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1.- INTRODUCCION

Uno de los grandesproblemascon los que seenfrentala Cirugía

Ortopédicay la Traumatología(C.O.T.) actual es la reconstrucciónde

grandesdefectosóseosdebido a lesionessecundariasa traumatismosde

alta energía,desimplantacionesde las artroplastiasde sustituciónde los

miembrosy defectostras la ablaciónde tumores.

El recurso clásico ha sido el empleo de autoinjertos cuya

incorporación al nuevo lecho y su contribución a la osteogénesis

reparadoraestán ampliamenteprobados.El principal defecto de estos

injertos es el limitado volumen disponible. Las técnicasde transporte

óseodescritaspor Ilizarov92 que permitenuna regeneraciónóseamasiva

podrían considerarsecomo un autoinjertodimensionadoa voluntad. El

inconveniente de este método es su complejidad y el largo tiempo

necesariopara obtenerlos resultadosdeseados,que en el niño son más

fáciles de lograrqueen el adulto.

Los aloinjertosóseoscriopreservadosconstituyenotra opciónen el

tratamientode los grandesdefectosóseos39’55’62’143’223.Graciasa la Ley de

Trasplantesy a la progresivaconcienciaciónde la población es posible

disponerde una gran cantidadde huesospara injertar. Los aloinjertosen

principio tienen una capacidadantigénicasuficientecomoparaproducir

su rechazocuandose empleanen fresco206’207,y aúnmássi sehacencon

un pedículo vascularque permita restablecerde forma inmediata su

circulación54’55’62’87. El índice de fracasostrasel usode aloinjertososcila

entreun 10 y un 50%87,206.La experimentaciónanimal ha demostrado

queestetipo de injertos masivosvascularizadosdebeasociarsede forma

sistemáticaa inmunosupresiónen el huésped43”83.La criopreservación

por debajo de los 800 C. parece eliminar de forma suficiente la

antigenicidaddel aloinjerto como parapermitir su empleo en la clínica

sin tenerque recurrir a una inmunosupresiónasociada16’206’207.
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El aloinjerto óseo criopreservadova a responderde diversas

manerasen el huésped:

- El injerto de huesoesponjososeincorporabien a sulechoy los controles

radiográficoshumanosdemuestranque lo hacea una velocidadcercanaa

la del autoinjerto cuandoestá sometido a solicitacionesmecánicasde

compresión.Si no recibecargaso estásometidoa tensiónsereabsorbey

no presentala misma capacidadosteogénicaque el autoinjerto según

nuestraexperiencia.

- El injerto de hueso cortical, más cuando es masivo, tiene unas

característicasmecánicasadecuadasque puedendisminuir parcialmente

duranteel primer año tras su implantacióny permite transmitir cargas

pero tiene una capacidadlimitada de incorporarseal huésped.A medida

quesu tamañoesmayor la incorporaciónesmenor.

La estabilidadjuegaun papel fundamentalen la supervivenciade

los aloinjertos. La unión con la diáfisis del huésped debe ser

absolutamenteestablepara lograr un callo reparadorque una ambos

extremos.El resto de la cortical del injerto sólo es invadida por el tejido

vasculardel huéspeden sus capasmás externasno consiguiendouna

incorporacióncompleta.

La irradiación de estos injertos, para lograr una esterilización

absoluta,disminuye un 20% susposibilidadesmecánicasy no aumentasu

capacidadde integración.La liofilización transformasus condiciones

mecánicasen inaceptables.La reabsorciónmasivay la infección, asícomo

el rechazolarvadodel aloinjertoson otras complicacionesmayoresde los

aloinjertos.

Las prótesismasivasen sus diferentesmodalidades(a medida, de

serie, de alargamiento,etc.) permiten una recuperaciónfuncional más

rápidaque el aloinjertoy los transportesóseossegúnla técnicade Ilizarov

pero compartencon los primerosel riesgo de la infección. El espacio

ocupadopor la prótesisno se rellena con huesoy si fracasa,el defecto
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sumael espacioprevio de la prótesis másla lesión que haya producido

éstaen su lecho de implantación.El tercer inconvenientees su falta de

anclajedefinitivo en el huesoquejunto a la problemáticapropia a todas

las prótesis hay que sumar las condicionesmecánicaspropias de estos

diseñosmasivos.

Surgeasí la búsquedade un caminoalternativopara conseguirla

regeneraciónóseacompletaen el área lesionadasin tenerque recurrir a

dispositivosexternostan complejoscomo los de la técnicade llizarov. La

importanciade poder contarcon una posibilidad biológica pararegenerar

grandes defectos óseos ha dado lugar a numerosos

y aunquelos

resultadoshan sido satisfactorios,aún quedapor descubrir el auténtico

sustitutoideal del injerto óseoautólogo.

Desdeque en 1967, Urist233 definió el “principio de inducción

ósea”, numerososestudios de investigaciónhan estadoenfocadosa

descubrircuál o cuálesson los factoresque inician la osteoinducción.En

1971, Urist2~ descubreun conglomeradode proteinasno colágenasde la

mátriz ósea que tienen la capacidad de actuar sobre las células

mesenquimalesindiferenciadasy transformarlasen osteoblastoscapaces

de formar hueso;a estegrupo de proteínasle denominó BMP (Proteína

MorfogenéticaOsea).

El procesode obtenciónde la BMP a partir de huesocortical bovino

fué el objeto de la Tesis Doctoral realizadapor la Dra. María Angeles

CuadradoCenzual35que demostrócómo se producíahuesoectópico en

ratonesy en defectosóseoscreadosen el fémur de ratas mediante

osteoinducciónpor BMP de las célulasmesenquimalespero sin llegar a

producir la regeneraciónde éste.

Numerososbiomaterialeshan sido y son tema de estudio en el

campo de la C.O.T. (materiales acrílicos, resinas epoxídicas,

flu orocarbonos,poliamidas, poliésteres,polietilenos, polipropil enos,
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policloruro de vinilo, siliconas, poliuretanos,ácido glicólico, poliácido

lácticoy cerámicasóseas).

Se han realizadonumerososexperimentosparaconocerla talía de

los defectosóseosirreparables.Urist262 estimóqueun defectoóseocraneal

de un diámetrocrítico oscilaba entre 1.4 y 2 cm. en un perro Mongrel

adulto.Segaly col. en 1979199estimaronque el defectoóseoen el fémur

de una rata Wistar sería irreparable cuando fuera de un tamaño

aproximadode 1.5 cm. y, Kóhler y col. en 1987118 consideraronque el

defectoóseoen el cúbito de un conejoNew Zeland debíaserde un tercio

de su longitud total.
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Ja.- LA ESTRUCTURA OSEA

El tejido óseo,comotejido conjuntivo, apareceformado a partir de

unascélulasmesenquimalesllamadasosteoblastosque se rodeande una

sustanciafundamentalrica en fibras colágenasdenominadaosteoide,que

al calcificarsese transformaen tejido óseoe incluye en su interior a los

osteoblastos,que se conviertenasí en osteocitos,células estrelladascon

prolongacionesque, a travésde los canalículosabiertosen la sustancia

fundamental mineralizada, comunican unos con otros estableciendo

contactosentresí, con los osteoblastosde la superficie,así como, con los

vasos encargadosde nutrir estas células que aparecena intervalos

regulares.En otros puntos, el tejido óseo es reabsorbidopor células

denominadasosteoclastos,que actúan originandounaszonas líticas de

contornosnítidos conocidascomo lagunasde Howship.

Ante una lesión, especialmenteen individuos jovenes,el tejido

óseo se regenera sin cicatriz, con una reconstruccióncompleta e

impecable. Además, el huesoes capaz de desarrollarse“de novo” en

lugares localizados fuera del esqueleto,por diferenciación de células

mesenquimales indiferenciadas, bajo la influencia de ciertos

componentesde la mátriz ósea’52’21%257’274’275’279

Consideraremoscada uno de los componentesdel tejido óseo,

describiendolas particularidadeshistológicasy funcionalesde ellos.

1.-Osteoblastos

Se considerancomo tales,aquellascélulas activas,formadorasde

tejido óseo,capacesde producir colágenoy de calcificarlo.AunqueGoosir,

Tomes y Morgan y Múeller habían descrito antes estas células, fué

Gegenbaueren 1864 quiénconsiderólas célulasdel periostiocomolas
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productorasde hueso,y por tanto, responsablesde la reparaciónósea

llamándolasosteoblastos1~.

El tamaño medio oscila entre las 20 y las 30u de diámetro.

Aparecensobrelas superificies donde se forma hueso. Presentanun

aspectoprismático y piriforme con uniones entre ellas de forma

discontinuaadoptandouna disposiciónseudoepitelial.El núcleo en las

zonasde formación activa de tejido óseo se encuentraalejado de esta

superficie, cerca de la cual apareceun gran retículo endoplasmático

rugoso(RER) y entreestasestructurasselocaliza un aparatode Golgi muy

desarrollado.Las mitocondrías en número no excesivo disminuyen

cuandola célulasetransformaen osteocitoy se acumulanen la periferia

celular. La presenciade microtubos y microfilamentosen el citoplasma

estáen relación con el transportede productosdel aparatode Golgi al

exterior de la célula y en concretocon el transportede procolágenoa la

matrIz extracelular276.

El citoplasmamuestrauna marcadabasofilia que esmás intensaen

las célulasenactividady desapareceen las célulasen reposoque no están

en fase de síntesis,así como en los osteocitos.La basofilia indica una

intensaactividad del ácidoribonucleico(ARN), quesepierdesi setrata el

huesocon ribo-nucleasas,situadoen los ribosomasdel RERy esíndice de

unaelevadasíntesisproteica.

Los trabajosde Scott198,con timidina tritiada, demuestranque los

osteoblastosno sedividen, sino queprocedende otrascélulasprecursoras

denominadaspreosteoblastos,que según Manabe1~ muestran una

actividad divisoria al margende la célula mesenquimalindiferenciada

que es el origen de todas las células del hueso a excepcióndel

osteoclasto6%131.
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2.- Osteocitos

Sonlas células derivadasde los osteoblastosuna vez que quedan

englobadosen la sustancíafundamentalcalcificada,donde sufren una

seriede transformacionesmorfológicasy funcionales.Su frecuenciavaría

de unasáreasa otrasdebido a la intensidadde la actividadosteoblástica

quevaríade unaszonasa otras. Así, en el huesoembrionarioapareceun

mayornúmerode osteocitoscon una distribución irregular, en tanto que,

en el huesolaminar adulto hay menosy estánmejor ordenadosen su

distribución, son más alargados y tienen más prolongaciones

citoplasmáticas.

El osteocito tiene una actividad tanto lítica como formadora de

tejido óseo, al margen de que puede degenerary morir como ha

demostradoFrost57.Existenunososteocitoscon verdaderadesintegración

del núcleo,vacuolasautofágicascelularese incluso lisis celular; todo ello

índice de una verdaderamuerte celular y que se localizan en las zonas

más alejadasde los capilares;por tanto, podría considerarsela muerte

osteocitariaconsecuenciade la isquemia.Frentea este tipo de células,

estanlos osteocitossanosque a los 8 minutos cte la administraciónde

calcitoninase retraenconservandoel núcleoy el resto de las estructuras

celularesen buenascondiciones;es un estadotransitorio, ya que, estas

célulasrecuperansu morfologíanormalal cabode doshoras.

Cuando el osteoblastoqueda incluido en la fase mineral y se

transforma en osteocito, pierde volumen y emite prolongaciones

citoplasmáticaslaterales, además de las que ya presentabacomo

osteoblasto.Prolongacionesque se introducenen los canalículosde la

sustancia fundamental mineralizada, poniendo en contacto unos

osteocitosconotros y con las célulassuperficiales.

El núcleo de los osteocitos es grande. El RER está menos

desarrolladoqueen los osteoblastospero siguemostrandoun citoplasma

de carácterbasólilo. El aparatode Golgi y las mitocondriasocupanel

mismo puesto que en el osteoblasto,pero estas últimas en menor
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número. Aparecen,en mayor o menor número,vesículaslisosómicas
que se acompañande la demostraciónhistoquimicade fostatasaácida y

otrosenzimasproteolíticos(todo ello índicede la actividad lítica de estas
células). Ninguno de estas organelas celulares penetra en las
prolongacionescitoplasmáticasque se distribuyen por los canalículos

óseos69.

3.- Osteoclastos

Aunque su existencia y posible función ya se conocían

previamente,fue Kólliker en 1873 quien los denominó ostoklast” pero
que actualmente,y siguiendo la terminología francesa,son conocidos

comoosteoclastos.

Son, en general,célulasgrandesmultinucleadasque seencuentran
directamente en contacto con el hueso y están encargadasde la

reabsorciónósea.Su morfología esvariable,unasvecessonoval-esféricas

comoaparecenen las indentacionesquedejanen el tejido óseoconocidas

comolagunasdeHowship y otrasvecesestánaplanadassobreel hueso.

En relación a su tamaño,volumen y número de núcleos hay
grandesvariaciones.Desdelos quemidende 85 á lOOg de diámetrohasta
las formas mononuclearesmas pequeñas.En general, en el hombre

adulto, presentande 2 a 6 núcleospor célula.No seobservanmitosis y se

creeque,al igual que las célulasgigantesde cuerpoextraño,sedesarrollan

como resultadode fusión de células, en este caso procedentesde la
médula ósea. El citoplasma presentaen unas ocasiones caracteres

tintoriales basófilosy en otrasacidófilos, pero sin un predominiotintorial

especial, que varía con la actividad funcional de los mismos.

Perpendiculara la superficie ósea, la membranacelular presentaunos

replieguesy prolongacionesdigitalesque le danun aspectode cepillo que

estáespecializadoen la reabsorciónósea.El citoplasmaadyacentea este

borderugososeencuentrageneralmentelibre de organelas(zonaclara de
Cameron).Las mitocondriassonmuy abundantesy aparecendistribuidas
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en todo el citoplasmasalvo en la zona inmediataal borde en cepillo. El

RER más o menosdesarrolladosegún las células, nunca alcanzalas
dimensionesy complejidadquepresentaen los osteoblastos.El aparatode

Golgi ocupa un gran volumen celular y aparecereunido en grupos de

membranasde 5 sacoscadauno, que se agrupanen torno a los núcleos.

Distribuidos por el citoplasmase encuentrannumerososlisosomas y

vacuolas,en ambasestructurasseha demostradola presenciade fosfatasa

áciday seríaníndicedeprocesosde reabsorción6%131.

4.- Célula mesenguimalindiferenciada

Seencuentranen lassuperficiesendósticay periósticay van a serel

origen de todos los tipos celularesóseoscon la única excepcióndel

osteoclasto142.

Desdeun punto de vista ultraestructural,soncélulaspoligonaleso

ramificadasque se encuentrande forma libre en la mátriz de colágenoy

raramentepresentancomunicacionescon las célulasvecinas.El núcleoy

las mitocondriasno presentanningunacaracterísticaespecial.El RER y el

aparato de Golgi estánmuy desarrollados69.

5.- Sustanciafundamental

Las sustancia fundamental del tejido conjuntivo correspondeal

material amorfo interfibrilar situado en el compartimentoextracelular.
En el casodel tejido óseose denominamatriz orgánicau osteoidey son
los osteoblastoslos encargadosde sintetizaríaasí como las fibras de
colágenoque en ella se encuentran.

La sustanciafundamental del tejido óseo está formada por

mucopolisacáridosácidos (grupo de heteropolisacáridosque contienen
dos tipos de unidadesde monosacáridosalternantesde los cualesuno por
lo menosposeeun grupo ácido de tipo carboxílicoo sulfúrico). Cuando
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aparecenen forma de complejoscon proteínasespecíficasse denominan

mucinas o mucoproteinas, existen dos tipos: proteoglicanos o

glicosaminoglicanosy glicoproteinas. La mátriz orgánica representa,

segúnHerring76,entreel 22.7y el 23.9%de su pesoglobal seco.También

contieneotros componentesen mucha menor cantidadcomo proteínas

no colágenasy lípidos que constituyenun 0.035-0.067%del peso total

óseo.

En el tejido óseoencontramoscuatro tipos de mucopolisacáridos
ácidos:

Condroitin 4-sulfato:unidad repetitiva (ácidoglucurónico-N-

acetilgalactosamina).

Condroitin 6-sulfato:unidad repetitiva (ácidoglucurónico-N-

acetilgalactosamina).

Acido hialurónico:unidadrepetitiva (ácido glucurónico-N-

acetilglucosamina).

Keratánsulfato: unidad repetitiva(galactosa-N-acetilglucosamina).

Los proteoglicanosson polímerosconstituidospor cadenaslineales
quecontienenunaunidadbásicarepetitiva constituidageneralmentepor
una hexosamina(hexosaquepor reacción con una aminada lugar a un
productocon un grupoaminounido a uno de suscarbonosmedianteun

enlaceN-glucosilamino)y un ácido urónico(resultadode la oxidacióndel
carbonoportadordel grupo hidroxilo primario que se transformaen un
grupo carboxilo) y seunen medianteun enlacecovalenteal aminoácido

terminal de una proteína.

Las glicoproteinassediferenciande los proteoglicanosenque no se

repite en su estructurala unidad discacáridade forma tan regular y los

polisacáridostienencadenasmás cortasentrandoa formar partede ellas

un elevado número de monosacáridosdistintos como glucosamina,
galactosamina,galactosa,manosa,fucosay ácido siálico. Pareceque la

cantidadde glicoproteinasdisminuyea medidaque el huesosecalcífica,
con máximoen el osteoidey un mínimo en el huesocorticaladulto69’131.
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6.- Colágeno

Como señaló RouilIer184 los tejidos conjuntivos derivan del
mesodermo embrionario y se dividen en cuatro tipos: el tejido

conjuntivo propiamentedicho, el tejido cartilaginoso,el tejido óseoy el
tejido hematopoyético.Por tanto, el tejido óseo es un tejido conjuntivo
con la particularidadde tenersu sustanciafundamentalcalcificada.En
todos los tejidos conjuntivosel componentefundamentalde la sustancia

intercelular es la fibra colágena.Su concentraciónen la matriz orgánica

del tejido óseoha sido revisadapor Herring76y oscila alrededordel 80%
deésta.

Los aminoácidosque forman la fibra de colágenovaríande unas
especiesa otras;pero dentrode unamismaespeciela composiciónen los
diferentestejidos esbastanteconstante.

Los osteoblastosson células secretorias y su citoplasma, como

podría esperarse,se caracterizapor un desarrolloamplio del retículo

endoplásmicorugososo(RER) y del aparatode Golgi; su estructurano
difiere de manera importante de la de los fibroblastos. De hecho

Weinstock y Leblond en 1974277demostraronque la síntesisy secreción

de procolágenoen los osteoblastosdel huesoalveolar de la rata es la

misma que la realizadapor los fibroblastos.En 1987, Robey y col.180
observaroncomo el TGF-betaestimulabala proliferación y la síntesisde

colágenopor osteoblastos.

El colágenoen el huesoes predominantementedel Tipo 1 17,79

mientras que el colágenodel cartílago calcificado es una mezcla de

colágenosTipos II, IX y
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7.- Calcificación

Si consideramosel huesocomo un órgano de depósitomineral,

sus célulastendráncomo misión específicala acumulaciónextracelular
del fosfato cálcico formado en las mitocondrias y en el retículo
endoplasmático,asícomola reabsorciónde estosdepósitosparamantener
el nivel plasmáticode calcioy fosforo.

Los primerosestudiosseriadosde mineralización,realizadosen el
cartílagode crecimiento,han sido aportadospor Bonucci14’15y Anderson2

en 1969 demostrandoque sehaceentresfases:

It faseintracelular

2~ pasodel mineral a la sustanciafundamental
3~ unión del mineral al colágeno

Los mucopolisacáridostienen una acción doble, favorecedorae

inhibidora de la calcificación. Bonucci15defiendeque el núcleodel cristal

de fosfato cálcicopuedeserun mucopolisacárido.Dziewiatowski40con 5-

35 demuestraque la presenciade mucopolisacáridoses máxima en la

zona del cartílago proliferante y de los grandes condrocitos,para

disminuir en la zonade calcificación provisional y en las metáfisis, por

tanto los mucopolisacáridosdebendesaparecerantesdel comienzode la

calcificación.

Los estudiosdeFrancisy Fleisch50’51señalanqueel pirofosfatoa las
concentracionesnormalesencontradasen el hueso,en el cartílagoy en el

osteoide,no inhibe la mineralizaciónsino el. crecimientodel cristal y la
transformacióndel fosfato cálcico amorfo en sus formas cristalinas.Esta

función inhibitoria seelimina por la acciónde las fosfatasasalcalinas.

Por último, hemosde señalar un concepto,de largo tiempo

conocido.Los depósitosde calcio en el osteoideocupanvolumen,para lo
cual debendesplazaralgún elementopreviamenteexistente.Robinson182
demostróque lasmoléculasdesplazadasson las de agua,quedisminuyea
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medidaqueaumentala calcificación,de forma que el contenidoen agua

de los huesostotalmentecalcificadosesmuy pequeña.

8.- Mineralización

SegúnGlimcher59el fosfato cálcicoextracelular,con unaestructura

amorfa,se depositadirectamentesobrelas fibras de colágenoadoptando
una estructuracristalina con un cambio en el pH, que indica que esta
nuevaestructuraesmásbásica.

Estos cristales tienen una longitud media según Robinsonde
sooÁlSI, su eje mayor se orienta a lo largo de la fibra de colágenode
acuerdoa la estriaciónde ésta,de forma que cadacuatro gránulosde
mineral correspondena una banda o estria de la fibra, y al reunirse
terminan por enmascararía.Los cristales, al crecer, forman grandes
agregadosque mantienen el diámetro del cristal, aumentandosu
longitud a lo largo de la fibra de colágenoy alcanzandimensionesde 3000

y 4000k.

Los análisisquímicosdel mineral han dado lugar a muy diversas

teorías sobre su estructura y composición hasta la demostración

morfológicay químicade dos fasesmineralesdiferentes.

