Injertos de Médula Osea por Aspiracion en
Defectos Diafisiarios*

INTRODUCCION

Elinterés por la osteogénesis de los injertos 6seos ha
sido materia de andlisis y experimentacion desde
mediados del siglo pasado hasta la actualidad,
cuando las publicaciones tanto clinicas como de
estudios experimentales en modelos de animales
han aumentado, generandose controversias aun
tedricas, que han sido la base para la busqueda de
soluciones a complejos problemas tales como retar-
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dos de consolidacion, seudoartrosis, defectos 6seos
masivos por trauma, infecciones, malformaciones
congénitas y tumores2.
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La mayoria de los autores han manifestado que
sus experiencias con los injertos de banco de hueso
son menos satisfactorias que las realizadas con
hueso aut6logo1. 2. El injerto 6seo autblogo fresco es
el material a injertar mas efectivo, las otras alterna-
tivas son los diferentes métodos de preservacion de
hueso homoélogo, provenientes de los bancos de
tejido que suplen la necesidad de disponer de mayor
cantidad de hueso para trasplantar, pero que tienen
las mismas complicaciones inmunolégicas de los
demas tejidos homélogos, o sea que por el hecho de
ser un tejido muerto no contribuyen directamente
con la osteogénesis de la reparacion, siendo enton-
ces necesario que el mismo huésped sea quien
finalmente reemplace este tejido por hueso nuevo.

Las investigaciones actuales utilizan sustan-
cias osteogénicas, osteconductivas y osteoinducti-
vas con las cuales experimentan mecanismos alter-
nos en la reparacién 0sea del injertos.

La osteogénesis es la produccion de hueso a
partir de células preexistentes diferenciadas o de-
terminadas, las cuales se encuentran en la médula
6sea y en el hueso autélogo. La osteoconduccion es
la diferenciacién a osteoblastos a partir de células
del tejido conectivo o del mesénquima, ante la pre-
sencia de un estimulo inductivo como la proteina
morfogénica identificada por Urist12, a partir del
hueso desmineralizado y mas recientemente con los
injertos osteoconductivos tales como los sustitutos
6seos bioinertes de ceramica o biodegradables de
hidroxiapatita o fosfato tricélcico, los cuales se com-
portan como un sustrato para la invasion vascular y
la migraciéon de componentes celulares formadores
de hueso, al ser implantados con proteina morfogé-
nica y médula éseas. 7.

En la médula 6sea se ha encontrado un cre-
ciente interés clinico en cirugias reconstructivas con
defectos 6seos importantes. Es indudable su poten-
cial osteogénico demostrado en los ultimos afios,
utilizandola como injerto unico o asociada con injer-
tos autélogos descalcificados, homélogos preserva-
dos, heterdlogos tratados, 0 mdas recientemente
asociados con los materiales de ceramica y biode-
gradables1. 8, 7,119, 12, 13

Osteogénesis de la médula dsea

La médula 6sea y el tejido 6seo estan ligados no sélo
anatémica y circulatoriamente, sino también en los
procesos de reparacion ésea. En el adulto normal la
médula désea roja se encuentra localizada en el
esqueleto axial y proximal de los huesos largos y en
el animal joven se encuentra distribuida en todo el
esqueleto.

La arteria nutricia del hueso abastece la médula
6sea, el hueso cortical, el esponjoso y el cartilago de
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crecimiento. En el hueso compacto la direccién del
flujo circulatorio es centrifuga del endostio hacia el
periostio, existiendo un flujo de retorno de las partes
profundas corticales a través de los sinusoides
venosos de la médula 6sea.

La médula 6sea roja esta compuesta por célu-
las hematopoyéticas y estroma, que consiste en
células fibroreticulares y endoteliales que revisten
los sinusoides medulares. Burwell postulé la impor-
tancia de estas células de recubrimiento de los sinu-
soides vasculares, describiéndolas como células
primitivas osteoprogenitoras; desde entonces, expe-
rimentalmente, se han utilizado como autoinjerto
para formar hueso a nivel subcuténeo; a nivel intra-
muscular en cdmaras de difusion en vivo y en culti-
vos en vitro para determinar la secuencia de la
diferenciacion osteogénica, a partir de células del
estroma medular. lgualmente demostré que los injer-
tos que contenian médula 6sea, eran mas-osteogéni-
cos que los que no la conteniant, 2.

McGaw y Harbin, fueron los primeros en demos-
trar la actividad osteogénica de la médula 6sea injer-
tando defectos 6seos en peronés de perros, compa-
randolos con defectos contralaterales sin injertos10.

