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DEFINICION DEL PROBLEMA;

Los defectos ¢seos de la bdveda craneana pueden ser producto de problemas de tipo
congénito (craneosinostosis) o adquirido (postraumaticas) y su recenstruccidn puede ser basada

en una progresién racional de terapéutica integrada en base a la anatomia. embriologia ¥

bioquimica del sitio afectado.(1)

Actualmente como opciones terapéuticas existen el transplante 4seo (autégeno, alogénico
o xenogénico), fijacion osea rigida, distraccion osea, regeneracion dsea dirigida y los sustitutos
oseos (Politetraflugroetileno, polimetilmetacrylato, polihidroxietilmetacrilato). No olvidemos
que el campo de {a reparacion y restitucion osea es rapidamente cambiante. Hoy en dia existen
mas alternativas que hace algunos afios, por ejemplo en el caso especitico de la reconstruccion de
mandibula en que antes la primera opcion era el injerto de costilla y actualmente se ticne entre
otros, la distraccién dsea, por lo que el tratamiento especifico se puede individualizar de acuerdo

al paciente. (1,2)

El uso de injertos de hueso, particularmente autégeno, para la restitucion quirlrgica y
funcion de la boveda craneana, ha sido estudiado en diversos modelos experimentales, sin
embargo los resultados a largo plazo de la reconstruccion craneofacial compleja pueden verse
comprometidos por diversos factores come por ejemplo en el caso del autoinjerto dseo el grado
de resorcion cuya pérdida se ha llegado a estimar por algunos autores desde 20% hasta 8§8%. (2)
Los factores responsables de esta resorcion son multifactoriales y entre los tltimos estudios se ha
observado que influye hasta las propias caracteristicas estructurales del injerto mismo (origen
embrionario, arquitectura, orientacion, presencia de periostio, método de fijacion 6 dimensiones
del injerto). Algunos autores prestan menos atencion al sitio receptor el cual incluye Ja dura, ¢l
periostio que 1o recubre vy el tejido dseo de los margenes adyacentes. Recordemos que durante la
cirugia de reconstruccion de la béveda craneana. los tejidos circundantes generalmente presentan
cicatrices y son avasculares, pere no debemos olvidar que la remodelacion dsea depende entre

otros, de una adecuada irrigacién sanguinea. (4,2)



Entre los injertos oseos se encuentra el autdgeno. en ¢l cual el donador y el receptor son
del mismo individao. Los injertos autogenos son preferidos por algunos cirujanos debido a que
su resultado en general es previsible y que las reacciones infecciosas, inflamatoria e
inmunelogica del sitio receptor son minimas. Sin embargo entre sus detractores estan la pérdida
de sangre, la posibilidad de infeccion, dolor. parestesias, material donador limitado y pérdida de
la estética entre el sitio donador v receptor.

l.os aloinjertos, que seran detallados posteriormente en este trabajo, se refieren al uso de
hueso entre individuos de la misma especie pero sin relacion senética.

De los xenginfertos ¢l primer reporte de hueso no humano y no procesado aplicado a un
humane data de 1668. cuando el cirujano holandés tob Van Meekren, transplantd una pedazo de
calota de perro para sustituir un seginenio de calota en un solado ruso que habia sido herido
durante la batalla. El soldade ruso sobrevivio con su xenoinjerto por 2 afios. Sin embargo debido
a la sugerencia impuesta por la iglesia rusa de excomulgar al soldade este solicité se le
removiera. lo que lo llevd a su muerte. Hoy en dia el xenoinjerto de hueso no procesado es un

procedimiento inaceptable. (3)

Existen un gran nimero de productos derivados de los bovinos en el mercado europeo y
americano. Uno de ellos vendido en Estados Unidos es el Bio-Oss que esta  preparado en
particulas de 150-500 nanémetros y bloques de 2 cms utilizado en el aumento alveolar y para
reconstruceion mandibular.

Algunos de los métodos para la reconstruccion 6sea de los anteriormente mencionados.
ademds de no ser infalibles. presentan algunos otros puntos en contra como por ejemplo el costo
del material, su disponibilidad en nuestro medio o la capacidad técnica por parte del cirujano de
poder realizarlo. (1,3)

Asi pues, se propene demostrar que el aloinjerto de calota puede ser una buena opeion o
alternativa  en el tratamiento de los defectos Oseos de boveda craneana en animales de

experimentacion.
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MARCO TEORICO:

Iniciaré la realizacion de este marco tedrico de la siguiente manera: primero se definiran
y explicaran los conceptos basicos en relacion a los injertos oOseos y posteriormente lo
relacionado a los defectos de la boveda craneana (calota) y lo relacionado a la remodelacion dsea,
que son puntos clave para el desarrollo del presente trabajo.

Los injertos ¢seos, cuyas caracteristicas basicas se han mencionado anteriormente en estas

lineas se pueden clasificar de diferentes maneras, pero dependiendo de su origen se clasifican en:

Autoinjerto.- entiéndase a tejido perteneciente originalmente al mismo individuo.
Aloinjerto.- tejido perteneciente a otro individuo pero de la misma especie (homoinjerto).
Xenvinjerto.- tejido perteneciente a otra especie (heteroinjerto).

Isoinjerto.- aloinjerto entre dos personas genéticamente idénticas.

