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1 RESUMEN

La reconstruccién de la mandibula representa un problema significativo debido a limitaciones
en la disponibilidad de hueso donador y a los sub-0ptimos resultados estéticos y funcionales

obtenidos con los colgajos microvascularizados que son comunmente utilizados.

Con el fin de intentar resolver este problema, se llevdo a cabo un estudio para explorar la
factibilidad de la reconstruccion o6sea reciclando el hueso escindido que ademas fue

reconstituido con médula ésea roja autéloga y hueso particulado.

A 3 perros criollos se les escindié un fragmento mandibular de 6 cm. Este fue esterilizado en
autoclave por 40 minutos. Luego el hueso fue perforado cada 10 mm con perforaciones de 3
mm. En las perforaciones se introdujo hueso particulado mezclado en voliumenes iguales con
meédula désea roja autdloga extraida de la espina iliaca antero superior. No se utilizaron
anticoagulantes. El hueso reconstituido fue implantado debajo del musculo dorsal ancho,

cuidando la hemostasia y las heridas fueron cerradas con vycril 000

Cuatro semanas después de la cirugia los perros fueron sometidos a gamagrama con 15 mCi
de renio coloidal para probar la viabilidad de la médula. El estudio mostré la captacion del
radiofarmaco en los 3 animales, lo que virtualmente demostré su viabilidad. Una hora después
del estudio, el hueso fue escindido en dos perros y su estudio histopatolégico corroboré la
presencia y viabilidad de la médula. Ocho semanas después, el tercer perro fue sometido a un

gamagrama oseo, ahora con MDP-Tc 99 lo que probd la generacion de hueso nuevo.

Se demostré que el autoinjerto esterilizado y reconstituido con médula 6sea se asocia a
viabilidad, lo que permitiria reconstruir en forma sencilla grandes defectos 6seos, incluyendo
los mandibulares, esto facilitaria el manejo oncolégico al propiciar resecciones mas amplias,
con mejor control local, y disminuyendo las preocupaciones debidas a las secuelas estéticas y

funcionales.



1 ABSTRACT

Mandible reconstruction is a significant problem due to limitations in relation with availability of

bone grafts and dismal esthetic and functional results with microvascular flaps.

We carried out a pilot study in order to explore the feasibility of bone reconstruction recycling

the same excised bone reconstituted with autologous bone marrow and particulated bone.

Three dogs were submitted to surgery in order to resect a mandibular fragment of 6 cm. This
bone was autoclaved for 40 min. Then bone was drilled with 3 mm holes every 10 mm. The
holes were packed with autologous bone marrow from iliac bone and particulated bone without
anticoagulants. Reconstituted bone was implanted over latissimus dorsi muscle. Wound were

closed with vycril 000

Four weeks after, dogs were submitted to bone marrow scintigram with 5 mCi of colloidal
rhenium. The scan showed radionuclide uptake, probing viability. One hour later, bone was
excised in two of them and histopathologic study corroborated de bone marrow viability. Eight
weeks later the third dog was submitted to a bone scintigram with MDP-Tc 99 that probed the

generation of new bone

Mandibular bone autograph is associated with bone viability and means the possibility of an
easy reconstruction of large bone defects including mandibular segments. This would conduct
to better treatment with wider resections and enhanced local control without preoccupations in

relationship to esthetic and functional sequels.



2 INTRODUCCION

El término cancer es un término genérico que se refiere a mas de 100 enfermedades genéticas
distintas caracterizadas por la proliferacion celular no ordenada, que se acompana de la
destruccién de tejidos adyacentes y de la capacidad de producir colonias distantes, o
metastasis. El cancer es un problema de salud publica en el ambito mundial, ya que ocupa el
segundo lugar en mortalidad en los paises desarrollados, ubicandose detras de las
enfermedades cardiovasculares. Basados en las estimaciones globales, cada afio se
diagnostican alrededor de 20 millones de personas con cancer en el mundo, ocasionando unas
12 millones de muertes, lo que representa el 10% del total de muertes. Usualmente es
reconocido como un problema en los paises desarrollados, sin embargo, mas de la mitad de
los casos en el mundo se observan en las tres cuartas partes de la poblacién mundial que
habita en los paises en desarrollo. También es importante resaltar la magnitud de los costos

requeridos para el diagnostico, tratamiento y rehabilitacion de los pacientes con cancer.

Un 30% de la totalidad de los casos de cancer es causado por lo efectos combinados del tabaco y
el alcohol. En relaciéon al cancer de la cavidad bucal y de la bucofaringe ambos representan
aproximadamente el 1% de las neoplasias malignas en México y un 90% de las ocasiones es
debido los factores arriba sefalados. A pesar del facil acceso a la cavidad bucal y la bucofaringe,
que permitiria un diagndstico temprano, dos terceras partes de los tumores se diagnostican con
enfermedad avanzada local o regional. Esta situacién se asocia a un prondstico sombrio, ya que la
supervivencia oscila entre 10 y 40% a 5 afios, dependiendo de la etapa especifica y la

localizacion exacta del tumor.

El tratamiento estandar de los tumores avanzados, consiste en la escision quirurgica

tridimensional del tumor primario, la diseccién de los ganglios



regionales involucrados o en riesgo y la administracion de tratamiento adyuvante, consistente
34

en radioterapia o quimiorradioterapia, de acuerdo a indicaciones especificas. ,

Desde el punto de vista quirdrgico, la escisidon tridimensional con frecuencia significa
procedimientos quirurgicos extensos asociados a importantes secuelas estéticas y funcionales.
La afeccion mandibular requiere su reseccion y se indica la reconstruccion con el fin de
minimizar las secuelas. La reconstruccion mandibular optimiza la accion de los musculos
remanentes y mejora el contorno facial. Para la reconstrucciéon habitualmente se recurre a

. . r . . ra oy 5
colgajos osteomiocutaneos micro-vascularizados de peroné o de la cresta iliaca.

Aunque se han reportado aceptables resultados estéticos y funcionales, la reconstruccion con
colgajos tiene desventajas, como la limitada disponibilidad de tejido donador, la extensa
resorcion Osea y la dificultad para obtener la forma y dimensiones apropiadas, sin dejar de
mencionar la morbilidad asociada al sitio donador, que implica deformidad e incapacidad

67

funcional transitoria. ,

Un enfoque a la reconstruccion mandibular, que podria minimizar las desventajas sefialadas es
la ingenieria de tejidos. La ingenieria de tejidos es un area en desarrollo que consiste en la
aplicacién de los principios de las ciencias bioldgicas e ingenieria para regenerar los tejidos o
para crear substitutos biologicos utiles para restaurar, mantener o mejorar la funcién de
cualquier tejido u érgano.BCuanuier intento por generar tejidos, incluido el hueso, a través de

ingenieria requiere conocer su estructura y funcion.

2.1 El tejido 6seo: componentes celulares

Los huesos maduros, como la mandibula, en un corte transversal, se aprecia estan formados
por una capa compacta externa (cortex, hueso cortical o hueso compacto) y una region central
esponjosa (esponjosa o médula). El hueso compacto contiene estrechos canales vasculares,
divididos en dos tipos en base a su orientacion y su relaciéon a la estructura laminar del hueso
que lo rodea: canales longitudinales (Canales de Havers) y canales transversos u oblicuos
(Canales de Volkmann). Excepto en la region articular, la corteza esta rodeada por el periostio,
el cual consiste de una capa fibrosa externa y una capa celular interna (cambium) con células
osteoprogenitoras (fibroblastos y osteoblastos). Esta ultima contiene también filamentos
nerviosos que llevan impulsos propioceptivos y sensoriales. Haces de fibras colagenas

penetran la capa compacta externa de la cortical, desde la capa externa del periostio y son



llamadas fibras de Sharpey. El entendimiento del aporte sanguineo del hueso ayuda a
entender la consolidacién de las fracturas, la invasion por tumores 0Oseos primarios o
metastaticos, y la exitosa generacion de hueso nuevo. La metéfisis esta principalmente irrigada
por arterias terminales que entran desde la diafisis y terminan en el disco epifisiario. La epifisis
recibe su aporte sanguineo de una red de vasos anastomoticos. La cortical diafisiaria es
irrigada por vasos que entran a través de los canales de Volkmann y que comunican con el
sistema de Havers. Una arteria nutriente entra al canal medular cerca del centro de la difisis,
se divide y se extiende distal y proximalmente. El intercambio metabdlico de calcio y fosforo

ocurre primariamente en la metafisis.



