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RESUMEN

El tejido 0seo estd constituido por células especializadas, matriz organica y fase
mineral. Es dindmico ya que esta en constante renovacion y es uno de los pocos tejidos del
organismo capaz de regenerar tras una lesion.

Por otro lado, existen patologias 6seas como el Radius curvus y la displasia de
cadera, entre otras, en cuyos tratamientos se requiere realizar una ostectomia, es decir,
retirar un trozo de hueso con el fin de retardar la regeneracion 6sea. Pero, estos tienen la
desventaja de ser muy invasivos, convirtiéndose en procedimientos agresivos, aumentando
las posibilidades de infeccion, inflamacién, dolor y lenta recuperacion del paciente.

Con la finalidad de evitar el uso de este método y mejorar las técnicas quirdrgicas
actualmente utilizadas para solucionar estas patologias osteoarticulares, se utiliz6 la
membrana de céscara de huevo de gallina como material inhibidor de la regeneracion dsea.
La membrana de cascara de huevo esta constituida por colageno tipo I, V y principalmente
por colageno tipo X, al cual se le atribuye el rol inhibidor de la mineralizacion.

Los resultados de las evaluaciones de los implantes de membrana de céscara de
huevo tanto en tejido subcutdneo como hueso ulnar, indican que la membrana implantada
no es reabsorbida ni presenta respuesta a cuerpo extrafio hasta por lo menos la octava
semana. La reaccién inflamatoria y la fibrosis se van incrementando con el transcurso de
las semanas hasta producirse reaccion de rechazo ya alcanzada la décimo sexta semana. Se
observo escasa 0 nula neoformacion 6sea en las muestras implantadas.

Se sugiere que la membrana de céascara de huevo es capaz de inhibir la regeneracion

Osea.



SUMMARY

The bone tissue is constituted so much by specialized cells, organic matrix and
mineral phase. It is dynamic since it is in constant renovation and it is one of the few tissues
of the organism which is able to regenerate after an injury.

On the other hand, bone pathologies exist, like the Radius curvus and the hip
dysplasia, among others, where it is required to carry out an ostectomy, that is to say, to
retire a bone piece to avoid or slow down bone regeneration. But these treatments have the
disadvantage of being very invasive, since they may become aggressive procedures,
increasing the possibilities of infection, inflammation, pain and slow recovery of the
patient.

In order to avoid the use of this method and improve the surgical techniques used
currently to solve those osteoarticular pathologies, the inner eggshell membrane is used as
an inhibiting material for bone regeneration. The eggshell membrane is constituted by type
I, V, and mainly by type X collagen, which is attributed the inhibiting roll of the
mineralization.

The results of the evaluations of the eggshell membrane implants in subcutaneous
tissue and ulnar bone, indicate that the implanted membrane is not reabsorbed and does not
present foreing body response at least at the eighth week. The inflammatory reaction and
the fibrosis increase with the course of the weeks until a complete rejection is observed at
the sixteenth week. New bone formation was not observed in the implanted samples. It is
suggested that the eggshell membrane is able to inhibit bone regeneration.



INTRODUCCION

El hueso es uno de los pocos tejidos capaz de regenerarse, es asi como naturalmente
y en forma constante va formando nuevo tejido 6seo que luego es remodelado, esto
producto de las numerosas microfracturas que van ocurriendo con el movimiento y el
ejercicio. Pero, en ciertos casos patologicos, como fracturas producidas por traumas, se
hace necesaria la intervencion médica. Esto ha llevado a la ingenieria de los materiales a
desarrollar numerosos e innovadores productos biocompatibles para la realizacion de
implantes y nuevos métodos enfocados a favorecer la regeneracion Osea en patologias
osteoarticulares tanto en humanos como en animales.

Sin embargo, existen ciertas patologias dseas como la displasia de cadera y Radius
curvus, entre otras, en las cuales como parte de su tratamiento se requiere realizar una
ostectomia, es decir, retirar un trozo de hueso y asi evitar o retardar la regeneracion 0sea.
Un ejemplo de esto lo constituye la ostectomia de cabeza y cuello femoral para los casos de
displasia de cadera, con el fin de lograr una pseudoartrosis al permitir que el espacio
articular sea ocupado por tejido fibroso. Y en el caso del Radius curvus, la ostectomia ulnar
para desestresar y proporcionar libertad de crecimiento al radio y permitir que éste vuelva a
su aplomo normal.

Pero esta técnica tiene la desventaja de ser muy invasiva, ya que requiere de la
intervencion de otros sitios del organismo, removiendo tejidos para interponer entre los
cabos 6seos. Por lo tanto, es un procedimiento agresivo, que aumenta las posibilidades de
infeccion, inflamacion, dolor y un tiempo mas prolongado para la recuperacion.

Para evitar el uso de este método, se requiere contar con un material que impida o
retarde la regeneracién 6sea y que sea reabsorbible a mediano o largo plazo, sin la
necesidad de una ostectomia.

Es asi como la membrana de cascara de huevo se convierte en un interesante y
prometedor biomaterial para ser usada con estos fines, ya que posee muchas ventajas, entre
ellas, ser muy disponible, biocompatible y ser un material de desecho, obteniéndose a bajo
costo. Ademas, se ha evidenciado que el colageno tipo X presente en la membrana de
cascara de huevo, es capaz de inhibir la mineralizacion, formando &reas protegidas del

depdsito mineral y por lo tanto actuaria impidiendo la regeneracion oOsea.



El conocimiento del rol de la membrana de cascara de huevo en la regeneracion
Osea Yy tejidos adyacentes, nos podria permitir proponer una metodologia innovadora,
eficiente y menos invasiva, de posible aplicacion, para tratar aquellas patologias
ortopédicas que requieran el retardo de la regeneracion Osea.

Por los antecedentes anteriormente expuestos y, dada la importancia de los
potenciales beneficios de este biomaterial, parece interesante saber que efectos tiene la
membrana de cascara de huevo en la regeneracion de huesos largos y en el tejido
subcutaneo, en un modelo animal como el conejo y la rata, para asi en el futuro poder

incluso introducir esta técnica en otras especies animales.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy vascularizado e inervado, que
esta estructurado en laminillas de matriz osteoide calcificada. Su unidad estructural es la
osteona y esta formado por células especializadas, matriz orgénica y fase mineral. Entre las
células dseas, podemos decir que coexisten varios tipos celulares, como células
mesenguimales pluripotenciales indiferenciadas, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. La
matriz organica o sustancia osteoide esta formada fundamentalmente por proteinas, entre
las que destaca el coldgeno (90%), sobre todo tipo | (>95%), tipo V (<5%) y pequefias
proporciones de colageno tipo Il y tipo XII, como también otras proteinas no colagenas,
como proteoglicanos y glicoproteinas, entre otras. EI componente mineral del hueso esta
formado por calcio, fosfato y carbonato en forma de pequefios cristales de hidroxiapatita, y
en menor proporcion otros minerales (Ferndndez-Tresguerres et al., 2006).

El hueso es un tejido dindmico en equilibrio, ya que esta en constante formacién y
reabsorcion permitiendo su renovacion en condiciones normales (Fernandez-Tresguerres et
al., 2006). Ademas, es uno de los tres tejidos del organismo capaz de regenerarse tras una
lesion (Caplan, 1990), es decir, la formacion de hueso nuevo que, tras un proceso de
remodelado, sea idéntico al preexistente (Behn, 1993); a diferencia de la reparacion, donde
el tejido que se forma es un tejido cicatricial, con caracteristicas diferentes al original
(Fernandez-Tresguerres et al., 2006; Dasso et al., 1998).

Basicamente, la curacion de una fractura comprende tres etapas, la primera es una
fase inflamatoria, luego una reparativa y por Gltimo la fase de remodelacion (Cruess y
Dumont, 1985).

Ocurrido un trauma o fractura, se forma un coagulo que interrumpe la nutricién de
los osteocitos, produciéndose la muerte de los mismos. El dafio del tejido adyacente,
periostio y 0 médula, da lugar a la fase inflamatoria, con la consecuente vasodilatacion,
exudacion de plasma, edema en la region de la fractura e invasion de células inflamatorias,
como polimorfonucleares y macréfagos. Pronto se inicia la fase reparativa, en la cual el
hematoma se organiza y se forma tanto cartilago como hueso primario en el subperiostio.
El hematoma inmoviliza la fractura, permitiendo la actividad de células reparativas que son

de origen mesenquimal pluripotenciales, y a través de sefiales moleculares se promueve la



diferenciacion de ellas hacia células endoteliales, fibroblastos, condroblastos y osteoblastos,
dando origen a un nuevo tejido fibrovascular, que reemplazara al coégulo inicial. El
ambiente alrededor de la fractura es acido, pero el pH se vuelve paulatinamente neutro y
finalmente alcalino. El periostio forma inmediatamente hueso, con la participacion de
células mesenquimales. Las células reparativas y brotes capilares entran a la zona de
fractura. El origen de los vasos puede ser desde el periostio como desde los lugares
sobrevivientes. Luego se forma el callo, que esta constituido por tejido fibroso,
cartilaginoso y hueso inmaduro, otorgando a la zona mayor estabilidad. Posteriormente se
inicia el ingreso de osteoblastos. El inicio de la aparicion de mineral ocurre por la
interaccion de calcio, fésforo y aminoacidos especificos. El resultado son fibras de
colageno organizadas sobre las cuales se depositan cristales de hidroxiapatita. La
inmovilizacion es cada vez mayor. La fase de remodelacion, es prolongada, y esta
comandada por la reabsorcion osteoclastica, dejando un trabeculado que luego es invadido
por osteoblastos (Cruess y Dumont, 1985).

Histologicamente, durante la fase de regeneracion Osea luego de ocurrida una
fractura, es posible observar formacion de neo hueso en forma de islotes que luego son
removidos y reemplazados por hueso definitivo mediante remodelacion osteocléstica
(Gartner et al., 2002).

Radiograficamente es posible observar la regeneracion désea a través de placas,
pudiendo evidenciar la formacion de callo 6seo primario, aumento de la radiodensidad 6sea
en el sitio de la lesion y continuidad de las corticales diafisiarias (Morgan y Leighton,
1995).

