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Autoinjerto 6seo esterilizado en autoclave y
reconstituido con médula ésea roja
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Resumen

Introduccion: La reconstruccion 6sea es un problema comun en
oncologia. La reconstruccién mandibular se hace con colgajos mi-
crovascularizados, pero existen notorias diferencias en la forma y
las dimension respecto a la mandibula normal, consecuentemen-
te son deseables nuevos métodos reconstructivos. Exploramos la
factibilidad de usar un segmento mandibular esterilizado y recons-
tituido con médula 6sea autologa.

Material y métodos: Un segmento mandibular de 6 a 7 cm fue
escindido en tres perros criollos. El segmento fue esterilizado en
autoclave durante 40 minutos y perforado con agujeros de 3 mm
cada 10 mm y reconstituido con médula ésea autdloga mezclada
con hueso particulado, luego el autoinjerto fue instalado debajo
del dorsal ancho.

Resultados: En la semana 4 posterior a la cirugia los perros reci-
bieron renio coloidal y fueron puestos en una gammacamara. La
imagen evidencio la captacion del radiotrazador, que demostro la
viabilidad de la médula 6sea. Una hora después, el autoinjerto fue
escindido y con el estudio histopatoldgico se corrobord la viabilidad
de la médula y la formacion de vasos nuevos y osteoide. En la se-
mana 12, el tercer perro recibié MDP-*Tc y fue puesto en la gam-
macamara. Los resultados probaron la produccion de hueso nuevo.
Conclusiones: La reconstruccion 6sea con colgajos microvascu-
larizados significa un problema, pero el hueso esterilizado y re-
constituido con médula 6sea recobra su viabilidad. Esta observa-
cion podria permitir la reconstruccion 6sea, incluida la mandibular,
en forma sencilla y segura en pacientes aquejados con tumores
6seos. El hueso esterilizado con autoclave y reconstituido con mé-
dula 6sea roja recobra su viabilidad.

Palabras clave: Reconstruccién 6sea, reconstruccion mandibu-
lar, células troncales, ingenieria de tejidos, injerto 6seo.

Abstract

Background: Bone reconstruction is a common problem in the
oncological setting. Mandibular reconstruction is done with micro-
vascularized free flaps, but noticeable differences in shape and
size exist in relation to the normal mandible; consequently, new re-
constructive methods are desirable. We explored the feasibility of
recovering osseous viability using a sterilized mandibular segment
reconstituted with autologous bone marrow.

Methods: A 6- to 7-cm mandibular segment was excised in three
Creole dogs. The segment was autoclaved for 40 min. The bone
was then drilled, producing 3-mm holes every 10-mm. Bone was
reconstituted with autologous bone marrow from the iliac spine
mixed with particulated bone. Bone autograph was installed un-
derneath the latissimus dorsi muscle.

Results: On week four after surgery, dogs received colloidal rhe-
nium and were placed in a gamma camera. The study showed
uptake of the radiotracer in the bone graft, demonstrating viability
of bone marrow. One hour later, the autograph was excised in
two dogs and a histopathological study corroborated the viability
of the bone marrow and the formation of new vessels and oste-
oid. On week twelve, the third dog was administered MDP-*Tc
and placed in a gamma camera. Results proved production of
new bone.

Conclusions: Osseous reconstruction with microvascularized
flaps may cause problems, but sterilized bone reconstituted with
bone marrow becomes viable. This observation eventually would
allow osseous reconstruction, including mandibular, easily and re-
liably in patients with osseous tumors. Autoclaved bone reconsti-
tuted with bone marrow recovers its viability.

