/ ) 262
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS SUPERIORES

TESIS PARA OBTENER GRADO DE MAESTRIA EN CIENCIAS MEDICAS

{CIRUGIA PLASTICA Y RECONSTRUCTIVA)

PODER OSTECGENETICO, MIELOGENETICO Y MIOGENETICO DEL
PERIOSTIO. FORMACION DE HUESO, MEDULA OSEA, MUSCULO -
LISO Y MUSCULO ESTRIADO POR AUTOINDUCCION EN EL. EPIFLON
MAYOR. (MODELO EXPERIMENTAL EN PERROS),

DR. DANIEL ASCENCIO GONZALEZ.

l;lu DE CRIGEN | F.EBRERO 1984




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



La diferenctiacién celular y tisular son en el momente actual

uno de los problemas centrales de la biclogfa y de 1a medici-
na contemporénea; el andlisis. de los mecanismos de expresién

genética, el conocimiento profundo de la forma en que jnter-.
accionan las moléculas intracelulares involucradas en la - -
transcripcidn, translacifn y regulacidn de estos fenlmenos -.
permitir§ obtener un concepto integral en el campo del trans-

plante de 8rganos y tejidos.

E1 estudio del huesc ha tenido distintos enfoques a través -
del tiempo, en base al complejo sistema de su estructura y -
funcifn, niveles macroscépicos, celulares, subcelulares, mo-
lTeculares y las interrelaciones entre la fisiologfa y ta bio
qufmica de este téjido han sido motivo de miltiples trabajos

experimentales y cl1fnicos.

E1 estudio del crecimiento del hueso, la consolidacién de --
las fracturas y el transplante 8seo fueron resumidos por - -
Keith en 1919 en el l1ibro titulado "La reparacifn de las mu-
tilaciones" (9). Se menciona en esta obra las primeras obe--
servaciones de Belchier y Duhamel de 1741, la tincién del ca

110 6s5eo0 con alfzarina.



Menciona tambi{én los trabajos experimentales de 0l11fer en los
que se establecid que el periostio tiene una capa celular con
poder osteogénico. De esta manera se inicid la controversia
entre 1os trabajos que atribuyen capacidad de producir hueso

al perfostio y los que niegan esta propiedad.

Entre los trabajos experimentales de transplante libre de pe-
riostio a distintos Srganos destacan l1os de Urist y Mc Lean
{24) en donde 1legaron a concluir que el periostio tiene po--
tencia osteogenética cuando este tejido fué€ transplantado en
la cémara anterior del ojo de conejos. Estudiaron los meca--
nismos de induccidn de la osteogénesis y concluyeron que el -
producto final obtenido de 1a cémara anterior del ojo indich
claramente que el periostio contiene c&lulas con potencia os-
teogenética y que ésta es especifica para 1a formacisn de te-
J1do 6seo compacto sin 1a concomitante produccidn de cartfla-

go 8§ médula §sea hematopoyé&tica,

En el terreno del cultivo de tejidos los trabajos de Friedes-
tein (3,4) y Ashton (1) demostraron evidencias de que las cé-
lulas no mielogénicas derivadas de cultivos de mé&dula 6se2 po
dfan incluir células con competencia osteogénica y que esta -

podrfa se expresada al transferir los cultivos a cdmaras de -



difus{ébn.

En el campo cl1fnico el uso de transplantes de perfostio libre
5 1a formacifn de colgajos sé ha utilizado en la reparacién -

da defectos del paladar primario (20, 21).

Los trabajos experimentales de transplantes de hueso son di--
versos en cuanto a técnicas quirdrgicas en los que se incluyd
6 no el perfostio (19,20}, en los que se toml en cuenta Ja e-
dad de los animales en experimentacién {10,11), en donde la -
{importancia fundamental del transplante fué atribufda a la --
circulacibn del lecho receptor {8), o dbien los recientes tra-
bajos donde se han transferido injertos de pariostio 1ibres -

con microanastomosis vasculares (17).

El propSsito de este trabajo es el de estudfar el poder ostep
genético, mielogenético y miogenético del periostio por auto-
induccién cuando este tejido es transplantado e impltantado en
el epipl8n mayor, adem&s de estudiar las condicicnes ambienta
les creadas en las cé&lulas, e! patrdn de desarrollo celular y
tisular del 1lamado injerto colgajo compuesto para propiclar

Ta expresibn de diversas 1Tneas celulares,

Otro propSsite serf conocer el comportamiento de este injerto



colgajo compuesto para la aplicacién futura en el tratamien-
te de tos problemas congé&nitos, traumiticos, tdxicos y tumo-
rales en donde sea necesario utilfzar los tejidos que se han

cbtenido en este modelo experimental.

