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L- INTRODUCCION

Uno de los grandes problemas con los que se enfrenta la Cirugia
Ortopédica y la Traumatologia (C.O.T.) actual es la reconstruccién de
grandes defectos 6seos debido a lesiones secundarias a traumatismos de
alta energia, desimplantaciones de las artroplastias de sustitucién de los
miembros y defectos tras la ablacion de tumores.

El recurso clésico ha sido el empleo de autoinjertos cuya
incorporacién al nuevo lecho y su contribucién a la osteogénesis
reparadora estdn ampliamente probados. El principal defecto de estos
injertos es el limitado volumen disponible. Las técnicas de transporte
6seo descritas por Ilizarov¥? que permiten una regeneracion ¢sea masiva
podrian considerarse como un autoinjerto dimensionado a voluntad. El
inconveniente de este método es su complejidad y el largo tiempo
necesario para obtener los resultados deseados, que en el nifio son maés
faciles de lograr que en el adulto.

Los aloinjertos 6seos criopreservados constituyen otra opcién en el
tratamiento de los grandes defectos 6se0s39/5562,143,223 Gracias a la Ley de
Trasplantes y a la progresiva concienciacién de la poblacién es posible
disponer de una gran cantidad de huesos para injertar. Los aloinjertos en
principio tienen una capacidad antigénica suficiente como para producir
su rechazo cuando se emplean en fresco?06:207, y aiin mds si se hacen con
un pediculo vascular que permita restablecer de forma inmediata su
circulacién54.55,62,87 | El indice de fracasos tras el uso de aloinjertos oscila
entre un 10 y un 50%87,206, 1.a experimentacién animal ha demostrado
que este tipo de injertos masivos vascularizados debe asociarse de forma
sistematica a inmunosupresién en el huésped43:183, La criopreservacién
por debajo de los 80° C. parece eliminar de forma suficiente la
antigenicidad del aloinjerto como para permitir su empleo en la clinica
sin tener que recurrir a una inmunosupresion asociadal6,206,207,



El aloinjerto Oseo criopreservado va a responder de diversas
maneras en el huésped:

- El injerto de hueso esponjoso se incorpora bien a su lecho y los controles
radiogréficos humanos demuestran que lo hace a una velocidad cercana a
la del autoinjerto cuando estd sometido a solicitaciones mecédnicas de
compresion. Si no recibe cargas o estd sometido a tensién se reabsorbe y
no presenta la misma capacidad osteogénica que el autoinjerto segin
nuestra experiencia.

- El injerto de hueso cortical, mdas cuando es masivo, tiene unas
caracteristicas mecanicas adecuadas que pueden disminuir parcialmente
durante el primer afio tras su implantacion y permite transmitir cargas
pero tiene una capacidad limitada de incorporarse al huésped. A medida
que su tamafio es mayor la incorporacion es menor.

La estabilidad juega un papel fundamental en la supervivencia de
los aloinjertos. La unién con la didfisis del huésped debe ser
absolutamente estable para lograr un callo reparador que una ambos
extremos. El resto de la cortical del injerto sélo es invadida por el tejido
vascular del huésped en sus capas mas externas no consiguiendo una
incorporacién completa.

La irradiacién de estos injertos, para lograr una esterilizacién
absoluta, disminuye un 20% sus posibilidades mecanicas y no aumenta su
capacidad de integracién. La liofilizacién fransforma sus condiciones
mecdnicas en inaceptables. La reabsorcién masiva y la infeccion, asi como
el rechazo larvado del aloinjerto son otras complicaciones mayores de los
aloinjertos.

Las protesis masivas en sus diferentes modalidades (a medida, de
serie, de alargamiento, etc.) permiten una recuperacién funcional mas
rapida que el aloinjerto y los transportes 6seos segtin la técnica de Ilizarov
pero comparten con los primeros el riesgo de la infeccién. El espacio
ocupado por la protesis no se rellena con hueso y si fracasa, el defecto
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suma el espacio previo de la prétesis mds la lesién que haya producido
ésta en su lecho de implantacién. EI tercer inconveniente es su falta de
anclaje definitivo en el hueso que junto a la problematica propia a todas
las protesis hay que sumar las condiciones mecdnicas propias de estos
disefios masivos.

Surge asi la bisqueda de un camino alternativo para conseguir la
regeneracion 6sea completa en el drea lesionada sin tener que recurrir a
dispositivos externos tan complejos como los de la técnica de Ilizarov. La
importancia de poder contar con una posibilidad bioldégica para regenerar
grandes defectos d¢seos ha dado Ilugar a numerosos
eXperimento558,95,96,102,105,109,120,163,217,218,228,270,275,279,280} y aunque los
resultados han sido satisfactorios, atn queda por descubrir el auténtico
sustituto ideal del injerto 6seo autdlogo.

Desde que en 1967, Urist23? definié el "principio de induccién
6sea”, numerosos estudios de investigacién han estado enfocados a
descubrir cudl o cudles son los factores que inician la osteoinduccién. En
1971, Urist243 descubre un conglomerado de proteinas no coldgenas de la
matriz 6sea que tienen la capacidad de actuar sobre las células
mesenquimales indiferenciadas y transformarlas en osteoblastos capaces
de formar hueso; a este grupo de proteinas le denominé BMP (Proteina
Morfogenética Osea).

El proceso de obtenciéon de la BMP a partir de hueso cortical bovino
fué el objeto de la Tesis Doctoral realizada por la Dra. Maria Angeles
Cuadrado Cenzual3® que demostré cémo se producia hueso ectépico en
ratones y en defectos 6seos creados en el fémur de ratas mediante
osteoinduccion por BMP de las células mesenquimales pero sin llegar a
producir la regeneracién de éste,

Numerosos biomateriales han sido y son tema de estudio en el
campo de la C.O.T. (materiales acrilicos, resinas epoxidicas,
fluorocarbonos, poliamidas, poliésteres, polietilenos, polipropilenos,
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olicloruro de vinilo, siliconas, poliuretanos, dcido glicélico, poliacido
P ’ P
lactico y cerdamicas éseas).

Se han realizado numerosos experimentos para conocer la talla de
los defectos 6seos irreparables. Urist262 estimé que un defecto 6seo craneal
de un didmetro critico oscilaba entre 1.4 y 2 cm. en un perro Mongrel
adulto. Segal v col. en 1979199 estimaron que el defecto 6seo en el fémur
de una rata Wistar seria irreparable cuando fuera de un tamano
aproximado de 1.5 cm. y, Kohler y col. en 1987118 consideraron que el
defecto dseo en el cibito de un conejo New Zeland debia ser de un tercio
de su longitud total.



L.a.- LA ESTRUCTURA OSEA

El tejido 6seo, como tejido conjuntivo, aparece formado a partir de
unas células mesenquimales Jlamadas osteoblastos que se rodean de una
sustancia fundamental rica en fibras coldgenas denominada osteoide, que
al calcificarse se transforma en tejido 6seo e incluye en su interior a los
osteoblastos, que se convierten asi en osteocitos, células estrelladas con
prolongaciones que, a través de los canaliculos abiertos en la sustancia
fundamental mineralizada, comunican unos con otros estableciendo
contactos entre si, con los osteoblastos de la superficie, asi como, con los
vasos encargados de nutrir estas células que aparecen a intervalos
regulares. En otros puntos, el tejido 6seo es reabsorbido por células
denominadas osteoclastos, que actian originando unas zonas liticas de
contornos nitidos conocidas como lagunas de Howship.

Ante una lesion, especialmente en individuos jovenes, el tejido
6se0 se regenera sin cicatriz, con una reconstruccién compieta e
impecable. Ademas, el hueso es capaz de desarrollarse "de novo" en
lugares localizados fuera del esqueleto, por diferenciacién de células
mesenquimales indiferenciadas, bajo la influencia de ciertos
componentes de la matriz 6seal52,218,257,274,275,279,

Consideraremos cada uno de los componentes del tejido éseo,
describiendo las particularidades histolégicas y funcionales de ellos.

1.- Osteoblastos

Se consideran como tales, aquellas células activas, formadoras de
tejido dseo, capaces de producir coldgeno y de calcificarlo. Aunque Goosir,
Tomes y Morgan y Miieller habian descrito antes estas células, fué
Gegenbauer en 1864 quién considerd las células del periostio como las
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productoras de hueso, y por tanto, responsables de la reparacion dsea

llamandolas osteoblastos17I,

El tamafo medio oscila entre las 20 y las 30p de didmetro.
Aparecen sobre las superificies donde se forma hueso. Presentan un
aspecto prismdtico y piriforme con uniones entre ellas de forma
discontinua adoptando una disposicién seudoepitelial. El niicleo en las
zonas de formacién activa de tejido 6seo se encuentra alejado de esta
superficie, cerca de la cual aparece un gran reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) y entre estas estructuras se localiza un aparato de Golgi muy
desarrollado. Las mitocondrias en ndmero no excesivo disminuyen
cuando la célula se transforma en osteocito y se acumulan en la periferia
celular. La presencia de microtubos y microfilamentos en el citoplasma
estd en relacién con el transporte de productos del aparato de Golgi al
exterior de la célula y en concreto con el transporte de procoldgeno a la
matriz extracelular276,

El citoplasma muestra una marcada basofilia que es mas intensa en
las células en actividad y desaparece en las células en reposo que no estan
en fase de sintesis, asi como en los osteocitos. La basofilia indica una
intensa actividad del dcido ribonucleico (ARN), que se pierde si se trata el
hueso con ribo-nucleasas, situado en los ribosomas del RER y es indice de
una elevada sintesis proteica.

Los trabajos de Scott198, con timidina tritiada, demuestran que los
osteoblastos no se dividen, sino que proceden de ofras células precursoras
denominadas preosteoblastos, que segun Manabel®2 muestran una
actividad divisoria al margen de la célula mesenquimal indiferenciada
que es el origen de todas las células del hueso a excepcién del
osteoclasto®9131,



2.- Osteocitos

Son las células derivadas de los osteoblastos una vez que quedan
englobados en la sustancia fundamental calcificada, donde sufren una
serie de transformaciones morfoldgicas y funcionales. Su frecuencia varia
de unas dreas a otras debido a la intensidad de la actividad osteoblastica
que varia de unas zonas a otras. Asi, en el hueso embrionario aparece un
mayor numero de osteocitos con una distribucién irregular, en tanto que,
en el hueso laminar adulto hay menos y estdn mejor ordenados en su
distribucién, son mds alargados y tienen mas prolongaciones
citoplasmaticas.

El osteocito tiene una actividad tanto litica como formadora de
tejido 6seo, al margen de que puede degenerar y morir como ha
demostrado Frost57. Existen unos osteocitos con verdadera desintegracién
del nicleo, vacuolas autofagicas celulares e incluso lisis celular; todo ello
indice de una verdadera muerte celular y que se localizan en las zonas
mas alejadas de los capilares; por tanto, podria considerarse la muerte
osteocitaria consecuencia de la isquemia. Frente a este tipo de células,
estan los osteocitos sanos que a los 8 minutos de la administracién de
calcitonina se retraen conservando el niicleo y el resto de las estructuras
celulares en buenas condiciones; es un estado transitorio, ya que, estas
células recuperan su morfologia normal al cabo de dos horas.

Cuando el osteoblasto queda incluido en la fase mineral y se
transforma en osteocito, pierde volumen y emite prolongaciones
citoplasmaticas laterales, ademds de las que ya presentaba como
osteoblasto. Prolongaciones que se introducen en los canaliculos de la
sustancia fundamental mineralizada, poniendo en contacto unos
osteocitos con otros y con las células superficiales.

El nicleo de los osteocitos es grande. El RER estd menos
desarrollado que en los osteoblastos pero sigue mostrando un citoplasma
de caracter basofilo. El aparato de Golgi y las mitocondrias ocupan el
mismo puesto que en el osteoblasto, pero estas ultimas en menor



nimero. Aparecen, en mayor o0 menor numero, vesiculas lisosémicas
que se acompanan de la demostracion histoquimica de fostatasa acida y
otros enzimas proteoliticos (todo ello indice de la actividad litica de estas
células). Ninguno de estas organelas celulares penetra en las
prolongaciones citoplasmadticas que se distribuyen por los canaliculos
Gse0s99.

3.- Osteoclastos

Aunque su existencia y posible funcién ya se conocian
previamente, fue Kolliker en 1873 quien los denominé "ostoklast" pero
que actualmente, y siguiendo la terminologia francesa, son conocidos
como osteoclastos.

Son, en general, células grandes multinucleadas que se encuentran
directamente en contacto con el hueso y estdn encargadas de la
reabsorcion 6sea. Su morfologia es variable, unas veces son oval-esféricas
como aparecen en las indentaciones que dejan en el tejido 6seo conocidas
como lagunas de Howship y otras veces estdn aplanadas sobre el hueso.

En relaciéon a su tamafio, volumen y numero de nicleos hay
grandes variaciones. Desde los que miden de 85 4 100p de didmetro hasta
las formas mononucleares mds pequerias. En general, en el hombre
adulto, presentan de 2 a 6 nicleos por célula. No se observan mitosis y se
cree que, al igual que las células gigantes de cuerpo extraiio, se desarrollan
como resultado de fusién de células, en este caso procedentes de la
médula 6sea. El citoplasma presenta en unas ocasiones caracteres
tintoriales basofilos y en otras acidéfilos, pero sin un predominio tintorial
especial, que varia con la actividad funcional de los mismos.
Perpendicular a la superficie 6sea, la membrana celular presenta unos
repliegues y prolongaciones digitales que le dan un aspecto de cepillo que
estd especializado en la reabsorcion 6sea. El citoplasma adyacente a este
borde rugoso se encuentra generalmente libre de organelas (zona clara de
Cameron). Las mitocondrias son muy abundantes y aparecen distribuidas



en todo el citoplasma salvo en la zona inmediata al borde en cepillo. El
RER mds o menos desarrollado segin las células, nunca alcanza las
dimensiones y complejidad que presenta en los osteoblastos. El aparato de
Golgi ocupa un gran volumen celular y aparece reunido en grupos de
membranas de 5 sacos cada uno, que se agrupan en torno a los nicleos.
Distribuidos por el citoplasma se encuentran numerosos lisosomas y
vacuolas, en ambas estructuras se ha demostrado la presencia de fosfatasa
dcida y serian indice de procesos de reabsorcién9,131,

4.- Célula mesenguimal indiferenciada

Se encuentran en las superficies enddstica y peri6stica y van a ser el
origen de todos los tipos celulares 6seos con la dnica excepcion del
osteoclasto142,

Desde un punto de vista ultraestructural, son células poligonales o
ramificadas que se encuentran de forma libre en la métriz de colageno y
raramente presentan comunicaciones con las células vecinas. El ntucleo y
las mitocondrias no presentan ninguna caracteristica especial. E1 RER y el
aparato de Golgi estdn muy desarrollados®9.

5.- Sustancia fundamental

Las sustancia fundamental del tejido conjuntivo corresponde al
material amorfo interfibrilar situado en el compartimento extracelular.
En el caso del tejido 6seo se denomina matriz orgdnica u osteoide y son
los osteoblastos los encargados de sintetizarla asi como las fibras de
coldgeno que en ella se encuentran.

La sustancia fundamental del tejido Oseo esta formada por
mucopolisacaridos acidos (grupo de heteropolisacaridos que contienen
dos tipos de unidades de monosacéridos alternantes de los cuales uno por
lo menos posee un grupo acido de tipo carboxilico o sulfarico). Cuando
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aparecen en forma de complejos con proteinas especificas se denominan
mucinas © mucoproteinas, existen dos tipos: proteoglicanos o
glicosaminoglicanos y glicoproteinas. La matriz orgdnica representa,
segun Herring7é, entre el 22.7 y el 23.9% de su peso global seco. También
contiene otros componentes en mucha menor cantidad como proteinas
no colagenas y lipidos que consfituyen un 0.035-0.067% del peso total
dseo.

En el tejido 6seo encontramos cuatro tipos de mucopolisacaridos
acidos:

Condroitin 4-sulfato: unidad repetitiva (dacido glucurénico-N-
acetilgalactosamina).

Condroitin 6-sulfato: unidad repetitiva (dcido glucurénico-N-
acetilgalactosamina).

Acido hialurdnica: unidad repetitiva (dcido glucurénico-N-
acetilglucosamina).

Keratdn sulfato: unidad repetitiva (galactosa-N-acetilglucosamina).

Los proteoglicanos son polimeros constituidos por cadenas lineales
que contienen una unidad baésica repetitiva constituida generalmente por
una hexosamina (hexosa que por reaccién con una amina da lugar a un
producto con un grupo amino unido a uno de sus carbonos mediante un
enlace N-glucosilamino) y un acido urénico (resultado de la oxidacion del
carbono portador del grupo hidroxilo primario que se transforma en un
grupo carboxilo) y se unen mediante un enlace covalente al aminoicido
terminal de una proteina.

Las glicoproteinas se diferencian de los proteoglicanos en que no se
repite en su estructura la unidad discacarida de forma tan regular y los
polisacdridos tienen cadenas mas cortas entrando a formar parte de ellas
un elevado niimero de monosacaridos distintos como glucosamina,
galactosamina, galactosa, manosa, fucosa y acido sidlico. Parece que la
cantidad de glicoproteinas disminuye a medida que el hueso se calcifica,
con maximo en el osteoide y un minimo en el hueso cortical adulto9131,
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Como sefialé Rouillerl84 Jos tejidos conjuntivos derivan del
mesodermo embrionario y se dividen en cuatro tipos: el tejido
conjuntivo propiamente dicho, el tejido cartilaginoso, el tejido déseo y el
tejido hematopoyético. Por tanto, el tejido 6seo es un tejido conjuntivo
con la particularidad de tener su sustancia fundamental calcificada. En
todos los tejidos conjuntivos el componente fundamental de la sustancia
intercelular es la fibra coldgena. Su concentracién en la matriz organica
del tejido 6seo ha sido revisada por Herring76 y oscila alrededor del 80%
de ésta.

Los aminodcidos que forman la fibra de coldgeno varian de unas
especies a otras; pero dentro de una misma especie la composicién en los
diferentes tejidos es bastante constante.

Los osteoblastos son células secretorias y su citoplasma, como
podria esperarse, se caracteriza por un desarrollo amplio del reticulo
endoplasmico rugososo (RER) y del aparato de Golgi; su estructura no
difiere de manera importante de la de los fibroblastos. De hecho
Weinstock y Leblond en 1974277 demostraron que la sintesis y secrecion
de procoldgeno en los osteoblastos del hueso alveolar de la rata es la
misma que la realizada por los fibroblastos. En 1987, Robey y col.180
observaron como el TGF-beta estimulaba la proliferacion y la sintesis de
coldgeno por osteoblastos.

El coldgeno en el hueso es predominantemente del Tipo 1 17,79
mientras que el colageno del cartilago calcificado es una mezcla de
coldgenos Tipos II, IX y X17:153.272,
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Si consideramos el hueso como un drgano de deposito mineral,
sus células tendrdn como misién especifica la acumulacién extracelular
del fosfato célcico formado en las mitocondrias y en el reticulo
endoplasmatico, asi como la reabsorcién de estos dep6sitos para mantener
el nivel plasmatico de calcio y fosforo.

Los primeros estudios seriados de mineralizacién, realizados en el
cartilago de crecimiento, han sido aportados por Bonuccil%15 y Anderson?
en 1969 demostrando que se hace en tres fases:

1° fase intracelular
2% paso del mineral a la sustancia fundamental
3% unién del mineral al coldgeno

Los mucopolisacédridos tienen una acciéon doble, favorecedora e
inhibidora de la calcificacién. Bonuccil® defiende que el nticleo del cristal
de fosfato cdlcico puede ser un mucopolisacarido. Dziewiatowski4? con S-
35 demuestra que la presencia de mucopolisacaridos es maxima en la
zona del cartilago proliferante y de los grandes condrocitos, para
disminuir en la zona de calcificacién provisional y en las metéfisis, por
tanto los mucopolisacaridos deben desaparecer antes del comienzo de la
calcificacion.

Los estudios de Francis y Fleisch50:51 sefialan que el pirofosfato a las
concentraciones normales encontradas en el hueso, en el cartilago y en el
osteoide, no inhibe la mineralizacién sino el crecimiento del cristal y la
transformacién del fosfato cdlcico amorfo en sus formas cristalinas. Esta
funcion inhibitoria se elimina por la accién de las fosfatasas alcalinas.

Por iltimo, hemos de sefialar un concepto, de largo tiempo
conocido. Los depésitos de calcio en el osteoide ocupan volumen, para lo
cual deben desplazar algiin elemento previamente existente. Robinson182
demosird que las moléculas desplazadas son las de agua, que disminuye a
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medida que aumenta la calcificacién, de forma que el contenido en agua
de los huesos totalmente calcificados es muy pequeiia.

8.- Mineralizacién

Segun Glimcher>? el fosfato cdlcico extracelular, con una estructura
amorfa, se deposita directamente sobre las fibras de colageno adoptando
una estructura cristalina con un cambio en el pH, que indica que esta
nueva estructura es mds bésica.

Estos cristales tienen una longitud media segun Robinson de
500A181, su eje mayor se orienta a lo largo de la fibra de coldgeno de
acuerdo a la estriacion de ésta, de forma que cada cuatro granulos de
mineral corresponden a una banda o estria de la fibra, y al reunirse
terminan por enmascararla. Los cristales, al crecer, forman grandes
agregados que mantienen el diametro del cristal, aumentando su
longitud a lo largo de la fibra de coldgeno y alcanzan dimensiones de 3000
y 4000A.

Los analisis quimicos del mineral han dado lugar a muy diversas
teorias sobre su estructura y composicién hasta la demostracion
morfolégica y quimica de dos fases minerales diferentes.

Los componentes fundamentales de la fase mineral son los iones
calcio, fosfato, carbonato y agua que se combinan para formar un fosfato
céilcico complejo. Engstrém4é observé que la relacién molar Ca/P mads
frecuentemente encontrada era 1.667 pudiendo variar entre 2 y 1.4 de
acuerdo al tamafio del cristal y al i6n carbonatado incluido. Dallemagne3®
encontraba por el contrario una relacién Ca/P preponderante de 2.26.

En consecuencia con ello, cada uno de los autores propuso una
estructura quimica diferente para el mineral 6seo. Engstrom afirmaba que
se trataba de una hidroxioapatita derivada cristalograficamente de la
flaorapatita por sustitucion del radical fltior por radicales hidroxilos, cuya
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férmula es Cal0 (PO4)6 (OH)2. Dallemagne proponia un fosfato tricdlcico
hidratado con férmula Ca9 (PO4)6 H2 (OH)2; este cristal 6seo, frente a la
fldorapatita, perdia un atomo de calcio, que era sustituido por una
molécula de agua, originando asi una apatita defectuosa.

