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Resumen

Se ha estudiado la tension mdxima de rotura en aloinjertos corn-
gelados a -20°C durante 60 dias, tratados con autoclave, a 134°C
y 8 minutos, y frescos, obtenidos de 54 fémures izquierdos de cor-
dero. De cada uno de los fémures obtuvimos cilindros dseos de 5
cm de longitud que fueron cortados en tres porciones, caras ante-
rior, externa e interna, que fueron ensayadas con el método de ro-
tura a tres puntos.

Los resultados mostraron que el grupo congelado era mds resis-
tente (p < 0,05) que el grupo fresco y el tratado con autoclave (p
< 0,05), mientras que no existian diferencias entre los dos tiltimos
(p < 0,05). En la comparacidn de la tension mdxima de rotura a
nivel de las caras, se apreciaba que la cara anterior era mas resis-
tente (p < 0,05), que la externa y la interna, sin diferencias signi-
ficativas (p > 0,05) entre las dos ltimas.

Los tratamientos de conservacion afectan la tension mdxima
que soporta el hueso con respecto al hueso fresco, provocando una
mayor rigidez en los huesos congelados.

Palabras clave: Hueso. Tension. Autoclave. Congelacion.
Aloinjerto.

Summary

A study was made of the maximum resistance to rupture of
allografts frozen at -20°C for 60 days, allografts processed 8 mi-
nutes in an autoclave at 134°C, and fresh allografts obtained from
54 left femurs from lambs. Five-centimeter-long bone cylinders
were obtained from each femur and sectioned into three parts from
the anterior, external, and internal faces. Allografts were assayed
using the three-point rupture method, ‘

The results showed that the frozen allografts were more resis-
tant (p < 0.05) than either fresh or autoclave-processed allografts
(p < 0.05). Comparison of the maximum resistance to rupture of
the bone faces showed that the anterior face was more resistant (p
< 0.05) than the external and internal faces, and the external and
internal faces did not differ significantly (p > 0.05).

Preservation treatment modified maximum bone resistance in
relation to fresh bone, with freezing increasing rigidity.
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Introducciéon

Los injertos de hueso cortical son utilizados cada vez
con mayor frecuencia en numerosas técnicas quirtirgi-
cas tanto en la reconstruccién de defectos postraumati-
cos, como en deformidades congénitas y, especialmen-
te, en la cirugia oncologica conservadora. En 1991, se
trasplantaron 16.000 6rganos en los Estados Unidos y
se realizaron entre 150.000 y 300.000 trasplantes de
hueso, cartilago, fascia, tendones y ligamentos 226,

La conservacién y el almacenado de hueso permite
disponer de material de diferentes tamanos y en can-
tidad suficiente. Por otra parte, el método de conser-
vacion debe ser sencillo y evitar que el hueso pierda
sus propiedades biolégicas 0 mecanicas pues el injer-
to dseo cortical debe sustituir grandes defectos y res-
tablecer la continuidad 6sea siendo capaz de resistir y
de transmitir solicitaciones esqueléticas.

El objetivo de nuestro trabajo es estudiar las carac-
teristicas mecénicas de los aloinjertos y las variacio-
nes que se originan al aplicar diferentes métodos de
conservacion (congelacion y autoclave).

Material y método

Se utilizaron 54 fémures izquierdos, de cordero con
edades comprendidas entre tres y cuatro meses. De
cada uno de los fémures obtuvimos cilindros 6seos de
5 cm de longitud, midiendo sus diametros, interno y
externo, con un calibre. Los cilindros 6éseos fueron
cortados en tres porciones Gseas correspondientes a
las caras anterior, externa e interna (Fig. 1). En cada
tira se midieron los grosores de la pared en tres sec-
ciones diferentes (central, proximal y distal), ademas
del ancho y la altura de cada una de ellas. Cada una
de estas tiras fue conservada segtin se especifica en la
Tabla I. Diez muestras se rompieron durante el pre-
tensado por lo que fueron excluidas del estudio.

