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Aplicacion de médula 6sea autdloga por via percutdnea
como inductor de la osteogénesis.
Modelo experimental en perros
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RESUMEN. Se realizé un estudio experimental, com-
parativo, observacional y analitico de enero a mayo de
1997, fue realizado con la utilizacién de diez perros hi-
bridos, formando dos grupos, control y estudio, se les
realizé una osteotomia en la tibia y se les colocé un fija-
dor externo AQ/ASIF. Fueron valorados a las cuatro y
diez semanas clinica, radiolégicamente e histopatolagi-
camente, aplicando al grupo de estudio a Ia sexta sema-
na médula dsea autdloga por via percutinea en el foco
de la osteotomia, los resultados mostraron que en cinco
(100%) del grupo de estudio hubo formacion de hueso
en el sitio de la osteototomia y sélo en un perro del gru-
po control (20%). Se sabe que la formacién de tejido
oseo en el sitio de aplicacién de 1a médula dsea es debida
a la capacidad de diferenciaciéon de las células tronco-
totipotenciales de la MO, gracias a la accion de las pro-
teinas morfogenéticas que estin en la matriz 6sea del
hueso, que al momento de sufrir el cambio en su micro-
ambiente, se presentan los estimulos que originan que
estas proteinas sean liberadas e intervengan en la dife-
renciacién de las células tronco totipotenciales del es-
troma de la médula ésea.

Palabras clave: médula 6sea, fractura, consolidacién,
osteotomia.
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SUMMARY. This is an experimental, comparative,
observational and analytic study, This was made in
Mexico city from January to May of 1997. Ten hybrid
dogs were divided in two groups, study and control; an
external fixator AQ/ASIF was applied in the mid third
of the tibia, and an osteotomy was carried out. Dogs
were observed along the study, with clinical, radiologi-
cal and histopathological controls, the analysis was
made at fourth and tenth weeks. On the study group in
the sixth week percutaneus autologous bone marrow
was applied in the osteotomy focus. The results demons-
trated bone formation in all dogs of the study group
(1600%) and only in one dog (20%), of the control
group. It is known that the bone formation is related to
the differentiation capacity of the bone marrow stem ce-
lls, due to the morphogenetic protein action and to the
¢hanges in the microenvironment originated by trauma,
the released proteins and related stem cells differentia-
tion for bone formation.

Key words: bone marrow, fracture, osteotomy, bone

healing,

Una complicacion importante en la evolucién de las
fracturas son los llamados trastornos de la consolidacién; la
consolidacion lenta, retardada, pseudoartrosis y consoli-
dacion viciosa.

La consolidacion de las fracturas se realiza habitualmen-
te en plazos bien establecidos para cada tejido dseo, cuando
este plazo se alarga de forma anormal se considera un retra-
so en la cansolidacién y cuando no se produce la consolida-
cion se denomina pseudoartrosis, 27323

Al momento de la solucién de continuidad de un hueso
se presenta una cascada de acontecimientos que se inicia
con la presencia de un hematoma en el foco de fractura con
la sangre proveniente de los vasos medulares, haversianos,
de Volkman, del periostio y de los tejidos adyacentes, for-
mando posteriormente un codgulo que se organiza sobre la
base de un tejido conjuntivo en ¢l periostio, asi los osteoci-
105 que estdn situados en su laguna, pierden la irrigacion


http://www.imbiomed.com.mx

Arturo Tirso Cepeda y cols.

