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RESUMEN

Antecedentes: Existe un continuo interés en el desarrollo de materiales sustitutos de injertos 6seos para la reparacion de defectos cra-
neales de espesor total, especialmente para la correccion de defectos congénitos y postraumaticos, en los cuales la principal limitante del
injerto aut6logo radica en la cobertura del defecto craneal. Por tal motivo buscamos desarrollar una unidad osteogénica (hueso desmine-
ralizado, células de médula dsea y dermis humana acelular) donde se verifiquen simultdneamente la osteoconduccién, la osteoinduccion
y la osteogénesis (mecanismos normales para la formacién de hueso) para la reparacion biolégica de dichos defectos.

Material y Método: Se realiz6 una craneotomia en 15 conejos adultos, de 100 mm? (10 x 10 mm) efectuadas mediante un taladro osci-
lante, evitando lesionar la duramadre o el cerebro. Se implant6 la unidad osteogénica en el sitio de la lesion experimental. De esta forma
se form6 un andamio de dermis humana acelular en el sitio del defecto en contacto con la duramadre; luego se implantaron el hueso
desmineralizado y la médula 6sea autologa.

Resultados: Los animales se dividieron de manera aleatoria en cuatro grupos. Con microscopia de luz se compararon las variables histo-
légicas entre los diferentes grupos. Hubo una diferencia significativa en la proporcidn del tejido osteoide (p<0.05), de trabéculas inmaduras
(p<0.05) y de la cantidad de osteoblastos (p<0.05). Estas variables mostraron un aumento en los animales sacrificados al segundo mes
del estudio, que disminuy6 en los animales sacrificados al sexto mes.

Conclusiones: El modelo experimental osteogénico implantado obtuvo los tres factores de reconstruccion bioldgica: osteinduccion,
osteoconduccion y osteogénesis

La unidad osteogénica implantada en el presente estudio es factible.

Palabras clave: Injertos 6seos, hueso craneal, defectos congénitos, osteoconduccion, ostecinduccidn, osteogénesis.

ABSTRACT

Background: There is a continuing interest in developing materials as substitutes for bone grafts to repair full-thickness cranial defects,
especially for correction of birth and post-trauma defects, where the main limitation lies in autologous graft coverage of the bone defects.
There were intend to develop a unit where simuitaneously verify the osteoconduction, the osteoinduction and osteogenesis for the repair
of such defects.

Methods: We performed a craniotomy to 100 mm 2 (10 x 10 mm) by means of an oscillating drill, taking care not to damage the dura or the
brain. The osteogenic unit was then applied on the experimental lesion, following the application of a scaffold of acellular human dermis
on the defect in contact with the dura, finally demineralized bone and autologous bone marrow are placed.

Results: Light microscopy analysis of histological parameters were compared between groups and there was a significant difference in the
proportion of osteoid tissue (p <0.05), immature trabecular (p <0.05) and number of osteoblasts (p <0.05). These variables showed an in-
crease in animals killed at the second month of the study, while they decreased in animals slaughtered on the sixth postsurgical month.
Conclusions: The implanted experimental model fullfilled established the three osteogenic reconstruction biological factors: Osteinduction,
osteoconduction and osteogenesis.

Key words: Bone grafts, craneal bone, congenital defects, osteoconduction, ostecinduction, osteogenesis.

contornos estéticos y evitar el colapso intraventricular. Sin
embargo, los resultados a largo plazo de reconstrucciones
craneales pueden verse comprometidos por la reabsorcién
de cantidades significativas del injerto dseo, con pérdidas

ESTUDIOS SOBRE INJERTOS OSEOS PARA
RECONSTRUCCION CRANEOFACIAL

1 uso de injertos Oseos autélogos para el resta-

blecimiento quirirgico de la forma y funcién del
craneo estd bien documentada.'® Sus objetivos
primordiales son proteger el cerebro, restituir

de volumen que oscilan de 20 a 80% 2%2!,
El prolapso de tejidos blandos adyacentes y una mi-
gracion rapida de fibroblastos hacia el defecto 6seo se
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han sefialado como obstaculos para la regeneracion dsea.
Debido a esto surgio el procedimiento de la “regeneracion
osea dirigida”, utilizando diversas membranas disefiadas
para que funcionen como barrera a fin de impedir que los
tejidos blandos adyacentes y los fibroblastos penetren en
el defecto; asi se facilita la proliferacién de células pro-
ductoras de hueso %,

