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Objetivo. Ante una pérdida ésea tras un accidente, un tumor
o una infeccién se plantean diferentes posibilidades de re-
construccion. Un modelo experimental vélido para el estu-
dio de la osteorregeneracion se basa en la resecciéon de un
defecto diafisario suficiente para impedir la reparacion es-
pontanea.

Material y método. La originalidad del tema elegido se ci-
menta en la utilizacion, in vivo, en un animal de talla media
(conejo), de un biomaterial que estd compuesto de una base
estructural de poli (metacrilato de metilo) (PMMA) (serie
1), al que se afiade hidroxiapatita (HA) como material oste-
oconductor (serie 2) y ademds, un factor de crecimiento,
proteina morfogenética 6sea (PMO) como osteoinductor
(serie 3).

Resultados. Tras 2, 4 y 8 semanas después de la reseccion
(20 mm) e implantacién endomedular de los tres tipos de
barras (25 mm de longitud), se procede al andlisis radiol6gi-
co e histolégico. Parece que la reparacion estd influida por
propiedades mecdnicas de estabilidad, fuerza y carga. La re-
generacion 6sea en el presente modelo sigue un patrén de
desarrollo que va desde los extremos de reseccion diafisario
ala zona media y siempre a expensas de la cortical radial.
Conclusiones. De los tres modelos de barras utilizados, los
formados por PMMA, HA y PMO, presentan un proceso de
reparacion mds avanzado, hecho observado tanto radiol6gi-
ca como histolégicamente.

Palabras clave: induccion dsea, proteina morfogenética
dsea, biomateriales.

Experimental bone induction and
regeneration with bone morphogenetic protein
and biomaterials

Aim. In cases of bone loss due to an accident, tumor, or in-
fection, various reconstruction options exist. A valid experi-
mental model for the study of bone regeneration is resection
of a section of diaphysis large enough to impede spontane-
ous repair.

Materials and methods. The innovation proposed is the use
in vivo in a medium-size animal (rabbit) with a biomaterial
consisting of polymethyl metacrylate (PMMA) (series 1) to
which hydroxyapatite (HA) is added as an osteoconductor
(series 2) and bone morphogenetic protein (BMP) is added
as an osteoinductor (series 3).

Results. Radiologic and histologic studies were made 2, 4,
and 8 weeks after resection (20 mm) and endomedullary
implantation of three types of rods (25 mm long). The re-
pair appeared to be influenced by mechanical properties of
stability, strength, and load. Bone regeneration in the pre-
sent model progressed from the diaphyseal resection surfa-
ces, filling the bone defect at the expense of the radial cor-
tex.

Conclusions. Of the three models, the bar formed by PM-
MA, HA, and BMP elicited the most advanced repair pro-
cess, as confirmed by radiology and histology.

Key words: bone induction, bone morphogenetic protein,
biomaterials.

El mecanismo de reparacién de las heridas se inicia y
modula a través de la comunicacién intercelular por medio
de moléculas proteicas especificas, denominadas citoquinas.
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La secuencia de accién es, en general, sintesis y secrecion
por una célula y unién a receptores celulares induciendo
una accién en la célula receptora'. Esa accién puede ejercer-
se a distancia si la citoquina va al torrente sanguineo (res-
puesta endocrina), sobre células proximas (interaccién para-
crina), sobre la misma célula que la secretd (interaccion
autocrina) o si permanece adherida a la célula que la secre-
td, pero ejerce su influencia sobre células adyacentes, se de-
nomina yuxtacrina®. La utilizacién de biomateriales de di-
versa naturaleza disefiados para la sustitucion de tejido dseo
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en lesiones de gran pérdida de hueso constituye uno de los
principales temas de investigacion basica en Traumatologia.
La naturaleza de los materiales utilizados para tales fines
hasta la actualidad es de origen sintético o de origen natural.
Los materiales de origen natural corresponden al hueso tan-
to homdlogo como heter6logo, derivados dseos y polimeros
naturales, como el coldgeno. Los materiales sintéticos con-
sisten en ciertos metales, polimeros biodegradables y fosfa-
tos cdlcicos que pretenden imitar a los de origen natural co-
mo corales y otros'.