Los componentesfundamentalesde la fase mineral son los iones

calcio, fosfato,carbonatoy aguaque se combinanparaformar un fosfato

cálcico complejo. Engstrñm46observóque la relaciónmolar Ca/P más
frecuentementeencontradaera 1.667 pudiendovariar entre2 y 1.4 de
acuerdoal tamañodel cristal y al ión carbonatadoincluido. Dallemagne36
encontrabapor el contrariouna relaciónCa/Ppreponderantede2.26.

En consecuenciacon ello, cadauno de los autorespropusouna
estructuraquímica diferenteparael mineralóseo.Engstrómafirmabaque
se trataba de una hidroxioapatita derivada cristalográficamentede la

flúorapatitapor sustitucióndel radical flúor por radicaleshidroxilos,cuya
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fórmula esCalO (P04)6(OH)2. Dallemagneproponíaun fosfato tricálcico
hidratadocon fórmula Ca9(P04)6H2 (OH)2; estecristal óseo, frentea la
flúorapatita, perdía un átomo de calcio, que era sustituido por una
moléculade agua,originandoasíuna apatitadefectuosa.

En un principio no se podíancompaginarambasteoríaspor falta

de datosmorfológicosy análisiscualitativosmás finos. Al demostrarse

por un lado, con el microscopioelectrónico,unavariación en el aspecto
del depósitomineral,y al estudiar,por otro, las variacionesde la relación
Ca/P segúnlas diferenteszonasdel hueso,que con la microradiografía
mostrabandiferentesgradosde mineralización,se pudo afirmar que el

primer depósito mineral se hace en forma de fosfato tricálcico de

estructuraamorfa, queen contactocon el colágenoy al cabodeun tiempo
setransformaen hidroxiapatita,lo que no hacenuncatotalmente,ya que,
en el esqueletoadulto hastaun 300/o del mineral permaneceen forma
amorfa.

La falta de cristalizacióncompletay el crecimientolimitado de los

cristalessedebea la presenciaen la matriz de unaseriede factoresno bien
conocidos.El ión magnesio in vitro” impide la transformacióndel
fosfato tricálcico en hidroxiapatita,pero su concentraciónen los tejidoses
insuficiente. Los polianionesy el anión carbonato tienen la misma
función y los pirofosfatosson los elementosprincipalesen la inhibición
del crecimientocristalino,como ya dijimos al hablarde la calcificación.

Boskey en 199217analizalas interaccionesentrela matriz óseay la
mineralización en la regulación del proceso de formación de
hidroxiapatita en los huesos y en los dientes. En los tejidos
mineralizados,abundantesmacromoléculasaniónicasseunen al mineral

y por mediode estauniónson capacesde regularla forma y el tamañode
los cristalesmineralesy determinarel lugar parala cristalizacióninicial.
El colágenoproporcionael soporteestrucuturalparaque los cristalesde
hidroxiapatita comiencena formarseen los huecosy en las zonasde

superposiciónde estasfibras y se produzcael crecimientode éstos de
forma paralelaa las fibras de colágeno.Las proteínasno colágenasde la
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matriz ósea tienenuna gran afinidad por la hidroxiapatitay afectanla
mineralización in vitro” aumentandoo inhibiendo la formación y el
crecimientode los cristales,dependiendode la concentración y si se

encuentranen forma libre o no.

J.b.- MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA Y
OSTEOINDUCCION

Estudiosexperimentalessobrelos factoreslocalesbioquímicos de

regeneracióne inducciónóseahan sido objetode investigacióndesdela
antigúedad. La mayor parte de los conocimientos que tenemos

actualmentese han obtenido a partir de experimentosrealizadosen

conejos,cerdos,ratas,perrosy ratones.

La verdaderacontroversiasobre los méritos de la matriz ósea
descalcificadacomo sustitutodel autoinjertocomenzóa finales del siglo
XIX.

Sir Arthur Keith en el año 1919115 resumióen su obra las notas
recogidasde la literaturaenel siglo XIX y principios del XX. El estudiodel

fenómenode inducción ósea tuvo susorigenesen 1889 con la utilización
de matriz óseadesmineralizada.En eseaño, 5enn200implantó de forma

xenogénicahuesosbovinos desmineralizadoscon ácido muriático (como

vehículo para la administración de antisépticos) en 10 pacientescon

osteomielitisy en 14 perroscon defectosóseosen el craneo,informando

de un inequívocoaumentode la reparaciónósea y considerandoa la

matriz como un buen soportepara el crecimientoóseo. Senn no pudo
observarningúntipo de respuestaosteoinductivao morfogenéticade una
forma ostensibleya que a pesar de haber implantado matriz ósea
desmineralizadano evaluó la actividad óseaextraesquelética.Por otra
parteSennutilizó la matriz óseadesmineralizadano como sustituto del
injerto óseo sino como un vehículo o soporte para el depósito de
antisépticoscomo el yodoformo.Además,la respuestatampocopudo ser

de gran intensidadya quela matriz óseaxenogénicaproduceuna escasa
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respuestaosteoinductivaen perros y en humanosdebido a una
inhibición de la diferenciación celular mesenquimalhacia hueso,
mediadapor los linfocitos, célulasreticularesy macrófagos246.

A partir de este momento surgieron publicaciones con
observacionesmuy positivascomolas de Deaveren 1889~’ y Mackie139en
1890 asícomopublicacionesmostrandoauténticosfracasosrealizadospor
eminenciascomo Bier en 189211 y Schmitt en 1893194.Comenzóasí la
verdaderacontroversiasobre los méritos de la utilización de la matriz
óseadesmineralizadacomosustitutodel injerto óseoautólogo.

Esta línea de investigación alcanzósu estadode más completa
confusión cuando dos de los más importantescirujanos de la época,
Mickulicz147 y Kuemmel122, publicaron tanto buenoscomo malos
resultados.Con el fin de explicar estos hallazgos tan variablesen la
clínica, se realizaronobservacionesexperimentalesrellenado defectos
óseoscon matriz desmineralizadaen perros, conejos y ratas139’194.
Desafortunadamentelos experimentosserealizaroncon ligerasvariantes
según el investigador, empleando diferentes soluciones para la
descalcificación y, como era de esperar, no pudo llegarse a una

normalizaciónde susresultados.

Miller en 1890148,que trabajabaen el hospital de Senn,corroboró

las observacionesclínicasde esteautor en relación con los implantesde

matriz ósea en pacientesosteomieliticos,pero no repitió el trabajo

experimentalen perros.Barth en 18956y Schmitten 1893194,sin embargo,
repitierontanto los trabajosclínicoscomo los experimentalesde Senn200
pero fueron incapacesde confirmar sus hallazgos.En ese momentoy

debido a los resultados desalentadoresse abandonó durante
aproximadamentemedio siglo el uso de matriz óseadesmineralizada

parala reparaciónde defectosóseos.

A partir de la segundadécadade 1900 sevuelve a demostrarun
gran interés en el campo de la inducción ósea. Bier’2, Leriche y
Policard124’123sededicaronal estudiodel origende la mismanegandola
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necesidadde intervenciónde célulasespecíficasy con ello inauguraron

una nuevaeraen el conceptode la regeneracióntisular.

Bier12 afirmó que para la formación del tejido óseo no era
necesariola intervenciónde unacélula óseaespecificau osteoblasto,sino
quelas célulasqueconstituíanel sincitio del tejido conjuntivo en su fase
embrionariaeranpluripotencialesy por tanto, capacesde originar los más
diversostejidos procedentesde la mismahoja embrionaria,cuandoa ello

son inducidas por determinadassustancias,“hormonas de Bier’, y
ademásseañadenciertascondicionesdel medio, Fig.1

.

Lerichey Policard124’125,en 1926 y en 1928, llegaronmucho más
lejos al negarque en la formacióndel tejido óseotomaraparte activa no
solo el osteobíasto,sino cualquiercélula. Para estosautores,el fenómeno

inicial de la formaciónósea estaríaen la transformaciónfisicoquímicade
la sustanciafundamentalque sufriría una infiltración edematosacon
disgregaciónde susfibrillas y precipitaciónde salesdecalcio.

Ambasteoríasfueronadmitidaspor la mayorpartede los clínicos e
incluso de los histólogos, pero estabanfundadasúnicamente en
interpretacionesmeramenteespeculativas.

En favor de la teoríadeBier sobre la influencia de una hormonao
inductor que encaucea las células embrionariasa su transformación,
aparecieronlos trabajosde Levander126y Annersten3.Levanderen 1938
observócomo la inyección de extractosalcohólicosautólogosde tejido

óseoprovocabala inducciónde huesomientrasque con la inyecciónde
alcohol no obtuvo ningún resultado.En 1941, Annersten trató de
comprobarla experienciade Levandery clarificar qué componentedel
extractoerael queinfluía en la inducción ósea.En cuantoa la naturaleza
químicadel extracto,esteautorsostuvoqueerasolubleen los disolventes
de las grasasy que probablementesería análogo a un esteroidey lo

denominó “sustanciainductiva”.
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Eig~A.- Teoría de bier sobreel procesode inducciónósea.Representación
gráfica de la continuidadde la interaccióninductivaa partir de las células
del mesodermoprimitivo, a células mesenquimalescon capacidadde

diferenciarseen célulasespecializadasóseas35’235.
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Aunque a nivel de la literaturainternacionalno existió una gran

divulgación de los trabajosdel Prof. Martín Lagos, este autor en 1946
publicó en nuestropaísuna seriede minuciososartículos133’144’145sobre
la inducción ósea.Realizabauna inyección de extractosalcohólicosde
huesoautólogo en el músculo recto anterior de conejos,con el fin de

dilucidar hasta que punto podía influir en la formación de hueso
heterotópicola presenciade este extracto.Tras analizar los resultados,
lanzó la hipótesis de que el hueso se inducía a partir de células
mesenquimalescon potencial óseo prospectivo. Estas células
permaneceríanindiferenteshastaque el medio en el queseencuentranse

modificara obteniendo condiciones favorables para su desarrollo

evolutivo, Fig.2

.

Es en estos años, cuando surgió la duda de cómo podría
determinarsesi la formación ósea,tras el trasplantede un tejido, era
debidaa proliferacióny actividadosteogénicade lascélulastrasplantadas,

o si bien, eran las células del huésped,por la inducción del tejido

trasplantado,las responsablesde la aparicióndel nuevohueso.Urist en

1952229sugirióuna escalaen la quepudieraobservarsela probabilidadde

que uno o ambos mecanismosestuvieranactuandosimultáneamente,

Eigú.

En 1957, Rayy Holloway174 y en 1963, Hejna y Ray75 publicaron
trabajosen los que demostrabanun aumentode reparaciónóseaen los

defectos cranealesde rata que se rellenaban con matriz alogénica

desmineralizadacon TEUTA (ácido etilendiaminotetraacético),pero
asumieronque esteprocesoreparativoera solamenteuna extensióndel
crecimiento óseo a partir del borde de la lesión. No realizaronuna
evaluaciónde la actividad inductiva de las partesblandasy rechazaronel

conceptode nuevaformación óseapor inducción. Chalmersy Sissonsen

195931,utilizando como animalesde experimentaciónconejosy perros,
fueronincapacesde observarun aumentodel crecimientoóseoo de
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inducciónóseamedianteimplantesde matriz óseadesmineralizadacon

EPTA.

Sharrad y Collins en 196V01 publicaron un informe preliminar

sobre el uso de aloinjertos óseosdesmineralizadoscon EDTA en las
fusionesvertebralesde tresniños con escoliosis,pero no presentaronlos
resultadosdel seguimientoy control de estospacientes.Irving y col. en
1968~~ realizaronestudioscon matriz óseadesmineralizadacon EDTA,
pero tambiénfracasaronensu intento de demostrarinducciónósea.

¿Porqué los implantesóseosdesmineralizadoscon EDTA a un pH

relativamentepróximo a las condiciones fisiológicas (pH 7.2-7.4) no

inducíanformación ósea y sí lo hacíanlos implantesdesmineralizados
con HCl a bajo pH? ¿Porqué fueron rechazadoslos trabajos de Senn y
col.? ¿Esqueno hubo unavisión de reparaciónde los defectosóseosa
partir de la matriz implantadapor Senn en 1889200?.Existen varias
respuestasposiblesa estaspreguntas:

- Puedequela matrizestédesmineralizadade formaadecuadapero
quefuera implantadaen un defectoóseocon unatalla menora la crítica,
regenerándoseasí principalmente por proliferación de células
osteoprogenitoraspreexistentesen el lecho del huéspedenmascarando
los depósitos de hueso desarrolladosa partir de la matriz ósea
implantada230.

- Puedeque la matriz implantadano sea adecuada(por ejemplo,
matriz degradadapor las proteasasactivadaspor EDTA), y aunqueel
huéspedseaadecuado,no existainducciónósea231.

- La matriz puedeser adecuada(huesodesmineralizadoconHCI),

pero ser implantadaen especiesinadecuadasen las que hay una fasede
reposo o silente asociadaa factores desconocidosy posiblemente
supresoresde la respuestaosteoinductiva.
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Ninguno de los estudios llevados a cabo posteriormente
presentaronresultadospositivos en relación con esta línea de

investigación hasta que en 1965, Urist232 presentó la primera
demostración inequívoca de formación ósea matriz-inducida,
implantando matriz ósea alogénica desmineralizada con HCl en el

músculo de ratas y conejos. En estos animales se pudo apreciar la

evidencia indiscutible de nueva formación ósea por inducción. Este
material también se impíantó en defectoscranealesen cobayas,con
resultadospositivos258.Urist implantabala matriz óseadesmineralizada
y sospechabaque esta matriz servía como superficiepara la migración,

interaccióny proliferación de las nuevaspoblacionescelulares.También
pensóquela matriz óseainducíala síntesisde una enzimaespecíficapara
la rotura de las uniones covalentes de la estructura del colágeno.

Posteriormente, descartaría estas teorías237’239 t1gJ.

I.c.- PRINCIPIO DE INDUCCION OSEA

En 1967, Urist definió el principio de inducción ósea como un
sistemade inducción embrionaria compuestopor células inductorasy

células respondedorasinclinándose por la teoría de Bier. La célula

respondedoraseria una célula mesenquimal indiferenciada que se

convertiría en una célula inducida cuandose diferenciaseen osteoblasto,

condroblastoo hemocitoblasto233.A pesarde estos avances,persistíael
mismo interrogante: ¿qué componente de la matriz óseadesmineralizada

es el que producíael estímulo para que acontecierael fenómeno de
inducción ósea?2’~tEstapreguntaobsesionaríaa Urist duranteun largo

períodode tiempo,dirigiendo todassusinvestigacioneshaciala búsqueda

y caracterizaciónde dicho componente.
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Urist y col.233 en 1967 presentóvarias observacionessobre el
desarrollodel sistemade inducciónósea.Urist denominóa la entidadque
da lugar a la osteogénesiscomo “principio de inducción ósea’ (BlP) y
sugirió queel desencadenantede esteprincipio seríauna macromolécula
proteica que se uniría a la superficie de las células mesenquimales
indiferenciadas49’233.Se sospechóqueel inicio seríala interacciónde los
productos extracelularesde las célulasmesenquimalesy la superficie de la

matriz ósea implantada. Basándoseen el conceptode interacciones
mutuas, Urist lanzó la hipótesis de que el genomasería el mecanismode

control intrínsecopara la especializacióncelular y que el principio de
inducción ósea sería el mecanismo de control extrínseco para la
histogénesisy la morfogénesis del hueso240’241.Así, la reacción
osteogénicase produciríapor una poblacióncelular preparadapor una
seriede modulacionespreliminaresy de divisionesmitóticas,Eig±3.

En los años siguientesno pudo hallarse ninguna prueba que
sugiriera que un componentedifusible de la matriz ósea fuera el

responsablede la morfogénesisósea. Consecuentemente,la estructura

sólida de la matriz, se denominóen principio “sustrato inductivo”239 y
con posterioridad“sustratomorfogenético”con el fin de enfatizarque la
estructurasólida es la que conducea la morfogénesis. Observaciones

químicas y de microscopia electrónica sugirieron que la compleja
estructuratridimensionaldel tejido óseoera la que imponíaun patrón
morfogenéticoóseo a las célulasmesenquimales,¿cómolo hacía?era un
misterio.

En estamismalínea de trabajo.Goldhaber63observócomoel tejido
óseo vivo era capaz de inducir formación ósea transmembrana,
trasplantandocélulasfetalesde la bóvedacranealincluidas en cámarasde

difusión en un huésped alogénico. Miyamoto y col)51 en 1993
demostraronla producciónde huesoa partir de cámarasde difusión,que
conteníanproteínamorfogenéticaósea(BMP) obtenidade osteosarcoma

de ratón,implantadasen monos.
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ffi OlAS, 2 cICLOS MITOTICOS

Eig±....i,Diagrama de modulación celular por ciclos mitóticos que se
desarrollan a partir del implante de matriz ósea(“principio de inducción

ósea” (BLP))35’237.
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Buring en 196723 demostrócomó el “principio de inducción ósea”

se podíatransmitir a través de un filtro, con un microporo de tamaño
0.45g, ofreciendouna nuevaclave muy importanteen cuantoal tamaño

de la molécula responsablede tal principio. El uso de las cámarasde
difusión permitió obtener una evidencia de que este principio era una
moléculadifusible en los líquidos intersiticiales.Por otra parte,al ocurrir
el procesoen el interior de estascámaras,en ausenciade tejido conectivo,
tejido endotelial o de cualquierade las células sanguíneascirculantes,
pudo demostrarseque la matriz óseaconteníaun “principio de inducción
ósea” que posiblementetuviera como diana las célulasmesenquimales.
El potencialfenotípicode las célulasmesenquimalesde la médulaóseay
otros tejidos ha sido estudiadocon posterioridad52’53”58”65.Esteúltimo

conceptoera apoyadopor el hechode que las célulasmesenquimalesse

disponíana lo largo de la paredexternade la membranay posteriormente
se hipertrofiaban y diferenciaban.

El acontecimientomás importanteen el fenómenode inducción
óseaes el crecimientoy posteriordiferenciaciónde una nuevapoblación

de células mesenquimalescompetentes.Este proceso necesitade un

intervalo de 2 a 3 días parapoder contarcon una poblaciónde células
mesenquimaleslo suficientementegrande236.Mediante estudioscon
marcajemediantetimidina tritiadadel núcleode estascélulas,seobserva

cómo existe una rápidarenovaciónde las mismasque se diferencianen
osteoblastosy osteocitos’64.En resumen,cuandoun tejido transmiteel
principio de inducción ósea,se pone en marchaun complicadosistema
que produce la diferenciación de células del tejido conectivo en

osteoblastos235. La inducción acontece en dos direcciones:

centrifugamente para producir nuevo tejido óseo laminar y

centripetamente para producir tejido óseo trabecular y tejido
hematopoyético.De esta forma, el sistema de inducción ósea es un
mecanismode organogénesiscon el desarrollode un osiculo mediante
osificación endocondral1’48’232’275
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Inducción óseaheterotópica

Una de las formas de diferenciación celular postfetal más

sorprendentesy notableses el desarrollode cartílago,huesoy médula
ósea a partir de un implante intramuscular de matriz osea o de
dentina232.

Urist en 1965232 realizóuno de los primerosimplantesde matriz
ósea desmineralizadapara el estudio de la formación ósea por
autoinducciónaportandounanuevaevidenciaen favor de la teoríade la
inducción al obtenerformación óseaa partir de un implante de matriz
óseadescalcificadarealizadoen los músculosabdominaleso cuadricepsde
diferentesanimales(ratas,ratones,cobayasy conejos).

Hauschkaen 1986~~ implanta polvo desmineralizadode matriz
ósea en ratasy observaen el primer día una aparición transitoriade
leucocitospolimorfonucleares.Las células mesenquimalesaparecenen
íntima continuidad con la matriz en el tercer día y se diferencian y

elaboranmatriz cartilaginosasobre el séptimo día. En el décimo día
aparecenlos osteoblastosformadoresde hueso.Entre los díasduodécimo
y décimo-octavo,el huesoneoformadose remodelapor los osteoclastos

existiendo una concomitante disolución de la matriz implantada.

Finalmente,en el vigésimoprimer día se producela diferenciaciónde la
médulaóseahematopoyéticadentro del osículo.En resumen,el depósito
inicial consisteen cartílagoy huesomembranosoque son reemplazados

por huesolaminar y médula ósea.

Estudiosclásicosde Hugginsen 1931~~demostraronqueel epitelio

transicional del tracto urinario podía inducir la formación de hueso
cuandosetrasplantabaen ciertaszonas,observandola apariciónde éste
cuandoseimplantabaen músculoo fascia,pero no cuandoserealizabaen
riñón, hígadoo bazo.
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Urist en 1969236,utilizando huesodescalcificadocomo estímulo,
obtuvo una exuberanteproducción de hueso inducido cuando lo
implantó en músculo, tendón y tejido subcutáneo,pero no cuando el
implante se realizó en bazo, higado o riñón. Sin embargo,cuando el
implantese realizabaen primer lugar en músculoy variosdíasdespués

se transfería a bazo,higado o riñón, sí que existíainducción ósea.Estas
observacionesle sugirieronque paraquehaya inducción óseaen tejidos
blandosesnecesario:

1) Un estímuloinductor.
2) Una poblacióncelularpotencialmenteosteogénica,que

presumiblementeseríancélulasmesenquimales.
3) Un tejido circundantefavorablea la osteogénesis147,Fig. 6

.

I.d.- LA PROTEINA MORFOGENETICA OSEA (BMP>

En 1968 Urist pudo observarla osteogénesisinducida mediante
implantesde matriz óseadesmineralizadacon HCJ en 10 pacientesa los

que se les realizaron implantes intraóseos y, en 25 pacientescon los

implantesen la superficie234.Tambiénobservóinducción óseacon el uso

de huesohumanoalogénicoautolisado255.