La curacion de una fractura, estd influenciada tanto por factores locales como
sistémicos. Dentro de los primeros, se encuentra el grado del trauma local, y la zona
afectada. Dentro de los factores sistémicos podemos nombrar, la edad del paciente, los
efectos hormonales, el ejercicio y estrés local, el grado de pérdida de hueso, el tipo de
hueso comprometido, el grado de inmovilizacion, infecciones, malignidad local, entre otras
(Cruess y Dumont, 1985).

En ciertos casos, como fracturas producto de un trauma, se hace necesaria su
intervencion médica. Esto ha llevado al desarrollo de la ingenieria de los materiales a

introducir el empleo de numerosos e innovadores productos para la realizacion de implantes



e injertos y nuevos métodos enfocados a favorecer la regeneracion dsea, pero todos ellos
son relativamente caros. Debido a esto, los investigadores han enfocado sus esfuerzos en el
desarrollo de nuevos materiales biocompatibles de origen animal (Durmus et al., 2003;
Pérez, 1993). La biocompatibilidad es la habilidad que tiene un material, injerto o
dispositivo, de conducir a una respuesta apropiada por parte del receptor. Se debe
determinar que no presente dafios potenciales, para esto resulta necesario conocer sus
componentes y realizar una serie de pruebas (Anderson y Schoen, 2004).

Un ejemplo de métodos favorecedores de la regeneracion dsea lo constituye la
técnica de regeneracion de hueso en forma guiada (RHG). Esta técnica, primero descrita
por Nyman et al., (1982), consiste en favorecer la regeneracion 6sea usando un sustrato
para ello y una membrana que actle como barrera a través de la inhibicion de la infiltracion
de tejidos blandos, ya que la presion que éstos ejercen sobre el hueso es la mayor
complicacion para una eficiente regeneracion dsea. Este estudio fue realizado en defectos
craneales en conejos, cuyos defectos fueron rellenados con polvo de cascara de huevo de
avestruz como sustrato para dicha regeneracion y luego aplicada la membrana de céascara de
huevo como barrera o frontera. Asi, la membrana de cascara de huevo ayudaria a que los
tejidos blandos no interfieran en el proceso de regeneracion de los defectos, obteniéndose
resultados satisfactorios. Ademas, se evidencié que la membrana de cascara de huevo de
avestruz posee la mayoria de las propiedades fisicas requeridas para RHG. Entre ellas esta
la rigidez, que es fundamental en el éxito de la regeneracién, otorga minimo efecto de
cuerpo extrafio y su tratamiento con glutaraldehido al 2,5% aumenta la union y mejora la
rigidez, disminuyendo la degradacion e inflamacion, mientras que el tratamiento enzimatico
tiene los efectos contrarios (Durmus et al., 2003).

La cascara del huevo posee muchas ventajas, como por ejemplo, ser cortada
facilmente, de facil esterilizacién sin que se produzcan alteraciones bioldgicas, ser muy
disponible y biocompatible como sustituto de hueso (Dupoirieux, 1999).

Tambien se han usado membranas no bioabsorbibles como la membrana de titanio y
de politetrafluoroetileno (e-PTFE), pero requieren de una segunda etapa quirurgica. Es por
esto que se prefieren las membranas bioabsorbibles (colageno, cartilago, membrana y
cascara de huevo, entre otras), aunque éstas también pueden causar problemas dependiendo

de su origen. Por ejemplo, el uso de membranas de coldgeno puede dar como resultado



alguna reaccion inflamatoria o inmunoldgica dependiendo de las proteinas constitutivas,
pero, es poco probable ya que el colageno posee baja inmunogenicidad. Se debe evitar el
uso de membranas biologicas de origen bovino por el riesgo de transmision de la
encefalopatia espongiforme bovina (EEB). Tejidos de otras especies animales pueden ser la
solucién ya que esto no se ha visto en las aves, por eso el uso de cascara de huevo y su
membrana como material bioabsorbible ha sido usada en investigacion (Durmus et al.,
2003).

Las principales caracteristicas que debe tener una membrana para una adecuada
recuperacion es ser rigida debido a que su rol fundamental es mantener el espacio para que
el codgulo de sangre sea progresivamente reemplazado por hueso, ademas la membrana
debe ser oclusiva para prevenir interposicion de tejido fibroso que interfiera con las células
osteogénicas (Dupoirieux et al., 2001).

Al comparar la eficiencia de tres tipos de membranas para RHG, entre ellas una no
reabsorbible de politetrafluoroetileno (PTFE), otra reabsorbible de poliglactina y de
colageno de membranas hidrolizadas de cascara de huevo de gallina, los mejores efectos se
obtuvieron con la no reabsorbible a pesar de que requiere de una segunda cirugia. Los
resultados obtenidos con la membrana de colageno desde membranas hidrolizadas de
cascaras de huevos aviares, no fueron satisfactorios para RHG, ya que se evidencié minima
regeneracion ésea (Dupoirieux et al., 2001).

Se han usado diferentes materiales para la realizacion de implantes como sustituto
6seo, entre ellos, los no reabsorbibles como el titanio y el PTFE citados anteriormente, pero
se prefieren los materiales compositos bioabsorbibles que consisten en la mezcla de un
fosfato célcico (hidroxiapatita) con algun polimero absorbible como el quitosano, colageno
hidrolizado, polilactonas o acido poliglicélico. El quitosano que es un polisacarido
biodegradable y semicristalino, resultado del tratamiento de la quitina, obtenida del
exoesqueleto de crustaceos marinos, también ha sido probado en animales y se ha
encontrado que es altamente biocompatible y que es un prometedor biomaterial, ya que es
un acelerador de la curacion de heridas, otorga minimo efecto inflamatorio, estimula la
normal angiogénesis, posee alto grado de incorporacion y presenta estabilidad por lo menos

de tres meses en implantes in vivo (Vande Vord et al., 2002).



Los implantes no reabsorbibles pueden impedir la recuperacion normal en el sitio de
implantacion, mas aun si son materiales porosos. Por otro lado, los materiales densos son
menos propensos a la reabsorcion en comparacion que los porosos. Pero la falta de
porosidad previene la invasion de red fibrovascular la que puede anclar el implante hacia el
tejido bajo él (Dupoirieux, 1999).

Al probar nuevos injertos o dispositivos, se hace necesario considerar la magnitud
del defecto a utilizar, entre otros aspectos. Como ejemplo, se ha establecido que al realizar
cortes de seis milimetros de ancho en hueso craneano en ratas e injertarlos con membrana
de céscara de huevo de gallina, se obtiene minima regeneracion dsea. En este caso, el
tamafio del defecto utilizado es critico, ya que no recupera espontaneamente en la vida del
animal y el hueso calvario es selectivo para la regeneracion 6sea, debido a la baja irrigacion
y a la estructura, lo que impide la recuperacion natural. Por lo tanto, los resultados de este
estudio no son consistentes (Dupoirieux et al., 2001).

Por otra parte, existen ciertas patologias éseas como el Radius curvus y la displasia
de cadera, entre otras, en las cuales como parte de su tratamiento se requiere realizar una
ostectomia, es decir, retirar un trozo de hueso y asi evitar o retardar la regeneracion dsea. A
continuacidn se explicara la génesis, desarrollo y tratamiento del Radius curvus. (Degner,
2004; Newton, 1985; Schepler y Kennel, 2004).

En condiciones normales, el crecimiento longitudinal de los huesos largos en perros,
estd comandado por las placas de crecimiento situadas en los extremos de las diafisis de los
huesos que se encuentran en animales menores de un afio. La mayor parte del crecimiento
ocurre entre los cuatro y ocho meses de edad y generalmente al afio las placas de
crecimiento se cierran, no son visibles en radiografias y por lo tanto el animal cesa su
crecimiento. La placas de crecimiento son mucho mas propensas a lesiones que otras partes
del hueso (Degner, 2004). La placa de crecimiento distal ulnar, es conica y crece mas
activamente que la del radio (Newton, 1985).

Bajo condiciones fisioldgicas, las placas de crecimiento distales, tanto de la ulna
como del radio, son responsables de aproximadamente el 80% de su crecimiento, por lo
tanto si cualquiera de ellas es afectada por un trauma, detendran su crecimiento
(Milovancev y Ralphs, 2004).



La mayoria de las alteraciones de las placas de crecimiento ulnares distales, son
originadas por un trauma. Si un trauma afecta solo a la ulna en un animal a temprana edad,
la placa de crecimiento ulnar distal cerrara, cesara su crecimiento y no crecera a su longitud
apropiada, sin embargo, el radio continuard haciéndolo. Este crecimiento desigual puede
forzar al radio a arquearse. Esta es la patologia llamada Radius curvus, deformidad angular
del miembro o encierro prematuro ulnar, que es una de las patologias m&s comunes radio-
ulnares. EI animal llevard el peso hacia el miembro afectado, provocando dolor,
incongruencia del codo y cojera. Esto da como resultado un carpo torcido (Degner, 2004;
Newton, 1985; Schepler y Kennel, 2004).

La deformidad comienza con el acortamiento ulnar, debido a su retardado
crecimiento, el radio se arquea craneo medialmente, forzando al miembro a desviarse
lateralmente. El radio comienza a rotar externamente y con ello se produce la rotacion
externa de la mano. La ulna acortada comienza a subluxarse. Cuanto mas temprano ocurra
el cierre de la epifisis distal de la ulna, mayor sera la deformidad (Newton, 1985).

El diagndstico definitivo requiere de radiografia, exploracion con TAC, o
resonancia magnética (Schepler y Kennel, 2004).

La severidad de la desviacion y la técnica usada para la correccion de ella, dependen
de la lesion y de la edad del animal. Cuando se reconoce en un animal inmaduro, ain con
potencial crecimiento, el tratamiento es profilactico, es decir minimizar la deformidad
mientras madura, esto puede llevar a maltiples cirugias. Si se trata de un animal viejo y se
reconoce el problema, éste puede ser totalmente corregido. Pero si se espera que el animal
madure sin ninguna correccion, puede llevar a subluxacion o luxacion del codo o carpo
(Newton, 1985).

