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COMUNICACION

Evaluacion experimental en ratas del comportamiento biolégico
y mecanico del Nylon 66 para cerclaje en ortopedia

Evaluation of biological and mechanical performance
of Nylon 66 in rats for cerclage in orthopedic surgery

D Izquierdo', J H Zunino?, G Semiglia®*
L.3% Departamento de Pequefios Animales, Orientacién Quirtdrgica, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay.
2 Banco de Tejidos, Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina, Montevideo, Uruguay.

SUMMARY

Steel wires are currently being successfully used in stabilization and fixation of several kinds of fractures in both human and animal orthopedic
surgery. In addition, new ceramic and plastic derivates have become available for those purposes. In oder to assess biocompatibility and to evaluate
mechanical performance of sterilized Nylon 66 compared to the standard 316L steel wire, an experimental study in rat tibiae was carried out. Nylon
66 was looped extraperiostically around the right tibiae and steel was placed around the left tibiae , in the same animal. Different procedures
(autoclave, formalin and ethylene oxid ), were used to sterilize Nylon 66. Mechanical properties (from deformation to rupture) of differently
sterilized Nylon 66 were then quantitatively compared. Non-sterelized Nylon 66 served as control. To validate sterilizing procedures, microbiologic
tests were performed on all sterilized Nylon 66. Results showed that both Nylon 66 and steel wires failed to induce cellular reaction (inflammation)
at the implant sites. Mechanical testing of sterilized Nylon showed that formalin-exposed or autoclaved wires were quantitatively similar, and also
similar to controls. Conversely, ethylene-oxid-sterilized material showed less resistance to deformation. Results were analyzed with a non-parametric
statistical test (Kruskal-Wallis). All sterilized Nylon 66 samples failed to demonstrate microbiologic growth in cultures at 72 hours. Thus, Nylon 66
could be proposed as an acceptable alternative to steel for use in fracture fixation in small animal orthopedic surgery, since it shares the same
biocompatibility and resistance to mechanical deformation properties with the standard (steel). Furthermore, it is an inexpensive material, widely
available, and technically easy to handle. Further studies should be performed, however, to verify the results in long-term implanted material.

Palabras claves: cerclaje, Nylon 66, biocompatibilidad.
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INTRODUCCION

El acero inoxidable es un material que desde hace
décadas se utiliza en cirugia, por sus propiedades de
biocompatibilidad, resistencia mecdnica y fécil esteri-
lizacion, entre otras. El uso del hilo o alambre de acero
en forma de cerclaje como método de osteosintesis co-
menzé con el advenimiento de las técnicas de reduc-
cion abierta y fijacion interna de las fracturas
(Liskal989). En Cirugia Ortopédica resulta al presente
de uso corriente en la estabilizacién y fijacién de cier-
tos tipos de fracturas, solo o como complemento de otros
métodos de osteosintesis (Piermattei 1999, Denny 1982,
Fossum y Col. 1999, Olmstead 1995, Liskal989,
Willer1998, Roush y Col.2000, San Roméan 1994,
Schrader 1991).

El desarrollo de otros materiales biocompatibles de-
rivados del polietileno, nylon, cerdmicas, etc., adapta-
dos para su empleo en cirugia, ha determinado la apari-
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ci6én de un sinnimero de elementos de osteosintesis al-
ternativos a los fabricados en acero.

Los polimeros PVC (policroruro de vinilo) y PPL
(polipropileno) han sido utilizados profusamente en la
fabricacion de diferentes dispositivos (sondas
nasogdstricas, sondas uretrales, prétesis dentarias,
catéteres intravasculares, contraceptivos intrauterinos,
tubos para didlisis peritoneal, cdnulas ruminales e intes-
tinales, tapones esofdgicos y hasta corazones artificia-
les) (Wheeler y col 1998).

Si bien existen a nivel mundial trabajos relacionados
ala Medicina Veterinaria que evaldan el uso de polimeros
en diferentes implantes como: precintos de polipropileno
en la fijacion de placas (Alberto y col 2001); placas de
polipropileno para osteosintesis (Alberto y col 2001,
Amato 2000, Wheeler y col 1998, Wheeler y col 1995);
placas de PVC en la inmovilizacién interna de columna
vertebral (Tudury y col 1997); mallas de polipropileno
en la correccion quirdrgica de hernia perineal y defectos
auriculares (Matera y col 1989, Matera y col 1981); ani-
llos de polipropileno en la correccion de colapso traqueal
(White 1995); no es asi para el polimero Nylon 66 donde
solo hemos encontrado escasisima documentacién biblio-
grafica. Citamos particularmente un experimento en que
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mediante estudio in vitro e in vivo se demostré que el
nylon industrial resulta un material relativamente inerte
cuando se lo utiliza como material ortopédico
(Shivaprakash y col 1998).