En un principio no se podian compaginar ambas teorias por falta
de datos morfolégicos y andlisis cualitativos més finos. Al demostrarse
por un lado, con el microscopio electrénico, una variacién en el aspecto
del depésito mineral, y al estudiar, por otro, las variaciones de la relacién
Ca/P segun las diferentes zonas del hueso, que con la microradiografia
mostraban diferentes grados de mineralizacién, se pudo afirmar que el
primer depésito mineral se hace en forma de fosfato tricdlcico de
estructura amorfa, que en contacto con el coldgeno y al cabo de un tiempo
se transforma en hidroxiapatita, lo que no hace nunca totalmente, ya que,
en el esqueleto adulto hasta un 30% del mineral permanece en forma
amorfa.

La falta de cristalizacién completa y el crecimiento limitado de los
cristales se debe a la presencia en la matriz de una serie de factores no bien
conocidos. El ion magnesio "in vitro” impide la transformacion del
fosfato tricdlcico en hidroxiapatita, pero su concentracién en los tejidos es
insuficiente. Los polianiones y el anién carbonato tienen la misma
funcién y los pirofosfatos son los elementos principales en la inhibicién
del crecimiento cristalino, como ya dijimos al hablar de la calcificacion.

Boskey en 199217 analiza las interacciones entre la matriz 6sea y la
mineralizacién en la regulacién del proceso de formacién de
hidroxiapatita en los huesos y en los dientes. En los tejidos
mineralizados, abundantes macromoléculas aniénicas se unen al mineral
y por medio de esta unién son capaces de regular la forma y el tamafio de
los cristales minerales y determinar el lugar para la cristalizacion inicial.
El colageno proporciona el soporte estrucutural para que los cristales de
hidroxiapatita comiencen a formarse en los huecos y en las zonas de
superposicién de estas fibras y se produzca el crecimiento de éstos de
forma paralela a las fibras de coldgeno. Las protefnas no coldgenas de la
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matriz Osea tienen una gran afinidad por la hidroxjapatita y afectan la
mineralizacion "in vitro" aumentando o inhibiendo la formacién y el
crecimiento de los cristales, dependiendo de la concentracién y si se
encuentran en forma libre o no.

Lb.- MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA Y
OSTEOINDUCCION

Estudios experimentales sobre los factores locales bioquimicos de
regeneracion e induccién 6sea han sido objeto de investigacién desde la
antigliedad. La mayor parte de los conocimientos que tenemos
actualmente se han obtenido a partir de experimentos realizados en
conejos, cerdos, ratas, perros y ratones.

La verdadera controversia sobre los méritos de la matriz Gsea
descalcificada como sustituto del autoinjerto comenzoé a finales del siglo
XIX.

Sir Arthur Keith en el afio 1919115 resumié en su obra las notas
recogidas de la literatura en el siglo XIX y principios del XX. El estudio del
fenémeno de induccién 6sea tuvo sus origenes en 1889 con la utilizacion
de matriz 6sea desmineralizada. En ese afio, Senn?00 implant6 de forma
xenogénica huesos bovinos desmineralizados con dcido muridtico (como
vehiculo para la administracién de antisépticos) en 10 pacientes con
osteomielitis y en 14 perros con defectos 6seos en el craneo, informando
de un inequivoco aumento de la reparacion dsea y considerando a la
matriz como un buen soporte para el crecimiento dseo. Senn no pudo
observar ningun tipo de respuesta osteoinductiva o morfogenética de una
forma ostensible ya que a pesar de haber implantado matriz dsea
desmineralizada no evalué la actividad Osea extraesquelética. Por otra
parte Senn utilizo la matriz 6sea desmineralizada no como sustituto del
injerto 6seo sino como un vehiculo o soporte para el depdsito de
antisépticos como el yodoformo. Ademas, la respuesta tampoco pudo ser
de gran intensidad ya que la matriz 6sea xenogénica produce una escasa
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respuesta osteoinductiva en perros y en humanos debido a una
inhibicién de la diferenciacion celular mesenquimal hacia hueso,
mediada por los linfocitos, células reticulares y macrofagos?6.

A partir de este momento surgieron publicaciones con
observaciones muy positivas como las de Deaver en 188937 y Mackiel3? en
1890 asi como publicaciones mostrando auténticos fracasos realizados por
eminencias como Bier en 189211 y Schmitt en 1893194, Comenz6 asi la
verdadera controversia sobre los méritos de la utilizacién de la matriz
6sea desmineralizada como sustituto del injerto 6seo autodlogo.

Esta linea de investigacién alcanzé su estado de mdas completa
confusion cuando dos de los mas importantes cirujanos de la época,
Mickulicz147 y Kuemmell22, publicaron tanto buenos como malos
resultados. Con el fin de explicar estos hallazgos tan variables en la
clinica, se realizaron observaciones experimentales rellenado defectos
Oseos con matriz desmineralizada en perros, conejos y ratas139.194,
Desafortunadamente los experimentos se realizaron con ligeras variantes
segun el investigador, empleando diferentes soluciones para la
descalcificacién y, como era de esperar, no pudo llegarse a una
normalizacion de sus resultados.

Miller en 1890148, que trabajaba en el hospital de Senn, corroboré
las observaciones clinicas de este autor en relacién con los implantes de
matriz 0sea en pacientes osteomieliticos, pero no repitié el trabajo
experimental en perros. Barth en 1895% y Schmitt en 1893194, sin embargo,
repitieron tanto los trabajos clinicos como los experimentales de Senn200
pero fueron incapaces de confirmar sus hallazgos. En ese momento y
debido a los resultados desalentadores se abandoné durante
aproximadamente medio siglo el uso de matriz 6sea desmineralizada
para la reparacién de defectos dseos.

A partir de la segunda década de 1900 se vuelve a demostrar un
gran interés en el campo de la induccién osea. Bierl2, Leriche y
Policard124125 se dedicaron al estudio del origen de la misma negando la
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necesidad de intervencién de células especificas y con ello inauguraron

una nueva era en el concepto de la regeneracién tisular.

Bier!2 afirmé que para la formacién del tejido 6seo no era
necesario la intervencion de una célula 6sea especifica u osteoblasto, sino
que las células que constitufan el sincitio del tejido conjuntivo en su fase
embrionaria eran pluripotenciales y por tanto, capaces de originar los mads
diversos tejidos procedentes de la misma hoja embrionaria, cuando a ello
son inducidas por determinadas sustancias, "hormonas de Bier”, y
ademads se afiaden ciertas condiciones del medio, Fig.1.

Leriche y Policard124125 en 1926 y en 1928, llegaron mucho mas
lejos al negar que en la formacién del tejido 6seo tomara parte activa no
solo el osteoblasto, sino cualquier célula. Para estos autores, el fenémeno
inicial de la formacién ésea estaria en la transformacion fisicoquimica de
la sustancia fundamental que sufriria una infiltracién edematosa con
disgregacion de sus fibrillas y precipitacién de sales de calcio.

Ambas teorias fueron admitidas por la mayor parte de los clinicos e
incluso de los histélogos, pero estaban fundadas tdnicamente en
interpretaciones meramente especulativas.

En favor de la teorfa de Bier sobre la influencia de una hormona o
inductor que encauce a las células embrionarias a su transformacién,
aparecieron los trabajos de Levanderl26 y Annersten3. Levander en 1938
observé como la inyeccién de extractos alcoholicos autélogos de tejido
6seo provocaba la induccién de hueso mientras que con la inyeccién de
alcohol no obtuvo ningin resultado. En 1941, Annersten traté de
comprobar la experiencia de Levander y clarificar qué componente del
extracto era el que influia en la induccién 6sea. En cuanto a la naturaleza
quimica del extracto, este autor sostuvo que era soluble en los disolventes
de las grasas y que probablemente seria andlogo a un esteroide y lo
denominé "sustancia inductiva".
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Fig. 1.- Teoria de bier sobre el proceso de induccién dsea. Representacion
gréfica de la continuidad de la interaccién inductiva a partir de las células
del mesodermo primitivo, a células mesenquimales con capacidad de
diferenciarse en células especializadas 6seas3%235,



19

Aunque a nivel de la literatura internacional no existié una gran
divulgacién de los trabajos del Prof. Martin Lagos, este autor en 1946
publicé en nuestro pais una serie de minuciosos articulos133,144,145 sopre
la induccién désea. Realizaba una inyeccién de extractos alcohélicos de
hueso autélogo en el musculo recto anterior de conejos, con el fin de
dilucidar hasta que punto podia influir en Ja formacién de hueso
heterotdpico la presencia de este extracto. Tras analizar los resultados,
lanz6 la hipotesis de que el hueso se inducia a partir de células
mesenquimales con potencial dseo prospectivo. Estas células
permanecerian indiferentes hasta que el medio en el que se encuentran se
modificara obteniendo condiciones favorables para su desarrollo
evolutivo, Fig.2.

Es en estos afios, cuando surgié la duda de cémo podria
determinarse si la formacion 6sea, tras el trasplante de un tejido, era
debida a proliferacion y actividad osteogénica de las células trasplantadas,
o si bien, eran las células del huésped, por la induccidon del tejido
trasplantado, las responsables de la aparicion del nuevo hueso. Urist en
1952229 sugiri6 una escala en la que pudiera observarse la probabilidad de
que uno o ambos mecanismos estuvieran actuando simultdneamente,

En 1957, Ray y Hollowayl74 y en 1963, Hejna y Ray?® publicaron
trabajos en los que demostraban un aumento de reparacién dsea en los
defectos craneales de rata que se rellenaban con matriz alogénica
desmineralizada con EDTA (4cido etilendiaminotetraacético), pero
asumieron que este proceso reparativo era solamente una extension del
crecimiento 6seo a partir del borde de la lesion. No realizaron una
evaluacién de la actividad inductiva de las partes blandas y rechazaron el
concepto de nueva formacién 6sea por induccion. Chalmers y Sissons en
195931, utilizando como animales de experimentacion conejos y perros,
fueron incapaces de observar un aumento del crecimiento 6seo o de
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Fig. 2.- Fotografia del Prof. Martin Lagos tomada en el afio 1962.

Fig. 3.- Fotografia del Prof. Marshall R. Urist tomada en el afio 1965.
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induccién 6sea mediante implantes de matriz 6sea desmineralizada con
EDTA.

Sharrad y Collins en 1961201 publicaron un informe preliminar
sobre el uso de aloinjertos 6seos desmineralizados con EDTA en las
fusiones vertebrales de tres nifios con escoliosis, pero no presentaron los
resultados del seguimiento y control de estos pacientes. Irving y col. en
196893 realizaron estudios con matriz 6sea desmineralizada con EDTA,
pero también fracasaron en su intento de demostrar induccién 6sea.

(Por qué los implantes 6seos desmineralizados con EDTA a un pH
relativamente préximo a las condiciones fisiolégicas (pH 7.2-7.4) no
inducian formacién 6sea y si lo hacian los implantes desmineralizados
con HCI a bajo pH? ;Por qué fueron rechazados los trabajos de Senn y
col.? ;Es que no hubo una visidn de reparacion de los defectos dseos a
partir de la matriz implantada por Senn en 18892007, Existen varias
respuestas posibles a estas preguntas:

- Puede que la matriz esté desmineralizada de forma adecuada pero
que fuera implantada en un defecto dseo con una talla menor a la critica,
regenerdndose asi principalmente por proliferacién de células
osteoprogenitoras preexistentes en el lecho del huésped enmascarando
los depositos de hueso desarrollados a partir de la matriz dsea
implantada230,

- Puede que la matriz implantada no sea adecuada (por ejemplo,
matriz degradada por las proteasas activadas por EDTA), y aunque el
huésped sea adecuado, no exista induccién 6sea?3l.

- La matriz puede ser adecuada (hueso desmineralizado con HCI),
pero ser implantada en especies inadecuadas en las que hay una fase de
reposo o silente asociada a factores desconocidos y posiblemente
supresores de la respuesta osteoinductiva.
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Ninguno de los estudios llevados a cabo posteriormente
presentaron resultados positivos en relacion con esta linea de
investigacién hasta que en 1965, Urist232 presenté la primera
demostracién inequivoca de formacién 6sea matriz-inducida,
implantando matriz ésea alogénica desmineralizada con HCIl en el
musculo de ratas y conejos. En estos animales se pudo apreciar la
evidencia indiscutible de nueva formacién 6sea por induccién. Este
material también se implanté en defectos craneales en cobayas, con
resultados positivos238. Urist implantaba la matriz 6sea desmineralizada
y sospechaba que esta matriz servia como superficie para la migracién,
interacciéon y proliferacion de las nuevas poblaciones celulares. También
pensé que la matriz 6sea inducia la sintesis de una enzima especifica para
la rotura de las uniones covalentes de la estructura del coldgeno.

Posteriormente, descartaria estas teorias237,239 Fig. 4.

1.c.- PRINCIPIO DE INDUCCION OSEA

En 1967, Urist definié el principio de induccién dsea como un
sistema de induccién embrionaria compuesto por células inductoras y
células respondedoras inclindndose por la teoria de Bier. La célula
respondedora seria una célula mesenquimal indiferenciada que se
convertiria en una célula inducida cuando se diferenciase en osteoblasto,
condroblasto o hemocitoblasto?33. A pesar de estos avances, persistia el
mismo interrogante: ;qué componente de la matriz 6sea desmineralizada
es el que producia el estimulo para que aconteciera el fenémeno de
induccién ésea??42, Esta pregunta obsesionaria a Urist durante un largo
perfodo de tiempo, dirigiendo todas sus investigaciones hacia la bisqueda

y caracterizacion de dicho componente.
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presenta al transmitir el principio de induccién 6sea mediante el
implante de matriz 6sea desmineralizada35.233,
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Urist y col.233 en 1967 present6 varias observaciones sobre el
desarrollo del sistema de induccién 6sea. Urist denominé a la entidad que
da lugar a la osteogénesis como "principio de induccién ésea" (BIP) y
sugirié que el desencadenante de este principio seria una macromolécula
proteica que se uniria a la superficie de las células mesenquimales
indiferenciadas49-233, Se sospeché que el inicio seria la interaccién de los
productos extracelulares de las células mesenquimales y la superficie de la
matriz 6sea implantada. Basdndose en el concepto de interacciones
mutuas, Urist lanz6 la hipétesis de que el genoma seria el mecanismo de
control intrinseco para la especializacion celular y que el principio de
induccién 6sea seria el mecanismo de control extrinseco para la
histogénesis y la morfogénesis del hueso240.241  Ag{ la reaccién
osteogénica se produciria por una poblacién celular preparada por una
serie de modulaciones preliminares y de divisiones mitéticas, Fig. 5.

En los afios siguientes no pudo hallarse ninguna prueba que
sugiriera que un componente difusible de la matriz 6sea fuera el
responsable de la morfogénesis ¢sea. Consecuentemente, la estructura
sélida de la matriz, se denoming en principio "sustrato inductivo™39 y
con posterioridad “sustrato morfogenético” con el fin de enfatizar que la
estructura sélida es la que conduce a la morfogénesis. Observaciones
quimicas y de microscopia electrénica sugirieron que la compleja
estructura tridimensional del tejido dseo era la que imponia un patrén
morfogenético 6seo a las células mesenquimales, ;cémo lo hacia? era un
misterio.

En esta misma linea de trabajo, Goldhaber®3 observo como e} tejido
6seo vivo era capaz de inducir formacién 6sea transmembrana,
trasplantando células fetales de la boveda craneal incluidas en cémaras de
difusién en un huésped alogénico. Miyamoto y col.151 en 1993
demostraron la produccion de hueso a partir de cimaras de difusion, que
contenian proteina morfogenética 6sea (BMP) obtenida de osteosarcoma
de ratén, implantadas en monos.
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Buring en 196723 demostré comé el "principio de induccién 6sea”
se podia transmitir a través de un filtro, con un microporo de tamafio
0.45p, ofreciendo una nueva clave muy importante en cuanto al tamario
de la molécula responsable de tal principio. El uso de las cdmaras de
difusion permitié obtener una evidencia de que este principio era una
molécula difusible en los liquidos intersiticiales. Por otra parte, al ocurrir
el proceso en el interior de estas cdmaras, en ausencia de tejido conectivo,
tejido endotelial o de cualquiera de las células sanguineas circulantes,
pudo demostrarse que la matriz 6sea contenia un "principio de induccién
6sea” que posiblemente tuviera como diana las células mesenquimales.
El potencial fenotipico de las células mesenquimales de la médula 6sea y
otros tejidos ha sido estudiado con posterioridad52.53,158,165, Este Gltimo
concepto era apoyado por el hecho de que las células mesenquimales se
disponian a lo largo de la pared externa de la membrana y posteriormente
se hipertrofiaban y diferenciaban.

El acontecimiento mds importante en el fendmeno de induccion
Osea es el crecimiento y posterior diferenciacion de una nueva poblacion
de células mesenquimales competentes. Este proceso necesita de un
intervalo de 2 a 3 dias para poder contar con una poblacién de células
mesenquimales lo suficientemente grande236. Mediante estudios con
marcaje mediante timidina tritiada del nucleo de estas células, se observa
cémo existe una répida renovacién de las mismas que se diferencian en
osteoblastos y osteocitosl64. En resumen, cuando un tejido transmite el
principio de induccién 6sea, se pone en marcha un complicado sistema
que produce la diferenciacién de células del tejido conectivo en
osteoblastos235 TLa induccién acontece en dos direcciones:
centrifugamente para producir nuevo tejido 6seo laminar y
centripetamente para producir tejido 6seo trabecular y ftejido
hematopoyético. De esta forma, el sistema de induccién 6sea es un
mecanismo de organogénesis con el desarrollo de un osiculo mediante
osificaciéon endocondrall.48,232,275,
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Induccidon dsea heterotépica

Una de las formas de diferenciacién celular postfetal mis
sorprendentes y notables es el desarrollo de cartilago, hueso y médula
Osea a partir de un implante intramuscular de matriz osea o de
dentina?32,

Urist en 1965232 realizé uno de los primeros implantes de matriz
0sea desmineralizada para el estudio de la formacién dsea por
autoinduccién aportando una nueva evidencia en favor de la teoria de la
induccién al obtener formacién 6sea a partir de un implante de matriz
Osea descalcificada realizado en los musculos abdominales o cuadriceps de
diferentes animales (ratas, ratones, cobayas y conejos).

Hauschka en 198673 implanta polve desmineralizado de mafriz
Gsea en ratas y observa en el primer dia una aparicién transitoria de
leucocitos polimorfonucleares. Las células mesenquimales aparecen en
intima continuidad con la matriz en el tercer dia y se diferencian y
elaboran matriz cartilaginosa sobre el séptimo dia. En el décimo dia
aparecen los osteoblastos formadores de hueso. Entre los dias duodécimo
y décimo-octavo, el hueso neoformado se remodela por los osteoclastos
existiendo una concomitante disolucion de la matriz implantada.
Finalmente, en el vigésimo primer dia se produce la diferenciacién de la
médula dsea hematopoyética dentro del osiculo. En resumen, el depésito
inicial consiste en cartilago y hueso membranoso que son reemplazados
por hueso laminar y médula ésea.

Estudios clasicos de Huggins en 193188 demostraron que el epitelio
transicional del tracto urinario podia inducir la formacién de hueso
cuando se trasplantaba en ciertas zonas, observando la aparicion de éste
cuando se implantaba en musculo o fascia, pero no cuando se realizaba en
rifién, higado o bazo.
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Urist en 1969236, utilizando hueso descalcificado como estimulo,
obtuvo una exuberante produccién de hueso inducido cuando lo
implanté en musculo, tendén y tejido subcutdneo, pero no cuando el
implante se realiz6 en bazo, higado o rifién. Sin embargo, cuando el
implante se realizaba en primer lugar en mdsculo y varios dias después
se transferia a bazo, higado o rifién, si que existia induccién 6sea. Estas
observaciones le sugirieron que para que haya induccién ésea en tejidos
blandos es necesario:

1) Un estimulo inductor.

2) Una poblacién celular potencialmente osteogénica, que

presumiblemente serian células mesenquimales.

3) Un tejido circundante favorable a la osteogénesis14’, Fig. 6.

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

En 1968 Urist pudo observar la osteogénesis inducida mediante
implantes de matriz ¢sea desmineralizada con HCI en 10 pacientes a los
que se les realizaron implantes intradseos y, en 25 pacientes con los
implantes en la superficieZ34, También observé induccién 6sea con el uso
de hueso humano alogénico autolisado?53.

Tras observar este fenomeno de induccién 6sea, el siguiente paso
fué intentar aislar la sustancia, contenida en el hueso, responsable de esta
induccién. En la busqueda de aquellos componentes del hueso que
pudieran estar involucrados en la morfogénesis 6sea, Urist y col
efectuaron investigaciones exhaustivas con el fin de poder ir excluyendo
aquellas sustancias que no intervenian en el proceso de induccién
6sea233,236,239  pudiendo asi, establecer las caracteristicas fisico-quimicas
de la sustancia. Partiendo de la matriz ésea y mediante la extraccidén
secuencial de uno 0 méds componentes y la accién enzimatica sobre otros
componentes, Urist defini6 el caracter proteice de la BMP%4245, En 1967,
observé como las sustancias de la matriz 6sea solubles en HCl no
presentaban ningtin tipo de actividad. Poco después demuestra como el
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principio de induccién 6sea dentro del extracto de matriz descalcificada
tampoco se alteraba por los disolventes de grasas, las soluciones salinas y
enzimas que extraen las proteinas polisacdridas o lipoproteinas del hueso.
También observ6 que la actividad osteocinductora era mayor en la cortical
que en la esponjosa del hueso.

Fue en el afio 1971 cuando Urist comenzd a considerar el
"principio de induccién ésea” con propiedades morfogenéticas. Tras la
realizacién de los estudios bioquimicos expuestos anteriormente, pudo
apoyarse de forma consecuente la hipétesis de que la propiedad
morfogenética 6sea residia en una proteina o grupo de proteinas,
denominando finalmente al "principio de induccién 6sea" como
“Proteina Morfogenética Osea (BMP)"156,191,243,257

Osteoinduccién vy osteoconduccién

La capacidad osteogénica se define como el estado no expresado y
aun no activado que tienen algunas células para diferenciarse en tejido
6seo, por contra, la determinacién osteogénica es un estado activado pero
aun no expresado para diferenciarse en tejido 6seo34. Una poblacién
celular competente es indiferenciada y precisa del estimulo de la BMP,
mientras que las células determinadas son prediferenciadas y no
necesitan de la BMP para diferenciarse en tejido 6seo190 .