Los osteoblastos son células productoras de hueso derivadas de células troncales
mesenquimales que residen en la medula. Ultraestructuralmente recuerdan a los fibroblastos.
Cuando se incorporan en la matriz ésea y residen en lagunas se les llama osteocitos, mientras
qgue los osteoclastos son células gigantes multinucleadas involucradas en la reabsorcion 6sea.
Por esta razéon a menudo se les encuentra en cavidades poco profundas en la superficie de
hueso, llamadas lagunas de Howship. Los osteoclastos surgen de precursores mononucleares
del sistema monocito-macrofago. Los osteoclastos contienen fosfatasa acida que responde a
hormonas osteotroficas y al efecto de la calcitonina. Ellos expresan antigenos especificos del
osteoclasto (detectados por anticuerpos monoclonales 13c2 y 23c6, y no son reactivos para
antigenos de células T, la mayoria de los antigenos mieloides y a los antigenos de macréfagos
maduros). Ademas, varias metalo-proteinasas de matriz han sido detectadas en los

osteoclastos.



Por otra parte, el osteoide es una matriz precursora no mineralizada del hueso. Esta
compuesta de una mezcla de colageno (principalmente tipo |), mucopolisacaridos acidos y
proteinas no-colagenas. Estas incluyen osteopontina, osteocalcina y proteina morfogenética
0sea (BMP por sus siglas en inglés). El osteoide no es una masa homogénea, mas bien
muestra una secuencia de patrones de maduracion y organizacion. Tiene propiedades
acidofilicas en las tinciones con hematoxilina-eosina y puede ser dificil de distinguir de la

colagena hialinizada.

El hueso en condiciones fisioldgicas se forma a través de la mineralizacién del osteoide. Las
vesiculas de la matriz extracelular se presentan cerca o dentro del frente de mineralizacion y
constituyen el sitio inicial de la deposicion de la hidroxiapatita. El hueso lamelar esta
caracterizado por laminillas paralelas concéntricas, como se puede apreciar bajo vision con

lentes polarizados.
2.2 El tejido 6seo: componentes minerales

Para cumplir con las demandas de estabilidad y rigidez, la matriz osificada consiste
principalmente de hidroxiapatita, un componente mineral duro compuesto por sales insolubles

de calcio y fosfato (Ca10 (PO4)6 (OH)2, que también contiene magnesio, sodio y bicarbonato.

La hidroxiapatita comprende cerca del 65% de la masa 6sea. A su vez, la hidroxiapatita
mineraliza una matriz organica, que como ya sefialamos esta basicamente compuesta por
fibras de colageno tipo I. Las fibrillas de colageno estan organizadas como una triple hélice de
cadenas estabilizadas por puentes de hidrégeno y puentes covalentes entrecruzados. La
fibrillas se agregan en fibras, las cuales forman una red que soporta la integridad mecanica de
la estructura 6sea mineral y es responsable de la flexibilidad y resistencia a la tension del tejido
0seo. La red de colageno es muy sensible a la hidratacion (el agua constituye el 25% de la
masa Osea). Especimenes de hueso deshidratado muestran dureza disminuida, pero un

9
incremento en la rigidez.



En conjuncion con pequefas cantidades de otros tipos de colageno, otras proteinas y

proteoglicanos, el componente organico comprende hasta un 10% de la masa 6sea total.
2.3 Fisiologia del hueso

La matriz 6sea no es estatica, constantemente es remodelada por sus componentes celulares
en funcion de estimulos mecanicos, metabdlicos, regenerativos y demandas hematopoyéticas.
La carga mecanica es un estimulo mayor para la remodelacion ésea. La remodelacion es
llevada a cabo por la unidad multicelular basica, compuesta por un grupo de osteoclastos re-
absorbedores de hueso en el borde activo, seguidas por un grupo de osteoblastos formadores
de matriz 6sea.  Los osteoblastos, ya sefialamos, se originan de células progenitoras
mesenquimales multi-potenciales.11 Las células progenitoras son una sub-poblacién de las
células tallo mesenquimales, consistentes en fibroblastos capaces de diferenciarse en varios

tipos celulares, incluyendo osteoblastos, condrocitos, mioblastos y adipocitos.12

2.4 Las células troncales

Las células troncales son un grupo muy especial de células que en condiciones normales se
mantienen quiescentes pero son capaces de auto-renovarse y mediante division asimétrica
producen una célula hija idéntica y una segunda célula progenitora que puede ser
comprometida a un programa especifico de diferenciacion. Se presume que estas células
permanecen en un estado indiferenciado mediante supresién por factores intrinsecos o

extrinsecos, hasta que son estimuladas.

Hasta recientemente, se presumia que solo contribuian a la regeneracién de los érganos
donde residian y la restriccion de su actividad explicaria porque algunos 6rganos no se

regeneran tan bien como otros. Pero el concepto ha sido



desafiado con el descubrimiento de células multi-potentes aisladas de varios tejidos, aun el
nervioso, que habian sido considerados incapaces de regeneracion. Estas células llamadas
troncales recuerdan las poblaciones celulares pluri-potentes derivadas del embrién temprano, y
podrian contribuir a regenerar virtualmente cualquier tipo de tejido bajo condiciones

experimentales apropiadas.

Las células troncales embrionarias derivan de embriones tempranos sin notoria diferenciacion
y se presume que las células troncales adultas, encontradas en los tejidos maduros han
retenido una poblacion de células troncales embrionarias de reserva, que podrian estar

comisionadas a la regeneracion en la vida posterior.

2.4.1 Células troncales embrionarias

Un cultivo de células embrionarias derivadas de la masa celular interna, o embrioblasto, de un

blastocisto, satisface las caracteristicas sefialadas para las células troncales.

Pueden ser probadas en ratones usando marcadores de células troncales embrionarias para
formar embriones quiméricos y documentando su contribucion en la forma de células

13

identificables en diferentes tejidos de las ratas jovenes. ,

En el laboratorio, uno de los aspectos técnicos complejos es la identificacion de las
condiciones de cultivo apropiadas, que mantienen las células en un estado indiferenciado o
inducen su diferenciacion. Ademas de factores solubles, las superficies pueden afectar la
morfologia celular, mientras que la densidad celular puede influenciar las interacciones entre
las células y la transfeccién de genes inductores de diferenciacion pueden guiar a las células

embrionarias pluripotentes a un destino celular especifico.



Este proceso es mas un arte que una ciencia. Las células de ratdén cultivadas de la masa
5

)
celular interna han sido inducidas a generar multiples tipos de células, incluyendo vasculares,

16 17 18
neuronales, pancreaticas, Yy aun oocitos haploides.

Estudios paralelos se han enfocado en las células germinales humanas embrionarias, aisladas
19

del surco gonadal de embriones de 8 a 10 semanas. Estas células son muy proliferantes y

cuando son diferenciadas en cultivo, expresan multiples marcadores especificos de

diferenciacion.
2.4.2 Las aplicaciones de las células troncales embrionarias

Existe una intensa investigacion dirigida a generar tejidos humanos para trasplante, como
células endocrinas pancreaticas, miocitos esqueléticos y neuronas. Como prueba del potencial
terapéutico, neuronas productoras de dopamina derivaron de células embrionarias troncales y
establecieron conexiones electro-fisioldgicas apropiadas cuando fueron inyectadas en cerebros

20
de ratas con enfermedad de Parkinson. Notablemente la funcién motora mejoro.