En 1668 Van Meekren transplanté hueso de calota canina a un defecto dseo reportandose
exitosamente en los anales de la cirugia. (3) Conforme paso el tiempo, el uso de los injertos
Oseos fue mas aceptado y practicado en las bases del éxito empirico. Ollier en 1867 reporté la
transferencia de periostio y hueso concluyendo que ambos deben de sobrevivir para favorecer la
osteogénesis. Barth en 1839 fue el primero en enfrentarse a esta doctrina. Sus estudios revelaron
que algunos dias después de la transferencia del injerto 6seo, este estaba necrozado. Barth crefa
que el injerto oseo trabajaba a través de la via de la resorcion gradual y sustitucion del hueso
muerto por una “sustitucion encogedora” del injerto necrozado por hueso nuevo. Esta

sustitucion encogedora es ahora conocida como osteoconduccion. (2,3)

Axhausen en 1907, realizé una serie de experimentos demostrando que los injertos con
cubierta de periostio, presentaban osteogénesis desde las células de la superficie sobrevivientes
en el periostio. Phemister en 1914, publico una extensa serie de estudios en los cuales demostro
concluyentemente que algunas de las células osteogénicas en la superficie del injerto 6seo,
sobreviven por la difusion del oxigeno y los nutrientes recibidos del lecho receptor. También
observé que la presencia de un hematoma era determinante para la integracion del injerto, ya que

esle forma un bloqueo de la difusion de los nutrientes entre el lecho receptor y el injerto,
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situacién analoga a los injertos de piel. en los cuales la sobrevida del injerto también depende de
la difusion del lecho receptor mientras se desarrollan ias micro anastomosis. Posteriormente se
observo que en la sobrevida del injerto éseo intervenia el factor del tipo de hueso. encontrandose
que el hueso trabeculado es una fuente mucho mas rica en células osteoprogenitoras que el hueso
cortical. Mowlem entre 1944 y 1963, popularizé ¢l uso de hueso esponjoso en los injertes y
demostrd su superioridad frente al injerto de huesa cortical. A partir de este momento es gue se
habla del término osteoinduccion, que se define como el Gltimo factor mayor que contribuye el
éxito del injerto dseo y consiste en que las células mesenquimatosas indiferenciadas inducen una
diferenciacion en células formadoras de hueso en respuesta a una sustancia inductora en el lecho
receptor, que es la proteina mortogenética dsea (BMP por sus siglas en inglés).

Kazanjian, segiin lo establecié Curtin JW et al, desde 1952 establecid cuatro reglas
basicas para la sobreviva del injerto dseo: 1) El sitic o lecho receptor debe de estar
adecuadamente vascularizado; 2) Debe existir el contacto hueso-hueso entre el injerto y el sitio
receptor; 3) La fljacidn rigida se debe mantener mientras dure la fase de remodelacion Osea; 4) Ef

injerto 6seo se debe colocar s6lo en tejido sano. (3)

En relacion a la remodelacidn dsea se debe empezar por mencionar que el patron de
crecimiento entre ¢l hueso membranoso y encondral es diferente. En los huesos largos (hueso
encondral}, el hueso es depositado en un cartilago precursor. Con el consiguiente crecimiento la
placa de cartilago en crecimiento entre la epifisis v diafisis sirve como un centro de depésito de
hueso mientras que se aumenta el tamafio del hueso. En el hueso membranoso (calota), el

depodsito de hueso se presenta en un proceso mas pasivo.

Los centros de osificacion primaria de los huesos de la calota aumentan gradualmente su
radio hasta que entran en contacto entre si a ravés de las suturas. La ausencia de fusidn osea
entre las suturas, permite el crecimiento del cerebro y el consiguiente amoldamiento de la
boveda craneana al tamafio del mismo. Cuando el crecimiento del cerebro esta completo, las

suturas se fusionan. (4)

El espectro de manifestaciones anatomicas en el crdneo, secundarias a traumatismos o

defectos congénitos es muy amplio. El manejo de estos defectos ha evolucionado con el tiempo
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haciendo énfasis en el cambio del manejo conservador hacia la resolucion del problema y cierre
o cubierta del defecto.

Los defectos en el craneo pueden variar desde la pérdida del pericranee hasta la pérdida
de la tabla interna con el subsiguiente compromiso del tejido cerebral.  Actualmente, el abordaje
conservador de este tipo de defectos tiene como dnico interés ¢l factor historico. Estudios mas
recientes promueven el uso de cambios de cubierta sobre el hueso expuesto. E] hueso puede ser
removido posteriormente como “secuestro” antes del injerto de piel. Desafortunadamente el
riesgo de complicaciones infecciosas como osteomielitis, meningitis v abscesos epidurales,

condena este tipo de tratantiento, (3)

Se han sugerido otros abordajes mas agresivos como Ja escision de la tabla externa
desvitalizada antes de aplicar una cubierta va sea con injertos o colgajos. En algunos casos
clinicos, fos defectos craneales de espesor completo, pueden no ser diferentes de las lesiones
limitadas a la tabla externa. Es en estos pacientes que algunos autores prefieren aplicar una
cubierta de manera temprana ya sea con rotacién o transposicion de colgajos 6 con aloinjerto de

calota. (6)

El método de reconstruccion depende entonces del tamafio del defecto, la disponibilidad
del tejido donador y de la edad del paciente. La reconstruccion de grandes defectos puede ser
retadora desde el punto de vista técnico. Aunque las fuentes del injerto autdlogo pueden ser
numerosas €s de alguna manera limitado v el injerto de calota ha probado ser una fuente fiable
de tejido para la reconstruccion del créneo. ademas los injertos de calota tomados in situ tienen
la venraja de evitar la crancotomia.(7).

La region parietal es ¢l sitio de eleccidn para la toma del mismo, debido al grosor del
hueso. Los injertos no deben ser tomados a menos de 2 cms de la sutura sagital en un intento de
evitar la lesion del seno sagital. Este método de reparacion se ha designado para defectos
pequefios con amplitud menor a 3 cms. Entre sus complicaciones se incluyen irregularidades del

injerto, hueso delgado como resultado de la toma del injerto y exposicion de la dura. (7).