Tras observarestefenómenode inducción ósea,el siguientepaso
fué intentaraislar la sustancia,contenidaen el hueso,responsablede esta
inducción. En la búsquedade aquellos componentesdel hueso que
pudieran estar involucrados en la morfogénesisósea, Urist y col.
efectuaroninvestigacionesexhaustivascon el fin de poderir excluyendo
aquellassustanciasque no intervenían en el proceso de inducción
ósea233’236~239,pudiendoasí, establecerlas característicasfísico-químicas
de la sustancia.Partiendo de la matriz óseay mediante la extracción

secuencialde uno o más componentesy la acción enzimáticasobreotros

componentes,Urist definió el carácterproteicode la BMP94’245. En 1967,
observó cómo las sustanciasde la matriz ósea solubles en HCl no

presentabanningún tipo de actividad.Pocodespuésdemuestracomoel
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principio de inducciónóseadentro del extractode matriz descalcificada

tampoco sealterabapor los disolventesde grasas,las solucionessalinasy
enzimasqueextraenlas proteínaspolisacáridaso lipoproteinasdelhueso.
Tambiénobservóquela actividadosteoinductoraeramayoren la cortical
queen la esponjosadel hueso.

Fue en el año 1971 cuando Urist comenzó a considerar el
“principio de inducción ósea” con propiedadesmorfogenéticas.Tras la
realizaciónde los estudiosbioquímicosexpuestosanteriormente,pudo
apoyarse de forma consecuentela hipótesis de que la propiedad
morfogenéticaósea residía en una proteína o grupo de proteínas,
denominando finalmente al “principio de inducción ósea” como
“ProteínaMorfogenéticaOsea(BMP)”’56”91’243’257

Osteoinduccióny osteoconducción

La capacidadosteogénicase definecomo el estadono expresadoy
aún no activadoque tienenalgunascélulas para diferenciarseen tejido
óseo,por contra,la determinaciónosteogénicaesun estadoactivadopero
aún no expresadopara diferenciarseen tejido óseo34. Una población

celular competentees indiferenciaday precisadel estímulode la BMP,
mientras que las células determinadasson prediferenciadasy no
necesitande la BMP paradiferenciarseen tejido óseo190.

Brighton en 198421 estudiandoel callo de fracturaobservóque
existíandos líneascelularesdiferentesquecontribuíana la reparaciónde
la fractura. Owen en 1985164 diferenció las células osteoprogenitoras
determinadas(DOPC> de las célulasosteoprogenitorasinducibles(IOPC).
Satoen 1985190 demostrócómounapoblaciónindependientede células
perisinusoidalesde tipo mesenquimalpodíaser activadaantesde quese
produjerala reparaciónóseacompletade la lesión, mostrandode esta
forma su capacidadosteogénica.La poblaciónde células determinadas
tiene capacidadde producir nuevotejido óseoen respuestadirecta a la

lesión o trasplante de las mismas. Triffitt en 1987224 estudió las



31

interaccionesmolecularesen el desarrollode un órganoy en la inducción

tisular. Hulth en 198991 en un estudiosobrela reparaciónde las fracturas

recopilalos estudiosanteriores,llegandoa la conclusiónde quelas células
osteoprogenitorasdeterminadas(DOPC) del periostioy de la médulaósea
forman parte de la respuestaprimaria a la lesión y son capacesde

producir osificación directa o intramembranosa; las células
osteoprogenitorasinducibles (IOPC) tienen su origen en los tejidos de

alrededorde la lesión21, son célulasmesenquimalespluripotencialescon

potencialcondrogénicoque acabanproduciendoosificación endocondral
y formarán el callo externoreparadorde la fractura; las interacciones
molecularesproducidasa nivel de la lesión son decisivasen la inducción
de estascélulasinducibles.

Tras realizarun implante de matriz óseadesmineralizada,el tejido
óseoneoformadova a ser proporcionala la cantidadimplantada239.Este
nuevotejido seva a desarrollara partir de célulasmesenquimalesbajo la
influencia de la BMiP282, quees liberadaa partir de la matriz ósea.La BMP
es uno de los factores localesproducido por los osteoblastosy que se

mantieneen el hueso;sus funciones específicasson inducir células
mesenquimalesindiferenciadashacia células diferenciadasde estirpe
condro-osteogénica,reclutarcondrocitosy osteoblastosde estascélulas
mesenquimalesy mejorarla formaciónóseay cartilaginosa“in situ”232.
Landesmany Reddi123 en 1986 demostraroncómo la matriz ósea
desmineralizadaposeeproteínasque son quimiotácticaspara las células
mesenquimales.Existe toda una poblacióncelular potencial de células

osteoprogenitorasque respondea estas proteínasquimiotácticas.La
matriz ósea desmineralizadasirve por sí misma de señal para el

reclutamientode célulasprogenitorasasí como para su proliferación y
diferenciación.

Osteoinduccióny osteoconducciónson dos términos muy
similares gramaticalmente y con diferente significado. La

osteoconducción es el procesode extensiónde la reparaciónóseaa partir

de células del lecho del huéspedcon capacidadosteogénica (células

osteoprogenitorasdeterminadas,DOPC) mientrasque la osteoinducción
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consiste en el reclutamientode células mesenquimalesindiferenciadas

del tejido conectivocon potencialosteogénicoque tras ser inducidasse

transformanen células osteoprogenitorasinducidas (IOPC). Ambos

procesosfacilitan la curaciónde los defectosesqueléticosmedianteel
aportede injertos óseos56.La osteoconducciónesuna función pasivadel

injerto queactúacomosoportesobreel quesedepositael huesogenerado
por el huésped.La osteoinducciónsecaracterizapor los factoresderivados

del injerto queestimulanactivamentela nuevaactividadosteogénica.

Desde el punto de vista de los biomateriales, se considera

osteoconductoraquelque sirve de soportey facilita el crecimientoóseoy
osteoinductoraquel que estimulauna poblacióncelular a transformarse
en osteoblastos.Mientras que la hidroxiapatita posee capacidad
osteoconductivaproporcionandoun medio adecuadopara el crecimiento
de huesoa partir de las trabéculasexistentespreviamente,la BMP tiene

potencialosteoinductor192’265.

Las células osteoprogenitoras determinadas son células

mesenquimalesque al proliferar en condiciones adecuadasvan a dar

lugar a tejido óseo.Estasson las célulasde la capaprofundadelperiostio

(“cambium perióstico”) y las responsablesde la osteogénesisreparativa
inicial en el callo de fractura.El estromade la médula ósea tiene como
función dar un soporte estructural y funcional a las células

hematopoyéticas.En esteestromahayuna teóricacélula tronco a partir de
la cual se van a formar diferentesestirpesde célulasprogenitorastanto

parael tejido óseocomoparael tejido hematopoyético.

Las célulasosteoprogenitorasinducidasson célulasmesenquimales
deáreasextramedulares(músculo,timo, bazo)capacesde producir hueso
cuandoson inducidasa ello por otros tejidos o sustanciasinductoras.
Estasson las que proliferanen el mesénquimaperifractuarioy el músculo
y van a contribuir a la masafundamentaldel callo periostalde tipo
condroblástico.
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Los datosde cultivos tisularesindican que ambasestirpestienen

carácterclónico y sondos subgruposdiferentes.

El crecimientode nuevohuesoinducidopor la BMP acontecetanto
por extensióndirectade las célulasosteoprogenitoras(osteoconducción)
como por diferenciación celular de las células mesenquimales

(osteoinducción)212’213.El procesoes irreversible y culmina con el
desarrollode un osículo.La BMP puedeinducir célulasmesenquimalesa
diferenciarseencartílagoy huesoy seha observadoqueinduceformación
ósea endocondralcuando se implanta en defectos esqueléticosy

extraesqueléticosen animalesde laboratorio’11’160”90’213.

I.e.- CARACTERíSTICAS BIOQUíMICAS ESTRUCTURALES Y

FUNCIONALES DE LA BMP

1.- BMP y factoresde crecimiento

La BMP aisladade la matriz ósea70’71’254,de la dentina32’108y de
ciertostumoresóseoscomo el osteosarcoma7’70’72’214’215no pareceque
seani un factor de crecimiento,ni un nutriente,ni un metabolito,ni una
vitamina. La BMP se clasifica dentro de la categoríade morfogen o
sustanciaque inicia la diferenciacióncelulary quepuededesreprímiruna
combinaciónconcretade genesen un órganoen desarrollo225.Alguna de
las preparacionesde BMP secuenciadamedianteun mapa de péptidos
poseeuna estructuraprimaria que no se halla entre las actualmente

conocidasen los factoresde crecimiento25.Traslos trabajosde Engstromy
col.47 y Wozney y col. en 1988279 se observó que un segmentode
aminoácidosde la BMP coincide con un segmentoigual al del factor de

crecimientotransformantebeta (TGF-beta).

A partir de huesohumano,bovino, de mono y ratasse hanaislado
variasproteinasquesepiensaquetienenactividadosteoinductora188.Los
pesosmolecularesy los puntosisoeléctricosnos inclinan a pensarquese
trata de proteínasdiferenteso de una familia de proteinascon igual



34

actividad218’274’275’279.Wang y col. en 1988274purificaron un grupo de
BMPs a partir de huesobovino. Basándoseen la secuenciaparcial de
aminoácidos y los datosobtenidoscon sondasde DNA, se han aislado
oligonucleótidos correspondientesa secuenciasparcialesde DNAs

codificados(cUNAs) parala BMP-1, BMP-2 (2A), BMP-3, BMP-4 (2B) (B-
2:9), BMP-5, B;P-6 y BMP-7 desdecUNA humanos279.Seis de estasBMPs
(BMPs 2-7) hansido identificadascomomiembrosde la familia TGF-beta.
Algunas de las BMPs recombinadasmostraroncapacidadpara inducir
cartílago ectópicoo formaciónóseaen ratas cuandose implantaroncon
extractosde matriz óseadesmineralizadacon guanidina-HC1138’279.

Los factoresde crecimientoregulanla mitogénesisy la curaciónde
la lesión. Dentro de este grupo incluimos el factor de crecimiento
derivadode las plaquetas(PDGF), el factor de crecimientofibroblástico

(FGF), el factor de crecimientoepidérmico(EGF) y factoresde crecimiento
transformantesalfa y beta (TGF-alfay TCF-beta)47A14.

Muchos factoresde crecimientosehanimplicado en el crecimiento

y reparacióndel hueso73’225.Se pueden localizar en el hueso varios

factorestalescomo el factor de crecimientofibroblástico(FGF), factor de
crecimiento transformantebeta (TCF-beta)y factor derivado de las

plaquetas(PDGF).Todos tienenalgunainfluenciasobreel cartílagoy las
células óseas“in vitro” y se ha sospechadoque pudierantener alguna
influencia sobrela actividadde la BMP, sin embargo,ninguno de ellos ha
demostradoinducir cartílagoo tejido óseo“in vivo4,29.

Centrellay col. en 199130 realizan una actualizaciónde los
conocimientossobreel factor de crecimientobeta.Está formado por una

familia de polipéptidosque se sintetizanen los linfocitos y fibroblastosy
se halla en todos los tejidos esqueléticoso no esqueléticos,aunque
estudiosrealizadospor Robeyy col. demostraronla sintesisde TGF-beta
porcondrocitosy osteoblastos180.Estudios “in viflo’ e “in vivo” indican

que puede tener efecto estimulador o inhibidor sobre la replicación,
desarrolloy diferenciaciónen la población celular esqueléticaen función

de ]a concentraciónde éste. El TCF-betaestimula la diferenciaciónde



35

célulasmesenquimales,proliferaciónde osteoblastosy síntesisde matriz,

pero también induce la maduraciónde osteoblastos,condrocitosy
osteoclastos13’180siendoel responsableen partede la reparaciónóseaen

el callo de fractura106.Además muchasde las funciones del TGF-beta

estánsolapadascon las de otros factoresosteoinductores.Se almacenaen

las plaquetasy se libera con la degranulaciónde éstas en forma de

complejos inactivos que se disocian en varios péptidos mediantela

exposicióna condicionesmoderadamenteácidas121;ademásse asociacon

los estadosprecocesde formaciónde fibrina e inflamación. Las proteínas

morfogenéticasóseas(BMPs) pueden actuar de forma aislada pero

tambiénpuedenhacerlode forma sinérgicacon multiples factores(locales

y sistémicos)28,incluido el TCF-beta,que intervienenen la cascadade
acontecimientosque finaliza en la osteoinducción.Ensayosrealizados“in
vivo” para demostrarla formación de hueso ectópico indican que a
diferenciade la BMP, el TGF-betasolo no escapazde iniciar el procesode

osteoinducción114’275. Existenal menoscinco factoresde crecimientobeta

(TGF-betas1-5), todoscompartenunasimilitud de 64-82%en la secuencia
de aminoácidos. Al menosseis se las siete moléculasde BMP aisladas
(BMP 2-7) presentanuna estructurahomólogay compartenLa secuencia

deaminoácidosen un 30-40%con el TGF-beta1 (TGF-betaprototipo).

Las propiedadesfísicasy ¡a actividad específicade la BMP bovina o

humanapareceríadiferenciarla de cualquiera de los factoresdescritos
anteriormente274,aunquetras el aislamientode las BMP-l, BMP-2 (2A),
BMP-3, BMP-4 (2B), BMP-5, BMP-6 y BMP-7 seha observadoque seis de

estas BMPs (BMPs 2-7) eran miembros de la familia del TGF-
beta28’138’274’279

La función de la BMP es actuarsobrecélulas indiferenciadasde]
tejido conjuntivo perivascular,mientrasque los factores de crecimiento
tienencomo diana una poblacióncelular diferenciadade la cual deriva el
nombre del factor de crecimiento, por ejemplo, factor de crecimento
fibrobiástico114’257.
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Las fuentesde BMP son el huesocortical70~71, la dentina32y los

tumoresóseos70~214- El origende los factores de crecimientoson varios
órganos del cuerpo que pueden o no estar incluidos en la población de

célulasdiana. Uno o más factores de crecimeinto han sido encontrados en

casi todos los tejidos especializadosdel cuerpo114.

La Interleukina-l (IL-1) difiere de los factores de crecimientoen

cuantoa la fuentey a la clasificación.La IL-1 perteneceal grupo de las
citoquinas que liberan los leucocitos y los macrófagosy regula la

proliferacióncelular inespecíficaasí como las reaccionesinmunológicas
específicas.La IL-1 estimulala reabsorcióny la formaciónde célulasóseas
en cultivos tisulares29.

La BMP se diferencia de los factores de crecimiento y de las

citoquinas en que las células diana está constituida por una población

restringidahaciala diferenciaciónde cartí¡agoo hueso.

En el procesode purificación de la BMP, el paso final es una
electroforesisen gel de poliacrilamidaSUSbajo condicionesno reducidas;

la actividadosteoinductorase observaen la fracción correspondientea
una talla de 30 kD267.

Tras la reducciónquedestruyela actividadbiológica, esta fracción

de 30 kD producetrespéptidosde 30 kU, 18 kU y 16 kD. Esta mezclade
polipéptidosrepresentauna purificación de aproximadamente300.000
vecesen relación con el extractode tejido óseo inicial y se obtienen
únicamente40 microgramosa partir de 40 kg de polvo de hueso2M.

Aún sería necesariorealizar una purificación adicional para
observarcual de los trespéptidosesel queposeeactividadosteoinductora
y morfogenética.

Encaminadoshacia la producciónde una BMP sintética con alta

actividad,seencuentranlos trabajosde Wozneyy col.279quepartiendode
los trespéptidospurificadosoriginalmenteapartir del tejido óseo bovino
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han realizado el aislamiento de los equivalentes humanos de la proteina

BMP-bovina a partir de cadenas complementarias de UNA.

El resultado final ha sido la purificación de 7 proteinas
morfogenéticasóseasrecombinadashumanas(rhBMPs) estrechamente

vinculadas con la morfogénesisembrionaria en otros sistemasde

animales.

Todosestosdatosnos sugierenquela actividadosteoinductorade
la BMP es debida a una mezcla de moléculasde regulacióny que el

complejo proceso de desarrollode cartílagoy tejido óseoestácontrolado,

al menosen parte,por acciónde estasmoléculas.

La BMP no actúaen ausenciade un mediolibre de suero “in vitro”

o de hormonasde crecimiento ‘in vivo”; es decir, la BMP poseeuna
actividadmitogénicarelativamentebaja, hechomuy característicoen un
factor de crecimiento110’208.

2.- BMP y hormonas paracrinas

La BMP podríaconsiderarsecomouna hormonaparacrina205que
tambiénse encuentrade forma circulanteen la sangrey que cumple los
cuatro requerimientos definidos por Edward Doisy34 con respecto a

identificar a una sustanciacomo hormona:

1.-Reconocimientode un órganoo glándulaqueproducela

secrecióninterna.

2.-Métodode detecciónde la misma secreción.

3.-Extractos de la hormona purificada.

4.-Aislamientode la hormonapura y determinaciónde su

estructura.
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De esta forma, el esqueletopodría considerarsecomo un enorme
órganoendocrino132.

En relación con el primer requerimientode Uoisy, la BMP es
liberada a partir de un sistema orgánico que consiste en
aproximadamenteun 15% de osteocitos y un 850/o de sustancia

intercelular. Estudios de inmunofluorescenciaponen en evidencia la
BM? en los elementoscelularesy almacenadaen la sustanciaintercelular.

La evidenciadefinitiva del origencelular de la BMP quedademostrada
por la aparición de BMP en los cultivos celulares a partir del

osteosarcomade ratón(tipo Uunn~8’120’217’218,sarcomade Ewing y otros

tumores celulares251’252, Lianjia y Yan en 1990127 utilizaron anticuerpos

anti-BMP bovinaparaconocerla localizaciónde la proteínaen el huesoy

observaronque estádistribuida a lo largo de las fibras de colágenodel

hueso normal, en las células periósticas y en las células mesenquimales

del estromamedular.Pocacantidadpudo serencontradaen las célulasdel
huesolaminar o en la matriz óseacalcificada.Tambiénse encontróBMP
en el citoplasma de las células tumorales de osteosarcomas y

condrosarcomas.

El segundo requerimiento también se cumple al detectar en el

suero, mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA), niveles

relativamentealtos de BMP en niños en crecimiento y en pacientescon

enfermedadde Paget,niveles inferioresen hombresy mujeresadultosy

niveles más bajos en mujeres con osteoporosis severa260.La

concentración de BMPen el suero es alta (ng/mí) cuando se compara con

los niveles de calcitonina o de hormona paratiroidea (pg/ml) y puede

reflejar la enormesuperficiede recambiodel tejido óseo.

Con respectoal tercerrequerimiento,se ha observadola actividad
de la BMPen extractos de matriz ósea con proteínas colagenasa-resistentes

que se han implantado en defectos óseos de perros ovejas y humanos y en

el músculode roedores58’102’103’105’130’134’217’265.
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Finalmente, el cuarto requerimiento se demuestra por el
aislamiento de la BMP purificada tanto en humanos como en

bovinos28’138’270’274’275’279’256’259,la determinaciónde su pesomolecular,
su punto isoeléctrico y la composición de aminoácidos.

3.- Cuantificación de BMP dentro de la matriz ósea

El tejido óseose encuentratan íntimamenteen contacto con el
tejido graso, los vasossanguíneosy la médulaósea,que la investigación
bioquímicade las proteínasde la matriz calcificadacasisiempreselleva a

caboen el tejido óseocorticalmás que en el esponjoso225.La corticalósea
consta de aproximadamente un 70% de material inorgánico
(principalmentehidroxiapatita)y un 30% de material orgánico.Cuando

se extraen las sustancias que son solubles en agua y en cloroformo-

metano],el pesosecode la matriz libre consisteen un 88% de colágeno,

10% de proteínasno colágenasy un 2% de sustanciasno determinadas.

Se han encontrado20 gruposquímicos principales en las célulasy

en la matriz extracelular del huesoque son difusibles en el fluido

extracelularóseo,Tabla1. Se observacomo la BMP esuna de las proteínas

menos abundantesde la matriz (0.001% del peso del hueso cortical),

perteneciendoal grupo de las proteínasno-colágenas260.

4.- BMP y regeneraciónósea

La regeneracióny el crecimientodel huesoestánprecedidos

por una fasemorfogenéticadel desarrollo,queesiniciadapor la BMP. En

la fasesiguientede citodiferenciación,otrasproteínasespecíficasdel tejido

óseo(por ejemplo, el factor de crecimiento del cartílago, el factor de

crecimientoóseoo factoresde crecimientoesqueléticos)56’97’257,entran en

el procesode regeneración,que incluye el procesode remodelaciónósea,

mediante estimulación de la división mitótica de condroblastosy

preosteoblastos.
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IABLAJ

Proteínasintra y extracelularesde la matriz ósea260,

A. PROTEíNASRESIDUALES

1. Colágeno 88%

II. Glicoprote’mas estructurales 1~/o
B. PROTEíNASESPECIFICASDEL TEJIDOOSEO

1. Proteínas ricas en ácido
ganma-carboxi-glutam¡co

II. Osteonectina
III. Proteína morfogenética ósea.
IV. Factor óseo de crecimiento....

2%
2%
0,001%
0,1%

C. PROTEíNASDE LA MATRIZ EXTIZACELULAR EN INVESTIGACION CON
RESPECTOAL MECANISMO DE CALCIFICACION

1. Proteoglicanos
II. Proteolípidos
III. Siatoproteinas óseas
IV. rosfoproteinas
y. Fosfopéptidos
VI. Péptidos ácidosotubles

O. LíPIDOS

0,8%
0,3%
0,9%
0,2%
0,1%
0,6%

0,9%

E. PROTEIINAS PLASMATICAS ACUMULADAS EN LA MATRIZ EXTRACELULAR

1. Albúmina
II. Alfa 1 glicoproteina
III. Alfa 2 HS glicoproteina

0,3%

0A%
0,4%

F. INMUNOGLOBULINAS

1. IgE, incluyendo anti-BMP 1%
II. IgD Trazas

G. SIN IDENTIFICAR 0,9%
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Se cree que la calcificación está asociada con proteolípidos o

fosfoproteínas273,fosfopéptidoso proteínasiniciadorasde calcificación248

y osteonectina219,pero no seconoceel mecanismobioquímico.