Una alternativa promisoria de los materiales para la
reconstruccion de defectos craneales es la matriz osea
desmineralizada alogénica (DBM) -4,

Después de implantar la DBM en el defecto dseo, las cé-
lulas mesenquimatosas pluripotenciales del sitio receptor
comienzan a proliferar y transformarse en cartilago y ese
cartilago forma hueso nuevo, cuando la matriz cartilagi-
nosa se osifica y se reemplaza por tejido osteoide (hueso
en formacion). Dicho proceso se verifica por osificacion
endocondral y la invasién de vasos sanguineos que es un
fenomeno fundamental para la formacién endocondral.

Por otro lado, la condromodulina I, una glicoproteina
de 25 KDa aislada por vez primera de la epifisis de bovi-
nos, es motivo de estudio ya que promueve la actividad
de condrocitos, estimula la sintesis de proteoglicanos y la
formacién de colonias de condrocitos *.
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Gendler introdujo la DBM perforada en 1984 y hall6
que cada sitio de perforacion se convierte en un centro
de neoformacién. La DBM se ha distribuido para su uso
comercial a partir de 1987, pero ain son relativamente
pocos los estudios que evaltan la velocidad y el patrén
de neoformacién después de implantarla .

Chen et al., evaluaron la eficacia de la DBM con pasta
de hueso autélogo en la reconstruccion de defectos cra-
neales de espesor total en diez pacientes, encontraron que
es un material biocompatible con importante potencial
osteoinductivo. Ademas observaron multiples areas de
neoformacion 6sea y un llenado completo del defecto
craneal a los dos afios de haber implantado la DBM %%,

En algunos estudios utilizaron con éxito dermis humana
acelular para reconstruir defectos de la base de craneo.
Este material proporciona un andamio para el crecimiento
de fibroblastos y neovascularizacion, como lo informé

Eppley 7%,
DIRECCIONES FUTURAS

Ingenieria Tisular

Los avances en la ingenieria tisular y la integracion de
ciencias bioldgicas y fisicas, estan creando y desarrollando
diversos materiales que conllevan factores de crecimiento,
andamios biologicos, asi como la incorporacion de células
madre mesenquimatosas.*® 4

JUSTIFICACION

Existe un continuo interés en el desarrollo de materiales
sustitutos de injertos dseos para la reparacién de defectos
craneales de espesor total, especialmente para correccion
de defectos congénitos y postraumaticos. La limitante
principal del injerto autolégo es la poca cantidad que se
puede obtener para cubrir un defecto 6seo grande. De aqui
que se justifique el desarrollo de una unidad osteogénica
en donde se verifiquen de manera simultinea la osteo-
conduccion, la osteoinduccion y la osteogénesis para la
reparacion bioldgica de dichos defectos.

HIPOTESIS
El presente modelo experimental de osteogénesis en de-

fectos craneales producidos en la calota de conejo adulto,
reune las propiedades de osteoinduccién, osteoconduccion
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y osteogénesis en dos unidades osteogénicas, la unidad A
(hueso desmineralizado en placa, médula osea y dermis
humana acelular) la unidad B (hueso desmineralizado en
pasta, médula ésea y dermis humana acelular).

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo general

Utilizar las propiedades osteoconductivas de la colagena
de dermis humana acelular y adicionarle matriz 6sea des-
mineralizada por su capacidad osteoinductiva y aspirado
de médula dsea para el potencial osteogénetico. En tal
forma se pretende desarrollar una unidad osteogénica
para la reparacion completa de los defectos craneales de
espesor total.