22 2324

21
Aunque las células troncales embrionarias humanas son pluripotentes , , , no es posible
probarlas como las provenientes de modelos animales, ya que la reimplantacién en embriones
humanos no se considera ético ya que podrian incluir células troncales de cancer que podrian

. 25
proliferar.
2.4.3 Las células troncales en los tejidos adultos

Debido a las limitaciones para usar células troncales embrionarias, se ha intensificado la
investigaciéon y busqueda de células troncales adultas basados en informacién proveniente de
estudios de células troncales en la medula 6sea, las cuales se renuevan continuamente para
mantener el suministro sanguineo. En la medula 6sea del ratén, las células troncales son tan
raras de como 1 en 10,000 células y podrian ser menos comunes en los tejidos humanos, sin
embargo, proliferan constantemente para reemplazar la sangre circulante.” Dan origen a
precursores intermedios o poblaciones progenitoras que parcialmente se diferencian y se
comprometen en varios linajes sanguineos.27 Las células troncales denominadas
hematopoyéticas tienen caracteristicas morfolégicas adicionales y marcadores de superficie

que permiten rastrearlas en la sangre y



29 30
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2
tejidos blanco o ser aisladas y cultivadas in vitro.

La observacion de la plasticidad de las células troncales del adulto surgié de la observacion de
que células donadoras eran encontradas en tejidos no hematopoyéticos de los receptores de

trasplantes de médula ésea.

Esto sugiere, que estas células pueden contribuir a virtualmente cualquier tipo celular. Como
prueba, una célula troncal hematopoyética genéticamente marcada y mezclada con medula
O0sea no marcada fue inyectada en un ratéon que recibié una dosis letal de radiacién, varias
semanas después, los descendientes marcados fueron encontrados en multiples tejidos.31 Pero

32
estos reportes deben ser tomados con precaucion ya que existen reportes contradictorios.

Ademas de las células troncales hematopoyéticas en la médula 6sea existe al menos otra
variedad de células troncales. Las células estromales de la medula 6sea del adulto son fuente
de células troncales que pueden ser inducidas a la diferenciacion hacia una variedad de tejidos
adultos” y estas células pueden ser idénticas a las denominadas células troncales
mesenquimales.34 La facil proliferacién de las células troncales mesenquimales cultivadas las
hace buenas candidatas para terapia.ss Como ejemplo, las células troncales mesenquimales
purificadas de la médula o6sea del adulto se injertaron en el corazon de ratones
inmunodeficientes y persistieron en el miocardio, tomando las caracteristicas de los

36
cardiomiocitos.

Las células troncales mesenquimales es probable sean una poblacion heterogénea, de la cual

solo una proporcion mantiene una verdadera pluripotencia.



2.4.4 Lalesion, angiogénesis y las células troncales adultas

Aun esta por definirse si es necesaria una lesion para inducir la diferenciacién de las células
circulantes. Aunque la baja frecuencia de células adultas troncales que repoblan los tejidos
dafados impedirian la regeneracidon de o6rganos completos, solo un pequefio numero de

células troncales seria necesario para inducir los programas regeneradores.

Ratones o ratas a los que se les ha inducido infartos tienen recuperaciones sorprendentes
cuando células troncales de la medula ésea son administradas, ya sea directamente en el

37 38
corazon, O a través de la circulacion.

Aunque las células troncales que se alojaron en el miocardio dafado fueron pocas para
reemplazar los tejidos necroéticos, estas se concentraron en el area infartada, sugiriendo que la
repoblacion por células troncales podria ser desencadenada por la lesion. La evidencia sugiere
que las células troncales, como los tumores metastasicos usan mecanismos quimiotacticos

39
comunes para alojarse en los tejidos dafados.

Ademas, uno de los estudios reportd la induccion de neo-vascularizacion en los tejidos
40

circundantes, lo cual habria contribuido a mejorar la recuperacion. Si las células troncales se

pueden alojar en los sitios del dano y promover la cicatrizacién, podria no requerirse de

muchas células como se pensaba.

La notable plasticidad y pluri-potencia de las células de la medula ésea sugieren la posibilidad
de que una célula troncal universal pudiera alojarse en el cuerpo, tomando residencia cuando
fuera necesario para promover la regeneracion. Evidencia reciente sugiere que la plasticidad
de las células troncales residentes de los tejidos adultos podria ser similar al observado en las

41
células en la medula 6sea.



La pluri-potencia de las células troncales adultas no hematopoyéticas ha sido demostrada por
estudios en los cuales células extraidas de varios tejidos adultos fueron trasplantadas en
animales irradiados y tomaron residencia en la médula 6sea, reconstituyendo el sistema
hematopoyético completo. Aun tejidos que habian sido considerados terminalmente

42
diferenciados, con poco potencial para la regeneracion, contiene suficientes células.

Células troncales obtenidas del sistema nervioso central han sido inducidas para reconstituir la
médula 6sea o el musculo esqueléticoM en animales adultos. Estos resultados apoyan el
concepto de plasticidad de las células neurales, lo cual habia sido sugerida por estudios que
demostraron neurogénesis incrementada en el cerebro adulto después de una lesion. Aunque
existen reportes contradictorios _ diferentes protocolos podrian ser los responsables de los
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resultados variables.

Células troncales aisladas del musculo esquelético también son capaces de repoblar la medula
47

Osea después de dosis letales de irradiacion. Es igualmente probable la regeneracién de

tejidos a partir de células troncales hematopoyéticas circulantes, como lo sugiere un reporte

que documenta el origen hematopoyético de las células troncales asociadas al musculo.

Se requieren estudios para determinar si las poblaciones heterogéneas de células troncales
que emanan de la medula 6sea y se alojan en tejidos periféricos constituyen el verdadero
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origen de la mayoria de las células troncales periféricas.

Quiza el problema mas serio para la aplicacion clinica de las células troncales adultas es el
pequefio numero de células que pueden aislarse de tejidos adultos. La propagaciéon de células
troncales multi-potentes y el desarrollo de cécteles de citocinas para optimizar la proliferaciénw
sugiere que la expansion en cultivo es la respuesta, aunque es posible que el cultivo ex-vivo

pudiera cambiar las



propiedades intrinsecas, haciéndolas inapropiadas para restaurar los tejidos dafiados.

El uso de células troncales para la generacién de hueso es un punto clave en la aplicacion de
la ingenieria de tejidos, considerando la facilidad del uso y accesibilidad de las células

osteo-progenitoras.

En relacién a la no menor importante angiogénesis, los factores que conducen al desarrollo
normal de la vasculatura embrionaria son recapitulados durante situaciones de
neoangiogénesis en el adulto. Hay un numero de factores involucrados en la
neo-angiogénesis, los principales protagonistas son: el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), el Factor basico de Crecimiento de los Fibroblastos (bFGF), varios
miembros de las familias del Factor de Crecimiento Transformante beta (TGFB) e hipoxia:
Factor de Trascripcion Inducible por Hipoxia (HIF). Otros factores que tienen propiedades
angiogénicas son las angiopoyetinas, (Ang-1); Factor de Crecimiento del Hepatocito (HGF);
Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF-BB); familia del Factor de Crecimiento

Semejante a la Insulina (IGF-1, IGF-2) y las Neurotrofinas (NGF).

Los VEGFs y sus receptores correspondientes son reguladores clave en la cascada de eventos
moleculares y celulares que finalmente conducen al desarrollo del sistema vascular, ya sea por
vasculogénesis, angiogénesis o en la formacion del sistema linfatico. Aunque VEGF es un
regulador critico en la angiogénesis fisiologica también juega un papel significativo en el
crecimiento esquelético y reparacion y por supuesto en cualquier intento para generar tejidos

por ingenieria.