Dejando atrds los materiales sintéticos metélicos que si-
guen siendo de gran uso en la clinica, la busqueda de un
«biomaterial ideal» para las lesiones citadas intenta repro-
ducir los beneficios de los injertos sin llegar a tener que for-
mar parte de ellos. Un «biomaterial ideal» debe describirse
para cada tipo de lesién, su localizacién y cada paciente, pe-
ro de modo general se puede definir como un material que
presenta las siguientes premisas: ser biocompatible, no toxi-
co y en el mejor de los casos ser biodegradable. El déficit
de hueso en determinadas zonas del esqueleto supone un
mayor problema que en otras. Los elementos esenciales pa-
ra la reparacién de este tipo de lesiones’ son, en primer lu-
gar, la presencia de osteoblastos y factores osteogénicos y
en segundo, un andamiaje en tres dimensiones; en definitiva
las caracteristicas de osteinducion y osteoconducién descri-
tas’*. En el presente trabajo se pretende estudiar las caracte-
risticas de diversos biomateriales aislados o formando parte
de la misma formulacion, mediante la creacion de un defec-
to de 2,5 cm de longitud en el cibito de conejo. Con dicho
defecto critico se genera una lesién de tal envergadura que
el propio hueso es incapaz de recuperarse mediante la rege-
neracién natural®, de modo que los procesos de reparacién
seran llevados a cabo por la influencia de los biomateriales
y factores de crecimiento (FC). La naturaleza de los bioma-
teriales utilizados intenta conseguir el éxito de la reparacién
siguiendo dos de las premisas descritas anteriormente. Se
utilizard un factor osteogénico u osteoinductor, la proteina
morfogenética 6sea (BMP), y como andamiaje o material
osteoconductor la hidroxiapatita (HA).

Se denominan FC aquellos integrantes del grupo de las
citoquinas que especificamente estimulan la proliferacion
celular. Se denominan proteinas morfogenéticas Oseas
(PMO) aquellas cuya accién principal se produce sobre la
diferenciacién de una subfamilia del TGF (tissue growth
Jactor) celular, por ello suele denominarse a este grupo tam-
bién como morfégenos, ya que son capaces de iniciar el de-
sarrollo de tejidos y sistemas orgdnicos estimulando células
indiferenciadas para convertirlas fenotipicamente®. A la luz
de estos conceptos deberiamos redefinir las sustancias oste-
oinductoras como aquellas que contienen morfégenos
Gseos®.

A lo largo de este articulo utilizaremos las abreviaturas
en lengua castellana e inglesa de los distintos factores por
compatibilidad con las publicaciones en este dltimo idioma

(que hace algunas de ellas genéricas); en consecuencia, de-
be tenerse en cuenta que PMO es sinénimo de BMP (Bone
Morphogenetic Protein) y FCT (factor de crecimiento tisu-
lar) es sinénimo de TGF. Durante la reparacion de una
fractura, asi como durante la regeneracién Osea a partir de
un injerto, ocurren una cascada de eventos moleculares y
celulares, similares para ambas, que estdn coordinadas se-
cuencialmente, reguladas y moduladas por los FCT y las
PMO?3’. Si bien, hay pequefias diferencias entre el injerto
de hueso y la insercién de PMO a través de matriz coldge-
na, por ejemplo, la secuencia de acontecimientos no varia
sustancialmente y podemos desarrollarla como un evento
Unico.

Cuando se realiza un injerto en un lecho quirtrgico, se
colocan osteocitos, osteoblastos y células precursoras me-
dulares, en un espacio muerto ocupado por codgulo sangui-
neo, con plaquetas, glébulos rojos y blancos en una matriz
de fibrina, todo ello rodeado de un entorno fisiolégico con
poblacién celular estructural y de células reparadoras y ca-
pilares seccionados con su endotelio expuesto.

Dos aspectos deben tenerse en cuenta, el primero son
los gradientes de oxigeno y pH entre el injerto y el medio.
En el injerto el medio es hipéxico (pO, 5-10 mmHg) y aci-
dético (pH 4-6), el entorno del lecho receptor es normoxico
(pO, 45-55) y se encuentra a pH fisiol6gico®®. Por otra par-
te, las células precursoras se encuentran en muy baja con-
centracion relativa (respecto de las células estructurales),
variable con la edad y estimable en alrededor de so6-
lo 1/100.000 en un adolescente, 1/250.000 a los 35 afios,
1/400.000 a los 50 y 1/1.200.000 a los 80 afios; esto es una
expresion mas del ajustado empleo que hace el organismo
de sus recursos, ya que en condiciones normales mantiene
una poblacidn celular reparativa muy pequefia y sélo la acti-
va en caso de necesidad a través de los factores de creci-
miento. Desde el mismo momento de la sutura se inicia la
degranulacion de las plaquetas del injerto, liberando FC pla-
quetarios. La PDGF especialmente y el TGF estimula la mi-
tosis de las células precursoras medulares y osteoblastos en-
dostales del injerto a incrementarse en varios 6rdenes de
magnitud, y al mismo tiempo inicia la angiogénesis de los
capilares al estimular la mitosis de las células endoteliales.
Asi mismo, activa la mitosis de los fibroblastos y preosteo-
blastos y su maduracidn; su accién continuada los hace pro-
ducir matriz coldgena para soportar la penetracion de los ca-
pilares y matriz 6sea respectivamente. Simultineamente, el
gradiente de oxigeno, combinado a la accién de PDGF atrae
a los macréfagos al lecho.