MATERIAL Y METODO

Quince conejos tipo New Zealand adultos se utilizaron
en el presente estudio. Estuvieron al cuidado del Bioterio
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad de Guadalajara. Cinco conejos tipo New
Zealand adultos sirvieron de control.

El estudio se hizo en el Instituto Jaliscience de Cirugia
Plastica y Reconstructiva. Guadalajara Jalisco del 1 de
abril de 2003 al 30 de octubre de 2004,

Se utilizaron como unidades osteogénicas, dermis
humana acelular, matriz ésea desmineralizada en placa y
pasta y aspirado de medula dsea.

Procedimiento

Los 20 conejos se mantuvieron con riguroso control a una
temperatura a 22° C y luminosidad constante de las 07:00
h a las 19:00 h. Todos fueron alimentados con la misma
dieta comercial y agua ad libitum.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité
de Bioética del Instituto, y se realizé con apego estricto a
lanorma: US Department of Health and Human Services:
Guide of the Care and Use of Laboratory Animals. Asimis-
mo, de acuerdo a los lineamientos y principios a los cuales
se debe someter la investigacion cientifica y tecnoldgica
destinada a la salud. Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud (DOF 7
de febrero de 1984).

Todos los animales recibieron profilaxis con antibidti-
cos (Cefotaxima 10 mg/Kg) antes de comenzar la anestesia

general, que fue inducida con Ketamina intramuscular a 50
mg/kg, acetilpromazina (0.75 mg/kg) y Xylazine (5 mg/
kg); se mantuvieron con halotano (1.5%) y éxido nitroso
en una mezcla de 50/50 via mascarilla.

La cabeza y la cresta iliaca de los animales fueron
rasuradas y preparadas con solucién de yodo-povidona;
adicionalmente, se aplicé por via subcuténea lidocaina al
1% con epinefrina 1:100,000). Los animales se mantuvie-
ron a una temperatura corporal constante de 37 a 38° C
durante el procedimiento quirurgico.

Se hizo una incision a nivel de la cresta iliaca derecha
del conejo con bisturi No. 15; se hizo diseccion por planos
hasta la cresta iliaca; se realizo una puncién con una aguja
de Shiba de la cortical 6sea hasta la cavidad endomedular
hemoformadora; se extrajo la guia de la aguja y con una
jeringa de aspiracidn, se obtuvieron unas gotas de liqui-
do endomedular que se depositaron en una caja de Petri.
Posteriormente se utilizaron en la preparacién de dos
unidades osteogénicas:

Unidad tipo A: hueso desmineralizado en bloque, médu-
la 6sea autéloga y dermis humana acelular (alloderm).

Unidad tipo B: hueso desmineralizado en pasta, médula
6sea antologa y dermis humana acelular,

Se realizo una incisién mediosagital de la piel a lo largo
de la superficie antero superior del craneo; se incidié el
periostio del hueso craneal en la linea media y se formaron
dos colgajos; se disecaron y se elevaron bilateralmente.
Posteriormente se realizaron dos craneotomias bilaterales
parietales de 100 mm? (10 x 10 mm) con el uso de un
taladro oscilante, teniendo la precaucién de no lesionar
la duramadre ni el cerebro (Figura 1).

Cada colgajo de la craneotomia se elevo a través de
uno de sus lados con un osteotomo de 2 mm. En ambos
defectos craneales se colocod dermis humana acelular
(Figura 2).

Del lado derecho se coloco la unidad osteogénica tipo
A (Figura 3) y del lado izquierdo la unidad osteogénica
tipo B (Figura 4).

En ambas unidades se adicioné aspirado de médula
osea (Figura 5).

Una vez completas la unidades osteogénicas (Figura
6) se fijaron al hueso adyacente con puntos simples de
nylon 5-0 y los colgajos de piel se suturaron con material
no absorbible (nylon 5-0).

Los animales fueron divididos de manera aleatoria en
cuatro grupos:
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Unidad A-B. La compararacién de los datos histolo-
gicos entre las dos unidades osteogénicas en cada grupo
de animales, mostré diferencias significativas (Cuadros
3a6).