La BMP estáformadapor ungrupo de moléculasde proteínasno-

colágenasque inducenla diferenciaciónde las célulasmesenquimalesde

tipo perivascular que de otra forma no se diferenciarían ni en

condroblastos ni en osteoblastos, en cartílago y en hueso a través de una

osificación endocondral156’191’257y puedeserel largamentebuscadofactor

responsablede la renovacióncontinuay regeneraciónde la vida postfetal.

La BMP se denomina “morfogenética” ya que inicia la disgregación,

migración, reagregación y proliferación celular antes de la

citodiferenciación1’232~275.

La actividad de la BMP puedeserevaluadaen el implante por el

acúmulo de los siguientes productos celulares: hialuronidato en las

primeras24 horas94,hialuronidasaa las 48 horas161y fosfatasaalcalinaa

los diez días20’48’89’187.La BMP es transferidadesdela matriz óseaa la

población celular respondedoradentro de las primeras 24 horas del

implante’56.

“In vitro”, las células del tejido conjuntivo incubadascon hueso

desmineralizado190o con BMP160 desarrollanun fenotipo cartilaginoso.

Otros componentesproteicosaisladosdel hueso,como la osteogenina189

y el TGF-beta279hanmostradoposeeractividad condrogénica‘in vitro”.

Wozney y col.279 han demostradoque las BMPs humanasrecombinadas

puedenproducir cartílago“in vivo” pero no producenhueso,sugiriendo

quemultiples proteínaspuedensernecesariaspara reproducirlos efectos

del hueso desmineralizado o los extractos de BMP parcialmente

purificados.

Boyan y col.20en 1992 comparanlas característicasbioquímicasde

las célulasdel tejido conjuntivo de diferentesespeciesincubadascon BMP
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de origen canino o bovino parcialmente purificada con las características

bioquímicasde auténticoscondrocitos‘in vitro, llegandoa la conclusión

que las células conjuntivas de un amplio espectrode especies(ratas,

perrosy humanos)respondende forma similar a la I3MP. Además no

parecendiscriminar entrelasBMPs de diferenteorigen (bovina o canina)

al menos con referencia a los parámetrosmedidos en este trabajo

(actividadde fosfatasaalcalinay síntesisde colágenoTipos 1 y II). Estudios

no publicadosa los quesehacereferenciaen estetrabajo20demuestran,

sin embargo,que las pseudoartrosiscaninastratadascon BMP de origen

bovino o canino in vivo”, precisande BMP específicade especiepar la

consolidación.Estos datos sugierenque se debe tener precaución al

interpretarlos resultadosde los cultivos celularesen cuantoa la eficacia

del usode ~asBMPs en la prácticaclínica.

5.- CaracterizaciónbioQuímicade laBMP

La BM? esunaproteínainductorade la diferenciacióncelularósea

que se encuentrafirmemente unida en muy pequeñascantidadesa la

fracción de proteínasinsolublesno-colágenasde la matriz ósea,formando

así un agregadojunto con osteonectina,osteocalcina(BGP), proteínade la

matriz de ácido glutámico, histonasy calmodulina.A causade su escasa

cantidady su firme unión, es muy difícil aislarlalibre de contaminación

de las otras proteínasno-colágenasinsolubles263

Young y col, en 19922M analizan la estructuray función de las

proteínasno colágenasestructuralesde la matriz ósea que existen en

mayor cantidad,TablaII debido a su función en la unión celular, unión

al calcio e hidroxiapatitay su función en la mineralización.

La BMP seencuentraformando agregadossupramolecularescon

otras proteínas(osteonectina,proteínamatriz gla, histonas, calmodulina

y otras muchas)256’259.La cantidadde BMP humana(hBMP) en la cortical

ósea libre de medular es pequeña,aproximadamente0,001% del peso

húmedodel huesofresco desmineralizado256.
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TABLA II

Característicasfuncionalesdelasprincipalesproteínasestructuralesno colágenasdela

matriz ósea2M

Proteina Funciónvotencial

OSTEOPONTINA (2ar, fosfoproteina Unión celular,

44kD,SPP) unión hidroxiapatita

SIALOPROTEINAOSEA (BSPII)

GLICOPROTEINAACIDA OSEA

(BAG-75)

TROMBOSPONDINA

CIGLIGANO (PCI)

DEGORINA (PCE, PG-40)

OSTEONECTINA

PROTEíNAGLA OSEA

Unión celular

¿Mineralización?

Unión celular

Interacciones

célula-célulao

célula-proteína

Unión al colágeno,

regulaciónformaciónfibrillas

Unión al calcio e hidroxiapatita,

proliferación celular

¿Remodelaciónósea?

(Osteocalcina/BGP)

MATRIZ CLA (MGP) Desconocida
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La BMPtiene que ser separada para obtenerse purificada de una

serie de proteinas, Tabla 1

.

La BGP u osteocalcinarepresentaun lS-250/o de las proteínas no-

colágenas del hueso; tiene capacidad quimiotáctica sobre los

osteoclastos141y células mesenquimales135así como importante

capacidadde unión a la hidroxiapatita del hueso42y se puedeutilizar

comomarcadordel metabolismoóseoaunqueseha observadoqueen un

gran porcentajede procesoscon alto remodelamientoóseo,como ocurre

en la enfermedadde Paget, la BGP puedese normal67.Tambiénse han

encontradoacumuladasen el huesolas proteínasséricas:albúmina,IgE,

IgU y alfa-2 HS glicoproteinas.Además puedenencontrarsede forma

eventualen la matriz ósea:lípidos, péptidos,fosfopéptidosy cantidades

muy pequeñas de componentes séricos. Ciertas glicoproteinas

estructuralesconstituyenla masadel residuo insoluble despuésde que

son extraídosde forma secuencialotros componentes.La osteonectinaes

una proteína de 34 KU que forma un puenteentre la fase orgánica e

inorgánica del hueso121’219.La proteína menosabundantede la matriz

óseaesla BMP; sin embargo,al menosun 2% de lasproteínasde la matriz

aún no sehan definido y podrían incluir un iniciador de la calcificación

así comootros componentesespecíficosdel hueso.

Hanamuray col. en 198072 demostraronque la BMP podría ser

extraídaen condicionesdisociativascon hidroclorurode guanidina4M, a

partir de osteosarcomasde ratón o de matriz óseade rata.Urist y col. en

1981254 idearon la utilización de una mezclade solventede urea 6M y

Cl2Ca 2M para la extracciónde BMP a partir de huesobovino. Uesdeel

desarrollo de estos nuevos métodos de extracción, la investigación sobre

la capacidad de inducción de esta proteína, ha avanzado rapidamente.

Urist y col. en 1984259 purificaron la BMP utilizando la

cromatografíacon hidroxiapatita,llegandoa obtenerBMP purificadacopn
pesos moleculares de 17.5 kD para la BMPhumana (hBMP> y 18.5 kD para

la BMPbóvina (bBMP).
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Bessho y col. en 19918 realizaron un análisis de las BMPs humana

y bovina extraida de la matriz ósea con el fin de conocer la secuencia de

aminoácidosde estasproteínas.Trasextraerla BMP de la matriz óseacon

hidroclorurode guanidina 4M, fué purificadacon ayudade cromatografía

líquida. La electroforesisen gel de poliacrilamida-sulfatosódico (SUS-

PACE) mostró que la BMP obtenida era homogenea.Los pesos

molecularesde estasBMPs humanay bovina fueron de 17 y 18 kD

respectivamentetras la electroforesis SDS-PAGE y la cantidad de

aminoácidosfue de 165 parala hBMPy 163 parala bBMP. La secuenciade

aminoácidosdifiere de lasBMPs analizadaspor Wozneyy col. en 1988279,

pero las característicasfisicoquímicasson comparablesa las preparaciones

originales de BMP realizadaspor Urist y col, en 1983, 1984 y

1987256,259,266.

Ktibler y Urist en 1993120 obtuvieronun pesomolecularde lSkU

de una BMP derivada de osteosarcomahumano y parcialmente

purificadaconSUS-PACE.

Takaokay col. en 1993217 purificaron y caracterizaronuna BMP

derivada de un osteosarcomamurino (tipo Dunn) con ayuda de

electroforesisSUS-PACE,obteniendounaproteínapurificada con un peso

molecularde32 kU quesepararonen dossubunidadesdistintasde 17 y 19

kD, ambas con actividad osteoinductiva. La secuenciaparcial de

aminoácidosde estasdossubunidadesera la mismae idéntica a la hBMP-

2B (I3MP-4)279quea su vez formabapartede la familia del TCF-beta.

6.- CaracterísticasbioQuímicas

Las característicasbioquímicasde la BM]’ bovina evidencianuna

sensibilidada los álcalis, una labilidad a tripsina y quimiotripsina, una

acidezy una capacidada serdegradadaen solucionesácido-alcohol,entre

otras,Tabla III 259
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En estado supramolecular, la BM]’ puede formar agregadosde

proteínas con pesosmolecularesde 34, 24, 17.5 y 14 kU con una

solubilidad muy bajaen medioacuoso.Los cuatroagregadosproteicosson

separablesen condicionesde disociaciónen urea6M o en hidrocloruro de

guanidina 4M. El agregadode 17.5 kD es relativamente soluble en

solucionessalinasfisiológicas o en agua,si la proteína de 14 kU ha sido

previamente extraídapor ultrafiltración ya que ambos forman un

complejo insoluble, posiblemente por medio un puente de calcio

iónico170. Kúbler y Urist en 1993120 aislan una BMP y proteínasno

colágenasde osteosarcomahumanoy tras la realizaciónde electroforesis

observandos bandas de 18 kD y 14 kU, esta última sin capacidad

osteoinductivay forma agregadoscon la BM]’. A partir de la proteínade

18 kU sehanrealizadotécnicasde purificación proteicade alta resolución

y tecnologíade recombinaciónde UNA consiguiendoel aislamientoy

purificación de sieteproteinascon capacidadaosteoinductora138’279.Los

extractos sin purificar de BMP tienen una mayor naturaleza

hidrofóbica214’232,pero tras varios procesosde purificación, la proteína

adquiere una naturaleza hidrosoluble157’216’259. En resumen, la

solubilidad de la BM]’ en agua dependede la extracción de otras

moléculas hidrofóbicas con las que forma complejos. In situ”, las

proteínasde la matriz óseainsolublespuedenmantenerun gradientéde

concentraciónentre la superficie de la matriz ósea y los receptores

celularesde membranade BMP; este complejo BMP-proteínasinsolubles

podríaservir comoun sistemade liberaciónde la BMP68~155.

La insolubilidad de la BM]’ en agua fría se encuentra

correlacionadacon la concentraciónde iones calcio en la solución.

Cuandoseañadecalcio a la solución, la sal cálcicade BM]’ es soluble en

aguafría. Entoncesla solubilidad deBM]’ enmedio acuosova a depender

de la presenciade otras moléculas hidrofóbicas con las que forma

agregadosinsolublespor unapartey con iones calcio por otra, con lo que

seconvierteen un complejo solubleen agua.
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Tabla III

CaracterísticasbioqulmicasdelaBM1’ bovina35’259

- Polipéptido ácido.

- Pm aparente18 kD

- pl = 5.0±0.2

- Unión con hidroxiapatita.

No se handetectadocarbohidratos.

- Solubleensolucionesneutralesa pH 7.2.

- Degradadaensolucionesácido/alcohol.

- Sensiblea álcalis.

- Insolubleen cloroformo/metanol,alcoholabsolutoy acetona.

- InsolubleenTritón X-100.

- InsolubleenHCI 0.6N.

- Solubleenurca ÓM, GuHCI 4M y 1-10 O.2M.

- Parcialmentesolubleen etilén-glicol.

- Nucleasa(RNasa,UNasa)resistente.

- Lábil a tripsina y quimiotripsina.

- Resistentea condroitinasaA, B y G/ Amilasa! Neuraminidasa!Hialuronidasa!

FoslatasaAlcalina! FosfatasaAcida/ Quimopapaina!Colagenasa!Tirosinasa y

Termolisina.
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Desafortunadamente,la implantación de BM]’ purificada e

hidrosoluble generalmenteno produce una respuestaosteoinductiva

debido a la rápida difusión de la proteína del lugar donde se ha

implantado’57’216.

Aunque la BMP tiene una estrecharelación con el colágenoque

contamina la mayoría de las preparacionesmás purificadas, pudiendo

conteneralgún residuode hidroxiprolina, es una proteínadiferentea las

proteínas colagenas como lo demuestra el hecho de que la BM]’ contiene

una cantidaddemasiadoalta de carbohidratos,su estructuraesdistinta a

la de la triple hélice de la molécula de colageno y además es resistente a

las colagenasas253.

Numerosos estudios bioquímicossehan realizadocon el objetivo

de conocer¡a naturalezabioquímicade la BM]’ Recientemente,un grupo

de BMPs fue purificado a partir de hueso bovino274. Basándose sobre

secuencias parciales de aminoácidos de BM]’ y utilizando

oligonucleótidos correspondientes a cadenas de DNA humanas se han

obtenido siete moléculas de BM]’: BMP-1, BMP-2 (2A), BMP-3, BMP-4

(2B)28, BMP-5, B;P-6 y BMP-7. Algunas de las BM]’s recombinadas

mostraron capacidad para inducir cartílago ectópico o formación ósea en

ratas27%275’279.

Takaoka y col. en 1993218 a partir de una secuencia parcial de

aminoácidosde unaproteínacon capacidadparainducir huesoaisladade

un osteosarcoma murino (tipo Dunn) y una cadena de DNA del sarcoma

consiguieron donar la secuenciade genes complementariosde la
proteína.La cadenade DNA complementario(donado)fue transderidaa
las células ováricas de un hamster chino para la producción de proteínas

concapacidadinductora.La secuenciade nucleótidosdel DNA donadoy

las proteínas sintetizadas a partir de éste fueron homólogos a la BMP-4

(BMP-2B). Estas proteínas producidas por las células ováricas eran capaces

de producir osículos ectópicos en ratones a las dos semanas de su
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implantación utilizando colágeno como portador de la

proteína58’138’275’279.

7.- Método depurificación

La primera evidenciade que la BMP podía aislarsesurgió al

conseguirquese liberara de la matriz óseainsoluble o matriz gelatinosa,

separándosede éstapor coprecipitaciónconfosfato decalcio250.

Bajo ciertas condiciones, la BMP puede encontrarseen los tres

compartimentosdel hueso: células, matriz extraceiulary mineral. La

conversión de matriz ósea a gelatina, a baja temperatura,facilita la

liberación de I3MP in vivo’ y la extracciónquímica o aislamiento“in

vitro. Puesto que la BM]’ es colagenasa resistente, la colagenasa produce

la liberación de BM]’ de la gelatina de matriz ósea, junto con otras

proteínas no colágenas y los productos de degradación del colágeno. La

BM]’ soluble se separade otras proteinasde la matriz óseamediante

extracción de la gelatina de la matriz ósea por un solvente orgánico-

inorgánico,mezclade CaCI2 0.5M enurea6M o conGuHCI 4M.

La BM]’ seaislade la matriz óseay de otras proteínasde las quese

disocia,exclusivamentey con dificultad, medianteextracciónsecuencial

con desnaturalizantes,precipitación diferencial, filtración en gel,

cromatografíade hidroxiapatita, fase inversa (columna hidrofóbica) y

cromatografía líquida de alta resolución25%264. Afortunadamentela

acciónde los solventesdesnaturalizantes(urea 6M en CaCl2 0.SM o de

hidrocloruro de guanidina 4M) utilizados para romper los enlacesde

hidrógenoentrelas moléculasde proteína,es reversible.En términos de

actividad biológica e inmunológica, una molécula de BM]’ es

renaturalizada cuando se retiran los desnaturalizantes mediante diálisis

contraagua.La actividadbiológicadeBM]’ no sepierdepor liofilización y

se ha conservado durante varios años tanto en la matriz ósea como fuera

de ella, en forma aislada.La actividad de la BM]’ también sobrevivea la

alquilación y a la esterilización261.
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La BM]’ se encuentra estrechamente unida a la hidroxiapatita pero

se disocia con una solución tampón consistenteúnicamenteen ión

fosfato a una concentraciónen el rango de 0.18 a 0.2M. Estadisociaciónes

tan consistenteque la BM]’ puede liberarse a partir de la solución

medianteun métodoen seriey entonceses separadade la hidroxiapatita

mediantedecalcificaciónenun sacode diálisis, primero contraHCl 0.IN y

después contra agua. La BMPes ligeramente soluble en HCl 0.02N y

practicamente insoluble en HCI 0.6N conningunapérdidade su actividad

biológica.

Existen diversos métodos para separar la BMP del resto de las

proteínas óseas. Un procedimiento es el que separa la mayoría de las

proteínas con Pm 34 kD, como la osteonectina (que representa el 50% de

las proteínas no-colágenas) mediante la capacidad de solubilización de

éstas en Tritón X-100 02%. La BM]’ es insoluble en Tritón X~1O0169. La

ultrafiltración separa las proteínas con Pmde 14 kD y otras proteínasde

bajo Pmque tienen una alta afinidad por la BM]’. Tras la retirada de estas

proteínas, la BM]’ se hace soluble en agua.

El método más directo de preparación de BM]’ consiste en la

extracción química de hueso desmineralizado con HCl en una solución

de GuHCl 4M. Esteextractoconsisteenunamezclacomplejade proteínas

intra y extracelularesque es extremadamentedifícil de fraccionar. Un

extracto ligeramente más manejable con un alto nivel de actividad BMP

es el que se obtiene a partir de la matriz ósea insoluble o matriz gelatinosa

preparadamedianteextracciónsecuencialde proteínasno-colágenas

relativamente solubles2M, ésto retira aproximadamente un 20% de

proteínasno-BMP. La BM]’ se encuentraíntimamenteunida a agregados

de proteínas insolubles dentro de la estructura conformada de forma muy

densacon uniones cruzadasde la matriz del huesocortical. La BMP se

encuentra dentro de estos agregados de proteínas que van a ser solubles

únicamenteen urea 6M o en Guil-ICl 4M.
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Lf.-TEORIA MORFOGENETICA OSEA

1.- Factoresesencialesen la morfo2énesisósea

La regeneracióndel huesoselleva a cabopor unaasociacióntejido

óseo-médulaóseaque promuevelos intercambiosbioquímicosentre la

matriz del tejido óseoy el estromade la médula ósea174’2~.Los factores

que influyen sobreestaasociacióntejido Óseo-médulaóseason: el índice

de actividadmetabólicarelacionadoconla especie,la edad,los factoresde

crecimiento angiogénicos,el factor de crecimiento derivado de los

macrófagos, otros factores de crecimiento polipeptídicos e interacciones

indefinidas de procesos locales, regionales y sistémicos118’268.

Los requisitosnecesariosparala morfogénesisóseason:

- Célula con codificacióngenéticaparadiferenciarseen células

óseas164’175.

- Interaccionesentreel sustratoinductory lascélulasa inducir175’221.

- Medio ambientefavorableen el queseincluyan todoslos

requerimientos metabólicos, endocrinos, nutricionales y minerales para

el desarrollo de productos celulares especializados220’238.

2- Inducción ósea y morfogénesis

El principio de inducciónóseasignifica más de un fenómenoen el

desarrollo celular. No solo estimula la diferenciación de células

mesenquimalescompetentesen condroblastos,osteoblastosy osteocitos,

sino que también organiza, de manera simultánea, las células

especializadas en un órgano u osículo relleno de células funcionantes de

la médulaósea2~WLa histogénesisculnúnaen la morfogénesisa travésde
una sucesión de interacciones inductivas extracelulares236.
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Lg.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CAPACIDAD DE
RESPUESTAA LA BMP

1.- Indicedeactividadmetabólica

Coulson en 1983~~basándoseen el hechode que el metabolismo

esdiferentedependiendode las especiesevaluóuna serie de parámetros

(frecuenciacardíaca,flujo sanguíneo,índice metabólicobasal, frecuencia

respiratoria y temperatura) que en conjunto forman el indice de

Actividad Metabólica(MAl) tomandocomo punto de referenciael MAl

humano,al cual se le asignaen valor 1, obtieneel MAl de otras especies:

el del perro tiene un valor de 1,58 y esmuy similar al del humano,el de

la rataesde 5,15 y el del ratónde 15,6268.

2.- Característicasdeespecie

Existe controversiaacercade la inducciónóseapor BMP2’~ debido

a que su actividad biológica ha sido estudiadapredominantementeen

roedores,que sonmássusceptiblesa la formaciónósea60’241~250 mientras

que no está claro si es efectiva en animalesmayores5’160’197.La matriz

xenogénicaprovoca una respuestainmune citotóxica que bloquea el

procesomorfogenéticoóseo; sin embargo,por algún mecanismoaún

desconocido,mientrasque en ratonesprovoca una elevadaproducción

ósea,la mismapreparaciónen ratasy conejosproducebajascantidades259.

Heckmany col. en 1991~~ estudiaronel efecto de BM]’ bóvina y BM]’

caninaen un módelopseudoartrosisexperimentalen el radio de perrosy

observaronque la BM]’ canina vehiculizada en poliácido láctico si

producíaimportanteformación óseahastaconseguirla consolidaciónen

tres meses,sin embargola respuestainmunológicaproducidapor la BM]’

bovina, también vehiculizada en poliácido láctico, no producíahueso.

Boyan y coL en 199220 también observaronen pseudoartrosiscaninas

tratadascon BM]’ bóvinay BM]’ caninaque la reparaciónósearequiere

unaBM]’ específicadeespecie.
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Aspenberg y col. en 1988~ no encontraron ningún tipo de

formación ósea en monos adultos a los que se les había trasplantado

matriz ósea autóloga, pero este mismo extracto sí que fué activo en

roedores.Esto podría ser debido a factoresinhibitorios presentesen la

matriz del primatecon pérdidade respuestaen lascélulaso receptoresen

la zona del implante Sharawy en 1990202 estudia el fenómeno de

inducción óseatambién en el primate obteniendosimilares resultados.