Un punto importante a mencionar es que se debe realizar una evaluacion del hueso

desvitalizado por debajo del injerto de calota. Si el defecto es de espesor completo, la resorcion
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Osea puede ocurrir sin dar tiempo a una regeneracion adecuada del nuevo hueso debajo del
injerto. Al respecto se ha visto que clinicamente los nifios retienen la habilidad de la reosificacion
de los defectos de calota hasta aproximadamente los 2 afios de edad (8). Debido a que los nifios
mayores v los adultos no poseen la misma habilidad para sanar aunque sea defectos pequefios, la
remodelacion del defecto resulta en una no-union fibrosa. los pacientes en este grupo de edad,
estan en potencial riesgo de sufrir una lesion cerebral a menos que el defecto craneal sea
reconstruido. En dichas situaciones se han empleado una gran variedad de técnicas para cerrar el
defecto, incluyendo la aplicacion de materiales autdgenos (injerto de calota o costiila),

alogénicos (hueso cadavérico) y materiales protésicos (polimetilmetacrylato) (9).

Aungue los métodos v materiales antes mencionados pueden ser utilizados de manera
exitosa en la reparacién de defectos craneales, tienen algunos puntos en contra como la
morbilidad det sitio donador, transmision de enfermedades y los aspectos estéticos. Con respecto
a la preocupacién de la transmision de enfermedades se sabe de veportes en los que se hace
mencidn desde lavar el injerto de calota con solucion hasta hervirlo o pasarlo por ef autoclave y
aun asi presentar datos de formacién de nuevo hueso siempre y cuando se deje la dura intacta

(10).

Lo anterior ha llevado a algunos autores a la bisqueda impetuosa para determinar los
papeles que la dura madre, calota y las células osteo inductoras, llevan a cabo en la regeneracion
osea. El delinear los mecanismos celulares y moleculares reguladores de la reosificacion
craneana, ayudard a entender y mejorar los abordajes de la reparacién craneana y por eso autores
como Oliver O. y Randall P. se han preccupadoe por definir el modelo animal experimental de
eleccion. Al respecto se han descrito varios modelos animales comparando el potencial de
regeneracion del defecto craneal. Asi, en 1939, Sutro y Jacobson reportaron que las ratas jovenes
tenian una mayor habilidad para sanar defectos craneales de 3 mm después de 5 meses. Hoy en
dia se ha demostrado por algunos autores como Oliver ¥ Randall, que la teoria de que la dura
madre por debajo del defecto craneal, es la responsable de coordinar la reparacion exitosa. (18).

Berezowsky segan lo menciona Arun K Gasaian et al, reportd que la presencia de la dura
madre en conejos era esencial para la reositicacion det defecto craneal. Ademds estos autores

demostraron que las células de la dura provenientes de ratas jovenes (6 dias de nacidas),
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presentaban un incremento significativo en su proliferacién. actividad de la fosfatasa alcalina, y

que producian mas osteocalcina que las células aisladas de ratas adultas (mas de 60 dias).

Es de suponer entonces que la habilidad del craneo para la regeneracion de los defectos
depende o es inversamente proporcional a la edad (72). Sin embargo, aln en estos casos la
remodelacion y la resorcion de los injertos 6seos pueden ocurrir debido a un inadecuado lecho de
la musculatura que los rodea (13). Existen ocasiones en que el prolapso de los tejidos blandos
adyacentes y la rdpida migracion de los fibroblastos dentro del defecto 6seo han sido descritos
como obstaculos para la regeneracion Osea (74). Algunos de los otros modelos experimentales
utilizados han sido conejos, perros y gatos (1¢}). Es por ese motivo que nosotros elegimos ratas

de laraza Wistar, con las especificaciones que mas adelante se detallaran.

L.a experiencia histdrica sobre ¢l manejo de los aloinjertos ha sido descrita desde 1925,
Lexer comunicd resultados satisfactorios relacionados con el transplante de tejidos.
Posteriormente Ottolenghi en 1966, reporto resultados satisfactorios de aloinjertos osteocondrales
v en 1973 Parrish hizo lo mismo (75). La cirugia dsea reconstructiva del esqueleto craneofacial,
es compleja y extremadamente retadora (76). Existen factores que intervienen en la dificultad de
este tipo de problemas tales como la anatomia tinica del hueso. una rica estructura neurovascular
y un elemento moto-sensorial adecuado. Ademas no es infrecuente que existan también
deformidades de tejidos blandos, ya sea por falta de soporte 6seo o por la pérdida de los mismos
como resultado del trauma o defecto congénito (7). La reconstruccion ésea de la boveda
craneana se debe basar en una progresion racional, terapéutica integrada por el reconocimiento
anatémico, embrioldgico, bioquimico y estético. Es decir, que la anatomia y embriologia del
defecto puede dictar el origen y formato del injerto 6seo donador.
Desde el punto de vista bioquimico, el injerto 6seo autélogo, estd compuesto de una base de

células vivas, en contraste con el hueso alogénico que no las contiene. (16)

Las indicaciones para el injerto seo son multifactoriales. El defecto dseo requiere de una
restauracion funcional, fisiologica y estética (/7). No debemos olvidar la siguiente pregunta:
ccuando realizar el procedimiento de reconstrucciéon? Algunos autores refieren que este debe ser

realizado de manera temprana (76), sin embargo. tanto el paciente como el cirujano deben estar
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conscientes de que probablemente se requiera de procedimientos secundarios para afinar el cierre

del defecto. por ejemplo pacientes con craneosinostosis.

La embriogénesis y el formato del injerto dseo se deben tomar en cuenta en la seleccion
del sitio donador y receptor, asi como la vascularidad, el estado de los tejidos circundantes, los
requerimientos de volumen 6seo v la necesidad de garantizar buenos resultados a largo plazo
(18). Asimismo debemos considerar la morbilidad del sitio donador v receptor sobre todo en la

calota, macizo facial, mandibula y otros sitios del esqueleto crancofacial.

