesos de callo éseo que se
desarrollan en el espacio medular y rodeando el sector externo de la fractura, a
cargo de los osteoclastos. Este proceso esta dirigido por el estrés mecanico y la
direccion del soporte de cargas. Como respuesta, el hueso se torna mas grueso
y fuerte en relacion a su funcién, favorecido por la accion de los osteoblastos
(Porth, 2007).

Las lesiones trauméticas del sistema esquelético tienden —como hemos dicho- a
auto-repararse (Broos y Sermon, 2004). Sin embargo, si el ambiente
biomecénico no es propicio, resulta necesario intervenir exdgenamente en este
proceso, si deseamos lograr una consolidacion precoz, una correcta alineacion
de los fragmentos 6seos y una mejor rehabilitacion funcional (Slatter, 2006;
Bojrab y Monnet, 2011).



TRATAMIENTO DE LAS FRACTURAS

El objetivo de tratar una fractura es neutralizar las fuerzas que provocan
inestabilidad en el foco impidiendo que la cicatrizacion 0sea se lleve a cabo.

La reduccién es el procedimiento por el cual los cabos 6seos desplazados son
llevados a su posicion anatomica original. La reduccion puede ser abierta o
cerrada. Esta dltima consiste en hacer coaptar los cabos desde el exterior
mediante la aplicacion de traccion y contraccion.

La reduccién abierta es el método de eleccidén para un gran numero de fracturas.
Los fragmentos son reducidos en forma directa mediante un abordaje quirdrgico
y luego se le aplica un método de fijacion (Denny, 2000). Los objetivos del
tratamiento quirargico de las fracturas son fomentar la cicatrizacion, recuperar la
anatomia y funcionalidad del hueso afectado y del tejido circundante y asi
obtener resultados funcional y estéticamente aceptables (Fossum, 2013). Esto
se logra en gran medida mediante el uso de implantes de fijacion de distintos
materiales (Slatter, 2006; Fossum, 2013).

En nuestro trabajo experimental hemos realizado en todos los casos este Ultimo
tipo de reduccidn.

Métodos de fijacion

Los métodos de fijacién pueden estabilizar la fractura de manera indirecta desde
el exterior como por ejemplo yesos y férulas o directamente aplicarse sobre el
tejido 6seo afectado. Estos ultimos son los clavos endomedulares, fijadores
externos, placas de osteosintesis y alambres de cerclaje

Placas de osteosintesis

Este método consiste en la utilizacion de placas que por medio de tornillos son
fijadas al hueso. La finalidad es servir como guia para mantener la alineacion de
la fractura mientras se produce la cicatrizacion de la misma (Toal y Mitchell,
2003). Correctamente aplicadas producen buena estabilidad en el sitio de
fractura. Resisten bien la tension, compresion y las fuerzas rotacionales que se
aplican sobre el eje esquelético de un miembro (Slatter, 2006; Fossum, 2009).

La recuperacion del hueso cuando se utilizan placas es mas lenta ya que toda la
carga descansa sobre el implante (stress shielding) (Toal y Mitchell, 2003;
Slatter, 2006). Su utilizacion interfiere bastante en el momento de su colocacion
con la biologia 6sea (Slatter, 2006).
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Enclavijado intramedular

Senn en 1893 y luego Hey-Groves en 1914, reportaron los primeros casos
relacionados a la fijacion intramedular para el tratamiento de fracturas. Sin
embargo, fueron los hermanos Rush en Rochester, Minessota, al mismo tiempo
que Gerard Kuntscher en 1943 en Alemania, los reconocidos como los
verdaderos pioneros en la fijacion con clavos intramedulares (Rush y Rush,
1937; Morales y Sosa, 2005; Piermattei y col, 2007). Esta técnica consiste en la
alineacion y aproximacion de los fragmentos 6seos insertando un clavo en el
canal medular de los huesos largos (Rudy, 1981).

Segun el didmetro de los implantes, se le denominan clavos verdaderos a
aquellos cuyo diametro es mayor de 1,2 mm y alambres a aquellos cuyo didmetro
es menor de 1,2 mm. (Rudy, 1981; Slatter, 2006).

Se los clasifica segun su forma y/o su estructura. En el caso de los clavos de
Kuntscher, cuyo disefio es levemente conico, son huecos y su seccidn
transversal tiene forma circular, de trébol o triangular; los clavos de Steinmann
son solidos y pueden presentar rosca en los extremos, en el centro o no tenerla.
Los clavos de Rush son varillas elasticas de seccién circular y se colocan de
manera unica o doble con el fin de ejercer tensidon elastica en el sitio de la
fractura. El clavo trabado es una combinacién de un clavo intramedular con
tornillos de transfixion, cuyo fin es la de evitar la rotacion de los extremos 6seos
(Rudy, 1981; Slatter, 2006; Piermattei y col, 2007; Fossum, 2009;). Todos ellos
se pueden utilizar dentro de la cavidad medular de los huesos largos para
contrarrestar fuerzas de flexion o para deslizar fragmentos con el fin de mantener
su posicion (Rudy, 1981; Slatter, 2006; Fossum, 2009). Una recomendacion
general es llenar al menos 70% del canal medular cuando se los utiliza como
anico método de fijaciéon intramedular (Slatter, 2006; Fossum, 2009).

Pero hay que tener en cuenta que de esta forma se lesiona la medula 6sea y el
endostio, lo cual afecta la capacidad osteogénica que sera necesaria para la
reparacion de la fractura. Un clavo que ocupe el 30% de la cavidad medular es
lo que se aconseja para no afectar la medula y mantener asi el potencial
osteogénico de ésta. Se puede colocar, sin embargo, mas de un clavo dentro del
canal, con el objetivo de llenar la cavidad medular en el sitio de la fractura. A esto
se le denomina enclavijamiento intramedular multiple. También se utiliza la
combinacion con el alambre ortopédico logrando la uniéon de los fragmentos
corticales entre si y al clavo intramedular, o el uso de clavos intramedulares
asociados a fijadores externos, siendo este ultimo el método mas popular
empleado para el manejo de las fracturas diafisarias (Rudy, 1981; Fossum,
2009).

Actualmente, el uso de técnicas combinadas de fijacidbn esquelética es una
tendencia a seguir, para proporcionar un retorno del hueso a su funciéon de
manera mas rapida y segura. (Bojrab, 1996; Toal y Mitchell, 2003).
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Fijacion esquelética externa

La fijacion esquelética externa es un medio de estabilizacion de fracturas
mediante clavos de fijacion percutaneos que penetran por dentro de las cortezas
Oseas y son interconectados externamente por medio de barras para formar un
marco estabilizador. La nomenclatura del aparato de fijacién externa depende de
los componentes usados y su disposicion geomeétrica.

La configuraciébn mas simple consiste en clavos de fijacion que pasan por un lado
del miembro y por ambas cortezas; estos se denominan medios clavos y pueden
conectarse a una barra para formar una férula tipo 1.

Los clavos de fijacion que pasan por ambos lados del hueso son llamados
completos. Los clavos se conectan entre si para formar un aparato tipo 2. La
configuracion tipo 2 es muy resistente a las fuerzas compresivas pudiéndose
utilizar en fracturas relativamente inestables.

Se pueden combinar los aparatos tipo 1 y 2, siendo esta la configuracion mas
rigida de las que se utilizan en la actualidad; casi 10 veces mas resistente que la
tipo 1y siendo de eleccion en fracturas abiertas o conminutadas muy inestables.

En nuestro trabajo hemos combinado un dispositivo de fijacion esquelética
externa con un implante intramedular 6seo xenogénico.

EVALUACION CLINICO- RADIOLOGICA DE LAS FRACTURAS

Muchas veces la fractura no es la entidad patolégica mas importante en un
paciente dado, ya que su etiologia puede ser un traumatismo y por lo tanto en el
paciente pueden verse afectados mas Organos de la economia, como por
ejemplo los aparatos circulatorio y respiratorio entre otros. Por lo tanto, todo
paciente fracturado debe ser sometido a un exhaustivo examen clinico para
después remitirnos al examen particular de la fractura, el cual consiste en
determinar el tipo de fractura y sus posibles complicaciones (Fossum, 2007).

En el presente trabajo todos los pacientes se encontraban estables desde el
punto de vista respiratorio y hemodinamico al momento de realizar los
procedimientos quirdrgicos de reduccién y fijacion de sus fracturas.

Una de las complicaciones mas graves que puede presentarse a nivel del sitio
de fractura es la exposicion del o los cabos 0seos; a este tipo de fractura se le
denomina abierta o0 expuesta y tiene gran riesgo de infeccion por la
contaminacion bacteriana exdgena. Ademas, la exposicion puede provocar dafio
vascular y/o neural, ensombreciendo el prondstico (Bojrab, 1996; Slatter, 2006).
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En nuestra casuistica, intervinimos 3 casos de fractura abierta.