Para conocer la tension de rotura empleamos el
método de rotura a tres puntos con una maquina de
ensayos universal (Instron 4502®) y con una mordaza
homologada (Instron®, n? ref. 2810-300). La velocidad
de desplazamiento de la cruceta fue de 5 mm/min.
Las cordicrones ambrentates fueron simifares en
todos los ensayos.

Conocida la carga méxima aplicada en el momento
de la rotura, calculado el momento flector que produ-
ce y determinado el momento de inercia de la seccién

' considerada se determing la tensién maxima de rotu-
1a (0) que soporta el hueso en cada caso (i s2)s

Conocidos los datos geométricos de cada barra
0sea se calcul6 el momento de inercia de la seccién
central para lo que aproximamos la seccién del cilin-
dro femoral a una seccion regular ya que las variacio-
nes obtenidas en el resultado por la aproximacién
empleada fueron despreciables como dedujimos cal-
culando los momentos de inercia con otros datos me-

didos sobre los especimenes (Fig. 1).
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FIG. 1.—Divisi6én del hueso en tres zonas para su ensayQ y
aproximacién de la seccién del cilindro femoral a una
seccion regular.

Tabla I. Distribucién de las muestras en los grupos de
ensayos a compresion

Cara

Tratamiento . .
' ~_ Anterior Externa Interna

Congelado a -20°C, 60 dias
Autoclave a 134°C, 8 minutos .. 10

La tension se obtuvo con la férmula:

o6 =My/I

tension

momento aplicado

distancia al centro de masa
momento de inercia de la seccién

Para calcular el momento de inercia determinados,
en primer lugar, la posicién del centro de masas de la
seccion considerada. Luego, determinamos el mo-
mento de inercia respecto del centro geométrico de la
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FIG. 2.—Distribuciéon de tensiones en un esfuerzo a ten-
sion.

seccion completa del hueso sin cortar y aplicamos el
teorema de los ejes paralelos de Steiner.

Para obtener el momento aplicado se definio la se-
paracion entre los puntos de apoyo de la base en los
ensayos de tres puntos como una distancia conocida
y constante en todos los casos (4 cm), donde la carga
se aplica verticalmente y equidistante a ambos pun-
tos de apoyo (Fig. 3).

El momento aplicado sobre el espécimen ensayado
fue:

M=F xL/4

ya que al ser simétrico, la reaccion en cada apoyo es
la mitad de la carga aplicada y su brazo de palanca la
mitad de la distancia entre los puntos de apoyo.

Con este método pudimos determinar la tension
maxima soportada y donde se producia la rotura, en
el lado sometido a tension o en el de compresion, y
comparar diferentes grupos de materiales ya que era
un valor independiente de su geometria.

Se realiz6 el anélisis estadistico de los valores ha-
ciendo referencia al tratamiento de conservacién apli-
cado en cada muestra (congelado, autoclave y fresco)
y la cara del fémur en la que se obtuvo (anterior, ex-
terna e interna). El paquete estadistico empleado fue
el SPSS 4.0, para Macintosh.

Como paso previo el analisis estadistico, se com-
prob6 que los valores obtenidos siguiesen una distri-
bucién normal mediante el test de Shapiro-Wilks,

FIG. 3.—Esquema del ensayo a tres puntos.
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cumpliendo el requisito de homoscedasticidad, con el
test de homogeneidad de varianzas de Levene. Tras
esto se efectud un analisis descriptivo (media aritmé-
tica, desviacién estdndar, error estandar, tamano
muestral, valor minimo y maximo) y se compararon
los valores de la tensién méaxima de rotura entre los
diferentes tratamientos y caras, mediante un analisis
dela varianza de dos vias. En aquellos casos donde se
detectaron diferencias estadisticamente significativas
se efectuaron comparaciones multiples post hoc me-
diante el fest de Tukey.