Entre la morbilidad antes mencionada, esta la tolerancia inmunoldgica por parte del
sujeto receptor. Tolerancia se refiere al estado de aceptacion inmunoldgica o de falta de respuesta
por parte del receptor al aloinjerto del donador. La inducciéon de la tolerancia permite la
realizacion de transplantes de cualquier tipo sin la necesidad de realizar una inmunosupresion
prolongada. La aceptacion o tolerancia de los propios tejidos primero se desarrolla in utero junto
con la habilidad inmunoldgica de reconocer tejido extrafio o ajeno. Medawar explotd este
fendmeno en sus experimentos. La produccion de un estado de tolerancia en el adulto puede ser
alcanzado de manera experimental por diversos métodos. Una combinacion de radiacion total del
cuerpo para remover las células T del receptor seguida por infusion de médula osea del donador
induce un estado de guimerismo (Chimera se deriva de la figura griega mitoldgica compuesta de
la parte de diferentes animales). El sujeto quimera receptor desarrolla un sistema inmune que es
tolerante a los antigenos de ambos tanto donador como receptor, Otro método de desarrollar
tolerancia inmunologica consiste radiacion linfoide total, en que las cavidades medulares de
huesos largos del ratén son protegidos durante la radiacién induciendo un estado de quimera

mixto. Estos animales aceptan injertos de piel mientras rechazan injertos compuestos. {19)

Otro método de tolerar el transplante de tejidos incluye la inyeccion intratimica de células
del donador. Estas células sobreviven en el timo inmunologicamente “privilegiado™ resultado en
la produccién de células T maduras que son tolerantes a los aloinjertos del donador. Todos estos

métodos son conocidos como mecanismos centrales de induccidn de tolerancia inmunologica.
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Existen métodos periféricos como la supresion de los antigenos MHC del donador por
anticuerpos. que previenen la estimulacion de los leucocitos de activar la cascada linfocitaria en

el receptor.

La induccion de la tolerancia es una promesa excitante en el campo de la cirugia plastica y
reconstructiva en cuanto al uso de transplantes de tejido sin la realizacion de una

inmunosupresién prolongada.

Cudl es el futuro dentro de esta patologia y de qué manera se podra resolver?. Existe una
serie de alternativas bajo estudio que podrian ayudar a resolver esta disyuntiva y entre estos

Py

tenemaos:

Ingenieria Tisular:

Los avances en la ingenierfa tisular y fa integracion de ciencias biologicas y fisicas, estan
creando y desarrollando una serie de materiales que conllevan factores de crecimiento, andamios
biolégicos, asi como la incorporacion de células madre mesenquimatosas.  Recientemente el
desarrollo de biorreactores ex vivo capaces de manufacturar hueso, proporcionan diversos
materiales de ingenieria tisular para utiiizarse directamente en el sistema esquelético, como
ejemplo tenemos el viveseo que es hueso creado mediante ingenieria tisular que se estd utilizando

en fusiones espinales y en implantes dentales. (20)

Terapia Génica:

Hasta hace algunos afios era considerado parte de un suefio de ciencia ficcion, pero ya
existe evidencia que apoya la utilidad de la terapia génica para inducir la formacion de hueso. La
terapia génica implica la transferencia de informacion genética a las células. Cuando se transfiere
un gen a la célula diana, dicha célula sintetiza la proteina que codifica dicho gen. El tiempo que
debe destinarse a la produccién proteica y su localizacion anatomica, deben determinarse con
precision para saber que estrategia técnica utilizar. En la terapia génica empleada para la
induccion osea, el gen puede introducirse directamente en el sitio anatémico (técnica in vivo) o
bien pueden obtenerse células del paciente y ser manipuladas genéticamente y reimplantadas

(técnica ex vivo). El vehiculo para la manipulacién genética puede ser viral (adenovirus,
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retrovirus) o no viral {liposomas. ligandos DNA). El gen puede ser transferido selectivamente a
una célula diana (osteoblastos. fibroblastos) en el sitio donde se desea verificar la induccién dsea.

(21)
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JUSTIFICACION:

En estudios previos, clinicamente se ha demostrado que la reconstruccion compleja
secundaria realizada con dura avascular o con cubierta pobre en tejido blando puede sufrir una
significativa reabsorcion, comprometiendo asi el resultado. En el caso del autoinjerto ya se
mencioné que se limita la zona donadora, puede producir parestesias y también se altera el
contorno corporal de la zona donadora. Con los materiales aloplasticos nos encontramos con la
dificultad de que estén disponibles en nuestro medio ademds de su costo, es por eso la
realizacién de este protocolo ya que tedricamente el aloinjerto de calota debe sufrir menos

reabsorcion.
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HIPOTESIS:

El aloinjerto de calota contribuira a la reparacién de un defecto 6seo craneal al inducir
una osteogénesis que lograra cubrir el defecto dseo con buena calidad otorgando asi una

proteccion estable para el encéfalo.

Hipdtesis 1

B No se generd integracion dsea del aloinjerto en el grupo B v por lo tanto no hubo
remodelacion 6sea.

B Si hubo integracion oOsea del aloinjerto en el grupo B y por lo tanto si hubo

remodelacion dsea

Hipdtesis 2

B No se generd integracion dsca del autoinjerto en el grupo C y por lo tanto no hubo
remodelacion dsea.

B Si hubo integracion dsea del autoinjerto en el grupo C y por lo tanto si hubo

remodelacion Osea.
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OBJETIVO GENERAL:
Et objetivo general  del presente estudio es el de conocer y comprobar el

comportamiento en el sujeto de experimentacion, del aleinjerto de calota basados en sus

caracteristicas osteoinductoras v su resorcion, asi como la remodelacion osea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

B Ampliar el conocimiento de el comportamiento del aloinjerto de calota en un ser

vivo como mecanismeo para la reparacion de defecto de boveda craneana.

B Determinar el grado de reabsorcion si es que se presenta ademas del grado y tipo de

osteoformacion.

B Valorar la sobrevida del aloinjerto de calota.

# Observar la evolucion del defecto gseo, considerando la posibilidad de infeccion,

la integracion, cicatrizacion y estudio anatomopatologico.
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MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:

El presente trabajo se puede clasificar de la siguiente manera:

Experimental
Longitudinal
Prospectivo
Aleatorio

Comparativo.