Luego de iniciado el tratamiento de la fractura con los métodos descritos
anteriormente, debemos seguir la evolucion clinica de la cicatrizacion 6sea,
siendo uno de sus parametros, el retorno a la funcion del miembro. Toda fractura
en el sistema locomotor produce una claudicacion. Definimos claudicacion como
la interferencia en la locomocion normal de un animal, que generalmente afecta
el mecanismo de propulsién de uno o mas miembros. La claudicacion puede ser
causada por dolor o por un intento del animal de reducir el dolor, el cual de
ordinario ocurre durante la fase de contacto con el suelo. También la elevacion
(protraccion) a veces causa dolor e interferencia con la marcha y hasta se le
denomina claudicacion por elevacion. Existen varias escalas para evaluar el
grado de claudicacion; en nuestro trabajo utilizaremos la escala del 1 al 5
(Miles,Levine y Taylor 2004) .

Luego de la intervencion, el examen clinico del paciente es de gran utilidad para
valorar la buena evolucién del callo que consolidara la fractura. La ausencia de
inflamacion y dolor, asi como el apoyo del miembro afectado son parametros que
indican la formacién de un callo primario firme, lo que lleva a que paulatinamente
mejore el puntaje en la escala de claudicacion.

La radiologia es una herramienta indispensable en ortopedia no sélo para
determinar la existencia de una fractura u otra anormalidad 6sea, sino también
para observar el proceso de reparacion. En la evaluacion radiografica de la
osificacion secundaria -que es la evaluada en las primeras etapas de la
formacion del callo puente es subestimada porque la reparacion
fibrocartilaginosa no es visible, aunque si funcional. Esto explica en parte la
discrepancia entre la palpacion de un gran callo y la visualizacion radiografica de
un puente radiopaco relativamente pequefio.

La maduracién del callo fibrocartilaginoso produce la desaparicion radiografica
de la linea de fractura, apareciendo un area de radioopacidad similar a la del
hueso adyacente.

La evaluacion radiolégica de las fracturas constituye el examen paraclinico de
eleccion y el que utilizamos en nuestro experimento para la valoracion de
consolidacion.

Las sales minerales principalmente calcio y fosforo le dan al hueso su densidad
y apariencia “blanca” en las radiografias. Radiolégicamente la fractura se
observa como disrupcion en la continuidad, apareciendo las lineas de fractura
radioltcidas. El incremento de densidad es llamado esclerosis y normalmente es
la respuesta del hueso a un agravio; en el caso de una fractura, el hueso
incrementa su densidad a lo largo de las lineas de stress, o0 sea, las fuerzas que
se aplican sobre este después que se logra la reduccion. La respuesta a la
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formacion de callo se evalia como ausente, parcial o total y es acorde con el
grado de opacidad observado en el defecto 6seo.

En nuestro trabajo, hemos evaluado la consolidacion 6sea por parametros
radiolégicos y clinicos.

ANTECEDENTES

Estrategias para la reparacién 6sea

El conocimiento de los mecanismos por los cuales el tejido 6seo se repara ha
llevado a que en el tratamiento de la fractura se potencien y estimulen los
componentes biolégicos que intervienen en la cicatrizacion, preservando la
irrigacion e inervacion, asi como el “microclima osteogénico”. A esta nueva
tendencia de la ortopedia se le llama osteosintesis bioldgica. Cuando hablamos
de osteosintesis bioldgica nos referimos a la minima intervencion del cirujano
para contribuir a la reparacion ésea, basandose en la preservacion, promocion y
potenciacion de los procesos que ocurren naturalmente en el organismo
(Rosental y col,1999; Palmer, 1999).

Hay distintas estrategias que se emplean con este fin:

Osteogénesis- Es la transferencia de células al foco de fractura; la forma mas
conocida es el injerto de hueso esponjoso autologo siendo este el “gold standard”
de los materiales osteogénicos. Otro ejemplo de material osteogénico es la
medula ésea; los aspirados de medula 6sea contienen stems cells (MSCs) y
plaquetas que pueden ser aplicados en el foco fractuario.

Osteoinduccién- Los materiales que tienen la capacidad de inducir la formacién
de hueso en un sitio donde son inexistentes o se desea incrementar los
existentes, son denominados osteoinductores. Estos materiales tienen la
capacidad de reclutar MSCs y su progenie que infiltran el sitio mediante quimio
atraccion y migracion. El material mas conocido es la matriz proteica
desmineralizada (MPD) que contiene proteinas osteoinductoras, como la
proteina morfogénica 6sea (BMP). Estas inducen a las MSC a transformarse en
condroblastos y osteoblastos (Zunino y col, 2012).

Osteoconduccion- Se refiere al mecanismo por el cual se produce una migracion
vascular primero y luego de células condrales y finalmente osteoblasticas, entre
el hueso del receptor y el material 6seo, osteosimil u osteoderivado injertado o
implantado. Los materiales pueden ser sintéticos como las ceramicas 0
biolégicos como el utilizado en nuestro experimento.
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Osteopromocion- Puede definirse como el empleo de sustancias o estimulos
fisicos que son capaces de favorecer la formacion de hueso induciendo la
formacion, proliferacion y diferenciacion de MSC hacia la linea osteobléastica. Un
buen ejemplo de osteopromocion es la utilizacion de plasma rico en plaquetas
(PRP); los granulos alfa de las plaquetas son ricos en factor de crecimiento
plaquetario y factor de crecimiento vascular, potentes agentes quimio tacticos y
de diferenciacion celular.

Los estimulos fisicos en el foco de fractura durante la formacion del callo, como
el aumento de presion provocado por el apoyo precoz (carga) del miembro,
estimulan también la diferenciacion y proliferacion de las MSCs. En el centro del
callo 6seo las MSCs son sometidas a una gran presion mecanica que se traduce
en un aumento de presion intracelular que las estimula a diferenciarse en
condroblastos, mientras que en la periferia del callo la presibn es menor y se
diferencian en osteoblastos. El implante utilizado en nuestro experimento estara
ubicado en el centro del callo éseo.

La aplicacién de injertos biolégicos junto con implantes metalicos nos asegura un
retorno a la funcion del miembro de manera precoz, confiriéndole al hueso el material
y los factores necesarios para acelerar su proceso de cicatrizacion (Zunino y col,
2011).

Injertos e implantes 6seos

Definimos injerto como la trasposicién de un tejido viable de una parte a otra del
cuerpo en el mismo individuo (autoinjerto); de un individuo a otro de igual
(aloinjerto) o diferente especie (xenoinjerto) o de un individuo a otro
genéticamente idéntico (singénico) (Blood y Studdet,1988; Weigel,1993;
Martinez y Walker,1999; Piermattei y col, 2007)

Definimos implante biol6gico como la transposicion de tejidos o materiales
biologicos desvitalizados (Zunino 2010)

Reservamos el término trasplante, para designar la translocacion de 6rganos
viables pediculados.

Es nuestro interés por las caracteristicas de nuestro modelo experimental, hacer
referencia a los injertos e implantes 6seos o de material osteoderivado. Las
caracteristicas de un injerto 0seo ideal estan dadas por sus propiedades que
favorecen la osteogénesis; principalmente, constituir un estimulo osteoinductivo
y actuar como un transportador y molde para que las células, vasos y nervios del
huésped rehabiten el injerto, reparando el hueso mediante la neo -
vascularizacion (Bojrab y Monnet, 2001; Gil y col, 2003)
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Los injertos e implantes deben ademas ser compatibles inmunolégicamente o
inertes, de modo de no desencadenar un rechazo o respuesta inmune por parte
del receptor (Gil y col, 2003)

Los injertos 0seos se pueden clasificar de acuerdo a su estructura en:
€esponjosos, corticales o cortico-esponjosos.

El autoinjerto mas utilizado fresco es el de hueso esponjoso; éste favorece la
viabilidad de células osteogenicas y MSCs, que son capaces de nutrirse por
difusion. Ademas, la gran superficie y la amplia red trabecular que presenta el
hueso esponjoso lo convierten en un injerto mas apto para el crecimiento de
vasos Yy células del huésped en el sitio receptor, respecto de lo que sucede con
el hueso cortical, que tiene la caracteristica de ser mucho méas denso y
compacto. Por el mismo motivo el hueso esponjoso ofrece mucho menor
resistencia mecanica que los injertos corticales.

Es hecho bien conocido que la utilizacion de injertos autogénicos de hueso, si
bien son considerados los injertos ideales por su capacidad osteoinductora,
osteoconductora y biocompatibilidad (Di Sevo, 2014), determinan un aumento de
morbilidad en los pacientes vinculada a tiempos operatorios mas prolongados y
complicaciones adicionales en el sitio de la obtencién o area dadora (segunda
incision, sangrado, dolor e infeccién.) (Di Sevo, 2014).

Los auotinjertos corticales son de mas dificil obtencion ya que requieren
abordajes mas grandes, lo que demanda mas tiempo quirargico, asi como de
cicatrizacion del lecho.

Los injertos 6seos singénicos aun no son utilizados en la practica clinica habitual.
Actualmente se los emplea s6lo a nivel experimental (Zunino, 2010).

