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RESUMEN

Se realiza un estudio experimental en 40 conejos
para valorar la incorporaciéon de grandes aloinjertos
6seos intercalares y la influencia de la congelacion en
el injerto 6seo. En 36 conejos adultos se procedi6 a
resecar 3 centimetros diafisarios de tibia y el defecto
se reconstruyd con diferente tipo de injerto 6seo:
autoinjerto fresco y autoinjerto congelado, aloinjerto
fresco y aloinjerto congelado; la osteosintesis se reali-
z6 con dos agujas de Kirschner intramedulares. Se
hicieron estudios radiol6gicos mensuales hasta el
sacrificio, a los 2, 4 y 8 meses. Se hizo un estudio den-
sitométrico, histoldgico y de diafanizacion con técnica
de Spalteholz de las tibias. En 24 animales se adminis-
traron 25 mg/kg de oxytetraciclina al 3° y 6° dias antes
del sacrificio para estudiar la velocidad de aposicion
O0sea en el injerto. Observamos una consolidacion
radioldgica buena y excelente en el 80% de los injertos
(99% en los autoinjertos y 66% en los aloinjertos). La
densidad dsea mostraba un descenso hasta el 4° mes
debido a la reabsorcion 6sea excepto en el grupo de
los aloinjertos frescos. La revascularizacién de los
aloinjertos fue mas lenta y pobre que en los autoinjer-
tos, pero con el mismo patrén vascular. La incorpora-
cién y neoformacién 6sea fueron mayores en los
autoinjertos sin diferencias significativas con los aloin-
jertos congelados. La velocidad de aposicion 6sea no
se modificé con los diferentes tipos de injertos 6seos
utilizados. La congelacion facilita y acelera la incorpo-
racién y cantidad de neoformacién 6sea de los aloin-
jertos.

Palabras clave. Defecto 6seo. Aloinjerto. Autoin-
jerto. Revascularizacion. Incorporacion.
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ABSTRACT

An experimental study was carried out on 40
rabbits in order to evaluate the incorporation of large
intercalary bone allografts and the influence of freezing
on the bone graft. In 36 rabbits resection of 3
centimetres of diaphysis of the tibia was carried out
and the defect was rebuilt with different types of bone
graft: fresh autograft and frozen autograft, fresh
allograft and frozen allograft; osteosynthesis was
carried out with two intramedullary Kirschner needles.
Monthly radiological studies were made until the
sacrifice of the animals, at 2, 4 and 8 months. A
densitometric, histological and diaphanisation study of
the tibias was made with Spalteholz’s technique. In 24
animals 25 mg/kg of oxytetracicline was administered 3
and 6 days before sacrifice, to study the velocity of
bone apposition in the graft. We observed a good and
excellent radiological consolidation in 80% of the grafts
(99% in the autografts and 66% in the allografts). The
bone density showed a fall until the 4t month due to
bone reabsorption except in the group of fresh
allografts. The revascularization of the allografts was
slower and poorer than the autografts, but with the
same vascular pattern. Bone incorporation and
neoformation were greater in the autografts without
significant differences with the frozen allografts. The
speed of bone apposition did not change with the
different types of bone graft used. Freezing facilitated
and accelerated incorporation and the quantity of
bone neoformation of the allografts.

Key words. Bone defect. Allograft. Autograft.
Revascularization. Incorporation.
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INTRODUCCION

A pesar del amplio uso clinico de gran-
des injertos 6seos de bancos de huesos',
los procesos bioldgicos de su incorpora-
cién no estan estudiados ni comprendidos
en su totalidad. Se desconoce el efecto de
la congelacién de los injertos en las dife-
rentes fases de su incorporacién. La indica-
ciéon principal de este tipo de injertos
Oseos se realiza en la cirugia conservadora
de los tumores malignos de los miembros'”.
Se han publicado numerosos trabajos clini-
cos de la utilizacion de aloinjertos congela-
dos y pocos trabajos experimentales®"".

