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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con la finalidad de estudiar una nueva
variante de xenoinjerto (hueso de Sepia Officinalis), con el fin de
demostrar la integracion estable, confiriéndole caracteristicas bio-
mecanicas similares a las del hueso sano en defectos 6seos experi-
mentales creados en el 1/3 medio del fémur de animales de experi-
mentacion (conejos).

La investigacion se lievo a cabo en un periodo de 4 meses (mayo -
agosto del 2000), durante el cual se realizé estudios clinicos y radio-
logicos que nos permitieron apreciar la integracion estable del injer-
to de hueso marino. Al poseer confirmacion clinico-radiologica de
esta integracion se procedio a sacrificar los animales de experimen-
tacion con el fin de obtener las muestras necesarias para realizar los
estudios pertinentes.

Posteriormente mediante el uso de una prensa electromecanica se
procedio a realizar una serie de estudios biomecanicos de precision
que permitieran conocer las caracteristicas propias del callo desa-
rrollado posterior a la implantacién del hueso marino. Dicho estudio
demostré que en aquellos especimenes tratados con hueso marino
aumentd la elasticidad y por tanto la ductibilidad del hueso tratado.
En cuanto a la resistencia del callo postimplante, este demostré po-
seer caracteristicas similares a las del hueso sano, lo que nos per-

mitié inferir que el implante de Sepia Officinalis ademas de integrarse
totalmente adquirié las caracteristicas de un hueso sano o de neofor-
macion del huésped.

Se concluye que esta nueva alternativa de xenoinjerto tiene amplias
posibilidades de aplicacion en la cirugia ortopédica y traumatoldgica,
asi como en otras especialidades médicas tales como la odontologia
y la cirugia plastica, siendo ademas econdmica, de facil acceso, ma-
nejo y sin incremento de la morbilidad.
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ABSTRACT
A new variable of Kenograft was studied bone from sepia oficinalis
was used.

Our conslusion is that ther exists a great possibility of use of this Xe-
nograft with advantages in relation to cost, handling and obtention,
without morbidity.
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INTRODUCCION

£l hombre con la llegada del nuevo milenio se ha

visto expuesto con mayor frecuencia a accidenies de
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diferente indole, ocasionando grandes y diversas lesio-
nes traumaticas y entre ellas las mas frecuentes e
incapacitantes; las fracturas, las cuales se acompanan
en la mayoria de los casos por perdidas importantes de
la masa ¢0sea. La prevencion de estos defectos 6seos
es un problema que se plantea frecuentemente, motivo
por el que los cirujanos utilizan distintas técnicas qui-
rdrgicas y una amplia gama de materiales para sustituir
al hueso faltante. Estos materiales pueden ser de ori-
gen animal, mineral o bien de sintesis. Todos ellos de-
ben ser biocompatibles, es decir; atoxicos, inertes des-
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de el punto de vista inmunitario y no deben ser carcino-
genéticos. Ademas tienen que favorecer o inducir una
respuesta en el tejido 0seo, tener buenas propiedades
mecanicas y ser reabsorbibles en mediano plazo.?

Motivado a esta necesidad aparecen los diversos
tipos de injertos como alternativas para corregir los de-
fectos 6seos y permitir de esta manera la incorporacion
precoz del individuo a sus actividades habituales. Como
resultado de estas investigaciones y estudios aparecen
en un principio dos grandes grupos de injertos de ma-
terial oseo, denominados autoinjertos por ser obteni-
dos a partir del mismo individuo y los llamados aloinjer-
tos obtenidos de cadaveres humanos, los cuales pos-
teriormente al ser sometidos a procesos de histocom-
patibilidad son almacenados en los llamados bancos
de huesos desde donde son trasladados a diversas
partes del mundo para su utilizacion.?®

Por diversos motivos entre los cuales figuran: cos-
tos, acceso a la poblacion mundial, alta tasa de morbi-
lidad, etc., estos dos tipos de injertos no han alcanzado
el éxito y la popularidad deseada, motivo por el cual los
cientificos han volcado su atencion e investigacion en
los injertos obtenidos de otras especies a los cuales se
le llamo xenoinjertos, entre ellos los de ternera, coral
marino, etc., muchos de los cuales han sido ya utiliza-
dos en cirugia facial y otras especialidades quirurgicas
obteniendo resultados satisfactorios.*