En la vasculatura madura establecida, el endotelio juega un papel pivote en el mantenimiento
de la homeostasis del tejido circundante proporcionado una red comunicativa a los tejidos
vecinos para responder a los requerimentos necesarios. Aun mas, la vasculatura provee los
factores necesarios como factores de crecimiento, hormonas, citocinas, quimocinas y
metabolitos necesarios y actua, cuando es necesario, como barrera que limita el movimiento
de moléculas y células. Las sefales y factores de atraccién expresadas en el endotelio 6seo
ayudan a reclutar las células circulantes, particularmente células hematopoyéticas a la médula
0sea y coordina con las células metastasicas para dirigirse a las regiones esqueléticas. Por
ello, cualquier alteracidn en el aporte vascular al tejido 6seo, puede conducir a patologias como
osteonecrosis, osteomielitis y osteoporosis. Un numero de factores se ha encontrado tienen un

efecto prominente en la patologia de la vasculatura y el esqueleto, incluyendo



Osteoprotegerina (OPG), la cual inhibe al Receptor Activador del ligando de NF'B (RANKL)
inducido por la resorcion 6sea osteoclastogenica. Ratones transgénicos que sobreexpresan
OPG muestran un marcado incremento en la densidad ésea (osteopetrosis) con pocos
osteoclastos activos. Adicionalmente, los ratones deficientes en OPG exhiben un fenotipo
osteoporético caracterizado por decremento de la densidad Osea, trabeculacién severa y
porosis cortical, con alta incidencia de fracturas. Sin embargo, ratones deficientes de
OPG-también exhiben calcificacion de la media de la aorta y arterias renales, indicando el
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papel de OPG en la asociacion entre osteoporosis y calcificacion vascular.



Aprovechando estos conocimientos, Gronthos recientemente publicoé un caso exitoso de
reconstruccién mandibular diferida después de varios afios de la reseccién mandibular debida
a un problema oncolégico. El uso como molde una malla de titanio que habia modelado
previamente mediante reconstrucciones tridimensionales por computadora a partir de
tomografia computada. El molde generado se rellené de hueso esponjoso del propio paciente,
mas colagena, hueso particulado y proteina morfogenética 6sea (BMP) con el fin de propiciar
la generacién de hueso nuevo. El molde fue mantenido debajo del musculo dorsal ancho
durante 8 semanas, al termino de éste tiempo fue escindido con musculo adyacente y colocado
en el lecho mandibular y anastomosado en forma microvascular aprovechando los vasos del
dorsal ancho a los vasos del cuello.” ,52EI hueso se mantuvo viable a juzgar por un gamagrama

Oseo practicado varias semanas después. (Figuras 17)



Figura 1.-Tomografia y su reconstruccién tridimensional que muestra un defecto mandibular

parcialmente reconstruido con una placa de titanio, debido al tratamiento oncolégico de un tumor de

la encia.



Figura 2.-Reconstruccién virtual de la mandibula a partir de la tomografia para generar un molde

base.




Figura 3.-A partir de la reconstruccién virtual se generé un molde con una malla de titanio y se

rellené con hueso esponjoso, colagena y BMP.




Figura 4.-Molde del hueso implantado al musculo dorsal ancho.




Figura 5.-Molde implantado en relacion al musculo dorsal ancho




Figura 6.-Implante instalado en su sitio y anastomosado a los vasos faciales aprovechando los

vasos procedentes del musculo dorsal ancho.



Figura 7.-Gamagrama 6seo que demuestra la formacion de hueso nuevo.




2.5 Anatomia de la mandibula

Un problema particular de reconstruccién ésea lo constituye la reconstruccion mandibular. La
mandibula contribuye a la conformacion de la cavidad bucal con los rebordes alveolares y el
trigono retromolar, sin embargo sus funciones son mas relevantes que la simple conformacion

de la cavidad, como veremos mas adelante.

La mandibula es dividida en varias regiones, incluyendo el céndilo, el cuello, el proceso
coronoideo, la rama ascendente, el angulo, el cuerpo y la sinfisis. En su porcién anterior, una
protuberancia a lo largo del borde inferior de la sinfisis forma la prominencia mentoniana. El
foramen mentoniano, el cual da paso al nervio mentoniano, esta localizado a la derecha e
izquierda en la linea media de la mandibula, en el punto donde se ubica la segunda pieza
bicuspide. La mandibula en los edéntulos y la subsecuente reabsorcion del hueso alveolar
ponen al nervio mentoniano en una relativa posicion superior. La linea oblicua o milohioidea es

palpable corriendo inferior al foramen desde el ramus.

La espina mentoniana esta en la superficie lingual de la mandibula, en la sinfisis y provee
insercion a los musculos genioglosos, mientras que el genihioideo surge de un borde justo
debajo de ésta espina, mientras al tiempo que el milohioideo se inserta a lo largo de la

superficie interior de la sinfisis en la linea oblicua o milohioidea ya mencionada.

La rama ascendente se erige en un plano hacia la vertical (110-120 grados) y provee union al
masetero a lo largo de su superficie lateral y al pterigoideo medial en la superficie interna.
También en la superficie interna, el foramen mandibular permite el pasaje del nervio alveolar
inferior (V3) y varios vasos sanguineos hacia el canal mandibular, para viajar hacia foramen
mentoniano. Varias ramas desde el canal medular se extienden a cada canal alveolar para

proveer de sensibilidad a las piezas dentarias.



El cuello del condilo es superior a la rama ascendente y provee la insercion del musculo
pterigoideo lateral. El céndilo se articula con el hueso temporal en la articulacion
temporo-mandibular. Anterior al cuello esta una escotadura a través de la cual el masetero
recibe su aporte neurovascular y anterior a esta escotadura esta el proceso coronoideo en el

cual el musculo temporal se inserta lateral y medialmente. (Figuras 810).

Figura 8.-Detalles de la anatomia 6sea y neuro-muscular de la mandibula

Arteria y vena alveolar inferior

MNervio alveolar inferior
Apofisis coronoides e insercion del Condilo
musculo temporal e

Rama bucal \
Linea oblicua del buccinador

Arteria maxilar

Musculo
masetero

Foramen

mentoniano Arteria facial

Musculo
mentonlan_cn Arteria caroticla

Arteria facial externa

Arteria
submentoniana

Arteria lingual

Depresor del
labio inferior

Depresor del angulo

de la boca.
Sl Platisma



Condilo
Apofisis coronoides .

Musculo temporal
Reborde alveolar

b

Buccinador - Trigono retromolar

Depresor del angulo

Platisma ce la boca

Fosa incisiva, insercion

Depresor del .
cdel mentoniano

labio inferior

Vientre anterior del Musculo milohioideo

digastrico | eso hioides

Figura 9.-Detalles de la anatomia 6sea y neuro-muscular de la mandibula



Figura 10.-Detalles de la anatomia 6sea y neuro-muscular de la mandibula
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La mandibula representa un caso conspicuo, ya que participa en forma muy importante
proporcionando la necesaria insercion a la musculatura que participa en la masticacion,
deglucién y articulacion de la palabra. Su ausencia deteriora grandemente las mencionadas
funciones asi como el contorno facial. El deterioro funcional hace necesario al paciente
alimentarse a través de sondas y respirar a través de traqueotomia ya que la deglucion
deteriorada propicia aspiracion hacia las vias aéreas, con atelectasia y neumonia secundarias.
La reseccion de la porcion sinfisiaria de la mandibula y la falta de soporte de la musculatura
que ahi se inserta hace que esta se colapse cuando el paciente esta en posicidon supina,

obstruyendo las vias aéreas, por lo que la traqueostomia resulta indispensable.

2.6 Manejo de la mandibula en afecciones oncoldgicas

Como ya mencionamos, la mandibula es la porcién 6sea movil de la cavidad bucal que
contribuye a la masticacién, deglucion y articulaciéon de la palabra a través del soporte que

ofrece a los musculos del piso de la boca y musculatura extrinseca de la lengua.

Como otros 6rganos y huesos de la economia, la mandibula es asiento de una variedad de
tumores: primarios, secundarios y metastasicos. Los tumores 6seos primarios malignos mas
frecuentes son los sarcomas 6seos (osteosarcoma y condrosarcoma). Con relaciéon a los
tumores secundarios estos se originan en las membranas mucosas de la cavidad bucal y se
diseminan por contiguidad afectando la estructura 6sea; son mas frecuentes que los primarios
y el tipo histolégico mas comun es el carcinoma de células escamosas. Por ultimo, los tumores
metastasicos se originan en 6rganos distantes y por via hematégena alcanzan a la mandibula,

los mas frecuentes se originan en la mama, los pulmones, rifidn y glandula tiroides.