Brighton en 198421 estudiando el callo de fractura observd que
existian dos lineas celulares diferentes que contribuian a la reparacion de
la fractura. Owen en 1985184 diferenci6 las células osteoprogenitoras
determinadas (DOPC) de las células osteoprogenitoras inducibles (1OPC).
Sato en 1985190 demostré cémo una poblacién independiente de células
perisinusoidales de tipo mesenquimal podia ser activada antes de que se
produjera la reparacién 6sea completa de la lesién, mostrando de esta
forma su capacidad osteogénica. La poblacién de células determinadas
tiene capacidad de producir nuevo tejido éseo en respuesta directa a la
lesiébn o trasplante de las mismas. Triffitt en 1987224 estudié las
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interacciones moleculares en el desarrollo de un érgano y en la induccién
tisular. Hulth en 19899 en un estudio sobre la reparacion de las fracturas
recopila los estudios anteriores, llegando a la conclusion de que las células
osteoprogenitoras determinadas (DOPC) del periostio y de la médula ésea
forman parte de la respuesta primaria a la lesién y son capaces de
producir osificacién directa o intramembranosa; las células
osteoprogenttoras inducibles (IOPC) tienen su origen en los tejidos de
alrededor de la lesién?1, son células mesenquimales pluripotenciales con
potencial condrogénico que acaban produciendo osificacién endocondral
y formardn el callo externo reparador de la fractura; las interacciones
moleculares producidas a nivel de la lesién son decisivas en la induccién
de estas células inducibles.

Tras realizar un implante de matriz 6sea desmineralizada, el tejido
¢seo neoformado va a ser proporcional a la cantidad implantada?39. Este
nuevo tejido se va a desarrollar a partir de células mesenquimales bajo la
influencia de la BMP282, que es liberada a partir de la matriz 6sea. La BMP
es uno de los factores locales producido por los osteoblastos y que se
mantiene en el hueso; sus funciones especificas son inducir células
mesenquimales indiferenciadas hacia células diferenciadas de estirpe
condro-osteogénica, reclutar condrocitos y osteoblastos de estas células
mesenquimales y mejorar la formacién Osea y cartilaginosa "in situ"232,
Landesman y Reddil23 en 1986 demostraron cémo la matriz Osea
desmineralizada posee proteinas que son quimiotdcticas para las células
mesenquimales. Existe toda una poblacion celular potencial de células
osteoprogenitoras que responde a estas proteinas quimiotacticas. La
matriz 6sea desmineralizada sirve por si misma de sefial para el
reclutamiento de células progenitoras asi como para su proliferacién y
diferenciacién. '

Osteoinduccion y osteoconduccion son dos términos muy
similares gramaticalmente y con diferente significado. La
osteoconduccién es el proceso de extension de la reparacion 6sea a partir
de células del lecho del huésped con capacidad osteogénica (células
osteoprogenitoras determinadas, DOPC) mientras que la osteoinduccion
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consiste en el reclutamiento de células mesenquimales indiferenciadas
del tejido conectivo con potencial osteogénico que tras ser inducidas se
transforman en células osteoprogenitoras inducidas (IOPC). Ambos
procesos facilitan la curaciéon de los defectos esqueléticos mediante el
aporte de injertos 6seos36, La osteoconduccién es una funcién pasiva del
injerto que actiia como soporte sobre el que se deposita el hueso generado
por el huésped. La osteoinduccién se caracteriza por los factores derivados
del injerto que estimulan activamente la nueva actividad osteogénica.

Desde el punto de vista de los biomateriales, se considera
osteoconductor aquel que sirve de soporte y facilita el crecimiento dseo y
osteoinductor aquel que estimula una poblacion celular a transformarse
en osteoblastos. Mientras que la hidroxiapatita posee capacidad
osteoconductiva proporcionando un medio adecuado para el crecimiento
de hueso a partir de las trabéculas existentes previamente, la BMP tiene
potencial osteoinductor192,265,

Las células osteoprogenitoras determinadas son células
mesenquimales que al proliferar en condiciones adecuadas van a dar
lugar a tejido 6seo. Estas son las células de la capa profunda del periostio
("cambium periéstico”) y las responsables de la osteogénesis reparativa
inicial en el callo de fractura. El estroma de la médula ésea tiene como
funcién dar un soporte estructural y funcional a las células
hematopoyéticas. En este estroma hay una tedrica célula tronco a partir de
la cual se van a formar diferentes estirpes de células progenitoras tanto
para el tejido 6sec como para el tejido hematopoyético.

Las células osteoprogenitoras inducidas son células mesenquimales
de dreas extramedulares (musculo, timo, bazo) capaces de producir hueso
cuando son inducidas a ello por otros tejidos o sustancias inductoras.
Estas son las que proliferan en el mesénquima perifractuario y el musculo
y van a contribuir a la masa fundamental del callo periostal de tipo
condrobldstico.
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Loos datos de cultivos tisulares indican que ambas estirpes tienen
cardcter clonico y son dos subgrupos diferentes.

El crecimiento de nuevo hueso inducido por la BMP acontece tanto
por extension directa de las células osteoprogenitoras (osteoconduccién)
como por diferenciacién celular de las células mesenquimales
(osteoinduccién)212,213, E| proceso es irreversible y culmina con el
desarrollo de un osiculo. La BMP puede inducir células mesenquimales a
diferenciarse en cartilago y hueso y se ha observado que induce formacién
6sea endocondral cuando se implanta en defectos esqueléticos vy
extraesqueléticos en animales de laboratorio111,160,190,213_

I.e.- CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS ESTRUCTURALES Y
FUNCIONALES DE LA BMP

1.- BMP vy factores de crecimjento

La BMP aislada de la matriz 6sea7®.71,254, de la dentina32108 y de
ciertos tumores Gseos como el osteosarcoma?.70,72,214,215 no parece que
sea ni un factor de crecimiento, nt un nutriente, ni un metabolito, ni una
vitamina. La BMP se clasifica dentro de la categoria de morfogen o
sustancia que inicia la diferenciacién celular y que puede desreprimir una
combinacién concreta de genes en un 6rgano en desarrollo?25. Alguna de
las preparaciones de BMP secuenciada mediante un mapa de péptidos
posee una estructura primaria que no se halla entre las actualmente
conocidas en los factores de crecimiento?5. Tras los trabajos de Engstrom y
col.47 y Wozney y col. en 1988279 se observé que un segmento de
aminodcidos de la BMP coincide con un segmento igual al del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-beta).

A partir de hueso humano, bovino, de mono y ratas se han aislado
varias proteinas que se piensa que tienen actividad osteoinductoral88. Los
pesos moleculares y los puntos isoeléctricos nos inclinan a pensar que se
trata de proteinas diferentes o de una familia de proteinas con igual
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actividad?18,274,275,279. Wang y col. en 1988274 purificaron un grupo de
BMPs a partir de hueso bovino. Basidndose en la secuencia parcial de
aminodcidos y los datos obtenidos con sondas de DNA, se han aislado
oligonucleétidos correspondientes a secuencias parciales de DNAs
codificados (cDNAs) para la BMP-1, BMP-2 (2A), BMP-3, BMP-4 (2B) (B-
2:9), BMP-5, B;P-6 y BMP-7 desde cDNA humanos272. Seis de estas BMPs
(BMPs 2-7) han sido identificadas como miembros de la familia TGF-beta.
Algunas de las BMPs recombinadas mostraron capacidad para inducir
cartilago ectépico o formacion dsea en ratas cuando se implantaron con
extractos de matriz dsea desmineralizada con guanidina-HC1138,275,

Los factores de crecimiento regulan la mitogénesis y la curacién de
la lesién. Dentro de este grupo incluimos el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento fibrobldstico
(FGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factores de crecimiento
transformantes alfa y beta (TGF-alfa y TGF-beta)}47.114

Muchos factores de crecimiento se han implicado en el crecimiento
y reparacion del hueso73225, Se pueden localizar en el hueso varios
factores tales como el factor de crecimiento fibrobldstico (FGF), factor de
crecimiento transformante beta (TGF-beta) y factor derivado de las
plaquetas (PDCF). Todos tienen alguna influencia sobre el cartilago y las
células ¢seas "in vitro” y se ha sospechado que pudieran tener alguna
influencia sobre la actividad de la BMP, sin embargo, ninguno de ellos ha
demostrado inducir cartilago o tejido éseo "in vivo"429,

Centrella y col. en 199130 realizan una actualizacién de los
conocimientos sobre el factor de crecimiento beta. Estd formado por una
familia de polipéptidos que se sintetizan en los linfocitos y fibroblastos y
se halla en todos los tejidos esqueléticos o no esqueléticos, aunque
estudios realizados por Robey y col. demostraron la sintesis de TGF-beta
por condrocitos y osteoblastos180, Estudios "in vitro" e "in vivo" indican
que puede tener efecto estimulador o inhibidor sobre la replicacién,
desarrollo y diferenciacién en la poblacién celular esquelética en funcién

de la concentracién de éste. El TGF-beta estimula la diferenciacién de
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células mesenquimales, proliferacién de osteoblastos y sintesis de matriz,
pero también induce la maduracién de osteoblastos, condrocitos y
osteoclastos13:280 siendo el responsable en parte de la reparacion 6sea en
el callo de fractural®. Ademds muchas de las funciones del TGF-beta
estdn solapadas con las de otros factores osteoinductores. Se almacena en
las plaquetas y se libera con la degranulacion de éstas en forma de
complejos inactivos que se disocian en varios péptidos mediante la
exposicion a condiciones moderadamente dcidas!'?l; ademds se asocia con
los estados precoces de formacién de fibrina e inflamacién. Las proteinas
morfogenéticas dseas (BMPs) pueden actuar de forma aislada pero
también pueden hacerlo de forma sinérgica con multiples factores (locales
y sistémicos)?8, incluido el TGF-beta, que intervienen en la cascada de
acontecimientos que finaliza en la osteoinduccién. Ensayos realizados "in
vivo" para demostrar la formacién de hueso ectépico indican que a
diferencia de la BMP, el TGF-beta solo no es capaz de iniciar el proceso de
osteoinduccion1l4275 | Existen al menos cinco factores de crecimiento beta
(TGF-betas 1-5), todos comparten una similitud de 64-82% en la secuencia
de aminodcidos. Al menos seis se las siete moléculas de BMP aisfadas
(BMP 2-7) presentan una estructura homéloga y comparten la secuencia
de aminodcidos en un 30-40% con el TGF-beta 1 (I'GF-beta prototipo).

Las propiedades fisicas y la actividad especifica de la BMP bovina o
humana pareceria diferenciarla de cualquiera de los factores descritos
anteriormente?74, aunque tras el aislamiento de las BMP-1, BMP-2 (2A),
BMP-3, BMP-4 (2B), BMP-5, BMP-6 y BMP-7 se ha observado que seis de

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

La funcion de la BMP es actuar sobre células indiferenciadas del
tejido conjuntivo perivascular, mientras que los factores de crecimiento
tienen como diana una poblacién celular diferenciada de la cual deriva el
nombre del factor de crecimiento, por ejemplo, factor de crecimento
fibroblastico114,257,
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Las fuentes de BMP son el hueso cortical’0.71, la dentina32 y los
tumores 6se0s’0,214 | E] origen de los factores de crecimiento son varios
érganos del cuerpo que pueden o no estar incluidos en la poblacién de
células diana. Uno o mds factores de crecimeinto han sido encontrados en
casi todos los tejidos especializados del cuerpoll4.

La Interleukina-1 (IL-1) difiere de los factores de crecimiento en
cuanto a la fuente y a la clasificacién. La IL-1 pertenece al grupo de las
citoquinas que liberan los leucocitos y los macréfagos y regula la
proliferacién celular inespecifica asi como las reacciones inmunolégicas
especificas. La IL-1 estimula la reabsorcién y la formacion de células dseas
en cultivos tisulares??.

La BMP se diferencia de los factores de crecimiento y de las
citoquinas en que las células diana esta constituida por una poblacién

restringida hacia la diferenciacién de cartilago o hueso.

En el proceso de purificacién de la BMP, el paso final es una
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones no reducidas;
la actividad osteoinductora se observa en Ia fraccién correspondiente a
una talla de 30 kD267,

Tras la reduccién que destruye la actividad bioldgica, esta fraccion
de 30 kD produce tres péptidos de 30 kD, 18 kDD y 16 kD. Esta mezcla de
polipéptidos representa una purificacién de aproximadamente 300.000
veces en relacién con el extracto de tejido éseo inicial y se obtienen

tinicamente 40 microgramos a partir de 40 kg de polvo de hueso264,

Adn seria necesario realizar una purificacién adicional para
observar cual de los tres péptidos es el que posee actividad osteoinductora
y morfogenética.

Encaminados hacia la produccién de una BMP sintética con alta
actividad, se encuentran los trabajos de Wozney y col.279 que partiendo de

los tres péptidos purificados originalmente a partir del tejido 6seo bovino
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han realizado el aislamiento de los equivalentes humanos de la proteina
BMP-bovina a partir de cadenas complementarias de DNA.

El resultado final ha sido la purificacién de 7 proteinas
morfogenéticas dseas recombinadas humanas (rhBMPs) estrechamente
vinculadas con la morfogénesis embrionaria en otros sistemas de
animales.

Todos estos datos nos sugieren que la actividad osteoinductora de
la BMP es debida a una mezcla de moléculas de regulacion v que el
complejo proceso de desarrollo de cartilago y tejido éseo estd controlado,
al menos en parte, por accion de estas moléculas.

La BMP no actia en ausencia de un medio libre de suero "in vitro”
o de hormonas de crecimiento "in vivo"; es decir, la BMP posee una
actividad mitogénica relativamente baja, hecho muy caracteristico en un
factor de crecimiento119,208

2.- BMP v hormonas paracrinas

La BMP podria considerarse como una hormona paracrina205 que
también se encuentra de forma circulante en la sangre y que cumple los
cuatro requerimientos definidos por Edward Doisy34 con respecto a

identificar a una sustancia como hormona:

1.-Reconocimiento de un érgano o glandula que produce la
secrecion interna.

2.-Método de deteccién de la misma secrecién.

3.-Extractos de la hormona purificada.

4.-Aislamiento de la hormona pura y determinacién de su

estructura.
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De esta forma, el esqueleto podria considerarse como un enorme
6rgano endocrinp132

En relacién con el primer requerimiento de Doisy, la BMP es
liberada a partir de un sistema orgdnico que consiste en
aproximadamente un 15% de osteocitos y un 85% de sustancia
intercelular. Estudios de inmunofluorescencia ponen en evidencia la
BMP en los elementos celulares y almacenada en la sustancia intercelular.
La evidencia definitiva del origen celular de la BMP queda demostrada
por la aparicion de BMP en los cultivos celulares a partir del
osteosarcoma de ratén (tipo Dunn)?8:120,217.218 sarcoma de Ewing y otros
tumores celulares?®1.252, Lianjia y Yan en 1990127 utilizaron anticuerpos
anti-BMP bovina para conocer la localizacién de la proteina en el hueso y
observaron que esta distribuida a lo largo de las fibras de coldgeno del
hueso normal, en las células peridsticas y en las células mesenquimales
del estroma medular. Poca cantidad pudo ser encontrada en las células del
hueso laminar o en la matriz 6sea calcificada. También se encontré6 BMP
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 radicinmunoensayo (RIA), niveles
relativamente altos de BMP en nifios en crecimiento y en pacientes con
enfermedad de Paget, niveles inferiores en hombres y mujeres adultos y
niveles mds bajos en mujeres con osteoporosis severa2®0. La
concentracion de BMP en el suero es alta (ng/ml]} cuando se compara con
los niveles de calcitonina o de hormona paratiroidea (pg/ml) y puede
reflejar la enorme superficie de recambio del tejido dseo.

Con respecto al tercer requerimiento, se ha observado la actividad
de la BMP en extractos de matriz 0sea con proteinas colagenasa-resistentes

que se han implantado en defectos 6seos de perros ovejas y humanos y en
el musculo de 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, |a determinacién de su peso molecular,
su punto isoeléctrico y la composicién de aminodcidos.

3.- Cuantificacion de BMP dentro de la matriz dsea

El tejido 6seo se encuentra tan intimamente en contacto con el
tejido graso, los vasos sanguineos y la médula 6sea, que la investigacion
bioquimica de las protefnas de la matriz calcificada casi siempre se lleva a
cabo en el tejido 6seo cortical mds que en el esponjoso?2. La cortical dsea
consta de aproximadamente un 70% de material inorgdnico
(principalmente hidroxiapatita) y un 30% de material orgdnico. Cuando
se extraen las sustancias que son solubles en agua y en cloroformo-
metanol, el peso seco de la matriz libre consiste en un 88% de coldgeno,

10% de proteinas no coldgenas y un 2% de sustancias no determinadas.

Se han encontrado 20 grupos quimicos principales en las células y
en la matriz extracelular del hueso que son difusibles en el fluido
extracelular 6seo, Tabla I. Se observa como la BMP es una de las proteinas
menos abundantes de la matriz (0.001% del peso del hueso cortical),
perteneciendo al grupo de las proteinas no-coldgenas260,

. »

4,- BMP y regeneracion dsea

Laregeneracion y el crecimiento de] hueso estdn precedidos
por una fase morfogenética del desarrollo, que es iniciada por la BMP. En
la fase siguiente de citodiferenciacién, otras protefnas especificas de] tejido
6seo (por ejemplo, el factor de crecimiento del cartilago, el factor de
crecimiento dseo o factores de crecimiento esqueléticos)56:97,257 entran en
el proceso de regeneracion, que incluye el proceso de remodelacién 6sea,
mediante estimulacién de la divisién mitética de condroblastos y
preosteoblastos.
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TJABLAL

Proteinas intra y extracelulares de la matriz 6sea260,
A. PROTEINAS RESIDUALES

I Coldgeno L e e 88%
1I. Glicoproteinas estructurales.. ........... .....cccos e 1%

B. PROTEINAS ESPECIFICAS DEL TEJIDO OSEQ

1. Proteinas ricas en acido

gamma-carboxi-glutdmico...... ......cooee oiiiiieis e, 2%
IL Osteonectina ... i e e 2%
III. Proteina morfogenética dsea. ........... ........... ..o 0,001%
IV. Factor 6seo de crecimiento .. .ovveeivrs cevvierner vievnnsss 0,1%

C. PROTEINAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN INVESTIGACION CON
RESPECTO AL MECANISMO DE CALCIFICACION

L Proteoglicanos . i 0,8%
II. Proteolipidos .o e e 0,3%
IT1. Sialoproteinas 0Seas............ cooveiovins ceviieiiins vieniind 0,9%
IV. Fosfoproteinas ... 0,2%
V. Fosfopéptidos . i e 0,1%
VI Péptidos dcidosolubles ........ .oocccivic vviiviiiins e, 0,6%
b. LiPipcs L et eeeen iy e 0,9%

E. PROTEINAS PLASMATICAS ACUMULADAS EN LA MATRIZ EXTRACELULAR

L Albumina L i 0,3%
il. Alfa 1 glicoproteina ........... e e e 0,4%
III. Alfa 2 HS glicoproteina....... e R e 0,4%

F. INMUNOGLOBULINAS

I IgE, incluyendo anti-BMP....... ..o v v 1%
ILIgD e e e e Trazas

G. SIN IDENTIFICAR et 0,9%
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Se cree que la calcificacidn estd asociada con proteolipidos o
fosfoproteinas273, fosfopéptidos o proteinas iniciadoras de calcificacién248
y osteonectina?19, pero no se conoce el mecanismo bioquimico.

La BMP esta formada por un grupo de moléculas de proteinas no-
coldgenas que inducen la diferenciacion de las células mesenquimales de
tipo perivascular que de otra forma no se diferenciarian ni en
condroblastos ni en osteoblastos, en cartilago y en hueso a través de una
osificacién endocondrall56:191,257 y puede ser el largamente buscado factor
responsable de la renovacién continua y regeneracién de la vida postfetal.
La BMP se denomina "morfogenética” ya que inicia la disgregacién,
migracién, reagregacion y proliferacién celular antes de la
citodiferenciacién1.232,275,

La actividad de la BMP puede ser evaluada en el implante por el
acuimulo de los siguientes productos celulares: hialuronidato en las
primeras 24 horas?!, hialuronidasa a las 48 horas16l y fosfatasa alcalina a
los diez dias2048,89,187 1.a BMP es transferida desde la matriz 6sea a la
poblacién celular respondedora dentro de las primeras 24 horas del
implantel56,

"In vitro”, las células del tejido conjuntivo incubadas con hueso
desmineralizado1%0 o con BMP160 desarrollan un fenotipo cartilaginoso.
Otros componentes proteicos aislados del hueso, como la osteogeninal8?
y el TGF-beta?” han mostrado poseer actividad condrogénica "in vitro".
Wozney y col.27? han demostrado que las BMPs humanas recombinadas
pueden producir cartilago "in vivo" pero no producen hueso, sugiriendo
que multiples proteinas pueden ser necesarias para reproducir los efectos
del hueso desmineralizado o los extractos de BMP parcialmente

purificados.

Boyan y ¢0l.20 en 1992 comparan las caracteristicas bioquimicas de

las células del tejido conjuntivo de diferentes especies incubadas con BMP
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de origen canino o bovino parcialmente purificada con las caracteristicas
bioquimicas de auténticos condrocitos "in vitro”, llegando a la conclusion
que las células conjuntivas de un amplio espectro de especies (ratas,
perros y humanos) responden de forma similar a la BMP. Ademds no
parecen discriminar entre las BMPs de diferente origen (bovina o canina)
al menos con referencia a los pardmetros medidos en este trabajo
(actividad de fosfatasa alcalina y sintesis de coldgeno Tipos Iy II). Estudios
no publicados a los que se hace referencia en este trabajo?0 demuestran,
sin embargo, que las pseudoartrosis caninas tratadas con BMP de origen
bovino o canino "in vivo", precisan de BMP especifica de especie par la
consolidacién. Estos datos sugieren que se debe tener precaucién al
interpretar los resultados de los cultivos celulares en cuanto a la eficacia
del uso de las BMPs en la préctica clinica.