Las condiciones particulares de nuestro medio, en que
las razones econdmicas gravitan mucho al momento de
valorar opciones en el uso de diferentes materiales, nos
incentivé a la bisqueda de un material que fuera de fécil
obtencion, econdmico, maleable, resistente, esterilizable
con métodos sencillos, cuya manipulacion requiriera ins-
trumental minimo y que representara una adecuada al-
ternativa al acero inoxidable.

Contando con algunas experiencias efectuadas en
nuestro medio por dos de los autores en el uso empirico
de precintos de poliamida (Nylon 66) en fracturas
diafisarias oblicuas en perros, disefiamos un experimen-
to que permitiera evaluar las propiedades de biocompa-
tibilidad y resistencia mecdnica de aquel material, en
comparacion con las del Acero 316L.

Los aspectos bioldgicos (biocompatibilidad) fueron
estudiados en ratas, mediante el implante de precintos de
Nylon 66 y Acero 316L. Los precintos de Nylon 66, es-
terilizados por diferentes métodos, fueron testados en su
resistencia mecanica y comparados con material no so-
metido a esterilizacion. Los valores obtenidos fueron
estadisticamente analizados con test de Kruskal-Wallis
(Whimster 1997).

La validacién de los procedimientos de esterilizacion
empleados fue realizada por controles microbiol6gicos
de los materiales.

MATERIAL Y METODOS

Estudio bioldgico in vivo. Se utilizaron 18 ratas de la
cepa Sprague Dawley de ambos sexos de 200 a 350 g de
peso. Las ratas se mantuvieron en cajas pldsticas de
60 cm (centimetros) de largo por 40 de ancho, por 20 de
altura con capacidad para 10 animales. Las cajas conta-
ban con cama de cdscara de arroz, cuyo cambio fue de
dos veces por semana. La alimentacién fue balanceada
(pellets), y administrada ad libitum, al igual que el agua.

Se mantuvieron a una temperatura promedio de 18 a
22°C con una humedad promedio de 55% y con una ex-
posicién a la luz de 12 a 16 horas al dia, respetando el
ritmo suefio-vigilia normal. Se mantuvieron, ademads, sin
restriccion de su movilidad. A los fines de nuestro traba-
jo los animales se separaron al azar en 3 grupos de 6
unidades cada uno.

Los materiales de implante (cerclaje) —Acero 316L y
Nylon 66— fueron esterilizados mediante autoclave (mo-
delo Scanlan Morris, Ohlo Chemical & Surgical Equip-
ment Co, Madison, Wisconsin, U.S.A.), durante 20 minu-
tos, a 121°C de temperatura y 1 atmdsfera de presion.

Las ratas se operaron en condiciones de maxima asep-
sia en el quir6fano del Departamento de Pequefios Ani-
males de la Facultad de Veterinaria. Fueron anestesiados

278

por via intraperitoneal con solucién de Ketamina al 5% a
dosis de 80 mg/kg PV (miligramos por kilo de peso vivo)
y con Diazepam al 1% a dosis de 10mg/kg PV (Alvarez
Gomez de Segura y col 2001).

Se realiz6 tricotomia en ambas tibias y luego se efec-
tud una incision craneo-medial de 2,5 cm de longitud, de
proximal a distal con bisturi mango N° 3 y hoja
N° 15. La tibia se expuso por divulsién subcutdnea y mus-
cular, supraperidstica. Una vez lograda la exposicion
dsea, se procedié a colocar en un mismo animal los
cerclajes: en la tibia derecha el de Nylon 66 (CV-100
marca KSS) de 2,5 mm de ancho y 1 mm de espesor y en
la tibia izquierda el de acero inoxidable 316L de 0,5 mi-
limetros (mm) de didmetro. En ambos casos el cerclaje
fue colocado a nivel del tercio medio de la tibia. La heri-
da operatoria se suturé en dos planos con puntos separa-
dos de Vyecril N° 4-0. Al final del tiempo operatorio, se
administré penicilina a dosis de 1000 U/g PV (unidades
por gramo de peso vivo) via subcutdnea (Alvarez Gémez
de Segura y col 2001). Durante todo el postoperatorio
los animales permanecieron alojados hasta la fecha de la
eutanasia en las instalaciones del bioterio de la Facultad
de Veterinaria.