DISENO:

Experimental, observacional, prospectivoy longitudinal

DEFINICION DEL UNIVERSO:

El modelo experimental considera 3 grupos de ratas de la raza Wistar de 3 meses de
edad. Algunos de los otros modelos experimentales que se han utilizado en el desarrollo de
estudios sobre defectos dseos de calota en animales de experimentacién han sido desde perros y
conejos hasta cuyos, sin embargo debido a las caracteristicas propias de cada modelo como son el
tamafio, comportamiento, peso, espacio para su manutencion , cantidad de alimento empleado en
su alimentacion y dadas las caracteristicas del bioterio de nuestro hospital, se llegd a la
conclusion de usar como modelo experimental en este estudio a la rata Wistar de
aproximadamente 3 meses de edad y se escogio esta edad porque ya con este peso el tamafio de
su craneo es lo suficientementie desarrollado para facilitar el trabajo en el mismo, ademas de
contar con las caracteristicas propias de la osteogénesis ¢n animales jévenes menores de 5 meses.

(12)
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CRITERIOS DE INCLUSION:

Todas las ratas Wistar del mismo sexo {(masculino), para tener un mejor control dentro
del bioterio va que si se mezclaran los sexos estarian mas intranquilas y se podrian lastimar el
sitio de [a herida quirdrgica, de 3 meses de edad integras y sin cirugias previas ni haber sido

usadas para otros estudios,

CRITERIOS DE NO INCLUSION:
Aquellas ratas con evidencia clinica de alguna enfermedad adquirida o congénita. asi
como aquellas

gue hayan sido usadas en otros estudios de cualquier indole.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Todas las ratas fallecidas durante el evento mative del estudio sin importar la causa
siempre y cuando esta no esté directamente relacionada con el estudio o aquellas con algan otro
evento morbido con evidencia clinica del mismo,

ANALISIS ESTADISTICO:
Se utilizaran las pruebas U de Mann-Whitney y la no paramétrica de kruskal-Wallis.

Para la realizacion de los andlisis seflalades se utilizo el software SPSS version 10 para

Windows.
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METODOS DE SELECCION DE LA MUESTRA:

La muestra se escogid al azar dentro de un universo de 3 grupos de ratas los cuales se

mantuvieron en el Bioterio del Hospital Central Sur Alta Especialidad, PEMEX Picacho.

DEFINICION DE VARIABLE:

La scbrevida del alcinjerto de calota asi como la evolucién del defecto 6seo,
considerando la resorcion, infeccidn. integracidn, cicatrizacion v caracteristicas del estudio

analomopatologico.

-- variable independiente.~ defecto 0seo (aloinjerto de calota)-medir la ausencia de hueso en Ja

boéveda craneana con cinta métrica y en cms, basado en el sistema métrico decimal-.
-- variable dependiente,- Mejor{a en la reparacion de defectos oscos craneancs. La presencia
vy cantidad

de hueso total (cortical / trabecular).- existencia celular con caracteristicas oseas-. Conteo de
vasos

sanguineos. — estructura a través de la cual se conduce liquido vital a los organos y estructuras del
cuerpo

transportando sangre oxigenada (arterias) y se recoge la sangre venosa (venas)- . Fase de
reparacion de

herida. - proceso mediante el cual se restituyen los componentes titulares de la herida. Es decir se
cuantificara la superficie del injerto, morfologia, histologia (osteoblastos y osteocitos, nuevo

hueso trabecular ¥ la superficie de resorcion).

Las variables que sefalan cuantificacion en nimero de estructuras se realizard bajo microscopia
optica y se llevara a cabo en el faboratorio. (Ver tabla de recoleccion de datos en anexo /).
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METODO:
Para el presente estudio se necesitaran de 3 grupos de ratas de raza Wistar de 3 meses de

edad, que serdn randomizados aleatoriamente

B Grupo A de ratas marcadas

B Grupo B de rafas marcadas

B Grupo Cde ratas marcadas

Los animales seran sometidos a el procedimiento bajo anestesia a base de Ketamina 25
mg/ke de peso IM + Xilocaina 20 mg/kg de peso M.

Se debera de realizar tricotomia de parte superior del crdneo y se realizara procedimiento
bajo condicicnes estériles y magnificacion optica de 2.5X. posteriormente se realizara
marcaje en la linea media de la béveda craneana (2 cms) que abarcara parte superior del
occipital, de ambos parietales y region superior del frontal, se realizara incision sobre
margenes y se levantara segmento Oseo conservando el periostio (0.5cms). Se realizara
reconstruccion con el aloinjerto de calota. el cual sera sometide a un métado de irrigacion
extensa con solucion fisioldgica. Al grupo 1l se le colocard el aloinjerto tomado de
especimenes det grupo I. En el grupo 1l se levantard defecto y se recolocard en el mismo
(autoinjerto).  Grupo 1 control. Se cerrard la  herida quirargica con prolene 3-0.
Posteriormente se evaluard la integracion del injerto mediante la observacion de las
caracteristicas propias de cualquier herida quirirgica incluyendo enrojecimiento, la presencia
de exudado ¢ secrecion de cualquier tipo, una buena union de los bordes quiriirgicos asf cemo
palpando las caracteristicas de |a herida y sobre el sitio del aloinjerto buscando la presencia o
ausencia de datos que sugieran su integracion como seria la crepitacion o no del injerto y en
caso de que se presente observando hasta qué dia se presenta o deja de hacerlo . Al final de
este tiempo (30 dias) se tomard muestra del injerto de calota, el cual serd enviado para su
estudio anatomopatolégico a el servicio de anatomia patologica de HCSAE para realizar su

observacion bajo microscopia Optica. Al recolectar las muestras de los especimenes, el
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médico encargado de este estudio cuantificard la superficie del injerto. su morfologia,
histologia (presencia vy cuantificacion de osteoblastos/osteocitos, nuevo hueso trabecular.
edema, hemorragia, inflamacion. trabéculas maduras e inmaduras, neoformacion vascular.
congestion vascular, fibrosis, reaccion a cuerpo extrafio y la superficic de resorcién), asi
como la revascularizacion por medio la observacion de las muestras de inclusion en el
servicio de patologia clinica del hospital y con ayuda de la microscopia optica vaciando los
datos de manera simple en las hojas de recoleccion de datos utilizando inicialmente un
palomeo con los hallazgos positivos y posteriormente un conteo simple de dichos hallazgos.
Las ratas seran sacrificadas 30 dias después a la hora de la toma de la muestra del aloinjerto
de lo cual se encargard el médico veterinario y zootecnista encargado del bioterio del hospital
v a través del mecanismo que en su experiencia mejor convenga a el modelo experimental

siguiendo los lineamientos internacionales de la sociedad protectora de animales.