Células precursoras osteogénicas

Existen dos teorias respecto a !a formacién de los
osteoblastos, condroblastos, osteoclastos y fibro-
blastos: la primera afirma que es a partir de una sola
linea celular, mientras que la sequnda sostiene, que
son descendientes de lineas celulares separadas.

Investigadores como Friedenstein, Owen y
Vaughanz. 8. 9, partiendo de estudios en vivo con
médula 6sea y cultivos de estroma medular en cone-
jos, han manifestado Ia existencia de dos tipos de
células precursoras osteogénicas: la célula osteogé-
nica precursora determinada (COPD) y la célula
osteogénica precursora inducible (COPI), las cuales
se diferencian a osteoblastos y depositan matriz
osea.

La COPD es una célula primitiva mesenquimal
del estroma medular y la superficie del hueso, que es
capaz de autoreplicarse y de generar células osteo-
blasticas diferenciadas, independientemente de un
agente inductor. La COPI es igualmente una célula
mesenquimal, que se diferencia a osteoblasto, pero
solo en presencia de un agente inductor. Se encuen-
tra presente en el tejido conectivo y en la sangre
periférica.

Lindholms y Urist12, encuentran esta clasifica-
cion arbitraria y consideran que las células perivas-
culares reticulares, son aquellas prediferenciadas
que responden al trauma o al trasplante como célu-
las del endostio. Estos autores, al igual que Nade,



Cuminee y Wittbjer en publicaciones simultaneas,
informan que la asociacion de hueso autélogo
desmineralizado con médula 6sea y de proteina
morfogénica combinada con médula 6sea, aportan
cuantitativamente mayor produccién 6sea que la
suma de los mismos trasplantes por separados. 7. 13,

Owen, en sus estudios ya mencionados, con-
cluye que el osteoblasto y el osteoclasto derivan de
lineas celulares diferentes, del estroma celular y del
sistema hematopoyético, respectivamente, sin exis-
tir transformacion de dichas células de un sistema a
otro.
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La formacion de hueso nuevo en transplantes hete-
rotopicos de médula 6sea se ha identificado mediante
la utilizacién de camaras de difusion in vitro a nivel
intraperitoneal e intramuscular, estableciéndose que
el origen de la diferenciacién se efectGa a partir de
células enddsticas y osteobldsticas, del estroma
medular y del tejido del huésped.

El mecanismo por el cual se desencadena la
formacion 6sea se desconoce, Friedenstein y Bur-
well consideran que las células donantes son las que
promueven la diferenciacion a tejido 6seo; Urist
menciona la necesidad de una substancia inductora,
bien sea propia del tejido medular o propia del hués-
ped para la diferenciacion 6seat. 2. 3.

Cultivos in vitro de médula dsea

Utilizando células del estroma medular del conejo,
Owen realiz6 cultivos en medios especiales in vitro®,
en los cuales demostré la formacién de grupos de
células fibroblasticas conformando colonias que
posteriormente desarrollaron nédulos de minerali-
zacion. Estas colonias formadoras denominadas
unidad formadora de colonias fibroblasticas (UFC-F)
desarrollan caracteristicas osteogénicas a partir de
una linea cecular unica. Tibone y Bernard®, encon-

traron coloni?s osteogénicas, igualmente in vitro que
llamaron unidad formadora de colonias osteogéni-
cas (UFC-0) con una célula primitiva comun.

Cerdamicas porosas combinadas con médula 6sea

Nade utilizé materiales biodegradables de cerdmica;
de fosfato tricdlcico e hidroxiapatita; solos y en com-
binacién con médula 6sea, encontrando formacion
de hueso a través de la estructura porosa del mate-
rial, que actia como base para la aposicion 6sea’.

La experimentacion a nivel de materiales bio-
degradables como substitutos 6seos, se encuentra
actualmente en una fase investigativa, con grandes
perspectivas y su interrelacion con médula 6sea
autéloga depende de dichos avances.

OBJETIVOS

Efectuar un estudio experimental en conejos, to-
mando médula 6sea por aspiracién, de la cavidad
medular del fémur, para injertarla en un defecto 6seo
previamente creado en la diéfisis del cubito. En un
defecto similar en el cubito contralateral del mismo
animal, injertar hueso corticoesponjoso tomado de
la crestailiaca, con el fin de efectuar un seguimiento
comparativo de la consolidacién 6sea en los dos
grupos.