Cada grupo de animales se sacrific6 a las 6, 10y 14
semanas del postoperatorio. Para la eutanasia se utiliz6
tiopental intracardiaco, previa anestesia con ketamina y
diazepam; estas ultimas, a las mismas dosis que las utili-
zadas en el procedimiento quirtirgico.

Inmediatamente luego de la eutanasia, se tomaron
muestras en bloque de la porcion central del area de la
tibia (zona del cerclaje), las que fueron fijadas en formol
tamponado al 10% con 4 gramos de fosfato monovalente
y 6,5 gramos de fosfato divalente de sodio en 100 ml de
solucién de formol al 40%. Luego fueron descalcificadas
con EDTA (4cido etilen-diamino-tetraacético) disédico
durante 8 semanas (Linch 1969). Los implantes se reti-
raron cuidadosamente y concluida esta etapa las piezas
se incluyeron en bloques de parafina. Ulteriormente
fueron cortados longitudinalmente a un espesor de
6 micrometros utilizando micrétomo manual (Reichert-
Jung Biocut 2030, Wetzlar, Alemania).

Se obtuvieron 6 cortes no secuenciales representati-
vos de la totalidad de cada pieza para su valoracién
histopatoldgica. Los cortes fueron coloreados con la téc-
nica de Hematoxilina y Eosina (Romeis 1928), utilizan-
do hematoxilina de Ehrlich.

El estudio histoldgico de las ldminas para identificar,
localizar y caracterizar dreas de reaccion inflamatoria fue
realizado en microscopio 6ptico liviano (National
Shangai, China).

Estudio mecdnico. El estudio para obtener informacion
sobre punto de rotura y deformacion del Nylon 66 some-
tido a diferentes métodos de esterilizacion fue realizado
en la Facultad de Ingenieria, en el Instituto de Ensayo de
Materiales.



Para dicho fin se utilizé una Prensa Instron, Modelo
1011, U.S.A, calibrada por LATU y empleando escala
de 50 kilogramos.

Se utilizaron 40 precintos plasticos, los cuales fueron
separados en 4 grupos de 10 unidades cada uno: Grupo A,
esterilizado mediante autoclave modelo Scanlan Morris,
Ohlo Chemical & Surgical Equipment Co, Madison,
Wisconsin, U.S.A, durante 20 min (minutos), a 121°C de
temperatura y 1 atmosfera de presion; Grupo B, esteriliza-
do mediante procedimiento uniforme con vapores de
formalina al 10% (Drogueria Paysandi) en cajas cerradas
durante 24 hr a temperatura ambiente; Grupo C, esterili-
zado con C2H40 (gas de 6xido de etileno), durante
180 min, a 45°C, a una concentracién de 515 g/m? y una
humedad de 60%, con ulterior aireado (INDUPAR Ltda.
Montevideo, Uruguay) y el Grupo D, fue el grupo testigo
al cual no se le aplicé ningtin método de esterilizacion.

De cada grupo se tom6 una muestra al azar de tres
unidades, las que fueron sometidas a la referida prueba.

Previo a comenzar la misma, se aplic6 a cada precin-
to una carga inicial de 1 kg (que corresponde a deforma-
cién cero), y se continudé con 1 milimetro por minuto
de velocidad inicial en el primer tramo y luego de
10 mm/min.

Estudio microbioldgico. Diez precintos de Nylon 66 en-
vasados en doble bolsa de polietileno fueron sometidos
a esterilizacién mediante gas de 6xido de etileno durante
180 min, a 45°C, a una concentracién de 515 g/m? y una
humedad de 60% con ulterior aireado; diez envasados en
doble envoltura de papel lo fueron autoclavados a 120°C
y 1 atm de presién durante 20 min, y 10 sometidos a
vapores de formalina en recipiente hermético durante
24 hr a temperatura ambiente.

Un precinto de cada grupo elegido al azar fue some-
tido a sembrado de placa estriada en cultivo de agar san-
gre (Laboratorio DIFCO). Posteriormente las placas se
incubaron (estufa) a una temperatura de 37°C durante
72 horas.