Con el advenimiento de nuevas y mejores técnicas
de investigacion se han descubierto y estudiado otras
fuentes de los llamados aloinjertos como lo son las al-
gas marinas, los corales y entre otras la Sepia Officinalis
(Jibia) que ha demostrado poseer un endoesqueleto,
consistente en una lamina rica en carbonato de calcio,
matriz fundamental para la estructuracion del hueso.'*®
La Sepia Officinalis (jibia) es una especie que habita en
aguas del Mediterraneo, el Norte de Africa, Océano In-
dico y Australia con predileccion a aguas tropicales o
templadas y gue usualmente migran a aguas profun-
das durante el invierno. Actualmente es cultivada en el
National Resource Cephalophodos Center (N.R.C.C.)
en Galveston - Texas donde se estudian los cefaldpodos
en general (calamares, pulpos, sepias y nautilus) para
estudios biomédicos, especialmente topicos relaciona-
dos con la neurofisiologia, ya que se ha probado su
adaptacion al laboratorio asi como su facil manejo y
traslado, por lo cual han utilizado a esta especie para
obtener informacion mediante estudios fisiologicos, far-
maceéuticos y de comportamiento.®”%'%" En otros luga-
res, su carne, muy parecida en consistencia al calamar,
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es utilizada como alimento para el hombre (Asia, India,
Italia y Espana).”

Desde Asia el hueso en su forma natural es importa-
do a nuestro pais en cantidades importantes a un bajo
costo para diversos usos: especialmente veterinario,
como suplemento de calcio para aves domeésticas y de
adorno. La observacion detallada de éste desde 1997 °
nos condujo a estudiarla como una alternativa posible
de xenoinjerto.

En 1999 se demostrd su viabilidad en animales de
investigacion para integrarse en defectos 0seos;® pro-
poniéndonos ahora en nuestro trabajo estudiar y deter-
minar las caracteristicas biomecanicas del callo 6seo
que se forma a continuacion a su implante en una zona
de fractura, con el cual queremos evaluar o comparar
su similitud con el hueso sano para dar la estabilidad
deseada y permitir recuperar la funcion del miembro
afectado.

OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES:

Estudiar la integracion estable del injerto de Hueso
obtenido de la Sepia Officinalis, como alternativa para
la reparacion ad integrum en defectos oseos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Estudiar clinica y radiologicamente las bondades del
uso de hueso de Sepia Officinalis.

* Estudiar mediante pruebas biomecanicas la estabili-
dad y utilidad del callo éseo desarrollado posterior-
mente al implante de hueso proveniente de Sepia
Officinalis.

* Estudiar la versatilidad en cuanto al manejo, utiliza-
cion y obtencion del hueso de Sepia Officinalis como
fuente de xenoinjerto.

MATERIALES Y METODOS

1. Animales:

Para este estudio experimental se utilizaron 12 co-
nejos de Raza Nueva Zelanda con una media de peso
de 3 Kilogramos con edades aproximadas de 2,5 a 3
meses, todos del sexo femenino, los cuales fueron se-
leccionados del Instituto Nacional de Higiene de la Uni-
versidad Central de Venezuela. Se realizaron procedi-
mientos standard para la cuarentena. Los animales fue-
ron enjaulados individualmente en el bioterio de la Fa-
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cultad de Medicina, Catedra de Medicina Experimental
de la Escuela José Maria Vargas de la Universidad
Central de Venezuela, a 800 metros sobre el nivel del
mar. La habitacién en la cual los animales fueron en-
jaulados permanecio con ventilacion natural, una tem-
peratura promedio 27°C +/- 2°C, una humedad (40 +/-
10%) y un foto periodo de luz natural (luz desde las
06:00 am a 06:00 pm). Antes de iniciar el estudio el
anteproyecto fue enviado para su revision por la Céte-
dra de Medicina Experimental, quien a su vez informa
de tales procedimientos a la Sociedad Venezolana de
Proteccion Animal.

2. Implantes de Sepia Officinalis:

Los implantes de Sepia Officinalis fueron especial-
mente preparados por nuestro equipo en la Ciudad de
Caracas - Venezuela, mediante protocolo tipo.?® Utiliza-
mos el implante en cilindros de 0,5 mm de ancho por 5
a 10 mm de alto para colocar en el canal medular. Ade-
mas se utilizaron fragmentos de 3 x 2 mm de ancho por
15 a 20 mm de alto para la colocacion en la zona
peridiafisiaria. Antes de la implantacion los cilindros de
injerto fueron esterilizados mediante el uso del gas
Amprolene por 24 horas.