5.- Caracterizacién bioquimica de la BMP

La BMP es una proteina inductora de la diferenciacién celular 6sea
que se encuentra firmemente unida en muy pequefias cantidades a la
fraccién de proteinas insolubles no-coldgenas de la matriz 6sea, formando
asi un agregado junto con osteonectina, osteocalcina (BGP), proteina de la
matriz de dcido glutdmico, histonas y calmodulina. A causa de su escasa
cantidad y su firme unién, es muy dificil aislarla libre de contaminacién
de las otras proteinas no-coldgenas insolubles263 .

Young y col. en 1992284 analizan la estructura y funcion de las
proteinas no coldgenas estructurales de la matriz 6sea que existen en
mayor cantidad, Tabla I, debido a su funcién en la unién celular, unién
al calcio e hidroxiapatita y su funcién en la mineralizacion.

La BMP se encuentra formando agregados supramoleculares con
otras proteinas (osteonectina, proteina matriz gla, histonas, calmodulina
y otras muchas)256.259, |.a cantidad de BMP humana (hBMP) en la cortical
6sea libre de medular es pequefia, aproximadamente 0,001% del peso
hiimedo del hueso fresco desmineralizado256.
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TABLA 11

Caracteristicas funcionales de las principales proteinas estructurales no coldgenas dela

matriz 6seaZ34

Proteina Funcién potencial
OSTEOPONTINA (2ar, fosfoproteina ... ....cccooet v Unién celular,
44kD,SPP) e e unién hidroxiapatita
SIALOPROTEINA OSEA (BSPII) i e, Unién celular
GLICOPROTEINA ACIDA OSEA e (Mineralizacién?
(BAG-75)
TROMBGOSPONDINA i s vvvveeen, Unidn celular
GIGLICANO ((PGI) s e e, Interacciones
weemeennn. COlula-célula o
................................. célula-proteina
DECORINA (PGIL PG-40) i e veeeeeenn, Unién al coldgeno,
................................. regulacién formacion fibrillas
OSTEONECTINA L e e Unién al calcio e hidroxiapatita,
........... crvvererins eneneeennnprolfiferacion celular
PROTEINAGLA OSEA L ¢Remodelacion 6sea?
................................. (Osteocalcina/BGP)

MATRIZ GLA (MGP) s crriiies ceveveiaaas Desconocida
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La BMP tiene que ser separada para obtenerse purificada de una
serie de proteinas, Tabla 1.

La BGP u osteocalcina representa un 15-25% de las proteinas no-
coldgenas del hueso; tiene capacidad quimiotactica sobre los
osteoclastos141 y células mesenquimales135 asi como importante
capacidad de unién a la hidroxiapatita del hueso?? y se puede utilizar
como marcador del metabolismo 6seo aunque se ha observado que en un
gran porcentaje de procesos con alto remodelamiento seo, como ocurre
en la enfermedad de Paget, la BGP puede se normal®?. También se han
encontrado acumuladas en el hueso las proteinas séricas: albumina, IgE,
IgD y alfa-2 HS glicoproteinas. Ademds pueden encontrarse de forma
eventual en la matriz 6sea: lipidos, péptidos, fosfopéptidos y cantidades
muy pequefias de componentes séricos. Ciertas glicoproteinas
estructurales constituyen la masa del residuo insoluble después de que
son extraidos de forma secuencial otros componentes. La osteonectina es
una proteina de 34 KD que forma un puente entre la fase organica e
inorgdnica del hueso!21.219, La proteina menos abundante de la matriz
6sea es la BMP; sin embargo, al menos un 2% de las proteinas de la matriz
aun no se han definido y podrian incluir un iniciador de la calcificacién
asi como otros componentes especificos del hueso.

Hanamura y col. en 198072 demostraron que la BMP podria ser
extraida en condiciones disociativas con hidrocloruro de guanidina 4M, a
partir de osteosarcomas de ratén o de matriz ésea de rata. Urist y col. en
1981254 jdearon la utilizacién de una mezcla de solvente de urea 6M y
Cl2Ca 2M para la extiraccién de BMP a partir de hueso bovino. Desde el
desarrollo de estos nuevos métodos de extraccién, la investigacion sobre
la capacidad de induccién de esta proteina, ha avanzado rapidamente.

Urist y col. en 1984259 purificaron la BMP utilizando la
cromatografia con hidroxiapatita, llegando a obtener BMP purificada copn
pesos moleculares de 17.5 kD para la BMP humana (hBMP) y 18.5 kD para
la BMP bévina (bBMP).
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Bessho y col. en 19918 realizaron un andlisis de las BMPs humana
y bovina extraida de la matriz 6sea con el fin de conocer la secuencia de
aminodcidos de estas protefnas. Tras extraer la BMP de la matriz 6sea con
hidrocloruro de guanidina 4M, fué purificada con ayuda de cromatografia
liquida. La electroforesis en gel de poliacrilamida-sulfato sédico (SDS-
PAGE) mostré que la BMP obtenida era homogenea. Los pesos
moleculares de estas BMPs humana y bovina fueron de 17 y 18 kD
respectivamente tras la electroforesis SDS-PAGE y la cantidad de
aminodcidos fue de 165 para la hBMP y 163 para la bBMP. La secuencia de
aminodcidos difiere de Jas BMPs analizadas por Wozney y col. en 1988279,
pero las caracteristicas fisicoquimicas son comparables a las preparaciones

originales de BMP realizadas por Urist y col. en 1983, 1584 y
1987256,259,266_

Kitbler y Urist en 1993120 ghtuvieron un peso molecular de 18kD
de una BMP derivada de osteosarcoma humano y parcialmente
purificada con SDS-PAGE.

Takaoka y col. en 1993217 purificaron y caracterizaron una BMP
derivada de un osteosarcoma murino (tipo Dunn) con ayuda de
electroforesis SDS-PAGE, obteniendo una proteina purificada con un peso
molecular de 32 kD que separaron en dos subunidades distintas de 17 y 19
kD, ambas con actividad osteoinductiva. La secuencia parcial de
aminodcidos de estas dos subunidades era la misma e idéntica a la hBMP-
2B (BMP-4)27% que a su vez formaba parte de la familia del TGF-beta.

6.- Caracterishicas bioquimicas

Las caracteristicas bioquimicas de la BMP® bovina evidencian una
sensibilidad a los dlcalis, una labilidad a tripsina y quimiotripsina, una
acidez y una capacidad a ser degradada en soluciones dcido-alcohol, entre
otras, Tabla [1I 259,
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En estado supramolecular, la BMP puede formar agregados de
proteinas con pesos moleculares de 34, 24, 175 y 14 kD con una
solubilidad muy baja en medio acuoso. Los cuatro agregados proteicos son
separables en condiciones de disociacién en urea 6M o en hidrocloruro de
guanidina 4M. El agregado de 17.5 kD es relativamente soluble en
soluciones salinas fisiolégicas o en agua, si la proteina de 14 kD ha sido
previamente extraida por ultrafiltracién ya que ambos forman un
complejo insoluble, posiblemente por medio un puente de calcio
i6nicol?0, Kibler y Urist en 1993120 ajslan una BMP y protefnas no
coldgenas de osteosarcoma humano y tras la realizacién de electroforesis
observan dos bandas de 18 kD y 14 kD, esta dltima sin capacidad
osteoinductiva y forma agregados con la BMP. A partir de la proteina de
18 kD se han realizado técnicas de purificacion protefca de alta resolucién
y tecnologia de recombinacion de DNA consiguiendo el aislamiento y
purificacién de siete proteinas con capacidada osteoinductoral38279, Los
extractos sin purificar de BMP tienen una mayor naturaleza
hidrofobica?14.232, pero tras varios procesos de purificacién, la proteina
adquiere una naturaleza hidrosolublel57,216259  En resumen, la
solubilidad de la BMP en agua depende de la extraccién de otras
moléculas hidrofébicas con las que forma complejos. "In situ", las
proteinas de la matriz dsea insolubles pueden mantener un gradiente de
concentracién entre la superficie de la matriz ésea y los receptores
celulares de membrana de BMP; este complejo BMP-proteinas insolubles
podria servir como un sistema de liberacién de la BMP68,155,

La insolubilidad de la BMP en agua fria se encuentra
correlacionada con la concentracién de iones calcio en la solucion.
Cuando se afiade calcio a la solucién, la sal cdlcica de BMP es soluble en
agua fria. Entonces la solubilidad de BMP en medio acuoso va a depender
de la presencia de otras moléculas hidrofébicas con las que forma
agregados insolubles por una parte y con iones calcio por otra, con lo que

se convierte en un complejo soluble en agua.
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Tabla III
Caracteristicas bioquimicas de la BMP bovina35:259

- Polipéptido 4cido.

- Pm aparente 18 kD

-pl=5.0+02

- Unién con hidroxiapatita.

- No se han detectado carbohidratos.

- Soluble en soluciones neutrales a pH 7.2.

- Degradada en soluciones dcido/ alcohol.

- Sensible a dlcalis.

- Insoluble en cloroformo/ metanol, alcoho! absoluto y acetona.
- Insoluble en Tritén X-100.

- Insoluble en HC1 0.6N.

- Soluble en urea 6M, GuHC1 4M y HC1 0.2M.

- Parcialmente soluble en etilén-glicol.

- Nucjeasa (RNasa, DNasa) resistente.

- Labil a tripsina y quimiotripsina.

- Resistente a condroitinasa A, By C/ Amilasa/ Neuraminidasa/ Hialuronidasa/

Fosfatasa Alcalina/ Fosfatasa Acida/ Quimopapaina/ Colagenasa/ Tirosinasa vy

Termolisina.



48

Desafortunadamente, la implantacion de BMP purificada e
hidrosoluble generalmente no produce una respuesta osteoinductiva
debido a la rdpida difusién de la proteina del lugar donde se ha
implantad 157,216,

Aunque la BMP tiene una estrecha relacién con el coldgeno que
contamina la mayoria de las preparaciones mds purificadas, pudiendo
contener algun residuo de hidroxiprolina, es una proteina diferente a las
proteinas colagenas como lo demuestra el hecho de que la BMP contiene
una cantidad demasiado alta de carbohidratos, su estructura es distinta a
la de la triple hélice de la molécula de colageno y ademds es resistente a
las colagenasas53,

Numerosos estudios bioquimicos se han realizado con el objetivo
de conocer la naturaleza bioquimica de la BMP. Recientemente, un grupo
de BMPs fue purificado a partir de hueso bovino?74. Basdndose sobre
secuencias parciales de aminodcidos de BMP vy utilizando
oligonucleétidos correspondientes a cadenas de DNA humanas se han
obtenido siete moléculas de BMP: BMP-1, BMP-2 (2A), BMP-3, BMP-4
(2B)28, BMP-5, B;P-6 y BMP-7. Algunas de las BMPs recombinadas

mostraron capacidad para inducir cartilago ectépico o formacién 6sea en
rata5270,275,279_

Takaoka y col. en 1993218 a partir de una secuencia parcial de
aminodcidos de una proteina con capacidad para inducir hueso aislada de
un osteosarcoma murino (tipo Dunn) y una cadena de DNA del sarcoma
consiguieron clonar la secuencia de genes complementarios de la
proteina. La cadena de DNA complementario (clonado) fue transderida a
las células ovaricas de un hamster chino para la produccién de proteinas
con capacidad inductora. La secuencia de nucleédtidos del DNA clonado y
las proteinas sintetizadas a partir de éste fueron homélogos a la BMP-4
(BMP-2B). Estas proteinas producidas por las células ovaricas eran capaces
de producir osiculos ectépicos en ratones a las dos semanas de su
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implantacién utilizando coldgeno como portador de la
proteina58,138,275,279,

7.- Método de purificacidon

La primera evidencia de que la BMP podia aislarse surgié al
conseguir que se liberara de la matriz désea insoluble o mairiz gelatinosa,
separdndose de ésta por coprecipitacion con fosfato de calcio259.

Bajo ciertas condiciones, la BMP puede encontrarse en los tres
compartimentos del hueso: células, matriz extracelular y mineral. La
conversion de matriz 6sea a gelatina, a baja temperatura, facilita la
liberacién de BMP "in vivo" y la extraccién quimica o aislamiento "in
vitro". Puesto que la BMP es colagenasa resistente, la colagenasa produce
la liberacién de BMP de la gelatina de matriz 6sea, junto con otras
proteinas no coldgenas y los productos de degradacion del coldgeno. La
BMP soluble se separa de otras proteinas de la matriz 6sea mediante
extraccion de la gelatina de la matriz 6sea por un solvente organico-
inorgdnico, mezcla de CaClp 0.5M en urea 6M o con GuHC1 4M.

La BMF se aisla de la matriz 6sea y de otras proteinas de las que se
disocia, exclusivamente y con dificultad, mediante extraccién secuencial
con desnaturalizantes, precipitacién diferencial, filtracién en gel,
cromatografia de hidroxiapatita, fase inversa (columna hidrofébica) y
cromatografia liquida de alta resolucion?59.264. Afortunadamente la
accién de los solventes desnaturalizantes (urea 6M en CaCl? 0.5M o de
hidrocloruro de guanidina 4M) utilizados para romper los enlaces de
hidrégeno entre las moléculas de protefna, es reversible. En términos de
actividad biolégica e inmunolégica, una molécula de BMP es
renaturalizada cuando se retiran los desnaturalizantes medijante dialisis
contra agua. La actividad biolégica de BMP no se pierde por liofilizacién y
se ha conservado durante varios afios tanto en la matriz 6sea como fuera
de ella, en forma aislada. La actividad de la BMP también sobrevive a la
alquilacion y a la esterilizacion26l,
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La BMP se encuentra estrechamente unida a la hidroxiapatita pero
se disocia con una solucién tampén consistente tinicamente en ién
fosfato a una concentracién en el rango de 0.18 a 0.2M. Esta disociacién es
tan consistente que la BMP puede liberarse a partir de la solucién
mediante un método en serie y entonces es separada de la hidroxiapatita
mediante decalcificacién en un saco de didlisis, primero contra HCI 0.1N y
después contra agua. La BMP es ligeramente soluble en HCl 0.02N vy
practicamente insoluble en HCI 0.6N con ninguna pérdida de su actividad
bioldgica.

Existen diversos métodos para separar la BMP del resto de las
proteinas éseas. Un procedimiento es el que separa la mayoria de las
proteinas con Pm 34 kD, como la osteonectina (que representa el 50% de
las proteinas no-coldgenas) mediante la capacidad de solubilizaciéon de
éstas en Tritén X-100 0.2%. La BMP es insoluble en Tritéon X-100169, La
ultrafiltracién separa las proteinas con Pm de 14 kD y otras proteinas de
bajo Pm que tienen una alta afinidad por la BMP. Tras la retirada de estas
proteinas, la BMP se hace soluble en agua.

El método mds directo de preparacién de BMP consiste en la
extraccién quimica de hueso desmineralizado con HCIl en una solucién
de GuHCl 4M. Este extracto consiste en una mezcla compleja de proteinas
intra y extracelulares que es extremadamente dificil de fraccionar. Un
extracto ligeramente mds manejable con un alto nivel de actividad BMP
es el que se obtiene a partir de la matriz dsea insoluble o matriz gelatinosa
preparada mediante exiraccion secuencial de proteinas no-coldgenas
relativamente solubles264, ésto retira aproximadamente un 20% de
proteinas no-BMP. La BMP se encuentra intimamente unida a agregados
de proteinas insolubles dentro de la estructura conformada de forma muy
densa con uniones cruzadas de la matriz del hueso cortical. La BMP se
encuentra dentro de estos agregados de proteinas que van a ser solubles

tinicamente en urea 6M o en GuHCI 4M.
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L.f.-TEORIA MORFOGENETICA OSEA

1.- Factores esenciales en la morfogénesis gsea

La regeneracion del hueso se lleva a cabo por una asociacién tejido
6seo-médula 6sea que promueve los intercambios bioquimicos entre la
matriz del tejido éseo y el estroma de la médula 6seal74269. Los factores
que influyen sobre esta asociacién tejido dseo-médula 6sea son: el indice
de actividad metabdlica relacionado con la especie, la edad, los factores de
crecimiento angiogénicos, el factor de crecimiento derivado de los
macréfagos, otros factores de crecimiento polipeptidicos e interacciones

indefinidas de procesos locales, regionales y sistémicos118,268,
Los requisitos necesarios para la morfogénesis 6sea son:

- Célula con codificacidn genética para diferenciarse en células
Oseaslé4, 175
- Interacciones entre el sustrato inductor y las células a induciri75.223,
- Medio ambiente favorable en el que se incluyan todos los
requerimientos metabélicos, endocrinos, nutricionales y minerales para
el desarrollo de productos celulares especializados220,238,

2.- Induccién dsea y morfogénesis

El principio de induccién dsea significa mds de un fenémeno en el
desarrollo celular. No solo estimula la diferenciacién de células
mesenquimales competentes en condroblastos, osteoblastos y osteocitos,
sino que también organiza, de manera simultdnea, las células
especializadas en un érgano u osiculo relleno de células funcionantes de
la médula 6sea2®, La histogénesis culmina en la morfogénesis a través de

una sucesidén de interacciones inductivas extracelulares236 ,
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I.g.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CAPACIDAD DE
RESPUESTA ALA BMP

1.- Indice de actividad metabdlica

Coulson en 198333 basdndose en el hecho de que el metabolismo
es diferente dependiendo de las especies evaludé una serie de pardametros
(frecuencia cardfaca, flujo sanguineo, indice metabdlico basal, frecuencia
respiratoria y temperatura) que en conjunto forman el Indice de
Actividad Metabdlica (MAI). tomando como punto de referencia el MAT
humano, al cual se [e asigna en valor 1, obtiene el MAI de otras especies:
el del perro tiene un valor de 1,58 y es muy similar al del humano, el de
la rata es de 5,15 y el del ratén de 15,6268,

2.- Caracteristicas de especie

Existe controversia acerca de la induccién 6sea por BMP2# debido
a que su actividad biolégica ha sido estudiada predominantemente en
roedores, que son mds susceptibles a la formacion 6seab®241,250 mientras
que no estd claro si es efectiva en animales mayores3160,197. La matriz
xenogénica provoca una respuesta inmune citotoxica que bloquea el
proceso morfogenético 6seo; sin embargo, por algin mecanismo aun
desconocido, mientras que en ratones provoca una elevada produccidn
ésea, la misma preparacién en ratas y conejos produce bajas cantidades2>9,
Heckman y col. en 199174 estudiaron el efecto de BMP bévina y BMP
canina en un mdodelo pseudoartrosis experimental en el radio de perros y
observaron que la BMP canina vehiculizada en polidcido lactico si
producia importante formacion osea hasta conseguir la consolidacién en
tres meses, sin embargo la respuesta inmunolégica producida por la BMP
bovina, también vehiculizada en polidcido ldctico, no producia hueso.
Boyan y col. en 199220 también observaron en pseudoartrosis caninas
tratadas con BMP bévina y BMP canina que la reparacion 6sea requiere
una BMP especifica de especie.
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Aspenberg y col. en 19885 no encontraron ningiin tipo de
formacién 6sea en monos adultos a los que se les habia trasplantado
matriz 6sea autdloga, pero este mismo extracto si que fué activo en
roedores. Esto podria ser debido a factores inhibitorios presentes en la
matriz del primate con pérdida de respuesta en las células o receptores en
la zona del implante. Sharawy en 1990292 estudia el fenémeno de
induccion 6sea también en el primate obteniendo similares resultados.
Ripamonti en 1991177 llegé a la conclusion de que los mandriles poseen
proteinas con capacidad osteoinductiva en su matriz 6sea y células
mesenquimales capaces de diferenciarse en osteoblastos. Miyamoto y col.
en 1993151 estudiaron el efecto de BMP obtenida de osteosarcoma de ratén
en camaras de difusién implantadas en los misculos dorsales de monos
(Macaca fascicularis) y observaron la produccién de hueso con médula
6sea en la superficie en contacto con el huésped al cabo de seis semanas,
aungue el hueso inducido fué la mitad del observado en ratones. Aunque
los monos son menos susceptibles a la formacién Gsea por
osteoinduccién que los roedores, las razones que explican el fracaso en
anteriores experimentos podrian ser dos. En primer lugar, ya que los
monos son menos susceptibles a la BMP, necesitan mayor cantidad de
proteina para observar un efecto positivo. La segunda razén probable
descansa sobre el portador de BMP; los implantes intramusculares
aislados de la proteina fracasan en la induccién dsea, mientras que si es
vehiculizada en cdmaras de difusion permite una liberacién mantenida
de BMP hacia la superficie externa del filtro.

3.- Localizacién del implante en las diferentes especies

Los implantes alogénicos de BMP en zonas heterotGpicas inducen
un volumen pequefioc de hueso en perros comparado con el gran
volumen que se produce en ratones, incluso en el caso de implantes
Xenogenicos.
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Estas caracteristicas de especie implican un papel critico de las
poblaciones celulares diana en el lecho del receptor, en respuesta tanto a
la matriz 6sea desmineralizada como a la BMP268, En especies con larga
vida e incluso en algunos roedores como el cobaya, la BMP estd en forma
inactivaZ¥ y tiene que ser disociada de las proteinas portadoras para que
esté libre y reaccione con los receptores de Jas membranas celulares?47 . En
cualquier caso, la capacidad osteogénica del lecho del huésped no se
encuentra menos desarrollada en humanos que en ratas o ratones a causa
de traumatismos, infecciones, etc; y si estd influenciada por la

susceptibilidad individual a la osificacién heterotépica® .
4.- Edad

La edad también parece influir en la cantidad de hueso inducido,
demostrdndose cémo la respuesta disminuye con la edad, prdcticamente
en todas las especies estudiadas?9.268,, Jergesen y col. en 199199 estudiaron
los efectos de la edad sobre la induccion désea con polvo de hueso
desmineralizado (DBP) observando que la osteoinduccién en las ratas de
mediana edad era menor que la observada en las mds jovenes.
Curiosamente el DBP extraido de las ratas de mediana edad tenia mayor

capacidad inductiva que el preparado de los animales mas jovenes.

5.- Corticoides e inmunosupresores

Ekelund y Nilsson en 19928 observaron el efecto de la
Ciclosporina-A en ratas sometidas al estimulo ostecinductor mediante
matriz dsea alogénica desmineralizada (ratas) y malriz ésea xenogénica
desmineralizada (conejos). Las reacciones inmunolégicas que retrasan o
inhiben la osteoinduccién pueden ser contrarrestadas con ciclosporina-A
de forma que a las ocho semanas, la cantidad de hueso en las ratas
tratadas con matriz 6sea xenogénica y ciclosporina-A era igual a la

observada en las ratas tratadas con matriz dsea alogénica.
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Jirattanaphochai y col. en 1993100 estudiaron la incorporacién de
aloinjertos y BMP porcina en conejos a los que se trataba con
metilprednisolona llegando a la conclusién de que ésta inhibia la
formacién ésea inducida por la BMP porcina y la incorporacién del
aloinjerto dseo.