sanguinea a una distancia de algunos milimetros del lugar
de la fractura y posteriormente mueren; por consiguiente
siempre existen poco después de la lesién un anillo de hue-
so avascular en cada supetficie de la fractura. Los segmen-
tos de ese hueso avascular pueden ser sustituidos por hueso
vivo. Durante las primeras fases de curacién de la fractura,
la explosion masiva de células endoteliales vasculares y
mds tarde osteogénicas, determina un crecimiento acelera-
do de tejido éseo. Al final de la segunda semana el callo de
fractura se compone de una gruesa masa de tejido osteogé-
nico, en esta fase el callo no tiene hueso mineralizado vy,
por tanto es radiolicido y no apreciable por radiografia. El
callo de fractura se endurece progresivamente de acuerdo a
la mineralizacién del hueso. Las células endoteliales se di-
ferencian en osteoblastos con la consecuente formacion de
hueso. Hacia la cuarta semana se modela la cavidad medu-
lar hasta entonces ocupada por tejide conjuntive de organi-
zacidn y es cuando el cailo de la fractura ha adquirido la
solidez necesaria no existiendo movimiento en el lugar de
la fractura, la exploracion radiogrifica muestra un callo
dseo incipiente y todavia se observa la linea de fractura. De
las 6 a las 8 semanas el callo primatio o temporal es susti-
tuido gradualmente por tejido laminar maduro, ¢l callo ex-
cesivo se reabsorbe progresivamente. ¥

Los procedimientos para la correccidn de los retrasos en
la consolidacidén y la pseudoartrosis son recomendados una
vez que se ha demostrado en forma clinica y radiolégica la
existencia de esta patologfa, cuando se ha identificado que
de no haber estimulo en la consolidacidn ésta no se llevard
a cabo.

En general el tratamiento de las pseudoartrosis se difi-
culta a medida que se agregan complicaciones como infec-
cidn, deformidad, angulaciones, defectos dseos u otras pa-
tologias asociadas,

El manejo habitual se basa en realizar una cura adecuada
obteniendo una reduccidn 6ptima de la fractura, legrado de
los bordes, estabilizacién de la misma y aplicacidn de injer-
tos 6seos suficientes. Para la estabilizacidn de los fragmen-
tos se podrd usar de acuerdo con la situacidn, placas, torni-
llos interfragmentarios, fijadores externos y clavos centro-
medulares con o sin bloqueo, estos métodos proporcionan
estabilidad suficiente que permiten ejercicios activos y pa-
sivos estimulando la consolidacién 6sea y 1a rehabilitacién.
Se han utilizado como métodos alternativos la estimulacién
eléctrica y electiromagnética, 1-27.3032

Se han utilizado nuevas alternativas para la correccidn
de defectos dseos entre los cuales se ha utilizado el aspira-
do de médula ésea (MO) en donde se ha descubierto la im-
portancia fundamental que tienen las poblaciones celulares
osteogénicas en la reparacién ¢sea y en la incorporacidn de
injenos_|.2,5.?,14,|5.20.2‘_'.24

Muiltiples estudios han probado que la MO posee células
capaces de diferenciarse para formar células osteogénicas,
por lo que varios autores han realizado investigaciones usan-
do modelos experimentales en los que se ha observado os-
teogénesis con la aplicacién de médula dsea en forma aislada
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o utilizando algin osteoconductor, como son: matriz 6sea
desmineralizada, cerdmica, xenoinjertos, ete,1-3514.13.20.22:24

Gran parte de la actividad osteobldstica se debe a la ac-
cién de la llamada protefna morfogenética derivada de la
proteina no coligena de la matriz 6sea llamada osteogeni-
na, que se cree que es la responsable de los mensajes quimi-
cos para la remodelacion y la reparacidn del tejido dseo, se
ha aislado por medios quimicos de la matriz dsea de bovi-
nos, fragmentando la osteogenina en varias proteinas con
actividad independiente, siendo realmente un grupo de sie-
te proteinas, denominadas BMP (bone morphogenetic pro-
teins) de una uno a la siete (BMP-1, 2, 3 eic.), y reciente-
mente ha sido sintetizada en laboratorio por medio de clo-
nacidn, se ha encontrado ademds en otros tejidos como son:
periostio, pericondrio y el cartilago. Estas proteinas estimu-
lan la formacién de tejido, ademds de la formacién de teji-
do cartilaginoso. Su blanco de accién son la células tronco
del estroma de la médula 6sea y algunas otras células del
tejido conjuntivo ya que se ha visto que estas proteinas esti-
mulan la formaci6n de hueso y cartilago en otros tejidos di-
ferentes al hueso (heterotrépico), en este proceso intervie-
nen miltiples factores entre los principales encontramos: 1)
factor de crecimiento beta, 2) factor de crecimiento de los
fibroblastos, 3) factor I de crecimiento semejante a la insu-
lina y 4) factor de crecimiento derivado de las plaque-
tas, 19303133 realizando su funcién por medio de quimio-
taxis, mitosis y diferenciacién hacia lineas celulares osteo-
bldstica y cartilaginosa, como respuesta a los estfmulos
hormonales, fisicos y al trauma.?'#21.25.29.3%