El tratamiento temprano puede conservar la articulacion normal del codo y reducir
al minimo la curvatura del radio. La seccidn ulnar es la medida mas eficaz y por lo tanto la
mas usada. El tratamiento quirdrgico establece realizar una ostectomia de ulna de 5mm a
1cm aproximadamente para desestresar al conjunto radio-ulna e impedir que se produzca
regeneracion de la ulna permitiendo de esta manera que el radio pueda crecer en forma
normal quitando la restriccidon que hace la ulna sobre él (Newton, 1985).

Si el perro ain esta en crecimiento y el carpo no se ha torcido mas de 25°, entonces

se secciona la ulna para que el miembro crezca derecho. Pero, si el perro ya detuvo su



crecimiento, tanto el radio como la ulna se deben seccionar; adicionalmente debe usarse un
fijador circular para mantener los huesos alineados y asi tener mayores posibilidades de
correccion (Degner, 2004). Sin embargo, el cuidado postoperatorio y la recuperacion son
dificiles y muy prolongados (Schepler y Kennel, 2004).

Por lo general, los tratamientos que actualmente se practican para solucionar
aquellas patologias dseas en las cuales se requiere retardar o evitar la regeneracion, tienen
la desventaja de ser muy invasivas ya que se requiere de la intervencion de otros sitios del
organismo removiendo tejidos, pudiendo ser tejido muscular o adiposo, para interponer
entre los cabos ostectomizados (Preston et al., 2001). Por lo tanto se convierte en un
procedimiento agresivo, aumentando las posibilidades de infeccion, con la consecuente
respuesta inflamatoria, dolor y lenta recuperacion del paciente (Newton, 1985; Schepler y
Kennel, 2004).

Para evitar el uso de este método, se requiere contar con un material que impida o
retarde la regeneracion Osea y que sea reabsorbible a mediano o largo plazo, sin la
necesidad de una ostectomia. Es asi como la membrana de cascara de huevo se ha
convertido en un buen candidato para ser usada con estos fines, ya que posee la ventaja de
ser biocompatible y bioabsorbible, ademas de tener alta disponibilidad y ser un material de
desecho por lo que se obtiene a bajo costo (Dupoirieux, 1999).

La membrana de cascara de huevo estd constituida por colageno tipo I, V y
principalmente por colageno tipo X, ademas, algo de queratan sulfato (Arias et al., 1991 ay
b). La membrana de céscara de huevo de gallina no se calcifica naturalmente, pero es la
base de la mineralizacion dirigida para la formacion de la cascara. Asi, el carbonato de
calcio se deposita en las mamilas de la parte externa de la membrana. Si bien es cierto, la
membrana no mineraliza, posee el control para la formacion de la cascara. Esto dltimo se
demuestra al poner una membrana de cascara de huevo sobre una concha de caracol rota y
se evidencia que mineraliza de acuerdo a una céscara de huevo y no a una concha de
caracol (Meenakshi et al., 1974).

El rol del colageno tipo X en la mineralizacion experimental de membranas de
cascaras de huevo de gallina también ha sido estudiada. Se postula que el colageno X ejerce
un importante control de las ultimas etapas de la formacién endocondral de hueso, pero el

mecanismo propiamente tal se desconoce. Los resultados del cultivo de células



osteogénicas de calvaria de embridon de pollo sobre membrana de cascara de huevo de
gallina, indican que los dominios no helicoidales del colageno X de las membranas de
cascaras de huevo son capaces de inhibir la mineralizacion y asi formar fronteras de areas
protegidas del deposito mineral. Sin embargo, estos dominios son susceptibles de ser
removidos a través de tratamiento enzimatico con pepsina y entonces poder llevar a cabo la
mineralizacion (Arias et al., 1997).
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HIPOTESIS

Considerando que el coldgeno X presente en la membrana de céscara de huevo,
inhibe su mineralizacion, asi como la mineralizacién mediada por células osteogenicas, su

interposicion experimental en la ulna osteotomizada deberia inhibir la regeneracion dsea.

OBJETIVO GENERAL

- Demostrar que la membrana de cascara de huevo inhibe la regeneracion 6sea y

determinar posibles procesos inflamatorios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Probar la respuesta inflamatoria a membrana de cascara de huevo en el tejido
subcutaneo a diferentes tiempos.

- Probar el rol inhibidor del colageno X, presente en la membrana de la cascara del

huevo, en la regeneracion 6sea a distintos tiempos.
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MATERIAL Y METODOS

Material

A. Membranas de cascaras de huevos de gallina

La preparacion de las membranas se llevé a cabo bajo camara de flujo laminar,
donde 24 huevos de gallina fueron vaciados y lavados, llenados con &cido acético al 1%,
dejando actuar por 10 minutos para luego extraer las membranas de las cascaras de huevos,
las cuales fueron lavadas, secadas y cortadas de un tamafio de 2x2cm aproximadamente.
Posteriormente, las membranas se colocaron en bolsas de esterilizacion individuales y
fueron expuestas a Oxido de Etileno por 24 horas a temperatura ambiente. Finalmente se

dejaron aireando por 72 horas.

B. Animales
e Ratas:

Se utilizaron 10 ratas Ratus ratus (Sprague-Dawley), machos, de 200 a 300 g,
divididas en 5 grupos de 2 individuos cada uno, fueron evaluadas en pares las semanas 1, 2,
4, 8 y 16 post implante. Se mantuvieron en jaulas en grupos de 2 individuos y se
alimentaron con pellet y agua de bebida ad libitum.

Las ratas se usaron siguiendo la norma ISO 10993, que protocoliza la evaluacion

bioldgica de dispositivos médicos.

e Conejos:

Se utilizaron 10 conejos Oryctolagus cuniculus (Blanco Neocelandés), machos,
entre 3 a 5 meses de edad, de 3,0 a 3,5 kg, divididos en 5 grupos de 2 individuos cada uno,
fueron evaluados en pares las semanas 1, 2, 4, 8 y 16 post implante. Ademas, se utiliz otro
individuo representando el tiempo 0. Se mantuvieron en jaulas individuales y se
alimentaron con pellet y agua de bebida ad libitum.

Se uso este modelo animal, debido al tamafio del defecto 6seo a realizar en cada una

de las ulnas.
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Métodos
A. Procedimiento de implante de membranas

e Pruebas de membranas in vivo en subcuténeo de ratas:

Se trabajé bajo protocolo anestésico mediante Ketamina-Diazepam en dosis de
75mg/kg y 5mg/kg i.p. respectivamente (Cutter, 2004). Se depilé el sitio de incision y
desinfectd con Clorhexidina 0,5%. Se realizaron 4 incisiones sagitales de 1cm sobre el
lomo, formando bolsillos subcutdneos mediante debridacion roma. En 2 de los bolsillos se
colocaron las membranas tratadas, fijandolas mediante sutura de nylon 4/0, para
posteriormente cerrar piel con el nylon mencionado a través de puntos simples discontinuos
(experimental). Los 2 bolsillos restantes fueron cerrados sin membrana en el subcutaneo

(control).

e Pruebas de membranas in vivo en osteotomia de ulna de conejos:

Se trabajé bajo protocolo anestésico general, que consistié en la sedacién con una
asociacion de acepromacina (Acedan)-Atropina en dosis de 0,05mg/kg y 0,01mg/kg i.m.
respectivamente, para luego inducir y mantener anestesia inhalatoria mediante Isofluorano
(Cutter, 2004). Se depild la zona de la diafisis del segmento radio-ulnar derecho e izquierdo
y desinfectd con Clorhexidina 0,5%. Se realizé una incision longitudinal de 3cm tanto en
piel como en el tejido muscular hasta llegar a hueso. En seguida, se realizd una osteotomia
total transversal en una de las ulnas de cada conejo con sierra oscilatoria de 0,5mm de
grosor y se interpuso la membrana de cascara de huevo previamente tratada, fijandola al
periostio mediante sutura de nylon 4/0 (experimental). En la otra ulna, se realiz6 el mismo
procedimiento, pero no se interpuso nada entre los cabos osteotomizados (control).
Posteriormente, se procedid a suturar tanto tejido muscular como subcutaneo con sutura
reabsorbible de acido poliglicélico 4/0 con punto simple discontinuo, para luego cerrar piel
con nylon 4/0 con el mismo punto. La seleccion de la ulna a implantar (izquierda o
derecha) se realiz6 en forma aleatoria. Como manejo post operatorio, cada conejo recibio
ketoprofeno (Ketofen 1%) en dosis de 1mg/kg i.m. durante 3 dias, esto para aliviar el dolor
e inflamacion. Ademas los conejos fueron inyectados con oxitetraciclina (Oxilen 20%) en
dosis de 25mg/kg i.m. partiendo el dia 0 (dia de la cirugia) y luego cada 7 dias hasta su

eutanasia (Frisch et al., 1998).
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B. Andlisis descriptivo o cualitativo

e Evaluacion histologica:
I. Subcutaneo

Se realiz6 eutanasia de los pares de ratas en las semanas 1, 2, 4, 8 y 16 post
implante, mediante una camara saturada de anhidrido carbénico (CO,) y luego inyectados
con una solucion de Cloruro de Potasio al 20% via intra-cardiaca.

Se tomaron muestras de los bolsillos subcutaneos del lomo de cada rata. Las
muestras fueron fijadas en formalina 10% durante aproximadamente una semana, luego
lavadas por dos dias. Posteriormente se procesaron bajo técnica histolégica de rutina. Para
esto se deshidrataron gradualmente con alcohol en concentracion ascendente, para luego
ponerlas en xilol, enseguida se realizé la inclusion en parafina quedando bloques aptos para
su corte de 5um de espesor siendo posteriormente pegados en un portaobjeto. A
continuacion se realizo el proceso inverso, pasando las muestras primero por xilol, alcohol
y agua, para finalmente tefiirlas, tanto con Hematoxilina Eosina (H-E) como con Mallory
(M).