En las dltimas décadas se han estudiado diferentes alternativas al injerto de
hueso autégeno. Matrices de hueso fresco, congelado, liofilizado y
desmineralizado de fuentes alogénicas, han sido muy utilizadas (Friedlaender,
1981; Heiple y col, 1987), asi como también el hueso autoclavado. Sin embargo,
este tipo de injertos e implantes no procesados posee importantes desventajas
debido a su pobre compatibilidad inmundégena con el huésped. La
histoincompatibilidad conduce a demoras en la osteosintesis y fractura por fatiga
durante la resorcion de estos implantes (Friedlaender y Goldberg, 1989). Las
matrices de hueso autoclavado tienen una actividad bioldgica insuficiente, son
potencialmente inmunogénicos y pueden producir una reaccion inflamatoria
considerable. (Dongyang y col., 2010). Otro problema incluye el riesgo de
infeccion, un remodelado inadecuado con subsecuente falla en la biomecanica
del hueso, asi como el riesgo potencial de transmision de enfermedades (Basset
y col, 1962; Hallen, 1966; Friedlaender y Goldberg, 1989; Dongyang y col, 2010).
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La inexistencia de bancos de hueso en nuestro medio que posibiliten la
obtencién, procesamiento y conservacion de implantes 6seos para una o
diferentes especies hace muy dificultosa y hasta imposible la utilizacién de
implantes 6seos alogénicos frescos. Es asi que en la ultima década se ha
utilizado en nuestro medio, tanto a nivel experimental como clinico, hueso
xenogénico de origen bovino procesado, liofilizado y desantigenizado (Zunino y
col, 2004; Semiglia y col, 2006).

En el siglo pasado, algunos estudios afirmaban que el implante de hueso
Xenogénico carecia de potencial osteogénico (Chalmers, 1959). Estos injertos
parecian determinar una reaccion en el huésped receptor provocando un
rechazo del mismo (Basset y col, 1962; Hallen, 1966) e interfiriendo con la
formacion de hueso nuevo alrededor de los implantes (Elves y Salama, 1974).
Sin embargo, usando implantes de hueso procesado, se podia minimizar esta
respuesta inmune (Czitrom, 1996).

Salama y col. (1973), manifestaban que la inmunogenicidad del injerto moria
junto con la materia organica del mismo (Salama y col, 1973) y preconizaban la
destruccion total de la matriz organica en los implantes 6seos. Esto llevo a la
generacion de un descrédito sobre los implantes de hueso xenogénico. Hoy se
sabe que los métodos utilizados otrora para la destruccion o desnaturalizacién
de la matriz organica del hueso, eliminaba en el mismo proceso, las proteinas
bioactivas y factores de crecimiento contenidos en esa matriz, responsables de
los mecanismos de osteoinduccion. (Fukunaga y col, 1995; Zunino, 2010).

La presencia de anticuerpos frente a los materiales xenogénicos implantados
también fue objeto de investigacion. Elves y Salama (1974) reportaron una baja
incidencia de formacién de anticuerpos en ratas que recibieron xenoinjertos de
hueso bovino desproteinizado. A su vez, el parcialmente desproteinizado Kiel
Bone (Elves y Salama, 1974) dio una menor respuesta antigénica que el
Oswestry Bone (Elves y Salama, 1974), totalmente desproteinizado. Algunos
antigenos celulares quedan presentes en el Oswestry bone produciendo una
respuesta de los anticuerpos por contener probablemente residuos proteicos
(Elves y Salama, 1974).

Se sabe que el hueso anorganico tratado con etilendiamida contiene residuos de
nitrogeno (Losee y Hurley, 1956; Wheeler y Hyatt, 1960). Sin embargo, una
respuesta inmune tardia, luego de injertado, cuando la osteogenesis esta bien
establecida, tiene poco efecto sobre el implante, en contraste con una respuesta
inmune temprana (Elves y Salama, 1974).

Varios trabajos concluyeron, sin embargo, sobre la capacidad osteoinductora de
la matriz xenogénica de hueso desmineralizado (Nathan y col, 1988; Guizzardi y
col, 1992).
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Biocompatibilidad

Biocompatibilidad es la capacidad o propiedad de un material de llevar a cabo
su funcién junto a una respuesta biologica apropiada, ante una situacion
especifica. La importancia de la bioabsorbilidad fue jerarquizada histéricamente
por algunos de los primeros cirujanos como el caso de Joseph Lister quien
fundamento el hecho de que los materiales para suturas que en ese momento
no eran absorbibles actuaban como “nido” de infeccién.

En las dos ultimas décadas los materiales boioabsorbibles han sido utilizados y
experimentados en diferentes areas de la cirugia ortopédica como alternativa
para la fijacion de las fracturas, artrodesis, osteotomias y lesiones en los
ligamentos y meniscos. Este tipo de materiales fueron ideados para eliminar la
necesidad de una segunda intervencion quirdrgica destinada a la remocion de
los implantes, ya que los mismos tienen la finalidad de proveer la rigidez
suficiente para que el hueso comience a sanar, mantener sus propiedades
mecanicas mientras que el hueso forma callo éseo primeramente y luego inicia
su degradacion o periodo de reabsorcion. Los materiales bioabsorbibles son la
mejor alternativa para el soporte temporal de diferentes tipos de tejido por las
siguientes razones:

-En la etapa de reparacion de un tejido los implantes absorbibles mantienen
propiedades mecéanicas requeridas por el tejido a reparar. Con el tiempo, el
implante se desintegra gradualmente y las tensiones son transferidas al tejido en
cuestion.

-No requieren una segunda intervencidon quirargica para la remocion del
implante.

-Después de la reabsorcion del implante los riesgos o complicaciones a largo
plazo relacionados con el implante pueden ser reducidos.

El objetivo de las distintas técnicas de restauracion de defectos 6seos y fracturas
es conseguir la regeneracion y consolidacion de los mismos restaurando la
anatomia original lo mas posible y recuperando al mismo tiempo el maximo de
funcionalidad del hueso.
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Para poder concebir la utilizacibn de hueso xenogénico como elemento
biocompatible de osteosintesis debemos definir sus caracteristicas como
material de xenoimplante, su comportamiento biolégico y su antigenicidad en el
organismo receptor.

Procesamiento de implantes 6seos xenogénicos

El procesamiento de hueso de origen xenogénico, debe transformarlo en un
sustituto éseo apto para implantes, libre de antigenos, biocompatible y con
capacidad osteoconductiva y osteoinductora. Esto requiere de varias etapas
criticas a tener en cuenta.

Existen diferentes métodos que pueden utilizarse para la deplecion de antigenos
en xenoimplantes, preservando las propiedades osteoinductivas de los mismos
(Urist y col, 1975; Jannovec y Dvorak, 1988).

Un factor crucial en los implantes biolégicos lo constituye la preservacion de las
proteinas osteoinductoras (actividad BMP) en el material 6seo (Friedlander,
1995). Esto depende en gran parte de la forma mediante la cual el material es
procesado, debiendo incluir la utilizacion de inhibidores de enzimas proteoliticas
a los efectos de evitar la autodigestion proteica (Zunino y col, 2004). Asimismo,
es preciso evitar la desnaturalizacion proteica (incluyendo proteinas
osteoinductoras) evitando la utilizacion de calor durante el procesamiento, asi
como detergentes y alcalis (Aspenberg y Thoren,1990).

La desmineralizacién parcial de los implantes (Urist, 1965) permite también
aumentar el grado de deslipidizacion de los mismos (Aspenber y Thoren, 1990),
a la vez que favorece la exposicion de las proteinas osteoinductoras de la matriz
Osea a las células mesenquimales (Salama y col,1973). El grado de
desmineralizacion del implante juega un rol muy importante en la diferenciacion
osteoblastica de las células tronco (Mauney y col, 2005). Sin embargo, la
desmineralizacion de tornillos hechos de hueso alogénico cortical humano, en el
estudio realizado por Actis y col. en el afio 2004, muestra que éstos son
afectados en sus propiedades mecanicas, perdiendo la resistencia en el curso
del tiempo.

Histéricamente se han ensayado- con éxito variable- varias formas de productos
0seos y osteoderivados. Como ya fuera referido, "Kiel bone” es un producto
comercial que consiste en hueso desproteinizado obtenido de terneros
sacrificados recientemente (frescos). El hueso se lava con agua, se extraen las
partes blandas, se macera mediante oxidacién con peroxido de hidrogeno y se
trata con solventes grasos para luego secarse con acetona. Finalmente es
esterilizado con radiacion Gamma (Salama y Weissman,1978). Otro producto
comercial es el “Oswestry bone” que es hueso totalmente desproteinizado
mediante peréxido de hidrogeno y etilendiamida (Hancox,1961; Elves vy
Salama,1974). Estos implantes carecen de capacidad osteoinductora, debido a
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la total destruccion durante su procesamiento, de las proteinas bioactivas del
hueso. (Elves y Salama,1974).

Actualmente, hay estudios (Schultheiss y col, 2005) en donde se utiliza un
producto comercial, "Tutoplast”, de hueso esponjoso bovino en bloques, el cual
para disminuir su antigenicidad ha sido sometido a un proceso quimico que
asegura su biotolerancia, pero también reduce su potencial osteoinductivo
(Schultheiss y col, 2005). Zunino y col (2004) han comprobado la ausencia de
antigenicidad del material bovino procesado, tanto a nivel experimental como
clinico en el relleno de defectos 0seos en caninos, con resultados exitosos. Este
procesamiento sera descrito con detalle mas adelante ya que sera el utilizado en
nuestro trabajo experimental. EI método ha demostrado conservar la capacidad
osteogénica y osteoinductora de los implantes.