MATERIAL Y METODOS

Despufs de estudiar las condicicnes tisulares de la rata, el
cobayo, el conejo y el perro fuf seleccionado &ste (timo pa
ra desarrollar el modelo experimental., El1 tejtdo mesodérmi-
co elegido fué el perfostio y las condiciones fis{olfgicas -
fueron dadas por el epiplén mayor que colocados ambos teji--
dos sobre la pared anterfor del! abdomen, forman una cémara =

de difusidn in vivo e 1n vitro.

E1 modelo experimental se 1levé a cabo en ocho perros crio--
1los con edades de uno a tres afios, cuyo peso fué& de 16 a 26
kg.. Antes del inicio del experimento se examinavon clfnica
mente y se determind que no tuvieran enfermedades infeccio--
sas o parasitarias, se tom§ biometrfa hemitica y ex&menes co
proparasitosclpicos en serie de tres para corroborar su esta
do de salud. Se mantuvieron coen dietas concentrada y agua -
ad-1ibitum,



Técnica quirdrgica

Bajec anestesiz general e intubacifn endotraqueal con pentobar
bital s8dfco 20 mg. por kg. de peso y dehidrobenzoperidol 1 -
mg. per kg. de peso se practicS tricotomfa de 1as regiones --
fronto-parfetal y abdominal. En condiciones de asepsfia y con
técnica estéril se hizo incis16n en 1a 1fpea media de Ta re--
gién parieto-fronto-nasal, hemostasia de Tos vasos sangrantes
diseccifn de 1a galea aponeurdtica, exposicidn del perfostio:
se incidi8 Ta porcifn 1{bre de misculo y se tomaron medidas -
del rombo que forma la porcién del! periostio libre. Las medi
das tomadas fueron los Jados, la diagonal mayor y menor del -
rombo, el periostio fué mantenido en solucifn fisfolégica de .
clorure de sodfo al 0.9% a temperatura de 39°C. La incisién

fué cerrada con puntos separados.

EY siguiente tiempo se practicld en el abdomen, se hizo lapara
tomfa medfa posteroumbiiical, diseccidn por planos y penetra-
ci6n a 1a cavidad. Se toms 1a porcién caudal del epiplén ma-
yor, &ste fué expuesto a través de otra incisifn paramedia de
recha sobre los misculos rectos de la pared ahdominal, se for
m&é con el periostio un cilindro que fu€ suturado con catgut -

cuatro ceros, se introdujo epipl&n dentro del mismo, se midi&



su longlitud, su didmetrao y &ste fu& envuelto con e)] epiplén -
¢ircundante, E1 injerto colgajo compuesto se dej8 sobre la -
aponeurosis de los mdsculos de la pared abdominal del lado de

recho y se cerrd por planos,

S¢ planeS 1a recuperac{8n de los especfmenes cada semana, a,

partir de 1a semanz trece de evolucidn hasta la veinte.

RESULTADOS

E1 dep8sito selectivo de Ta tetraciclina (13,14) en el hueso
fué utilizada para marcar macrosclpicamente y microsclpicamen
te Ta formacidn de nuevo hueso. Dos dfas antes de tomar los
especfmenes todos los perros fueron inyectados con oxftetraci

clina 50 mg, por kg, de peso por vfa {intramuscular,

La toma de los especimenes fué realizada de la semana trece a
1a semana veinte; se hizo cada semana bajo anestesia general
e fntubacidn endotraqueal con los medicamentos y dosis util{-

zados en la primera sesidn quirdrgica,

Con asepsia de la reqidn abdominal se practicé incisién para-

media derecha sobre 1a piel y el tejido celular subcutfneo, -



se disecd el pedfculo de epiplén y se 1ig8., ET especimen fud
colocado en solucién salina de formo! al 102 y se cerrS la --

plel con puntos separados.

Los especTmenes fueron valorados en cuanto a consistencia y -
se examinaron individualmente bajo una l14mpara de l1uz ultra--

violeta de 125 watts (3,660 angstroms).

A los especTmenes se les tomd radiograffas simples y tomogri-
ffa computarizada. Los cortes tomogr&ficos de 2 mm, de espe-
sor fueron efectuados con un tomdgrafo Somaton 2 "Siemens”.
Se practicld medicidn de di&metros mayores, densimetrfa direc-
ta de las zonas hipodensas e hiperdensas mis representativas
e histograma 1ineal de las regiones centrales de todos los es
pecimenes.