Asi las muestras fueron analizadas bajo microscopio para determinar posibles
procesos inflamatorios, neoformacion 6sea o cartilaginosa, reabsorcion o integridad de la
membrana, vascularizacion o posible fibrosis de la zona intervenida.

Para esto se digitalizaron las imagenes correspondientes en aumentos 4x, 10x, 20x
y 40x con una resolucion de 512 x 480 pixeles, mediante una videocdmara digital (Cool
Snap-Pro CF, Media Cybernetic, USA) montada en un microscopio optico cientifico
(Nikon Eclipse E-600) y conectada a una computadora con un software morfométrico
(Image Pro-Plus, Media Cybernetics, USA).

Se describieron y cuantificaron los cambios inflamatorios considerando la
intensidad de la inflamacion a través del grado de infiltracién celular del sector
comprometido, midiendo el area infiltrada en pm? en aumento de 10x en las muestras
tefiidas con H-E (figuras 1la y 1b). Esta medicion fue realizada a través del software antes
mencionado, que permite seleccionar un tipo celular y darles un color (rojo) que permite
medir el &rea ocupada por ellas.

En el caso de la fibrosis, se midi6 la severidad o grado segun el grosor de la capa

fibrotica expresada en pum, alrededor de la membrana de cascara de huevo implantada y en
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el caso del control, el grosor de la capa fibrdtica en la zona debridada, en aumentos de 10x
en muestras tefiidas con M (figura 2). Esta medicion también fue realizada a través del
software morfométrico.

Figura la. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata con implante
de membrana de cascara de huevo (m). Proceso inflamatorio (i)

alrededor del implante. Hematoxilina-Eosina, 10x.

Figura 1b. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata con implante de
membrana de cascara de huevo (m). Area conformada por células
inflamatorias tefiidas de color rojo con software morfométrico (s).

Hematoxilina-Eosina, 10x.
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Figura 2. Corte histologico de tejido subcutaneo de rata con implante de

membrana de cascara de huevo (m). Medicion del grosor de la fibrosis
(c) entre el tejido muscular (u) y el implante de membrana con software
morfométrico. Mallory, 10x.

I1. Ulnares

Se realizé eutanasia de los pares de conejos en las semanas 1, 2, 4, 8 y 16 post
implante, mediante induccion anestésica (Isofluorano) y luego se inyectaron con una
solucion de cloruro de potasio al 20% via e.v. Ademas se considerd un individuo para el
tiempo cero de la osteotomia y tiempo cero sin osteotomia.

Se extrajeron las ulnas de cada conejo, para ser cada una dividida en dos partes
iguales a través de un corte sagital. Una de las mitades constituye una muestra histoldgica,
la cual fue fijada en una solucién de formalina 10% aproximadamente por una semana, para
su posterior lavado por dos dias. Luego se descalcificaron con acido formico 10% por diez
dias, y finalmente fueron lavadas durante cuatro dias para ser procesadas bajo técnica
histoldgica de rutina de forma similar a lo realizado con el tejido subcutaneo de ratas.
Fueron cortadas en forma longitudinal en cortes de 5um de espesor y tefiidas con Mallory.
Asi las muestras de ulnas fueron analizadas bajo microscopio, para evidenciar la presencia
0 ausencia de neoformacidn 6sea y continuidad de cabos osteotomizados en cada una de las
muestras, tanto en las muestras experimentales como en las controles.

Se digitalizaron las imagenes correspondientes en aumentos 4x, dado el tamafio de
las preparaciones, con una resolucion de 512 x 480 pixeles, mediante una videocamara
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digital (Cool Snap-Pro CF, Media Cybernetic, USA) montada en un microscopio optico
cientifico (Nikon Eclipse E-600). Ademas, se fotografiaron con una camara digital (Nikon

Coolpix 5200), directamente desde el lente del microscopio en aumentos 4x, 10x y 40x.

e Evaluacion imagenologica:

Se tomaron radiografias del segmento radio-ulnar izquierdo y derecho de cada
conejo, las semanas 1, 2, 4, 8 y 16 post implante, para determinar la presencia o ausencia de
continuidad de corticales diafisiarias 0 union de cabos, reaccion periosteal y/o endosteal,
linea de fractura, remodelacion dsea y evaluacion de tejidos blandos. Ademas se radiografié
el tiempo cero de la osteotomia y el tiempo cero sin osteotomia. La técnica radiografica fue
de 46 kiloVolts, 100 miliAmperes y 0,12 segundos de tiempo de disparo.

Las radiografias fueron observadas en negatoscopio y fotografiadas con una camara
digital (Nikon Coolpix 5200).

e Evaluacion por Microscopia de Fluorescencia:

La otra mitad de la ulna, fue sometida a un fijador rapido, ALFAC, compuesto por
5ml de formol 100%, 5ml de acido acético 100% y 100ml de alcohol etilico 100%, por una
semana aproximadamente. Posteriormente fueron deshidratadas en alcohol 100% por dos
dias. En seguida, cada mitad ulnar fue colocada en un tubo Eppendorf de 2ml para ser
impregnadas en Lowicryl puro por 48 horas a 4° C, realizando dos cambios. Posteriormente
las muestras se incubaron durante 7 dias a 4° C en una nueva mezcla de Lowicryl. Se
realiz6 la inclusion en Lowicryl nuevo que se polimerizd por 24 horas a temperatura
ambiente con luz UV.

Cada mitad de ulna incluida en el molde de Lowicryl ya polimerizado fueron
sacadas de cada Eppendorf y puestas en moldes de silicona envaselinados para ser rodeadas
con acrilico dental transparente autocurable Marche (Félix Martin y Cia. Ltda.). Se dejo
polimerizar durante diez minutos, para luego ser cortadas longitudinalmente en cortes de
1mm de espesor con cuchilla de diamante en una cortadora Isomet (Buehler), luego
pegadas a un portaobjeto con Eukitt (O. Kindler GmbH y Co.) para su posterior desgaste
con lija de agua de grano 400, 600 y 1200, Norton. Se analizaron por microscopia de

fluorescencia. En este Ultimo proceso se evidencié si hubo o no regeneracién o
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neoformacion dsea, ya que la tetraciclina inyectada semanalmente desde el primer dia de
cirugia, se fija a los tejidos en fase de calcificacion bajo la forma quimica del complejo
calcico llamado quelato, de gran estabilidad, y fluorescente al ser observada con luz UV
(llzarbe y Ortiz, 1995).

Se digitalizaron las imégenes con una cdmara digital (Nikon Coolpix 5200),

directamente desde el lente del microscopio de fluorescencia en aumento 4x y 10x.
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RESULTADOS

Resultados Histologicos

A. Prueba de membranas in vivo en subcutineo de ratas

Al implantar la membrana de céascara de huevo en el subcutaneo de rata, se observé
a la semana una inflamacién crénica con predominio de linfocitos y macrofagos, escasos
mastocitos y células gigantes (figura 3). Por su parte, la membrana de cascara de huevo (m)
se encontré encapsulada por diez capas de fibroblastos (f), se observo angiogenesis (a) y
fibroplasia que corresponde a una fase inicial de fibrosis (figura 4). Esto corresponde a una
intensidad de inflamacién de 109,23 pm? y una magnitud de fibrosis de 34,68 pum.

Por otra parte, el control al cual no se le implantdé membrana de cascara de huevo,
presentd una inflamacion cronica mayor con la presencia de algunos linfocitos, macréfagos
y polimorfos, y algunas fibras musculares condensadas y en degeneracion (d) (figura 5). La
capa muscular intervenida presenta un proceso de cicatrizacion con reemplazo de fibras
musculares por fibras colagenas (c), con pérdida de la continuidad normal del mdsculo
cutaneo. Se observo el tejido conectivo desplazado por fibroplasia (fibroblastos
organizados), iniciandose la fase reparativa y activacion de fibroblastos (ndcleos de
fibroblastos redondos) (figura 6). Esto corresponde a una intensidad de inflamacion de

262,07 pm? y una magnitud de fibrosis de 73,84 pm.
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Figura 3. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata con implante
(experimental) 12 semana post quirdrgica. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) rodeada de capas de fibroblastos (f).
Hematoxilina-Eosina, 10x.
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Figura 4. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata con implante

(experimental) 1% semana post quirdrgica. Se observa implante de
membrana de cascara de huevo (m), fibroblastos (f) y angiogénesis (a).
Mallory, 4x.
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Figura 5. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata sin implante
(control) 1% semana post quirdrgica. Presencia de fibras musculares
condensadas en degeneracion (d). Hematoxilina-Eosina, 10x.

Figura 6. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata sin implante

(control) 1% semana post quirdrgica. Se observan fibras colagenas (c)
reemplazando tejido muscular. Mallory, 4x.
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En la segunda semana posterior a la implantacion de la membrana, se observaron
células leucocitarias y escasa presencia de células gigantes debiéndose a una inflamacién
cronica. El implante de membrana de cascara de huevo (m) se encontrd intacto y dispuesto
en capas (figura 7), rodeado de tejido conectivo colagenoso (c), pero con menor cantidad de
fibroblastos (mas fibrético que fibroplasico), estando frente a un proceso fibrotico
establecido, por lo tanto, podemos decir que los fibroblastos demoran aproximadamente
una semana en producir su coladgeno (figura 8). Esto corresponde a una intensidad de
inflamacién de 126,55 um? y una magnitud de fibrosis de 51,32 pm.

Por su parte, el control durante la segunda semana post cirugia se mostré con un
mayor infiltrado de células inflamatorias que su par experimental, también se pudo notar la
presencia de algunos macrofagos (figura 9). Se observaron fibras colagenas (c) en la zona
muscular intervenida correspondiendo a un proceso reparativo ya instaurado (figura 10).
Esto corresponde a una intensidad de inflamacién de 204, 99 pum? y una magnitud de
fibrosis de 41,61 um.

Figura 7. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata con implante

(experimental) 2% semana post quirdrgica. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) dispuesta en capas. Hematoxilina-Eosina, 10x.
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Figura 8. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata con implante
(experimental) 22 semana post quirdrgica. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) dispuesta en capas rodeada de abundante tejido
colagenoso (c). Mallory, 4x.