Estudio estadistico. La valoracién estadistica de los re-
sultados del estudio mecénico in vitro fue realizada por
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis el cual se utili-
za para muestras pequefias (como es el caso de nuestro
estudio).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio biologico in vivo. En nuestro diseflo experimen-
tal encontramos que el implante supraperidstico de Nylon
66 en la poblacion de ratas estudiada en los lapsos de
tiempo de 6, 10 y 14 semanas, no produjo reaccion
inflamatoria detectable tanto macro o microscépica.

En la observacién macroscépica no se observaron sig-
nos de inflamacion, tales como edema, hiperemia o tu-
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mefaccion, tanto para el Nylon 66 como para el acero
inoxidable 316L.

A la observacién microscépica no se encontré una
reaccion celular infiltrativa que indicara proceso infec-
cioso o inflamatorio figural (macréfagos, polimorfonu-
cleares, linfocitos, células gigantes o de cuerpo extrafio),
y no se observo diferencia alguna en el analisis de los
tejidos que rodeaban los implantes de Nylon 66 y acero
inoxidable 316L. Sin embargo, debe consignarse la pre-
sencia de algunos vasos de neoformacion en la cortical
Osea vecina al drea de cerclaje con Nylon 66.

Asimismo, Shivaprakash y col concluyen luego de
estudios in vivo e in vitro que el nylon se comporta en
forma inerte.

En nuestro experimento, ninguno de los animales
operados mostrd signos de infeccién en las dreas de los
implantes, lo que traduce un comportamiento inocuo del
material de implante frente a los tejidos blandos circun-
dantes.

El periodo de observacién de la actividad biolégica
tisular en nuestro experimento no nos permite obtener
conclusiones respecto a la eventual actividad inflamatoria
o macrofagica tardia, como la que se observa en el caso
de implantes de nylon o polietileno (Pollice y col 1995)
sometidos a estrés mecdnico continuado.

Las prétesis articulares totales (acero contra
polietileno) en rodillas y particularmente en cadera son
—como se sabe— pasibles de falla o aflojamiento debido a
la reabsorcién osteolitica a cargo de macréfagos estimu-
lados en su actividad por la presencia de fragmentos
nanométricos de polietileno desprendidos de los implan-
tes protésicos. Este fendmeno —posible de ocurrir en caso

Figura 1. Microfotografia del sitio del implante del precinto
de Nylon 66. Se aprecia discreta hipervascularizacién local a
nivel del hueso en el drea del implante, sin infiltracién celular
inflamatoria en partes blandas (Tincién hematoxilina-eosina,
300X).

Nylon 66-wire’s implant site. Mild local hypervascula-
rization can be observed within the bone at the implant area, without
cellular infiltrate in soft tissues (Hematoxiline-eosine stain, 300X).
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de implantes de polietileno sometidos a estrés— ocurre
tardiamente en la evolucién postoperatoria (afios)
(Schmalzried y col 1998). El punto constituye, pues, un
desafio futuro para el estudio del comportamiento a lar-
go plazo del Nylon 66 como material de osteosintesis.

Estudio mecdnico. Los valores (carga-deformacién) ob-
tenidos como resultado del testado de todos los precin-
tos fueron analizados con el test de Kruskal-Wallis,
obteniéndose los correspondientes valores registrados en
el cuadro 1. Estos indican que los precintos esterilizados
con gas de 6xido de etileno soportan una mayor carga y
presentan una menor deformacién con respecto al grupo
testigo. Los esterilizados por medio de autoclave y
formalina se comportan de forma similar al grupo testi-
go no habiendo diferencia significativa entre ellos.
Estos resultados nos permiten concluir, dado el nivel
de significancia, que la esterilizacién por medio de gas
de oxido de etileno cambia las propiedades fisicas del
material haciéndolo menos eldstico y mds resistente.

Estudio microbiologico. El resultado del control de este-
rilidad de los precintos de Nylon 66 mediante estudio
microbiolégico no mostrd a las 72 horas en el medio de
cultivo sembrado formacién alguna de colonias. Este re-
sultado fue el mismo para todos los precintos esteriliza-
dos con los diferentes métodos referidos.

La ausencia de formacién de colonias en las placas
sembradas con los precintos denota la eficacia de los
métodos de esterilizacion utilizados en nuestro estudio.