El objetivo de este estudio es estudiar
la secuencia de eventos biologicos de la
incorporacion de los aloinjertos congela-
dos y determinar la influencia de la conge-
lacion en la incorporacion de los aloinjer-
tos Oseos.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 40 conejos raza Oryctola-
gus cuniculum, con un peso comprendido
entre 2.800 y 3.200 g. Los animales se anes-
tesiaron con una mezcla de ketamina 50
mg/ml en dosis de 40 mg/kg intramuscular
y uretano al 2% en dosis de 0,75 g/kg intra-
peritoneal. Se realiz6 profilaxis antibiotica

con 500 mg de ampicilina via intramuscu-
lar preoperatoria y a las 24 horas de la
intervencion. El procedimiento quirtrgico
se realizd6 en quir6fano experimental bajo
maxima asepsia. En todos los animales se
intervino el lado derecho previo rasurado
de la pata. Se desperiostizo la tibia en una
longitud de 5 cm y se realizé una osteoto-
mia transversal 1 cm por debajo de la tube-
rosidad anterior de la tibia con sierra fina
y otra 3 cm distal a la primera, ademas se
resec6 1 cm de la diafisis del peroné. Se
realizaron dos orificios con taladro manual
por debajo de los platillos tibiales en las
zonas antero-medial y antero-lateral para
insertar las agujas de Kirschner de ]l mm de
didmetro. La colocacién intramedular de
las agujas permiti6 mantener el injerto
bien alineado en el resto del hueso. Se
emplearon 4 tipos de injertos: autoinjerto
fresco, extraido el fragmento 6seo de 3 cm
se desperiostiz0, se lavo en suero fisiol6gi-
co y se recolocé; autoinjerto congelado,
una vez extraido el hueso se sumergi6é en
nitrégeno liquido durante 15 minutos, pos-
teriormente se introdujo durante 5 minu-
tos en suero fisiolégico caliente antes de
su colocacion; aloinjerto fresco, obtenido
de la pata derecha de un conejo interveni-
do inmediatamente antes. El trozo extraido

Tabla 1. Criterios de evaluacién radiogréafica de injertos 6seos segin la sociedad internacional de
oncologia para el salvamento de extremidades (ISOLS).

Categoria Consolidacion Reabsorcion

Acortamiento Fractura Fijacion

EXCELENTE Fusion: linea de Sin reabsorcién o

osteotomia no visible

BUENO >75% < del 25%
Linea ost. atn visible
REGULAR 25-75% 25-50%
MALO <25% >50%
Sin signos de callo
MEDICIONES % de fusion en Rxs. % de reabsorcién

AP y Lateral
Fusién peri6stica.
Fusion primaria

cambios geométricos

Sin acortamiento  Sin fractura Sin cambios

<lcm Fr. Incompleta Flexion lateral <10°
Lisis alrededor
tornillos, placas sin
fractura
1-2 cm Fr. Sin Flexion lateral >10°