A partir del quinto dia aproximadamente, la accién
de los FC plaquetarios decae y es reemplazada por los
osteoblastos originados en los segregados. Especialmente
el TGF estimula la proliferacion y diferenciacién de las
células precursoras en forma autocrina y por FC segrega-
dos por los osteoclastos (muy similares a PDGF) y macré-
fagos.
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Los capilares, que comenzaron a penetrar en el injerto
desde el tercer dia lo han hecho completamente alrededor
del dia 14 a 17, cuando alrededor de la cuarta semana se
completa la revascularizacion, desaparece el gradiente de
oxigeno entre el injerto y el lecho y con €l los macréfagos.

Cuando se implanta matriz 6sea desmineralizada induc-
tivamente activa o BMP la secuencia general de quimiota-
xis, mitogénesis y diferenciacion incluye una fase de dife-
renciacion a condroblastos y sintesis de matriz extracelular.
Con la invasién vascular aparerece la maduracion de los
condrocitos, la calcificacién del cartilago, la aparicién de
los osteoblastos, la formacion de matriz 6sea mientras el
cartilago es removido, y por ultimo la remodelacion del
hueso hasta tener el producto final de hueso maduro®°.

En cualquier caso, la etapa final de maduracion del hue-
so neoformado desorganizado en hueso trabecular involucra
las PMO (que en rigor han estado presentes siempre, la se-
cuencia se describe con fines fundamentalmente didicti-
cos). Los FC, liberados por la accién osteocldstica sobre la
matriz, actian estimulando las células precursoras a multi-
plicarse y diferenciarse a osteoblastos que segregan activa-
mente matriz 6sea. La combinacién de ambos fenémenos
produce la maduracién dsea.

Los factores de crecimiento son un subgrupo de cito-
quinas que especificamente estimulan la proliferacién celu-
lar, actuando como mitdgenos y afectan todos los aspectos
del fenotipo celular. A través de complejos mecanismos
bioquimicos introducen cambios en la expresion génica que
producen una nueva sintesis proteica, cambios en la activi-
dad celular y cambios en la proliferacion celular. Asi mis-
mo, influyen en la cicatrizacién por varios mecanismos: ac-
tividades quimiotacticas que atraen células inflamatorias y
fibroblastos al foco, como mitégenos estimulan la prolifera-
cién celular, pueden estimular la angiogénesis, tienen efecto
importante en la produccién y degradacién de la matriz ce-
lular e influencian la produccién de factores de crecimiento
y citoquinas en las células vecinas.

Los factores mds importantes para los objetivos del pre-
sente trabajo son los factores de crecimiento derivados de
plaquetas (PDGF [platelet derived growth factor]), factor de
crecimiento fibroblastico (FGF [fibroblastic growth fac-
tor]), factor de crecimiento simil-insulina (IGF-I e IGF-II

[insulin-like growth factor]), factores de crecimiento trans-
formadores beta (TGF [transforming growth factor]) y fac-
tor de crecimiento epidérmico (EGF [factor epidermic
growth factor]); este dltimo tal vez sea el menos relevante
desde el punto de vista de la reparacién ésea, pero es uno de
los primeros en ser identificado. Utilizaremos las abreviatu-
ras de los nombres en inglés, ya que son de uso universal
para identificarlos (tabla 1).

1) Factor de crecimiento fibroblastico. Usualmente pre-
sente como dimeros AA, AB y BB, con receptores con dis-
tinta afinidad para cada dimero, que, como ocurre con mu-
chas de las citoquinas, varia sus efectos!'!"'4, Descrito
inicialmente en los granulos de las plaquetas! es también
sintetizado y secretado en macréfagos, endotelio'é y otros
tipos celulares!’; el dimero AA es ademds producido por las
células 6seas. Es quimiotéctico para los fibroblastos, células
del musculo liso, monocitos y neutréfilos'®. Es mitdgeno
para las células del misculo liso y los fibroblastos!®, produ-
ce profundos efectos sobre la matriz celular®®, aumentando
la produccién de células osteoprogenitoras. In vitro ademds
presenta actividad en la reabsorcién 6sea. Parece ser el pri-
mer factor de crecimiento presente en una herida, iniciando
la cicatrizacion del tejido conectivo, incluyendo reparacion
y regeneracion 6sea en humanos, las acciones principales
son mitogénesis, angiogénesis y activacion de macréfagos.
Es una molécula muy potente, por lo que su concentracion
en el PRP se convierte en muy importante?!.