Figura 9. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata sin implante

(control) 22 semana post quirurgica. Hematoxilina-Eosina, 10x.
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Figura 10. Corte histoldgico de tejido subcuténeo de rata sin implante

(control) 22 semana post quirldrgica. Se observa fibrosis (c) en la zona
intervenida. Mallory, 4x.

Ya alcanzada la cuarta semana post implante, se encontr6é un considerable aumento
en el ndmero total de células infiltradas con respecto a las semanas anteriores, con
predominio de linfocitos, macréfagos y un leve aumento de la cantidad de células gigantes.
El implante de membrana de céscara de huevo se observo integro en toda su extension
(figura 11). Ademas, se observo tejido colagenoso muy denso (c) en la zona intervenida y
en la membrana implantada, separandola en sus capas interna y externa (m). Las fibras
colagenas infiltradas pueden diferenciarse de las fibras coldgenas propias de la membrana
de céscara de huevo por el color azul al ser tefiidas con Mallory y su disposicion sin un
orden determinado (figura 12). Esto corresponde a una intensidad de inflamacién de
3285,53 um? y una magnitud de fibrosis de 45,09 pm.

Por otra parte, en el control se evidencid poca cantidad de células inflamatorias
observandose algunos macréfagos y abundantes vasos sanguineos (a) (figura 13). Se not¢ la
presencia de fibras colagenas (c) estableciéndose la fibrosis en la zona muscular
intervenida, correspondiendo a un proceso reparativo instalado. También fue posible
observar angiogenesis y fibroplasia (figura 14). Esto corresponde a una intensidad de
inflamacion de 250,53 pm? y una magnitud de fibrosis de 27,88 pm.
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Figura 11. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata con implante
(experimental) 4% semana post quirdrgico. Se observa implante de
membrana de cascara de huevo (m). Hematoxilina-Eosina, 10x.

Figura 12. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata con implante

(experimental) 4% semana post quirdrgica. Implante de membrana de
cascara de huevo separada en sus capas interna y externa. Se observa

gran cantidad de tejido colagenoso (c) denso. Mallory, 4x.
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Figura 13. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata sin implante
(control) 4% semana post quirdrgica. Se observan abundantes vasos
sanguineos (a) en la region intervenida. Hematoxilina-Eosina, 10x.

Figura 14. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata sin implante

(control) 42 semana post quirdrgica. Aumento de fibras colagenas (c)

alrededor del tejido muscular interrumpido. Mallory, 4x.
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En la semana ocho post implante, se encontr6 una disminucion en la cantidad total
de células infiltradas (i) en comparacion a la cuarta semana posterior a la implantacion de la
membrana, entre ellas se pudieron distinguir células gigantes, linfocitos, macréfagos y
plasmocitos, ubicadas entre las capas de la membrana de cascara de huevo (m) (figura 15).
Se observo la presencia de pigmentos hemosiderinicos y fibras colagenas (c) dentro y fuera
del implante (figura 16). Esto corresponde a una intensidad de inflamacién de 1815,49 pm?
y una magnitud de fibrosis de 32,83 um.

En el control se observd escasa cantidad de vasos sanguineos y pocas células
infiltradas alrededor del tejido muscular (u) y en toda el area intervenida (figura 17). Se
distinguieron fibras coldgenas muy densas (c) en zona muscular reparada, evidenciando un
proceso fibrotico (figura 18). Esto corresponde a una intensidad de inflamacion de 235,14

um? y a una magnitud de fibrosis de 5,11 pm.

Figura 15. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata con implante

(experimental) 82 semana post quirargica. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) y aumento en la cantidad de células infiltradas (i).

Hematoxilina-Eosina, 10x.
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Figura 16. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata con implante
(experimental) 8% semana post quirdrgica. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) y aumento de la fibrosis (c). Mallory, 4x.

Figura 17. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata sin implante

(control) 8% semana post quirdrgica. Escasa cantidad tanto de vasos
sanguineos como de células alrededor del tejido muscular (u).

Hematoxilina-Eosina, 10x.
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Figura 18. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata sin implante

(control) 8% semana post quirlrgica. Abundantes y densas fibras
coldgenas (c) en zona muscular (u) reparada, proceso fibrotico
establecido. Mallory, 4x.

En la décimo sexta semana post implante, se encontré un considerable aumento en
el numero total de células presentes, destacando la participacion de linfocitos y
plasmocitos. Por su parte, el implante de membrana de cascara de huevo (m) adn se observa
integro, pero se ha iniciado la degradacién de sus fibras coldgenas. Se observd la presencia
de células gigantes alrededor y dentro de la membrana de cascara de huevo provocando, al
parecer, una reaccion de rechazo hacia el implante (figura 19). Se encontrd poco tejido
fibrético alrededor y entre las capas de la membrana (c) (figura 20). Esto corresponde a una
intensidad de inflamacion de 5396,86 pm? y una magnitud de fibrosis de 13,03 pm.

En esta semana, en el control se observé una inflamacion crénica con un nimero de
células infiltradas mayor con respecto a los controles de las semanas anteriores y se
distinguio la presencia de células musculares picnéticas (células con nucleos centrales) (p)
(figura 21). Se advirti6 reparacion epitelial, fibras musculares continuas y degeneradas (d),
estranguladas por el tejido cicatricial; lo anterior se debi6 a una reparacion por primera
intencion (r) (figura 22). Esto corresponde a una intensidad de inflamacion de 478,19 pm?®y
a una magnitud de fibrosis de 24,83 um.
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Figura 19. Corte histoldgico de tejido subcutaneo de rata con implante
(experimental) 162 semana post quirudrgica. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) ya iniciada la degradacion de sus fibras colagenas.
Hematoxilina-Eosina, 10x.

Figura 20. Corte histolégico de tejido subcutédneo de rata con implante

(experimental) 16 semana post quirurgica. Implante de membrana de
cascara de huevo dispuesto en capas y denso tejido fibrético (c) entre

ellas. Mallory, 4x.
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Figura 21. Corte histoldgico de tejido subcuténeo de rata sin implante
(control) 162 semana post quirdrgica. Presencia de células musculares
picnéticas (p) y mayor ndmero de células inflamatorias. Hematoxilina-
Eosina, 10x.

Figura 22. Corte histolégico de tejido subcutaneo de rata sin implante

(control) 162 semana post quirdrgica. Fibras musculares continuas y
degeneradas (d), reparacion por primera intencion (r). Mallory, 4x.

31



B. Prueba de membranas in vivo en osteotomia de ulna de conejos

Al implantar la membrana de céscara de huevo entre los cabos osteotomizados de
ulna de conejo, la primera semana post implante se encontré la membrana (m) completa,
acompariada de tejido inflamatorio (i) y bien posicionada entre los cabos (j). Se observo
reaccion periostica y formacion de trabéculas osteogénicas en los extremos 4seos, no asi en
la zona intervenida. No hubo formacion de cartilago (figuras 23a 'y 23b).

Por otra parte, el control al cual no se le interpuso entre los cabos osteotomizados
membrana de cascara de huevo como implante, presentd formacion de callo primario
cartilaginoso (k), observandose también trabéculas oOseas (t) en el area afectada. Se
evidencio fuerte actividad osteoblastica osteogénica desde el periostio produciéndose
osificacion tanto directa como indirecta, la formacion de tejido cartilaginoso se encontro
predominantemente en fase proliferativa. Ademas se visualizaron fendmenos vasculares

como angiogenesis (figuras 24a y 24b).

Figura 23a. Corte histolégico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo con implante (experimental) 12 semana post quirudrgica.
Implante de membrana de cascara de huevo (m) y tejido inflamatorio (i)

a su alrededor. Mallory, 4x.
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Figura 23b. Corte histolégico longitudinal de ulna descalcificada de
conejo con implante (experimental) 12 semana post quirudrgica. Implante
de membrana de cascara de huevo (m) acompafiada de tejido
inflamatorio (i) ubicada entre los cabos dseos (j). Mallory, 10x.

Figura 24a. Corte histolégico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo sin implante (control) 12 semana post quirdrgica. Formacion de

callo primario cartilaginoso (k). Mallory, 4x.
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Figura 24b. Corte histolégico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo sin implante (control) 12 semana post quirdrgica. Trabéculas
6seas en formacion (t). Mallory, 40x.

En la segunda semana posterior a la implantacion de la membrana de cascara de
huevo (m), ésta se observd integra separando los cabos 6seos (j) y rodeada de tejido
inflamatorio (i) similar al experimental de la semana anterior (figuras 25a y 25b). Cabe
destacar, que se visualiz6 osteogénesis directa activa, sin formacion de cartilago hacia los
extremos de la zona intervenida, por lo que no se alcanza a observar en las figuras 25a y
25b.

En esta misma semana, en el control se observd osificacion (o) inicial del modelo
cartilaginoso, aproximacion de corticales diafisiarias (j) y avance del periostio cubriendo el
defecto con abundante vascularizacion (a). Se noté la presencia de condrocitos hipertréficos
y erosionados con depdsito de matriz 6sea (reemplazo) (figuras 26a y 26b).
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Figura 25a. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de
conejo con implante (experimental) 22 semana post quirdrgica. Implante
de membrana de céascara de huevo (m) entre los cabos dseos (j) y tejido
inflamatorio (i) a su alrededor. Mallory, 4x.

Figura 25b. Corte histolégico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo con implante (experimental) 22 semana post quirdrgica. Implante
de membrana de cascara de huevo (m) entre los cabos 6seos (j). Mallory,
10x.
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Figura 26a. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de
conejo sin implante (control) 22 semana post quirdrgica. Inicio de
osificacion del modelo cartilaginoso (0). Mallory, 4x.

Figura 26b. Corte histologico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo sin implante (control) 22 semana post quirdrgica. Se observa el
defecto con abundante vascularizacion (a) y aproximacion de corticales
diafisiarias (j). Mallory, 40x.
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A la cuarta semana, en la muestra de ulna experimental se encontré que la
membrana de céscara de huevo (m) continuaba intacta y acompariada de tejido inflamatorio
(i). Se advirtié la formacion de un diminuto ndcleo condroide (k) en uno de los extremos de
los cabos, observandose también un proceso de osificacion (0) periférico activo (figuras
27ay 27b).