Resultados

Con las mediciones de los parametros morfométri-
cos y la carga resistida por cada uno de los especime-
nes se efectud el calculo de la tensién méaxima de ro-
tura. Fue necesario aplicar a los datos una transfor-
macién matematica (1/x) para superar el requisito de
normalidad y homoscedasticidad exigido en todas y
cada una de las muestras.

La morfologia de las diferentes porciones fueron
homogéneas en todos los animales si bien las tres
caras mostraron diferencias entre si. La cara anterior
presentaba una mayor convexidad; la cara interna era
plana y regular, mientras que la cara externa presen-
taba una ligera torsion.

Los resultados de la Tabla II, III y IV, muestran que
la tensién maxima de rotura en el grupo fresco de
mayor valor corresponde a la cara anterior (368.41
N), seguida por la externa (196.11 N) y la cara interna
(181.81 N). En el grupo sometido a congelacion, el
comportamiento, es idéntico al del grupo fresco, el
valor medio mas alto corresponde a la cara anterior
(450.72 N), el siguiente es el de la cara externa (254.53
N) y, por dltimo, la cara interna (221.42 N). En el
grupo sometido al autoclave, el orden cambia, el
mayor valor de tensién méaxima de rotura correspon-
dia a, como en los casos anteriores, la cara anterior
(318.77 N), seguida por la cara interna (197.99 N) y,
por tltimo, la externa (197.05 N), con valores muy se-
mejantes.

Segin el tratamiento aplicado y analizando los
huesos en conjunto encontramos que el grupo que
presentaba mayor tensién de rotura era el grupo con-
gelado (316.94 N), después el grupo fresco (240.86 N)
y, por dltimo, el grupo tratado con el autoclave
(234.25 N).

Una vez efectuada la descripcién de los resultados
obtenidos por tratamientos y zonas, se efectud la
comparacion de los mismos por procedimientos esta-
disticos. En la comparacion se confirma que los valo-
res de tension maxima de rotura en las diferentes
caras del fémur no dependen de los tratamientos apli-
cados (p = 0,09) y aseguramos la ausencia de interac-
cién entre los dos criterios implicados en el analisis.

Los valores de la tensién maxima de rotura se ven
afectados por el proceso de conservacion y almacena-

BIOMECANICA




, \
~ Tratamiento ; ‘ ~ ; 1

Autoclave

234,25 33 98,44 17,14 143,47 674,44

|

Congelado ... 316,94 By 142,37 18.86 176.89 747,25 i

B o b 249,86 62 107,60 13,66 136,81 544,78

N = nimero S = desviacién estandar Sm = error estandar de Ia media |

min = valor minimo max = valor maximo ‘
Tabla III. Tensién maxima de rotura por caras (Newtons) N

Media S Sm min max '

143,36 19,88 143,47
52 42,15 5,85 136,81
19955 48 32,47 4,69 145,63 29176

Externa
Interna

N = nimero S = desviacién estandar Sm = error estandar de la media
min = valor minimo max = valor maximo

Tabla IV. Tensién maxima de rotura por caras y tratamientos (Newtons)

Cara Media

{ | Autoclave Anterior 318,77 144,96 45,84
;.Autoclave Externo 197,05 30,13 8,70
| Autoclave Interno 197,99 29,04 8,76
i Anterior 450,72 157,40 34,35
Externo 254,53 33,46 7,68
Interno 221,40 30,04 7,29
Anterior 368,41 106,24 2318
Externo 196,11 Bil 47 6,87
Interno 181,81 25,38 567

S = desviacion estandar Sm = error estandar de la media
max = valor maximo

= 1.0E-4), para detectar entre que trata-  congelados. También detectamos diferencias signifi-

ntos se establecieron las diferencias (Fig. 4) efec-  cativas (p < 0,05) entre los huesos congelados (316.94
ples pos hoc. N) y los sometidos al autoclave (234.25 N), siendo

i mas resistentes los huesos congelados. Por tiltimo, no

existen diferencias significativas ( p > 0,05), en los va-

lores de tensién maxima de rotura, entre los huesos

frescos (249.86 N) y los sometidos al proceso de auto-
clave (234.25 N).
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FIG. 4—Comparacion de los valores de tensiéon maxima de
rotura entre los tratamientos.