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

Los estudios sobre la induccién de la osteogénesis se han
desarrollado a partir de lineas de investigacién individuales pero
relacionadas. Una primera linea consiste en estudios clinicos vy
experimentales de reparaciones inducidas por matriz 6sea en defectos
6seos y en pseudoartrosis®®61; Jos mayores esfuerzos en este sentido se
han dirigido hacia las observaciones de la influencia de la BMP en la
reparacién de defectos 6seos en ratas, perros, monos vy
human 0s20,58,74,100,101,102,103,120,130,134,160,178,195,217,218,267,280,283_  Una
segunda linea de trabajo consiste en las investigaciones bioguimicas sobre
el crecimiento Gse0242526,58109,162 y e] estudio de una proteina
morfogenética 6seal20,217,218,250,280; |5 jnvestigacion sobre la BMP se halla
orientada hacia su caracterizacién y la produccién biosintética que
induzca poblaciones celulares25.28,138,270,274.275 [,a dltima linea de
investigacion serfa el uso de biomateriales como alternativas al injerto
6seo y como vehiculos portadores de BMP109,150,168192

1.- Investigaciones clinicas y experimentales

La posibilidad de que la BMP pueda inducir el crecimiento y
regeneracién 6sea mediante el implante de matriz 6seal?8 o por una
preparacion parcialmente purificada de proteinas no coldgenas se ha

evaluado tanto en defectos
experimentales20,58,74,100,103,120,130,134,160,161,163,178,195,212,217,218,280,283
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como en pacientes con defectos 6seos clinicos?4101,102,104,105,172,173,222,280,
Johnson EE101 en 1988 utilizé BMP en seis pacientes con defectos tibiales
segmentarios de 3 a 17 centimetros y en doce pacientes con pseudoartrosis
femoral, desarrollando una sélida unién mediante el implante de 50-100
mg de BMP-humana (hBMP), en cdpsulas de gelatina o en PLA/PGA
(copolimeros de polidcido ldctico y poliglicélico) e injertos esponjosos
autélogos junto a una estabilizacion de la lesién. Uno de los datos mas
significativos fué que la hBMP puede ser implantada sin ningtin tipo de
efectos perjudiciales, ademds se sugiere que la hBMP aumenta la
capacidad del lecho del huésped para regenerar grandes defectos
segmentarios en la didfisis tibial. El mismo autor ha utilizado
clinicamente BMP humana purificada con éxito en el tratamiento de
pseudoartrosis de fémurl® y de tibial® en los afios 1988 y 1990.
Desafortunadamente esta hBMP purificada estd disponible en cantidades
limitadas.

Las proteinas morfogenéticas 6seas humanas producidas por
métodos de recombinacion (rhBMPs) presentan importantes ventajas
sobre la extraida de la matriz 6sea para el uso clinico. Pueden ser
producidas en cantidades ilimitadas y con mayor pureza58. Tras el
aislamiento de siete rhBMPs en 1988 por Wozney y cols?27?, Wang y cols
en 1990275 han demostrado que la rhBMP-2 induce formacién 6sea

ectépica en ratas.

Xiaobo y col. en 1993280 realizaron un estudio clinico experimental
con gelatina de matriz ésea humana insoluble (hBMG). Después de
comprobar la actividad osteoinductiva de la hBMG en ratones se
implanté en 24 pacientes que presentaban fracturas, pseudoartrosis o
retrasos de consolidacidn y tumores. La aparicién de hueso fué clara en
torno a los dos meses y la curacién de las lesiones se produjo en torno a
los 4-6 meses. La respuesta inmunolégica en los ratones fué muy baja,
solamente pequefias cantidades de linfocitos migraron y se acumularon

alrededor de la hBMG, pero no evité la formacién 6sea en 2-3 semanas.
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La antigenicidad del hueso es debida principalmente a los
componentes celulares, protefnas no coldgenas y coldgeno. En este trabajo,
los componentes celulares y el 95% de las proteinas no coldgenas se han
extraido mediante métodos quimicos y por tanto la poca antigenicidad es
debida al coldgeno que ya Friedlander3® advirtié su poca capacidad
antigénica.

En cualquier caso estas observaciones clinicas sélo representan
una evidencia circunstancial, siendo necesario mayores estudios a doble
ciego, randomizados y multidisciplinarios. En otras series en las que no se
utiliz6 hBMP146 fueron incapaces de obtener la unién sin mdltiples
operaciones y ademds el promedio de tiempo para la consolidacién fué de
aproximadamente un afo. Si el emplante de hBMP prueba ser un avance
en el tratamiento de enfermedades musculoesqueléticas y si se
encuentran portadores bioldgicos adecuados para la liberacién de BMP, el
éxito para las pseudoartrosis y los defectos éseos segmentarios seria

practicamente total.

Johnson y col. en 1990105 utilizaron BMP humana (hBMP) en el
tratamiento de defectos Gseos en la metdfisis tibial secundarios a
pseudoartrosis infectadas consiguiendo la consolidacion de la lesién en
todos los casos al cabo de 4,4 meses. En dos pacientes, la hBMTP incluia
otras proteinas no coliagenas de la matriz ésea (BMP/NCP) y se
vehiculizaron en poliacido l4ctico-poliglicélico, en otro paciente se utilizé
una cdpsula de gelatina absorbible y en el tltimo caso se afiadid a la
cdpsula un compuesto de hueso alogénico corical. No hubo evidencia
clinica ni radiolégica de respuesta inmunolégica a la BMP/NCP.

Defectos 6seos que no consolidarfan de forma espontdnea a lo
largo de la vida media de una rata o de un conejo, regenerardn
tnicamente implantando matriz ésea desmineralizada. Defectos éseos
comparables en especies con una vida media mayor, por ejemplo, perros,
monos y humanos no regenerardn sin un trasplante de hueso o BMP y
médula ésea autéloga. En perros, defectos segmentarios de 2 cm. en el
Iimite de la talla critica, regenerardan con un implante de BMP sin
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necesidad de un trasplante de médula ésea siempre que el sistema de
liberacion de la BMP esté formado por otras proteinas no coldgenas de la
madtriz 6sea y los extremos (seos se encuentren abiertos con un libre
acceso al estroma hematopoyético de la médula 6sea.

Gerhart y col. en 199358 estudiaron la reparacién de un defecto
osteoperiodstico diafisario de fémur de 2,5 cm de longitud en ovejas en las
que se utiliz6 la proteina morfogenética 6se humana recombinada 2 (rh-
BMP-2) y comprobaron que en el grupo tratado con la proteina
vehiculizada en matriz 6sea inactiva de ovejas aparecié consolidacién del
defecto a las doce semanas. Ademads no se detectd ningtin anticuerpo anti-
rhBMP-2 probablemente debido a la mayor pureza de esta proteina y a la
similitud en la secuencia de aminoécidos con la BMP ovina.

Kawamura y col.113,11% estudian la formacién del callo en la
interfase hueso-periostio en respuesta a la BMP. Para ello implantan BMP
en capsulas de gelatina, sola o mezclada con PLA/PGA en forma granular
0 junto a médula Gsea, bajo el periostio. Demuestran que éste puede
activarse por células troncales osteogénicas de la médula 6sea y atn
puede activarse mas intensamente por el implante de BMP. Bajo la
influencia de la BMP, la formacidon del callo y el desarrollo 6seo se
instaura sin ningun tipo de fractura.

Hulth y col.?? demuestran como la BMP se libera en los extremos
fractuarios del hueso. Este autor observa como los implantes de los
extremos desmineralizados de las fracturas de tibia, tomados en diferentes
intervalos tras las fracturas, se comportaron como inductores 6seos més
potentes que los implantes de matriz 6sea desmineralizada en ratas
Sprague Dawnley. La neoformacion ¢sea mds rapida se produjo en los
extremos de la fractura a los ocho dias. La cuestion estriba en como el
hueso fracturado es capaz de liberar BMP, que tinicamente es accesible
después de la desmineralizacion. La hipétesis de este equipo de trabajo es
que la BMP es exudada a partir de los extremos 6seos del hueso fracturado
y de forma particular a partir de las trabéculas éseas neoformadas en el
periostio y en la médula. Por otra parte, la matriz de las fracturas (excepto
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en el primer dia) podria tener una superficie de contacto mayor con
células potencialmente respondedoras, debido a ]Ja presencia de las
trabéculas 6seas del callo101.

Yasko y col. en 1992283 estudian el efecto de la rhBMP-2 en defectos
6seos de 5 mm en ratas, observando que en todos los casos se produce
hueso a través de un mecanismo de ostecinduccién entre la 2-4 semanas
y que la cantidad es dosis dependiente. La matriz 6sea alogénica
desmineralizada con guanidina se utiliz6 como vehiculo portador de la
proteina.

El clonaje del gen de la interleukina-1 (IL-1) y la disponibilidad de
rIL-Delta y rIL-Beta humana han animado no dnicamente a Ila
investigacién "in vitro” de los efectos de pequenias dosis de rIL-1 sobre la
condrogénesis inducida por BMP44, sino también a la relacién dosis-
respuesta de la rlL.-1 sobre ratones con osificacién heterotépica inducida
por BMP140, Los trabajos realizados por Mahypr y col.140 con rIL-1B
muestran que la cantidad total de hueso heterotdpico es dos a seis veces
mayor en comparacién con los implantes de BMP bévina o humana sola.
Las dosis de rIL-1 aumenta visiblemente la formacioén 6sea cuando se
acompaiia del implante de BMP alcanzando una meseta con 100
Unidades inyectadas, la IL-1 sola no produce formacién 6sea y la BMP sola
produjo menos formacion. La IL-1 es un potente estimulante para la
proliferacién de osteoclastos y sus células precursoras?44.66, Estas células
en contacto con los osteoblastos pueden liberar o inducir la produccién de
un factor osteoblastico asociado o dependiente de la BMP para aumentar
la formacion Gseab4. Berresford y col.? observaron como la IL-1 estimula
la proliferacién celular ésea; sin embargo en condiciones especificas "in
vitro", la IL-1 también estimula las células Oseas resortivas y las
formadoras®® .

Gowenb® observé como la estimulacion de la reabsorcion 6sea por
la IL-1 no era dependiente de la sintesis de PG por las células. La IL-1
parece ser un nuevo y distinto agente resortivo ¢seo y ademds puede
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aumentar la sintesis de coldgeno Tipo 1 y de glicosaminoglicanos en
osteoblastos.

De todo lo anterior se deduce que la IL-1 puede tener un papel de
regulacién en el metabolismo del tejido conectivo, por tanto puede
modular tanto los osteoclastos como las actividades sintéticas de los
osteoblastos y podria ser en este sentido, uno de los mecanismos
responsables del proceso de acoplamiento entre destruccién y formacién

dsea.

Los trabajos de Lindholm12812% aportan mds datos a esta linea de
trabajo. Observé que la produccién de hueso es mayor en los injertos
compuestos de matriz y de médula 6sea que en los trasplantes de matriz
6sea 0o de médula 6sea aislados. El fenémeno de neoformacién dGsea
parece ser incluso mds pronunciado con implante de células de la médula
6sea y matriz osea desmineralizada.

2.- Situacién actual de la BMP

Un inconveniente con e] que nos encontramos es la obtencién de
muy poca cantidad de BMP a partir de grandes cantidades de hueso. Las
dosis de BMP purificada necesarias para inducir la formacion ésea son
muy altas. Implantes de aproximadamente 1 mg de BMP humana aislada
induce cantidades apenas detectables de volumenes de hueso, pero 1 mg
de agregados de proteinas (que incluyen BMP) con peso molecular de 24 y
14 kD induce la formacién de un relativo gran volumen de hueso, por lo
que es razonable asumir que las impurezas pueden servir como
portadores?56 . Sin embargo, se necesitan de 5 a 10 mg. de BMP humana,
impura o purificada, para observar una induccién de formacién 6sea

visible macroscopicamente.

Otro inconveniente con el que nos enfrentamos es el hecho de
que el implante de matriz 6sea por si solo es insuficiente. Se ha observado
como los implantes de BMP bovina (bBMP) en los musculos se



61

reabsorben rapidamente. En los ratones, Satol%0 observé como la bBMP se
reabsorbié complementamente dentro de las 2 6 3 semanas y casi
invariablemente indujo la formacién de hueso. Sin embargo, en los
perros, con un indice de actividad metabélica mucho menor, el implante
de bBMP en los musculos cervicales también se absorbi6é rapidamente y
fracas6 en la induccién de cartilago o hueso a las 8 semanas del implante.
En resumen, cuando se realizan implantes de BMP sin un portador, la
rdpida desaparicion del implante, mucho antes de que la respuesta en el
lecho sea completa, indica que es necesario un sistema de liberacién y de
soporte calibrado que nos permita obtener un gradiente Optimo de
concentracion de BPM en el foco.

Las ultimas investigaciones se centran en el estudio sobre la
purificacion de la BMP humana y la extraida de osteosarcomas
murinos?8,120,138,218,270,274,275,279 y e] estudio de la induccién de las
células mesenquimales para transformarse en condrocitos, utilizando
cultivos tisulares63,107,203,221 Gy fin es el de intentar profundizar en el
mecanismo intimo de la osteoinduccién.

Kataoka y Urist en 1993107 estudian el efecto de cultivos tisulares
de tejido conectivo muscular y médula ¢sea de ratas somefidos a la accién
de BMP bovina y otras proteinas no coldgenas de la matriz dsea
(BMP/NCP). Estos cultivos son transferidos a cdmaras de difusion e
implantados en la pared abdominal anterior de ratas. Las dos poblaciones
celulares, después de haber sido sometidas a la accién de la BMP, son
capaces de inducir hueso en el huésped.

Syftestad en 1984208 y Beresford en 19891? observaron como las
células mesenquimales en cultivo son capaces de diferenciarse en
condrocitos, pero son incapaces de diferenciarse a osteoblastos. Estas
preparaciones obtenidas "in vitro" e implantadas a un animal dan lugar a
una condrogénesis ectépica y a una posterior osteogénesis?49. El
mecanismo por el cual se produce este fenémeno es desconocido?71.
Canalis?24¢ demuestra que la BMP purificada estimula la sintesis de DNA y
la replicacién celular en cultivos de fibroblastos pero no estimula una
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funcién osteoblastica diferenciada en los cultivos de 6rganos. La respuesta
a la matriz 6sea osteoinductiva termina "in vitro” en la condrogénesis y
las condiciones ambientales necesarias para la posterior formacién 6sea,
unicamente pueden hallarse en el animal vivo, no pudiendo
actualmente ser duplicada en cultivol37,190,221,

Beresford en 198910 estudid la relacién de las células osteogénicas
con el estroma de la médula ¢sea para corroborar la hipotesis de que las
células de estirpe osteogénica, que incluyen osteoblastos y condroblastos,
derivan de una misma célula indiferenciada del estroma medular en el
organismo postnatal. Realizé cultivo de fibroblastos del estroma medular.
Estos cultivos no demostraron diferenciacién osteogénica "in vitro”.
Cuando se transplantaron "in vivo", en cdmaras de difusién mostraron
diferenciaciéon hacia cartilago y hueso. Las colonias de fibroblastos
formadas "in vitro" a partir del estroma medular se denominan CFU-F
(unidades formadoras de colonias de fibroblastos). Una proporcion de
estas CFU-F muestran un gran potencial proliferativo "in vitro" e "in
vivo". Los resultados del trabajo apoyan la hipétesis de que existen
estirpes celulares presentes en el estroma de la médula 6sea capaces de
transformarse en diferentes lineas celulares, incluyendo la linea
osteogénica (condroblastos y osteoblastos).

Mediante el estudio de estos cultivos tisulares se ha podido
demostrar como la BMP induce diferenciacién de las células de tipo
mesenquimal y posiblemente también de los mioblastos a
precondroblastos y condrocitos formdndose un tejido cartilaginoso
organizadol14.191 Fig 7.

3.- Biomateriale

Varias razones hacen que esta linea de investigacidon ocupe un
capitulo importante en el estudio de la regeneracion Gsea.
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Fig. 7.- Representacion grafica de un sistema de cultivo de érgano 35114,
(A): Aplicacion de BMP sobre el misculo. (B): Aplicaciéon de BMP en

musculo y en medio de cultivo. (C): Aplicacion de BMP sobre el musculo,
a través de una membrana.
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1. Se necesita un material de injerto que soporte el defecto éseo: Si este

material ademds se reabsorbiera de una forma gradual a medida que se va
reemplazando por el nuevo hueso inducido (por accién de la BMP), la
reconstruccion clinica se llevarfa a cabo de una manera mas efectiva.

2. Se _necesita v terial de injerto que actde co vehi
transporte de la BMI*: Se obtiene muy poca cantidad de BMP a partir de

grandes cantidades de hueso; son necesarios 10 Kg de hueso para obtener
1 gramo de BMP. Por otra parte las dosis de BMP purificada necesarias
para inducir la formacién dsea son muy aitas. A esto hay que afadir que
la BMP se va a reabsorber muy rapidamente de la zona del implante.
Todos estos inconvenientes nos hacen comprender la inminente
necesidad de la utilizacién de un biomaterial que acttie como vehiculo
portador para esta proteina. Desafortunadamente, la implantacién de
BMP purificada e hidrosoluble sin un portador generalmente no produce
respuesta osteoinductiva debido a la rdpida difusion de la proteina del
lugar de implantaciénl57.216, Para solventar este problema, es necesario
un sistema que permita una liberacién mantenida de BMP y pueda
manifestar la actividad osteoinductiva de ésta. Idealmente, este portador
deberfa ser inmunologicamente inerte y susceptible de ser absorbido por
los tejidos del huésped. El producto asi obtenido constituiria un
importante sustituto del injerto 6seol49 .

En resumen, cuando se realizan implantes de BMP sin un
portador, la rapida desaparicion de éste, mucho antes de que la respuesta
en el lecho sea completa, indica que es necesario un sistema de liberacion
y de soporte calibrado que nos permita obtener un gradiente 6ptimo de
concentracion de BMP en el foco.

3.a.- Sistemas de soporte y su relacion con la regeneracion dsea

Se han realizado numerosos estudios con el fin de hallar el mejor
maferial a utilizar como sistema de soporte. Durante mucho tiempo se
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utiliz6 el yeso como material de relleno de defectos 6seos, demostrandose
como se reabsorbia rapidamente "in vivo" pero tenia el inconveniente de
alterar los niveles plasmadticos de calciol66 .

Otros autores han preconizado que el método mas simple en los
grandes defectos Oseos seria el reimplante de los tumores dseos resecados
después de un proceso de autoclave, lo que nos ofrece igual talla y
formal0l, El proceso estandar de autoclave (121° C, 20 minutos), causa una
reducciéon moderada de la fuerza de torsién (23%) y de la rigidez (20%) de
la didfisis dsea; esto indica que, desde el punto de vista mecdnico, el hueso
permanece como un sustituto esquelético adecuado tras el proceso de
autoclave. La mayor objecién a este tipo de implante es que ya se sabe que
va a tener una baja capacidad osteogénica, pues causa una
desnaturalizacion de las proteinas, incluyendo légicamente la BMP128,243,
K&hler y col.118 realizaron estudios utilizando este tipo de reimplante
tratado mediante el proceso de autoclave, anadiendo ademads matriz 6sea
desmineralizada. Esta indujo la formacién de nuevo hueso a lo largo de
la reconstruccion esquelética, y una vez que se logra la union del defecto
esquelético, la continuidad 6sea prevalece y el hueso viable puede ser
sometido a carga mecanica. La utilizacion de matriz 6sea desmineralizada
demostré que tiene una importancia decisiva para la incorporacién de los
implantes 6seos tratados por autoclave®8. La reconstruccién de grandes
defectos esqueléticos utilizando unicamente matriz 6sea desmineralizada
alogénica o autbloga parece asociarse a uniones incompletas278. El hueso
reimplantado podria actuar como un estabilizador temporal, hasta que se
obtiene una continuidad 6sea viable. Sin embargo, hemos de tener en
cuenta que en estos tipos de experimentos no se han investigado todavia
las reacciones inmunolégicas que puedan acontecer con el uso de hueso
tratado por autoclave y por otra parte, parecen existir recidivas tumorales.

En la pasada década muchos biomateriales sintéticos, incluidas las
cerdmicas inertes como las de aluminio y las bioactivas como las
cerdmicas de fosfato cdlcico (entre las que se incluyen la hidroxiapatita y el
fosfato tricdlcico) han sido objeto de investigacién con el fin de tener una
alternativa adecuada al hueso autdlogo98,117,119,226,227,228 (Como sistema
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de soporte, la hidroxiapatita (HPA) implantada en los defectos 6seos como
un hueso artificial, proporciona un adecuado soporte para la nueva
formacion 6sead8,85109,192_ Sato y col. en 1991192 estudiaron el potencial
osteonductivo de BMP de conejo, hidroxiapatita, fibrina (fibrinégeno
humano esterilizado y trombina) y varias mezclas de estos componentes
en defectos ¢seos creados en los condilos femorales de conejos.
Observaron que la fibrina es capaz de mantener a la BMP unida a la
hidroxiapatita y de esta forma facilitar la osteoinduccién. En los grupos
que se combinaban los tres componentes, la cantidad de hueso
neoformado por osteoinduccion y osteoconduccionl4265 fue mayor que
en el resto, apareciendo hueso laminar en contacto directo con la
hidroxiapatita al cabo de las ocho semanas.

Implantes metdlicos de superficie porosa se utilizan
habitualmente como atroplastias de sustitucion y el crecimiento 6seo en
éstos ha sido demostrado por Engh y col.45. Sin embargo, la unién hueso-
implante es mecdncia y no quimica por lo que se ha intentado mejorar
esta unién recubriendo los implantes con hidroxiapatita mediante
plasma-"spray 1 aunque en los resultados obtenidos no se ha observado
diferencia en el volumen de hueso formado en el implante entre las
protesis cubiertas con hidroxiapatita y las prétesis porosas de titaniol7. En
esta linea de trabajo, Kotani y col.11® en 1992 estudiaron el efecto del
polvo éseo desmineralizado (DBP) en la unién de hueso neoformado a
cerdmicas bioactivas. El DBP contiene factores osteoinductores como la
BMP259,279, En este trabajo utilizaron DBP alogénico que incluian en la
cavidad medular de la metdfisis proximal de conejos y placas
rectingulares de apatita-wollastonita observando que entre las dos y las
ocho semanas, el hueso inducido por el DBP en la cavidad medular se
unia a la cerdmica. Los examenes histolégicos y de microscopia
electrénica de barrido demostraron que esta unién era quimica mediante
una capa de hidroxiapatita similar a la del hueso de forma que al cabo de
25 semanas la resistencia adquirirda por la cerdmica y el hueso
neoformado no diferia de la del hueso intacto.
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Dentro de los poros de HPA proliferarian los osteoblastos activos y
el osteoide evolucionaria a hueso laminar. Sin embargo estudios
histolégicos?26 han demostrado como en una gran parte de los casos los
poros de HPA estaban rellenos de material fibroso.