Sin embargo, debemos destacar que el proceso estandarizado de esterilizacion
final de estos implantes (irradiacion gamma), conlleva cierto menoscabo en las
propiedades fisico-biomecanicas de los mismos. En este sentido, muchos
bancos de tejidos particularmente en Europa utilizan métodos alternativos de
esterilizacion del material 6seo. En nuestro medio y a posteriori del inicio del
presente estudio clinico, se ensay6 experimentalmente (Zunino y col, 2012) el
uso del acido peracético-alcohdlico como agente desinfectante de productos
bioldgicos. El ensayo de osteoinduccién de material 6seo esterilizado con dicho
agente demostré en forma inequivoca, la conservacion de la capacidad
osteoinductora de los huesos tratados en implantes heterotopicos en el raton.
Este agente desinfectante no genera alteraciones fisicas en el hueso,
constituyéndose en una alternativa econdmica, segura y eficaz a la irradiacion
gamma.

Antecedentes de la utilizacion de hueso xenogénico en ortopedia

Hancox y col en 1961, demostraron a nivel experimental que el injerto de hueso

xenogénico desproteinizado, cuando es usado para llenar defectos y como un
puente para las brechas 6seas, da tan buen resultado como uno alogénico
fresco, incluso como el material autdgeno. Rosenthal y col (1999) afirman que
el implante de hueso bovino desmineralizado ofrece una alternativa para el
tratamiento de no uniones (seudoartrosis), quistes 0seos y lesiones fibrosas en
el hueso.

Burwell (1961) fue el primero en registrar el alto potencial osteogénico de las
células de la medula 6sea que sobreviven a la injertacion autdgena en
combinacion con hueso alogénico o xenogénico. El uso combinado de injertos
autdlogos de médula ésea viva y hueso xenogénico, utilizado como un andamio
(scaffold) para las células, ha demostrado de alguna forma facilitar la
osteogénesis (Salama y col, 1973). Se ha sugerido que el injerto de hueso
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xenogénico desproteinizado no solo sirve como un excelente andamio para la
deposicion de nuevo hueso por el huésped, sino que, ademas, tiene propiedades
osteogénicas genuinas (Hancox y col. 1961). El injerto xenogénico de hueso fue
utilizado como transportador de la proteina osteogenica-1 (BMP-7) en un estudio
realizado por Terheyden y col en 2001, para favorecer la reconstruccion Osea.
Se observo que una gran cantidad de hueso se produjo sobre el material
injertado. Otros estudios muestran que la osteoinductividad in vivo de un
andamio de matriz de hueso bovino o su implantaciéon en bioceramicas tri-
dimensionales (Derubeis y Cancedda, 2004) puede ser modulada por la
incorporacion ex vivo de células tronco pertenecientes a médula ésea humana
(Mauney y col, 2005).

Shultheiss y col (2005) investigaron la osteointegracion de xenoinjertos de hueso
esponjoso en bloques en el tratamiento de fracturas inestables de la unién
toracolumbar, en 11 pacientes humanos. En otros 11 pacientes, se usoO
autoinjertos de hueso de la cresta iliaca. Doce meses después observaron una
completa osteointegracion en 8 de los 11 pacientes en donde se utilizé el injerto
autdgeno y solo en 2 de aquellos en los que se utilizé el xenoinjerto. Se produjo
asimismo un retardo en el crecimiento 6seo en aquellos animales en los cuales
no hubo integracion del implante llevando a fragmentacién y fisuras, pudiendo
haber sido influenciado por los procesos inmunolégicos (Schultheiss y col, 2005).
Mas adelante, Zunino y col (2011) compararon la respuesta osteogénica
(mediante osteoinduccion y neo formacion ésea) de dos tipos de matrices
xenogénicas procesadas mediante diferentes métodos, en el raton. EI método
de procesamiento que retuvo las proteinas bioactivas en la matriz ésea,
determind que los implantes se comportaran tanto como osteoinductores, asi
como osteogénicos. La otra matriz 6sea ensayada, procesada sin desmineralizar
y utilizando productos tensioactivos aniénicos con fines de deslipidizacion, no
resulté en cambio osteogénica.

En el siglo pasado, algunos estudios afirmaban que el implante de hueso
Xenogénico no tenia potencial osteogénico (Chalmers, 1959) y provocaba una
reaccion de rechazo por parte del huésped receptor (Basset y col, 1962; Hallen,
1966; Bauer y col, 2010), interfiriendo con la formacion del nuevo hueso (Elves
y Salama, 1974).

Zunino y col en 2004, utilizaron también hueso de conejo desantigenizado como
implante xenogénico en ratas. Estos implantes fueron previamente incubados a
37°C por 72 horas, en un bafio conteniendo inhibidores enzimaticos y buffer
fosfato. Luego se los tratd con pepsinay acido clorhidrico a 22°C durante 6 horas,
hasta que la solucion llego a un pH de 8, y luego se tratoé con hidroxido de sodio
durante 6 horas a 4°C. Luego se lavaron con agua destilada, se liofilizaron y se
irradiaron (25 KGy, Co 60), con fines de esterilizacién. En este caso los injertos
implantados de manera heterotopica provocaron una respuesta inmune celular
de escasa entidad que no afecté la osteoinduccion ni la remodelacion osea.
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La utilizacién de xenoinjertos/implantes en Medicina Veterinaria ha sido limitada
en el siglo pasado por dos factores: eventualidad de morbilidad (infeccion y
rechazo) y disponibilidad de material bioldgico (Semiglia et al,2006).

La osteosintesis biolégica con material xenogénico

Han sido publicados estudios sobre la fabricacion de tornillos elaborados con
hueso obtenido de la porcién media de la diafisis de la tibia de bovinos joévenes.
Es probable que estos tornillos favorezcan la consolidacion ésea, que permita
los micro movimientos en la linea de la fractura reduciendo la osteopenia
alrededor del implante (Haje y Volpon, 2006).

En un estudio donde se utilizaron tornillos hechos de hueso cortical alogénico
para el tratamiento de una fractura sagital en 12 pacientes humanos, se concluyo
gue estos tornillos brindan una estabilidad comparable con los dispositivos de
fijacion metalicos. Las ventajas de ellos pueden ser atribuidas a la bioconversion
que presentan y a la falta de necesidad de una nueva cirugia para su remocion.
Ademas, se comprobd que su tratamiento térmico previene eventos de infeccion
(Obwegeser, 1994).

Lofgren y col en el afio 2000, lograron la fusion rigida de la columna cervical en
humanos utilizando implantes éseos xenogénicos de origen bovino.

La bibliografia registra trabajos en los que se realiz6 la colocacion de clavos
intramedulares xenogénicos hechos con hueso cortical bovino en gatos para
tratamiento de fracturas, en los que se concluye que este método no brinda
ningun tipo de complicaciones clinicas (Penhay Padilha, 1998), haciendo de esta
técnica una posible alternativa a los implantes metalicos, a la vez que
disminuyendo los costos de la cirugia y brindando excelentes resultados clinicos
(Penhay col, 1998; Penha y Padilha,1998).

Otro estudio realizado en Japon propuso un dispositivo de fijacion que consiste
en tornillos de hueso cortical para mejorar la reparacion de los fragmentos
osteocondrales, evitando asi el riesgo latente que existe de osteoartritis
secundaria a los métodos convencionales de fijacién. Se logré6 demostrar una
mejor reparacion cuali y cuantitativa del tejido cuando las fracturas condrales
fueron tratadas con los tornillos hechos de hueso, que cuando fueron tratadas
con tornillos de acido poli-L-lactico (Kono y col, 2012). Segun estos autores, los
tornillos fabricados de hueso cortical pueden ser aplicables en situaciones
clinicas para la fijacion de fragmentos osteocondrales intraarticulares.

Segun Wander y col (2000), la estabilizacion de fracturas con clavos
intramedulares hechos de xenoimplantes corticales de hueso (de avestruz o de
caninos) para la estabilizacion de fracturas en palomas, no demostro diferencias
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biomecanicas estadisticamente significativas con aquellas que fueron
estabilizadas con clavos de acero inoxidable de tipo Kirschner. El hueso
estabilizado con el xenoimplante cortical produjo un mayor callo e inflamacion en
el sitio de la fractura que en aquellos usando el clavo de Kirschner. Concluyeron
que los clavos intramedulares de hueso cortical derivado de mamiferos o de
aves, representa una alternativa en el tratamiento de fracturas humerales en
aves, ademas de poseer la propiedad de biodegradabilidad y de reducir la
necesidad de cirugia adicional para remover los implantes luego de la
consolidacion de la fractura.

En un estudio realizado por Berns y col (2001), se evalluo la resistencia a la
flexion a la que son sometidos” clavos” hechos de fémur fresco cortical humano.
Un grupo fue testado sin un tratamiento adicional, mientras que otro grupo fue
deslipidizado y secado con una solucién de acetona. Dentro de este grupo, se
hicieron dos subgrupos donde uno fue autoclavado a 121°C durante 20 minutos
y otro donde se autoclavaron a 134°C durante 8 minutos. Obtuvieron como
resultado, que el grupo tratado con la solucion de acetona fue mas resistente a
la flexion y aumenté el médulo elastico en comparacion con el grupo de hueso
fresco, y a su vez se demostréo que el autoclavado, en ambas situaciones,
disminuyo la resistencia a la flexion del clavo de hueso, siendo mayor la
disminucién a mayor temperatura y menor tiempo.