desplazamiento Fr. Montaje sin
afectar injerto
Aflojamiento partes

blandas

>2cm Fr. Simple con
desplazamiento
Fr. Conminuta

Longitud del Tipo
acortamiento

Falla del montaje con
afeccion del injerto

Fijacién con: placas,
clavos o agujas

Nota: La falta de consolidacion estuvo definida por la persistencia de una zona radiolticida continua en la unién injerto-receptor. Ademas se evalud
en términos de porcentaje segin la proporcion de fusion en la unién injerto-receptor, el tiempo de aparicion del callo, el momento en que ponteaba
las osteotomias y las caracteristicas de éste, asi como también la densidad 6sea tanto del injerto como del receptor a lo largo del tiempo.
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pasa directamente a formar parte del
banco de huesos, congelandose en nitré-
geno liquido y almacenandose en un con-
gelador a -80° C; aloinjerto congelado,
mantenido en el banco de huesos a -80° C
donde se habian almacenado un mes antes
fragmentos de 3 cm diafisarios de tibia de
conejos en condiciones estériles y en reci-
pientes impermeables y resistentes al frio.
La estabilizacién de los injertos 6seos con
2 agujas de Kirschner se comprob6 con
escopia radiolégica y placa radiogréafica.
Finalizada la intervencién colocamos bota
de escayola durante 15 dias para proteger
la pata intervenida. Los animales se agru-
paron en lotes segin el tipo de injerto.
Tres animales de cada lote fueron sacrifi-
cados al cabo de 2, 4 y 8 meses de la inter-
vencion, en total 36 conejos. Se realizaron
radiografias en proyeccién antero-poste-
rior y lateral en todos los conejos con un
aparato portéatil (Siemens siremobil 4 K) a
los: 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 y 240
dias. La radiografia se hizo con 40 Kv y
0,50 mseg. Para la valoracién radiolégica
se sigui6 la utilizada por la sociedad inter-
nacional de salvamento de extremidades",
especificada en la tabla 1. El estudio densi-

tométrico se realiz6 mediante cuantifica-
cion digital radiologica con el densitome-
tro “X-ray Bone Densitometer Hologic II
QDR TM-1000” que emplea un doble pulso
de energia (70-140 Kv) en todas las tibias
intervenidas después del sacrificio de los
animales. Como parametro de referencia
se tomo el valor densitométrico de la tibia
contralateral. En 12 conejos, uno por cada
tiempo de evolucién, se realiz6 el relleno
manual del arbol vascular por la arteria ili-
aca con 30 cc de Azul Berlin al (10%) pre-
vio al sacrificio y posterior técnica de Spal-
teholz®. En 24 conejos, dos por cada
periodo de evolucién se realiz6 estudio
histolégico simple y de fluorescencia con
cortes longitudinales de la tibia. Se emple-
aron las técnicas de tinciéon de hematoxili-
na-eosinay tricromico de Masson. La valo-
racion histologica simple se realiz6é con el
sistema modificado de Nilsson y col®
(Tabla 2). Veinticuatro conejos fueron
inyectados con una dosis de 25 mg/kg de
oxitetracilina (terramicina IM) por via
intramuscular 6 y 3 dias antes de su sacri-
ficio. Las pruebas se procesaron con técni-
ca de Serrano”. Para medir la distancia
entre las bandas de tetraciclina hemos

Tabla 2. Evaluacion de las caracteristicas morfologicas de los extremos de unién del injerto, de la

médula y del hueso cortical.

Sin unién

Fibrosa

Fibrocartilaginosa

Osea

Completa con hueso cortical

Unién:

Callo:

Ninguno

Pequena cantidad
Moderada cantidad
Profuso

Ponteando

Médula 6sea:
Necroética

Médula 6sea normal
Injerto:
Hueso necrético 100%

Hueso nuevo peridstico
Hueso nuevo endostico

Reemplazada por tejido fibrinoso

Reemplazada por tejido fibroso nuevo

Reemplazada en < 50% por tejido nuevo

Reemplazada en > 50% por tejido nuevo o médula roja

Hueso nuevo en los extremos de unidon

Completo reemplazo por hueso nuevo

Sistema modificado de graduacion histologica de Nilsson®, realizando ademas una valoracidn cualitativa del hueso neoformado con res-

pecto al necrético.
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empleado un método manual utilizando un
micrémetro calibrado. Los datos cuantita-
tivos obtenidos fueron sometidos a un pro-
grama estadistico “Start View” con un
ordenador “Apple Macintosh Plus” y se
aplicoé el Test del Chi-cuadrado, con una
p<0,05.