3. Equipos Utilizados:
Para la realizacion del presente Estudio Experimen-
tal se utilizaron los siguientes materiales:

v Micromotor Eléctrico. Craftsman® 6000 R.P.M.

v Alimento comercial para conejos envasado en sacos
de 20 Kilogramos (Conejarina)

v/ Marcador radiopaco metalico (Alambre guirtrgico
trenzado de 0.3 mm de espesor)

v Placas metdlicas numeradas en orden ascendente
desde el 224 al 235

v Fuentes luminosas de calor para mantener la tem-
peratura corporal de los conejos

v Equipo de cirugia menor

v/ Campos quirdrgico estériles

v Suturas: Acido Poliglicélico (sutura sintética absorbi-
ble) calibre 3-0 con aguja curva atraumatica T-8, y
Nylon (sutura sintetica no absorbible) calibre 3-0 con
aguja curva cortante C-7. (facilitada por Suministro
Médicos Jayor, sutura que posee la certificacion 1ISO
9002, US.P.yFD.A)

v Solucién yodada (Povidine®)

v Solucion fisiologica al 0.90%

v Anestésicos: Ketalar® (ketamina), Xilacina

v Antibidticos: Eriprin® (tylocina 4.4 grs., lactato de tri-
metropin 1.9 gr., sulfafurazona 8,5 gr.) y Gentamici-
na en suspension oftalmica.

v/ Gasas estériles

v Guantes estériles

v Monos quirirgicos estériles

v Camara fotografica de 35 mm Nikon® - F50

v Camara digital Casio® Q.V. 10

v Solucion de formol al 10%

v Envases de plastico para transporte de muestra

v Equipo de Rayos X, Marca Siemmens®, 3000 M.A.

v Equipo de T.A.C. Marca Toshiba®, Modelo Auklet. 200
M.A.

v Maquina de prueba de fuerza: prensa de ensayos
triaxiales. Marca Leonard Farell® tipo 301

v Videocamara, tipo HandyCam®. Video 8. Sony®

4. Unidades de Apoyo Cientifico:

v Bioterio de la Escuela de Medicina “Jose Maria Var-
gas” Universidad Central de Venezuela. Dra. Angela
de Martinez.

v Departamento de Radiodiagnostico de Clinica Santa
Sofia. Dra. Norma Fiorella. Tec. Radiologo Carolina
Savage

v INGEOSOLUM C.A. Ing. Leonardo Garcia.

5.Técnica Quirurgica:

La noche antes del procedimiento quirtrgico la co-
mida le fue retirada a los animales de experimenta-
cion, permitiendoseles libre ingesta de agua. El dia de
la intervencion los animales fueron anestesiados con
una inyeccién intramuscular de Ketamina a dosis de
40 mg/kg/peso, Xilacina a dosis de 5 mg/kg de pesoy
Atropina a 0,02 mg/kg de peso. Posteriormente se pro-
cedio al rasurado del muslo derecho, y se aplicaron
todas las normas de asepsia y antisepsia recomenda-
das por la Unidad de Medicina Experimental del Hos-
pital Vargas.

Seguidamente son trasladados a la mesa operato-
ria donde se colocan en posicion de decubito lateral
izquierdo, colocacion de mascarilla con oxigeno a ra-
zon de 3 litros/minuto. Se realiza nueva asepsia y anti-
sepsia del muslo derecho y finalmente colocacion de
campos estériles

Se realizaron incisiones de tipo longitudinal antero-
externa buscando altura standard de 2.5 cm por enci-
ma de la articulacion de la rodilla. Una vez realizada la
incision en piel se procede a realizar divulsion roma por
planos en espacio avascular entre recto anterior y vas-
to externo, evitando lesionar la vena regional externa
del muslo. Se visualiza entonces la cara externa del
femur derecho, se levanto el periostio procediendo a
realizar en este momento la apertura mediante motor
eléctrico de un orificio de aproximadamente 0.3 x 0.3
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cm de diametro. Inmediatamente se realiza lavado con
abundante solucion fisiologica al 0.90%. Se mantiene
la separacion de la masa muscular hacia delante y atras
del hueso mediante la utilizacion del separadores de
Farabeuf, se procedio a implantar los cilindros de Se-
pia Officinalis en el defecto 0seo diafisiario creado, asi
como en la periferia. Luego se colocé un marcador
metalico radiopaco intradiafisiario en el sitio de implan-
tacion del cilindro de injerto marino. Se realiza cierre
por planos, nueva asepsia y antisepsia. El procedimiento
anteriormente descrito se realizd de manera standard
en seis conejos que catalogamos como GRUPO EX-
PERIMENTAL, los cuales fueron marcados con placa
metalica numerada en la oreja derecha.