Key words: Bone reconstruction, mandibular reconstruction, stem
cells, tissue engineering, bone graft.
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Introduccion

Dado que todos los huesos del cuerpo humano son suscep-
tibles de afeccidon neoplasica, la reconstruccion 6sea es un
problema comun en oncologia. El cancer bucal y el bucofa-
ringeo (que suelen ser diagnosticados en etapas avanzadas),
asi como los tumores 6seos y los odontogénicos primarios
pueden involucrar la mandibula.! El tratamiento de estos
tumores consiste en la reseccion quirlirgica y tratamiento
adyuvante.”® En los tumores mandibulares, la reseccion co-
munmente significa una escision segmentaria asociada con
significativas secuelas funcionales y estéticas.*

La reconstruccion mandibular se hace con colgajos mi-
crovascularizados de peroné o cresta iliaca, pero los resul-
tados son imperfectos debido a notorias diferencias en la
forma y las dimensiones en relacion con la mandibula nor-
mal. Ademas, se debe considerar la morbilidad en el sitio
donador, que implica cierta deformidad y deterioro funcio-
nal transitorio,> también con frecuencia la reconstruccion
de los defectos extensos se complica debido a la limitada
disponibilidad de tejido donador y la reabsorcion osea ex-
tensa.”8

Aunque la reconstrucciéon microvascular es el estandar
en la reconstruccion mandibular, ello no implica que sea
perfecta ni no susceptible de eventual mejora, por ello se in-
vestigan otros enfoques, incluyendo la ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejidos combina los principios de las
ciencias biologicas e ingenieria para generar tejidos y crear
sustitutos bioldgicos utiles para recobrar, mantener o me-
jorar la funcion de algan tejido u érgano.’ La ingenieria de
tejidos para la reconstruccion mandibular podria minimizar
las desventajas asociadas con el uso de colgajos libres.

Los osteoblastos son células productoras de hueso de-
rivadas de las células troncales mesenquimales y ambas
residen en la médula 6sea. Cuando los osteoblastos estan
rodeados de matriz 6sea, formando lagunas, reciben el
nombre de osteocitos. En contraste, los osteoclastos son
células gigantes multinucleadas responsables de la reabsor-
cion 6sea y surgen de precursores del sistema monocito-
macr6fago; contienen fosfata acida, responden a hormonas
troficas y estan influidos por la calcitonina. El osteoide es
producido por los osteoblastos y es el precursor organico no
mineralizado del hueso, ya que éste se forma con la minera-
lizacion de esta matriz organica. Para cumplir las demandas
de estabilidad y rigidez, la matriz 6sea mineralizada esta
constituida principalmente de hidroxiapatita, un componen-
te mineral formado por sales insolubles de calcio y fosfato
[(Ca),, (PO,), (OH),], que también contiene magnesio, so-
dio y bicarbonato.!®

La matriz 6sea no es estatica, constantemente es remode-
lada por sus componentes celulares en respuesta a estimulos
mecanicos, metabdlicos, regenerativos y a demandas hema-

topoyéticas. La carga mecanica es un estimulo mayor para
la remodelacion, que es llevada a cabo por los osteoclastos
con capacidad reabsortiva del hueso, seguida de la activi-
dad de las células formadoras de hueso, los osteoblastos.!!

Los osteoblastos se originan de células progenitoras me-
senquimales pluripotentes, una subpoblacion de las células
troncales mesenquimales capaces de diferenciarse en varios
tipos celulares, incluyendo osteoblastos, condrocitos, mio-
blastos y adipocitos.'?

Las células troncales, que en condiciones normales
permanecen quiescentes, pueden autorrenovarse por una
division asimétrica que produce una hija idéntica y una se-
gunda célula progenitora que puede comprometerse a un
programa especifico de diferenciacion. Se acepta que estas
células permanecen en un estado indiferenciado mediante
la supresion de factores intrinsecos y extrinsecos, hasta que
son estimuladas por lo general por alguna clase de lesion.'

Las células estromales de la médula ésea adulta son la
fuente de células troncales que pueden ser inducidas a di-
ferenciarse y ser idénticas a las células troncales mesén-
quimales.' La facil proliferacion de las células troncales
mesenquimales las hace valiosas candidatas para aplicacio-
nes terapéuticas'® y su uso en la regeneracion 6sea podria
ser paradigma de los conceptos de la ingenieria de tejidos.