RESULTADOS

En todos los autoinjertos frescos y con-
gelados se observo radiograficamente for-
macioéon de callo 6seo en la unién proximal
a los 15 dias y en los aloinjertos congela-
dos a los 22 dias, siendo en los aloinjertos
frescos mas tardia con una media de 25
dias. En el extremo distal la unién fue mas
tardia, 20 dias para los autoinjertos y 28
dias en los aloinjertos (Tabla 3). La unién
se realiz0 entre el hueso receptor y el injer-
to preferentemente por un puente periosti-
co. La consolidacion global de los injertos
fue del 80,5%. Los autoinjertos presenta-
ron fusién excelente o buena en el 94% y
los aloinjertos en el 66% (Tabla 4). No
hubo fracturas y en 3 aloinjertos se produ-
jo una reabsorcion del 30% del injerto. La
densidad mineral 6sea de la tibia control
fue de 0,147 g/cm? y los resultados evoluti-
vos del estudio densitométrico de los
injertos se observan en la figura 1. No
hubo diferencias significativas entre los
lotes y la mayor densidad se observo a los

dos meses de evolucion de los injertos con
una diferencia significativa en los grupos
de 4 y 8 meses de evolucion. Los estudios
de diafanizacién de las tibias mostraron a
los 2 meses de evolucién una revasculari-
zacion de los injertos por vasos proceden-
tes de las partes blandas que rodean a los
injertos. Entre el 2° y 4° mes se observo
irrigacién endomedular y anastomosis con
la circulacién peridstica. Con el tiempo la
revascularizacién se hizo de predominio
proximal y la penetracién vascular fue méas
completa y precoz en los autoinjertos. Los
animales con aloinjerto fresco fueron el
grupo de menor neoformacién de hueso,
presentando una médula 6sea necrética.
Los aloinjertos congelados tuvieron un
patréon similar de los autoinjertos con
buena fusiéon y a los 8 meses el 50% de
hueso era de neoformacioén. El proceso de
reabsorcién y formacién de hueso fue mas
intenso en el tercio proximal de la tibia. La
reabsorcién y neoformacion ésea sucedio
antes en el grupo de los autoinjertos. Los
dobles marcajes con tetraciclina fueron
mas intensos en los puntos de unién con el
hueso receptor y en la periferia del injerto.
A los 4 meses los autoinjertos tenian
dobles marcajes a lo largo de todo el injer-
to mas intensos proximalmente. En los
aloinjertos la imagen fue similar aunque
con menor captacién. A los 8 meses se

Tabla 3. Tiempo medio en dias de formacién de callo 6seo inicial y de unién entre el injerto y el hueso

receptor.
CALLO OSEO APARICION INICIAL UNION
TIPO DE INJERTO Proximal Distal Proximal Distal
Auto Fresco 15 21 32 33
Auto Congelado 15 20 38 40
Alo Fresco 22 30 40 50
Alo Congelado 25 28 35 37
Tiempo Medio 19 25 36 40

Tabla 4. Porcentaje medio de consolidacién de los cabos proximal y distal a los 2, 4 y 8 meses.

% CONSOLIDACION PROXIMAL DISTAL
TIPO DE INJERTO
AUTO FRESCO 100 89
AUTO CONGELADO 89 83
ALO FRESCO 75 58
ALO CONGELADO 83 81
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aprecio6 una disminucién global de los mar-
cajes. La velocidad de aposicion o6sea
vari6 segin el tiempo de evolucién y la
zona del injerto, pero no hubo diferencia
entre los lotes (Fig. 2).

DISCUSION

La demanda creciente de injertos 6seos
para la reconstruccion de defectos creados
después de la reseccion de tumores en la
cirugia conservadora de extremidades,
para el rescate de proétesis o para los defec-
tos creados por un traumatismo de alta

velocidad han aumentado el interés por el
conocimiento del comportamiento biologi-
co de los aloinjertos, para evitar en lo posi-
ble las complicaciones de su uso sobre
todo la pseudoartrosis y las fracturas'®**.