La correlacion de las variables histolégicas entre si,
mostré una asociacion significativa (p = 0.02) entre los
datos de congestion vascular y la presencia de fibrosis.
Figura 12

También hubo una correlacion significativa entre los
datos de inflamacion y neoformacién vascular (p = 0.03)
y de formacion de tejido osteoide con la formacién de
trabéculas inmaduras (p = 0.006), como se ilustra en las
Figuras 13 y 14.

En el grupo 1 inicamente se demostrd la presencia de
datos de inflamacion desde el punto de vista histopato-
logico.

DISCUSION

Injertos 6seos y sustitutos

Los injertos 0seos son necesarios para dar soporte, rellenar
y favorecer la reparacion biologica de los defectos esque-
[éticos. Aunque el hueso autélogo constituye el material
idoneo, su uso tiene importantes limitaciones como son
morbilidad del sitio donador, insuficiente cantidad y
dificultad para moldear en ciertos defectos. Dichas limi-

Cuadro 3. Comparacion intragrupo de las variables histopatologicas para ambas unidades osteogénicas

Variables Grupo I A

Grupo I B Mann-Whitney

pd
o
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Unidad A-B

Edema

Hemorragia
Inflamacion

Osteoide

Trabéculas Inmaduras
Trab. Maduras
Neoformacion Vascular
Congestion Vascular
Osteoblastos
Osteoclastos
Osteocitos

Fibrosis
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20 12.5

Cuadro 4. Comparacion intragrupo de las variables histopatolégicas para ambas unidades osteogénicas

Variables Grupo Il A Grupo Il B Mann-Whitney
Unidad A-B No. % No. % Valor p
Edema 4 80 5 100 12.5 NS
Hemorragia 0 - 0 - - -
Inflamacion 3 60 4 80 4.5 NS
Osteoide 4 80 4 80 8.0 NS
Trabéculas Inmaduras 4 80 4 80 49 NS
Trab. Maduras 3 60 3 60 10.5 NS
Neoformacién Vascular 4 80 3 60 12.0 NS
Congestion Vascular 3 60 3 60 9.5 NS
Osteoblastos 4 80 4 60 8.0 NS
Osteoclastos 0 - 0 - - -
Osteocitos 0 - 0 - - -
Fibrosis 2 40 1 20 9.5 NS
Reaccién a cuerpo extrafio 2 40 0 - 10.0 NS
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Cuadro 5. Comparacion intragrupo de las variables histopatolégicas para ambas unidades osteogénicas

Variables Grupo Il A Grupo Il B Mann-Whitney
Unidad A-B No. % No. % Valor p
Edema 5 100 5 100 10.0 NS
Hemorragia 0 - 0 - - -
Inflamacion 2 40 3 60 12.0 NS
Osteoide 4 80 3 60 8.5 NS
Trabéculas Inmaduras 4 80 4 80 12.5 NS
Trab. Maduras 3 60 3 60 10.0 NS
Neoformacion Vascular 3 60 3 60 8.0 NS
Congestién Vascular 5 100 4 80 10.0 NS
Osteoblastos 1 20 2 40 12.5 NS
Osteoclastos 0 - 0 - - -
Osteocitos 2 40 2 40 12.0 NS
Fibrosis 1 20 1 20 10.0 NS
Reaccién a cuerpo extrafio 0 - 0 - - -

Cuadro 6. Comparacion intragrupo de las variables histopatologicas para ambas unidades osteogénicas

Variables Grupo IV A Grupo IV B Mann-Whitney
Unidad A-B No. % No. % Valor p
Edema 4 80 4 80 12.5 NS
Hemorragia 1 20 0 - 125 NS
Inflamacién 1 20 2 40 10.0 NS
Osteoide 2 40 2 40 9.5 NS
Trabéculas Inmaduras 0 - 1 20 12.5 NS
Trab. Maduras 4 80 4 80 6.5 NS
Neoformacion Vascular 3 60 3 60 8.0 NS
Congestion Vascular 5 100 5 100 10.0 NS
Osteoblastos 0 - 0 - - -
Osteoclastos 0 - 0 - - -
Osteocitos 3 60 3 60 8.0 NS
Fibrosis 4 80 3 60 11 NS
Reaccion a cuerpo extrafio 0 - 0 - - -
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Figura 12. Correlacion positiva entre {a congestion vascular y la
intensidad de la fibrosis.