Grupo A {grupo control): Se tomara aloinjerto de calota y se cerraré herida piel directamente.

Grupo B (grupo de aplicacion de aloinjerto): de la misma manera fase inicial del
procedimiento pero le serd colocado para cierre de defecto el injerto tomado del grupo A, que
serd colocado sobre el sitio del defecto 6seo. Se realizard revision de herida quirtrgica en la
zona del aloinjerto en busca de datos que sugieran integracion o falla del mismo (signos ya
explicados anteriormente en este apartado) asi como datos de rechazo inmunoldgico. Se
revisaran cambios histologicos con microscopia optica al final del tiempo estipulado al hacer
la cosecha del injerto. Ademas al hacer la observacion histologica se evaluara la superficie de
hueso total (cortical / trabeculado), cuantificacién de vasos sanguineos y la fase de reparacion

de la herida entre otros.

Grupo C (autoinjerto) grupo en el cual se realiza el trazado y levantamiento del injerto y se
vuelve a aplicar en el mismo lugar.

Todas las ratas serdan manejadas con medidas antiedema a base metilprednisolona 10 mg /kg
peso asi como con analgésico a base de paracetamo!l 10 mg /kg peso y antibidtico ampicilina 10
mg /kg peso.
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Evidentemente todo procedimiento mencionado en este protocolo serd realizado bajo técnica

estéril y siguiendo las reglas de comportamiento y trabajo de un medio aislado.

Dia quirdrgico: (esta tabla se seguird por cada dia quirirgico debiendo terminarse en 5 dias)

Tabla 1

Grupo A Grupo B Grupo C - - ~ Total
Levantamiento 2 2 2
injerto
Aloinjerto : st 2
Autoinjerto 2
Total _ 6
Etica:

El presente estudio fue sometido para su aprobacion por los Comités Locales de

Investigacion y Bioética del Hospital Central Sur de Alta Especialidad de Petroleos Mexicanos.

INSTUMENTAL QUIRURGICO:

Corte vy diseccion. Bisturies y tijeras
Pinzas y equipo de microcirugia en general
Sutura (prolene 5-0-)

Porta agujas

Dremel (motor de baja velocidad)

Lentillas de aumento (2.5x)
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MICROSCOPIO DE LUZ:

Olympus modelo BX 40

PROCEDIMIENTO:

Se utilizaron 3 grupos de ratas de la raza Wistar que se mantuvieron en el Bioterio del
HCSAE de esta institucion, con riguroso control de temperatura a 22 ° C y luminosidad constante
de las 07:00 hrs a las 19:00 hrs. Todos los animales fueron alimentados con la misma dieta
comercial y agua ad limitum.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Biogtica del Instituto, y se
realizo con estricto apego a la norma: US Department of Health and Human Services: Guide of
the Care and Use of Laboratory Animals. Asi mismo. de acuerdo a los lineamientos y principios
a los cuales se debe someter la investigacion cientifica v tecnologica destinada a la salud.
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud (DOF 7 de

febrero de 1984).

Técnica Quirirgica:

A todos los animales se les administro profilaxis con antibidtico ampicilina (10 mg/kg de
peso) antes de comenzar la anestesia general, misma que fue inducida mediante Ketamina (25
mg/kg) + Xilocaina (20 mg/kg) IM y manteniéndose con halotano (1.5%) via mascarilla.
La cabeza fue rasurada (fote 1) y preparada con solucion de yodopovidona, adicionalmente se
aplico via subcutanea lidocaina al 1% con epinefrina (1:100,000).
Se hizo una incision sobre la linea media de 2 cms (foto 2) con bisturi del No 15, a lo largo de la
superficie antero superior del craneo, diseccion por planos incidiendo pericraneo en la linea

media, formandose dos colgajos de piel v pericraneo que fueron disecados y elevados
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bilateralmente. Posteriormente se realizo craneotomia parietal de 0.5 cin efeciuada mediante un
dremel oscilante (fofe 3), teniendo precaucion de no lesionar la duramadre ni el cerebro. (foro 4)
En el grupo A se realizo la craneotomia y se resecéd segmento de calota dejando defecto
descubierto (fofo 3), se realizé cierre de herida quirtrgica en 1 plano con prolene 5-0- y piel de
misima torma. (foro 6)

Posteriormente el segmento de calota levantado y resecado se enjuagé copiosamente durante 10
minutos con solucion Hartmann estéril y posteriormente se colocd sobre el defecto realizado de la
misma manera en los sujetos del grupo B (fofe?) el cual se cubrié con los bordes de colgajos del
pericraneo previamente levantados v Hlevados a la linea media mediante sutura de prolene 5-0-.
Se cerrd piel de misma forma . Y por dltimo en los sujetos del grupo C se realizé mismo
procedimiento y se levantd defecto de mismo tamafio para posteriormente a su lavado volverlo a
colocar en su sitio como autoinjerto. (fore 8) Cierre de manera habitual.

Posteriormente a los 30 dias de realizado el procedimiento quirirgico de levantamiento del
injerto ¥seo, se realizo reintervencién quirurgica para la recoleccion de muestras (fofo 9), siendo
en este momento cuando se realizé el sacriticio de los sujetos de experimentacidn por parte del
personal del bioterio y de la manera va explicada anteriormente. Se cosecharon muestras y se
enviaron al servicio de histopatologia clinica del HCSAE para su observacién bajo microscopia

optica.