Se ha observado que Ia capacidad de osteogénesis de la
médula 6sea depende de la presencia de células tronco toti-
potenciales capaces de diferenciarse en caso necesario para
formar distintas lineas celulares, hematopoyéticas u osteo-
bldsticas asi como células del estroma. ™2 !415

Las células tronco se encuentran junto con el estroma,
que proporciona un medio indispensable para la diferencia-
cidn celular cuando hay necesidad de reemplazar células
que terminan su vida, migran o son destruidas. Ademds tie-
nen la capacidad de regenerarse a si mismas y como se ha
dicho en otras lineas celulares (osteoblastos, fibroblastos,
adipocitos y células hematopoyéticas), entre las cuales son
los osteoclastos que son derivadas de las ¢é€lulas tronco al
igual que los macréfagos, estos ditimos se diferencian gra-
cias a la accién del factor estimulante de los macréfagos,
participando en la remodelacion del hueso con la interven-
cién de la 1,25 dibidroxi vitamina D 3 y a estimulos por: 1)
interleucina 1,6 v 11, 2) hormona paratiroidea, 3) prosta-
glandinas, 4) factor inhibidor de la leucemia.>!>"*

Con base en los estudios realizados, Conolly, Green, e
Ivoda, que realizaron modelos experimentales en animales
creando defectos dseos y colocando MO sola o combinada
con algunos osteoconductores como la cerdamica, matriz
6sea desmineralizada, hidroxiapatita etc,, en los que obtu-
vieron tejido dseo en todos los estudios reportados, Conno-
Hy, Kumar y Wintroub en los EUA, Sharma en la India y
algunos otros en Europa del Este, se ha utilizado este proce-
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dimiento en el tratamiento de los retrasos en la consolida-
cidn, asi como en el manejo de la pseudoartrosis congénita
de la tibia y en el tratamiento de quistes dseos. Connolly
con una experiencia de més de diez afios la ha utilizado fun-
damentalmente en los retrasos de la consolidacién de las
fracturas de la tibia y en fracturas expuestas y en sus mis
recientes estudios ha utilizado material centrifugado de mé-
dula dsea aplicdndola directamente sobre pseudoartrosis
del escafoides, reportando resultados preliminares alenta-
dores‘k-lﬂ.]?,m.‘ﬂ

Material y métodos

El estudio se realizé en el Departamento de Ortopedia y
Traumatologia, en el Laboratorio de Cirugia Experimental
y en ¢l Laboratorio de Histopatologia del Hospital Central
Militar de enero a mayo de 1997, realizindose procedi-
mientos quirtdrgicos a 10 perros hibridos de mas de 20 kg
seleccionados al azar, los cuales se formaron en dos grupos
de cinco cada uno, el grupo control y el grupo de experi-
mentacidn. El procedimiento se llevé a cabo mediante
anestesia general con pentotal sédico a dosis de 30 mg/kg
de peso por via intravenosa con el animal erointubado, ca-
nalizado y monitorizado por un veterinario; con método es-
téril, se realizé una osteotomia en el tercio medio de [a tibia
derecha de los perros con ostedtomos y martitlo, resecando
los bordes o aristas con gubia fina en caso de ser necesario
para poder realizar posteriormente en la colocacién del fija-
dor externo una diaslasis. A continuacién en el mismo acto
quirdrgico se colocé un fijador externo AO/ASIF a todos
los animales con la técnica recomendada por la AO. Dejan-
do de manera intencional una diastasis de los bordes del
hueso de aproximadamente .5 mm e interposicidn de teji-
do celular subcutdneo tomado del mismo perro durante el
procedimiento.