Llevamos a cabo un estudio para explorar la factibilidad
de recobrar la viabilidad 6sea con un segmento 6seo mandi-
bular esterilizado en autoclave y reconstituido con médula
oOsea autdloga.

Material y métodos

El estudio fue aprobado por los Comités de Investigacion y
Etica del Instituto Nacional de Cancerologia y por el Comi-
té de Investigacion en Animales de la Escuela Superior de
Medicina del Instituto Politécnico Nacional.

Procedimiento quirtrgico

Seis perros criollos con edades entre uno y cuatro afios y
peso de 15 a 20 kg fueron mantenidos en cuarentena hasta
el dia del procedimiento quirurgico. Se planed el estudio en
dos series de tres perros cada una. Ante resultados consis-
tentes se concluiria el estudio con los primeros tres perros,
para proteger a los restantes. Operamos la primera serie de
tres perros el mismo dia.

Después de la instalacion de una linea intravenosa y de
una infusion continua de soluciéon Hartman fue iniciada la
profilaxis antibidtica con cefalexina en dosis de 25 mg/kg
en infusion continua durante 30 minutos, 40 minutos an-
tes de la induccion anestésica. La induccion anestésica fue
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hecha con propofol, en dosis de 4 mg/kg de peso corporal
administrada en bolo; el mantenimiento se llevd a cabo con
pequeiios bolos a dosis-respuesta.

Con técnica aséptica y antiséptica se expuso la cavidad
bucal para acceso intraoral. Fue escindido un segmento de 6
a 7 cm de mandibula, después de incidir la mucosa gingival
inmediatamente debajo del proceso alveolar. La exposicion
y reseccion se extendio del foramen mentoniano al angulo
de la mandibula.

Después de eliminar mediante diseccion cortante todos
los tejidos blandos del hueso, el fragmento fue esterilizado,
depositado en un recipiente Pyrex e introducido en una au-
toclave a 15 kPa 0 103 Ibf/in? y 121 °C durante 40 minutos,
mientras el perro permanecia anestesiado.

Después de la esterilizacion todas las piezas dentarias
fueron extraidas y se hicieron perforaciones al hueso cor-
tical hasta alcanzar el canal medular con una pieza de
mano y fresas quirtrgicas de 3 mm de diametro, cada 10
a 12 mm pero evitando el borde inferior de la mandibu-
la para preservar su fortaleza. Ademas, el borde oclusal
de la mandibula fue fresado para obtener una superficie
regular.

Las particulas d6seas obtenidas mediante el fresado fue-
ron introducidas en los orificios después de mezclarlas con
médula 6sea obtenida de la espina iliaca anterosuperior me-
diante puncidn con una aguja para tal efecto. La mezcla fue
preparada con volumenes iguales sin el uso de anticoagu-
lantes. La cantidad de la mezcla fue suficiente para empacar
los orificios del hueso cortical y el canal medular.

El fragmento reconstituido fue introducido debajo del
musculo dorsal ancho a través de una incision cutanea de
2 cm; se cuido que la hemostasia fuera perfecta (figura 1).
La herida quirargica fue cerrada por planos con poliglac-
tina 3-0 y la mucosa bucal con puntos separados de poli-
glactina 3-0.

Figura 1. Reconstruccion tomografica tridimensional en un animal de
experimentacion en la que se observa el injerto debajo del musculo
dorsal ancho.

Cuidados posoperatorios

La profilaxis antibiotica contintio con cefalexina a una dosis
de 25 mg/kg de peso corporal por el hocico, administrada
cada 24 horas hasta completar 72 horas, con inicio 12 horas
después de la conclusion de la cirugia. La analgesia fue he-
cha con rofecoxib a una dosis de 2 mg/kg de peso corporal
por el hocico, dos veces al dia por tres dias. La alimentacioén
se reinicid 12 horas después de la cirugia con dieta blanda.