La medici8n radiol8gica fué tomada a partir de 1a zona que --
mostrd més hiperdensidad,

Todos los especfmenes se mantuvieron en solucidn salina de --
formol al 10%, se incluyeron en parafina y se realizaron cor-
tes histolSgicos y tinciones de hematoxilina eosina, tricrémi

cz de Masson {para fibras col&genas), las preparaciones fue--



ron vistas con 1uz ultravioleta {para deteccién de zonas de -

formacidn de hueso nuevo).

E1 exzmen macroscdpico fué realizado semanalmente valorando -
1a consistencfa de 1os injertos colgajos compuestos con excep
ci6n de un casc en el que a ta tercera semana de la fnterven-
c16n desaparecid, todos los colgajos en estudio mostraron un

volumen constante sin varfaciones ostensibles,

Al momento de 1a toma de los injertos colgajos compuestos, en
todos los casos no se encontraron adherencias significativas

ni dificultad para obtener 10s especimenes. La forma de to-=-
dos fué frregular y su consistencia dura semejante a la del -

cartflago ¥y el hueso.

En la evaluacién que seAefectuG con Ta 1&mpara de Tuz ultra--
violeta se aprect8 distribucifn difusa de 1a fluorescencia en
todos los especTmenes demostrada por un color amar{llo dorado

brillante.

La valoracién del crecimiento de los injertos colgajos cOMewe

puestos se compard tomando en cuenta 1os siguientes parfme---



tros: 1a medida del cilindro en cuanto al dif&metro y Tongitud
dei mismo, el 1{mite que se tomd en cuenta fué€ el periostic y
en 1a medicidn postoperatoria se midieron Tos mismos pardme--
tros desde el punto de vista tomogr&fico, en &ste caso el 11-
mite tomado fué la zora que mostrd m&s hiperdensidad. E1 prp

medio preoperatorio de 1os cilindros medidos fué de 7;25 cm3

y el de los postoperatorios fué de 14.33 cm3 .

La evaluactdn radioldgica demostré en las radiograffas sim---
ples, especfmenes 1rregulares de forma ovoide radio opacos, -
con bordes biten definidos y mlitiples zonas en su {nterior de
radio opacidad variable.

Les cortes tomogrificos de todos los especfmenes mostraron 11
mites hiperdensos bien definidos de contenido irregular con -
2onas alternas hiperdensas e hipodensas que en la densimetrfa
manifestaron tejidos cuyo coeficiente de absorcidn fué varia-
ble de -52 a +50 unidades Hounsfield. Lo que permite cone=---
cluir Ta existencia de tejido graso {(zona de hipodenstdad) --

hasta tejido 6seo hipocalcificado (zona hiperdensa) .

Secuencia histolégica de la induccidn 6sea y muscular,
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Los primeros depfsitos de huesoc fueran bbservados 1a semana -
trece. En el especimen examinado se encontraron histiocitos,
células plasmdticas, 1infocitos pequelos y cé&lulas multinu---
cleadas semejantes a las observadas en 1a reaccifn inflamato-
ria y en 1a reaccidén granulomatosa. Asi mismo fué manifiesta

1a gran cantidad de vasos capilares de neoformacifn. En la -
periferia se observd tejido calificado como mixoide, matriz -
ostecide, hueso calcificado y médula Ssea hematopoyética. E1
tejido muscular estriado y 1iso se observaron en cantidad im-
portante. Las caracterfsticas de -todas las células y el pa--

trén de crecimiento fué normal. {Fia. 1)

El especimen que tenfa catorce seminas mostr8 un manguito cip
cular, por fuera del cual fué vista gran cantidad de mlsculo

1150 y tejido conectivo laxo. En la parte central del mangui
to habfa gran cantidad de espfculas 6seas, hueso de neoforma-
c¢idn rodeado de vasos capilares de nueva formacidn y una capa
de células mesenquimatosas, la médula Ssea hematopoyé&tica tam
bién fué observada en este caso. Circundando algunos cuerpos
calclireos se pudo apreciar reaccifn granulomatosa. E1 patrén

y caracterfsticas celulares fueron normales. (Fig. 2)

Las observaciones histol&gicas a las quince semanas; las c&lu



13 semanas de evolucion. Fibras musculares es-
triadas, nétese los niicleos periféricos de la cé--
lula multinucleada de la fibra muscular. Fibra -

nerviosa en extremo izquierdo central.