Asignacion de Grupos:

Los animales fueron asignados aleatoriamente en tres grupos (100%).
Grupe A.- (33.3 %) Grupo control
Grupo B.- {53.3%). Colocacion de aloinjerto

oy oy

Grupo C.- (33.3%). Colecacion de autoinjerto
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Preparacion de especimenes:

Se efectud eutanasia con sobredosis de pentotal sédico y posteriormente se realizo
osteotomia para obtener muestras de injerto dseo, asi como de bordes dseos del defecto de

osteotomia.

Histologia Cualitativa:

El tejido se dejo 72 hrs en formel al 10% y a 30°C. Posteriormente se descalcificd
mediante acido formico al 10% entre 3 y 5 dias. El procedimiento de inclusion consistio en
parafina por 3 cambios de alcohol al 96%, 3 cambios de alcohol absoluto, 2 cambios de xilol (2

hirs en cada cambio) v pavafina.

Posteriormente se realizaron 3 cambios de 90 minutos. Se hacen cubos de parafina y se cortan a
6 micras. La preparacion de la tincion fue de la siguiente manera:
[.- Desparafinizacion mediante calor por 20 minutos a 70°C

2.- Xilol tres barios de 20 minutos

3.- Alcohol absoluto 2 b afios de 5 minutos

4.- Alcohol erdinario 3 bafios de 5 minutos

5.- Agua bidestilada por 5 minutos

6.- Hematoxilina 3 minutos

7.- Agua distilada 3 minutos

&.- Alcohol acido 3 segundos

9.- Carbonato de litio en solucidn acuosa por 3 minutos

10.- Eosina por 3 minutos

tl.- Alcohol ordinario de 96, tres cambios de 5 minutos

[2.- Alcohol absoluto. tres cambios de 3 minutos

13.- Xalol, tres cambios de 3 minutos

i4.- Montar en balsamo de Canada.

[5.- Lectura de manera ciega por médico adscrito de la unidad de histopatologia del HCSAE.
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HISTOLOGIA:

Una vez recolectadas las muestras para su observacion en ¢l servicio de histopatologia
humana del HCSAE, e incluidas de la manera anteriormente descrita, se realizé la observacién de

las mismas mediante analisis con microscopia de luz observandose las siguientes variables:

Edema.- Aumento patologico del liquido intersticial, resultante del acamulo del componente

extravascular del liquido extracelular.

Hemorragia - Acimulo no circunscrito de sangre la cual se infiltra por los tejidos, secundario a la

ruptura de un vaso sanguineo.

Inflamucion.- Respuesta protectora de los tejidos del organismo ante un evento agresivo o

traumarico.
Tejido Osteoide.- Tejido similar al hueso.

Trabécula- Prolongacién ésea entrecruzada que forma una malla Osea y que delimitan

compartimentos y cavidades medulares de tejido esponjoso.
Neoformacion vascular.- Formacion de nuevos vasos sanguineos.
Congestion vascular.- Presencia de abundante tejido vascular,
Osteoblustos.- Célula formadora de hueso

Osteaclastos.- Célula encargada de destruir hueso, la cual es necesaria para la remodelacion dsea.

Osteocitos.- Célula ésea incluida en las lagunas Oseas con abundantes ramificaciones.
Fibrosis.- Aumento patoldgico del tejido conjuntive.

Reaccidn a cuerpo extrafio.- Mecanismo biologico que tiende a contrarrestar la influencia de un

agente provocador.
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Una vez mencionadas las variables a observar mediante la microscopia éptica. se establecio

un valor cuantitativo a los hallazgos de la siguiente manera:

0= Ausente 2= Moderado
1= Leve 3= Severa
Tabla 2
Presencia Ausencia Cuantificacién Total
Hueso Total ++++ No 4 4

(trabecular vs

Cortical)
Conteo Vasos ey No 2 2
Sanguineos ot .
Fasé Reparacion +++ Nov 3 3
Edema +++ ' No by < 1
Hemorragia | ++ No 1 1
Inflamaci6n = ~ H++ ~ No 2 2
Trab inmaduras ++++ No 4 4
Trab maduras _ S No 3 3
Neofor vascular +++ | No | 3 3
Osteoblastos : +++ No S 3
Osteoclastos ++++ | No 3 3
Osteocitos ++ No 2 2
Fibrosis +t No 2 2
‘Reace Cpo Extr - Si 0 0
Total
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A la microscopia Oplica se observé:

1B-1

20X. Se observu osteogénesis

1B-1

40X, Osteogénesis leve
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20X. Cambios de remodelacion dsea

1B-2

40X. Remodelacion ésea

1C-1

20X. Osteogénesis Acentuada.
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1C-1

40X. Osteogénesis acentuada

1C-2

{2l

20X. Remodelacion dsea

1C-2

40X. Remodelacion ésea
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1C-2

20X. Poliorfoucleares. Inflamacion

2A

40X
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2B-1

C et

4 ()X Os;eom;elitis

2B-2

20X Fibrosis periéstica

2__C-l
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2C-2

20X. Tejido de granulacion . Osteogénesis

3-A

40X. Actividad osteobldstica. Depésito de osteoide joven y datos de mineralizacion.
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ANALISIS DE LA INFORMACION:
Para comparar las variables histopatolégicas entre los grupos A.B y C se efectud la prueba
no parameétrica de Kruskal Wallis.

Poseteriormente se efectud una comparacion intragrupo de las variables histoparologicas

mediante |a prueba de Mann Whitney.

Adicionalmente, las variables histopatologicas se correlacionaron entre si mediante

analisis de correlacion de Spearman para variables ordinales.
En los resultados de tados los analisis se considero a =0.05 como valor significativo.