En el control fue posible observar reemplazo del modelo cartilaginoso en su mayor
parte por tejido d6seo, pero quedando un pequefio remanente condroide (k) en la zona
central. Se evidencid aproximacion de las corticales (j) y continuidad medular (figuras 28a
y 28b).

Figura 27a. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo con implante (experimental) 4% semana post quirudrgica. Implante
de membrana de céscara de huevo (m) y osificacion (o) periférica activa.
Mallory, 4x.
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Figura 27b. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de
conejo con implante (experimental) 4% semana post quirudrgica. Implante
de membrana de cascara de huevo (m) acompafiada de tejido
inflamatorio (i) y formacion de pequefio nicleo condroide (k). Mallory,
10x.

Figura 28a. Corte histologico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo sin implante (control) 42 semana post quirargica. Mallory, 4x.
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Figura 28b. Corte histolégico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo sin implante (control) 42 semana post quirdrgica. Remanente

cartilaginoso (k) y aproximacion de corticales (j). Mallory, 10x.

Entrada la octava semana luego de la implantacion de la membrana de cascara de
huevo (m), ésta aln se encontraba presente, pero algo fragmentada y con mayor tejido
inflamatorio (i) desorganizado a su alrededor. No se observé desarrollo de tejido
cartilaginoso ni proceso de osificacion directa (figuras 29a y 29b).

En esta misma etapa, la ulna sin implante al ser observada microscopicamente se
distinguieron abundantes células osteogénicas (osteoblastos), ademéas de la presencia de
matriz 6sea (0) principalmente (no matriz osteoide) y continuidad de corticales diafisiarias
(j) (figuras 30a y 30b).
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Figura 29a. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de
conejo con implante (experimental) 82 semana post quirdrgica. Implante
de membrana de cascara de huevo (m) fragmentada y acompafiada de
tejido inflamatorio (i). Mallory, 4x.

Figura 29b. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo con implante (experimental) 82 semana post quirdrgica. Implante
de membrana de cascara de huevo (m) fragmentada y acompafiada de
tejido inflamatorio (i). Mallory, 10x.

40



Figura 30a. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de
conejo sin implante (control) 8 semana post quirargica. Continuidad de
corticales (j). Mallory, 4x.

Figura 30b. Corte histolégico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo sin implante (control) 8% semana post quirdrgica. Presencia de
matriz 6sea (0). Mallory, 10x.
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En la ultima semana de estudio, vale decir, en la décimo sexta semana post cirugia,
la membrana de céscara de huevo (m) se mantuvo en su lugar, acompafiada de tejido
inflamatorio necrotico y amorfo (i). ElI hueso (h) se mostr6 muy vascularizado y
consolidado en sus extremos (figuras 31ay 31b).

Por su parte, el control en esta semana se observo en la fase de remodelacién con la
formacion de la cavidad medular (e) y de hueso compacto laminillar (h) (figuras 32a y
32b).

Figura 3la. Corte histologico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo con implante (experimental) 16% semana post quirdrgica.
Implante de membrana de cascara de huevo (m) acompafiada de tejido
inflamatorio (i) y tejido 6seo (h) consolidado en sus extremos. Mallory,
4x.
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Figura 31b. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de
conejo con implante (experimental) 162 semana post quirdrgica.
Implante de membrana de cascara de huevo (m) acompafiada de tejido
inflamatorio (i) y tejido 6seo (h) consolidado en sus extremos. Mallory,
40X.

Figura 32a. Corte histologico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo sin implante (control) 162 semana post quirdrgica. Fase de

remodelacion con formacion de cavidad medular (e). Mallory, 4x.
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Figura 32b. Corte histoldgico longitudinal de ulna descalcificada de

conejo sin implante (control) 162 semana. Fase de remodelacién con
formacion de hueso compacto laminillar (h). Mallory, 10x.
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Resultados Imagenolégicos

Las radiografias del segmento radio-ulnar de ambos brazos de cada conejo fueron
evaluadas tomando en consideracion los siguientes parametros: linea de fractura, reaccion
tanto periosteal como endosteal, tejidos blandos, unién de cabos y nivel de remodelacion
0Osea.

La radiografia que representd el tiempo cero del estudio fue tomada luego de
concluida la cirugia. EI segmento radio-ulnar derecho fue osteotomizado para implantar la
membrana de cascara de huevo (experimental), mientras que el izquierdo no se intervino, es
decir, no se le realiz6 osteotomia.

El miembro experimental al ser observado en el negatoscopio se vio que la linea de
fractura, es decir, la linea producto de la reciente osteotomia, se encontraba muy definida,
ausencia de reaccion periosteal y endosteal, los tejidos blandos se mostraron levemente
enfisematosos y no se observé unién de cabos 6seos ni remodelacion de hueso ulnar.

Por otra parte, en el miembro control, el cual no fue intervenido, no se visualizo la
linea de fractura, no hubo reaccion periosteal ni endosteal, los tejidos blandos se observaron

conservados y no se evidencio union de cabos y tampoco remodelacion Osea.

CONEJO N°0 TIEMPO 0

Izquierdo (sin osteotomia) Derecho (experimental)

Remodelacion Ausente Remodelacion Ausente

| |
| |
| | |
| | |
Ausente I Reacci6n endosteal | Ausente |
| | |
| | |
| | |

Linea de fractura ‘ Ausente Linea de fractura Presente
Reaccion periosteal ‘ Ausente Reaccion periosteal Ausente
Reaccion endosteal ‘
Tejidos blandos ‘ Conservados Tejidos blandos Enfisema leve
Union de cabos ‘ Ausente Union de cabos Ausente

|
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A la primera semana post implante, las ulnas experimentales de ambos conejos
mostraron una linea de fractura evidente, sin embargo, se observé de forma incompleta en
uno de los individuos. Las reacciones periosteal y endosteal se mantuvieron ausentes y los
tejidos blandos se notaron aumentados; tanto la union de cabos como la remodelacion del
tejido 6seo no se observaron.

En las ulnas controles de la primera semana post cirugia se observo la linea de
fractura, ausencia de reaccion periosteal y endosteal, los tejidos blandos se notaron

aumentados, no observandose union de cabos y tampoco remodelado 6seo.

CONEJO N° 10 SEMANA 1 ‘ |

Izquierdo (experimental) I Derecho (control) |

Linea de fractura ‘ Incompleta ‘ Linea de fractura ‘ Presente |
Reaccion periosteal ‘ Ausente ‘ Reaccion periosteal ‘ Ausente |
Reaccion endosteal ‘ Ausente ‘ Reaccion endosteal ‘ Ausente |
Tejidos blandos ‘ Levemente aumentados ‘ Tejidos blandos ‘ Levemente aumentados |
Unién de cabos I Ausente I Unién de cabos I Ausente |
Remodelacion ‘ Ausente ‘ Remodelacién ‘ Ausente |
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CONEJO N°9 SEMANA 1

Izquierdo (control)

Derecho (experimental)

Linea de fractura Presente

Linea de fractura

Presente

|
Reaccion periosteal ‘ Ausente Reaccion periosteal ‘ Ausente
Reaccién endosteal ‘ Ausente Reaccién endosteal ‘ Ausente
Tejidos blandos ‘ Aumentados Tejidos blandos ‘ Aumentados
Unién de cabos ‘ Ausente Unién de cabos ‘ Ausente
Remodelacion ‘ Ausente Remodelacion ‘ Ausente

La segunda semana posterior a la implantacién de la membrana de cascara de
huevo, se observo la linea de fractura, se encontré un nivel de reaccion periosteal y
endosteal leve y con un ligero aumento de los tejidos blandos. La unién de cabos y la fase
de remodelacion Gsea no se presentaron.

Por su parte, en las radiografias controles se advirtié la presencia de la linea de
fractura, la reaccion periosteal fue moderada en un conejo y ausente en el otro, mientras
que la reaccion endosteal vari6 de moderada a leve. Los tejidos blandos se observaron

levemente aumentados en una de las placas controles y conservados en la otra. No se

encontré unidn de cabos 6seos ni fase de remodelacion.

47




CONEJO N° 8 SEMANA 2

Izquierdo (experimental)

Derecho (control)

| |

| |
Linea de fractura ‘ Presente ‘ Linea de fractura ‘ Presente |
Reaccion periosteal ‘ Leve ‘ Reaccion periosteal ‘ Moderado |
Reaccion endosteal ‘ Leve ‘ Reaccion endosteal ‘ Moderado |
Tejidos blandos ‘ Levemente aumentados ‘ Tejidos blandos ‘ Levemente aumentados |
Unién de cabos ‘ Ausente ‘ Unién de cabos ‘ Ausente |
Remodelacion ‘ Ausente ‘ Remodelacion ‘ Ausente |

CONEJO N° 7 SEMANA 2

Izquierdo (control)

Derecho (experimental)

| |

| |
Linea de fractura I Presente I Linea de fractura I Presente |
Reaccién periosteal ‘ Ausente ‘ Reacci6n periosteal ‘ Leve |
Reacci6n endosteal ‘ Leve ‘ Reacci6n endosteal ‘ Leve |
Tejidos blandos ‘ Conservados ‘ Tejidos blandos ‘ Conservados |
Unidn de cabos I Ausente I Unidn de cabos I Ausente |
Remodelacion ‘ Ausente ‘ Remodelacion ‘ Ausente |
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Luego de cuatro semanas de implantada la membrana de cascara de huevo, las
placas radiogréaficas que corresponden a los segmentos radio-ulnares experimentales se
observaron y se visualizé la presencia de la linea de fractura, la reaccion periosteal vario de
moderada a muy abundante, mientras que la reaccion endosteal fue moderada. Los tejidos
blandos variaron de levemente aumentados a conservados, la unién de cabos no se presento
y hubo leve remodelacion del tejido dseo.

La radiografia del miembro control se observd con la linea de fractura presente,
moderada reaccion periosteal y leve reaccion endosteal. Los tejidos blandos se presentaron

conservados, la union de cabos fue ausente y se vio un leve remodelado éseo.