Evaluacion de la viabilidad

La evaluacion de viabilidad se realiz6 con un gammagra-
ma de médula 6sea después de administrar 15 mCi de renio
coloidal, cuatro semanas después de la cirugia. Una hora
después de la conclusion del gammagrama los perros 1y 2
fueron sometidos a escision quirargica del segmento man-
dibular para su evaluacion histologica.

Al perro 3 se le realiz6 un gammagrama 6seo en la semana
12 administrando 20 mCi de MDP-*Tc para corroborar la
formacion de hueso. Una hora después el fragmento 6seo fue
escindido para su estudio histologico. Al término de las eva-
luaciones los perros fueron sacrificados con una sobredosis
de propofol.

Resultados

La cirugia se realiz6é tinicamente en los tres perros iniciales
debido a resultados consistentes. El tiempo quirrgico pro-
medio fue de 90 minutos (rango 70 a 110). La hemorragia
promedio fue de 100 ml (rango de 60 a 140). El posoperato-
rio transcurrid sin eventualidades. Las heridas de la cavidad
bucal y del dorso sanaron sin problemas.

Figura 2. Gammagrama con 15 mCi de renio coloidal fusionado con
una imagen tomografica en la que se aprecia la captacion del radio-
trazador, lo cual indica la viabilidad de la médula 6sea.
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Figura 3. Imagen tipica de los orificios. Obsérvese la médula ésea
viable y la formacién de vasos nuevos.
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Figura 5. Trabécula ésea (parte inferior). Dentro del espacio hay os-
teoide inmaduro (mas basdfilo).

En la semana 4 se practicé en los tres perros un gamma-
grama de médula 6sea roja con renio coloidal que demostro
la captacion selectiva por la médula dsea del hueso instalado
en el lomo, consistente con la viabilidad de la médula 6sea en
el hueso reconstituido de los tres animales (figura 2).

La imagen del gammagrama fue fusionada con una
imagen tomografica para la mejor evaluacién anatoémica
de las zonas captantes. Los fragmentos de mandibula de
los perros 1 y 2 fueron procesados para estudio histo-
patologico. En ambos se demostréo médula 6sea viable
asociada con nuevos vasos sanguineos, mas osteoide y
algunos osteoclastos (figuras 3, 4 y 5). Estos cambios
predominaron en las perforaciones practicadas al auto-
injerto; en la pieza del perro 1 algunos orificios mostra-
ron celularidad consistente con infiltracion inflamatoria
aguda y formaciéon de microabscesos, compatible con
osteomielitis.

En la semana 12, en el perro 3 un gammagrama 6seo
mostrod la integracion de minerales al osteoide y, por lo tan-
to, la formacion de hueso nuevo (figura 6). Esto fue apoya-
do por la observacion previa en el estudio histopatologico
del segmento 6seo de formacioén de matriz proteica no mi-
neralizada u osteoide. A final de la evaluacion los perros
fueron sacrificados con una sobredosis de propofol.

Discusion

Bajo condiciones normales, la proliferacion, diferenciacion
y migracion de los osteoblastos esta influida por hormonas
y factores de crecimiento. Estos factores actuan sobre pro-
osteoblastos por medio de receptores especificos para acti-
var vias de sefializacion intracelular e inducir su diferencia-
cion a osteoblastos maduros.

Figure 6. Imagen tipica del gammagrama 6seo con 20 mCi de MDP-
%Tc que muestra la captacion del radiotrazador en el autoinjerto,
prueba de la formacién de hueso nuevo.
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Los factores de transcripcion especificos son esenciales
para el desarrollo de los osteoblastos (runx2/core binding
factor al y osteorix) y su diferenciacion. Su activacion cau-
sa la produccion de matriz extracelular y osteoide-colageno
tipo I y la expresion secuencial de fosfatasa alcalina y otras
moléculas asociadas con el hueso, como colageno tipo I,
osteopontina, osteocalcina y sialoproteina dsea.'

Los osteoblastos, en la superficie del hueso, son diferen-
tes a los osteocitos dentro de las lagunas del hueso cortical
ya que estos ultimos estdn conectados por largos procesos
citoplasmaticos a través de una red dispersa de canaliculos
y lagunas, que les permite sensar los cambios mecanicos y
en los fluidos. Ademas, la sintetasa de 6xido nitrico toma
parte de la regulacion y homeostasis del calcio en la remo-
delacion osea.