En el 2004, un estudio evalué el uso de clavos intramedulares de
polimetilmetacrilato en comparacién con clavos xenogénicos de hueso cortical
para la fijacién interna de fracturas humerales en 12 palomas, concluyendo que
ambos materiales son adecuados para la inmovilizacion de fracturas de este tipo
sin provocar reacciones adversas (Kilic y Timurkaan, 2004).

Otro aspecto de interés resulta del estudio de la forma en que la angiogénesis
puede verse afectada por la utilizacién de vastagos intramedulares hechos de
hueso bovino tratados con peréxido de hidrogeno al 3 % y esterilizados mediante
oxido de etileno, comparandolo con los casos en los que se utilizé clavos de
material convencional para la reparacion de fracturas de tibia en caninos. Este
estudio demostré que no existe diferencia entre el calibre y la cantidad de vasos
sanguineos formados en el callo entre los dos grupos, concluyéndose que tanto
los clavos xenogénicos como los convencionales tienen influencia similar en la
irrigacion sanguinea extradsea. Esta condicion resulta muy relevante, ya que
esta fuente junto con la periéstica, son de gran trascendencia para la nutricion
del callo (Dehghani y col. 2004). En otro estudio, los xenoinjertos de hueso
cortical, usados como clavos intramedulares para la reparacion de fracturas
humerales en aves, provocaron una reaccion inflamatoria mononuclear que no
afecté la salud del hueso (Wander y col, 2000)

En nuestro pais se ha utilizado xenoimplante bovino experimentalmente en
forma exitosa (ausencia de rechazo acompafnado de aumento de osteogénesis)
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en roedores. (Zunino y col, 2004). En una etapa ulterior, se utilizé clinicamente
en perros y gatos como relleno en defectos 0seos (Semiglia y col, 2006).
También se ha reportado el uso en nuestro medio de hueso xenogénico
procesado en casos clinicos de cirugia maxilo-facial en humanos (Zunino et al
2012). Los autores utilizaron dicho material con excelentes resultados en
reconstrucciones del seno maxilar y defectos alveolares para la colocacion de
implantes de titanio en fijaciones protésicas.

De particular importancia resulta resaltar las propiedades fisicas y biomecanicas
del hueso xenogénico procesado de origen bovino, mas alld de sus
caracteristicas biologicas (osteoinduccion, osteoconduccién y ausencia de
antigenicidad). Este material presenta propiedades fisicas y biomecanicas que
hacen muy adecuada su utilizacion como material de osteosintesis en pequefios
animales. En un estudio realizado en nuestra Facultad de Ingenieria (Zunino et
al 2011), la densidad del hueso bovino cortical procesado fue calculada en 1,787
g/cm?3. Los tests de flexion (bending) mostraron un valor promedio de 1,8 mm
luego de una carga de 18 kg (stress). Los tests de traccion provocaron rotura
del material con una carga de 360 kg luego de un estiramiento promedio de 1,2
mm. El mdédulo de Young calculado para el hueso procesado fue de 6.900 MPa
(mega pascales) para traccion y de 9.500 para flexion (bending).

Basados en el andlisis de la documentacion bibliografica, asi como en la
experiencia favorable generada en nuestro medio en el uso de material 6seo
xenogénico desantigenizado, nos propusimos evaluar este material como
implante bioldgico de osteosintesis en fracturas de huesos largo en caninos.

CARACTERIZACION DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

La utilizacién de clavos intramedulares metalicos en cirugia ortopédica de
pequefios animales ofrece como desventaja que no pueden ser utilizados en
fracturas abiertas porque diseminan la infeccion dentro del canal medular, no
intervienen en la estimulacion del proceso osteogénico y luego de consolidada
la fractura deben ser extraidos del paciente.

No existen antecedentes en medicina veterinaria de la utilizacion de un clavo
intramedular que interactle positivamente en el proceso osteogénico, que pueda
ser utilizado en fracturas abiertas y que no deba ser extraido.

La hipétesis que sustenta nuestro trabajo puede enunciarse de la
siguiente forma: la utilizacién de un vastago intramedular fabricado de hueso
bovino desantigenizado puede contribuir a la consolidacién de fracturas
diafisarias en caninos, ofreciendo ventajas con respecto a la utilizacion de
implantes metélicos. como la de poder ser utilizado en fracturas abiertas y de no
tener que proceder a su extraccion luego de consolidada la fractura.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Disefiar un método de osteosintesis biologico en fracturas diafisarias en huesos
largos en el perro, en base a un implante xenogénico osteoinductor y
biomecénicamente resistente.

Objetivos especificos
1. Obtener, desantigenizar, preservar y esterilizar hueso cortical bovino
con forma de vastago, para utilizarlo como “clavo” bioldgico de osteosintesis.

2. Lograr la manufactura de un implante biolégico que brinde un adecuado
soporte mecanico con resistencia y adaptabilidad al sitio de implantacion.

3. Estandarizar un método de colocacion de dicho implante lo menos
invasivo posible para evitar la desvitalizacion del tejido 6seo y los tejidos blandos
circundantes, a efectos de evitar un retardo en la consolidacion ésea.

4. Determinar si el implante proporciona la estabilidad mecanica suficiente
al foco de fractura o es necesario adicionar otro medio de fijacion.

5. Evaluar su comportamiento biolégico como estimulante de la
consolidacion ésea.

6. Evaluar la eficacia clinico-funcional de este método en el perro.

7.Evaluar su osteointegracién a los 90 dias de su colocacién.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los implantes
La preparaciéon de los implantes se realizo en el Instituto Nacional de Donacion
y Transplante de Células, Tejidos y Organos.

El fémur y tibia de un bovino joven fueron obtenidos en un matadero certificado
y enfriados de inmediato (- 80°C). Los huesos largos fueron desprovistos de
partes blandas y cartilago y luego cortados en fragmentos lineales de 2,3 cm de
espesor, 4 mm de ancho y 15,2 y 25 cm de largo. Se obtuvieron asi fragmentos
de material 6seo cortical de forma prismatica rectangular. El material fue lavado
abundantemente con agua destilada y solucion de azida de sodio (10 mMol/L).
Luego fue tratado con solucion de acido clorhidrico 0.6 N a 22°C por 16 horas.
Luego de nuevo lavado con agua destilada, el material fue deslipidizado con
mezcla de alcohol de 95 grados y éter etilico 1:1 por 24 horas, a temperatura
ambiente. Los huesos luego fueron incubados a 37°C por 72 horas en bafo de
fosfato buffer, segun técnica de Urist (Urist y col, 1975). Luego fueron tratados
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con pepsina (Pepsina, Sigma, USA) 1. 100 peso a peso enzima: matriz. La
actividad de la pepsina fue detenida aumentando el pH de la solucién a 8.0 con
hidroxido de sodio 0.1 N por 6 horas a 4°C. Los fragmentos 6seos se lavaron con
agua destilada y luego se liofilizaron (Liofilizador Labconco, Mod.Lyph-Lock,
USA) a una presion de vacio de 0.13 x 10 Mbar (milibares) y temperatura de -
50°C por 72 horas. El material destinado al implante fue luego envasado en triple
bolsa de polietileno de 60 micrones de espesor e irradiado a una temperatura de
congelacion de -60°C con dosis de 25 KGy (kilogray) de cobalto 60, con fines de
esterilizacion. Los controles microbiolégicos de muestras de control post
irradiacion mostraron ausencia de gérmenes en los cultivos para aerobios y
anaerobios (Zunino, 2010).

Controles de calidad

La medida de agua residual en las muestras de control de material déseo
liofilizado fue evaluada por la diferencia ponderal del material antes y después
de ser sometido a calentamiento rapido a 120°C en horno, obteniéndose un valor
de 4% de residuo hidrico en las muestras.

La medida de lipidos residuales fue realizada por el método de Soxhlet (Luque
de Castro y col 1998), que arrojé un resultado de 4 g por cada 100 g de hueso
procesado.

Muestras representativas de los implantes Oseos fueron previamente
biolégicamente testados para su capacidad osteoinductora en el modelo murino
clasico de implante heterotépico en el cuadriceps de raton (Zunino, 2010).

Casos clinicos

Se trataron 9 pacientes caninos, de edades entre 4 meses y 11 afios, que
ingresaron al Hospital de la Facultad de Veterinaria (Montevideo, Uruguay)
presentando fracturas de huesos largos de causa traumdtica, abiertas o
cerradas. Por tratarse de casos clinicos de resolucion quirdrgica, no fue
necesario la aprobacion de la Comision de Bioética en la Experimentacion
Animal para la realizacion del presente trabajo. Sin embargo los propietarios de
los pacientes fueron previamente informados sobre el uso del material
xenogénico como implante en la osteosintesis y se recabd su consentimiento
explicito para realizar el procedimiento terapéutico.