Realizar controles radiolégicos, anatomapato-
l6gicos y biomecénicos, sometiendo los dos mode-
los a fuerzas de doblamiento y torsion, utilizando
una maquina Instron previamente calibrada, para
evaluar los resultados.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion del estudio, se utilizaron 12 cone-
jos Nueva Zelanda, con edad promedio de 3 meses y
2.500 grs. de peso. Fueron colocados en jaulas aisla-
das y las intervenciones fueron practicadas en el
laboratorio de cirugia experimental de la Clinica
Barraquer.

Se empled la diafisis del cubito parala creacion
del defecto 6seo, resecando por lo menos dos veces
el diametro de la diafisis del hueso, generando asi un
defecto que experimentalmente se ha demostrado,
no tiene posibilidad de consolidacién en ausencia de
tratamiento. El radio actué como tutor de fijacion
para mantener la estabilidad de los fragmentos.

Una vez creados los defectos bilaterales, se
obtuvo médula 6sea por aspiracion, de la cavidad
medular de la didfisis femoral y a las primeras tomas -
del aspirado medular, se les practic6 un extendido
para documentar microscopicamente la presencia
de los componentes celulares medulares; poste-
riormente, de acuerdo al volumen del aspirado, se
determiné la cantidad de médula 6sea a injertar en

23



todos los conejos. El aspirado fue inyectado innme-
diatamente después de su toma, procediendo al cie-
rre de la herida para evitar su extravasacion (Fig. 1).

Figura 1. Procedimiento Quirtrgico

Procedimiento quirdrgico

1.  Rasurado de ambos antebrazos y de la cadera
derecha del conejo. >

2. Asepsia del campo quirdrgico con Isodine.

3. Infiltracién local subcutdnea con Xilocaina a
nivel proximal, en el primer antebrazo.

Se practicé la toma de injertos corticoesponjo-
sos de la cresta iliaca del conejo, tomando fragmen-
tos suficientes para el llenamiento del defecto 6seo
contralateral.

Previamente a la cirugia se administr6 profila-
xis antibiética con Penicilina Procainica de 400.000
unidades/Im.

Procedimiento anestésico

Se utiliz6 Clorhidrato de Ketamina a razon de 15
mgrs/Kg en dosis unica por via intramuscular como
agente inductor, previo a la canalizacion de la linea
venosa. Para el mantenimiento, se aplicé una di-
lucion establecida de Penthotal Sédico por via
endovenosa en el dorso de la oreja del conejo, admi-
nistrandola de acuerdo a su respuesta al agente
anestésico.
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4. Incision posterolateral sobre el tercio medio del
antebrazo, de piel y aponeurosis.

5.  Divulsién de masa muscular extensora e inci-
sién longitudinal del periostio y reseccién del
mismo.

6. Seccién de un segmento diafisiario a nivel del
tercio medio del ctbito de 1 cm de longitud, con
sierra manual de Gigli.

7.  Sepractica el mismo procedimiento en el ante-
brazo contralateral.

8. Incision longitudinal desde la prominencia del
trocanter mayor en direccién a la cresta iliaca
derecha.

9.  Seccion de aponeurosis y abordaje del trocan-
tes mayor.

10. Puncion a través del trocanter mayor, utili-
zando una aguja N2 18 y aspirando de la cavi-
dad femoral 2 cc. de médula Gsea.

11. Divulsién de fibras musculares glateas, abor-
daje y diseccion de la cresta iliaca.

12. Toma de injertos corticoesponjosos conven-
cionalmente.

13. Inyeccién de 2 cc. de médula 6sea en el defecto
derecho y cierre de incision por planos.

14. Colocacioén de injertos corticoesponjosos en el
cubito izquierdo y cierre de incisién por planos.

15. Inmovilizacién con vendaje de gasa de ambos
antebrazos.

Evaluacion radioldgica

Se practicaron controles radiolégicos en ambos
antebrazos, a la segunda y sexta semanas postin-
jerto.

Para la evaluacion se siguieron los criterios
radioldgicos establecidos por Lane4, que incluyen
los siguientes parametros:

1. Formacion 6sea

No formacion
Formacién del 25%
Formacién del 50%
Formacion del 75%
Formacién completa

HWN—-O

2. Consolidacion

Linea de fractura visible
Linea de fractura parcial
Linea de fractura ausente

HENO

3. Remodelacién

Sin evidencia
Remodelacion canal IM.
Remodelacion de corteza

SN O

Puntuacion maxima 12



Evaluacion histologica

Los animales fueron sacrificados a la séptima
semana, obteniendo cortes a nivel del defecto conso-
lidado en los dos grupos, evaluandolos parcialmente
de acuerdo a los parametros histolégicos de conso-
lidacion de Lanes.