Estos tumores, para su tratamiento, a menudo requieren de la reseccion mandibular y su

reseccion, en consecuencia, deteriora importantes aspectos estéticos y funcionales. (Figura 11)




Figura 11.-Aspecto de un paciente sometido a mandibulectomia total sin reconstruccion. El defecto

deteriora la deglucién, fonacién e impide la respiraciéon en decubito supino.



La reseccion es necesaria para obtener el control local, condicibn necesaria, aunque
insuficiente para aspirar a la curacién, y permitir un resultado funcional compatible con una

buena calidad de vida.

En relacion al patrén de invasion y en el caso de los carcinomas de células escamosas
originados en las mucosas, es bien conocida la presencia de al menos dos patrones de
invasion. El patron infiltrativo, también llamado invasivo, se caracteriza por proyecciones
tumorales y la presencia de islas neoplasicas que avanzan casi sin restriccion en el hueso
esponjoso, con poca actividad osteoclastica y sin intervenir una capa de tejido conectivo. En
contraste, en el patron erosivo el tumor avanza en un frente amplio de tejido conectivo y activa
los osteoclastos separando el tumor del hueso. La invasion suele ser limitada debido a la
resistencia relativa a la invasion que presenta el tejido conectivo y el hueso cortical no

radiado.
2.7 Tipos de reseccion mandibular

La mandibula obviamente invadida por clinica o estudios de imagen, (Figura 12) se trata
mediante una reseccidon segmentaria, que implica seccionar un segmento de la mandibula
perdiendo su continuidad. La reseccién segmentaria también se indica si existe alto riesgo de
invasion no reconocida clinicamente. Los indicadores son la presencia de un tumor que
envuelve la mandibula, el antecedente de extraccion dental o la pérdida espontanea de piezas
dentarias en el sitio del tumor, otras indicaciones son la presencia de un tumor que esta en
contacto con la mandibula radiada previamente o cuando la mandibula tiene resorcién 6sea
avanzada, de suerte que no es posible realizar una reseccion marginal y mantener la fortaleza

mandibular.54(Figura 13)

Analisis retrospectivos sugieren que el margen 6seo macroscoépico, cuando el tumor erosiona
la cortical mandibular y la mandibula no ha sido radiada (patréon erosivo) debe ser de un
centimetro. Un margen de esta dimension produce el control local, a nivel 6seo, del 98%. En
contraste, si el tumor ha logrado penetrar el canal medular, por ejemplo, a través de los
defectos alveolares secundarios a extracciones dentarias previas (patron infiltrativo), podria

requerirse una escision mayor, controlada mediante improntas del canal medular.



Cuando el tumor esta cercano a la mandibula (<1 cm) o s6lo invade al periostio, la decision es
mas compleja, pero comunmente se requiere una reseccion marginal, que elimina un
fragmento de mandibula con relacion al tumor, sin alterar su continuidad. En forma mas
precisa, se ha propuesto el despegamiento del periostio en forma transoperatoria con el fin de
evaluar una eventual invasion 6sea. Si el hueso es liso y brillante podria dejarse intacto. Si es
opaco y con poros finos indica invasion periéstica y se requiere de una reseccion marginal,
pero si el periostio se queda adherido al hueso, indica invasién ésea y se requiere una
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reseccion segmentaria.

Figura 12. -Mandibula obviamente invadida por un tumor de la encia
Figura 13. Tipos de reseccion mandibular




A. Reseccion marginal variedad oblicua, para los tumores cercanos a la mandibula, ubicados
en el proceso alveolar o el piso de la boca que no invaden el hueso.

Figura 13. Tipos de reseccién mandibular
B. Reseccion segmentaria, para los tumores con invasion probada de la mandibula.

En general, la reseccion segmentaria de la mandibula requiere de una reconstruccién
inmediata, mientras que mantener el borde inferior de la mandibula (mandibulectomia

marginal) simplifica la reconstruccién, minimizando la morbilidad.

El mejor estudio o combinacion de estudios para evaluar preoperatoriamente la mandibula no
ha sido determinado debido a la gran heterogeneidad de los estudios. Sin embargo, la
tomografia parece ser el mejor estudio inicial en el caso de sospecha de patrén invasivo e IRM

en caso de patron infiltrativo con extension al canal medular.

En términos generales, la reseccion de un tumor con mandibula intacta a menudo se hace con
abordajes transorales, pero cuando existe involucro macroscopico del hueso mandibular a

menudo se requiere un abordaje combinado transoral y transcervical.



2.8 Reconstruccion mandibular: Injertos libres

El problema de la reconstruccion mandibular, es un problema viejo. Inicialmente se intentd
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reconstruir con injertos autélogos o alo-injertos con resultados muy variables , , ya que se

observo que en los defectos mayores de 4 cm pocas veces se mantenian viables, por lo que

pronto se buscaron alternativas.

Se han usado también materiales protésicos, entre ellos las placas de reconstruccion
elaboradas de titanio y cubiertas con tejidos blandos del paciente, pero con resultados no
satisfactorios debido a que la disponibilidad limitada de tejidos blandos hace que con
frecuencia erosionen los tejidos adyacentes y se expongan las placas, ademas no permiten la

instalacion de protesis dentales.

2.9 Reconstruccion mandibular: colgajos libres

La reseccidon mandibular, especialmente en su porcion sinfisiaria se asocia a morbilidad
significativa debido a que la desinsercién de los musculos del piso de la boca y lengua que
dejan a esta ultima sin soporte, lo que deteriora o impide la deglucion, incluso de las propias
secreciones y deteriora en forma importante la articulacion de la palabra y la deglucion.
Afortunadamente la reconstruccion de defectos compuestos de cabeza y cuello ha
evolucionado con el desarrollo de técnicas microquirirgicas que hacen posible la
reconstruccion de areas funcionales, como la mandibula, mediante el uso de colgajos distantes

microanastomosados.

Los colgajos compuestos vascularizados permiten reconstruir defectos mandibulares mayores
de 4 cm (ya que defectos menores podrian ser reconstruidos con injertos no vascularizados) y
facilitan la rehabilitacion oral posterior mediante la utilizacion de implantes osteointegrados.

Actualmente esta forma de reconstruccion representa el estandar de manejo.



2.9.1 Colgajo osteocutaneo de peroné microvascularizado}

Esta opcidn es una de las mas utilizadas por su versatilidad, ya que su vascularizacion
periostica y enddstica segmentaria (a través de la arteria peronea, que proviene del tronco
tibio-perineo) permite llevar a cabo osteotomias para dar el contorno requerido. Su
vascularidad, de la arteria peronea deriva en pequefias perforantes que permiten elevar una

isla de piel delgada, ideal para defectos de cubierta interna. 59,60(Figura 14)

Figura 14.-Anatomia del colgajo osteo-septo cutaneo de peroné
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2.9.2 Colgajo osteocutaneo de crestailiaca microvascularizada

Este colgajo basado en la arteria circunfleja profunda representa una opcion en la
reconstruccion mandibular debida a defectos éseos y de tejidos blandos, ya que el contorno
0seo de la cresta iliaca permite obtener una unidad hemimandibular con una cubierta cutanea y
muscular adecuadamente vascularizada. Este colgajo es ideal para reconstrucciones
mandibulares funcionales complejas, ya que la altura y dimensiones o&seas facilitan la
utilizaciéon de implantes osteo-integrados. La zona donadora presenta pocas secuelas si es
reparada adecuadamente, respetando los diferentes planos. Este colgajo es especialmente

apropiado en pacientes del género femenino. (Figura 15)

Figura 15.-Anatomia del colgajo de cresta iliaca




2.9.3 La necesidad de procedimientos alternativos

Aunque los colgajos representan el estado del arte en lo que a reconstruccion mandibular se
refiere, tiene desventajas, como la limitada disponibilidad de tejido donador, la extensa
resorcion 6sea y la dificultad para obtener la forma y dimensiones apropiadas. Ademas de la
morbilidad asociada al sitio donador, que implica deformidad, e incapacidad funcional
transitoria. Otros problemas derivan de la necesidad de una infraestructura sofisticada y la
necesidad de personal con interés y experiencia en este tipo de procedimientos, que no es facil

de conseguir.