Posteriormente a las cuatro semanas se realizé una biop-
sia a cielo abierto del foco de la osteotomia a todos los ani-
males de ambos grupos tomando una muestra representati-
va del foco de la osteotomia de aproximadamente 0.5 x 0.5
cm que se incluy6 en un [rasco estéril con formol al 10% v
se envid ese mismo dia la muestra al laboratorio de Histo-
patologia para su estudio, se utilizd la técnica de tincidn de
hematoxilina y eosina (HyE). En ese mismo tiempo fue to-
mada una radiografia antero-posterior y lateral a todos los
animales de experimentacion; ademads se realizaron pruebas
de movilidad del foco de la osleotomia, realizando manio-
bras de valgo, varo, antecurvatum y recurvatum forzados.
Después de 2 semanas, al grupo de estudic mediante técni-
ca estéril y con asesoria de un hematélogo le fue tomada
médula dsea de la cresia iliaca derecha con una aguja de
Vim-Silverman y jeringa de pldstico de 10 cc una cantidad
de 3 a4 cc de médula ésea, 1a cual en ese mismo tiempo fue
colocada en el foco de 1a osteotomia con ayuda de un caté-
ter venoso No. 16, localizando este dltimo mediante control
fluoroscdpico.

El iltimo paso fue a las [0 semanas con [a toma de con-
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trol radiolégico y toma de biopsia a los perros de ambos
grupos con la misma técnica mencionada con anterioridad
{4 posteriores a la aplicacion de MO al grupo de estudio),
dicho estudio fue enviado y conservado como se describe
en los parrafos anteriores, asimismo se valord la presencia
de movilidad en la extremidad operada.

Resultados

Los resultados obtenidos en el estudio radiolégico fue-
ron valorados de acuerdo con la formacion ¢ no de callo
dseo, €l estudio histopatoldgico se enfocé a la presencia de
tejido éseo, tejido fibroso y otras células presentes en las
muestras, reportandose de manera cuantitativa {Cuadros 1
¥y 2) y la iltima variante considerada fuc la movilidad del
foco de la osteotomia al realizar movimientos forzados de
varo, valgo ante y recurvatum.

El estudio radiolégico mostré en todos los perros de
ambos grupos (10 en total} en la cuarta (4a.) semana, la
ausencia de imagen de callo éseo, en la décima (10a.) se-
mana en ¢l grupo control se encontr$ la ausencia de con-
solidacién de la osteotomia en cuatro casos con forma-
cion en tres casos de un callo hipertréfico, un caso con
formacién de callo tipo hipotréfico y el dltimo de este
grupo con consolidacién de la ostectomia con un callo

Cuadro 1. Se muestran los diferentes tejidos encontradoes
en el estudio histopatolégico realizado, de la primera
biopsia tomada a ambos grupos (GE grupo de estudio,

GC grupo control).

Caso Hueso Médula Cartilago Tejido  Fibreblastos
Gsea inflamatorio

1 GC + ++ - - ++
2 GC - - - " +
3 GC - - - - +
4 GC - - - - +
5 GC + - + - +
6 GE - + + + +
7 GE - - + + +
8 GE + - - ++ ++
g GE - - - + ++
10 GE - + - - +

Cuadro 2. Se muestran los diferentes tejidos encontrados
en el estudio histopatolégico realizado, de la segunda
biopsia realizada a ambos grupos (GE grupo de estudio,
GC grupo contrel).

Caso Hueso Médula Cartilago Tejidoe  Fibroblastos
dsea inflamatorio

1 GC+++ ++ + - ++
2 GO - - + + +
3 GC - - - - +
4 GC + - +- +

5 GC+ - + - +
6 GE++ + - - +
7T GE+++ - - -
8 GE+++ - - +4++ +
9 GE++ - - - +
10 GE +++ + - - +
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hipertréfico. En el grupo de estudio se observd en los
cinco casos a los que se les colocd la médula ésea, la for-
macién de un callo dseo con consolidacién de la osteoto-
mia (Cuadre 3, Figura 1).