La misma técnica quirurgica fue realizada en los seis
conejos restantes, con la salvedad que NO se les colo-
co injerto de Sepia Officinalis (hueso marino) soélo el
marcador metalico radiopaco. Este grupo fue llamado
GRUPO CONTROL y se les colocd placa metalica nu-
merada en la oreja izquierda.

Durante el postoperatorio los animales se colocaron
bajo fuente de calor hasta la recuperacion del efecto
anestésico para su posterior traslado a las jaulas. Se
les administré antibidtico a base de Eriprin® via oral en
dosis obtenida mediante la dilucion de 01 sobre de 20
gramos en 01 litro de agua para cumplir un total de 07
dias de tratamiento, y manteniendo las condiciones de
reclusion similares a las preoperatorias. Se les realiz6
control clinico diario y evaluacion radiolégica a las siete
y diez semanas del postoperatorio.

6. Recoleccion de la muestra:

Los animales fueron inmovilizados y anestesiados,
siendo sacrificados mediante una sobredosis intra-
muscular de Esmerol® (Bromuro de Rocuronio). Un
conejo se sacrifico a las seis semanas y los otros once
a las trece semanas después de la Intervencion Qui-
rurgica. Se desecho un fémur derecho sin injerto por
fractura del mismo y otro femur derecho con injerto
por técnica inadecuada de recoleccion del espécimen,
guedando cinco parejas de especimenes para el es-
tudio.

Se realizo tomas de Ias muestras del fémur derecho
e izquierdo conservando un lecho muscular de aproxi-
madamente 0,5 mm de espesor periférico a la zona in-
tervenida, y luego colocados para su preservacion en
recipientes gue contenfan Solucion de Formol al 10%
para su transporie y conservacion.
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7. Procedimientos realizados sobre la muestra:

Los fémures obtenidos fueron sometidos a evalua-
cién radiolégica estandar en equipo Marca Siemmens,
300 M.A.

Posteriormente las muestras fueron colocadas en
una base de acrilico transparente en forma de T inverti-
da en donde fueron sostenidas mediante gomas elasti-
cas, para la posterior realizacion de tomografia compu-
tarizada, mediante cortes axiales y longitudinales cada
2 mm.

Para el estudio biomecanico de las muestras, el fé-
mur fue colocado en una base cilindrica de 2.5 pulga-
das de diametro, con el fin de ser ubicado en la ma-
quina generadora de esfuerzos en la que un piston
metalico desciende en forma progresiva sobre la zona
afectada del espécimen a una velocidad calculada de
0,52 mm/seg, con una altura promedio de la muestra
de 0,906 mm y un area inicial de 1,043 mm?®. Se incre-
menta la carga axial hasta que se produce la fractura
del espécimen. La maquina permite medir con exacti-
tud el tiempo al cual se produce la fractura y asimismo
la cantidad de fuerza que se necesito para llegar a la
misma.

RESULTADOS

Analizamos 12 conejos (todas hembras) con un peso
aproximado entre 2 y 3 kilogramos y una edad com-
prendida entre 2 y 4 meses, en un periodo aproximado
de 14 semanas.

De los 12 conejos analizados, 2 fueron descartados
de las muestras; 1 por técnica inadecuada de recolec-
cion del espécimen y otro por fractura espontanea.

De los 10 conejos restantes no se evidencid clinica-
mente rechazo del implanie. Radiolégicamente se ob-
servo integracion del implante y formacion de callo 6seo
a las 10 semanas del postoperatorio.

La tomografia axial computarizada de las muestras
no demostré ser conciuyente para analizar la integra-
cion del injerto marino en el defecto 0seo creado.

A los 20 especimenes (féemures) se les practico es-
tudio biomecanico colocandoseles en prensa electro-
mecanica que permitiria determinar con exactitud la
carga (fuerza) y tiempo necesario para producir una frac-
tura en un sitio determinado.
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Se obtuvieron los siguientes resultados:

Esfuerzo necesario para producir la fractura en hueso
con defecto y tratado con injerto (Kg/cm?)

Tiempo necesario para producir la fractura en hueso
con defecto y no tratado con injerto (segundos)

Numero de conejo Fémur derecho |
327 185
328 345
329 225
330 215
331 230
PROMEDIO 240

Numero de conejo Fémur derecho
327 32.61
o 328 7 7 725,94
329 30,75
| 330 45,35
331 | 29,20
PROMEDIO _ 32,77

Esfuerzo necesario para producir la fractura en hueso
con defecto y no tratado con injerto (Kg/cm?)