Cada perro fue sometido a un examen clinico exhaustivo para descartar otras
patologias co-existentes asociadas al trauma que ocasion0 la fractura.
Comprobandose la ausencia de éstas, los pacientes fueron sometidos a un
examen radioldgico (incidencias frente y perfil del miembro fracturado). Aquellos
gue presentaron fractura diafisaria de hueso largo fueron seleccionados para el
estudio.
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Descripcion de los casos
Caso 1

Se presentd en el Hospital de la Facultad de Veterinaria un canino raza Caniche
de 3 afos de edad y un peso de 5,3 kg. Como consecuencia de una lesién no
intencional de transito presenta una fractura abierta de fémur, que se clasificd
como diafisaria, completa, desplazada, cabalgada a nivel de tercio distal. No
presentaba otras alteraciones clinicas como consecuencia del traumatismo. El
paciente fue sometido a intervencidon quirdrgica donde se realizo la reduccién
abierta de la fractura y se procedi6 a su fijacion con la colocaciéon de un implante
intramedular de hueso xenogénico y fijador esquelético externo biplanar.

Caso 2

Se presenté en el Hospital de la Facultad de Veterinaria un canino macho,
mestizo de 11 afios de edad de 18 kg. de peso. El motivo de consulta fue una
lesion no intencional de transito. Siendo sometido al examen clinico, se
diagnostico una fractura de humero completa que involucraba su tercio proximal,
no encontrandose otras lesiones. Fue sometido a cirugia 48 hs. posteriores al
trauma, realizdndose una reduccion abierta de la misma. Se coloc6 un clavo
intramedular xenogénico, asociado a un fijador esquelético externo uniplanar en
donde se colocaron 2 clavos de 2 mm de diametro y 3 clavos de 2 mm unidos
por una barra conectora.

Caso 3

Se admitié en el hospital de la Facultad un paciente canino macho mestizo de
cuatro meses de edad y 6,30 kg de peso. El mismo habia presentado una lesién
no intencional de transito y el motivo de consulta fue una claudicacion tensional
grado 4 en el miembro posterior derecho. El examen clinico fue normal salvo por
la presencia de una fractura de fémur que radiolégicamente se evidenciaba como
completa y desplazada a nivel del tercio medio de la di&fisis.

El paciente fue sometido a cirugia en la que se practicé una reduccion abierta
del foco de fractura con la colocacién de un clavo medular xenogénico y un fijador
externo uniplanar.

A las dos semanas se extrajo el fijador externo debido a la evidencia clinica de
formacion de un callo exuberante y la presencia de signos clinicos de contractura
del cuadriceps.

Caso 4
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Se asistid en el hospital de la Facultad de Veterinaria un canino macho mestizo
de 10 afos de edad y 12 kg de peso. El motivo de consulta fue una claudicacién
grado 4 en miembro anterior derecho producida por una lesion no intencional de
transito. Fue sometido al examen clinico general, no comprobandose otras
patologias mas que una fractura de humero.

Los estudios radiolégicos revelaron una fractura completa, oblicua ubicada en el
tercio proximal de la diéfisis.

El paciente fue sometido a cirugia, realizdndose una reduccién abierta con
colocacion de un clavo xenogénico dentro del canal medular asocidndolo a un
fijador esquelético externo uniplanar.

Caso 5

Consulté en el Hospital de la Facultad de Veterinaria canino macho mestizo de
10 afios de edad y 12 kg de peso. El motivo de la misma fue una claudicacién en
miembro posterior izquierdo luego de una lesién no intencional de transito
producida 2 dias antes.

Luego de realizado el examen completo correspondiente a un politraumatizado
y careciendo de otra alteracion con compromiso vital, se diagnosticé una fractura
de fémur, realizandose el tratamiento quirtrgico de la fractura 5 dias después de
efectuada la consulta.

Se realizd6 un abordaje para la colocaciéon de un clavo intramedular de hueso
xenogénico de aproximadamente 0,4 cm de diametro y 6,0 cm de longitud.
También se colocé un fijador externo compuesto por 4 clavos de Steinmann de
3 mm de didmetro, 2 a proximal y dos a distal de la fractura, unidos por una barra
conectora mediante metilmetacrilato.

Caso 6

Se presento en el Hospital de la Facultad un canino macho, mestizo, de 5 afios
de edad y 30 kg de peso. El motivo de consulta fue una fractura abierta en tibia
de etiologia desconocida. Al examen clinico se pudo comprobar que no
presentaba lesiones que le comprometieran la vida. Se procedio a realizar el
tratamiento quirdrgico de la misma que consistid en la reduccién abierta y la
colocacién de un implante éseo xenogénico y un fijador esquelético externo
uniplanar.

Caso 7

Se present6 al Hospital de la Facultad de Veterinaria un canino macho, cruza,
de 6 meses de edad y 4 kg de peso. Presentaba fractura de fémur abierta grado
3, de etiologia traumética, evolucionada, producto de un accidente de transito
ocurrido 2 dias antes.
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Se realiz6 un abordaje craneolateral de la diafisis femoral. Una vez reducida la
fractura se colocd un implante de hueso bovino liofilizado y desantigenizado, el
cual ocupé el 80% del didmetro del canal medular y un 60% de la longitud del
hueso. El implante intramedular fue colocado en forma retrograda y luego
impactado en el extremo distal del fémur. Para neutralizar las fuerzas de rotacion
y flexion -que el clavo intramedular no neutraliza- se coloc6 un fijador externo,
constituido por 4 clavos de Steinman de acero 316, de 2 mm de diametro. Se
colocaron 2 clavos en el cabo proximal y 2 en el cabo distal, unidos a una barra
conectora mediante metilmetacrilato. Se cubrio el hueso con los tejidos blandos
de la zona y se dejé a la herida quirurgica cerrar por segunda intencion, debido
a la gran pérdida de tegumento en la zona afectada. Se realizaron RX post-
quirdrgicas inmediatas.

Caso 8

Se presentd a Facultad un canino macho, cruza, de 6 meses de edad y peso
aproximado de 22 kg. con fractura oblicua en el tercio medio del fémur, producto
de un accidente de transito sucedido dos dias antes.

Luego de realizar el examen general correspondiente a un politraumatizado, y
asegurandose que no estaba ningun otro sistema del organismo afectado de tal
forma que pudiera comprometerle la vida al animal, se procedié a resolver la
fractura mediante cirugia, realizandose 5 dias posteriores a la consulta.

Se procedié a la realizacion de la osteosintesis del fémur a través de la
colocacion de un clavo intramedular de hueso bovino de aproximadamente 7 mm
de didmetro relativo y 5,5 cm de largo, combinado con un método de fijacion
externa unilateral. Este fijador consistio en la colocacion de dos clavos Steinman
de 3 mm de diametro en el cabo proximal, y dos clavos del mismo tipo en el cabo
distal de la fractura, unidos mediante una barra conectora con metilmetacrilato.

Caso 9

Se presento en el Hospital de la Facultad de Veterinaria un canino macho de 5
afos de edad y 37 kg. de peso, raza cimarron, cuyo motivo de consulta fue una
claudicacion en miembro posterior derecho ocasionada por una lesiébn no
intencional de transito de una semana de evolucion. Los rayos X revelaron una
fractura diafisaria completa en tercio medio de fémur.

Se procedio a la intervencion quirdrgica realizando la reduccion abierta, con la
colocacion de un implante 6seo xenogénico asociado a un fijador externo tipo 3.
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Técnica quirurgica

En aquellos pacientes que presentaron fractura abierta se realizé (previo a la
cirugia) lavados del foco lesional con suero fisioldgico, desbridamiento y limpieza
de la herida, con posterior cierre de la misma total o parcialmente con la finalidad
de cubrir el tejido 6seo lesionado con tejidos blandos viables. Posteriormente se
vendo la lesion para mantenerla limpia hasta el momento de la cirugia.

Los procedimientos quirdrgicos se realizaron en block convencional, con las
condiciones de asepsia preconizadas para intervenciones ortopédicas (Tobias,
2014). Las drogas anestésicas utilizadas fueron lidocaina a dosis de 4,4 mg/kg
peso vivo (PV) intravenosa (IV) y Propofol 4-6 mg/kg PV, IV como induccion;
para el mantenimiento se uso Isofluorano a una concentracion de 4 %.

Una vez que se realiz6 la tricotomia del miembro, éste fue preparado en forma
aséptica para la cirugia. Se realizé el abordaje del foco lesional, exponiendo los
cabos 6seos, inspeccionando el canal medular a través de ambos cabos 6seos
y midiendo su diametro interno para la posterior eleccion del implante xenogénico
adecuado a colocar dentro del canal medular. Seguidamente se procedié a la
seleccion del clavo xenogeénico, extrayéndolo de su envoltura estéril (Fig.1) y
midiendo su diametro y largo, seleccionando el implante que mejor se adaptara
al canal medular del paciente (Fig. 2). Posteriormente se realizdé con una gubia
las modificaciones necesarias para su mejor adaptacién al canal medular del
cabo distal tratando de no debilitar el material (Fig.3).
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Figura 1. Hueso bovino liofilizado, esterilizado con radiacion Gamma y envasado
en polietileno listo para ser usado en el block quirargico.

Figura 2. Clavo de hueso xenogénico ubicado en el canal medular proximal para
determinar su capacidad de adaptacion al mismo y la longitud a la cual debe ser
cortado para utilizarlo posteriormente como elemento de fijacién intramedular.
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Figura 3. El clavo 6seo xenogénico luego de ser cortado es adaptado con una
gubia al canal medular del cabo distal para su posterior introduccion en el mismo.