Por ello resulta atractivo generar procedimientos mas reproducibles y sencillos que generen la
forma exacta del hueso a reparar. Entre estas opciones existe la posibilidad de estimular la
viabilidad y generacion de hueso a través del uso de factores estimulantes, presentes en el

plasma rico en plaquetas (PRP) o la
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proteina morfogenética humana (BMP), , , , , , . sobre sustratos
adecuados, como las células troncales mesenquimales. A estos componentes se les ha

denominado osteoinductores.

Como parte de esta estrategia también se ha recurrido a utilizar el hueso esponjoso obtenido
del propio paciente, con mas frecuencia de la cresta iliaca, o preparados comerciales de
hueso, generalmente bovino, o el uso de materiales sintéticos plasticos o ceramicos porosos
con el fin de servir de molde para la regeneracion de huesoeg,m. A estos componentes se les ha
denominado osteoconductores. Actualmente esta metodologia se usa con cierto éxito en
pequefnos defectos faciales o maxilares y en la preparacion del proceso alveolar para recibir

implantes osteointegrados cuando ha habido considerable
7273
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reabsorcion 6sea. , ,

Se considera que para una reconstruccion exitosa se requiere de la incorporacion adecuada

de materiales osteoinductores y osteoconductores.



JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reconstruccion mandibular con colgajos osteomiocutaneos es costosa y se acompafia de
malos resultados estéticos y funcionales. La forma no es adecuada, las dimensiones son muy
diferentes. Esta forma de reconstruccién esta limitada por la disponibilidad de tejidos y las

secuelas en los sitios donadores. (Figura 16)

Figura 16.-Reconstruccion mandibular con colgajo osteomiocutdneo de peroné. Obsérvese las

dimensiones muy inferiores del colgajo respecto a la mandibula normal. Lo que limita la fortaleza

mandibular y su rehabilitacion dentaria.

La utilizacion de una técnica alternativa para la generacién de tejido 6seo, y en particular para
la reconstruccion de la mandibula, evitando en lo posible el uso de colgajos
microvascularizados es un area de gran relevancia clinica. Esto permitiria mejorar los
resultados de los procedimientos reconstructivos actuales, ampliando sus aplicaciones a otros

escenarios del tratamiento oncolégico.



En nuestra institucion, cada ano se tratan 60 pacientes con cancer de la cavidad bucal de los
cuales el 65% tienen tumores localmente avanzados y de ellos un 50% tienen algun involucro
mandibular. Estos defectos con frecuencia no son reconstruidos debido a las pobres
condiciones del paciente, pero también porque la reconstruccién tradicional agrega varias
horas de cirugia, costos, y morbilidad que no siempre son bien tolerados. Un procedimiento
menos morbido abriria el espectro de pacientes reconstruidos asociandose a mejor calidad de

vida.



4 OBJETIVOS

Primario: Demostrar que un segmento Oseo esterilizado y reconstituido con médula ésea
(autoinjerto esterilizado y reconstituido con médula 6sea autdloga) se mantiene viable lo que

permitiria desarrollar un procedimiento alternativo de reconstruccion ésea.

Secundarios: Evaluar la morfologia microscopica del hueso reconstruido y su correlacion con
los estudios de medicina nuclear, con renio coloidal para evaluar la viabilidad de la médula

0sea y con MDP-Tc 99 para demostrar la formacion de hueso nuevo.



5 HIPOTESIS

Un fragmento Oseo, esterilizado en autoclave (autoinjerto esterilizado) pierde los tejidos
blandos viables, incluyendo los neoplasicos, pero deja un molde mineralizado que al ser
reconstituido con meédula ésea autdloga sera repoblado gracias a la presencia de células
troncales mesenquimales y la formacibn de vasos nuevos, manteniéndose viable y

posibilitando su uso en la reconstruccién mandibular.

Si el hueso reconstituido se mantiene viable sera corroborado mediante la demostracién, por
medios histopatologicos, de médula 6sea y vasos de neoformacion 8 semanas después de su
reconstitucion. Esto se correlacionara con el gamagrama de renio coloidal que tiene capacidad
de evaluar indirectamente la viabilidad de la médula 6sea y con MDP-Tc 99 que demuestra la

formacion de hueso nuevo.



6 DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Manejo preoperatorio

Este protocolo fue aprobado por los Comités de Etica e Investigacion del Instituto Nacional de
Cancerologia y por el Comité de Investigacién en Animales de la Escuela Superior de Medicina

del Instituto Politécnico Nacional.

Por razones éticas, antes de practicar el procedimiento propuesto creimos pertinente realizar
un estudio de factibilidad en un modelo animal. Creemos que dicha experimentacion se justifica

ya que es relevante para la salud humana y eventualmente la animal.

La especie propuesta se eligido debido a que las dimensiones facilitan su cuidado y a que las
dimensiones del segmento mandibular resecado son semejantes a las humanas, lo que
creemos es importante ya que la viabilidad debida a los vasos de neoformacion esta limitado
por las dimensiones. Una especie pequefa representaria un problema distinto al observado en
humanos. El manejo quirurgico y los cuidados postoperatorios se hicieron de acuerdo a las
especificaciones de la NOM062-Z00-1999 que indica el buen uso, manejo y cuidado de los

animales de laboratorio.

Se dio, en lo posible, el mejor trato a los animales, buscando el bienestar y para ello, entre
otras cosas, se procedid6 a administrar anestesia en el acto quirdrgico y analgesia
postoperatoria. Ademas se Ilimitd el numero de animales sometidos a cirugia a los

estrictamente necesarios para la demostracion o no de la viabilidad ésea.
6.2 Procedimiento quirargico

Tres perros mestizos machos con edad estimada de 1 a 4 afos de edad, y cuyo peso oscilaba
entre 15 y 20 kg fueron sometidos a cuarentena y desparasitacion y se mantuvieron alojados
en el bioterio de la Escuela Superior de Medicina en condiciones de higiene hasta el momento

del procedimiento quirurgico.



Los tres perros fueron sometidos al procedimiento planeado el mismo dia.

En condiciones de ayuno durante la noche, los perros se sometieron a profilaxis antibiética con
cefalexina a dosis 25 mg/kg via intravenosa administrada en el momento de la induccion

anestésica.

Luego de canalizar una vena de la pata trasera con solucion Hartman y mantener una infusion
continua de la solucién se procedio a la anestesia. La induccion se realizé con propofol a dosis
de 4 mg/kg de peso, administrados en bolo y se mantuvo la anestesia con el mismo farmaco

en pequefios bolos a dosis-efecto.

La cavidad oral se prepard con isodine y posteriormente se procedié a escindir un segmento de
mandibula mediante un abordaje intra-oral, luego de incidir la mucosa gingival fija
inmediatamente debajo de su insercidén en la unidén entre la corona y la raiz. La extension de la
reseccion se extendié desde el agujero mentoniano hasta el angulo de la mandibula,

resultando en una pieza quirurgica con una dimension que oscilé entre 6 y 7 cm.

Una vez que se le retird mediante diseccidn cortante la mayor masa posible de tejidos blandos
se procedi6 a la esterilizacion del fragmento, para ello el segmento resecado se colocé en una
vasija de cristal pyrex y se le sometié a esterilizacion en una autoclave con vapor de agua a
presion de 103 kPa 6 15 Ibf/in2 y temperatura de 121° C durante 40 minutos, mientras tanto el

perro se mantuvo anestesiado.