CONEJO N° 6 SEMANA 4

Izquierdo (control) Derecho (experimental)

Linea de fractura ‘ Presente ‘ Linea de fractura ‘ Presente |
Reaccion periosteal ‘ Moderada ‘ Reaccion periosteal ‘ Moderada |
Reacci6n endosteal ‘ Leve ‘ Reacci6n endosteal ‘ Moderada |
Tejidos blandos I Conservados I Tejidos blandos I Conservados |
Unioén de cabos ‘ Ausente ‘ Unién de cabos ‘ Ausente |
Remodelacion ‘ Leve ‘ Remodelacion ‘ Leve |
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CONEJO N°5 SEMANA 4

(*)

Izquierdo (experimental)

Linea de fractura Presente

Reaccion periosteal Muy abundante

Reaccién endosteal

Union de cabos Ausente

Remodelacién Leve

|
|
|
|
Moderada ‘
|
|
|

|
|
|
Tejidos blandos ‘ Levemente aumentados
|
|

En la octava semana después de la implantacién de la membrana de cascara de
huevo entre los cabos osteotomizados, se distinguid claramente la linea de fractura, se
encontr6 moderada reaccién tanto periosteal como endosteal y los tejidos blandos se
observaron conservados. No se evidencié union de cabos y se presentd moderada
remodelacion de hueso ulnar.

En esta misma semana, las imagenes que corresponden a los controles mostraron
una linea de fractura leve a discreta, la reaccion periosteal fue de leve a escasa y la
endosteal escasa. Conservados se observaron los tejidos blandos, la union de cabos se not6
levemente en una de las placas y avanzada en la otra. Se evidenci6é un nivel avanzado de

remodelacion del tejido 6seo

(*) Fractura total del miembro derecho (control)
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CONEJO N° 4 SEMANA 8 | ™

1zquierdo (control) ‘
Linea de fractura ‘ Discreta ‘
Reaccion periosteal ‘ Leve ‘
Reacci6n endosteal ‘ Escasa ‘
Tejidos blandos ‘ Conservados ‘
Unién de cabos ‘ Avanzada ‘
Remodelacion ‘ Avanzada ‘

CONEJO N° 3 SEMANA 8 | |

Izquierdo (experimental) | Derecho (control) |

Linea de fractura | Presente | Linea de fractura I Leve |
Reaccién periosteal I Moderado | Reacci6n periosteal | Escasa |
Reaccion endosteal I Moderado | Reaccion endosteal | Escasa |
Tejidos blandos I Conservados | Tejidos blandos | Conservados |
Unién de cabos | Ausente | Unién de cabos I Leve |
Remodelacién I Moderada | Remodelacién I Avanzada |

(*) Fractura total del miembro derecho (experimental)
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La décimo sexta semana mostré en las ulnas experimentales una linea de fractura
discreta a ausente, una abundante reaccion periosteal y de abundante a moderada reaccion
endosteal. Los tejidos blandos se notaron levemente aumentados; se observo también que la
unién de cabos 6seos vario de avanzada a completa y la remodelacion lo hizo de moderada
a avanzada.

Por su lado, los controles se observaron con una discreta a ausente linea de fractura
y escasa reaccion tanto periosteal como endosteal. Los tejidos blandos se presentaron
conservados, la union de cabos fue de moderada a completa y se observé con una avanzada

remodelacion del hueso ulnar.

CONEJO N° 2 SEMANA 16 | |

Izquierdo (experimental) I Derecho (control) |

Linea de fractura ‘ Ausente ‘ Linea de fractura ‘ Discreta |
Reaccion periosteal ‘ Abundante ‘ Reaccion periosteal ‘ Escasa |
Reaccion endosteal ‘ Abundante ‘ Reaccion endosteal ‘ Escasa |
Tejidos blandos I Levemente aumentados I Tejidos blandos I Conservados |
Unién de cabos ‘ Completa ‘ Unién de cabos ‘ Moderada |
Remodelacion ‘ Moderada ‘ Remodelacion ‘ Avanzada |
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CONEJO N° 1 SEMANA 16

Izquierdo (control)

Derecho (experimental)

| |

| |
Linea de fractura ‘ Ausente | Linea de fractura ‘ Discreta |
Reaccion periosteal ‘ Escasa | Reaccion periosteal ‘ Abundante |
Reaccion endosteal ‘ Escasa | Reaccion endosteal ‘ Moderada |
Tejidos blandos ‘ Conservados | Tejidos blandos ‘ Levemente aumentados |
Unién de cabos ‘ Completa | Unién de cabos ‘ Avanzada |
Remodelacion ‘ Avanzada | Remodelacion ‘ Avanzada |
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Resultados Microscopia de fluorescencia

Las muestras de hueso ulnar fueron analizadas bajo luz UV evidenciando si hubo o
no regeneracion o neoformacion Gsea, ya que la tetraciclina inyectada semanalmente desde
el primer dia de cirugia, tiene la capacidad de fijarse a los tejidos en fase de calcificacion
bajo la forma quimica del complejo célcico llamado quelato, muy estable y fluorescente al
ser observada con dicha luz.

Al implantar la membrana de cascara de huevo entre los cabos osteotomizados del
hueso ulnar, las muestras correspondientes a la primera semana post cirugia presentaron la
membrana de céscara de huevo (m) bien posicionada entre los cabos y por lo tanto, no
observandose unién de ellos. Se not6 una mayor fluorescencia en la zona medular cercana a
la membrana implantada (figura 33).

En el caso de los controles esta misma semana se observo fluorescencia de la region
osteotomizada y medular adyacente, marcando una amplia zona de neoformacion 6sea (0)
(figura 34).

Figura 33. Corte sagital de ulna desgastada de conejo con implante

(experimental) 12 semana post quirdrgica. Implante de membrana de

cascara de huevo (m) entre los cabos osteotomizados, 4x.
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Figura 34. Corte sagital de ulna desgastada de conejo sin implante

(control) 1* semana post quirdrgica. Fluorescencia dada por la

tetraciclina marcando la zona de neoformacion dsea (0), 4x.

La segunda semana post implante muestra una considerable banda fluorescente a
ambos lados de la membrana de céscara de huevo (m) interpuesta entre los cabos ¢seos
(figura 35).

Por su parte, en los controles se observd una zona entre cabos altamente
fluorescente debido a la afinidad de la tetraciclina al nuevo tejido éseo (0) en formacion.
Ademas, se encontr6 continuidad tanto del tejido medular como de las corticales
diafisiarias (j) (figura 36).
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Figura 35. Corte sagital de ulna desgastada de conejo con implante
(experimental) 22 semana post quirdrgica. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) entre los extremos 6seos, banda fluorescente

alrededor, 4x.

Figura 36. Corte sagital de ulna desgastada de conejo sin implante

(control) 22 semana post quirdrgica. Zona central muy fluorescente
debido a la afinidad de la tetraciclina al nuevo tejido 6seo en formacion

(0). Continuidad medular y cortical (j), 4x.
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Durante la cuarta semana, las muestras experimentales demostraron que la
membrana de cascara de huevo (m) permanecia integra en toda su extensiéon impidiendo la
formacion de neo-hueso y por lo tanto la normal continuidad Gsea. Se encontrd
fluorescencia positiva (0) en la region medular contigua al implante (figura 37).

Las ulnas sin implante de membrana, exhibieron una considerable fluorescencia
dada por la tetraciclina en toda el area intervenida estando ésta en fase de calcificacion (0)
(figura 38).

Figura 37. Corte sagital de ulna desgastada de conejo con implante

(experimental) 42 semana post quirdrgica. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) entre los extremos 6seos, banda fluorescente

alrededor del implante (0), 4x.
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Figura 38. Corte sagital de ulna desgastada de conejo sin implante

(control) 42 semana post quirdrgica. Fluorescencia de la region
osteotomizada dada por la afinidad de la tetraciclina por los tejidos en

fase de calcificacion (o), 10x.

A la octava semana post implante, se observd que la membrana de cascara de huevo
(m) se encontraba concentrada en el centro de la ulna con una notable fluorescencia a su

alrededor (figura 39).
En esta semana hay evidencia de hueso homogéneo, unido y continuo en las ulnas

controles, muy fluorescente (0) en su area central (figura 40).
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Figura 39. Corte sagital de ulna desgastada de conejo con implante
(experimental) 82 semana post quirdrgico. Implante de membrana de
cascara de huevo (m) concentrado en el centro, fluorescencia a su
alrededor, 4x.

Figura 40. Corte sagital de ulna desgastada de conejo sin implante

(control) 8% semana post quirdrgica. Tejido 6seo homogéneo, unido y

continuo, muy fluorescente (0) en su area central, 4x.
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A las dieciséis semanas las muestras experimentales evidenciaron ausencia del
implante de membrana de céascara de huevo. El tejido dseo presento areas fluorescentes (0)
en forma difusa (figura 41).

Los controles presentaron tejido 6seo continuo, homogéeneo y muy fluorescente (0)

en los extremos medulares ulnares (figura 42).

Figura 41. Corte sagital de ulna desgastada de conejo con implante
(experimental) 162 semana post quirdrgica. Ausencia de implante de
membrana, tejido 6seo fluorescente (0) en forma difusa, 4x.

Figura 42. Corte sagital de ulna desgastada de conejo sin implante
(control) 162 semana post quirurgica. Tejido 6seo continuo, homogéneo y
fluorescente (0) en los extremos medulares, 4x.
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DISCUSION

Los resultados del estudio histologico del tejido subcutaneo de ratas muestran que
las membranas de cédscara de huevo implantadas se mantuvieron integras en toda su
extension durante las dieciséis semanas que durd el estudio, es decir no fueron reabsorbidas
ni expulsadas.