La radiografia 6sea simple ha sido de
utilidad en este estudio, para evaluar la
incorporacion del injerto con una buena
correlacion histologica y de gran utilidad
para conocer la evolucioén de la incorpora-
cion y diagnostico de las complicaciones.
La radiografia simple ofrece una orienta-
cion eficaz en el seguimiento del proceso

0,4
0,35 %

0,3 S ¢ AutoFco
0.95 R\ —— Auto Cong

’ N\ ---A--- Alo Fco

02 ~ A,A _ —x-— Alo Cong

Q —k— Control
0,15 A\ N =
8 - A

0,1 i—/

0,05
0 ; ;
2 Meses 4 Meses 8 Meses

Figura 1. Valores medios de la densidad mineral 6sea (BMD) de los diferentes injertos y periodos de

evolucién (BMD gr/cm?® vs tiempo).
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—8— Auto Cong
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Figura 2. Evolucién de la velocidad de aposicion 6sea (VAO) a los 2, 4 y 8 meses de la implantacién de
los diferentes injertos 6seos (VAO vs tiempo).
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de incorporacion de los injertos Oseos,
aunque no es capaz de distinguir entre una
unién fibrosa o cartilaginosa ni de valorar
objetivamente la densidad mineral 6sea de
un injerto. Coincidimos con otros trabajos
al afirmar que, la densitometria 6sea es un
método (til en la valoracién de la minerali-
zacion del injerto y del callo 6seo®'¢*%,

La congelacién del injerto no influye en
los fenémenos de incorporaciéon del injer-
to 6seo puesto que no hemos observado
diferencias entre el autoinjerto fresco y el
congelado. La densitometria 6sea no es
atil para determinar el momento de la con-
solidacién, ni de la incorporaciéon, pero
puede determinar la solidez del injerto
durante su evolucion®. El hecho de no
haber encontrado diferencias de densidad
mineral 6sea entre los injertos indica que
el método es poco sensible o bien que el
proceso de mineralizacion no estaria
influenciado por la respuesta inmunolégi-
ca ni por el proceso de congelacion.

El patrén de revascularizacion fue simi-
lar en los diferentes injertos 6seos cortica-
les intercalares estudiados. La revasculari-
zacion endomedular y cortical en los
aloinjertos fue méas tardia y menos cuan-
tiosa, siendo peor en los aloinjertos fres-
cos. La incorporaciéon de un injerto depen-
de en mayor medida de la adecuada
vascularizacién del lecho receptor que de
la capacidad osteoinductora del propio
injerto”. La localizacién del lecho receptor
en el esqueleto también influye en la incor-
poraciéon y consolidacion de los aloinjer-
tos®, en la tibia del conejo el tercio proxi-
mal es mejor que el distal.

El uso de la fluorescencia con doble
marcaje de tetraciclina es 1til para preci-
sar las zonas de neoformacién 6sea y para
conocer indirectamente la actividad de los
osteoblastos en un lugar y momento
dados. La reabsorcion del tejido 6seo
necr6tico por osteoclastos y posterior
neoformacién 6sea por frentes de osteo-
blastos se produce inicialmente por los
extremos de unién con el injerto y a través
de los canales de Havers. Por los extremos
y desde el periostio y endostio el injerto es
incorporado lentamente y este proceso no
ha concluido a los 8 meses de evolucion,
aunque el autoinjerto fresco es el mas pre-
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coz. La congelacion facilita y acelera la
incorporacion de los aloinjertos en los que
se observa una mayor revascularizacién y
cantidad de neoformacién 6sea con resul-
tados proximos a los autoinjertos y mejor
que los aloinjertos frescos.

Concluimos que los aloinjertos conge-
lados intercalares corticales son ftiles
para la reconstruccion de defectos 6seos
cuando no dispongamos de autoinjertos,
ya que tienen un buen comportamiento
biol6gico con pocas complicaciones, no
obstante tendremos que evitar la transmi-
si6n de enfermedades (sobre todo la hepa-
titis y el SIDA) con controles clinicos rigu-
rosos en los donantes.
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