Los osteoclastos también derivan de células troncales
hematopoyéticas y tienen receptores de calcitonina y son
capaces de reabsorber el hueso mineralizado mediante la
produccion de acido y enzimas especificas. Los osteoblas-
tos también producen un activador del receptor del factor de
unidén del factor-kappa B, que actiia en receptores especifi-
cos de los pro osteoclastos para inducir su diferenciacion en
osteoclastos.!”

La evidencia muestra que las células troncales, bajo con-
diciones apropiadas, pueden diferenciarse en células de te-
jidos maduros, lo cual hace posible regenerar tejidos para su
reemplazo por enfermedad o lesiones. Las células troncales
mesenquimales estan presentes en la médula dsea y tienen
la habilidad de diferenciarse, entre otros tejidos, en osteo-
blastos y formar tejido 6seo.!®

Ademas de los elementos osteblasticos descritos, en la
ingenieria de tejidos otro componente importante son los
moldes, que deben tener propiedades osteoinductivas y
osteoconductivas. Un material osteoinductivo provee el
estimulo bioldégico para que las células troncales mesenqui-
males se diferencien en osteoblastos diferenciados, mien-
tras que un material osteoconductivo provee el “andamio” o
la estructura tridimensional para su infiltracion con el hueso
nuevo, mientras que la osteogénesis o capacidad para for-
mar hueso nuevo se debe a que en el molde existen células
capaces de diferenciarse en osteoblastos del hueso."

Se han usado materiales sintéticos y naturales como mol-
des osteoinductores y osteoconductores y se ha concluido
que el mejor osteoinductor y osteoconductor es el hueso.
Se ha descrito el uso de hueso, con o sin médula, y de pe-
queilos fragmentos de hueso heterdlogo procesado comer-
cialmente, principalmente bovino, con o sin la adicion de
médula dsea, con resultados variables.??!

Conforme estos conceptos se llevo a cabo reconstruccion
mandibular en humanos con una malla de titanio que se lle-
n6 con hueso esponjoso del propio paciente, colagena, hue-
so particulado comercial y proteina morfogenética 6sea con

el proposito de propiciar la generacion de hueso nuevo.?>%
Aunque el procedimiento se aplico a un defecto oncoldgico,
pensamos que podria simplificarse con la misma mandibula
resecada como molde, una vez que ha sido esterilizada para
eliminar todos los tejidos viables y los neopldsicos, para
dejar solo la matriz 6sea mineralizada. Esta modalidad, sin
la reconstitucion con médula 6sea, ha demostrado ser un
procedimiento oncologico seguro para la reconstruccion de
la pelvis y huesos de las extremidades, después de que las
preocupaciones iniciales en relacion con la viabilidad de los
tejidos neoplasicos desaparecio.?

Si bien el experimento solo demuestra la viabilidad 6sea
y su utilidad en la reconstruccion mandibular, experiencias
publicadas con modelos semejantes pero sin los tres ele-
mentos aqui descritos han comprobado la consolidacion y
con ello su utilidad reconstructiva. Nuestro modelo seria
aplicable si el hueso no estd extensamente destruido por
el tumor y si preserva la forma y dimensiones exactas del
hueso, lo que evitaria obtener moldes sintéticos mediante
imagenes, que afiaden complejidad y costos.

Este procedimiento se basa en las propiedades osteoin-
ductivas y osteoconductivas del hueso y eliminaria la nece-
sidad de movilizar extensos tejidos distantes, como sucede
con los colgajos microvasculares.