H. E. 560 X neg.



14 semanas de evolucidn., Panordmica donde se
aprecia cidpsula de tejido conjuntivo, misculo -
liso, En la parte inferior se observa tejido --

adiposo con numerosos vasos de mediano cali--

bre.

H-E 60 X neg.
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las mesenquimatosas fueron abundantes, as? como, 1a neoforma-
¢i8n vascular, en 1a periferta se observé osteoide y hueso en
este caso no se observs médula S6sea, 12 parte central del es-
pecimen tenfa tejido graso abundante, el patrén celular fué -
normal. (Fig. 3)

A tas diecisefs semanas de evoluci8n el especimen estudiado -
mostré las caracterfsticas siguientes, 1a forma de manguito -
fué apreciada tambié&n dentro del cug&l habfa tejido comrjuntivo
grasc en gran cantidad, osteoide, zonas de hueso maduro y con
ductos de Havers fueron observados, el tejido celular 1i{s0 y

estriado tambi&n fué evidente en este especimen, el patrén ce

Tular y de crecimiento fu€ normal.{Fig. 4)

Las caracterfsticas microsclpfcas del especimen de diecisiete
semanas fueron: el tejido graso tenfa predominio en el centre
del manguito, en la periferia el tejido mesenquimatoso fué a-
bundante, rodeds al osteoide y a las espfculas 8seas; fueron -
observados.ademas conductos de Havers con calcificaciones.

En este caso fue aparente la reaccidn de cuerpo extrafio con -
histiocitos y macr6§fagos, FE1 patrén celular observado fué -~

tamhién normal.



15 semanas de evolucién. Trabeculas Gseas
maduras ( en negro ), inclufda en un haz de

tejido confuntivo rodeado de tejido célulo adl

poso.

H-E 360 C neg.



FI1G. 4 16 semanas., Sistema haverslano bien calci-
ficado en el que se aprecia en la parte cen--

tral el conducto de Havers y su vaso central.

H-E 560 X neg.
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Osteofde y médula 8sea en gran cantidad fueron los tejidos --
que predominaron en l1a perfiferia del especimen de diecinueve
semanas de evolucién. E1 mlsculo 1iso y estriado tambidn se
observl en el estudfc histol8gico. En este caso el patrén ce
Tular una vez m&s fué normal. {Fig. 5)

A las veinte semanas se obServd reaccibn inflamatoria y granu
lomatosa de cuerpo extrafio con abundancia de histiocitos. Te
Jido mixoide abundante en 1a periferia fué observado con os--
teoide, hueso calcificado y médula 8sea hematopoy&tica abun--
dante tenfa el especimen. E1 mdsculo 1iso fu& observado tam-
bi&n. E1 patrfn celular y de crecimiento como en todos los -
casos anterformente descritos fud normal. (Fig. 6}

E1 examen macroscbpico con luz ultravioleta mostrf en todos -
los especfmenes 1a aparicidn de zonas dispersas de coloracifn

intensa de fluorescencia amarillo dorado.

E1 examen microschpico de l1as laminillas con luz ultravioleta
mostrd en todos los casos examinados la aparicién de 1a fluo-
rescencia amarille dorada intensa en las zonas donde existfa

neoformacibn vascular y osteoide.



FIG. 5 19 semanas de evolucion. Islote de médula Gsea

en las vecindades de material osteoide,

H-E 560 X neg.
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FIG. 6

20 semanas de evolucion. Rodeado de tejldo cé&_
lulo adiposo se aprecia en la parte central tejido
osteoide de neoformacién y en la periferia célu-

las mononucleares.

H-E 560 X neg,
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DISCUSION

Los resultados reportzdos en la iiteratura de trabajos experi
mentales y c1Tnicos de transplante iibre de periostio a dife-
rentes tejidos y en diversas condictones ambientales solamen-
te habfan demostrado producir hueso. Los resultados logrados
en este trabajo permiten concluir que J1a potencia del perios-
tio no solo se 1imita a formar hueso sino también médula 6---

sea, miisculo 11so y mlsculo estriado.