En cuanto al estudio histopatolégico, éste una vez toma-
do fue conservado en formol al 10% y posteriormente se
utilizé la técnica de hematoxilina y eosina (HE) para su tin-
cién, se valoré principalmente la presencia de tejido 6seo,
tejido fibroso y la presencia de células de la médula ésea y
tejido inflamatorio, reportdndose durante la primera biopsia
en la cuarta semana (4a.) la presencia de tejido fibroso en
ambos grupos {Figura 2) y la formacién de tejido 6seo en
dos casos del grupo control (Figura 3) y en un caso del gru-

Cuadro 3. Se muestra la presencia de callo en el foco de
1a osteotomia, durante la cuarta y décima semanas en el
grupo contrel y el grupo de estudio.

4a. semana 10a. semana

si no si no
Grupo estudio 0 5 5 0
Grupo control 0 5 1 4

[P\
4a_ semana 10a. semana
[\ Grupo control (il Grupo estudio

Figura 1. Se muestra la presencia o no de callo éseo durante el estudio ra-
diclégico tornados durante la cuarta y décima semanas a ambos grupos.

Figura 2. Se muestra la presencia de fibroblastos sin células dseas (FB
fibroblastos).
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Figura 3. Se muestra la presencia de fibroblastos con escasa cantidad de
tejido 6seo. (FB fibroblastos, CO células éseas).

Figura 4. Se observa la presencia de células de la médula ésea, células
inflamatorias y fibroblastos (FB fibroblastos, MO médula ésea y Cl célu-
las inflamatorias).

Figura 5. Se muestra la presencia de tejido dseo en escasa cantidad con
fibroblastos (FB fibroblastos. CO células dseas).

po de estudio, asi como escasa cantidad de tejido inflama-
torio y células de la MO (Figura 4}. En ¢l segundo estudio
histopatoldgico tomado en la décima semana (10a.) se en-
contré que tres casos del grupo control habian formado
hueso en escasa cantidad (Figura 5) mientras que en ¢l gru-
po de estudio al que se le aplicé la MO se encontré tejido
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Figura 6. Se muestra la presencia de células dseas, con formacidén de

matriz 8sea y fibroblastos (FB fibroblastos, CO células 6seas).

4a. semana

10a. semana

B Grupeo control LI Grupo estudio

Figura 7. Se muestra la presencia de tejido Gseo durante el estudio histo-
patolégico tomado a ambos grupos durante la cuarta y décima semanas.

Cuadro 4. Se muestra la presencia o no de tejide 6seo en
el estudio histopatolégico, durante la cuarta y décima
semanas en el grupo control y grupo de estudio.

4a. semana 10a. semana

si no si no
Grupo estudio 1 4 5 0
Grupo control 2 3 3 2

6seo en todos los casos y en mayor cantidad (Figura 6), de
igual forma que en el primer estudio se encontraron canti-
dades variables de tejido inflamatorio, fibroblastos y célu-
las de la MO (Cuadroe 4, Figura 7).

El estudic clinico mostrd en la cuarta sermana {4a.) en am-
bos grupos y en todos los casos la presencia de movilidad del
foco de la osteotomia, a las 10 semanas se observé que hubo
movilidad en la osteotomia en cuatro de los perros del grupo
control y en uno hubo estabilidad, mientras que en ¢l grupo
de estudio (aplicacién de MO) se observd estabilidad en mo-
vilidad en todos los casos sin haber movilidad en el foco de
la osteotomia al realizar los movimientos forzados de valgo,
varo ante y recurvatum, (Cuadro 5 Figura 8).
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10a. semana

4a. semana
[\ Grupo control

1118 Grupo estudio

Figura 8. Se muestra la presencia de movilidad en el foco de la osteoto-
mfa al realizar movimientos forzados de varo, valgo, ante y recurvatum
forzados, en la cuarta y décima semanas a ambos grupos.

Cuadro 5. Se muestra la presencia o no de movimiento
en el foco de la osteotomia, durante la cuarta y décima
semanas en el grupo control y el grupo de estudio.

4a. semana 10a, semana

sf no si no
Grupo estudio 5 0 0 5
Grupe contrel 5 0 4 1

N

-
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b
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3 /// SR
25 < "
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Consolidacion No consolidacién

[ Grupo estudio 11118 Grupo control

Figura 9. Se observan los casos con consolidacidn de la osteotomia en ¢l
grupo control y el grupo de estudio al final del estudio.