El clavo xenogénico fue posteriormente reconstituido en una solucion de
oxitetraciclina al 10% en suero fisiolégico en proporcién 1:50 ml volumen a
volumen, a temperatura ambiente (Fig.4). A continuacion, se colocé el implante
mediante un martillo de osteosintesis en forma retrograda en el cabo proximal
de la fractura procurando su avance y firmeza dentro del canal (Fig. 5).
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Figura 4. El clavo xenogénico luego de tener su longitud y diametro deseado es
sumergido en una solucidon de suero fisioldgico y oxitetraciclina para su
reconstitucion.

Figura 5. Colocacion definitiva del implante en el canal medular del cabo
proximal para posteriormente ser introducido en el canal medular del cabo distal.

Se dejaron aproximadamente 3 cm. de implante sobresaliendo del cabo proximal
para ser luego introducidos en el cabo distal acompafiado de una maniobra de
reduccion de la fractura. Luego se comprobd la estabilidad del foco de fractura,
colocando posteriormente un fijador externo para contribuir a la neutralizacion de
fuerzas. Para este fin se utilizé un fijador tipo Kirschner, con clavos percutaneos,
dependiendo su didmetro del tamafio del paciente y tipo de fractura (Fig. 6).
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Figura 6. Con el clavo intramedular xenogénico ya colocado en el canal medular
de los cabos distal y proximal, se colocan los clavos de fijacion externa para
otorgar mas estabilidad al foco de fractura.

La técnica de colocacion de dicho fijador fue la recomendada por Fossum y col
(2014) Luego se procedié al cierre de la herida operatoria de manera
convencional; los planos profundos con material de sutura absorbible (acido
poliglicélico 0) y la piel con Nylon monofilamento 2-0.

Cuidados post-operatorios

La antisepsia de la herida se realizé con iodoforo diluido al 10 %. Se administro
amoxicilina asociada a acido clavulanico a una dosis de 22 mg./kg PV cada 12
horas durante 15 dias, tiempo en el que se retiraron los puntos de sutura en piel.
En todos los casos se administré6 como analgésico Carprofeno a una dosis de
2.2 mg/kg cada 12 horas por 5 dias.
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Controles evolutivos

Los pacientes fueron controlados clinica y radiolégicamente a los 15, 30, 60 y 90
dias del post-operatorio. Para la evaluacion clinica de la claudicacion y el retorno
a la funcion se utilizé la escala de Myles, Levine y Taylor (2004) (Lameness
score).

1- claudicacion ligera e intermitente

2- claudicacién obvia que sustenta el peso

3- claudicacién severa con sustento del peso

4- claudicacion intermitente que no sostiene el peso

5- claudicacién continua que no sostiene el peso

Estudio estadistico

Se traté de un estudio clinico prospectivo. Dado el nimero de la muestra, se
utilizé frecuencia relativa para el analisis de los resultados.

RESULTADOS

Para los 9 casos utilizados en nuestro experimento se pudieron elaborar piezas
de hueso bovino desantigenizado y liofilizado, de forma y tamafo adecuado, para
ser utilizadas como implante intramedular. Las cuales luego en el quir6fano
pudieron ser adaptadas al diametro y largo del hueso afectado en cada paciente.

Se logr6 estandarizar un método de colocacion similar para todos los pacientes
logrando estabilidad en el foco de fractura en asociacion con el fijador externo.

Todos los casos salvo uno (Caso No.l1) evolucionaron favorablemente a la
consolidacion de sus fracturas, comprobandose a los 90 dias del post-operatorio,
signos radiolégicos de consolidacion y ausencia clinica de claudicacion (Ver
Cuadros | a IX, representativos de la evolucion clinica y radiolégica de nuestros
casos clinicos).
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Cuadro I. Evaluacion clinico-radiologica del caso clinico No. 1

Dia Evaluacion Evaluacion radioldgica
clinica

15 Claudicacioén Buena alineacion de los cabos fractuarios, visualizacion
grado 3 dentro del canal medular del xenoinjerto 6seo

30 Claudicacion Visualizacion de callo 6seo en los extremos de los cabos
grado 2 0seos hacia distal del foco. Reaccion peridstica

Claudicacion | Se observa no union hipertréfica, cabos no enfrentados, con

60 . .
grado 2 presencia de callo 6seo exuberante
Claudicacion . . S e
90 udicacl Se diagnostica no union hipertrofica
grado 2

Cuadro Il. Evaluacion clinico-radioldgica del caso clinico No. 2

. Evaluacién - o
Dia . Evaluacion radiologica
clinica

Se aprecia conspicuamente el implante xenogénico dentro del

Claudicacion . . . N
15 canal medular. No se visualiza imagen de reaccion de tejidos
grado 3
blandos adyacentes
Claudicacion . , o . .
30 No hay diferencias radiolégicas respecto a los 15 dias previos
grado 2
. Formacion de callo 6seo en la interlinea fracturaria. Cabos
Claudicacion i : . .
60 rado 1 0seos bien enfrentados. Todavia se aprecia imagen del
g xenoimplante
Ausencia de . .
90 L Callo 6seo uniendo los fragmentos
claudicacion
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Cuadro lll. Evaluacion clinico-radiologica del caso clinico No. 3

. Evaluacion ., .
Dia . Evaluacion radioldgica
clinica
Formacion de un callo inmaduro exuberante alrededor de la
15 Claudicacion fractura, brecha fracturaria rellena radiologicamente, con
grado 1 buena continuidad 6sea en el defecto. Osteointegracion del
implante.
. Visualizacion del callo 6seo, buena continuidad 6sea
Ausencia de L. . L .
30 . anatomica. Signos de remodelacion 0sea (comparacion con
claudicacion

RX anteriores)

Cuadro IV. Evaluacion clinico-radioldgica del caso clinico No. 4

3 Evaluacioén ., ) L.
Dia . Evaluacion radiografica
clinica
15 Claudicacion Se visualiza un aumento de la densidad 6sea en el tercio
grado 2 medio del humero.
L, Callo 6seo logrando la unién completa del hueso. Aumento
Claudicacion . . , . L
30 de la radio-densidad 6sea en el tercio medio-distal de
grado 1 .
humero.
Claudicacion ,
60 Callo 6seo denso
grado 0
Ausencia de ) ., . )
90 . Imagen compatible con reabsorcion parcial del implante.
claudicacion
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Cuadro V.

Evaluacion clinico-radioldgica del caso clinico No. 5

. Evaluacion ., o
Dia . Evaluacion radiologica
clinica
15 Claudicacion Signos de osteoformacion alrededor del foco. Implante
grado 2 intramedular uniendo fragmentos 6seos
30 Claudicacion Formacion de callo 6seo uniendo los fragmentos 6seos. Se
grado 1 visualiza implante intramedular
60 Claudicacién | Formacion de callo 6seo cubriendo todo defecto. Aumento de
grado 1 la densidad 6sea
. Irregularidad en los bordes del hueso menor que control
Ausencia de : . . . .
90 . anterior. Se puede visualizar el implante intramedular dentro
claudicacion
del canal medular
Cuadro VI. Evaluacion clinico-radiologica del caso clinico No. 6
. Evaluacion L o
Dia . Evaluacion radiolégica
clinica
15 Claudicacion | Se visualiza implante intramedular xenogénico dentro del canal
grado 3 medular. Extremos fracturarios bien enfrentados
30 Claudicacion | Interlinea fracturaria rellena totalmente por callo 6seo. Fractura
grado 1 consolidada radiol6gicamente
. Callo 6seo de mayor tamafio. El implante xenogénico no se
Ausencia de . . o :
60 . evidenciaba radiologicamente de forma clara, cubierto por el
claudicacion .
callo 6seo
9 Ausencia de Se evidenciaba reabsorcion del implante xenogénico con
claudicacion buena formacion del callo 6seo
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Cuadro VII. Evaluacion clinico-radiologica del caso clinico No. 7

. Evaluacion ., . .
Dia . Evaluacion radiografica
clinica
15 Claudicacion Se visualiza coaptacion de los cabos 0seos, presencia del
grado 2 clavo intramedular xenogénico. Se observa la linea de fractura
Formacion de callo 6seo cubriendo toda la superficie del
30 Claudicacion | hueso, no permitiendo visualizar la linea fracturaria. Completa
grado 1 union de los cabos 6seos. Se visualiza clavo intramedular
Xenogénico
o Irregularidad en la superficie 6sea producto del callo formado.
Claudicacion . . . .
60 No se visualiza la linea de fractura. Completa union. Zona de
grado 1 . .
callo con aumento de la densidad 6sea
90 Claudicacién | Remodelacion 6sea. Superficie del hueso sin irregularidades.
grado O Patrén trabecular en zona del callo 6seo

Cuadro VIII. Evaluacion clinico-radiolégica del caso clinico No. 8

. Evaluacion - e
Dia . Evaluacion radiologica
clinica
15 Claudicacion Se visualiza imagen del clavo intramedular uniendo los dos
grado 2 fragmentos 6seos
30 Claudicaciéon | Callo 6seo formado alrededor de los cabos 6seos, unidos por
grado 1 el hueso xenogénico intramedular
o Callo 6seo cubriendo toda la linea fractuaria permitiendo la
Claudicacion o . . . . . .
60 rado 1 continuidad 6sea. No se visualiza la linea fractuaria. Todavia
g se aprecia la imagen del clavo intramedular dentro del canal
9 Ausencia de Se observa callo 6seo y signos de reabsorcion del implante
claudicacion Xenogeénico
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Cuadro IX. Evaluacion clinico-radiologica del caso clinico No. 9

. Evaluacion ., . fe

Dia . Evaluacion radiografica
clinica

15 Claudicacion Se observa buena aposicion de los cabos 6seos, y presencia
grado 2 del implante

30 Claudicacion Se observa formacion de callo 6seo primario uniendo los
grado 1 cabos fracturarios

60 Claudicacion Buena formacion de callo 6seo cubriendo toda la linea
grado 1 fractuaria

90 Ausencia de Se observa callo 6seo y signos de reabsorcion del implante

claudicacion Xenogénico

El caso No.1 presentd una seudoartrosis hipertrofica con claudicacion grado 2 a
los 90 dias del post-operatorio; sin embargo, no se detectaron signos clinicos de
rechazo o infeccion.