Ripamonti en 1991177 llegó a la conclusiónde que los mandrilesposeen

proteínascon capacidadosteoinductivaen su matriz ósea y células

mesenquimalescapacesde diferenciarseen osteoblastos.Miyamoto y col.

en 1993151 estudiaronel efectode BMP obtenidade osteosarcomade ratón

en cámarasde difusión implantadasen los músculosdorsalesde monos

(Macaca fascicularis)y observaronla producciónde huesocon médula

óseaen la superficieen contactocon el huéspedal cabo de seis semanas,

aunqueel huesoinducido fué la mitad del observadoen ratones.Aunque

los monos son menos susceptibles a la formación ósea por

osteoinducciónque los roedores,las razonesque explican el fracasoen

anterioresexperimentospodrían ser dos. En primer lugar, ya que los

monos son menossusceptiblesa la BMP, necesitanmayor cantidadde

proteína para observarun efecto positivo. La segundarazón probable

descansasobre el portador de BM]’; los implantes intramusculares

aisladosde la proteínafracasanen la inducción ósea,mientrasque si es

vehiculizadaen cámarasde difusión permite una liberación mantenida

de BM]’ hacia la superficieexternadel filtro.

3.- Localizacióndel implanteen las diferentesespecies

Los implantesalogénicosde BM]’ en zonasheterotópicasinducen

un volumen pequeñode hueso en perros comparado con el gran

volumen que se produce en ratones, incluso en el caso de implantes

xenogénicos.
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Estas característicasde especieimplican un papelcrítico de las

poblacionescelularesdianaen el lechodel receptor,en respuestatanto a

la matriz óseadesmineralizadacomoa la BM]’268. En especiescon larga

vida e incluso en algunosroedorescomoel cobaya,la BM]’ estáen forma

inactiva244y tiene queser disociadade las proteínasportadorasparaque

estélibre y reaccionecon los receptoresde las membranascelulares247.En

cualquier caso, la capacidadosteogénicadel lecho del huéspedno se

encuentramenosdesarrolladaen humanosqueen rataso ratonesa causa

de traumatismos, infecciones, etc; y si está influenciada por la

susceptibilidadindividual a la osificaciónheterotópica93.

4.- Edad

La edadtambiénpareceinfluir en la cantidadde huesoinducido,

demostrándosecómo la respuestadisminuye con la edad,prácticamente

entodas las especiesestudiadas99’268’.Jergeseny col. en 199l~~ estudiaron

los efectos de la edad sobre la inducción ósea con polvo de hueso

desmineralizado(DB]’) observandoque la osteoinducciónen las ratas de

mediana edad era menor que la observada en las más jovenes.

Curiosamenteel DBP extraido de las ratasde medianaedadtenía mayor

capacidadinductiva que el preparadode los animalesmásjovenes.

5.- Corticoidese inmunosupresores

Ekelund y Nilsson en 1992~~ observaron el efecto de la

Ciclosporina-A en ratassometidasal estímulo osteoinductormediante

matriz óseaalogénicadesmineralizada(ratas) y matriz óseaxenogénica

desmineralizada(conejos).Las reaccionesinmunológicasque retrasano

inhiben la osteoinducciónpuedenser contrarrestadascon ciclosporina-A

de forma que a las ocho semanas,la cantidad de hueso en las ratas

tratadascon matriz óseaxenogénicay ciclosporina-A era igual a la

observada en las ratas tratadas con matriz ósea alogénica.
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Jirattanaphochaiy col. en 1993100estudiaronla incorporaciónde

aloinjertos y BM]’ porcina en conejos a los que se trataba con

metilprednisolona llegando a la conclusión de que ésta inhibía la

formación ósea inducida por la BMP porcina y la incorporación del

aloinjerto óseo.

Lh.- LINEAS DE INVESTIGACION EN EL CAMPO DE LA
OSmOINDUCCION

Los estudios sobre la inducción de la osteogénesisse han

desarrollado a partir de líneas de investigación individuales pero

relacionadas. Una primera línea consiste en estudios clínicos y

experimentalesde reparacionesinducidaspor matriz óseaen defectos

óseos y en pseudoartrosis60’61; los mayores esfuerzos en este sentido se

han dirigido hacia las observacionesde la influencia de la BM]’ en la

reparación de defectos óseos en ratas, perros, monos y

huinan ~ Una

segunda línea de trabajo consiste en las investigaciones bioquímicas sobre

el crecimiento óseo24’25’26~58’109’162 y el estudio de una proteína

morfogenéticaósea120~217’218~250~280;la investigaciónsobrela BM]’ se halla

orientada hacia su caracterizacióny la producción biosintética que

induzca poblacionescelulares25’28’138’270’274’275. La última línea de

investigaciónsería el uso de biomaterialescomo alternativasal injerto

oseoy comovehículosportadoresde BM]’10%150A68192.

1.- Investigacionesclínicasy experimentales

La posibilidad de que la BM]’ pueda inducir el crecimiento y

regeneraciónóseamedianteel implante de matriz ósea128o por una

preparaciónparcialmentepurificada de proteínasno colágenasse ha

evaluado tanto en defectos

~
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como en pacientes con defectos óseos clínicos74’101’102’104’105’172’173~222’280.

JohnsonEE101 en1988 utilizó BM]’ en seispacientescon defectostibiales

segmentariosde 3 a 17 centímetrosy en docepacientescon pseudoartrosis

femoral, desarrollandouna sólida unión medianteel implante de 50-100

mg de BMP-humana(hBMP), en cápsulasde gelatina o en ]‘LA¡]’GA

(copolímerosde poliácido láctico y poliglicólico) e injertos esponjosos

antólogosjunto a una estabilizaciónde la lesión. Uno de los datos más

significativos fué que la hBMP puedeser implantadasin ningún tipo de

efectos perjudiciales, además se sugiere que la hBMP aumenta la

capacidad del lecho del huésped para regenerargrandesdefectos

segmentariosen la diáfisis tibial. E] mismo autor ha utilizado

clinicamenteBM]’ humanapurificada con éxito en el tratamiento de

pseudoartrosisde fémur102 y de tibia1~ en los años 1988 y 1990.

DesafortunadamenteestahBMP purificadaestádisponible en cantidades

limitadas.

Las proteínas morfogenéticas óseashumanasproducidas por

métodos de recombinación (rhBMPs) presentan importantes ventajas

sobre la extraida de la matriz ósea para el uso clínico. ]‘ueden ser

producidas en cantidades ilimitadas y con mayor pureza58. Tras el

aislamiento de siete rhBM]’s en 1988 por Wozney y co1s279, Wang y cols

en 1990275 han demostrado que la rhBM]’-2 induce formación ósea

ectópica en ratas.

Xiaobo y col. en 1993280realizaronun estudioclínico experimental

con gelatina de matriz ósea humana insoluble (hBMG). Despuésde

comprobar la actividad osteoinductiva de la hBMC en ratones se

implantó en 24 pacientesque presentabanfracturas, pseudoartrosiso

retrasosde consolidacióny tumores.La apariciónde huesofué clara en

torno a los dos meses y la curación de las lesiones se produjo en torno a

los 4-6 meses.La respuestainmunológica en los ratonesfué muy baja,

solamentepequeñascantidadesde linfocitos migraron y se acumularon

alrededorde la hBMC, perono evitó la formaciónóseaen 2-3 semanas.
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La antigenicidad del hueso es debida principalmente a los

componentes celulares, proteínas no colágenas y colágeno. En este trabajo,

los componentescelularesy el 95% de las proteínasno colágenasse han

extraido mediantemétodosquímicosy por tanto la poca antigenicidades

debida al colágeno que ya Friedlander55advirtió su poca capacidad

antigénica.

En cualquier caso estas observaciones clínicas sólo representan

una evidencia circunstancial, siendo necesario mayores estudios a doble

ciego, randomizados y multidisciplinarios. En otras series en las que no se

utilizó hBM]’146 fueron incapaces de obtener la unión sin múltiples

operacionesy ademásel promediode tiempo parala consolidaciónfué de

aproximadamenteun año. Si el emplantede hBMP pruebaser un avance

en el tratamiento de enfermedadesmusculoesqueléticasy si se

encuentranportadoresbiológicos adecuadospara la liberaciónde BM]’, el

éxito para las pseudoartrosisy los defectosóseossegmentariossería

prácticamentetotal.

Johnson y col. en 1990105 utilizaron BM]’ humana (hl3M]’) en el

tratamiento de defectos óseos en la metáfisis tibial secundarios a

pseudoartrosis infectadas consiguiendo la consolidación de la lesión en

todos los casosal cabo de 4,4 meses.En dos pacientes,la SM]’ incluía

otras proteínas no colágenasde la matriz ósea (BM]’! NCP) y se

vehiculizaronen poliácido láctico-poliglicólico, en otro pacienteseutilizó

una cápsulade gelatinaabsorbibley en el último caso se añadió a la

cápsulaun compuestode hueso alogénicocorical. No hubo evidencia

clínica ni radiológicade respuestainmunológicaa la BMP/NC]’.

Defectos óseos que no consolidarían de forma espontánea a lo

largo de la vida media de una rata o de un conejo, regenerarán

únicamenteimplantando matriz óseadesmineralizada.Defectosóseos

comparablesen especiescon unavida media mayor, por ejemplo, perros,

monos y humanosno regeneraránsin un trasplantede huesoo BMP y

médulaóseaautóloga.En perros,defectossegmentariosde 2 cm. en el

límite de la tafia crítica, regeneraráncon un implante de BM]’ sin
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necesidadde un trasplantede médula óseasiempreque el sistemade

liberaciónde la BM]’ estéformadopor otrasproteínasno colágenasde la

mátriz ósea y los extremosóseosse encuentrenabiertos con un libre

accesoal estromahematopoyéticode la médulaósea.

Gerharty col. en 1993~~estudiaronla reparaciónde un defecto

osteoperiósticodiafisario de fémur de 2,5 cm de longitud en ovejasen las
quese utilizó la proteina morfogenéticaósehumanarecombinada2 (rh-

BM]’-2) y comprobaron que en el grupo tratado con la proteína

vehiculizadaen matriz óseainactiva de ovejasaparecióconsolidacióndel

defectoa las docesemanas.Ademásno sedetectóningún anticuerpoanti-

rhBM]’-2 probablemente debido a la mayor pureza de esta proteína y a la

similitud en la secuenciade aminoacidoscon la BM]’ ovina.

Kawamura y col.113’114 estudian la formación del callo en la

interfase hueso-periostio en respuesta a la BMP. ]‘ara ello implantan BMP

en cápsulas de gelatina, sola o mezclada con ]‘LA/]’GA en forma granular

o junto a médula ósea, bajo el periostio. Demuestran que éste puede

activarse por células troncalesosteogénicasde la médula ósea y aún

puede activarse más intensamentepor el implante de BMP. Bajo la

influencia de la BM]’, la formación del callo y el desarrollo óseo se

instaura sin ningún tipo de fractura.

Hulth y col.90 demuestrancomo la BM]’ selibera en los extremos

fractuarios del hueso. Este autor observa como los implantes de los

extremosdesmineralizadosde las fracturasde tibia, tomadosendiferentes

intervalos tras las fracturas,se comportaroncomo inductoresóseosmás

potentes que los implantes de matriz ósea desmineralizada en ratas

SpragueDawnley. La neoformaciónóseamás rápida se produjo en los

extremos de la fractura a los ocho días. La cuestiónestribaen cómo el

hueso fracturado es capaz de liberar BMP, que únicamente es accesible

despuésde la desmineralización.La hipótesisde esteequipode trabajoes

que la BM]’ es exudada a partir de los extremos óseos del hueso fracturado

y de forma particulara partir de las trabéculasóseasneoformadasen el

periostio y en la médula.]‘or otra parte,la matrizde las fracturas(excepto



59

en el primer día) podría tener una superficie de contacto mayor con

células potencialmente respondedoras, debido a la presencia de las

trabéculas óseas del callo101.

Yasko y col. en 1992283 estudian el efecto de la rhBMP-2 en defectos

óseos de 5 mmen ratas, observando que en todos los casos se produce

huesoa travésde un mecanismode osteoinducciónentrela 2-4 semanas

y que la cantidad es dosis dependiente.La matriz ósea alogénica

desmineralizadacon guanidinase utilizó como vehículo portadorde la

proteína.

El clonajedel gende la interleukina-1(IL-1) y la disponibilidadde

nL-Delta y nL-Beta humana han animado no únicamente a la

investigación “in vitro de los efectos de pequeñas dosis de rJL-1 sobrela

condrogénesis inducida por BM]’44, sino también a la relación dosis-

respuesta de la rIL-1 sobre ratones con osificación heterotópica inducida

por BMP140. Los trabajosrealizadospor Mahypr y col.140 con nL-lB

muestran que la cantidad total de hueso heterotópico es dos a seis veces

mayor en comparacióncon los implantesde BM]’ bóvina o humanasola.

Las dosis de nIL-1 aumentavisiblementela formación óseacuandose

acompaña del implante de BM]’ alcanzando una meseta con 100

Unidadesinyectadas,la IL-1 sola no produceformaciónóseay la BM]’ sola

produjo menos formación. La IL-1 es un potente estimulantepara la

proliferaciónde osteoclastosy sus célulasprecursoras9’44’66.Estascélulas

en contactocon los osteoblastospuedenliberar o inducir la producciónde

un factor osteoblásticoasociadoo dependientede la BM]’ paraaumentar

la formaciónósea64.Berresfordy col.9 observaroncomo la IL-1 estimula

la proliferación celularósea;sin embargoen condicionesespecíficas in

vitro, la IL-1 también estimula las células óseasresortivas y las

formadoras66.

Gowen66 observócomo la estimulaciónde la reabsorciónóseapor

la IL-1 no era dependientede la síntesisde ]‘G por las células. La IL-1

pareceser un nuevo y distinto agenteresortivo óseo y ademáspuede
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aumentar la síntesis de colágenoTipo 1 y de glicosaminoglicanosen

osteoblastos.

De todo lo anterior sededucequela IL-1 puedetenerun papelde

regulación en el metabolismo del tejido conectivo, por tanto puede

modular tanto los osteoclastoscomo las actividadessintéticasde los

osteoblastosy podría ser en este sentido, uno de los mecanismos

responsablesdel procesode acoplamientoentredestruccióny formación

osea.

Los trabajosde Lindholm128’129 aportanmásdatosa estalínea de

trabajo. Observóque la producción de hueso es mayor en los injertos

compuestosde matriz y de médulaóseaqueen los trasplantesde matriz

ósea o de médula ósea aislados.El fenómeno de neoformación ósea

pareceserinclusomás pronunciadocon implantede célulasde la médula

ósea y matriz ósea desmineralizada.

2.- Situaciónactualde laBMP

Un inconveniente con e] que nos encontramos es la obtención de

muy poca cantidad de BMPa partir de grandes cantidades de hueso. Las

dosis de BM]’ purificada necesariasparainducir la formación óseason

muy altas.Implantesde aproximadamenteII mg de BM]’ humanaaislada

inducecantidadesapenasdetectablesde volumenesde hueso,pero 1 ¡ng

de agregadosde proteínas(que incluyen BM]’) con pesomolecularde 24 y

14 kD inducela formaciónde un relativo gran volumen de hueso,por lo

que es razonable asumir que las impurezas pueden servir como

portadores256. Sin embargo,se necesitande 5 a 10 mg. de BM]’ humana,

impura o purificada, paraobservaruna inducción de formación ósea

visible macroscopicamente.

Otro inconvenientecon el que nos enfrentamoses el hecho de

que el implantede matriz óseapor sí solo es insuficiente.Se ha observado

como los implantes de BM]’ bovina (bBM]’) en los músculos se
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reabsorbenrapidamente.En los ratones,Sato190observócomo la bBMP se

reabsorbió complementamentedentro de las 2 ó 3 semanasy casi

invariablemente indujo la formación de hueso Sin embargo, en los

perros,con un indice de actividad metabólicamucho menor,el implante

de bBMPen los músculos cervicalestambiénse absorbiórapidamentey

fracasóen la inducción de cartílagoo huesoa las 8 semanasdel implante

En resumen,cuandose realizanimplantes de BM]’ sin un portador, la

rápidadesaparicióndel implante, mucho antesde quela respuestaen el

lecho seacompleta,indica quees necesarioun sistemade liberacióny de

soporte calibrado que nos permita obtener un gradiente óptimo de

concentraciónde BPM en el foco.

Las últimas investigaciones se centran en el estudio sobre la

purificación de la BM]’ humana y la extraida de osteosarcomas

murinos28’120’138’218’270’274’275’279y el estudio de la inducción de las

células mesenquimalespara transformarseen condrocitos,utilizando

cultivos tisulares65’107’203’221.Su fin es el de intentarprofundizar en el

mecanismo íntimo de la osteoinducción.

Kataokay Urist en 1993107estudian el efecto de cultivos tisulares

de tejido conectivomusculary médulaóseade ratassometidosa la acción

de BM]’ bovina y otras proteínas no colágenas de la matriz ósea

(BMP¡NC]’). Estos cultivos son transferidos a cámaras de difusión e

implantados en la pared abdominal anterior de ratas. Las dos poblaciones

celulares,despuésde haber sido sometidasa la acción de la BM]’, son

capacesde inducir huesoen el huésped.

Syftestad en 1984208y Beresforden 198910 observaroncomo las

células mesenquimalesen cultivo son capacesde diferenciarse en

condrocitos,pero son incapacesde diferenciarsea osteoblastos.Estas

preparacionesobtenidas‘in vitro e implantadasa un animaldan lugar a

una condrogénesis ectópica y a una posterior osteogénesis249.El

mecanismo por el cual se produce este fenómeno es desconocido271.

Canalis24 demuestraque la BMiP purificada estimula la síntesis de DNAy

la replicación celular en cultivos de fibroblastos pero no estimula una
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función osteoblásticadiferenciadaen los cultivos de órganos.La respuesta

a la matriz óseaosteoinductivatermina “in vitro’ en la condrogénesisy

las condicionesambientalesnecesariaspara la posterior formaciónósea,

unicamente pueden hallarse en el animal vivo, no pudiendo

actualmenteserduplicadaen cultivo137’190’221.

Beresforden 198910 estudióla relaciónde las célulasosteogénicas

con el estromade la médula óseaparacorroborarla hipótesis de que las

célulasde estirpeosteogénica,que incluyen osteoblastosy condroblastos,

derivan de una misma célula indiferenciada del estroma medular en el

organismopostnatal.Realizócultivo de fibroblastosdel estromamedular.

Estos cultivos no demostraron diferenciación osteogénica in vitro’.

Cuando se transplantaron in vivo, en cámaras de difusión mostraron

diferenciación hacía cartílago y hueso. Las colonias de fibroblastos

formadas in vitro” a partir del estroma medular se denominan CFU-F

(unidadesformadorasde coloniasde fibroblastos). Una proporción de

estas CFU-F muestran un gran potencial proliferativo in vitro e in

vivo. Los resultadosdel trabajo apoyan la hipótesis de que existen

estirpescelularespresentesen el estromade la médula óseacapacesde

transformarse en diferentes líneas celulares, incluyendo la línea

osteogénica(condroblastosy osteoblastos)

Mediante el estudio de estos cultivos tisulares se ha podido

demostrarcomo la BM]’ induce diferenciación de las células de tipo

mesenquimal y posiblemente también de los mioblastos a

precondroblastosy condrocitos formándose un tejido cartilaginoso

organizado114”9’, Fig 7

.

3.- Biomateriales

Varias razoneshacenque estalínea de investigaciónocupeun

capítuloimportanteen el estudiode la regeneraciónósea.
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NUEVO CRECIMIENTO
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MUSCULO

CONO DE ACETATO DE CELULOSA

CAMARADE DIFUSION
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NUEVO CRECIMIENTO

C MEmRANADE ACETATO DE CELULOSA

MEDIO DE CULTIVO

Eig~.Z.- Representacióngráfica de un sistemade cultivo de órgano35,114

(A): Aplicación de BM]’ sobreel músculo. (B): Aplicación de BMP en

músculoy enmedio de cultivo. (C): Aplicación de BM]’ sobreel músculo,

a travésde una membrana.

MEaTO OE CULTIVO
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1. Se necesita un material de injerto que soporte el defecto óseo: Si este

materialademássereabsorbieradeuna forma graduala medidaqueseva

reemplazandopor el nuevo huesoinducido (por acción de la BM]’), la

reconstrucción clínica se llevaría a cabo de una manera más efectiva.

2. Se necesita un material de injerto que actúe como vehículo de

transportede la BMP: Se obtienemuy poca cantidadde BMP a partir de

grandescantidadesde hueso;sonnecesarios10 Kg de huesoparaobtener

1 gramo de BMP. Por otra parte las dosis de BM]’ purificadanecesarias

para inducir la formaciónóseasonmuy altas.A estohay queañadirque

la BMPse va a reabsorber muy rapidamente de la zona del implante.

Todos estos inconvenientes nos hacen comprender la inminente

necesidadde la utilización de un biomaterial que actúe como vehículo

portador para esta proteína. Desafortunadamente,la implantación de

BMPpurificada e hidrosoluble sin un portador generalmente no produce

respuesta osteoinductiva debido a la rápida difusión de la proteína del

lugar de inxplantación’57’216. Para solventar este problema, es necesario

un sistema que permita una liberación mantenida de BMP y pueda

manifestar la actividad osteoinductiva de ésta Idealmente, este portador

debería ser inmunologicamente inerte y susceptible de ser absorbido por

los tejidos del huésped. El producto así obtenido constituiría un

importantesustitutodel injerto óseo149.

En resumen, cuando se realizan implantes de BM]’ sin un

portador, la rápida desaparición de éste, mucho antesde que la respuesta

en el lecho sea completa, indica que es necesario un sistema de liberación

y de soporte calibrado que nos permita obtener un gradiente óptimo de

concentración de BM]’ en el foco.

3.a.- Sistemasde soportey su relación con la regeneraciónósea

Se han realizado numerosos estudios con el fin de hallar el mejor

material a utilizar como sistemade soporte.Durantemuchotiempo se
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utilizó el yesocomo materialde relleno de defectosóseos,demostrándose

como sereabsorbíarapidamente‘in vivo pero tenía el inconvenientede

alterarlos nivelesplasmáticosde calcio166.