1. Consolidacion

Sin consolidacion
Consolidacion fibrosa
Consolidacién osteocondral
Consolidacién 6sea
Puntuaciéon maxima

WwnN - o

Evaluacion biomecanica

Se seleccionaron 2 especimenes de MO y 2 de CE,
colocando en la maquina Instron los antebrazos pre-
viamente desarticulados y denudados de todo tejido
blando adyacente, preservando el radio intacto. Se
registré en un gréfico la resistencia a la fuerza ten-
sional progresiva en kilogramos, hasta el momento
de la fractura.

RESULTADOS

Anadlisis radiologico

Se realizaron controles radiolégicos en ambos gru-
pos: médula 6sea (MO) y cortico esponjoso (CE), ala
segunda, cuarta y sexta semanas post-injerto. Para
los resultados se tuvieron en cuenta solamente las
series radiograficas de la segunda semana, que se
denominG serie 1 y de la sexta semana, que se
denominé serie 2. Se analizaron de acuerdo a los
criterios de Lane, las radiografias de los doce cone-
jos en ambas series, con un puntaje maximo de 144
para cada serie.

Los injertos de MO de la serie 1 mostraron un
puntaje de 11 (7.6%), no evidenciando ain formacién
importante de hueso nuevo, siendo claramente visi-
ble las lineas de reseccion del defecto. Los injertos
CE tuvieron un puntaje de 15 (10.4%), mayor por las
caracteristicas de densidad radiolégica propias del
hueso cortico esponjoso, siendo también visibles las
lineas de reseccion.

Los controles de la serie 2 mostraron cifras
mayores, los de MO 96 (67%), y los de CE 69 (48%)
sobre la puntuacién definitiva. Esta evaluacion radio-
I6gica nos permite ver consolidaciones avanzadas,
de caracteristicas similares en ambos grupos, siendo
sensiblemente mayor en el grupo de MO por la
presencia de remodelacion completa del canal in-
tramedular y de la corteza en 6 defectos con MO y en
2 defectos con CE.

Elcaso 1y 7 de MO, y el 4 de MO y CE tuvieron
un puntaje definitivo bajo debido a la presencia de
infeccién temprana de la herida quirurgica. El caso
12 de CE obtuvo consolidacién, aun cuando presento
un gran desplazamiento del fragmento proximal.

Anadlisis histologico

Se efectuo a la séptima semana el estudio definitivo
anatomapatolégico a seis especimenes de cada
grupo, realizando cortes transversales y preparan-
dolos con tincion de hematoxilina y eosina.

Con base a los parametros establecidos, sobre
un puntaje total méximo de 18 para cada grupo, se
encontraron 14 puntos (78%), para los injertos de MO
y 15 puntos (83%), para los CE. La puntuacion histo-
l6gica fue sensiblemente igual en ambos grupos,
observando un patrén de consolidacién 6sea avan-
zada, con predominio de osteocitos y matriz interce-
lular madura con lagunas de tejido de neoformacion
vascular. En algunos casos se evidencié actividad
condroblastica como patrén predominante, caracte-
ristico de una osificacién osteocondral con consoli-
dacion moderada, como ocurrié en el conejo N24. En
los dos grupos de los conejos 2 y 3 se determind la
presencia de reaccién inflamatoria aguda con for-
macién ¢sea irregular, compatible con un proceso de
osteomielitis.

Anadlisis biomecanico

Se seleccionaron 2 casos de MO y 2 de CE, que
fueron sometidos a fuerzas de doblamiento en la
maquina Instron, previamente calibrada, a una
fuerza méaxima de 20 kg., con una velocidad de
1 m.m. por minuto. Se encontré una resistencia al
doblamiento similar en todos los grupos.

La prueba se inicié sometiendo los especime-
nes a fuerzas graduales desde 1 kg. La maxima
resistencia obtenida antes de la fractura fue de
15 Kg., en el antebrazo 11 de MO, y 124 en el
antebrazo 11 de CE. En el antebrazo 12 |a fractura se
present6 a los 11.3 Kg. en MO y 11.4 Kg en CE.

En todos los casos la fractura ocurrid a nivel del
sitio de consolidacion del defecto.