Varios estudios experimentales se han realizado utilizando
hidroxiapatita con una porosidad de en torno a las 150-200y en
localizaciones ortotépicas y heterotépicas$2.83,84,119,167,192 sin embargo
existe poca informacién sobre hidroxiapatita con una porosidad de 600p,
similar a la del hueso esponjoso de la cresta iliaca humana83. Mientras
que la implantacién ortotépica en aposiciéon con hueso viable ha
mostrado una clara evidencia del potencial osteoconductivo de ambos
tipos de hidroxiapatita, la implantacién heterotépica ha descartado su
potencial osteoinductivol®?.  Ripamontil’?® realizé implantes
intramusculares de hidroxiapatita con una porosidad de 600y, obtenido
después de la conversién hidrotérmica del exoesqueleto de coral, en
mandriles adultos y observé la aparicién de hueso en cantidad progresiva
desde los tres a los nueve meses. Esta morfogénesis désea estaba
intimamente relacionada con condensaciones de tejido conjuntivo y no
aparecié en ningn momento una fase endocondral. Una posibilidad que
explica esta osificacion directa es que la osteogenina, proteina que inica la
diferenciacién 6sea y estd presente en el plasma sea adsorbida a la

hidroxiapatita y de esta forma comience [a morfogénesis 6seal76,189

Se piensa que la HPA porosa tiene una cierta capacidad
osteoconductiva pero no tiene una capacidad osteogénica u
osteoinductiva por si mismal76. Si pudiera formarse una cantidad de
nuevo hueso dentro de los poros de HPA vy pudiera alcanzarse una unién
mds fuerte con el tejido 6seo circundante, se podria minimizar la
desventaja de la debilidad mecdnica que existe con el uso de la HPA
demasiado porosa. Con el fin de poder desarrollar una HPA con una
mayor actividad morfogenética, Kawamura y col. 110 prepararon un
extracto crudo de BMP unido a HPA, incluyendo la proteina dentro de los

poros del biomaterial.
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Sato y col en 1991192 estudiaron el efecto de la hidroxiapatita, la
BMP no purificada obtenida de la cortical desmineralizada de conejo,
fibrina humana (fibrinégeno y trombina humana esterilizada) y
combinaciones de estos componentes sobre defectos 6seos creados en los
condilos femorales de los conejos. Observaron que los compuestos de
hidroxiapatita con BMP y los de hidroxiapatita con BMP y fibrina
produjeron mayor cantidad de hueso entre los poros de la hidroxiapatita
que la fibrina o la hidroxiapatitas solas.

3.b.- Como vehiculos de transporte y distribucion de BMP

Como vehiculos de transporte de BMP se han utilizado materiales
organicos e inorganicos. Urist y col., Lucas y col. y Muthukumaran y col.
sefialaron la necesidad de desarrollar un sistema de liberacion de BMI” a
partir de un vehiculo natural o sintético que mantenga concentrada la
BMP, que se degrade fisiolégicamente y se reemplace por cartilago y hueso
en un relativo corto periodo de tiempo; tejidos predseos en dos semanas,
cartilago en tres y hueso en cuatro a seis semanas136,155,262,282  Ademds es
deseable que el material compuesto tenga consistencia para servir de
soporte al defecto 6seo y sea inmunologicamente inertel50.

Se han ensayado diferentes tipos de sistemas de liberacion y
distribucién de BMP. Sato y Urist1?0 y Lucas!36 utilizaron sistemas
naturales de distribucién de BMP compuestos de la matriz proteica del
acido gamma-carboxi glutdmico, coldgeno y fosfato célcico. El agregado de
matriz proteica del dcido junto con la BMP retarda la resorcién y el
desplazamiento de BMP a partir del lecho del huésped. Con respecto a la
utilizaciéon del coldgeno, parece que se resuelven los mismos
problemas$8:155; se cree que las moléculas de coldgeno podrian prevenir la
rdpida difusién y pérdida de las moléculas de BMP, permaneciendo esta
proteina el tiempo suficiente como para inducir la formacién ésea. El
coldgeno puede ser demasiado antigénico y se absorbe quizds de forma
excesivamente lenta. Sin embargo, parece ser que la matriz rica en dcido
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gamma-carboxiglutdmico, se reabsorbe demasiado rapidamente, o bien es
fagocitada antes de que tenga lugar la transferencia de BMP a la superficie
de los receptores de las células diana. El sistema ideal seria aquel en el que
la BMP pudiera ser liberada a partir de un codgulo fibrinoso o de un
fluido seroso durante un periodo de tiempo suficiente para obtener una
densidad de poblacién 6ptima de células mesenquimales migratorias
respondedoras de BMP267.

En un estudio realizado por Kawamura y Uristl14, se utiliz6
fibrina "empaquetada” como sistema de transporte y distribucién de BMP.
Este tipo de fibrina se ha utilizado como adhesivo en cirugia
cardiovascular, cirugia nerviosa y cirugia ortopédical12192,193_ A causa de
las propiedades bioldgicas y fisioldgicas de unir los tejidos vivos y de
proporcionar la hemostasis, pensaron que podria ser de interés su
utilizacidn en este campo de investigacién, pudiendo ser un buen
distribuidor portador biodegradable de BMP.

Otra linea de investigacién en este campo es la utilizacién de
fosfato-beta tricalcico (TCP) y de hidroxiapatita (HPA) como sustituos
6se0s86,110,116, E] TCP y la HPA tienen la ventaja de ser materiales no
biolégicos y no inmunogénicos, pero no tienen capacidad osteoinductiva
o reparadora 6seal6?, rinicamente guian la formacion Osea a partir del
hueso huésped?8l. Como sistemas de liberacion de la BMP, el TCP puede
ser mejor que la HPA ya que ésta no es soluble en el liquido extracelular
"in vivo". Urist y col.258 implantaron un compuesto biodegradable de
TCP y BMP en un musculo de ratén y hallaron que la produccion de
nuevo hueso fué doce veces mayor que la de BMP sola. EN 1987, el
mismo autor?63 implanté un disco de TCP con BMP soluble en agua
(TCP-BMP) en un defecto craneal de suficiente tamano como para no
poder regenerarse de forma espontdnea. El TCP-BMP implantado indujo
depdsitos de nuevo hueso pero el TCP estuvo presente cuatro meses
después del implante. Urist sugiere que es necesario una mayor
investigacién en este campo con el fin de encontrar una férmula de
calcio-fosfato que puede ser reabsorbida y reemplazada por hueso de
forma maés rapida y fécil que el TCP.
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Iyoda y col. en 199390 estudiaron el efecto de condrocitos
cultivados y unidos a hidroxiapatita en la reparacion de defectos 6seos de
conejo. Los condrocitos se extrafan de la cresta iliaca, se cultivaban
durante dos semanas junto a bloques de hidroxiapatita porosa con un
tamamfio de poros de 200u. Al cabo de este tiempo se creaba en el mismo
conejo un defecto cubital de 6 mm en el que se colocaba el blogue de
hidroxiapatita que contenia los condrocitos. Entre las 4 y las 6 semanas se
apreciaba un importante crecimiento éseo y a las 13 semanas los
implantes eran reabsorbidos y rodeados por hueso que contenia médula
ésea. Los osteoblastos serian preferibles a los condrocitos, pero su
obtencién es dificil cuando se pretenden realizar aplicaciones clinicas en
humanos. Los resultados obtenidos con este estudio sugieren que los
implantes de hidroxiapatita-condrocitos permiten una fijacién y
reparacion temprana en grandes defectos 6seos.

Bostman en 199118 realizé un estudio sobre los biomateriales
utilizados como implantes absorbibles en el tratamiento de las fracturas
llegando a las siguientes conclusiones:

1.- Muchos compuestos macromoleculares organicos han sido utilizados
como implantes biodegradables, pero solo el polidcido ldctico, el dcido
poliglicélico y la poliparadioxanona poseen las propiedades quimicas y
fisicas necesarias para ser utilizados en el tratamiento de las fracturas.

2.- Quimicamente, estos polimeros son alfa poliésteres completamente
absorbibles en el tejido éseo y el hueso neoformado es depositado en o
sobre el implante cuando se lleva a cabo el proceso de degradacion.

3.- La degradacién de estos polimeros ocurre principalmente por escisién
hidrolitica y en menor proporcién a través de una accién enzimaética no
especifica. La diferencia en el metabolismo final de estos polimeros es
pequefia y sus metabolitos finales tras entrar en el ciclo del dcido
tricarboxiloico son CO2y H2O que son eliminados por la respiracion. La
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excrecién de metabolitos intermedios a través de la orina y las heces es
mucho menos importante.

4.~ El peso molecular, la cristalinidad, las caracteristicas térmicas y la
geometria de los implantes influyen considerablemente en el proceso de
degradacién. Un implante de poco espesor se degrada mucho mds rapido
que uno denso. Sin embargo, la degradacién no implica una absorcion
inmediata del implante.

5.~ La tunica complicacién que presentan estos polimeros es una reaccion
inflamatoria inespecifica de cuerpo extrafio con abundantes células
gigantes fagocitando restos del polimero. Teoricamente, esta respuesta
inflamatoria disminuiria con el uso del polidcido ldctico, que presenta
una degradacién mds lenta que el acido poliglicélico y el copolimero
polidcido ldctico-dcido poligliclico.

Hollinger en 198389 observé que defectos dseos en tibias de ratas
que contenian un implante del copolimero polidcido lactico-dcido
poliglicélico en un proporcién del 50% consolidaron mas rapido que
aquellos que no tenian el implante, sugiriendo el potencial
osteoconductivo de estos biomateriales. Schmitz y Hollinger en 1988196
obtuvieron resultados similares cuando combinaron el copolimero con
polvo 6seo desmineralizado alogénico.

Nelson y col. en 1977159 fueron los primeros que utilizaron el
copolimero PLA-PGA con el fin de evaluar el potencial osteogénico en la
reparacién de lesiones dseas, observando una curacion de éstas. Higashi y
col.77 utilizaron PLA-HPA para reparar lesiones endocondrales en ratas;
el PLA se reabsorbi6 en tres semanas y se reemplazé por nuevo hueso que
se form6 en contacto directo con la HPA. Schmitz JP196 utiliz6 los alfa-
hidroxipoliesteres polildcticos (PLA) y el poliglicélico (PGA} como
material de implante para la reparacién del tejido 6seo. Estudian el
potencial osteogénico de un copolimero biodegradable (PLA-PGA)
combinado con un hueso alogénico desmineralizado en la reparacién de
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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 pesar de la frecuente aplicacion clinica de materiales metalicos,
practicamente no existen estudios que combinen la BMP con éstos. Kawai
y col. en 1993109 estudiaron la capacidad osteoinductiva de compuestos de
titanio y BMP. Utilizaron el titanio debido a su mayor biocompatibilidad
con respecto a otros metales. Los compuestos estaban formados por
titanio rugoso y BMP parcialmente purificada que era adherida al metal a
través de una solucién gelatinosa y después liofilizada. Los implantes se
realizaban en los musculos del muslo de ratones. Observaron que no
habia diferencia significativa entre la cantidad de hueso formado en el
grupo control (BMP s6lo) y en el grupo titanio-BMP al cabo de tres
semanas. El hueso neoformado estaba en contacto directo con la
superficie de titanio pero no existia una unién quimica. Cuando la BMP
se combinaba con hidroxiapatita o fosfato tricalcico, la actividad
osteoinductiva de la BMP se ve aumentadall?, comparado con estas dos
ceramicas, el titanio mostré en este trabajo un drea de neoformacién 6sea
ligeramente mas pequefia. La liberacién de iones de titanio del implante
no inhibieron la osteoinducciéon. El resuliado final del estudio fué
satisfactorio pudiendo utilizarse el titanio como un portador de BMFP que
no altera la capacidad osteoinductiva de ésta y ademds posee mejores
propiedades mecdnicas que las ceramicas para su uso en el tratamiento de
grandes defectos Oseos.

En recientes estudios, San Romén y ¢ol.209y 210 han analizado el
interés en Ortopedia de diferentes biomateriales. Pihlajamaki y col. en
1992168 realizaron un estudio clinico en el que utilizaron agujas de
poliacido lactico de 250 kD en el tratamiento de fracturas y osteotomias de
huesos que no tenian que soportar cargas axiales. No observaron signos
inflamatorios de cuerpo extrafio y en dos casos en los que se realizé una
biopsia al cabo de 20 y 37 meses no observaron respos del biomaterial.
Miyamoto y col. en 1992149 evaluaron polimeros de polidcido lactico
(PLA) con diferentes pesos moleculares como portadores de BMP. Para
ello utilizaron BMP parcialmente purificada obtenida de ostecsarcoma
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murino y polimeros de PLA con pesos moleculares de 105000, 21000, 3300,
650 y 160d. Los compuestos contenian 4 mg de BMP hidrosoluble y 100 mg
de uno de los polimeros y se implantaron en los musculos dorsales de
ratones. Los compuestos TPLA105000/BMP, PLA21000/BMP,
PLA3300/BMP y PLA160/BMP no indujeron formacion ¢sea; PLA105000,
PLA21000 y PLA3300 dieron lugar a una reaccién de cuerpo extrafio y/o
reaccién inflamatoria crénica, y PLA160 produjo una necrosis tisular.
PLA650/BMYP indujo formacién de cartilago en una semana y hueso con
médula 6sea hematopoyética en tres semanas, siendo completamente
reabsorbidos. De este trabajo se deduce que solo el PLA650 puede ser
utilizado como portador de BMP.

Casteleyn y col. en 199227 realizan un estudio comparativo en la
fijacién de fracturas de la extremidad distal del radio tratadas con agujas
de Kirschner y de acido poliglicélico. Los resultados funcionales al cabo de
seis meses son mejores en el grupo de las agujas de Kirschner debido a las
reacciones inflamatorias de cuerpo extraiid que produce el dcido
poliglicolico, lo que unido al alto coste de este biomaterial supera la
ventaja de no tener que retirar el material de osteosinfesis y por tanto los
autores desaconsejan su uso en estas fracturas. Bostman y col. en 199219
utilizan tornillos biodegradables de acido poliglicélico en osteotomias
femorales de conejos y estudian el proceso de reabsorcion del implante.
Los primeros signos de degradacidon aparecen a las seis semanas
acompaiiado de una reaccién inflamatoria de cuerpo extraio inespecifica.
Al cabo de 36 semanas se produce la reabsorcién completa del biomaterial
y se observa una cavidad osteolitica rellena de un tejido de granulacién
laxo en el lugar que ocupaba el tornillo en algunos animales, mientras
que en otros aparece la cavidad rellena de un tejido éseo trabecular. El
patrén de respuesta al acido poliglicélico es altamente variable o que
hace cuestionable su uso clinico en dispositivos de fijacion interna de
gran volumen.

Heckman y col. en 199174 estudiaron la actividad de implantes
cilindricos de polidcido lactico (no hacen referencia al peso molecular de
éste) como portador de BMP purificadal92,259 en un modelo de
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pseudoartrosis en el radio de perros. Observan que los implantes del
biomaterial sin BMP producen una pequefia cantidad de hueso al cabo de
los tres meses, persistiendo en este momento resto del biomaterial por lo
que puede afirmarse que actua como osteoconductor. En el grupo de
polidcido ldctico-BMP canina se observé un incremento significativo e la
formacién de hueso pero no ocurrid igual si la BMP era bovina, de lo que
se deduce que el polidcido ldctico actia como un portador de la proteina
pero que existe una respuesta especifica de especie al menos en los perros.

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

Aunque no han sido objeto de nuestro estudio, una breve resefta
sobre estas moléculas se hace necesaria debido al importante papel que
representan actualmente en la iniciacién y control del crecimiento y
desarrollo del tejido esquelético asi como en la regulacién de la
remodelacion 6sea28.93,94,211,275,

Las citoquinas se definen como productos solubles liberados a
partir de una célula y que pueden modular la actividad de otras células
jugando un papel critico en la comunicacién celular?? .

Las citoquinas pueden presentar miiltiples actividades biolégicas y
compartir propiedades funcionales comunes. Basado en esta aseveracion,
el término citoquina ha sido utilizado de una forma mas general para
incluir sustancias originalmente descritas como factores de crecimiento,
como por ejemplo, las interleuquinas, linfoquinas, etc.24:257,

Las principales citoquinas que parecen jugar un papel sobre el
tejido esquelético incluyen factores que previamente se han descrito
como "monoquinas o linfoquinas" tales como interleuquina-1 (IL-1),
factor de necrosis tumoral (TNF-alfa y Beta) e interferon-gamma (IFN-
gamma), "factores estimulantes de colonias” y "factores de crecimiento y
diferenciacién” que incluyen factores de crecimiento transformantes alfa
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y beta (TGF alfa y beta), factor I de crecimiento insulina- "like" (IGF-I),
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y factor de
crecimjento fibroblastico (FGF), que han sido mencionados
anteriormente.

Todos estos factores o citoquinas van a intervenir, por via
paracrina o autocrina, en la formacion, desarrollo y remodelacion sea.
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OBJETIVOS

La técnica de aislamiento de BMP ha sido conseguida con
anterioridad en nuestro grupo y comprobado su eficacia35. Con el fin de
disponer de un portador para la BMP y un soporte estructural para el
crecimiento 0seo se ha elegido la hidroxiapatita en bloques cilindricos
porosos recubiertos de BMP. Estos cilindros ocuparian el espacio creado
en los fémures de ratas tras la reseccién de un segmento central diafisario
de 1.5 cm de longitud. Para excluir la posibilidad de neoformacion 6sea a
partir de las células osteoprogenitoras de la médula dsea es necesario
ocluir el canal medular de los extremos 6seos mediante un sistema que
sirva al mismo tiempo como medio de osteosintesis estable. Un alambre
de dcero inoxidable con forma de "omega" cumpliria 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 caracteristicas:

- Creacién de un defecto ¢seo lo suficientemente grande como
para no permitir una regeneracion espontdnea del defecto.

- Oclusion perfecta de los canales medulares con el fin de que
las células osteoprogenitoras de la médula dsea del huésped
no puedan colonizar el implante.

2.-  Estudio del fendmeno de induccion y reparacion Gsea en los
diferentes grupos analizados.

La regeneracién del defecto 6seo creado mediante osteoinduccion
mediada por BMP y la asociacion de hidroxiapatita supondria un gran
avance hacia la resolucion de los grandes defectos dseos.
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HIPOTESISDETRABAJO

5i la BMP ha demostrado ser un agente osteoinductor de forma
aislada, su asociacién a un portador supondrd una mayor regeneracién
Gsea.

Si la hidroxiapatita ha evidenciado ser un material osteoconductor
en defectos intradseos, entonces su aplicacién en un defecto éseo que no
se regeneraria espontaneamente comportard una respuesta similar.

Si el polidcido ldctico de bajo peso molecular es un material
biodegradable y ocupa los espacios porosos de un cilindro de
hidroxiapatita, estos espacios serfan susceptibles de ser ocupados por

tejido 6seo neoformado.

51 asociamos un material inerte con capacidad adhesiva
(polimetacrilato de metile) que permita configurar una estructura de
hidroxiapatita porosa y resistente, estas condiciones estructurales se
mantendrdn en el tiempo tras someterse a carga libre por parte del

animal.

Un defecto 6seo que no se regenera espontdneamente y se ocupa
por un "composite” (compuesto de varias sustancias que interaccionan
entre sf) formado por hidroxiapatita {material osteoconductor), polidcido
lactico (material biodegradable) y polimetacrilato de metilo (material
adhesivo) supondrd un soporte estructural para el crecimiento éseo. Si
este "composite” ademds es capaz de vehiculizar la BMP (agente
osteoinductor) tendremos los componentes necesarios para la

regeneraci;on del defecto 6seo creado.
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I1 - MATERIAL Y METODOS

ILa.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA BMP BOVINA

El material del que partimos es el hueso cortical de terneras de un
afio de edad. Tras ser sacrificadas en el Matadero Municipal de Madrid se
recogen los huesos largos en dicho lugar. Se cortan los extremos
epifisarios de éstos y las didfisis se limpian de tejidos blandos y de médula
dsea. A continuacién se congelan en nitrégeno liquido, Fig. 8 y se trituran
en un molino de cuchillas de la casa Restch hasta obtener particulas de 1 a
3 mm, Fig. 9 v Fig. 10 que son sometidas a un complejo método
bioquimico® que finaliza en un extracto liofilizado de BMP y proteinas
no coldgenas de la matriz ésea, Fig. 11.

Fig. 8.- Congelacién de fragmento de didfisis ¢ésea en nitrégeno liquido.
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Fig. 9.- Molino de cuchillas (Restch®).

Fig. 10.- Particulas dseas tras la trituracién. Su tamafio oscila entre 1 y 3

milimetros cdbicos.
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Fig, 11.- Extracto de BMP liofilizado.

ILb.- ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado dos tipos de animales de experimentacién para
comprobar la bioactividad de la BMF aislada. Para observar la actividad
ostecinductora de la BMF se utilizaron ratones hembra adultos de la cepa
Swiss de 6 meses de edad con un peso medio de 50g (40g-60g) y para el
modelo quirdrgico experimental se emplearon un total de 120 ratas hembra
adultas de la cepa Wistar de 10 a 12 meses de edad y un peso medio de 250

gramos (230g-280g).