Otros autoreshan preconizadoque el métodomás simple en los

grandes defectos óseos sería el reimplante de los tumores óseos resecados

después de un proceso de autoclave, lo que nos ofrece igual talla y

forma101 El proceso estandar de autoclave (1210 C, 20 minutos), causa una

reducción moderada de la fuerza de torsión (23%) y de la rigidez (200/o)de

la diáfisis ósea; esto indica que, desde el punto de vista mecánico, el hueso

permanece como un sustituto esquelético adecuado tras el proceso de

autoclaveLa mayorobjeción a estetipo de implanteesqueya sesabeque

va a tener una baja capacidad osteogénica, pues causa una

desnaturalizaciónde las proteinas,incluyendo lógicamentela BM]’128~243.

Kóhler y col.118 realizaron estudios utilizando este tipo de reimplante

tratado mediante el proceso de autoclave, añadiendo además matriz ósea

desmineralizada. Esta indujo la formación de nuevo hueso a lo largo de

la reconstrucciónesquelética,y unavez que se logra la unión del defecto

esquelético, la continuidad ósea prevalece y el hueso viable puede ser

sometidoa cargamecánica.La utilización de matriz óseadesmineralizada

demostróque tiene una importanciadecisivaparala incorporaciónde los

implantes óseos tratados por autoclave68. La reconstrucción de grandes

defectos esqueléticos utilizando unicamente matriz ósea desmineralizada

alogénica o autóloga parece asociarse a uniones incompletas278. El hueso

reimplantado podría actuar como un estabilizador temporal, hasta que se

obtiene una continuidad óseaviable. Sin embargo,hemos de tener en

cuentaque en estostipos de experimentosno sehan investigadotodavía

las reaccionesinmunológicasque puedanacontecercon el uso de hueso

tratado por autoclave y por otra parte, parecenexistir recidivastumorales.

En la pasada década muchos biomateriales sintéticos, incluidas las

cerámicas inertes como las de aluminio y las bioactivas como las

cerámicas de fosfato cálcico (entre las que se incluyen la hidroxiapatita y el

fosfato tricálcico) han sido objeto de investigaciónconel fin de teneruna

alternativaadecuadaal huesoautólogo98”17’119’226’227228.Como sistema
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de soporte,la hidroxiapatita(HPA) implantadaen los defectosóseoscomo

un hueso artificial, proporciona un adecuadosoporte para la nueva

formación ósea5%85’109’192.Sato y col. en 1991192estudiaronel potencial

osteonductivo de BM]’ de conejo, hidroxiapatita, fibrina (fibrinógeno

humano esterilizadoy trombina) y variasmezclasde estoscomponentes

en defectos óseos creados en los cóndilos femorales de conejos.

Observaronque la fibrina es capazde mantenera la BM]’ unida a la

hidroxiapatitay de estaforma facilitar la osteoinducción.En los grupos

que se combinaban los tres componentes, la cantidad de hueso

neoformadopor osteoinduccióny osteoconducción154’265fue mayor que

en el resto, apareciendohueso laminar en contacto directo con la

hidroxiapatitaal cabode las ocho semanas.

Implantes metálicos de superficie porosa se utilizan

habitualmentecomo atroplastiasde sustitucióny el crecimientoóseo en

éstosha sido demostradopor Enghy col.45.Sin embargo,la unión hueso-

implante es mecánciay no química por lo que se ha intentado mejorar

esta unión recubriendo los implantes con hidroxiapatita mediante

plasma-”spray”4’ aunque en los resultados obtenidos no se ha observado

diferencia en el volumen de hueso formado en el implante entre las

prótesis cubiertas con hidroxiapatita y las prótesis porosas de titanio179.En
estalínea de trabajo, Kotani y col.119 en 1992 estudiaronel efecto del

polvo óseodesmineralizado(DB]’) en la unión de hueso neoformadoa

cerámicas bloactivas. El PB]’ contienefactores osteoinductorescomo la

BMP259~279.En este trabajo utilizaron DBP alogénicoque incluían en la

cavidad medular de la metáfisis proximal de conejos y placas

rectángularesde apatita-wollastonitaobservandoque entrelas dosy las

ocho semanas,el huesoinducido por el DB]’ en la cavidadmedular se

unía a la cerámica. Los exameneshistológicos y de microscopia

electrónicade barridodemostraronque estaunión era química mediante

unacapade hidroxiapatita similar a la del huesode forma que al cabo de

25 semanasla resistencia adquirirda por la cerámica y el hueso

neoformadono difería de la del huesointacto.
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Dentro de los porosde HPA proliferaríanlos osteoblastosactivosy

el osteoide evolucionaría a hueso laminar. Sin embargo estudios

histológicos226 han demostradocomo en una gran partede los casoslos

porosde tIPA estabanrellenosde material fibroso.

Varios estudios experimentalesse han realizado utilizando

hidroxiapatita con una porosidad de en torno a las 150-200u en

localizacionesortotópicasy heterotópicas82’83’84”19”67’192,sin embargo

existepocainformaciónsobrehidroxiapatitacon una porosidadde 600p,

similar a la del hueso esponjosode la crestailíaca humana83.Mientras

que la implantación ortotópica en aposición con hueso viable ha

mostradouna clara evidenciadel potencial osteoconductivode ambos
tipos de hidroxiapatita,la implantaciónheterotópicaha descartadosu

potencial osteoinductivo167. Ripamonti176 real izó implantes

intramuscularesde hidroxiapatitacon una porosidadde 600v, obtenido

despuésde la conversiónhidrotérmica del exoesqueletode coral, en

mandrilesadultosy observóla apariciónde huesoen cantidadprogresiva

desde los tres a los nueve meses. Esta morfogénesisósea estaba

intimamente relacionada con condensaciones de tejido conjuntivo y no

aparecióen ningún momentouna fase endocondral.Unaposibilidad que

explicaestaosificacióndirectaesque la osteogenina,proteínaque inica la

diferenciación óseay está presenteen el plasmasea adsorbidaa la

hidroxiapatitay de estaforma comiencela morfogénesisósea176~189.

Se piensa que la HPA porosa tiene una cierta capacidad

osteoconductiva pero no tiene una capacidad osteogénica u

osteoinductivapor si misma176. Si pudiera formarse una cantidadde

nuevohuesodentrode los poros de HPA y pudieraalcanzarseuna unión

más fuerte con el tejido óseo circundante, se podría minimizar la

desventajade la debilidad mecánicaque existe con el uso de la HPA

demasiadoporosa.Con el fin de poder desarrollar una HPA con una

mayor actividad morfogenética,Kawamura y col.110 prepararon un

extractocrudode BM]’ unido a HPA, incluyendola proteinadentro de los

poros del biomaterial.
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Sato y col en 1991192 estudiaron el efecto de la hidroxiapatita, la

BM]’ no purificada obtenida de la cortical desmineralízadade conejo,

fibrina humana (fibrinógeno y trombina humana esterilizada) y

combinacionesde estoscomponentessobredefectosóseoscreadosen los

cóndilos femorales de los conejos Observaron que los compuestos de

hidroxiapatita con BM]’ y los de hidroxiapatita con BM]’ y fibrina

produjeronmayor cantidadde huesoentrelos porosde la hidroxiapatita

que la fibrina o la hidroxiapatitassolas.

3.b.- Como vehículosde transportey distribuciónde BMP

Como vehículosde transportede BM]’ se han utilizado materiales

orgánicose inorgánicos.Urist y col., Lucasy col. y Muthukumarany col.

señalaron la necesidad de desarrollar un sistema de liberación de BMPa

partir de un vehículo natural o sintético que mantenga concentradala

BM]’, que se degrade fisiológicamente y se reemplace por cartílago y hueso

en un relativo corto periodo de tiempo; tejidos preóseos en dos semanas,

cartílago en tres y hueso en cuatro a seis semanas’36’155’262’282 . Además es

deseableque el material compuestotengaconsistenciapara servir de

soporteal defectoóseoy seainmunologicamenteinerte150.

Se han ensayado diferentes tipos de sistemas de liberación y

distribución de BMP. Sato y Urist190 y Lucas136 utilizaron sistemas

naturalesde distribución de BMP compuestosde la matriz proteica del

ácido gamma-carboxiglutámico,colágenoy fosfatocálcico. El agregadode

matriz proteica del ácido junto con la BMP retarda la resorcióny el

desplazamientode BM]’ a partir del lechodel huésped.Con respectoa la

utilización del colágeno, parece que se resuelven los mismos

problemas68”55; se cree que las moléculas de colágeno podrían prevenir la

rápidadifusión y pérdidade las moléculasde BM]’, permaneciendoesta

proteína el tiempo suficiente como para inducir la formación ósea. El

colágeno puede ser demasiado antigénico y se absorbe quizás de forma

excesivamente lenta. Sin embargo, parece ser que la matriz rica en ácido
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gamma-carboxiglutámico,sereabsorbedemasiadorapidamente,o bien es

fagocitadaantesde que tengalugar la transferenciade BM]’ a la superficie

de los receptores de las células diana. El sistema ideal sería aquel en el que

la BM]’ pudiera ser liberadaa partir de un coágulo fibrinoso o de un

fluido seroso durante un período de tiempo suficiente para obtener una

densidadde población óptima de células mesenquimalesmigratorias

respondedorasde BM]’267.

En un estudio realizado por Kawamura y Urist114, se utilizó

fibrina “empaquetadacomo sistemade transportey distribuciónde BM]’.

Este tipo de fibrina se ha utilizado como adhesivo en cirugía

cardiovascular,cirugía nerviosay cirugía ortopédica112”92’193.A causade

las propiedades biológicas y fisiológicas de unir los tejidos vivos y de

proporcionar la hemostasis,pensaronque podría ser de interés su

utilización en este campo de investigación, pudiendo ser un buen

distribuidor portadorbiodegradabledeBM]’.

Otra línea de investigación en este campoes la utilización de

fosfato-betatricálcico (TCP) y de hidroxiapatita (HPA) como sustituos

óseos86’110’116. El TCP y la HPA tienen la ventaja de ser materiales no

biológicos y no inmunogénicos. pero no tienen capacidad osteoinductiva

o reparadora ósea’67, únicamente guían la formación ósea a partir del

hueso huésped281. Como sistemas de liberación de la BM]’, el TC]’ puede

ser mejor que la H]’A ya que ésta no es soluble en el líquido extracelular

‘in vivo. Urist y col.258 implantaron un compuestobiodegradablede

TCP y BM]’ en un músculode ratón y hallaron que la producciónde

nuevo huesofué doce vecesmayor que la de BMP sola. EN 1987, el

mismo autor265implantó un disco de TCP con BM]’ soluble en agua

(TC]’-BM]’) en un defecto craneal de suficiente tamañocomo para no

poder regenerarsede forma espontánea.El TC]’-BM]’ implantado indujo

depósitos de nuevo hueso pero el BE]’ estuvo presente cuatro meses

despuésdel implante. Urist sugiere que es necesario una mayor

investigación en este campo con el fin de encontraruna fórmula de

calcio-fosfatoque puedeser reabsorbiday reemplazadapor huesode

formamásrápiday fácil queel TC]’.
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lyoda y col. en 199396 estudiaron el efecto de condrocitos

cultivados y unidos a hidroxiapatita en la reparación de defectos óseos de

conejo. Los condrocitos se extraían de la cresta ilíaca, se cultivaban

durantedos semanasjunto a bloques de hidroxiapatita porosa con un

tamamiñodeporosde 200g. Al cabode estetiempo se creabaen el mismo

conejo un defecto cubital de 6 mm en el que se colocabael bloque de

hidroxiapatitaqueconteníalos condrocitos.Entrelas 4 y las 6 semanasse

apreciaba un importante crecimiento óseo y a las 13 semanaslos

implantes eran reabsorbidos y rodeados por hueso que contenía médula

ósea Los osteoblastos serían preferibles a los condrocitos, pero su

obtención es difícil cuando se pretenden realizar aplicaciones clínicas en

humanos. Los resultados obtenidos con este estudio sugieren que los

implantes de hidrox’iapatita-condrocitos permiten una fijación y

reparacióntempranaen grandesdefectosóseos.

BÉSstman en 199118 realizó un estudio sobre los biomateriales

utilizados como implantesabsorbiblesen el tratamientode las fracturas

llegando a las siguientes conclusiones:

1.- Muchos compuestosmacromolecularesorgánicoshan sido utilizados

como implantes biodegradables, pero solo el poliácido láctico, el ácido

poliglicólico y la poliparadioxanona poseen las propiedades químicas y

físicasnecesariasparaser utilizadosen el tratamientode las fracturas.

2.- Quimicamerite,estos polímeros son alfa poliésterescompletamente

absorbibles en el tejido óseo y el hueso neoformado es depositado en o

sobreel implantecuandose lleva a caboel procesode degradación.

3.- La degradaciónde estospolimeros ocurre principalmentepor escisión

hidrolítica y en menor proporcióna travésde una acción enzimáticano

específica.La diferenciaen el metabolismofinal de estos polímeros es

pequeñay sus metabolitos finales tras entrar en el ciclo del ácido

tricarboxíloico sonC02y H20 quesoneliminadospor la respiración.La



71

excreción de metabolitos intermedios a través de la orina y las heces es

mucho menos importante.

4.- El pesomolecular, la cristalinidad, las característicastérmicas y la

geometría de los implantes influyen considerablemente en el proceso de

degradación.Un implante de poco espesorsedegradamuchomásrápido

que uno denso.Sin embargo,la degradaciónno implica una absorción

inmediatadel implante

5.- La única complicaciónque presentanestospolímeroses una reacción

inflamatoria inespecífica de cuerpo extraño con abundantescélulas

gigantes fagocitando restos del polímero. Teoricamente,esta respuesta

inflamatoria disminuiría con el uso del poliácido láctico, que presenta

una degradaciónmás lenta que el ácido poliglicólico y el copolímero

poliácido láctico-ácido poliglicólico.

Hollinger en 198380 observó que defectos óseos en tibias de ratas

que contenían un implante del copolímero poliácido láctico-ácido

poliglicólico en un proporción del 50% consolidaron más rápido que

aquellos que no tenían el implante, sugiriendo el potencial

osteoconductivode estosbiomateriales.Schmitz y Hollinger en 1988196

obtuvieronresultadossimilares cuandocombinaron el copolímero con

polvo óseo desmineralizado alogénico.

Nelson y col. en 1977159 fueron los primeros que utilizaron el

copolímeroPLA-]’CA con el fin de evaluarel potencialosteogénicoen la

reparaciónde lesionesóseas,observandounacuraciónde éstas.Higashiy

col77 utilizaron PLA-H]’A para reparar lesiones endocondrales en ratas;

el PLA se reabsorbióen tressemanasy sereemplazópor nuevohuesoque

se formó en contactodirecto con la HPA. Schmitz JP196utilizó los alfa-

hidroxipoliesterespolilácticos (PLA) y el poliglicólico (PGA) como

material de implante para la reparacióndel tejido óseo. Estudian el

potencial osteogénico de un copolímero biodegradable (]‘LA-PGA)

combinado con un huesoalogénicodesmineralizadoen la reparaciónde
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los defectos craneales en conejos. Un posible uso de este polimero es el de

portador de agentes osteogénicos como la BMP.

A pesarde la frecuenteaplicación clínica de materialesmetálicos,

prácticamenteno existenestudiosque combinenla BM? con éstos.Kawai

y col. en 199311)9 estudiaronla capacidadosteoinductivadecompuestosde

titanio y BMP. Utilizaron el titanio debidoa su mayor biocompatibilidad

con respectoa otros metales.Los compuestosestabanformados por

titanio rugosoy BM]’ parcialmentepurificadaqueeraadheridaal metal a

través de una solución gelatinosa y después liofilizada. Los implantes se

realizabanen los músculosdel muslo de ratones.Observaronque no

había diferencia significativa entre la cantidad de hueso formado en el

grupo control (BM]’ sólo) y en el grupo titanio-BM]’ al cabo de tres

semanas. El hueso neoformado estaba en contacto directo con la

superficie de titanio pero no existía una unión química. Cuando la BM]’

se combinaba con hidroxiapatita o fosfato tricálcico, la actividad

osteoinductivade la BMP se ve aumentada110,comparadocon estasdos

cerámicas,el titanio mostróen estetrabajo un áreade neoformaciónósea

ligeramentemás pequeña.La liberación de ionesde titanio del implante

no inhibieron la osteoinducción El resultado final del estudio fué

satisfactorio pudiendo utilizarse el titanio como un portador de BMPque

no altera la capacidadosteoinductivade ésta y además poseemejores

propiedadesmecánicasque las cerámicasparasuusoen el tratamientode

grandes defectos óseos.

En recientes estudios, SanRomány col.209Y 210 han analizadoel

interésen Ortopediade diferentesbiomateriales.Pihlajamáki y col. en

1992168 realizaronun estudio clínico en el que utilizaron agujasde

poliácido láctico de 250 kD en el tratamiento de fracturas y osteotomías de

huesosque no teníanque soportarcargasaxiales No observaronsignos

inflamatoriosde cuerpoextrañoy en dos casosen los que se realizóuna

biopsia al cabo de 20 y 37 mesesno observaronresposdel biomateríal.

Miyamoto y col. en 1992149 evaluaronpolímeros de poliácido láctico

(PLA) con diferentespesosmolecularescomo portadoresde BMP. Para

ello utilizaron BM]’ parcialmente purificada obtenida de osteosarcoma
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murino y polímerosde PtA conpesosmolecularesde 105000,21000,3300,

650 y 160d.Los compuestoscontenían4 mg deBMP hidrosolubley 100 mg

de uno de los polímerosy se implantaronen los músculosdorsalesde

ratones. Los compuestos PtA105000IBM]’, PLA21000/BMP,

PLA3300/BMP y PLA16O/BMP no indujeronformaciónósea;PtA105000,

PLA21000y PLA3300dieron lugar a una reacciónde cuerpoextrañoy/o

reacción inflamatoria crónica, y PtA160 produjo una necrosistisular

PLA6SO/BMP indujo formación de cartílago en una semana y huesocon

médula óseahematopoyéticaen tres semanas,siendo completamente

reabsorbidosDe este trabajo se deduceque solo el PtA650 puedeser

utilizado como portador de BM]’.

Casteleyn y col. en 199227 realizan un estudio comparativo en la

fijación de fracturas de la extremidad distal del radio tratadas con agujas

de Kirschner y de ácido poliglicólico. Los resultados funcionales al cabo de

seismesessonmejoresen el grupode lasagujasde Kirschnerdebido a las

reacciones inflamatorias de cuerpo extrañó que produce el ácido

poliglicólico, lo que unido al alto coste de este biomaterial supera la

ventajadeno tenerque retirar el materialde osteosíntesisy por tanto los

autoresdesaconsejansu uso en estasfracturas.Bóstmany col en 199219

utilizan tornillos biodegradables de ácido poliglicólico en osteotomías

femorales de conejos y estudian el proceso de reabsorción del implante.

Los primeros signos de degradación aparecen a las seis semanas

acompañado de una reacción inflamatoria de cuerpo extraño inespecífica.

Al cabo de 36 semanas se produce la reabsorción completa del biomaterial

y se observa una cavidad osteolítica rellena de un tejido de granulación

laxo en el lugar que ocupaba el tornillo en algunos animales, mientras

que en otros aparecela cavidad rellena de un tejido óseo trabecular. El

patrón de respuesta al ácido poliglicólico es altamente variable lo que

hace cuestionable su uso clínico en dispositivos de fijación interna de

gran volumen.

Heckmany col. en 1991~~ estudiaronla actividad de implantes

cilíndricos de poliácido láctico (no hacenreferenciaal pesomolecularde

éste) como portador de BM]’ purificada102’259 en un modelo de
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pseudoartrosisen el radio de perros. Observanque los implantes del

biomaterial sin BMP producenunapequeñacantidadde huesoal cabode

los tresmeses,persistiendoen este momentoresto del biomaterialpor lo

que puedeafirmarse que actua como osteoconductor.En el grupo de

poliácidoláctico-BM]’ caninaseobservóun incrementosignificativo e la

formaciónde huesopero no ocurrió igual si la BM]’ era bovina,de lo que

se deduceque el poliácido láctico actúacomo un portadorde la proteína

pero que existeuna respuestaespecíficade especieal menosen los perros.

1.1.- INFLUENCIA DE LAS CITOQUINAS EN LA RESPUESTA
DEL TEJIDO ESQUELETICO

Aunque no han sido objeto de nuestro estudio,una breve reseña

sobreestasmoléculasse hacenecesariadebido al importantepapel que

representanactualmenteen la iniciación y control del crecimiento y

desarrollo del tejido esqueléticoasí como en la regulación de la

remod el ación ósea28~93’94~211’275.

Las citoquinas se definen como productos solubles liberados a

partir de una célulay quepuedenmodularla actividad de otras células

jugando un papel critico en la comunicación celular279.

Las citoquinas pueden presentar múltiples actividades biológicas y

compartir propiedades funcionales comunes.Basadoen estaaseveración,

el término citoquina ha sido utilizado de una forma más general para

incluir sustanciasoriginalmentedescritascomo factoresde crecimiento,

comopor ejemplo, las interleuquinas,linfoquinas,etc.24’257.

Las principales citoquinas que parecenjugar un papel sobreel

tejido esqueléticoincluyen factores que previamentese han descrito

como monoquinaso linfoquinas tales como iriterleuquina-1 (IL-Il),

factor de necrosistumoral (TNF-alfa y Beta) e interferon-gamma(IFN-
gamma), factoresestimulantesde colonias y factoresde crecimientoy
diferenciación que incluyen factoresde crecimientotransformantesalfa
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y beta(IGE alfa y beta), factor 1 de crecimientoinsulina- like (IGF-I),

factor de crecimiento derivado de las plaquetas(PDGE) y factor de

crecimiento fibroblástico (FGF), que han sido mencionados

anteriormente.