Luego de la extraccion de la pieza del autoclave se extrajeron las piezas dentarias y al
segmento 6seo se le hicieron perforaciones en la cortical hasta alcanzar el canal medular con
una pieza de mano y brocas quirurgicas de 3 mm de didmetro, cada 10 mm, evitando perforar
el borde inferior de la mandibula para mantener la mayor fortaleza. Ademas se fresé el borde

oclusal de la mandibula para obtener una superficie regular.



A través de los orificios se introdujo hueso convertido en particulas producto del fresado de la
cortical y de las perforaciones, estas particulas fueron mezcladas con médula dsea roja
obtenido de la cresta iliaca antero-superior mediante puncidn con aguja especial para tal fin. La
mezcla se hizo a volumenes iguales. No se hizo uso anticoagulantes. La cantidad de la mezcla

se buscé fuera la necesaria para empacar los orificios en la cortical y el canal medular.

La mucosa de la cavidad bucal fue cerrada mediante puntos separados con vycril
000. El fragmento 6seo reconstituido se introdujo, mediante una incision de 2 cm, en el lomo
del perro, debajo del musculo dorsal ancho cuidando la perfecta hemostasia. La herida

quirurgica fue cerrada por planos con vycril® calibre 000.

6.3 Manejo postoperatorio

La profilaxis antibiética en el postoperatorio continu6é con cefalexina a dosis de 25 mg/kg via
bucal; se administré cada 24 hrs hasta completar 72 horas iniciando 12 horas después de la

conclusion de la cirugia.

La analgesia se realizd con rofecoxib a dosis de 2.0 mg / kg PV. BID por 3 dias. El perro se
mantuvo en ayuno por 12 hrs y posteriormente la dieta se adecu6 para evitar que el animal se

lastimara (dieta blanda).



7 RESULTADOS

Tres perros se sometieron a la cirugia en la forma planeada. El tiempo quirurgico promedio fue
de 90 minutos (70-110). El sangrado promedio fue de 100 ml (60140). La evolucion
postoperatoria no tuvo eventualidades, las heridas en la cavidad bucal y lomo cicatrizaron sin
mayores problemas. La figura 17 muestra un segmento de mandibula perforado y siendo
reconstituido con la mezcla a partes iguales de médula 6sea roja y hueso particulado sin
anticoagulantes. La figura 18 muestra la ubicacion del hueso reconstituido debajo del musculo

dorsal ancho

Figura 17.-Hueso mandibular reconstituido con medula ésea roja y hueso particulado.

Figura 18. -Reconstruccion tridimensional tomografica de un animal de experimentacién que

muestra el injerto reconstituido ubicado en el lomo (por debajo del musculo dorsal ancho).



Cuatro semanas después de la cirugia inicial los perros se sometieron a gamagrama de

médula ésea roja con 15 mCi de renio coloidal, este fue inyectado a través de la vena

canalizada, se distribuy6 a la economia y fue captado selectivamente por la médula 6sea. El
radiofarmaco emite particulas radioactivas que son captadas con por un detector apropiado
que es traducido en imagen. Esta mostré viabilidad del hueso en los 3 animales al momento de

la evaluacion.
(Figura 19)



La imagen gammagrafica se fusion6 con una imagen tomografica para mejor evaluacién e

identificacién anatémica de las zonas captantes. Dos perros

fallecieron después de realizar el gamagrama con renio coloidal, debido a insolacién, pero los
dos fragmentos de mandibula fueron procesados para estudio histopatoldgico y en ambos se
demostré la presencia de médula ésea viable, en ambos la presencia fue obvia, con formacion
de vasos nuevos, osteoide y células compatibles morfolégicamente con osteclastos. (Figura 20)
Los cambios predominaban en las perforaciones practicadas al autoinjerto. En un hueso
ademas se demostro infiltrado inflamatorio agudo y formacion de microabscesos compatibles

con osteomielitis.

En la semana 12 el perro restante fue sometido a gamagrama éseo con 20 mCi de MDP-99TC
con los que se probo la generacién de hueso nuevo (Figura 21). Esto fue corroborado en la
imagen histolégica de los segmentos analizados mediante la demostracion de la formacion de
osteoide (Figura 22). Al término del estudio el perro fue sacrificado mediante una sobredosis

intravenosa de propofol.
Figura 19. -Gamagrama con 15 mCi de renio coloidal con fusion de imagenes de tomografia que
muestra captacién del radiofarmaco, lo que indica viabilidad de la médula 6sea. Las imagenes eran

en esencia idénticas en los perros A, By C.



Figura 20A.-Perros A y B. Obsérvese el escaso tejido medular en el perro B en algunos de los

_Medula viable

 Médula viable

orificios practicados, atribuible a infecciéon agregada.



Figura 120B.-Perros A y B. Imagen a mayor aumento y detalle en el perro B, donde se observa la

presencia de bacterias en el borde del tejido medular adherido a la pared de algunos orificios. En

los restantes orificios la imagen fue indistinguible de las imagenes mostradas en el perro A.

Figura 20C.-Perros A y B. Mayor aumento que muestra la celularidad y formacion de vasos en

perro A y detalle en perro B que muestra presencia de médula ésea asociada a infiltrado
inflamatorio agudo en algunos orificios.

Figura 21. — Diferentes proyecciones del gamagrama 6seo con 20 mCi de MDP-99Tc practicada al
perro C que muestra captacion del radiofarmaco lo que demuestra la formaciéon de hueso nuevo.
Las flechas indican el autoinjerto instalado debajo del musculo dorsal ancho y la captacién del
radiofarmaco.






Figura 22.-Figura correspondiente al perro A. Se observa una trabécula ésea (parte inferior) y en el

interior del espacio medular se identifica hueso inmaduro (mas basdfilo). Imagenes semejantes se

observaron en el perro B.



8 DISCUSION

La reconstruccién ésea y en especial la reconstruccion mandibular es un problema recurrente y
desafiante, ya que los procedimientos habituales con frecuencia se asocian a morbilidad y

resultados subdptimos.

Existe evidencia creciente en el sentido que las células troncales en condiciones apropiadas
pueden diferenciarse en células propias de los tejidos maduros, lo que abre la posibilidad de
generar tejidos que substituyan los tejidos enfermos o los tejidos perdidos por razones
traumaticas o quirurgicas. Las células troncales mesenquimales, presentes en la médula dsea,

tienen la capacidad de diferenciarse, entre otros tejidos, en tejido éseo.

En el caso de los tejidos 6seos, los substitutos deben cumplir un rango de requerimientos para
reemplazar el tejido 6seo y su funcion. Idealmente deben tener propiedades osteoinductivas,
osteoconductivas y osteogénicas. Un material osteoconductivo provee el estimulo biolégico
para que las células progenitoras mesenquimales no diferenciadas se diferencien en
osteoblastos. Aunque se han utilizado diferentes materiales sintéticos y naturales como moldes
osteoinductores y osteo-conductores, presumimos que el mejor material osteoinductivo y
osteoconductivo es el hueso mismo, que ha sido utilizado con cierto éxito en la reconstruccion
de huesos pélvicos,m pero hasta ahora solo se ha descrito con resultados variables el uso de
hueso homologo de cadaver y heterologo, principalmente bovino, para efectos de

reconstruccion osea, sin el uso concomitante de médula 6sea roja.

La osteogénesis es definida como la capacidad para formar hueso nuevo y usualmente es
obtenido mediante un material que contiene células capaces de diferenciarse en osteoblastos
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formadores de hueso.