Los animales fueron suministrados por la Unidad de Medicina y
Cirugia Experimentales del Hospital Universitario San Carlos de Madrid,
seleccionando para el estudio animales completamente sanos. Se ha
observado en toda la experiencia la reglamentacién espafiola referente a
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experimentacion animal: Real Decreto 223/1988 de 14 de Marzo sobre
proteccién de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientfficos, BOE del 18-3-1988 y el Instrumento de Ratificacién del
Convenio Europeo sobre proteccién de animales vertebrados utilizados
con fines experimentales y otros fines cientificos. Se han cumplido las
lineas directrices europeas relativas a enjaulado de pequeiios roedores,
tanto en lo que se refiere a la superficie minima del suelo de la jaula y la
altura, como en la superficie minima del suelo de la jaula en relacién al
peso de la rata. Dichas directrices proceden de la directiva del Consejo
Europeo 86/609/CEE de 24 de Noviembre de 1986, relativa a la
aproximacién de las disposiciones legales, reglamentarias vy
administrativas de los Estados miembros respecto a la proteccién de los
animales utilizados para experimentaciéon y con fines cientificos, Diario
Oficial de la Comunidad Europea de 18-12-1986.

Tras la intervencién quirdrgica los animales fueron estabulados de
manera individual sin tratamiento postoperatorio dejando comida y
bebida "ad libitum™.

IT.c.- PREPARACION DEL IMPLANTE

1.- Preparacidon de los cilindros

Partiendo de hidroxiapatita en esferas de 500y de didmetro
suministradas por la Dra. Isabel Lopez Valero (OSTEOSYNTH®) se
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fabricaron cilindros de 15 mm de longitud y 5 mm de didmetro en el
Centro Nacional de Quimica Orgdnica (Madrid) con la colaboracién del
Dr. Julio San Romdn. Para conseguir la unién de las esferas de
hidroxiapatita y darle consistencia al cilindro, se utilizé polidcido ldctico
(biomaterial degradable) de bajo peso molecular (Mn=3600d) y
polimetacrilato de metilo. La proporcién de los tres componentes que
formaban la estructura de los cilindros fue la siguiente: 2g de
hidroxiapatita, 600 mg de polidcido lictico y 400 mg de polimetacrilato de
metilo, Fig12.

Tras realizar una mezcla homogénea de los tres componentes se
procedié a calentarlos a una temperatura de 135-140°C mediante una
pistola de aire caliente en un molde tubular de silicona Fig. 13 y Fig 14.
Una vez producida la compactacién se deja enfriar el molde durante 20
minutos procediendo a continuacidén a la extraccién del cilindro de
hidroxiapatita del sistema de montaje.

Fig. 12.- Componentes del cilindro: 2g de hidroxiapatita, 600mg de
polidcido léctico y 400mg de polimetacrilato de metilo.
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Fig. 13.- Pistola de aire caliente. Mantiene la temperatura de 135-140°C

Fig. 14.- Molde tubular de silicona incluido en un vidrio.
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2.- Unidn de la BMP a los cilindros

Tras realizar una mezcla de BMP con agua destilada se obtuvo una
gelatina adherente que se colocé en torno al cilindro. La desecacién se
efectué durante 24 horas en una campana de vacio comprobando la
unién de la BMP al cilindro, Fig 15.

La cantidad de BMP incluida en cada cilindro se calculé pesando el
cilindro antes y después del recubrimiento. La diferencia de peso
correspondid a la BMP.

Fig. 15.- Campana de vacio donde se produce la desecacién del cilindro.
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La unién debe ser sélida para evitar que el cilindro se desplace del
defecto éseo creado en el fémur del animal. El encaje a presién del cilindro
en el alambre proporciona una fijacién mecdnica a la que se afiade una
unién mediante fibrina (Tisucol®) consiguiendo una estructura
suficientemente estable para mantener el cilindro en el eje longitudinal del
fémur de la rata, Fig. 16.

El dltimo paso consiste en esterilizar todo el montaje (alambre-
cilindro con/sin BMF) en dxido de etileno.

Fig. 16~ Fijacién del cilindro al alambre en omega.
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IL.d.- TECNICA QUIRURGICA

Las intervenciones quirtirgicas se realizaron en los quiréfanos de la
Unidad de Medicina y Cirugia Experimentales del Hospital Universitario
San Carlos de Madrid.

La anestesia se realiza mediante la inhalacién de éter en una campana
de vacio hasta adormecer al animal tras lo cual se le inyecta en el muslo
derecho una mezcla de 20 mg de diacepam (Valium®), 0.25mg de ketamina
(Ketolar®) y 1mg de atropina, a razén de 1cm3 por cada 300g de peso.

Con el animal anestesiado se procede a rasurar su extremidad inferior
izquierda y se aseptiza la piel con povidona yodada (Betadine®). Tras realizar
una incision cutdnea siguiendo el eje longitudinal del fémur se diseca el
espacio fascial entre los musculos gliteo superior y biceps femoral para
acceder al cuddriceps femoral que se desinserta del fémur entre el recto
femoral y el vasto externo. Se desperiostiza una longitud aproximada de 2
cm de la diéfisis femoral en todo su perimetro para proceder a resecar un
cilindro dseo en el centro de la didfisis de 15 mm de longitud, utilizando para
ello una sierra.

El alambre de acero inoxidable con forma de "omega” se introduce en
la cavidad medular de ambos fragmentos éseos con el fin de mantenerlos a
distancia evitando los componentes rotacionales y consiguiendo la
obturacién total de éstos, Fig 17. Esta técnica no precisa ningdn soporte
externo y es perfectamente tolerada por el animal.

Tras la colocacién del enclavado endomedular se comprueba la solidez
del montaje procediendo al cierre de la herida quirtrgica del plano fascial
con sutura reabsorbible de catgut 3/0 y la piel con seda 3/0.



Fig.17b.- Técnica quirirgica. Detalle del implante que sustituye el defecto
dseo resecado de 15 mm.

i ? > 1;‘ ... - : T
Fig. 17c- Teécnica quirirgica. Colocacién del implante en el defecto.
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ILe.- GRUPOSDEESTUDIO

Para la realizacion de este estudio se dividieron los animales en los
siguientes grupos:

GRUPO 1 0 GRUPO CONTROL: Reseccién de un defecto éseo cilindrico de 15
mm de longitud en el fémur izquierdo e inmovilizacién con un alambre en
"omega". 10 animales por cada periodo estudiado (total 30 casos).

GRUPO 2 0 GRUPQ BMP: Reseccién de un defecto éseo cilindrico de 15 mm
de longitud en el fémur izquierdo que se rellena con un implante de 25 mg
de BMP dentro de una cdpsula de gelatina del niimero 5. Inmovilizacién con
un alambre en "omega". 10 animales por cada periodo estudiado (total 30
casos).

GRUPO 3 0 GRUPO "COMPOSITE": Reseccion de un defecto 6seo cilindrico
de 15 mm de longitud en el fémur izquierdo que se rellena con un cilindro
cuya estructura estd formada por hidroxiapatita, polidcido ldctico de bajo peso
molecular y polimetacrilato de metilo. El peso medio es de 129 mg (minimo
de 90 y mdximo de 152 mg). Inmovilizacién con un alambre en "omega”. 10

animales por cada periodo estudiado (total 30 casos).

GRUPO 4 o GRUPO "COMPOSITE " CON BMP: Reseccién de un defecto
6seo cilindrico de 15 mm de longitud en el fémur izquierdo que se rellena
con un cilindro igual al del Grupo 3 recubierto con BMP en cantidades que
oscilan entre 13 y 45 mg. Inmovilizacién con un alambre en "omega”. 10

animales por cada periodo estudiado (total 30 casos).

IL f.- TOMA DE MUESTRAS

El sacrificio de los animales se llevé a cabo en diferentes periodos de
tiempo con el fin de observar los cambios radiolégicos e histologicos del
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implante. Se realizé el sacrificio a la segunda, sexta y duodécima semana de

la intervencién para cada uno de los grupos.

La técnica empleada para la muerte del animal fué una sobredosis de

éter por inhalacién, introduciendo al animal en una campana de anestesia.
Tras la toma de muestras se procede a la extraccién del fémur

izquierdo con las partes blandas que rodean el defecto éseo creado.

ILg.- EVALUACION RADIOGRAFICA

Tras la toma de muestras se realiza el estudio radiografico utilizando

placas de mdxima sensibilidad de mamografia.

ILh-ESTUDIOMACROSCOPICODELOSIMPLANTES

Tras la extraccién de la pieza se observan y anotan todos los detalles de
interés (existencia de fibrosis, osiculos, etc).

La fijacién se realiza de forma inmediata en formol neutro al 10% para
la realizaciéon de microscopia 6ptica.

Composicion del formol tamponado al 10%

- Formol al 40%: 100 ml

- Agua destilada: 900 mj]

- Fostato sédico monobdsico 1M: 4 gr

- Fosfato sédico dibdsico anhidro: 6,5 gr
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H.1.-ESTUDIOMICROSCOPICODE LOS IMPLANTES

Las piezas fueron sometidas a decalcificacién en dcido nitrico
concentrado al 70%, tras lo cual se procedi6 a la inclusién en parafina
siguiendo la metodologia convencional en un aparato de inclusién

automética (Autotechnicon®).

Con las piezas montadas se realizaron cortes de 3 a 5 micras de
grosor efectudndose las siguientes tinciones: Hematoxilina-Eosina y PAS.

1.- Técnica de tincién con Hematoxilina-Eosina

- Se desparafina en Xilol haciendo dos pases de 10 min cada uno.

- A continuacion se introduce en alcohol de 96° durante 7 a 10 min.

- Se lava en agua corriente.

- Se pasa a Hematoxilina durante 15 a 20 min.

- Se lava con agua corriente y se deja en la misma hasta virar.

- Se pasa a Eosina durante 2-3 min.

- Se lava con agua corriente.

- Se introduce en alcoho! de 96° durante 5-7 min.

- Posteriormente se pasa a alcohol absoluto durante 10 min, a Carboxilol
otros 10 min y a Xilol otros 10 min.

- Finalmente se realiza el montaje en balsamo.

2.- Técnica de tincidn con PAS (icido peryodico de Schiff):

- Se desparafina con Xilol.

- Se hidrata con alcoholes regresivos.

- Se introduce en 4cido peryddico de Schiff durante 10 min.
- 5e lava en agua corriente 10 min.

- Se pasa a leucofucsina 5 min.

- Posteriormente se pasa a bisulfito s6dico durante 10 min.
- Se lava en agua corriente durante 10 min.

- Se pasa a hematoxilina durante 3 min.



- Se lava en agua corriente.
- Se deshidrata pasando por alcoholes progresivos.
- Se monta en bédlsamo.
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111.- RESULTADOS

En 7 ocasiones se realiz6 la técnica de aislamiento de la BMP a
partir de 14 Kg de hueso cortical de terneras de menos de 1 afio de edad en
tandas de 2 Kg, obteniendo 1825 mg de BMP. Es decir a partir de 1 Kg de
hueso cortical de didfisis de vaca se ha obtenido un extracto liofilizado de
130,3 mg de BMP. De la globalidad de BMP obtenida aparecié induccién
6sea en musculo de ratén en un 67% de los implantes, Tabla IV.

TABLA IV
Induccién Gsea en ratones

Periodo N° Inducc. Fracasos
Postimplante Implantes Osea

Infecc. Causa
Descon.
7 dias 5 (3) 60% (1) 20% (1) 20%
14 dias 5 e 60% (1) 20% (1) 20%
21 dias 5 4) 80% 0 (1) 20%
Total 15 (10) 67% (2) 13% (3) 20%

IILa.- ANALISISMACROSCOPICO

En el Grupo BMP, los especimenes que presentaban induccién
6sea, 18(60%), Tabla V, en los estadios mds precoces (2-6 semanas), el
material presentaba una consistencia firme y estaba formado por tejido

cartilaginoso. En las muestras de mds larga evolucién (12 semanas), el
tejido dseo fue notable.
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TABLA V
Induccién (sea en ratas

Periodo Control BMP COMPOSITE | COMPOSITE-
Postimplant. BMP

2 sem. 0% (6) 60% 0% (6)60%
(10 ratas)

6 sem. 0% (6) 60% 0% (N70%
(10 ratas)

12 sem. 0% (6) 60% 0% (9)90%
(10 ratas)

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

En los Grupos "composites” con/sin BMP no se apreciaron
diferencias macroscépicas en su disecciéon en todas las muestras, si bien en
dos especimenes aparecié una unién sélida a los extremos 6seos del
huesped.

En el Grupo Control el defecto 6seo fue ocupado por tejido fibroso.
En las muestras del Grupo BMP que no presentaron induccién ésea, 12
(40%), Tabla VI, el aspecto fue similar al Grupo Control.

En las muestras de los Grupos "composites” con/sin BMP que no
mostraron ningdn tipo de induccién 6sea, 38 (63.3%), Tabla VI, el

implante se mantenia inerte envuelto por una cdpsula fibrosa alrededor
del defecto 6seo sin adherirse a los extremos dseos del huesped.
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TABLA VI
Fracaso de la induccidn 6sea en ratas

Grupo Infeccién | Fallo Técnica | Desconocida

Grupo 1 (5) 16.6% (D 3.3% (24) 80%
(CONTROL.30 ratas)

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

(BMP.30 ratas)

Grupo 3 (1)3.3% (2)6.6% (27)90%
(COMPOSITE.30 ratas)

Grupo 4 (1)3.3% (1)3.3% (6)20%

(COMPOSITE-BMP.30 ratas)
Total (97.5% (6)5% (65)54.1%

Las muestras que presentaron infeccién en los Grupos Control,
5(16.6%), Tabla VI y BMP, 2(6.6%), Tabla VI, presentaron un aspecto
encapsulado, fusiforme unido a los extremos dseos del huesped y

conteniendo en su interior un matertal caseoso amarillento. Los
extremos 6seos del huesped se habfan reabsorbido parcialmente. En la
infeccién en los Grupos "composite” con/sin BMP, 2(3.3%), Tabla VI

presentaban también un aspecto encapsulado, amarillento con un liquido
seroso en el que "nadaba” el implante desprendido del alambre en
"omega“.

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

consistié en una osteolisis endomedular en los extremos del alambre en
"omega" que ocasiond una angulacién del fémur y en algunos casos una
fractura del mismo.

En los grupos que contenian BMP se presento una ausencia de

induccidén ésea por causa desconocida en 14 casos (23.3%), Tabla VI.
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HLb-ESTUDIORADIOLOGICO

En el Grupo Control no se observé ningin tipo de formacién 6sea
radioldgica en ninguno de los periodos observados, Fig. 18. En el Grupo
BMP, en el dia 14 se pudo apreciar una cierta trama radiopaca que fué
consoliddndose en los siguientes perfodos de tiempo. A las 6 semanas de
la intervencion la neoformacién 6sea en el defecto va haciéndose mds
evidente. A las 12 semanas de su realizacién, destaca la existencia de una

neoformacién ésea en el defecto realizado en el fémur de la rata, Fig. 19.

84 DIAS

Fig. 18.- Grupo Control lmagen radiolégica a las 12 semanas.

88 DIAS

Fig. 19.- Grupo BMP. Imagen radiolégica a las 12 semanas.
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En el Grupo "composite" la imagen radiolégica tipica es un
cilindro poroso y radiotransparente, Fig. 20. En el Grupo "composite” con
BMP se observé un cilindro de aspecto mds radioopaco que se mantenia
alineado en el eje femoral con imdgenes sugerentes de fusién con el

hueso del huesped, Fig. 21.

Fig. 20.- Grupo "composite”. Imagen radiolégica a las 12 semanas.

Fig. 21.- Grupo “composite” con BMP. Imagen radiolégica a las 12

semmanas.
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ILe-ESTUDIODEMICROSCOPIAOPTICA

En el Grupo BMP, en aquellos implantes que presentaron el
fenémeno de induccién ésea, se observé que a las 2 semanas aparecieron
condrocitos y osteoblastos que fueron madurando hasta formar hueso con
tejido dseo y hematopoyético al cabo de las 6 semanas,

En las dos primeras semanas, se puso de manifiesto la presencia de
tejido cartilaginoso que daria lugar a tejido dseo mediante osificacion
endocondral

A veces se observd la formacidn dsea en “osiculo” con una
diferenciacién desde dentro hacia afuera, Fig. 22.

T

Fig. 22- Grupo BMP. Formacién 6sea en osiculo. H-E X10.
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A las 6 semanas, aparte de los osteoblastos, también se observd la
existencia de trabéculas dseas con presencia de osteoblastos y osteoclastos
que muestran evidencia de la remodelacién dsea

En las formas mds desarrolladas, a las 12 semanas, se observa una
trabeculacién dsea con un ribete osteobldstico y una cavidad rellena de
médula dsea.

En el Grupo "composite” sin BMP la imagen histolégica
caracteristica es un cilindro rodeado de cdpsula fibrovascular de la que

parten tractos conjuntives con vasos sanguineos que disocian en mayor o
menor grado los diferentes biomateriales, Fig, 23.

Fig. 23.- Grupo “composite” a las 12 semanas. Tractos conjuntivos entre
los componentes del cilindro.



En el Grupo "composite” con BMF, a las 2 semanas del implante,
aparecié en ocasiones una intensa respuesta fibrosa que forma una
cdpsula gruesa alrededor del cilindro. Tractos de tejido conjuntivo
disocian los componentes del cilindro y se mezclan con una estructura
trabecular calcificada exacta al hueso esponjoso.

En el interior de los tractos conjuntivos aparecen numerosos vasos
y una intensa respuesta celular. El polidcido ldctico presenta una
fragmentacién que corresponde a la primera fase de su proceso
reabsortivo. Esta respuesta se observé en seis de las diez ratas (60%), Fig.

Fig. 24.- Grupo “composite”- BMP. a las 2 semanas Estructura trabecular
y respuesta fibrosa intensa. H-EX4
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A las 6 semanas, se observa una estructura trabecular calcificada
rodeada de finos tractos conjuntivos y estructuras de aspecto cristalino y

fragmentadas que ofrecen un aspecto intensamente birrefringentes y que
corresponden al polidcido lictico. Esta respuesta se observé en 7 de las

diez ratas, Fig. 25.

Ry

Fig. 25.- Grupo composite”-BMP a las 6 semanas. Aspecto trabecular y
fibroso. H-EX10.

A las 12 semanas aparece una calcificacién intensa tanto en la
periferia como en el interior del implante en los huecos dejados por el
polidcido lictico reabsorbido con una estructura trabecular baséfila que
recuerda el hueso esponjoso. Esta respuesta apareci6 en 9 de las diez ratas
(90%), Fig. 26y Fig. 27.



Fig. 26.-Grupo “composite”-BMP a las 12 semanas. Aspecto de amplios
tractos trabeculares, aislados en la periferia que se introducen hacia el
biomaterial. PASX4.

conective. H-EX10.
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II1.d.- INCIDENCIA DEINDUCCION OSEA

Cuando se llevé a cabo el andlisis de comprobacién de la eficacia de
la BMP en ratén se encontré, mediante estudios radiolégicos e
histolégicos, que el porcentaje de implantes que provocaron induccién
Osea fue completa o nula, es decir no hubo situaciones intermedias.

La induccién ésea aparecié entre un 60-80% y fue mayor a medida
que aumenta el periodo postimplante, Tabla 1V.

Cuando se estudié el Grupo Control no se encontré induccién ésea
en ninguno de los especimenes estudiados. Por otro lado se presentaron 5
casos de infeccién (16.6%); 1 caso (3.3%), tuvo un fallo de técnica y en 24
de los 30 especimenes estudiados (80%) se describié un fracaso de causa
desconocida, Tabla VII.

TABLA VII

Evaluacidon de la induccién 6sea en el Grupo Control

Periodo N* Inducc. Fracasos

Postimpl. Implan. Osea
Positi.

Infecc. Fallo Descon.

Tecn.

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

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

12 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 aparecié hueso en 18 de los 30
especimenes estudiados, lo que representa un 60% de los casos. Dos de las
muestras presentaron infeccién, 6.6% y en un 6.6% también de los casos
se describieron fallos técnicos. Estos consistieron en movilizacién del
alambre en "omega" con osteolisis en los extremos del hueso y salida del
mismo en un caso. Por dltimo en 8 de las muestras, 26.6%, aparecieron

fracasos de causa desconocida, Tabla VIII.

TABLA VIII
Evaluacion de la induccién dsea en el Grupo BMP

Periodo N° Induce. Fracasos

Postimpl. Implan. Osea
Positiva
Infeccién | Fallo Descon.
Técn.

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 grupo de estudio donde el implante consistié en tinicamente
hidroxiapatita, polidcido lactico y polimetacrilato de metilo aparecieron
tractos conjuntivos con vasos que disocian los diferentes biomateriales
sin presentar en ningtn caso trabéculas calcificadas. En un especimen
aparecieron signos histolégicos de infeccién, 3.3%; dos casos se
atribuyeron a fallos de técnica, 6.6% y en un 90% de los especimenes el

fracaso no se pudo atribuir a causa conocida, Tabla IX.v Fig, 23




TABLA IX
Evaluaciéon induccién 6sea en el Grupo "composite"
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Periodo N° Inducc. Fracasos
Postimpl. Implan. Osea
Positiva
Infecc. Fallo Descon.
Tecn.
2 sem. 10 0 (1)10% 0 (9Y20%
6 semt. 10 0 0 (1)10% (9Y90%
12 sem. 10 0 0 (1)10% (9)90%
Total 30 0 (1)3.3% (2)6.6% (27)90%

Por dltimo en el grupo de estudio donde se implanté el cilindro
con BMP aparecié en 22 de los 30 animales estudiados, 73.3%, una
estructura trabecular calcificada que disocia el biomaterial con depésitos
de calcio unidos a un material PAS positivo que indica la presencia de
mucopolisacdridos. Esta estructura trabecular es idéntica al hueso
trabecular, Figs 26 y 27. Aparecen ciertas zonas del cilindro sin reabsorber
y entre las trabéculas calcificadas aparece tejido conjuntivo con gran
proliferacién vascular. S6lo en 1 caso se pudo apreciar infeccién y en otro
caso fallo de técnica. En un 20% de los animales estudiados aparecié un
fracaso de causa desconocida, Tabla X.

La cantidad de BMP aportada al cilindro oscil6 entre 13mg y 45mg y
el peso global del cilindro oscilé entre 90mg y 152mg. Analizados
individualmente los resultados histolégicos y radiolégicos de los
diferentes especimenes no aparecieron diferencias en relacién con la
cantidad de BMP, el peso del cilindro y la proporcién de la BMP en el
cilindro. Si existié un mayor indice de respuesta en el grupo de las 12

semanas, 90% de respuesta positiva.