Se han explorado diversos enfoques para generar teji-
do 6seo con éxito variable. Asi, formas similares de re-
construccion han sido usadas con resultados inconstantes
para reemplazar los huesos largos, pero estas técnicas
usan células troncales expandidas y asociadas con mol-
des sintéticos como hidroxiapatita®® o hueso esterilizado
heter6logo y homologo, ya sea pasteurizado, radiado o
congelado, pero sin adicionar médula 6sea autéloga.?®
Hasta ahora no conocemos informes previos de la com-
binacion de los tres factores: osteoinductivos, osteocon-
ductivos y osteobldsticos, con la mandibula original,
COmo proponemos.

Se podria invocar que la viabilidad del injerto se debe
a la migracion de las células de la médula d6sea hacia el
segmento reimplantado desde el hueso remanente, lo que
complica la evaluacién, pero con la localizaciéon temporal
debajo del musculo dorsal ancho se demuestra que la viabi-
lidad es atribuible a la médula 6sea aplicada al injerto.

Una ventaja de este modelo es la posibilidad de una re-
construccion diferida, contemporizando mediante la inser-
cion del injerto debajo del musculo dorsal ancho que daria
la oportunidad para concluir el tratamiento oncolégico sin
poner en peligro su viabilidad y sin causar el crecimiento
tumoral por medio del tedrico efecto paracrino de las célu-
las del injerto en las células tumorales residuales.

Si bien tres casos es un numero reducido para demostrar
la factibilidad del procedimiento, es necesario considerar
que un hueso esterilizado no es un tejido viable y en con-
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secuencia es evidente que la viabilidad se debe a la adicion
de la médula dsea.

En modelos similares se ha propuesto que se requieren
factores troficos externos para estimular la formacion de
hueso, como BMP (bone morfogenetic protein) usado por
algunos autores?” o plasma rico en plaquetas con el uso de
hueso esponjoso,® sin embargo, dado que nuestro modelo
prescinde de éstos concluimos que los inductores deben
estar en el hueso. Creemos que el hueso esterilizado con
dafio térmico provee el estimulo para que las células me-
senquimales se diferencien en osteoblastos, sin la necesidad
de factores tréficos externos. Pensamos que la esteriliza-
cion desempeia un papel importante al eliminar los tejidos
neoplasicos, pero también al proveer una sefial obligatoria
para la diferenciacion celular, quiza a través de la exposi-
cion de ciertas proteinas en la matriz mineralizada.

Se sabe que las células progenitoras pluripotenciales
presentes en la médula 6sea® bajo el estimulo apropiado,
incluyendo el dafio histico, pueden diferenciarse a osteo-
blastos con la habilidad para producir osteoide, que pronto
se calcifica e induce la formacion de vasos nuevos. En con-
secuencia, en nuestro modelo la matriz 6sea mineralizada
debe ser reabsorbida y reemplazada con nuevo osteoide y
matriz 6sea mineralizada producida por los osteoblastos. La
formacién de hueso nuevo fue demostrada por la formacion
de matriz proteica u osteoide en el estudio histopatologico
y mediante la deteccion de reaccion osteobldstica en el es-
tudio gammagrafico con MDP -”Tc, lo que significa la apo-
sicion de minerales en esta matriz. Esta es la forma habitual
de demostrar la viabilidad en los pacientes reconstruidos
con colgajos 6seos.*®

Ademads, creemos que las perforaciones practicadas al
hueso son importantes para mantener la viabilidad de la
médula dsea, debido a que facilitan el paso de vasos de
neoformacion al canal medular del injerto. Los resultados
inconstantes previamente informados con injertos sin este-
rilizar mayores de 4 cm podrian deberse a la dificultad para
proveer suficiente irrigacion al hueso medular en los mo-
mentos decisivos. Con las perforaciones podria disponerse
de longitudes ilimitadas de hueso ya que su viabilidad no
dependeria de la formacion de vasos desde el canal medular
del hueso remanente, sino surgirian, a mucha menor distan-
cia, de los tejidos blandos circundantes.

Conclusiones

Se requieren mas estudios para demostrar la viabilidad a
largo plazo y la capacidad de integracion del autoinjerto,
pero creemos que este procedimiento podria ser aplicado a
la reconstruccion dsea sin la necesidad de factores troficos
externos.
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