DISCUSION

Es inobjetable la participacién directa que tiene la
médula 6sea en la génesis de la formacion ésea,
demostrada a través de la literatura de los tltimos
veinte anos y confirmada una vez mas en este estu-
dio. Esta participacién se efecttia por la existencia de
células osteoprogenitoras formadoras de hueso pre-
sentes en la médula 6sea, capaces de autcrrepli-
carse y por el mesénquima, susceptibles a diferen-
ciarse a osteoblastos mediante estimulos inductivos.
Sin embargo no ha sido posible, por los métodos
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actuales de medicién cuantificar de manera exacta
dicha contribucion?1. 2. 4, 6, 8, 9, 10,

El estudio comparativo de los dos grupos de
injertos, de médula ésea y de hueso corticoespon-
joso, pretendié determinar la formacién 6sea a tra-
vés de dos vias diferentes de consolidacion: el
mecanismo medular a partir de células 6seas prede-
terminadas y el mecanismo osteoinductivo, a partir
de células no diferenciadas del mesénquima, ante la
presencia de un estimulo inductor del tejido corti-
€0€espon;joso.

En cuanto a la técnica quirdrgica, es importante
resaltar que en el presente trabajo el periostio fue
resecado bajo vision directa alrededor del defecto,
para eliminar su contribucion en la osteogénesis y
los injertos colocados en espacios delimitados uni-
camente por las masas musculares, siendo suscep-
tible la extravasacion del injerto medular del sitio del
defecto por su consistencia liquida. En la practica
clinica es recomendable 1a preservacion del perios-
tio alrededor de la lesion y la técnica de colocacion
atraumatica, de ser posible debe ser percutanea,
cuando se desee su utilizacion aislada en casgs
seleccionados.

De acuerdo con los resultados obtenidos en
este estudio, la apariencia radioldgica del estado de
consolidacién a la sexta semana mostré formacion
Osea avanzada con remodelacion cortical (Fig. 2, 2A)
siendo comparativamente similar la incorporacion
del injerto en ambos grupos. Los resultados histold-
gicos confirmaron consolidacion 6sea avanzada
igual, en ambos grupos, sin poder determinar la
presencia de remodelacion cortical debido al corte
transverso realizado alrededor del segmento conso-
lidado.

Figura 2. Injerto cortico esponjoso las 2 semanas y o 111eses
post-operatorio.
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Figura 2A. Injerto de médula 6sea por aspiracion a las 2
semanas y 6 semanas post-operatorio.

El comportamiento biomecénico de los defec-
tos, aun cuando solo fue documentado en 2 especi-
menes, nos permitié observar la fractura del ante-
brazo, a nivel del sitio de consolidacién, con fuerzas
tensionales de doblamiento similares.

El empleo de los injertos de médula 6sea nos
permitié obtener consolidaciones de caracteristicas
semejantes a los injertos corticoesponjosos conven-
cionales bajo los parametros de medicion utilizados.

La técnica para obtenerlos clinicamente es
posible mediante aspiracion percuténea de las cavi-
dades medulares metafisiarias de los huesos largos
(femur proximal) e iliaco. Otra ventaja de los injertos
de médula dsea, es el poderlos aplicar percuténea-
mente, en casos seleccionados, concepto que fue
introducido por Herzog y comprobado enn estudios
experimentales, en defectos 6seos por varios auto-
res, entre ellos por Paley.

Son necesarias investigaciones clinicas para
comprobar su mayor conveniencia sobre los otros
tipos de injertos en casos en l0os que no se requiera
que éstos sean parte fundamental de la estabiliza-
cion 6sea. -

SUMMARY

The use of bone grafts seek for a more sound bone
haealing in some special clinic conditions like pos-
traumatic bone defects, delayed unions, arthrodesis
and bone tumors.

There is evidence that the osteogenic properties
of the bone marrow as a healing mechanism, and the
present techniques of autogenous bone grafting



from iliac wing and bone banks offer all a limited
capability.

This paper presents the results of an experi-
mental study carried out on bone deffects in rabbits,
treated with grafts from bone marrow and conven-
tional cancellous and cortical grafts. During the
period of graft integration a close roentgenographic
follow up was kept; and at the end of the healing,
samples for microscopic and biomechanic investiga-
tion were taken.

The end results showed and advanced bone
healing in both defects. Those treated with bone

marrow and those treated with conventional cance-
llous and cortical grafts. These findings corroborate
the osteogenic activity of the bone marrow. Thereby,
ist clinical use has to be kept in mind in selected
cases.
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