Todos estos factores o citoquinas van a intervenir, por vía

paracrinao autocrina,en la formación,desarrolloy remodelaciónósea.
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QDJETWQS

La técnica de aislamiento de BM]’ ha sido conseguidacon

anterioridaden nuestrogrupoy comprobadosu eficacia35 Con el fin de

disponer de un portadorpara la BM]’ y un soporteestructuralpara el

crecimiento óseo se ha elegido la hidroxiapatita en bloques cilíndricos

porosos recubiertos de BM]?. Estos cilindros ocuparían el espacio creado

en los fémures de ratas tras la resección de un segmento central diafisario

de 1.5 cm de longitud. Para excluir la posibilidad de neoformación ósea a

partir de las células osteoprogenitorasde la médula óseaes necesario

ocluir el canal medular de los extremosóseosmedianteun sistemaque

sirva al mismo tiempo como medio de osteosíntesis estable. Un alambre

de ácero inoxidable con forma de omega’ cumpliría estos requisitos con

los que se completa el modelo experimental a utilizar.

En definitiva los objetivos a seguir son:

1- Puesta a punto del modelo experimental en ratas, que debe reunir

las siguientes características:

- Creación de un defecto óseo lo suficientemente grande como

para no permitir una regeneración espontánea del defecto.

- Oclusión perfecta de los canales medulares con el fin de que

las células osteoprogenitoras de la médula ósea del huésped

no puedan colonizar el implante.

2.- Estudio del fenómeno de inducción y reparación ósea en los

diferentesgruposanalizados

La regeneracióndel defectoóseocreadomedianteosteoinducción

mediadapor BM]’ y la asociaciónde hidroxiapatitasupondríaun gran

avance hacia la resolución de los grandes defectos óseos.
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HIPOTESIS DE TRABAIO

Si la BM]’ ha demostradoserun agenteosteoinductorde forma

aislada,su asociacióna un portadorsupondráuna mayor regeneración

ósea.

Si la hidroxiapatitaha evidenciadoser un material osteoconductor

en defectos intraóseos, entonces su aplicación en un defecto óseo que no

seregeneraríaespontáneamentecomportaráuna respuestasimilar.

Si el poliácido láctico de bajo peso molecular es un material

biodegradable y ocupa los espacios porosos de un cilindro de

hidroxiapatita, estos espacios serían susceptibles de ser ocupados por

tejido óseo neoformado.

Si asociamos un material inerte con capacidad adhesiva

(polimetacrilato de metilo) que permita configurar una estructurade

hidroxiapatita porosay resistente,estascondiciones estructuralesse

mantendrán en el tiempo tras someterse a carga libre por parte del

a ni mal.

Un defecto óseoque no se regeneraespontáneamentey se ocupa

por un “composite” (compuestode varias sustanciasque interaccionan

entre sí) formado por hidroxiapatita (material osteoconductor), poliácido

láctico (material biodegradable)y polimetacrilato de metilo (material

adhesivo)supondráun soporteestructuralpara el crecimientoóseo.Si

este composite ademáses capaz de vehiculizar la BM]’ (agente

osteoinductor) tendremos los componentes necesarios para la

regeneraci;ondel defectoóseocreado.



II. MATERIAL Y METODOS
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experimentaciónanimal: Real Decreto 223/1988 de 14 de Marzo sobre

protecciónde los animalesutilizadosparaexperimentacióny otros fines

científicos, BOE del 18-3-1988y el Instrumento de Ratificación del

Convenio Europeosobreprotecciónde animalesvertebradosutilizados

con fines experimentalesy otros fines científicos.Se han cumplido las

líneasdirectriceseuropeasrelativasa enjauladode pequeñosroedores,

tanto en lo queserefiere a la superficiemínima del suelo de la jaula y la

altura, como en la superficie mínima del suelo de la jaula en relación al

pesode la rata. Dichasdirectricesprocedende la directiva del Consejo

Europeo 86/609/CEE de 24 de Noviembre de 1986, relativa a la

aproximación de las disposiciones legales, reglamentarias y

administrativasde los Estadosmiembrosrespectoa la protecciónde los

animalesutilizados paraexperimentacióny con fines científicos, Diario

Oficial de la ComunidadEuropeade 18-12-1986.

Tras la intervenciónquirúrgicalos animalesfueron estabuladosde

manera individual sin tratamientopostoperatoriodejandocomida y

bebida ad libitum

II.c.- PREPARACIONDEL IMPLANTE

1.- Preparaciónde los cilindros

Partiendo de hidroxiapatita en esferasde 500p de diámetro

suministradaspor la Dra. Isabel Lopez Valero (OSTEOSYNTH®) se
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ILd- TECNICA QUIRURGICA

Las intervencionesquirúrgicasse realizaronen los quirófanos de la

Unidad de Medicina y Cirugía Experimentalesdel Hospital Universitario

SanCarlosde Madrid.

La anestesiaserealizamediantela inhalaciónde éteren una campana

de vacío hastaadormeceral animal tras lo cual se le inyecta en el muslo

derechouna mezclade 20 mg de diacepam(Valium®), O.25mgde ketamina

(Ketolar®) y lmg de atropina,a razónde 1cm3 porcada300gdepeso.

Con el animalanestesiadoseprocedea rasurarsu extremidadinferior

izquierday seaseptizala piel conpovidonayodada(Betadine®).Tras realizar

una incisión cutáneasiguiendoel eje longitudinal del fémur se diseca el

espacio fascial entre los músculosglúteo superior y bíceps femoral para

accederal cuádricepsfemoral que se desinsertadel fémur entre el recto

femoral y el vasto externo.Se desperiostizauna longitud aproximadade 2

cm de la diáfisis femoral en todo su perímetroparaprocedera resecarun

cilindro óseoen el centrode la diáfisis de 15 mm de longitud, utilizando para

ello una s¡erra.

El alambrede aceroinoxidable con forma de “omega se introduce en

la cavidad medular de ambos fragmentos óseos con el fin de mantenerlos a

distancia evitando los componentesrotacionales y consiguiendo la

obturacióntotal de éstos, Fig 17. Esta técnica no precisaningún soporte

externoy es perfectamentetoleradapor el animal.

Tras la colocacióndel enclavadoendomedularsecompruebala solidez

del montaje procediendoal cierre de la heridaquirúrgica del plano fascial

con suturareabsorbibledecatgut3/O y la piel conseda3/O.
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Ile.-GRUPOSDEESTUDIO

Parala realización de este estudio se dividieron los animalesen los

siguientesgrupos:

GRUPO1 o GRUPOCONTROL:Reseccióndeun defectoóseocilíndrico de 15

mm de longitud en el fémur izquierdo e inmovilización con un alambreen

‘omega 10 animales por cada período estudiado (total 30 casos).

GRUPO2 o GRUPOBMP: Resección de un defecto óseo cilíndrico de 15 mm

de longitud en el fémur izquierdo que serellena con un implante de 25 mg

de BMP dentro de unacápsulade gelatinadel número5. Inmovilización con

un alambreen omega”. 10 animalespor cadaperíodoestudiado(total 30

casos).

GRUPO3o GRUPO “COMPOSITE”: Resecciónde un defectoóseocilíndrico

de15 mm de longitud en el fémur izquierdo que se rellena con un cilindro

cuyaestructuraestáformadapor hidroxiapatita,poliácido láctico debajo peso

moleculary polimetacrilatode metilo. El pesomedio es de 129 mg (mínimo

de 90 y máximo de 152 mg). Inmovilización con un alambreen omega. lO

animalesporcadaperíodoestudiado(total 30 casos)

GRUPO4 0 GRUPO “COMPOSITE CON BMP: Resección de un defecto

óseocilíndrico de 15 mm de longitud en el fémur izquierdo que se rellena

con un cilindro igual al del Grupo 3 recubiertocon BM]’ en cantidadesque

oscilanentre 13 y 45 mg Inmovilización con un alambreen omega. 10

animalesporcadaperíodoestudiado(total 30 casos).

II. f.- TOMA DE MUESTRAS

El sacrificio de los animalesse llevó a caboen diferentes períodos de

tiempo con el fin de observar los cambios radiológicos e histológicos del
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implante. Se realizóel sacrificio a la segunda,sextay duodécimasemanade

la intervenciónparacadauno de los grupos

La técnicaempleadaparala muertedel animal fué una sobredosisde

éterpor inhalación,introduciendoal animalen unacampanade anestesia.

Tras la toma de muestrasse procedea la extracción del fémur

izquierdocon las partesblandasque rodeanel defectoóseocreado.

IIg.- EVALUACION RADIOGRAFICA

Tras la toma de muestrasse realiza el estudioradiográfico utilizando

placasde máximasensibilidadde mamografía.

II.h.-ESTUDIOMACROSCOPICODELOSIMPLANTES

Tras la extracciónde la piezaseobservany anotantodos los detallesde

interés(existenciade fibrosis, osículos,etc).

La fijación se realizade forma inmediataen formol neutroal 10% para

la realizaciónde microscopiaóptica.

Composicióndel formol tamponadoal 10%

Formol al 40%: 100 ml

Agua destilada:900 ml

Fostatosódicomonobásico1M: 4 gr

Fosfatosódicodibásicoanhidro:6,5 gr
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II.i.- ESTUDIO MICROSCOPICODE LOS IMPLANTES

Las piezasfueron sometidasa decalcificación en ácido nítrico

concentradoal 70%, tras lo cual se procedióa la inclusión en parafina

siguiendo la metodologíaconvencionalen un aparato de inclusión

automática(Autotechnicon®).

Con las piezasmontadasse realizaroncortesde 3 a 5 micras de

grosorefectuándoselas siguientestinciones:Hematoxilina-Fosinay PAS.

1.- Técnicade tinción canHematoxilina-Fosina

- Se desparafinaen Xilol haciendodospasesde 10 mm cadauno.

- A continuaciónseintroduceen alcohol de 96” durante7 a 10 mm.

- Se Javaen aguacorriente.

- Se pasaa Hematoxilinadurante15 a 20 mm.

- Se lavacon aguacorrientey sedejaen la mismahastavirar.

- Se pasaa Eosinadurante2-3mm.

- Se lavacon aguacorriente.

- Se introduceen alcoholde 96” durante5-7 mm.

- Posteriormentesepasaa alcohol absolutodurante10 mm, a Carboxilol

otros io mm y a Xilol otros 10 mm.

- Finalmentese realiza el montajeen bálsamo.

2.- TécnicadeUnciónconPAS (ácidopervódicode Schiff)

:

- Se desparafinacon Xilol.

- Se hidratacon alcoholesregresivos.

- Se introduceen ácido peryódicode Schiff durante10 mm.

- Se lavaen aguacorriente10 mm.

- Se pasaa leucofucsina5 mm.

- Posteriormentesepasaa bisulfito sódicodurante10 mm.

- Se Javaen aguacorrientedurante10 mm.

- Se pasaa hematoxilinadurante3 mm.
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- Se lava en aguacorriente.

- Se deshidratapasandopor alcoholesprogresivos.

- Se montaenbálsamo.



III. RESULTADOS
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III.- RESULTADOS

En 7 ocasionesse realizó la técnica de aislamiento de la BMP a

partir de 14 Kg dehuesocorticalde ternerasdemenosde 1 añode edaden

tandasde 2 Kg. obteniendo1825 mg de BMP. Es decir a partir de 1 Kg de

huesocortical de diáfisis de vacaseha obtenido un extractoliofilizado de

130,3mg de BMP. De la globalidadde BMP obtenidaaparecióinducción

óseaen músculode ratón en un 67% de los implantes,Tabla IV

.

TABLA IV
Inducciónóseaenratones

Periodo

Postimplante Implantes

Inducc.

Osea

Fracasos

Infecc. Causa

Descon.
7 dias 5 (3) 60% (1) 20% (1) 20%

14 días 5 (3) 60% (1) 20% (1) 20%

21 días 5 (4) 80% 0 (1) 20%

Total 15 (10) 67% (2) 13% (3) 20%

liLa.- ANALISIS MACROSCOPICO

En e] Grupo BMP, los especímenesque presentabaninducción

ósea,18(60%),Tabla V en los estadiosmás precoces(2-6 semanas),el

material presentabauna consistenciafirme y estabaformado por tejido

cartilaginoso.En las muestrasde más larga evolución (12 semanas),el

tejido óseofue notable.
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TABLA V
Inducciónóseaenratas

Período

Postimplant.

Control BMP COMPOSITE COMPOSITE

BMP

2 sem.

(10 ratas)

0% (6) 60% 0% (6)60%

6 sem.

(10 ratas)

0% (6) 60% 0% (7)70%

12 sem.

(10 ratas)

0% (6) 60% 0% (9)90%

Total 0% (18)60% 0% (22)73.3%

En los Grupos “composites” con/sin BMP no se apreciaron

diferenciasmacroscópicasen su disecciónen todaslas muestras,si bien en

dos especímenesapareció una unión sólida a los extremosóseosdel

huesped.

En el GrupoControl el defectoóseofue ocupadopor tejido fibroso.

En las muestrasdel Grupo BMP que no presentaroninducción ósea, 12
(40%), íjÁkhVI el aspectofue similar al GrupoControl.

En las muestrasde los Grupos “composites”con!sin BMP que no

mostraron ningún tipo de inducción ósea, 38 (63.3%), Tabla VI el

implante semanteníainerte envueltopor una cápsulafibrosa alrededor

del defectoóseosin adherirsea los extremosóseosdel huesped.
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TABLA VI
Fracasode la inducciónóseaenratas

Grupo Infección Fallo Técnica Desconocida

Grupo 1

(CONTROL.30 ratas)

(5) 16.6% (1) 3.3% (24) 80%

Grupo 2

(BMP.3O ratas)

(2) 6.6% (2) 6.6% (8) 26.6%

Grupo 3

(COMPOSITF.30ratas)

(1)3.3% (2)6.6% (27)90%

Grupo 4

(COMPOSITF-BMF.30ratas)

(1)3.3% (1)3.3% (6)20%

Total (9)7.5% (6)5% (65)54.1%

Las muestrasque presentaroninfección en los Grupos Control,

5(16.6%),Tabla VI y BMP, 2(6.6%), ii=khÚ¿I presentaronun aspecto

encapsulado,fusiforme unido a los extremos óseos del huespedy

conteniendo en su interior un material caseoso amarillento. Los

extremosóseosdel huespedse habíanreabsorbidoparcialmente.En la

infección en los Grupos “composite” con/sin BMP, 2(3.3%), Tabla VI

presentabantambiénun aspectoencapsulado,amarillentocon un líquido

serosoen el que nadaba” el implante desprendidodel alambreen

omega

El fallo técnico, común en todos los grupos, 6(5%), Tabla VI

consistió en una osteolisisendomedularen los extremosdel alambreen

omega queocasionóuna angulacióndel fémur y en algunoscasosuna

fractura del mismo.

En los grupos que conteníanBMP se presentóuna ausenciade

inducciónóseaporcausadesconocidaen 14 casos(23.3%),Tabla VI

.
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Il1.b.-ESTUDIORADIOLOGICO

En el GrupoControl no se observóningdn tipo de formación ósea

radiolágica en ninguno de los períodosobservados,Fig. 18. En el Grupo

BMP, en el día 14 se pudo apreciaruna cierta trama radiopacaque fué

consolidándoseen los siguientesperíodosde tiempo. A las 6 semanasde

la intervención la neoformaciónóseaen el defecto va haciéndosemás

evidente. A las 12 semanasde su realización,destacala existenciade una

neoformaciónóseaen el defectorea]izadoen el fémur de la rata,Hg. 19

.

Fig. 18.-Grupo Control Imagenradiológicaa las 12 semanas.

88 DIAS
Fig. 19.- Grupo BMP. Imagenradiológicaa las 12 semanas.
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En el Grupo “composite” la imagen radiológica típica es un

cilindro porosoy radiotransparente,Fig. 20. En el Grupo “composite” con

BMP se observóun cilindro de aspectomás radioopacoquese mantenía

alineado en el eje femoral con imágenessugerentesde fusión con e]

huesodel huesped,Fig. 21

.

flg. 20.- Grupo “composíte”. imagenradiológicaa las 112 semanas.

Imagenradiológica a las 12Fig. 21.- Grupo “co¡nposite” con BMP.

semanas.
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III.d.- INCIDENCIA DE INDUCCION OSEA

Cuandosellevó a caboel análisisde comprobaciónde la eficaciade

la BMP en ratón se encontró, mediante estudios radiológicos e
histológicos, que el porcentajede implantesque provocaroninducción

óseafue completao nula, esdecir no hubosituacionesintermedias.

La inducciónóseaaparecióentreun 60-80% y fue mayor a medida

que aumenta el período postimplante, Tabla IV

.

Cuandoseestudióel GrupoControl no seencontróinducción ósea

en ningunode los especímenesestudiados.Por otro lado sepresentaron5

casosde infección (16.6%); 1 caso(3.3%),tuvo un fallo de técnicay en 24

de los 30 especímenesestudiados(80%) se describió un fracasode causa

desconocida,TablaVII

.

Evaluación de la
TABLA VII

inducción óseaen el Grupo Control

Periodo

Postimpí. Implan.

Inducc.

Osea

Positi.

Fracasos

Infecc. Fallo

Tecn.

Descon.

2 sem. 10 0 (2) 20% 0 (8) 80%

6 sem. 10 0 (2) 20% 0 (8) 80%

712 sem. 10 0 (1) 10% (1)10% (8) 80%

Total 30 0 (5) 16.6% (1)3.3% (24) 80%
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En el Grupo BMP aislada apareció hueso en 18 de los 30

especímenesestudiados,lo querepresentaun 60% de los casos.Dos de las

muestraspresentaroninfección, 6.6% y en un 6.6% tambiénde los casos

se describieronfallos técnicos.Estos consistieronen movilización del

alambreen “omega” con osteolisisen los extremosdel huesoy salidadel

mismo en un caso. Por último en 8 de las muestras,26.6%, aparecieron

fracasosde causadesconocida,Tabla VIII

.

TABLA VIII
Evaluaciónde la inducciónóseaenel GrimaBMP

Periodo

Postimpí. Implan.

Inducc.

Osea

Positiva

Fracasos

Infección Fallo

Técn.

Descon.

2 sem. 10 (6) 60% (1) 10% (1) 10% (2) 20%

6 sem. 10 (6) 60% (1) 10% (1) 10% (2) 20%

12 sem. 10 (6) 60% 0 0 (4) 40%

Total 30 (18) 60% (2)6.6% (2)6.6% (8)26.6%

En el grupode estudiodondeel implante consistió en únicamente

hidroxiapatita,poliácido láctico y polimetacrilato de metilo aparecieron

tractosconjuntivos con vasosque disocianlos diferentesbiomateriales

sin presentaren ningún caso trabéculascalcificadas.En un especímen

aparecieronsignos histológicos de infección, 3.3%; dos casos se

atribuyerona fallos de técnica,6.6% y en un 90% de los especímenesel

fracasono sepudoatribuir a causaconocida,TablaIX.y Fig. 23
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TABLA IX

Evaluacióninducciónóseaen el Grupo •tcompositetl

Periodo

Postimpí. Implan.

Inducc.

Osea
Positiva

Fracasos

Infecc. Fallo

Tecn.

Descon.

2 sem. 10 0 (1)10% 0 (9)90%

6 sem. lO 0 0 (1)10% (9)90%

12 sem. 10 0 0 (1)10% (9)90%

Total 30 0 (1)3.3% (2)6.6% (27)90%

Por último en el grupo de estudio dondese implantó el cilindro

con BMP apareció en 22 de los 30 animales estudiados,73.3%, una

estructuratrabecularcalcificada que disocia el biomaterial con depósitos

de calcio unidos a un material PAS positivo que indica la presenciade

mucopolisacáridos.Esta estructura trabecular es idéntica al hueso

trabecular,Figs26 y 27. Aparecenciertaszonasdel cilindro sin reabsorber

y entre las trabéculascalcificadasaparecetejido conjuntivo con gran

proliferaciónvascular.Sólo en 1 casosepudo apreciarinfección y en otro

casofallo de técnica.En un 20% de los animalesestudiadosaparecióun

fracasode causadesconocida,TablaX

.

La cantidaddeBMP aportadaal cilindro osciló entrel3mg y 45mgy

el peso global del cilindro osciló entre 9Omg y 152mg. Analizados

individualmente los resultados histológicos y radiológicos de los

diferentesespecímenesno aparecierondiferencias en relación con la

cantidadde BMP, el pesodel cilindro y la proporción de la BMP en el

cilindro. Si existió un mayor indice de respuestaen el grupo de las 12

semanas,90% de respuestapositiva.
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TABLA X
Evaluación inducción óseaen el Grupo “composite”-BMP

Periodo

Postimpí. Implan.

Inducc.

Osea

Positiva

Fracasos

Infección Fallo

Tecn.

Descon.

2 sem. 10 (6)60% (1)10% 0 (3)30%

6 sem. 10 (7)70% 0 (1)10% (2)20%

12 sem. 10 (9)90% 0 0 (1)10%

Total 30 (22)73.3% (1)3.3% (1)3.3% (6)20%
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IV.- DISCUSION

El aislamientode la BMP segúnel método tradicional descritopor

Urist235’254’259,queesel que seha seguidoen el presenteestudiosupone

un métodocostosoen tiempoy esfuerzo.Hay que recordarque de 14Kg de

hueso cortical bovino se han obtenido tan sólo 1825mg de BMP. El

aislamiento a partir de huesobovino de un año de edaddirectamente

obliga a pasosde laboratoriodeuna duraciónaproximadaa 115 días. Todo

estoinfluye en la variabilidad de la respuestaosteoinductiva.