El desarrollo del concepto de ingenieria de tejidos abri otras posibilidades a la reconstruccion
mandibular. Gronthos publicé un caso de reconstruccion mandibular exitoso en humano
usando como molde una malla de titanio que rellené de hueso esponjoso del propio paciente,
mas colagena, hueso particulado y proteina morfogenética 6sea (BMP) con el fin de propiciar
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la generacion de hueso nuevo. ,

Aunque el procedimiento descrito por Gronthos es aplicable a los defectos debidos a
tratamientos oncoldgicos, creimos que los resultados podrian ser mejorados usando como
molde o material osteoconductor a la propia mandibula del paciente, una vez esterilizada para
eliminar los tejidos neoplasicos dejando solo la matriz 6sea mineralizada, lo que tendria la
ventaja de tener la forma y dimensiones exactas, obviando la necesidad de generar un molde a
partir de imagenes por computadora que agregan complejidad y costos al procedimiento y
eliminando la necesidad de recurrir a materiales sintéticos dificiles de obtener comercialmente.
De la forma propuesta se aprovecha ademas las propiedades osteoinductivas vy
osteoconductivas del hueso y se elimina la necesidad de movilizar extensamente tejidos para

una reconstruccion tradicional con un colgajo microvascularizado.

Formas similares de reconstruccion han sido utilizadas en la reconstruccion de hueso largos,
sin embargo se ha utilizado células troncales expandidas ex vivo asociadas a moldes de
hidroxiapatitamo hueso autdlogo esterilizado en autoclave, irradiado y congelado, pero sin
reconstitucion con médula 6sea autéloga. “Hasta donde sabemos no existen reportes previos
del uso del propio hueso del paciente esterilizado con autoclave y reconstituido con médula
O0sea autdloga. Creemos que esta combinacion podria eficientar los resultados obtenidos

previamente, como lo sugiere nuestro experimento.

En nuestro modelo animal, y eventualmente en el uso clinico, la reconstruccion diferida

mediante la instalacion del injerto con relacién al musculo dorsal ancho



daria la oportunidad de concluir el tratamiento oncolégico, sin poner en riesgo de viabilidad del

injerto y sin propiciar el crecimiento tumoral mediante el teérico
efecto paracrino de las células del injerto sobre las eventuales células tumorales residuales.

En el modelo propuesto podria aducirse que la viabilidad del injerto podria deberse a la
migracion de células de la médula 6sea hacia el segmento reimplantado desde la mandibula
remanente, dificultando la evaluacién de resultados. EI modelo de reconstruccién diferida y la
temporal ubicacién en el musculo dorsal ancho cancelan esta posibilidad, demostrando que la

viabilidad proviene de la medula ésea aplicada al injerto.

Se ha propuesto que los resultados pueden ser mejorados mediante el uso de factores troficos
(osteoinductores) como la proteina BMP usada por el grupo aleman o el uso de plasma rico en
plaguetas (PRP) propuesto por Marx sobre hueso esponjoso, sin embargo, nuestro modelo no
recurrio a dichos factores, lo que demuestra que no son estrictamente necesarios. Creemos
que el hueso esterilizado, con cierto dano térmico, pudo proveer el estimulo suficiente a las
células troncales mesenquimales para su diferenciacion en osteoblastos sin necesidad de usar

factores troficos externos.

Si existe viabilidad, la matriz mineralizada 6sea sera reabsorbida y substituida con osteoide y matriz
mineralizada nueva producida por los osteoblastos. Esto fue demostrando por la formacién de
osteoide en el estudio histopatoldgico y la deteccion de reaccion osteoblastica en el estudio
gamagrafico. El estudio gamagrafico es la forma habitual de demostrar la viabilidad 6sea en
pacientes sometidos a reconstrucciones con colgajos osteo-miocutaneos microvascularizados de
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peroné o cresta iliaca.
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Creemos que los osteoblastos se originan de células progenitoras multipotenciales, una
sub-poblacién de las células troncales mesenquimales, presentes en la médula 6sea, que

consisten en fibroblastos capaces de



diferenciarse en varios tipos celulares, incluyendo osteoblastos, condrocitos, mioblastos y

adipocitos.82

Se ha descrito que las células troncales mesenquimales, bajo el estimulo adecuado, pueden
diferenciarse en osteoblastos con la capacidad de producir osteoide y luego matriz calcificada

a la par que inducen la formacién de vasos nuevos.

Un aspecto muy importante, desde nuestro punto de vista, y con frecuencia ignorado es la
angiogénesis, que seria el componente limitante de la viabilidad de la médula 6sea y la
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eventual diferenciacion de las células troncales mesenquimales en osteoblastos.

Creemos que las perforaciones practicadas al hueso fueron importantes favoreciendo la
viabilidad de la medula 6sea, ya que facilitaron el paso de vasos de neoformacién al canal
medular del injerto. Los resultados inconstantes con injertos 6seos simples descritos podrian

deberse a la dificultad para proveer la irrigaciéon adecuada en los momentos criticos.

Podria aducirse que un experimento con tres animales representa una muestra pequefa, pero
si consideramos que se logro inducir la viabilidad de un tejido inicialmente no viable en tres

casos consecutivos, no se requieren grandes nimeros para corroborar esto.

También se podria sefalar que existe el riesgo de implantar tejido neoplasico luego de

esterilizacion con autoclave, pero esta claro que las células neoplasicas no se mantienen
84

viables por mas de 40 minutos a 60°C y en nuestro estudio rebasamos con amplio margen

dichas condiciones por lo que puede considerarse un procedimiento seguro.

En condiciones normales, la proliferacion celular, diferenciacion y migracion de los

osteoblastos esta influenciada por una variedad de hormonas y factores de



crecimiento, cuyas complejas interacciones apenas empiezan a comprenderse. Los factores
actuan sobre los pro-osteoblastos, por medio de receptores especificos que activan una
cascada de sefales intracelulares para inducir a las células a diferenciarse en osteoblastos

maduros.

Los factores especificos de trascripcion de los osteoblastos (runx2/core binding factor a1
y osteorix) estan al final de las vias de sefalizacion y son indispensables para el desarrollo de
los osteoblastos y su diferenciacion. La activacion de estos factores de trascripcién causan la
expresion de una serie de genes que resultan en la produccion de matriz extracelular
caracterizada por la presencia de colageno tipo | y osteoide (matriz 6sea no mineralizada) y la
expresion secuencial de patrones de enzimas como la fosfatasa alcalina y moléculas
asociadas al hueso, como el colageno tipo |, la osteopontina, osteocalcina y la sialoproteina
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Osea.

Ademas, los osteoblastos pueden diferenciarse en células 6seas que cubren las superficies de
hueso cortical y esponjoso, y también en osteocitos, localizados dentro de las lagunas del
hueso cortical y que estan conectados por sus largos procesos citoplasmaticos diseminados a
través de la red de lagunas y canaliculos. Los osteocitos pueden sensar los cambios
mecanicos y en los fluidos y mediante la sintetasa de oxido nitrico y toman parte en la

regulacion de la homeostasis de calcio y en la remodelacion dsea.

Los osteoclastos también derivan de las células troncales hematopoyéticas y son células
mononucleadas o multinucleadas que tienen receptores para la calcitonina y son capaces de
resorber matriz 6sea mineralizada mediante la produccion de acido y enzimas especificas.BSA
su vez, los osteoblastos producen un activador del receptor del ligando nuclear del
factor-kappa B, el cual actua sobre receptores especificos de pro-osteoclastos e inducen la

diferenciacion hacia osteoclastos.



Creemos que la esterilizacion podria proveer la lesién necesaria para desencadenar vias de
sefalizacion obligatorias para la diferenciacién celular y la viabilidad 6sea, tal vez a través de la

exposicion de ciertas proteinas de la matriz no mineral.

Nuestros resultados sugieren que este modelo es facilmente reproducible y aplicable a la

reconstruccion sin necesidad de recurrir a colgajos que producen

otros defectos tisulares mayores y puede ser aplicable a otros defectos 6seos como los
derivados de las resecciones de tumores 0seos en las extremidades, lo que facilitaria su

reconstruccion y eventual remodelacion.



9 CONCLUSIONES

El autoinjerto esterilizado y reconstituido con médula ésea autéloga se mantiene viable, lo cual
fue demostrado en el presente trabajo, alcanzandose el objetivo planeado. Esto abre fundadas
esperanzas a la aplicacion del procedimiento en la reconstruccion 6sea en forma sencilla y

reproducible, sin embargo, se requiere un estudio clinico para corroborar estos hallazgos.
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