Cuadro 1. Promedio de valores de deformacién (en mm) para
cargas crecientes (expresadas en kg) para cada grupo de precintos
de Nylon 66:

Mean values of deformation (in mm) for increasing loads
(express in kg) for each group of Nylon 66 wires:

Carga  Promedio Deformacion Promedio

Grupo~yg) (ke) (mm) (mm)
8.5 109,8

A 8.5 8,57 95,3 96,6
8,7 84,8
8.3 105,8

B 8,7 8,57 87,7 93,7
8,7 87,6
8,6 72,7

C 8,6 8,67 92,5 88,2
8.8 99,4
9,3 68,6

D 9,4 9,47 63,2 63,7
9,7 59,3

A = precintos no esterilizados (grupo control).

B = precintos esterilizados en autoclave.

C = precintos esterilizados en vapores de formalina.

D = precintos esterilizados en gas de oxido de etileno (P < 0,05).
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A modo de conclusién, podemos resefiar que el com-
portamiento bioldégico del Nylon 66 resulté comparable
al del acero inoxidable 316L, ya que no se observaron
diferencias significativas macro o microscépicas. Por otra
parte, en nuestro experimento no se encontrd respuesta
inflamatoria alguna en la zona de los implantes de
Nylon 66.

El método de esterilizacion por medio de gas de dxi-
do de etileno demostrd afectar las propiedades fisicas del
material, a diferencia de los otros métodos empleados.

El uso clinico en cirugia veterinaria del Nylon 66 en
la osteosintesis de fracturas no ha sido documentado —en
nuestro conocimiento— en la bibliografia disponible.

En nuestro medio se han realizado ensayos clinicos
usando Nylon 66 en la fijacion de fracturas diafisarias
oblicuas en perros, con resultados favorables (trabajo de
dos de los autores no publicado).

Acorde a esta experiencia, podemos considerar que
es factible la utilizacién del Nylon 66 en cirugia orto-
pédica como material de cerclaje, en virtud de su biocom-
patibilidad, comparable al acero inoxidable 316L, de su
resistencia mecanica adecuada, facil esterilizacion, ma-
nipulacién y obtencién en nuestro mercado.

Se hacen necesarios, sin embargo, estudios futuros
relativos a la biocompatibilidad a largo plazo del Nylon
66 cuando se lo implanta de forma permanente.

RESUMEN

A efectos de evaluar la biocompatibilidad y el comportamiento
mecdnico del Nylon 66 en comparacion con el acero inoxidable para
su utilizacién en cirugia ortopédica, disefiamos un experimento en
ratas. El Nylon 66 fue usado como “cerclaje” supraperidstico en la
tibia derecha y el alambre de acero, en la tibia izquierda del mismo
animal, en un grupo de 18 ratas. Para el estudio de sus propiedades
mecdnicas, el Nylon 66 fue esterilizado con diferentes métodos
(autoclave, vapores de formalina y gas de 6xido de etileno). Las
referidas propiedades (deformacion hasta ruptura) de los precintos
de Nylon 66 esterilizados con distintos métodos fueron comparadas
cuantitativamente. E1 Nylon 66 no esterilizado fue usado como
control. A efectos de la validacién de los diferentes métodos
utilizados, se realizaron controles microbiolégicos de todos los
materiales esterilizados. Los resultados de nuestro experimento
mostraron que ni el Nylon 66 ni el Acero 316L indujeron respuesta
celular (inflamacién) a nivel de sus sitios de implante. El testado
mecénico del Nylon 66 demostré que el material esterilizado con
formalina o autoclavado, tuvo un comportamiento cuantitativamente
similar, asi como también respecto al control. Sin embargo, el
material esterilizado con gas de 6xido de etileno mostré menor
resistencia a la deformacion. Estos resultados fueron analizados
estadisticamente con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los
cultivos microbioldgicos de 72 horas de las muestras de Nylon 66
esterilizadas con diferentes métodos resultaron negativos. El Nylon
66 podria, pues, proponerse como un material aceptable de alternativa
para la fijacion de fracturas en Cirugia Ortopédica de pequefios
animales, en virtud de haber demostrado compartir con el estandar
(acero), biocompatibilidad y resistencia a la deformacion mecanica.
Asimismo, se trata de un material econémico, muy accesible en el
mercado y técnicamente de muy sencilla manipulacién. Ulteriores
estudios se hacen necesarios sin embargo, para corroborar nuestros
resultados en material implantado durante largos periodos de tiempo.
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