TABLA X
Evaluacién induccién ésea en el Grupo "composite'-BMP
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Periodo N*° Inducc. Fracasos
Postimpl. Implan. Osea
Positiva
Infecciéon Fallo Descon.
Tecn,

2 sem. 10 (6)60% (110% 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%




V. DISCUSION
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IV.- DISCUSION

El aislamiento de la BMP segtin el método tradicional descrito por
Urist235,254,259, que es el que se ha seguido en el presente estudio supone
un método costoso en tiempo y esfuerzo. Hay que recordar que de 14Kg de
hueso cortical bovino se han obtenido tan sélo 1825mg de BMP. El
aislamiento a partir de hueso bovino de un afio de edad directamente
obliga a pasos de laboratorio de una duracién aproximada a 15 dias. Todo
esto influye en la variabilidad de la respuesta osteoinductiva.

Para solventar estos problemas autores como Wang?274275,
Wozney27? |  Celeste28 , Takaoka?!® y Luyten138 han dedicado sus
esfuerzos a purificar y caracterizar la secuencia de polipéptidos de la BMP
con capacidad osteoinductiva. En la actualidad, se han llegado a aislar 7
péptidos diferentes de BMP humanas, sobre hibridaciones con sondas de
DNA, BMP-1, BMP-2(BMP-2A), BMP-3, BMP-4 (BMP-2B), BMP-5, BMP-6 y
BMP-7. Seis de estas BMPg (BMPg 2-7) se han identificado como miembros
de la familia TGF-beta. Esto ha hecho aumentar la eficacia osteoinductiva
significativamente en un porcentaje mayor de muestras. Recientemente
se ha podido saber que los pesos moleculares de algunos de estos pépidos

estaban dentro del mismo rango que la BMP descrita por Urist y
co].243,259

En el momento actual, Takaoka y col, en 1993217, han purificado y
caracterizado una fraccién proteica de osteosarcoma murino (tipo Dunn)
capaz de inducir cartilago y hueso. El implante intramuscular de tan sélo
20ng de la proteina purificada junto con 2mg de coldgeno cutdaneo puro
como portador inducen hueso ectépico en ratones al cabo de dos semanas.
El peso molecular de la proteina purificada fue de 32 kD tras electroforesis
en gel de poliacrilamida. Esta proteina, pudo dividirse en dos
subunidades con la misma secuencia parcial de aminoacidos que era
idéntica a [a hBMP-2B (BMP-4) que forma parte de la familia del TGF-beta.
El mismo autor218 utilizando esta secuencia de aminodcidos codificé una
sonda de DNA complementario (cDNA) que fué ampliada y transferida a

células de ovario de hamster chinos. Estas células fueron capaces de
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producir una proteina que implantada junto con coldgeno puro como
portador indujo osiculos ectépicos en ratones a las dos semanas. La
secuencia de nucleétidos del cDNA y la secuencia de aminodcidos a la que
daba lugar fueron homélogos a la hBMP-4 (hBMP-2B).

Con los métodos que estdn a nuestro alcance actualmente no se ha
podido realizar una purificacién de la proteina morfogenética ésea. En el
presente trabajo, una vez evaluada la funcién de la BMP en ratén se han
alcanzado porcentajes de induccién que oscilan entre un 60 y un 80%,
dependiendo del tiempo de implante en el ratén, Tabla IV. En el modelo

experimental realizado en ratas la respuesta fue de un 60% en el Grupo
BMP y de un 73.3% en el Grupo "composite” con BMP, Tabla V.

El animal elegido en este trabajo fue la rata porque ofrece las
ventajas de su bajo coste, el conocimiento de sus reacciones
osteorregeneradoras®® y la facil reproductibilidad del experimento. Por
otro lado presenta el inconveniente de la disparidad de extrapolacion de
resultados a vertebrados superiores.

La creaciéon de un modelo experimental vdlido que se adaptara a
los requerimientos necesarios en la hipotesis de trabajo de esta Tesis ha
pasado por varios estudios que acabaron en fracasos, fundamentalmente
debido a que la creacién de una estructura porosa y a la vez
suficientemente resistente es dificil de conseguir. Numerosas pruebas
utilizando cilindros de hidroxiapatita finalizaron con una rotura de éste

cuando se alcanzaba la porosidad necesaria para el crecimiento 6seo.

En el presente estudio se ha utilizado un "composite” formado con
hidroxiapatita, polimetacrilato de metilo y polidcido lactico. La
motivacién es lograr un "andamio” sobre el cual las propiedades
osteoinductivas de la BMP incrementen su eficacia. Para lograr esta
premisa se precisa que el biomaterial se adapte a la forma del defecto
creado (cilindro de 15mmX5mm), forma cilindrica. Ademas debe ofrecer
una porosidad por la cual se permita el crecimiento del nuevo tejido y

mantener una resistencia mecdnica suficiente. Con este fin se han
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combinado la propiedad osteoconductora de la hidroxiapatita’, Ia
adhesiva del polimetacrilato de metilo y la biodegradacién del polidcido
lactico de bajo peso molecular?99,210, Al ser reabsorbido este dltimo

quedan vacios los poros del cilindro y se permite el crecimiento éseo.

La creacién de un defecto diafisario de 15 mmX5mm ha demostrado
ser de suficiente dimensién como para evitar la regeneracién espontdnea
como asf lo demustran los resultados obtenidos en el Grupo Control,
Tabla V. La colocacién del "composite” en el defecto éseo ha mostrado su
capacidad para mantenerse intacto a pesar de la carga inmediata del
animal sin ningdn soporte externo aunque no se haya observado

ninguna respuesta osteoinductiva, Tabla V.

La técnica de estabilizacién con alambre en "omega" tan sélo
fracas6 en 6 animales, 5%, Tabla VI. Este fracaso se debié en todos los
casos a una osteolisis alrededor de los extremos del alambre que produjo
una fractura femoral y angulacién del hueso. El hecho de que en ningtin
animal del Grupo Control apareciera hueso regenerado en el defecto
demuestra que se consiguié la oclusién del canal medular y la
conservacién de la longitud del defecto. La utilizacién de la fibrina
biolégica en los extremos del cilindro ayudé a mantenerlo en posicién.
En todos los casos el animal pudo deambular con independencia de

forma inmediata a la intervencién.

Nueve ratas del experimento presentaron infeccion del implante

lo que supuso su fracaso ostecinductivo, Tabla VI.

L.a BMP, implantada en ratas con defectos femorales de 15mm, en
capsula de gelatina, ha ofrecido un indice de ostecinduccién de un 60%,
TablaV. Esta induccién dsea, con una cantidad de 25mg , no dependié del
tiempo de implante, cumpliendo con la ley del "todo o nada” que
caracteriza a esta proteina?43. En la presente Tesis se han apreciado
condrocitos y osteoblastos que fueron madurando hasta formar hueso al

cabo de 6 semanas. En las dos primeras semanas se evidencié tejido
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cartilaginoso que mediante osificacion endocondral acabé formando

hueso, Fig. 20.

En los tltimos afios, la "vehiculizacion” de la BMP ha sido objeto
permanente de estudio. Se busca un portador que sea capaz de no alterar
sus propiedades fisico-quimicas y a la vez que su degradacién permita la
liberacion secuencial de la proteina86,149,157,217,218,250,

La unién de la proteina al portador presenta grandes
inconvenientes. En el medio en que se ha desarrollado el presente
trabajo, la fase final de fabricacién de la hidroxiapatita conlleva el paso
por un horno que alcanza 1000°C. Obviamente esto es incompatible con la
viabilidad de la BMP. Por otro lado si se utiliza polidcido lactico de bajo
peso molecular es posible mediante disolucién y posterior desecacién una
unién relativamente intima entre la BMP y el portador.

La hidroxiapatita ha sido utilizada como vehiculo portador de
sustancias osteoinductoras por Kawamura y cols.110e IyodaZ.

Miyamoto y col. en 199214% empleando acetona como disolvente
del polidcido ldctico han sido capaces de utilizar este biomaterial como
portador de la BMP. Este grupo de trabajo evalué varios homopolimeros
de polidcido lactico (PLA) con diferentes pesos moleculares como
portadores de la BMP. Compuestos de 4mg de BMP semipurificada e
hidrosoluble y 100mg de uno de los homopolimeros fueron implantados
en los musculos dorsales de ratones. PLLA-105000/ BMP, PLLA-21000/ BMP,
PLA-3300/BMP y PLA-160/BMP fracasaron en la induccién de
osteogénesis; PLA-105000, PLA-2100 y PLA-3300 produjeron reacciones
inflamatorias de cuerpo extrafio y/o crénicas, y PLA-160 necrosis tisular.
PLA-650/BMP indujo formacién de cartilago en una semana y de hueso
con médula hematopoyética en tres semanas, siendo reabsorbidos

completamente y reemplazados por hueso.

Posteriormente, Miyamoto y col. en 1993150 han utilizado el
polimero biodegradable compuesto por polidcido ldctico (PLA) vy
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polietilén-glicol (PLE) como portadores de BMP. Compuestos de BMP
semipurificada de osteosarcoma murino y el copolimero PLA-PLE
consistente en un PLA de peso molecular 650d y un PLE de peso
molecular 200 d (PLA-PLE 650-200) fueron implantados bajo la fascia de la
musculatura dorsal de conejos. Tres semanas después de la implantacion,
los compuestos PLA-PLE 650-200/BMP  fueron completamente
reabsorbidos y reemplazados por hueso y médula hematopoyética. Estos
compuestos indujeron el doble de hueso que las muestras de BMP y un
homopolimero de PLA de 650 d (PLA-650/BMP), de lo que se deduce que
el polimero PLA-PLE 650-200 es el portador mds efectivo para la BMP.
Compuestos de PLA-PLE 650-200/BMP mezclados con polvo de
hidroxiapatita (HAP) también indujeron formacion 6sea ectépica. Debido
a que el PLA-PLE 650-200/ BMP es viscoso y semiliquido y el PLA-PLE 650-
200/ BMP/HAP es pastoso y pldstico, el primero puede ser usado como

material inyectable osteoinductivo y el dltimo como un molde pléstico.

En el presente trabajo se han utilizado hidroxiapatita y polidcido
léctico con peso molecular de 3600d en forma cilindrica con unas
dimensiones de 15 x 5 mm como portadores de la BMP. Para la unién de
la proteina al "composite” se ha utilizado una técnica similar a la de
Miyamotol4® pero con agua destilada en vez de acetona consiguiendo
una unién intima entre la BMP y el portador. La respuesta obtenida en el
Grupo "composite” con BMP fué positiva entre un 60%-90%, TablaV, a

pesar de que el peso molecular era mayor que el del polidcido ldctico
utilizado por el grupo de Miyamoto y col.130 (PILA/650) en 1993 y muy
cercano al PLA/3300 utilizado por el mismo grupo de trabajol49 en 1992
con el que no obtuvieron respuesta osteoinductiva.

Heckman y col. en 199174 han utilizado BMP en el tratamiento de
pseudoartrosis en perros. Para ello realizaron un defecto segmentario en
la parte media de la didfisis del radio de los animales que se fij6 con placas
y se rellené con BMP canina, BMP bovina, hueso bovino
desmineralizado con guanidina, polidcido lactico y combinaciones de
éstos. Todas las muestras fueron examinadas a los tres meses de la

implantacion. El hueso bovino desmineralizado con guanidina, solo o en
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combinacién con 15mg de BMP canina, no produjo la consolidacién de la
pseudoartrosis. El polidcido ldctico aislado, produjo una pequeiia cantidad
de hueso. Cuando se combiné con 15mg de BMP canina, la cantidad de
hueso se incrementé significativamente llegando a producirse la
consolidacién de la pseudoartrosis. Por el contrario, cuando el polidcido
ldctico se combiné con BMP bovina, no se aprecié la consolidaciéon 6sea
demostrando la especificidad de especie de la BMP y el uso del poliacido
lactico como portador de la BMP.

Nuestros resultados coinciden con jos de Heckman y col.7¢ y
Miyamoto y col149.150 a] considerar el polidcido ldctico como un buen
portador de la BMP. No hemos observado, al contrario que Heckman74
que el polidcido ldctico (Grupo "composite” sin BMP) haya inducido
tejido éseo, Tabla V.

Yasko y co0l.283, en 1992 preconizan un modelo experimental en
ratas creando un defecto de sélo 5mm de longitud y estabiliza el fémur
con placas atornilladas. Tal defecto es insuficiente y estd en desacuerdo
con las premisas del presente trabajo. La discrepancia también se centra en
la importancia de anular la salida de células de la médula ésea que
permitan una regeneracion espontdnea desde el huesped. Yasko justifica
el modelo experimental basdndose en que la longitud del defecto es el
doble del diametro de la didfisis y que para evitar la participacion celular
de la médula 6sea es suficiente con lavar la cavidad medular con suero
salino.

Estos autores28 han comprobado la actividad osteoinductiva de la
proteina mediante implantes subcutdneos observando que producia
osificacién endocondral. Posteriormente han  creado defectos
segmentarios de Smm en el fémur de 45 ratas, fijados mediante placas,
que se rellenaron con rhBMP-2 liofilizada (1,4 o 11ug). Esta fraccién se ha
aplicado junto con un extracto de matriz 6sea alogénica desmineralizado
mediante guanidina, utilizado como portador de BMP. Una cdpsula de
gelatina fué utilizada como material contenedor. Ambas dosis de rhBMP-
2 indujeron formacién de hueso endocondral en los defectos dseos. La
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implantacién de 11pg produjo mayor cantidad de hueso, resultando en
una consolidacién radiogrdfica e histolégica del defecto entre las 3 y las 9
semanas. Las ratas que recibieron una dosis de 1,41g no mostraron unién
6sea. La formacion de cartilago precedié al hueso en todas las muestras.
En las ratas que recibieron una dosis baja de BMP aparecieron islotes de
cartilago y de hueso dispersos a través del defecto en la cuarta semana
pero no hubo continuidad 6sea entre los fragmentos femorales. En el
grupo que recibié altas dosis de BMP, cartilago, cartilago calcificado y
osteoide aparecieron en el defecto a las dos semanas. La formacién de
médula ésea se produjo en la cuarta semana, tiempo en el que se
comenzaba a observar una unién ésea entre los fragmentos llegando a

producirse la consolidacién en la novena semana.

Los resultados obtenidos en el Grupo BMP de este trabajo coinciden
con los de Yaskop y col28 al demostrar la presencia de osificacién
endocondral al cabo de 6 semanas. En el Grupo "composite” con BMP se
ha intentado relacionar la respuesta osteoinductiva de la BMP con la
dosis y con el tiempo de evolucioén, evaluando cantidades de BMP entre
13 y 45mg a las 2, 6 y 12 semanas. Ha aparecido una mayor respuesta
trabecular calcificada a las 12 semanas (90%) que a las 2 semanas (60%),
Tabla X. Sin embargo, cuando aparecen dichas trabéculas no existen
diferencias histolégicas en el tiempo ni una relacién proporcional a la
cantidad de BMP. Las cantidades empleadas de BMP han sido mucho mas
altas que las del grupo de trabajo de Yasko?83 y la consolidacioén tan sélo se
pudo apreciar en dos ratas. La explicacidon a esta diferencia sustancial
estriba por un lado en la purificacién de la BMP utilizada por Yasko y por
otro en el defecto de mucho menor dimensién (5mm) en el modelo

experimental de este grupo.

Gerhart y col. en 199358 han utilizado BMP recombinada humana
en el tratamiento de defectos 6seos experimentales en ovejas. Un defecto
de 2,5cm mediodiafisario realizado en el fémur derecho de ovejas fue
estabilizado con placas y se observé el efecto de matriz 6sea alogénica
inactiva (Grupo II), BMP recombinada humana (rhBMP-2) mezclada con

matriz 6sea alogénica inactiva (Grupo 1II) e injerto ¢seo autélogo (Grupo
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IV). Todos los animales tratados con rhBMP-2 y autoinjerto mostraron
unién dsea. La formacidn de hueso en el grupo de la thBMP-2 aparecid a
las cuatro semanas para ir aumentando en las semanas siguientes hasta
llegar a una consolidacion completa al cabo de tres meses. La resistencia
dsea, comparada con el fémur contralateral, fue superior en el grupo de
rhBMP-2 que en el grupo del autoinjerto. No se encontraron anticuerpos
anti-BMP en el suero de las ovejas del grupo 1II. El nuevo hueso inducido
por la thBMP-2 estaba delimitado por osteoblastos, que ofrecian un
aspecto aplanado y elongado (probablemente inactivos) la mayoria de las
veces, mientras que otras aparecian redondos y abultados (activos).
Cartilago sin organizacién especifica se observd, particularmente en el
drea entre el hueso nuevo y el viejo.

Este grupo de trabajo5® pone de manifiesto, al igual que Yasko y
col.283 y Takaoka y col?18 que de los diferentes péptidos con capacidad
inductora de tejido 6seo aislados por Wozney y col.27, la rhBMP-2 es la

que mayor capacidad osteoinductiva posee.

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
diferentes biomateriales. No aparecen focos de calcificacion, Fig. 23. El
contenido celular es bajo y llama la atencién la gran respuesta del tejido
conjuntivo que tiene un aspecto cicatricial. Analizados individualmente
los especimenes, radiolégica e histolégicamente, no pudo apreciarse en
ninguno de ellos la aparicion de trabéculas 6seas, Tabla V.

Basdndonos en estos resultados cabe pensar que el polidcido ldctico
utilizado no posee capacidad ostecinductiva como observaron Heckman
y col.74 que describen la formacién de una pequefia cantidad de hueso con
la implantacién aislada de polidcido ldctico a los tres meses en una

pseudoartrosis de la didfisis radial de perro.

Por otro lado la hidroxiapatita no ha mostrado capacidad

osteoconductora fuera de un ambiente 6seo cuando no se asocla una
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sustancia osteoinductiva como ha ocurrido en el Grupo "composite” sin
BMP.

Piecuch en 1982167 demuestra que la implantacién extraesquelética
de hidroxiapattita porosa tinicamente da lugar a la formacién de un tejido
fibrovascular sin formacién ésea. Lo que indica que la hidroxiapatita, por

si séla, no acttia como un sustrato inductor de hueso.

Por otro lado Ripamontil’6, encuentra con la utilizacién de
hidroxiapatita porosa séla en implantes intramusculares realizados en
monos la formacion de hueso sin fase endocondral.

En el Grupo "composite” con BMP, llama la atencién la gran
respuesta de trabéculas calcificadas que asemejan el hueso esponjoso, Figs,
24,2526y 27. Estas imdgenes histolégicas constan de abundante contenido
en calcio y matriz 6sea con abundantes mucopolisacdridos, bien en
sustancia o fibras, por su positividad con la tincion de PAS. Se presenta
una intensa proliferacién del tejido conjuntivo rico en vasos, fibras y
células entre las trabéculas calcificadas. Estas estructuras neoformadas lo
han hecho dentro de los poros, que se han formado al fragmentarse el
polidcido ldctico20%.210, Este biomaterial ha comenzado su proceso de
reabsorcién por una fase de hidrélisis produciendo una fragmentacién al
cabo de dos semanas sin llegar a reabsorberse a las 12 semanas. La
cristalinidad y el peso molecular (3600d) son los causantes del mayor
tiempo de reabsorcién209:210 sj Jo comparamos con el polidcido ldctico de
650d utilizado por Miyamoto y col150 que se reabsorbe en 3 semanas.

La induccién 6sea ha sido positiva en este grupo, oscilando entre
un 60% a las 2 semanas y un 90% a las 12 semanas, Labla X. Veinte y dos

de los 30 especimenes (73.3%) presentaron induccién ¢sea positiva.

Tan soélo en dos ratas se observé una unién macroscépica y
radiolégica del cilindro a los extremos 6éseos del huesped, si bien no se

pudo demostrar una continuidad ésea en el andlisis histolégico.



115

En el espesor de las trabéculas aparecen unas depresiones vacias de
contenido que pudieran corresponder a lagunas osteocitarias. Ante este
fendmeno se puede especular con diferentes teorias. Una de ellas es la
posible falta del mensaje de transformacién celular. Otra, es la alteracion
mecdnica-bioquimica de formacién del hueso por parte de la
hidroxiapatita inerte. Por dltimo, se puede pensar en fenémenos
derivados de la biodegradacion del polidcido lactico que produzcan un

ambiente citotoxico préximo.

Probablemente la mejora de este biomodelo en estudios posteriores
pase por una modificacién parcial de la estabilizacién mecdnica que
permita un contacto directo entre el biomaterial y el hueso, conservando
la premisas del presente estudio; una mejora en la unién de la BMP a su
portador que facilite su funcién; utilizacién de una BMP purificada con
alta capacidad osteoinductiva (rhBMP-2) y por ultimo evaluacién de la

osteoinduccién en un animal de talla mayor de este biomodelo.
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V.- CONCLUSIONES

1.- La fabricacién del cilindro compuesto de hidroxiapatita,
polidcido ldctico y polimetacrilato de metilo de 15X5mm, se ha
mostrado como una técnica sencilla y que cumple los objetivos de
soporte estructural del defecto y su porosidad no altera la
resistencia del mismo.

2.- La inclusién de la BMP en el cilindro se ha conseguido con un
método simple y reproductible sin alterar aparentemente los
caracteres organolécticos de la misma permitiendo su adhesién
por disolucién y desecacién al vacio con el polidcido l4ctico de
3.600d de peso molecular, que posteriormente se va a degradar.

3.- La presencia del cilindro en el defecto 6seo ha contribuido a la
estabilidad biomecdnica, mantenimiento del defecto y
taponamiento de los canales medulares del modelo
experimental.

4.- En un 60% de los casos del Grupo con BMP en cdpsulas de
gelatina se aprecid crecimiento 6seo inducido en forma de
osiculos dispersos en el defecto e independientemente del tiempo
transcurrido.

5.- En el Grupo “composite” sin BMP no se observé la aparicion
de induccién en ninguno de los periodos estudiados aunque st
tractos conjuntivos con vasos sangufneos a través de los poros
del cilindro. Esto supone una degradacién del polidcido l4ctico al
cabo de dos semanas.

6.- En el Grupo “composite” con BMP aparecieron trabéculas
calcificadas idénticas al hueso esponjoso entre un 60% a las 2
semanas y un 90% a las 12 semanas que crecieron a través de los
poros del cilindro.
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7.- En el Grupo con BMP unicamente aparecieron imdgenes
radiol6gicas de densidad calcio distribuidas en el defecto. En el
Grupo “composite” sin BMP el cilindro mostré imdgenes
radioltcidas traduciendo la porosidad del mismo. Mientras que
en el Grupo “Composite” con BMP aparecié un cilindro
radiopaco.

8.- Tan s6lo en dos muestras del Grupo “composite” con BMP se
observé una continuidad macroscépica y radidlogica entre el
cilindro y el hueso del huésped. Este fendmeno no se comprobé
histol6gicamente.
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