A los 60 dias del post-operatorio, 8 pacientes mostraban signos radiologicos de
callo 6seo uniendo ambos cabos de la fractura. Cinco presentaban aun,
claudicacion grado 1y tres, grado 0.

A los 30 dias del post-operatorio, 7 pacientes presentaban ya radiolégicamente,
formacion de callo 6seo uniendo los extremos fracturarios; 6 de ellos,
clinicamente mostraban claudicacién minima (grado 1) y uno, nula (Caso No.3).

En ninguno de los casos se presentaron complicaciones en el post-operatorio ni
signos de rechazo o infeccién en su evolucién. Ningun paciente tuvo que ser re-
intervenido por razones atribuibles a la presencia de los implantes, ni por ninguna
otra razon. Ningun paciente presento secuelas motoras, salvo el caso No.1 que
a los 90 dias del post-operatorio, aun presentaba una claudicacion grado 2.
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DISCUSION

La discusion de nuestros resultados se centra principalmente en la performance
de los implantes xenogénicos en términos de biocompatibilidad,
osteointegracion, capacidad mecénica, asi como en la valoracion referida a los
tiempos de consolidacion de las fracturas, los de rehabilitacion funcional de los
pacientes y la presencia de complicaciones.

Biocompatibilidad

En todos los casos de nuestra casuistica, la biocompatibilidad de los implantes
fue manifiesta, en virtud de la tolerancia por parte del receptor, con ausencia de
rechazo, fendmenos inflamatorios o infeccién. Esto concuerda con los resultados
gue arrojaran nuestras previas investigaciones cuando utilizaramos clinicamente
el mismo material xenogénico para el tratamiento de defectos éseos en caninos
(Semiglia y col, 2006)

En efecto, los implantes utilizados en todos los casos no determinaron ninguna
reaccion endomedular que tuviera efectos indeseables que afectaran el
desarrollo esperado del proceso de reparacion 6sea, observandose el inicio de
la osteointegracion de los mismos en forma temprana y en todo los casos, lo que
no ocurre con los clavos intramedulares de acero inoxidable 316 L (Denny y col
2000).

Esto puede interpretarse como el resultado de una estrecha interaccion entre el
xenoimplante bioldgico -cuyo procesamiento permite preservar la actividad BMP-
y los elementos celulares, mediadores y factores de crecimiento presentes en la
medula 6sea del receptor. Agquellas células serian estimuladas por los factores
osteoinductores contenidos en el implante, a diferenciarse en células
osteoprogenitoras (Urist MR, 1990).

Los reportes publicados en el siglo pasado relativos a la actividad inmunogénica
junto con una ausencia de osteogénesis vinculados al implante de huesos
xenogeénicos (Kienholz y Kempkes, 1956; Elves y Salama, 1974; Begley y col,.
1995), si bien en algun caso plantean como determinante la presencia de
antigenos celulares remanentes en el hueso procesado, no identifican la causa
de la ausencia de osteogénesis inducida. Efectivamente, a la luz de los
conocimientos actuales, la razon resulta clara: el método de procesamiento del
material 6seo era el determinante en todos los casos —mas alla de pequefas
variantes metodoldgicas- de la eliminaciéon de la actividad de la BMP en los
implantes. La preocupacion por desantigenizar al maximo el material xenogénico
(ebullicion, alcalis fuertes, maceracion, etc.) derivaba inevitablemente en la
desnaturalizacion de las proteinas bioactivas responsables de la osteoinduccion
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(Zunino, 2010). Nuestros implantes 0seos xenogénicos, acelulares,
desantigenizados, fueron procesados de modo de eliminar por completo todo
elemento potencialmente antigénico, pero preservando los elementos bioactivos
osteoinductores en su matriz.

Capacidad mecanica

En nuestro experimento la capacidad de neutralizacion de fuerzas del implante
como unico elemento de fijacion de la fractura fue considerada muy insuficiente
y por esta razon, en todos los casos se contribuyo a la estabilidad combinandolo
con un sistema de fijacion externa. Esto puede explicarse por nuestra falta de
experiencia en la adaptacion y colocaciéon de estos implantes al conducto
medular, ya que no hay antecedentes en la literatura de su utilizacion en caninos
en el rango de peso y edades que integraron nuestra casuistica.

Salvo en el caso numero 1, en los demas casos el fijador combinado con el
implante fueron suficientes para fijar los cabos fracturarios y lograr una adecuada
estabilizacion, similar a los estandares aceptados para el uso de materiales
tradicionales (Tobias y col 2012).

Osteointegracion

Luego de consolidada la fractura en los casos 2 al 9, se comprobo6 la
osteointegracion del implante, sin ningun signo de rechazo, tanto clinico
(inflamacién, fistulas) como radiolégico (secuestros). Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Zunino y col (2010) en su utilizacién en el relleno de
defectos 6seos. Tampoco en el caso 1 donde se instauré una seudoartrosis, el
paciente mostré signos de rechazo, pese a la inestabilidad clinica comprobada
del foco de fractura.

La utilizacion de tetraciclinas en la reconstitucion de los implantes 6seos durante el
acto operatorio (ver Técnica Quirurgica), ofrece la doble posibilidad de adsorber por
un lado un antibiético al implante, a la vez que inactivar biolégicamente las
metaloproteinasas de la matriz ésea del receptor (Zunino y col, 2011). Esto conlleva
a evitar una temprana bioreabsorcion del implante 6seo, lo que posibilita la expresion
precoz de su capacidad osteoinductora.

Tiempos de consolidacion y rehabilitacion funcional.

Salvo en nuestro primer caso, en el cual se establecio una no union hipertréfica
(que atribuimos a que se trataba de una fractura expuesta y al comprobado
cuidado deficiente del paciente por parte del propietario), en todos los demas
casos comprobamos que los mecanismos de formacion del callo se vieron
favorecidos en relaciéon a los tiempos descritos por Denny y col. (2000) para la
ostesintesis con implantes metalicos.
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La rehabilitacion funcional de los pacientes, valorada en términos objetivables de
claudicacion, demostro ser muy aceptable, con un score de 1 para seis pacientes
y otro de cero, ya a los 30 dias de la cirugia.

Complicaciones post-quirargicas

Ningun paciente presentd complicaciones post-operatorias precoces o0 de
mediano plazo durante el seguimiento evolutivo. No hubo infecciones, a pesar
de que tres casos correspondieron a fracturas abiertas, asi como tampoco
complicaciones neuro-vasculares. Ningun paciente debi6 ser reintervenido. Los
implantes metélicos endomedulares son causa ocasional de infecciones
diafisarias, particularmente en fracturas expuestas, debiendo ser retirados, a
efectos —entre otras medidas terapéuticas- de controlar el proceso infeccioso.

CONCLUSIONES

Si bien nuestra casuistica dista de ser exhaustiva, por la consistencia de los
resultados obtenidos en los casos tratados, nos es posible extraer algunas
conclusiones relevantes.

El implante &6seo xenogénico utilizado se comportd6 como un material
biocompatible y osteopromotor, como ya habiamos observado en trabajos
anteriores; pero ademas fue capaz de soportar mecanicamente las fuerzas de
compresion y extension a las que se vio sometido. Otro punto importante es el
hecho de que este implante no produjo ningun tipo de rechazo inmunoldgico
clinicamente ostensible en los pacientes, lo cual fue comprobado clinica y
radiolégicamente, al verificarse sistematicamente la osteointegracion del
implante y la consolidacion 6sea.

También cabe destacar que no hubo ningin caso de infeccion luego de la
colocacion de este implante 6seo intramedular, ni ain en los casos de fracturas
expuestas. Esto podria plantear la factibilidad del uso de este tipo de implante
en aquellas fracturas en las que los dispositivos intramedulares no biolégicos
estan contraindicados, ya que éstos en presencia de infeccidn, potencialmente
la propagarian a lo largo de todo el canal medular.

Las perspectivas de experimentacion deberian orientarse a estandarizar y
validar un método de procesamiento de implantes xenogénicos de mayor
resistencia biomecanica que los utilizados en nuestro trabajo, menoscabada ésta
en parte por el método utilizado de esterilizacion con radiacion gamma. Esto tal
vez nos permita en un futuro préximo, utilizarlos como elemento Unico de fijacion
mecanica, prescindiendo de los elementos adyuvantes de fijacién externa.
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