Tiempo necesario para producir la fractura en hueso
con defecto y no tratado con injerto (segundos)

Numero de conejo Fémur derecho

332 32.61
333 3_2.92 o
334 29,82
335 27,95 ]
337 39,14

PROMEDIO 32,48

Numero de conejo Fémur derecho
332 285
333 _ 125 |
334 - 230
335 200
337 195
PROMEDIO 207

Esfuerzo necesario para producir la fractura en hueso

Tiempo necesario para producir la fractura en hueso
sano (segundos)

sano (Kg/cm?) Numero de conejo Fémur izquierdo
Numero de conejo Fémur izquierdo 327 165
327 36,96 328 240
| 328 | 33,08 329 225
3_29 32,61 330 240
\" 330 735,87 331 270
331 36,03 332 260
332 35,41 333 174
333 4317 334 255
334 32,30 335 195
335 33,86 337 | . 135
(. 337 29,20 PROMEDIO } 216
PROMEDIO 34,84 _
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CONCLUSIONES

1. Elinjerto de sepia officinalis (hueso marino) demos-
tro ser inocuo y de facil integracion al huésped.

2. Elinjerto de sepia officinalis evita la transmision de
enfermedades virales y otras patologias de donante
a receptor, ademas de disminuir la morbilidad intra y
postoperatoria.

3. Se comprobd el aumento del tiempo de latencia en-
tre el inicio de la fuerza y la fractura, lo que se puede
interpretar como un aumento de la elasticidad del
callo: el mismo resiste mas tiempo a la fuerza ejerci-
da sobre el antes de fracturarse.

4. Se demostro un aumento de resistencia a la carga
mecanica del hueso provisto con implante de Sepia
Officinalis en relacion al hueso sin injerto.

5. Se demostro la dureza del hueso de sepia officinalis
como grado 3.3 en la escala de MOHS.

6. Se demostro la necesidad de transformar el hueso
de carbonato de calcio original a hueso de trifosfato
de calcio (hidroxiapatita, dureza 5 en escala de
MOHS), segun metodologia descrita anteriormente
para con esto obtener resistencia ideal del injerto.

7. El injerto de hueso se incorpora total, dinamica,
anatomopatoldgicamente y radiolégicamente.

8. Elhueso marino (sepia officinalis) es una altemnativa de
xenoinjerto nueva, confiable, econdmica, de facil dispo-
nibilidad, manejo, y que le confiere al callo dseo carac-
teristicas biomecanicas similares a las del hueso sano.

RECOMENDACIONES

Se hace necesario profundizar mediante la investi-
gacion continua y eficiente las posibilidades reales de
esta nueva alternativa de xenoinjerto; objetivo que solo
se lograra con un estimulo adecuado que permita la
realizacion de estudios como el presente.

Debe tomarse en cuenta el hecho de que la mayoria
de los injertos de origen comercial poseen un alto costo
y son de dificil acceso, por lo que alternativas como la
que actualmente presentamos son cada dia mas vale-
deras y necesarias en nuestro medio.

Es prioritaria la asignacion de profesionales capaci-
tados y recursos técnicos adecuados gue permitan im-
pulsar el estudio biomecanico e histopatoldgico de este
tipo de injerto alternativo, aun desconocido en la mayo-
ria de los paises del mundo.

Se debe transformar el hueso de carbonato, a trifos-
fato de calcio, a fin de incrementar la dureza del mate-
rial resultante. Todo ello de acuerdo a tratamiento ter-
moquimico adicional, ya conocido.

Iniciar estudios de viabilidad en humanos, tanto de
la forma actual de carbonato de calcio como la hidro-
xiapatita que pueda derivarse de su transformacion
guimico-térmica.

ANEXOS

_ ~ ANEXO|I
RADIOLOGIA DEL FEMUR OSTEOTOMIZADO SIN INJERTO
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~ ANEXOl
DETALLE RADIOLOGICO DEL FEMUR OSTEOTOMIZADO
SIN INJERTO
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) ANEXO n
DETALLE RADIOLOGICO DEL FEMUR OSTEOTOMIZADO
CON INJERTO

ANEXO IV
RADIOLOGIA DEL FEMUR OSTEOTOMIZADO
CON INJERTO

ANEXOV

RADIOLOGIA DE LA FRACTURA PRODUCIDA EN FEMUR

OSTEOTOMIZADO SIN INJERTO

ANEXO VI

RADIOLOGIA DE LA FRACTURA PRODUCIDA EN FEMUR

OSTEOTOMIZADO CON INJERTO
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