Las dos variedades de la diferenciacidén de los organismos mul
ticelulares fueron expresadas; 1a primera en 1a que hubo desa
rrollo de cé#lulas fenotfpicamente df ferentes a partir de un -
precursor comiin, 1a 1lamada propiamente diferenciacién celu--
lar, y 1a segunda que fué la conjugacibn de células y sus pro
ductos para formar tejidos y &rganos distimntos, 1a 1lamada --
morfogénesis & diferenciacidn tisular,

De las caracterfsticas de 1a df ferenctacifn celular la expre-
s16n fenotfpica fué modi ficada ya que el genoma que habitual-
mente permanece inactivo se expresS y de esta manera fué posi
ble obtener de cé&lulas ya diferenciadas una 1fnea celular y -

tisular diferente, en otras palabras las condiciones se hicle
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ron Sptimas para la expresién del cambio en el comportamiento
celular.(3,5,6,7,8)

La diferencfaci{6n celular que se obtuvo en este trabajo se --
puede atribuir al efecto fisicoqufmicoe que fuf establecido epn
tre el perfostio y el epiplén mayor, este mecanismo se puede

considerar come induccidn,

Tomande en cuenta gque las células del periostio estin en dife
rentes etapas funcionales como propuso Young (29}, las c&lu--
las pudieron revertir de un estado a otro su funcién cuando -
el microambiente celuiar fué propicio, por 1o tanto el osteo-
progenitor fu€ capaz de diferenciarse en osteoblasto y osteo-
clasto de acuerdo a las condicliones ambientales y &stas influ

yeron en la dfferencifacidén celular.(15,17,20,22)

Es posible suponer que una vez que el sistema de induccidn o6-
sea fuf estabiecido en este trabajo, una capa de células indu
cidas puede convertirse en inductor celular de la capa s{----
guiente de c8lulas. La Tnducci8n ocurrid en dos direcciones,
una que produjo osteoide proplamente dicho y otra donde se ob

tuvo m&dula &sea, asf el sfstema de inducc{fn &sea se conside
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r§ up mecanismo de organogénesis al desarrollarse un osfculo
con médula Gsea.(4,8,25,26,27,28)

Queda como pregunta de este trabajo si{ el osteoprogenitor par
ti6 de c&lulas pre existentes de hueso en el perfjotio 6 si --
fueron cklulas migratorios del mesenquima las. que dieron ori-
gen al tejido. Otro posible origen de las c&lulas osteoproge
nitoras podrta ser atribuido a las células endotellales de -~
los capilarves y vasos sangufneos que en gran cantidad fusron
aportados por el epiplén al {njerto colgajoc compuesto del mo-
delo experimental de este trabajo.(2,18)

Las condiciones del microambiente celular del modelo permitie
ron que se l1levaran a cabo 1o0s procesos de autoinduccibn, mo-
dulacién y organogénesis del hueso {médula Ssea), del milsculo
11s0 y estriado,

Las células de 1a porcifn interna del perjostio el 1lamado --
cambium, en 1as condiciones ambientales creadas en el modelo

experimental de este trabajo probablemente fnicifaron 1a sinte
s1s de ADN y proliferaron. Este hecho fué demostrado por ---

Tonna (23) a1l marcar las cé&lulas con timidina tritiada.
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Este mismo fenbmeno ocurrib en el periostio al tener fntimo -
contacto con las células endoteliales de los capilares y va--
sos sangufneos del epiplbn, De esta manera la expresifn de
Tos tejidos Gseo, médula Osea, muscular liso y estriado se hi
zo manifiesta.

E1 proceso se considera como autoinduccifn por 1a 1nfluencia
que tuvieron l1os tejidos conjugados de factores extrinsecos a
las c&lulas.

E1 término Modulacifn se aplica al mSdelo de este trabajo por
que se demostrd que en Tas condiciones ambientales modifica--
das de los tejidos involucrados fué€ posible cambiar 1a poten-
cia celular al obtener el periostio hueso, médula &sea, miscyu

1o 1is0 y misculo estriado.

Se hace énfasis en el hecho de que ademis de haber obtenido -
hueso, se obtuvo médula &sea, misculo Visp y mlsculo estria.-
do, de estos tres Gltimos tejidos tampi&n no se habfa reporta

do su histogénesis a partir de perfostio.

Podemos concluir con este trabajo que se abre una nueva posi-
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bilidad para el estudio de la diferenciacién celular y de la
organogénesis del tejido Sseo y muscular. Los resultados que
se obtengan de estos estudios perm{tirén conocer en el futuro
con m&s objetividad 1a biologfa de Tos procesos celulares de
la diferenciacifn y su posible aplicacibn en el campo del ---

transplante de 8rganos y tejidos.
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