Figura 13. Correlacién positiva entre los datos de inflamacioén y la
neoformacion vascular.
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Figura 14. Correlacioén positiva entre la cantidad de tejido osteoide
y la cantidad de trabéculas

taciones, originaron el interés por el desarrollo de injertos
oseos alternos o aloinjertos, que pueden ser de hueso
cortical, esponjoso o una combinacion de ambos. Si bien
son sustitutos valiosos, su uso también tiene problemas
tales como el riesgo de transmision de enfermedades,
inmunolégicos con pérdida de sus propiedades bioldgicas
y mecdnicas, asi como disponibilidad limitada por razén
de costo o por motivos religiosos. En consecuencia, se
realizan grandes esfuerzos para desarrollar materiales
sustitutos idoneos '.

Los injertos dseos y sus sustitutos se pueden clasificar
de acuerdo a sus propiedades de osteoconduccién, osteo-
induccién y osteogénesis.

Materiales osteoconductivos

La osteoconduccién es un proceso tridimensional que
ocurre cuando se implantan materiales porosos en el
hueso o en un sitio adyacente al mismo. La porosidad
del material por si sola, no es suficiente para favorecer
el crecimiento del hueso. El prerequisito esencial es que
exista porosidad con interconectividad, es decir, que los
poros del material se encuentren conectados entre si, lo
que ocurre se basa en las interconexiones que hay entre
las lagunas éseas, que proporcionan la comunicacion
intercelular. Diversas investigaciones sefialan que el
tamafio necesario de los poros para que se favorezca el
crecimiento ¢seo en los implantes, oscila entre 100 a
500 um; las interconexiones ideales deben ser mayores
de 100 pm *7.

Colagena

La colagena tipo [ es la proteina mas abundante de la
matriz extracelular del hueso. Ademas de poseer una
estructura conductiva, promueve el depdsito de mineral
principalmente fosforo y calcio y se une a proteinas no
colagenas de la matriz. Por si sola, no es un material
utilizable como injerto dseo; sin embargo, cuando se une
con proteinas 0seas morfogenéticas o con hidroxiapatita,
promueve significativamente la incorporacion de los injer-
tos. Uno de los compuestos mas utilizados es la colagena
fibrilar altamente purificada (Collagraft) que se obtiene
de la dermis bovina. A este material se le puede adicionar
aspirado de médula dsea para darle capacidad osteogénica
y osteoinductiva ®.

Agentes osteoinductivos

Los agentes osteoinductivos son injertos 6seos, ge-
neralmente proteinas que inducen la diferenciacion o
proliferacion de células madre.

Se han identificado diversos agentes osteoinductivos,
entre los que se encuentran el factor transformador de
crecimiento (TGF), las proteinas 6seas morfogenéticas
(BMP’s), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF’s),
los factores de crecimiento similares a la Insulina (IGF’s)
y los factores de crecimiento derivados de plaquetas
(PDGF’s) 12,

Matriz 6sea desmineralizada (DBM)

A partir de los estudios de Urist, quedé establecida la capa-
cidad osteoinductiva de la DBM que se produce mediante
la extraccion acida de hueso cortical humano; los compo-
nentes que se obtienen de dicho tratamiento son proteinas
no colagenas, factores de crecimiento osteoinductivos
(la principal de las proteinas 6seas morfogenéticas) y
coldgena tipo L.

Agentes osteogénicos

Son agentes capaces de generar hueso al diferenciarse
en una linea celular osteogénica a partir de una célula
pluripotencial.

Proteinas éseas morfogenéticas

Las proteinas dseas morfogenéticas son glicoproteinas
no coldgenas de bajo peso molecular. La DBM es una
mezcla de proteinas 6seas morfogenéticas y proteinas
no inductivas inmunogénicas. La forma purificada de las
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