En la comparacion de la tension maxima de rotu-
ra que soportan las tres caras del fémur estudiadas,
se detectaron diferencias altamente significativas en
dichos valores (p = 1.0E-4). Efectuamos comparacio-
nes multiples pos hoc, para detectar entre que caras
se establecen las diferencias (Fig. 5), observando di-
ferencias significativas (p < 0,05) entre la cara ante-
rior (392.11 N) y la cara externa (217.67 N), siendo
mas resistente la anterior. También era més resisten-
te la cara anterior (392.11 N) que la interna (199.55
N), (p <0,05). En cambio, no se encontraron diferen-
cias significativas (p> 0,05) en la tensién maxima de
rotura, entre la cara externa (217.67 N) y la interna
(199.55 N).

Discusion

El objetivo del ensayo mecanico es conseguir deter-
minar un parametro propio de la naturaleza del ma-
terial, el hueso en nuestro caso, independiente de su
geometria. Para ello, hay que eliminar el factor geo-
métrico de cada espécimen ensayado y disponer de
un tipo de ensayo sencillo. El ensayo de rotura a tres

400
350
300
250
200
150
100 A
58 D .\\X\Q\L\\\ D N \
nterior Externa Interna
Caras

Newtons

>

FIG. 5.—Comparacion de los valores de tension maxima de
rotura entre las caras.
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puntos es un método sencillo que produce una solici-
tacién a compresion en la cara superior y una solici-
tacion a tension en la cara inferior de la probeta, un
método, al igual que el de los cuatro puntos, muty uti-
lizado para el estudio de los materiales biologicos por
presentar resultados reproducibles (coeficiente de va-
riacién entre 10 y 20%) en comparacion con los ensa-
yos a torsién que presentan coeficientes de variacion
de hasta un 50%% .

La ventaja de este tipo de ensayos es st simplicidad
pero tienen el inconveniente de producir altas solici-
taciones a cizallamiento cerca de la porcién media del
hueso que se puede solventar con ensayos a flexion a
cuatro puntos aunque este tipo de ensayo precisa
muestras exactamente iguales para conseguir las mis-
mas fuerzas en cada punto de aplicacion. Una condi-
cién importante es que la longitud del espécimen a
ensayar sea lo suficientemente larga para garantizar
la exactitud del ensayo, pues si fuese corta, muchos
de los desplazamientos producidos por la carga seran
producidos por solicitaciones a cizallamiento y no
por solicitaciones a flexion.

El hueso tratado en el autoclave es un proceso sim-
ple que lo desvitaliza completamente y le hace perder
sus propiedades mecanicas, ademas de presentar un
alto poder antigénico ! ** 14 por la desnaturalizacion 'y
degradacion de las proteinas, incluyendo las inducti-
vas del hueso. El colageno queda transformado por el
calor en gelatina ademds de producirse una pérdida
de agua importante a pesar de lo cual, segun Taguchi
y cols., 1995, el injerto tratado con el autoclave sirve
como un elemento estructural sobre el cual se podran
desarrollar nuevas células.

Amprino, 1958, demostr6 que el efecto del calor
seco en piezas pequefas de hueso cortical produce un
aumento de la resistencia. Segtin Borchers y cols,,
1995, el tratamiento con autoclave reduce el médulo
de compresién en un 59% y la resistencia a compre-
sién en un 58% mientras que el hueso trabecular her-
vido reduce la resistencia a compresién un 26% pero
no altera su modulo de elasticidad. Sedlin, 1966, por
su parte, después de analizar la resistencia a flexion
de piezas hervidas de hueso cortical humano observo
una disminucién en su resistencia mientras que la
conservacion de injertos 6seos congelados a tempera-
turas de -20°C a -147°C no afectaron a sus propieda-
des mecanicas®.