Para solventar estos problemas autores como Wang274’275,

Wozney279, Celeste28, Takaoka218y Luyten138 han dedicado sus

esfuerzosa purificar y caracterizarla secuenciade polipéptidosde la BMP

con capacidadosteoinductiva.En la actualidad, se han llegadoa aislar7

péptidosdiferentesde BMP humanas,sobrehibridacionescon sondasde

DNA, BMP-1, BMP-2(BMP-2A), BMP-3, BMP-4 (BMP-2B), BMP-5, BMP-6 y

BMP-7. Seisde estasBMP
5 (BMP5 2-7) sehan identificadocomomiembros

de la familia TGF-beta. Esto ha hechoaumentarla eficacia osteoinductiva

significativamenteen un porcentajemayor de muestras.Recientemente

se ha podidosaberque los pesosmolecularesde algunosde estospépidos

estabandentro del mismo rango que la BMP descrita por Urist y

col.
243’259.

En el momentoactual,Takaokay col, en 1993217, han purificado y

caracterizadouna fracción proteicade osteosarcomamurino (tipo Dunn)

capazde inducircartílagoy hueso.El implante intramuscularde tan sólo

2Ong de la proteínapurificada junto con 2mg de colágenocutáneopuro

comoportadorinducenhuesoectópicoen ratonesal cabode dos semanas.

El pesomolecularde la proteínapurificadafue de32 kD traselectroforesis

en gel de poliacrilamida. Esta proteína, pudo dividirse en dos

subunidadescon la misma secuenciaparcial de aminoácidosque era

idénticaa la hBMP-2B (BMP-4) que formapartede la familia del TGF-beta.

El mismo autor218utilizando estasecuenciade aminoácidoscodificó una

sondade DNA complementario(cDNA) que fué ampliaday transferidaa

células de ovario de hamsterchinos. Estascélulas fueron capacesde
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producir una proteína que implantada junto con colágeno puro como

portador indujo osículos ectópicosen ratonesa las dos semanas.La

secuenciade nucleótidosdel cDNA y la secuenciade aminoácidosa la que

dabalugar fueron homólogosa la hBMP-4 (hBMP-2B).

Con los métodosqueestána nuestroalcanceactualmenteno se ha

podido realizarunapurificación de la proteina morfogenéticaósea.En el

presentetrabajo,una vez evaluadala función de la BMP en ratón se han

alcanzadoporcentajesde inducción que oscilan entre un 60 y un 80%,

dependiendodel tiempo de implante en el ratón Tabla IV En el modelo

experimentalrealizadoen ratasla respuestafue de un 60% en el Grupo

BMP y de un 73.3% en el Grupo“composite” con BMP, TablaV

.

El animal elegido en este trabajo fue la rata porque ofrece las

ventajas de su bajo coste, el conocimiento de sus reacciones

osteorregeneradoras35y la fácil reproductibilidad del experimento.Por

otro lado presentael inconvenientede la disparidadde extrapolaciónde

resultadosa vertebradossuperiores.

La creaciónde un modelo experimentalválido que se adaptaraa

los requerimientosnecesariosen la hipotesisde trabajo de estaTesis ha

pasadopor varios estudiosque acabaronen fracasos,fundamentalmente

debido a que la creación de una estructura porosa y a la vez

suficientementeresistentees difícil de conseguir. Numerosaspruebas

utilizando cilindros de hidroxiapatitafinalizaron con una rotura de éste

cuandosealcanzabala porosidadnecesariaparael crecimientoóseo.

En el presenteestudiose ha utilizado un “composite’ formado con

hidroxiapatita, polimetacrilato de metilo y poliácido láctico. La

motivación es lograr un “andamio” sobre el cual las propiedades

osteoinductivasde la BMP incrementensu eficacia. Para lograr esta

premisa se precisaque el biomaterial se adaptea la forma del defecto

creado(cilindro de lSmmXSmm),forma cilíndrica. Ademásdebeofrecer

una porosidadpor la cual se permita el crecimiento del nuevo tejido y

manteneruna resistencia mecánica suficiente. Con este fin se han
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combinado la propiedad osteoconductorade la hidroxiapatita96, la

adhesivadel polimetacrilatode metilo y la biodegradacióndel poliácido

láctico de bajo peso molecular209’210.Al ser reabsorbidoeste último

quedanvacíoslos poros del cilindro y sepermiteel crecimientoóseo.

La creaciónde un defectodiafisario de lSmmXSmmha demostrado

serde suficientedimensióncomo para evitar la regeneraciónespontánea

como así lo demustranlos resultadosobtenidosen el Grupo Control,

Tabla V. La colocacióndel “composite”en el defectoóseoha mostradosu

capacidadparamantenerseintacto a pesar de la carga inmediata del

animal sin ningún soporte externo aunque no se haya observado

ningunarespuestaosteoinductiva,Tabla V

.

La técnica de estabilización con alambre en “omega” tan sólo

fracasóen 6 animales,5%, Tabla VI. Este fracasose debió en todos los

casosa una osteolisisalrededorde los extremosdel alambreque produjo

una fractura femoraly angulacióndel hueso.El hechode que en ningún

animal del Grupo Control aparecierahueso regeneradoen el defecto

demuestra que se consiguió la oclusión del canal medular y la

conservaciónde la longitud del defecto. La utilización de la fibrina

biológica en los extremosdel cilindro ayudó a mantenerloen posición.

En todos los casosel animal pudo deambularcon independenciade

forma inmediataa la intervención.

Nueve ratas del experimentopresentaroninfección del implante

lo quesupusosu fracasoosteoinductivo,Tabla VI

.

La BMP, implantadaen ratascon defectosfemoralesde l5mm, en

cápsulade gelatina,ha ofrecido un índice de osteoinducciónde un 60%,

TablaV.Estainducciónósea,con unacantidadde 25mg, no dependiódel

tiempo de implante, cumpliendo con la ley del “todo o nada” que

caracterizaa esta proteina243. En la presenteTesis se han apreciado

condrocitosy osteoblastosque fueron madurandohastaformar huesoal

cabo de 6 semanas.En las dos primeras semanasse evidenció tejido
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cartilaginoso que mediante osificación endocondralacabó formando

hueso,Fig. 20

.

En los últimos años,la “vehiculización” de la BMP ha sido objeto

permanentede estudio.Se buscaun portadorqueseacapazde no alterar

sus propiedadesfísico-químicasy a la vez quesu degradaciónpermita la

liberaciónsecuencialde la ~

La unión de la proteína al portador presenta grandes

inconvenientes.En el medio en que se ha desarrolladoel presente

trabajo, la fase final de fabricaciónde la hidroxiapatitaconlíeva el paso

por un hornoque alcanza10000C.Obviamenteesto esincompatiblecon la

viabilidad de la BMP. Por otro lado si seutiliza poliácido láctico de bajo

pesomolecularesposiblemediantedisolucióny posteriordesecaciónuna

unión relativamenteíntima entre la BMP y el portador.

La hidroxiapatita ha sido utilizada como vehículo portador de

sustanciasosteoinductorasporKawamuray cols.110e Iyoda96.

Miyamoto y col. en 1992149 empleandoacetonacomo disolvente

del poliácido láctico han sido capacesde utilizar estebiomaterial corno

portadorde la BMP. Estegrupode trabajo evaluó varios homopolímeros

de poliácido láctico (PLA) con diferentes pesos moleculares como

portadoresde la BMP. Compuestosde 4mg de BMP semipurificada e

hidrosolubley lCOmg de uno de los homopolímerosfueron implantados

en los músculosdorsalesde ratones.PLA-105000/BMP,PLA-21000/BMP,

PLA-3300/BMP y PLA-160/BMP fracasaron en la inducción de

osteogénesis;PLA-105000, PLA-2100 y PLA-3300 produjeron reacciones

inflamatoriasde cuerpoextrañoy/o crónicas,y PLA-160 necrosistisular.

PLA-650/BMP indujo formación de cartílagoen una semanay de hueso

con médula hematopoyéticaen tres semanas,siendo reabsorbidos

completamentey reemplazadospor hueso.

Posteriormente,Miyamoto y col. en 1993150 han utilizado el

polímero biodegradablecompuesto por poliácido láctico (PLA) y
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polietilén-glicol (PLE) como portadoresde BMP. Compuestosde BMP

semipurificada de osteosarcomamurino y el copolímero PLA-PLE

consistenteen un PLA de peso molecular 650d y un PLE de peso

molecular200 d (PLA-PLE 650-200)fueron implantadosbajola fasciade la

musculaturadorsalde conejos.Tressemanasdespuésde la implantación,

los compuestosPLA-PLE 650-200/BMP fueron completamente

reabsorbidosy reemplazadospor huesoy médulahematopoyética.Estos

compuestosindujeronel doble de huesoque las muestrasde BMP y un

homopolímerode PLA de 650 d (PLA-650/BMP),de lo quesededuceque

el polímero PLA-PLE 650-200es el portadormás efectivo para la BMP.

Compuestosde PLA-PLE 650-200/BMP mezclados con polvo de

hidroxiapatita(HAP) tambiénindujeronformación óseaectópica.Debido

a que el PLA-PLE 650-200/BMP esviscosoy semilíquidoy el PLA-PLE 650-

200/BMP/HAP es pastosoy plástico, el primero puedeser usadocomo

material inyectableosteoinductivoy el último comoun molde plástico.

En el presentetrabajo se han utilizado hidroxiapatitay poliácido

láctico con peso molecular de 3600d en forma cilíndrica con unas

dimensionesde 115 x 5 mm como portadoresde la BMP. Parala unión de

la proteina al “composite” se ha utilizado una técnica similar a la de

Miyamoto149 pero con agua destiladaen vez de acetonaconsiguiendo

unaunión íntima entrela BMP y el portador. La respuestaobtenidaen el

Grupo “composite” con BMP fué positiva entre un 60%-90%,jDkiK¿ a

pesarde que el pesomolecular era mayor que el del poliácido láctico

utilizado por el grupo de Miyamoto y col.150 (PLA/650) en 1993 y muy

cercanoal PLA/3300 utilizado por el mismogrupo de trabajo149en 1992

con el que no obtuvieronrespuestaosteoinductiva.

Heckmany col. en 1991~~ han utilizado BMP en el tratamientode

pseudoartrosisen perros.Paraello realizaronun defectosegmentarioen

la partemediade la diáfisis del radiode los animalesquesefijó con placas

y se rellenó con BMP canina, BMP bovina, hueso bovino

desmineralizadocon guanidina, poliácido láctico y combinacionesde

éstos. Todas las muestrasfueron examinadasa los tres mesesde la

implantación.El huesobovino desmineralizadocon guanidina,solo o en
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combinacióncon lSmg de BMP canina,no produjo la consolidaciónde la

pseudoartrosis.El poliácido lácticoaislado,produjo unapequeñacantidad

de hueso.Cuandose combinó con lSmg de BMP canina,la cantidadde

hueso se incrementó significativamente llegando a producirse la

consolidaciónde la pseudoartrosis.Por el contrario, cuandoel poliácido

láctico se combinó con BMP bovina, no se apreció la consolidaciónósea

demostrandola especificidadde especiede la BMP y el usodel poliácido

láctico comoportadorde la BMP.

Nuestros resultadoscoinciden con los de Heckman y col.74 y

N4iyamoto y col149’150 al considerarel poliácido láctico como un buen

portadorde la BMP. No hemosobservado,al contrario que Heckman74

que el poliácido láctico (Grupo “composite” sin BMP) haya inducido

tejido óseo,Tabla V

.

Yasko y col.283, en 1992 preconizanun modelo experimental en

ratascreandoun defectode sólo Smm de longitud y estabilizael fémur

con placasatornilladas.Ta] defectoes insuficientey está en desacuerdo

con las premisasdel presentetrabajo.La discrepanciatambiénsecentraen

la importancia de anular la salidade células de la médula ósea que

permitan una regeneraciónespontáneadesdee] huesped.Yasko justifica

el modelo experimentalbasándoseen que la longitud del defecto es el

dobledel diámetrode la diáfisis y que para evitar la participacióncelular

de la médula óseaes suficientecon lavar la cavidad medular con suero

salino.

Estosautores283hancomprobadola actividadosteoinductivade la

proteína mediante implantes subcutáneosobservandoque producía

osificación endocondral. Posteriormente han creado defectos

segmentariosde Smm en el fémur de 45 ratas, fijados medianteplacas,

queserellenaroncon rhBMP-2 liofilizada (1,4 o llgg). Esta fracción seha

aplicadojunto con un extractode matriz óseaalogénicadesmineralizado

medianteguanidina,utilizado como portadorde BMP. Una cápsulade

gelatinafué utilizada como material contenedor.Ambasdosis de rhBMP-

2 indujeron formación de hueso endocondralen los defectosóseos.La
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implantaciónde llgg produjo mayor cantidadde hueso,resultandoen

una consolidaciónradiográficae histológicadel defectoentre las 3 y las 9

semanas.Las ratasque recibieronunadosisde 1,4ug no mostraronunión

ósea.La formaciónde cartílagoprecedióal huesoen todas las muestras.

En las ratasque recibieronuna dosisbajade BMP aparecieronislotes de

cartílagoy de huesodispersosa través del defecto en la cuarta semana

pero no hubo continuidad óseaentre los fragmentosfemorales. En el

grupo que recibió altas dosis de BMP, cartílago,cartílagocalcificado y

osteoideaparecieronen el defectoa las dos semanas.La formación de

médula ósea se produjo en la cuarta semana,tiempo en el que se

comenzabaa observaruna unión óseaentre los fragmentosllegandoa

producirsela consolidaciónen la novenasemana.

Los resultadosobtenidosen el GrupoBMP de estetrabajocoinciden

con los de Yaskop y col283 al demostrarla presenciade osificación

endocondralal cabo de 6 semanas.En el Grupo “composite” con BMP se

ha intentado relacionar la respuestaosteoinductivade la BMP con la

dosisy con el tiempo de evolución,evaluandocantidadesde BMP entre

13 y 45mg a las 2, 6 y 12 semanas.Ha aparecidouna mayor respuesta

trabecularcalcificadaa las 12 semanas(90%) que a las 2 semanas(60%),

Tabla X. Sin embargo, cuandoaparecendichas trabéculasno existen

diferenciashistológicasen el tiempo ni una relación proporcional a la

cantidadde BMP. Las cantidadesempleadasdeBMP han sido mucho más

altasque las del grupodetrabajode Yasko283y la consolidacióntan sólo se

pudo apreciaren dos ratas. La explicación a esta diferencia sustancial

estribaporun lado en la purificaciónde la BMP utilizada por Yaskoy por

otro en el defecto de mucho menor dimensión (Smm) en el modelo

experimentalde estegrupo.

Gerharty col. en 199358 han utilizado BMP recombinadahumana

en el tratamientode defectosóseosexperimentalesen ovejas.Un defecto

de 2,5cm mediodiafisario realizadoen el fémur derechode ovejas fue

estabilizadocon placasy se observóel efecto de matriz óseaalogénica

inactiva (Grupo II), BMP recombinadahumana(rhBMP-2) mezcladacon

matriz óseaalogénicainactiva (Grupo III) e injerto óseoautólogo (Grupo
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IV). Todos los animalestratadoscon rhBMP-2 y autoinjerto mostraron

unión ósea.La formacióndehuesoen el grupo de la rhBMP-2 aparecióa

las cuatrosemanasparair aumentandoen las semanassiguienteshasta

llegar a una consolidacióncompletaal cabode tres meses.La resistencia

ósea,comparadacon el fémur contralateral,fue superior en el grupo de

rhBMP-2 queenel grupo del autoinjerto. No se encontraronanticuerpos

anti-BMP en el suerode las ovejasdel grupoIII. El nuevohuesoinducido

por la rhBMP-2 estabadelimitado por osteoblastos,que ofrecían un

aspectoaplanadoy elongado(probablementeinactivos) la mayoría de las

veces, mientras que otras aparecíanredondosy abultados(activos).

Cartílagosin organizaciónespecíficase observó, particularmenteen el

áreaentreel huesonuevoy el viejo.

Estegrupo de trabajo58pone de manifiesto,al igual que Yaskoy

col.283 y Takaokay col218que de los diferentespéptidoscon capacidad

inductorade tejido óseoaisladospor Wozney y col.279,la rhBMP-2 es la

quemayorcapacidadosteoinductivaposee.

Cuando se ha evaluado el Grupo “composite” sin BMP ha

aparecido una respuesta fibrovascular de la que parten tractos

conjuntivos con vasos que disocian en mayor o menor grado los

diferentesbiomateriales.No aparecenfocos de calcificación, Fig. 23. El

contenidocelular es bajoy llama la atenciónla gran respuestadel tejido

conjuntivo que tiene un aspectocicatricial. Analizadosindividualmente

los especímenes,radiológica e histológicamente,no pudo apreciarseen

ningunode ellos la apariciónde trabéculasóseas,TablaV

.

Basándonosen estosresultadoscabepensarque el poliácido láctico

utilizado no poseecapacidadosteoinductivacomo observaronHeckman

y col.74 quedescribenla formaciónde una pequeñacantidadde huesocon

la implantación aislada de poliácido láctico a los tres mesesen una

pseudoartrosisde la diáfisis radial de perro.

Por otro lado la hidroxiapatita no ha mostrado capacidad

osteoconductorafuera de un ambienteóseocuando no se asocia una
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sustanciaosteoinductivacomo ha ocurrido en el Grupo “composite” sin

BMP.

Piecuchen 1982167demuestraque la implantaciónextraesquelética

de hidroxiapattitaporosaúnicamenteda lugar a la formaciónde un tejido

fibrovascularsin formaciónósea.Lo que indica que la hidroxiapatita,por

si sóla, no actúacomo un sustratoinductorde hueso.

Por otro lado Ripamonti176, encuentra con la utilización de

hidroxiapatita porosasóla en implantes intramuscularesrealizadosen

monosla formación de huesosin faseendocondral.

En el Grupo “composite” con BMP, llama la atención la gran

respuestade trabéculascalcificadasqueasemejanel huesoesponjoso,Figs

.

24,2526y27. Estasimágeneshistológicasconstande abundantecontenido

en calcio y matriz ósea con abundantesmucopolisacáridos,bien en

sustanciao fibras, por su positividad con la tinción de PAS. Se presenta

una intensa proliferación del tejido conjuntivo rico en vasos, fibras y

célulasentrelas trabéculascalcificadas. Estasestructurasneoformadaslo

han hecho dentro de los poros, que se han formado al fragmentarseel

poliácido 209~210, Este biomateria] ha comenzadosu proceso de

reabsorciónpor una fase de hidrólisis produciendouna fragmentaciónal

cabo de dos semanassin llegar a reabsorbersea las 12 semanas.La

cristalinidad y el peso molecular (3600d) son los causantesdel mayor

tiempo de reabsorción209’210silo comparamoscon el poliácido láctico de

650d utilizado porMiyamoto y col150 que se reabsorbeen 3 semanas.

La inducciónóseaha sido positiva en estegrupo, oscilandoentre

un 60% a las 2 semanasy un 90% a las 12 semanas,Tabla X. Veinte y dos

de los 30 especímenes(73.3%) presentaroninducciónóseapositiva.

Tan sólo en dos ratas se observó una unión macroscópicay

radiológicadel cilindro a los extremosóseosdel huesped,si bien no se

pudo demostraruna continuidadóseaen el análisishistológico.
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Enel espesorde las trabéculasaparecenunasdepresionesvaciasde

contenido que pudierancorrespondera lagunasosteocitarias.Ante este

fenómenose puedeespecularcon diferentesteorías.Una de ellas es la

posiblefalta del mensajede transformación celular. Otra, esla alteración

mecánica-bioquímicade formación del hueso por parte de la

hidroxiapatita inerte. Por último, se puede pensar en fenómenos

derivadosde la biodegradacióndel poliácido láctico que produzcanun

ambientecitotóxico próximo.

Probablementela mejora de estebiomodeloen estudiosposteriores

pasepor una modificación parcial de la estabilizaciónmecánica que

permita un contactodirecto entre el biomaterialy el hueso,conservando

la premisasdel presenteestudio; una mejora en la unión de la BMP a su

portadorque facilite su función; utilización de una BMP purificada con

alta capacidadosteoinductiva(rhBMP-2) y por último evaluaciónde la

osteoinducciónen un animalde talla mayorde estebiomodelo.



V. CONCLUSIONES



116

V.- CONCLUSIONES

1.- La fabricación del cilindro compuestode hidroxiapatita,
poliácido láctico y polimetacrilatode metilo de l5X5mm, se ha
mostradocomounatécnicasencillay quecumplelos objetivosde
soporte estructural del defecto y su porosidad no altera la
resistenciadel mismo.

2.- La inclusióndela BMP enel cilindro seha conseguidocon un
método simple y reproductiblesin alterar aparentementelos
caracteresorganolécticosde la mismapermitiendosu adhesión
por disolucióny desecaciónal vacío con el poliácido láctico de
3.600dde pesomolecular,queposteriormenteseva a degradar.

3.-. La presenciadel cilindro en el defectoóseoha contribuidoa la
estabilidad biomecánica, mantenimiento del defecto y
taponamiento de los canales medulares del modelo
experimental.

4.- En un 60% de los casosdel Grupo con BMP en cápsulasde
gelatina se apreció crecimiento óseo inducido en forma de
osículosdispersosen el defectoe independientementedel tiempo
transcurrido.

5.- En el Grupo “composite” sin BMP no seobservóla aparición
de inducción en ninguno de los períodosestudiadosaunquesi
tractosconjuntivos con vasossanguíneosa travésde los poros
del cilindro. Estosuponeuna degradacióndel poliácido láctico al
cabode dossemanas.

6.- En el Grupo “composite” con BMP aparecierontrabéculas
calcificadasidénticasal huesoesponjosoentreun 60% a las 2
semanasy un 90% a las 12 semanasque crecierona travésde los
porosdel cilindro.
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7.- En el Grupo con BMP únicamenteaparecieronimágenes
radiológicasde densidadcalcio distribuidasen el defecto.En el
Grupo “composite” sin BMP el cilindro mostró imágenes
radiolúcidastraduciendola porosidaddel mismo. Mientras que
en el Grupo “Composite” con BMP apareció un cilindro
radiopaco.

8.- Tansólo en dosmuestrasdel Grupo “composite” con BMP se
observóuna continuidadmacroscópicay radiólogica entre el
cilindro y el huesodel huésped.Este fenómenono secomprobó
histológicamente.
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