Para la realizacion de los andlisis sefialados se utilizo el software SPSS version 10 para

Windows (22)
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RESULTADOS:

En el presente trabajo de nuestro wniverso inicial de estudio (100%). 7 ratas (7%)
fallecieron. De estas 4 muertes (57.14%) se debid a hipotermia la cual se presenté durante un fin
de semana en que debido a fallas en la corriente eléctrica los animales operados en 1 dia sufrieron
de hipotermia. Una mds (14.28%), durante el procedimiento quirGrgico debido a la crancotomia
por sangrado. Una mas (14.28%) secundaria a proceso infeccioso a los 4 dias de operada y la
ultima (14.28%) también durante el procedimiento de toma de aloinjerto secundario a la

anestesia,

En el resto del grupo de sujetos de experimentacian y después de 8 dias de la cirugia inicial, no se
presento pérdida de colgajos, osteamielitis, reaccion al material de sutura ni signos de rechazo

inmunoloégico.

Una vez hechio el andlisis con microscopia dptica se compararon las variables histolégicas
entres los tres grupos (A, B, C), las cuales se resumen en la tabla a continuacion: (7abla 3)
En esta tabla sc observa que existié una diferencia significativa en la proporcion del trabéculas
inmaduras {p<0.05) y de la cantidad de osteoblastos (p<0.05), Jos cuales se presento sobre todo
en sujetos de experimentacion que fueron sacrificados con antelacién en relacion a los otros,
siendo menor en los dltimos sujetos. En los ambos grupos de estudio (B y C), se encontrd un
incremento en la proporcion de trabéculas maduras, de la congestion vascular y en la cantidad de
osteocitos v fibrosis, sin embargo. no se demostré significancia estadistica entre los grupos.
Posteriormente se compararon los resultados de los grupos A vy B, ¥ se encontrd que no hubo

diferencia significativa. (Tubla 4)
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Tublu 3

Variables

Conteo Vasos
Sanguineos
Fase Reparacion
Edema
Hemorragia
Inflamacién
Trab inmaduras
Trab maduras
Neofor vascular
Osteoblastos
Osteoclastos
Osteocitos
Fibrosis

Reace Cpo Extr

Total

Grupo A
No %
0 z
1 20
4 80
2 40
4 80
4 80
3 60
3 60
0 :

I 20
0 -
2 40
0 -

Grupo B
No %
2 40
2 40
5 100
| 20
2 40
4 80
3 60
3 60
I 20
2 40
2 40
4 80
0 A
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Grupo C
%
3 60
4 80
4 80
0 -
I 20
0 .
4 80
4 80
4 80
3 60
3 60
| 20
0 3

Kruskal-
‘Wallis

Valor P
3.64 NS
2.1 NS
62 NS
2.0' NS
2.1 NS

832 0016
0.10 NS
0.51 NS

10.0 0.007
2.1 NS
3.64 NS
567 NS
NS
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Tablu 4

Variables

Conteo Vasos
Sanguineos
Fase Reparaci6n
Edema
Hemorragia
Inflamacién
Trab inmaduras
Trab maduras
Neofor vascular
Osteoblastos
Osteoclastos
Osteocitos
Fibrosis
Reacc Cpo Extr
Total

Grupo B
No %
2 40
2 40
5 100
I 20
2 40
4 80
3 60
3 60
1 20
2 40
2! 40
4 80
0 5

Grupo C
No %
3 60
4 80
4 80
0 -
. 20
0 -
4 80
4 80
4 . 80
3 60
3 60
] 20
0 A
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Valor

©3.64

2.1
.62
12.5

o

8.32
0.10
0.51
- 10.0
2.1
3.64
5.67
4.3

Mann-Whitney
P
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS



CONCLUSIONES:

Los defectos 0seos a nivel de la calota son un problema sumamente complejo y de dificil

manejo.

Sin importar el método para su reconstruccion es de vital importancia tener un lecho

quirlrgico adecuado, es decir bien vascularizado.

En relacion a la remodelacion dsea se observd que a nivel de la calota no es diferente en

relacion a otros niveles.

Se pudo observar que la arguiteciura ¢sea no fue un factor determinante en la
remodelacién durante el presente estudio. Pero no olvidemos los estudios que apoyan que dicha

diferencia entre el hueso cortical y esponjoso afecta la remodelacion osea.

Se apova el hecho de que un factor determinante en el comportamiento del injerto Oseo
(independientemente de su tipe), es la interaccion entre la estructura ¢sea del mismo vy las

condiciones del ambiente mecanico local a nivel del sitio receptor.

En el grupo experimental se generdé un defecto en el craneo el cual es considerado como
critico de acuerdo al tamafio del sujeto (2 cms) ¥ no provocd ni causéd la reintegracion ni la
generacion espontanea de hueso v permanecio de manera constante, aupque en la microscopia

optica de los bordes del defecto si se observé datos de cicatrizacion dsea.

Nuestros dos grupos experimentales presentaron los tres factores de reconstruccion

bioldgica de ia siguiente manera:

Osteoinduccidn ------- Neovascularizacion
Osteoconduccion ----- Trabéculas 6seas
Osleogeénesis -----r=rax Osteocitos maduros

Se observé que a pesar de que en sujetos de experimentacion nuestra propuesta
experimental es factible, se presentaron mejores resultados y respuesta en el grupo del autoinjerto

(C).
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FOTOS:
Foto 1

Preparacion del campo quirtirgico.

"

Foto 2 Se marcaron limites de la herida.

Foto 3 Motor de baja velocidad con el cual se realizo craneotomia.

ESTA TESIS NO SAI -
DE LA BIBLIOTECA
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Foto 4 Se observan limites det detecto 0sco y tamano del aloinjerto.
R | B i ¥

Foto 6

Cierre de la herida
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Foto 7 Se observa aloinjerto y sitio receptor en el que se colocara.
A2 5 s Ja ) ‘-, 1 —

Foto 9 Después de 30 dias se hace reintervencion para obtencion de la muestra quirirgica.
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