Las normas de banco de huesos recomiendan la
conservacion estéril de los huesos a temperaturas in-
feriores a -40°C para periodos superiores a los 6
meses o entre -18°C y -28°C para perfodos inferiores
a los 6 meses®.

Por una parte, los procedimientos de congelacion y
liofilizacion no modifican las propiedades mecénicas
del hueso trabecular mientras que la radiacién y el
autoclave de un injerto reducen las propiedades me-
canicas y su capacidad de integracion®* %, Altas
dosis de radiacién (> 3 Mrads) destruyen la mayor
parte de las bacterias y virus en los tejidos humanos
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pero también reduce, aproximadamente en un 50%,
la resistencia a compresion* 182427 B nivel de radia.
cion necesaria para inactivar el HIV en el hueso es
desconocida aunque parece, por los estudios in vitro,
que debe superar los 3 Mrads 9. Schwarz y cols., 1991,
confirman los resultados presentados previamente
por Urist y cols., 1976, sefialando que dosis de radia-
cion de 5-kGy destruyen la respuesta osteoinductiva
de las matrices 6seas desmineralizadas,

Siguiendo con la revisién de los resultados analiza-
dos en la literatura® sefialan que las radiaciones de
rayos y (1kGy, 5kGy) no disminuyen la fuerza de ro-
tura del hueso cortical mientras que el tratado con au-
toclave a 134° durante 5 minutos, disminuye la resis-
tencia del hueso (28% del hueso control), aunque si se
realiza durante 3 minutos, mantiene unas propieda-
des aceptables.

Jerosh y cols., 1991, estudiaron las diferencias me-
cdnicas entre el hueso cortical conservado de formas
distintas observando como Su resistencia a la rotura
en flexion, dlsminuye un 8,7% cuando se esteriliza en
el autoclave, aumenta un 18,9% con la liofilizacién y
un 3,4% con la liofilizacién y la radiacién Y en argén,
disminuyendo un 1,7% cuando no se emplea este gas
comparando con grupos controles de hueso congela-
do a -25° concluyendo que la resistencia a tlexién no
varia con la temperatura de conservacion del hueso.

Por su parte, la liofilizacién disminuye la antigeni-

que los aloinjertos congelades!” pero produce signifi-
cantes reducciones en su resistencia a torsion y com-
presion 16.18:20,24,27 15041 ciéndose microrroturas en
el tejido lo que hace que este tipo de conservacién no
sea adecuada, desde nuestro punto de vista, para sy
utilizacién en la clinica humana.

Segtin Markbreiter y cols., 1989, y confirmando
nuestros resultados, la criopreservacién aumenta li-
geramente la resistencia del hueso ( 110-120% de la re-
sistencia del hueso fresco) mientras que la liofiliza-
¢ién o radiacién a grandes dosis (3 Megarads) produ-
cen una disminucién de la resistencia mecanica 55%
en la liofilizacién y 65-70% en caso de la radiacién de
la resistencia del hueso fresco).

La congelacién profunda del hueso no produce al-
teracion en la resistencia a compresion’ mientras que
el hueso completamente seco disminuye su resisten-
cia en un 5%°, En nuestro estudio mecénico observa-
mos, que las propiedades mecanicas del tejido 6seo se

- ven afectadas por los procesos de conservacion, sien-
do mas resistentes los huesos congelados a =208 sin
encontrar diferencias entre el grupo fresco y el trata-
do con el autoclave,
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@ Una vision completa, actualizada y armonica de una de las patologias mas frecuen-
tes de la clinica cotidiana en traumatologia y patologia del aparato locomotor.

@ Los temas que han recibido especial atencion son:

o Biomecanica: con material de
investigacion reciente.

o Exploracion: nuevas técnicas.
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