Por dltimo, 2l final del estudio se observé que en seis de
los casos hubo estabilidad con datos de consolidacién de 1a
osteotomfa y en cuatro hubo inestabilidad, consecuente-
mente sin consolidacion (Figura 9).

Discusion

El presente estudio se disefié para crear un modelo expe-
rimental de un retardo en la consolidacidn precisamente tra-
tando de reproducir algunos de los factores que intervienen
en la fisiopatologia de esta entidad, como son la interposi-
cidn de tejido, la ausencia de coaptacidn de los bordes que
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junto con la inestabilidad de la fractura (no valorada en este
estudio) son las causas principales que intervienen para la
falia de consolidacién de una fractura u osteotomia.

En el estudio se observé que con la aplicacién de MO
hubo mis respuesta osteogénica ya que el 100% de los ca-
sos 2 los que se les aplicé consolidaron, mientras que en el
grupo control s6lo hubo un 20% de consolidacion (grupo
que no recibié MO) esto s similar a lo reportado en estu-
dios previos. Creemos que s una buena alternativa para ¢l
manejo de pacientes con retardos en la consolidacién y
pscudoartrosis, ya que se observd que en todos los casos
del grupo de estudio hubo la formacién de hueso nuevo en
el foco de la osteotomia y que de haber seguido su evolu-
¢idén natural era dificil que se hubiera logrado la consolida-
cién de la misma de no ser claro con los procedimientos de
cura en los trastornos en la consolidacion ya mencionados
(limpieza del foco de pscudoartrosis, estabilizacién de la
fractura y la colocacién de injerto gseo). #2414

Es importante recordar que 1a MO ha sido utilizada como
osteoinductor pero también se ha utilizado con algunocs os-
teoconductores {injerto dseo, coralina HAP 200, cerdmica,
hidroxiapatita ete.) lo cual amerita mds estudios para valorar
su eficacia combinada de la MO y algin osteoinductor.™' %1413

La formacion de hueso en el sitio de aplicacidn de la
médula ésea es debida a la capacidad de diferenciacién de
las células tronco totipotenciales de la MO, gracias a la ac-
cidn de las proteinas morfogenéticas que estdn en las matriz
dsea del hueso, que al momento de sufrir el cambio en su
microambiente (cambios fisicos 0 quimicos, trauma) se pre-
sentan los estimulos que originan que estas proteinas sean
liberadas e intervengan en la diferenciacién de {as células
tronco totipotenciales del estroma de la MO, siendo éste, un
mecanismo de accién totalmente diferente al de los injertos
habituales que funcionan como osteoconductores; los oste-
oinductores como la proteina morfogenética serian osteo-
formadores aunque algunos autores como Reddi y Bab han
reportado 1a formacién de otras lfneas celulares como con-
drocitos, células peridsticas, ete bIh174041

Es importante recalcar que este estudio no pretende de
ninguna manera substituir el manejo habitual de esta pato-
logia ya que estd plenamente comprobada su eficacia, sin
embargo su baja morbilidad es una buena opcién terapéuti-
ca ya que incluso se puede realizar el procedimiento con
anestesia local, sin tener que someter al paciente a otro pro-
cedimiento quirdrgico y en algunos casos en que los proce-
dimientos quirirgicos habituales no logran la consolidacién
de la fractura a pesar de los diferentes tratamientos del ciru-
jano, esto dltimo es por la falta del estimulo osteogénico
ocasionado por trastornos locales (proceso infeccioso agre-
gado, la pérdida dsea extensa, la insuficiencia arterial cré-
nica) o por causas sistémicas (desnutricion, diabetes elc.)
que impiden la curacidn 2732

La utilizacién de médula 6sea es una opeidn prictica-
mente al alcance de cualquier cirujano que con el debido
adiestramiento para la toma de la médula ésea puede apli-
carla de manera sencilla en casos seleccionados y de mane-
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ra juiciosa, con escasa morbilidad, de bajo costo y en algu-
nos pacientes en los que el procedimiento quirirgico habi-
tual no puede ser posible por sus condiciones gencrales.
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