Todas las muestras subcutaneas de piel de ratas mostraron algin grado de
inflamacion crénica. Durante las primeras dos semanas, es posible observar una mayor
intensidad de infiltracién celular en los controles que en aquellos con membrana
implantada. A partir de la cuarta semana se revierte la situacion observandose que los
experimentales muestran considerablemente mayores areas de inflamacion con respecto a
sus controles en las mismas semanas. En el caso de las muestras con implante, se vio que
en el transcurso de las semanas va incrementando la reaccion inflamatoria. Por otra parte,
en las muestras sin implante, la intensidad de inflamacion es relativamente estable hasta la
octava semana, ya que durante la décimo sexta semana la infiltracion celular se ve
aumentada. Esto puede sugerirnos que el proceso inflamatorio inicial demostrado durante
las primeras semanas, es provocado por el procedimiento quirtrgico llevado a cabo, mas
que por la presencia de la membrana de cascara de huevo implantada. Sin embargo, la
reaccion inflamatoria hacia el final del estudio, puede ser atribuida al implante.

Desde la octava semana, se puede apreciar en forma notable la presencia de células
gigantes en respuesta a cuerpo extrafio en las muestras con implante de membrana de
cascara de huevo. No se observaron células gigantes en las muestras sin implante.

Se evidenciaron procesos fibréticos, tanto en las muestras controles como en las
experimentales, estando en estas Ultimas distribuidas en capas alrededor del implante y
marcadamente mas densas. Durante la primera y la décimo sexta semana llama la atencion
que las muestras sin implante presentan mayores extensiones de fibrosis al medir su
magnitud en comparacion a sus pares experimentales de las mismas semana. Por el
contrario, en las semanas intermedias (segunda, cuarta y octava semanas), los controles
presentan una menor magnitud de fibrosis comparado con sus pares experimentales en las
mismas semanas. En el caso de las muestras con implante, en cuanto a fibrosis, estas se

mantienen estables con el pasar de las semanas, aunque con una disminucion del proceso
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fibrético al finalizar el estudio. Por otra parte, en las muestras sin implante van decreciendo
la magnitud de la fibrosis, excepto en la ultima semana de estudio, en la cual se presenta un
considerable aumento.

En término generales, suponemos que lo que ocurrié tanto en las muestras con
implante como sin él, durante el transcurso de los primeros dias luego del proceso
quirargico, fue un proceso inflamatorio agudo que no se habria alcanzado a evidenciar en
las muestras, seguida de una fase inflamatoria crénica que va aumentando con el avance de
las semanas y que en el caso de los experimentales, en algin momento entre la octava y la
décimo sexta semana, al parecer se produce una reaccion de rechazo hacia la membrana
implantada.

No se observd neoformacion 6sea ni cartilaginosa en ningun corte histologico de

tejido subcutaneo de rata.

Con respecto a las membranas de cascara de huevo implantadas en las ulnas
osteotomizadas, podemos decir que se mantuvieron intactas durante casi todo el estudio,
excepto en la octava semana, en la que se presentd fragmentada. Esto puede deberse a una
inadecuada fijacién de la membrana durante el proceso quirlrgico y no a un proceso
reabsortivo, ya que en la décimo sexta semana la membrana de céscara de huevo
interpuesta entre los cabos ulnares osteotomizados se presentd en forma completa. Las
muestras experimentales, se observaron con una clara interrupcion de la continuidad 6sea,
no asi los controles, en los cuales no se vio impedimento para la regeneracién de hueso
ulnar en ningdn momento del estudio, demostrando una alta actividad osteogénica.
Ademas, se evidencio que siempre el control se encuentra en etapas mas avanzadas de
regeneracion respecto a su par experimental de la misma semana. Por lo tanto, se sugiere
gue la membrana de cascara de huevo estaria inhibiendo la regeneracion en las ulnas
implantadas.

En el caso de las muestras controles, durante la regeneracion Osea es posible
observar neoformacion de hueso tanto en forma directa como indirecta con la presencia de
condrocitos en fase proliferativa en un inicio y un modelo cartilaginoso que va siendo
reemplazado por hueso al transcurrir las semanas. En contraste, las ulnas implantadas con

membrana no presentan evidencia de desarrollo de cartilago. Cabe destacar que en la
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muestra experimental de la cuarta semana de estudio, es posible distinguir la presencia de
una insignificante formacion de tejido cartilaginoso hacia el extremo ¢seo osteotomizado,
sin embargo, distanciado de la membrana implantada. En consecuencia, podriamos decir
que la membrana de cascara de huevo es capaz de inhibir la formaciéon de tejido
cartilaginoso, formacion de matriz osteoide y mineralizacion por un periodo de tiempo
suficiente (dieciséis semanas) para el tratamiento del Radius curvus.

En los casos de ulnas con implante, es posible notar tejido inflamatorio alrededor
del implante que va aumentando, tornandose amorfo y necrotico al finalizar el estudio.

La no regeneracion 6sea experimentada por parte de las muestras experimentales, es
atribuible a la membrana de céascara de huevo interpuesta entre los cabos &seos
osteotomizados, mas exactamente al coldgeno tipo X presente en ella, coincidiendo con los

resultados de otras investigaciones dada su capacidad inhibitoria de la mineralizacion.

Los resultados del estudio radiolégico mostraron que durante las primeras cuatro
semanas no se evidenciaron grandes diferencias entre miembros con implante y sin
implante.

A partir de la octava semana es posible observar algunos contrastes, ya que en el
caso de las ulnas sin implantar se dificulta la visualizacion de la linea de fractura, se
observo unién de cabos en algin grado y una avanzada etapa de remodelado. Por el
contrario, en los miembros con membrana interpuestas entre los cabos, la linea de fractura
es evidente a simple vista, la union de cabos estd ausente y la remodelacion Gsea se
encuentra en etapas mas tardias.

Entrada la décimo sexta semana, son claras las diferencias en todos los aspectos
evaluados, entre miembros sin implante y con ellos. En los primeros, existe uniéon de cabos
en forma completa, hay escasa reaccion tanto periosteal como endosteal y ausencia de la
linea de fractura, mientras que en miembros con implante, no existe una completa union de
cabos, la reaccion periosteal y endosteal es moderada y la linea de fractura es visible,
aunque discreta. Cabe mencionar que en forma excepcional durante esta misma semana de
estudio, hubo un caso en el cual no se obtuvo el resultado esperado como el antes
mencionado, por el contrario, ya que curiosamente el miembro con implante de membrana

de céscara de huevo se observo en la radiografia muy similar a lo que seria un miembro sin
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implantar. Esto puede ser, debido a una mala fijacion de la membrana al periostio durante
la cirugia y por lo tanto, al movimiento del implante, lo que llevaria al miembro a
comportarse como una muestra sin implante, llevandose a cabo la regeneracion 0sea sin
impedimentos.

Nuevamente estos resultados nos permiten proponer a la membrana de céascara de
huevo como un material estable, por lo menos durante ocho semanas antes de que
comiencen procesos reabsortivos, y con un rol inhibidor de la regeneracion Gsea por parte

del colageno tipo X gque la compone, siendo esto lo esperado segun otros estudios.

Por ultimo, los resultados del estudio por microscopia de fluorescencia por efecto de
la inyeccidn de oxitetraciclina, mostraron que hasta la octava semana es notorio el implante
de membrana de cascara de huevo en su posicion original en forma transversal a la ulna. En
alguna etapa posterior a la octava semana post implante, es probable que haya ocurrido
desplazamiento, expulsién o reabsorcion de la membrana, ya que en la décimo sexta
semana no es posible observarla. Este hecho puede deberse a una incorrecta maniobra
divisora de la ulna, quedando solamente una de las mitades con membrana, y no
necesariamente estando frente a un proceso de reabsorcién, ya que al observar la muestra
del estudio histologico de ulna implantada en la décimo sexta semana, la membrana de
cascara de huevo aun se encontraba presente.

La fluorescencia percibida en las muestras de ulnas al ser observadas bajo luz UV,
es consecuencia del deposito de la tetraciclina inyectada a cada conejo el dia de la cirugia y
posteriormente cada siete dias hasta su eutanasia, ya que la molécula de este farmaco se fija
a los tejidos en fase de calcificacion bajo la forma quimica del complejo calcico llamado
quelato, el cual experimenta una reaccion de oxidacion inducida por la luz. Esta
fluorescencia es posible observarla tanto en ulnas implantadas como sin implante, siendo en
estas Ultimas mucho mas extensa e intensa. Esto es producto de la neoformacion Osea
ocurrida en las ulnas sin implante, y por lo tanto habiendo una mayor afinidad de la
tetraciclina en ellas.

En el caso de las muestras no implantadas, la fluorescencia es observada en una
amplia area correspondiente a la zona osteotomizada, es decir entre los cabos 0seos,

mientras que en las muestras implantadas, la fluorescencia sélo se presenta en la zona
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contigua alrededor de la membrana de cascara de huevo o como una banda o franja entre
los cabos 6seos y la membrana interpuesta.

Con estos resultados podemos decir que la membrana de céscara de huevo actla
como un impedimento para la neoformacion ésea al ser implantada entre los cabos 6seos de
ulnas osteotomizadas, resultando por lo tanto, ser una buena opcién para el tratamiento de
aquellas patologias que requieran retardar o inhibir la regeneracion del tejido éseo, como en

el caso del Radius curvus.
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CONCLUSIONES

Los implantes subcutaneos de membrana de cascara de huevo se mantienen
integros, no son expulsados ni reabsorbidos hasta la décimo sexta semana.

Los implantes 6seos de membrana de cascara de huevo no son reabsorbidos por
lo menos hasta la octava semana.

La respuesta inflamatoria producida por el implante de membrana de céscara de
huevo en el tejido subcutaneo es estable hasta la octava semana.

La membrana de cascara de huevo es biocompatible al menos hasta la octava
semana post implante subcutaneo, ya que durante la décimo sexta semana
presenta reaccion a cuerpo extrafio siendo rechazada por el organismo.

Tomando en consideracidn que el objetivo de este estudio era la inhibicién de la
regeneracion 6sea por parte de la membrana de cascara de huevo, lo cual fue
demostrado, se considera la hipétesis como verdadera.

El implante de membrana de cascara de huevo es un buen candidato para ser
usado como parte del tratamiento de aquellas patologias osteoarticulares en que
se requiera impedir o retardar la regeneracion 6sea, como es el caso del Radius

Ccurvus.
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