2) Factores de crecimiento transformadores beta (TGF-
beta). Constituyen un grupo de 5 isoformas, tres presentes
en el humano, con 6 receptores, I a VI??, en la prictica, son
una superfamilia de factores de crecimiento y diferencia-
cién de las cuales las BMP (13 descritas) son una parte'®.
Los factores de crecimiento mds importantes son sintetiza-
dos por plaquetas®. En la matriz ésea residen abundante-
mente en forma latente y son activados localmente. El con-
junto de las TGF-beta desarrolla una actividad compleja en
los procesos de remodelacién 6sea, tejido en el cual son
abundantes. Este conjunto procede de la desgranulacion de
las plaquetas o es excretado por macréfagos y actia como
GF paracrino afectando a los fibroblastos, células precurso-
ras de la médula 6sea y preosteoblastos. Estas células blan-
co tienen capacidad de sintetizar y segregar proteinas para

Tabla 1. Acciones de los factores de crecimiento

Efecto sobre la Efecto sobre la Efecto sobre la

Denominacion Efecto quimiotéictico S P . e s
proliferacion sintesis del coldgeno diferenciacién

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) Leve Leve Inhibitoria Inhibitoria
Factor de crecimiento simil-insulina (IGF-I) Fuerte Fuerte Ninguna Fuerte
Factores de crecimiento transformadores

beta (TGF-f) Ninguna Inhibitoria Moderada No determinada
Factores de crecimiento derivados

de plaquetas (PDGF) Fuerte Fuerte Moderada No determinada
PDGF + IGF -1 Mis fuerte Mais fuerte No determinada No determinada
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actuar sobre células adyacentes en forma paracrina o sobre
si mismas como autocrinas, representando un mecanismo de
cicatrizacidn y regeneracion Osea a largo plazo (y eventual-
mente actuar sobre la remodelacién dsea en el tiempo)*.

Los factores TGF son osteogénicos potentes®, parecen
ser quimiotacticos y mitogenéticos para los precursores de
los osteoblastos y también estimulan la deposiciéon de ma-
triz coldgena (asi como impedir su ruptura)’ por los osteo-
blastos en la cicatrizacién de heridas y del hueso. Ademds
inhiben la formacién de osteoclastos y la reabsorcion ésea
favoreciendo la formacién sobre la reabsorcién 6sea por un
doble mecanismo: regula y modula la respuesta inflama-
toria?® y modera la cicatrizacién. Por otro lado, TGF puede
inhibirla, constituyendo un ejemplo mds de los sistemas fi-
siolégicos duales, estimulo/inhibicién en equilibrio?.

3) Factor de crecimiento simil-insulina. Grupo de po-
tentes factores de crecimiento que presentan proteinas de
unién que incrementan o decrementan su accién®, se pre-
sentan en plaquetas, células dseas, asi como en otros tipos
celulares*?. IGF-I presenta profundos efectos sobre el creci-
miento especialmente el secundario caracteristico de la ado-
lescencia, (el efecto anabdlico de la hormona de crecimiento
se produciria por incremento de los niveles de IGF-I1)*°, por
contra, IGF-II actuaria especialmente en el crecimiento
fetal’!. Sus principales actividades, en relacién con el hueso,
son: estimulo de la sintesis proteica®?, asi como de coldgeno
tipo I y matriz ésea por los osteoblastos?®?; asociada a
PDGF o FGF estimula la proliferacion de multiples tipos
celulares, especialmente los fibroblastos®*; disminuye la de-
gradacidn del coldgeno®; mitogénesis para los precursores
de los osteoblastos® y potente potencial osteogénico®, asi
como estimulante de la regeneracién Gsea®.

4) Factor de crecimiento fibrobldstico. Constituye un
grupo de, por lo menos, 9 factores de los cuales los mejor
conocidos son el dcido (aFGF o FGF-1) y basico (bFGF o
FGF-2)°. Abundantes en el hueso?, son mitégenos gene-
rales®, con potente potencial osteogénico* y capacidad de
estimular la replicacién de osteoblastos®, fibroblastos y sus
células precursoras®, asi como estimular la angiogénesis®.

Proteinas morfogenéticas 6seas

El andlisis de los mecanismos de calcificacion que lle-
varon al descubrimiento de las BMP es muy antiguo y se
inicia con el estudio de la osteogénesis y calcificacion hete-
rotépica'l. La secuencia histdrica es la siguiente:

Levander, en 1938, sugiere un factor extraible del hue-
so; Lacroix (1945) sugiere un factor obtenible del cartilago
que llama osteogenina. Urist (1960) induce hueso heterotd-
pico implantando extractos proteicos que denomind protei-
nas morfogenéticas 6seas. Wang y Wozney (1988) aislaron
las formas monoméricas; a través de clones recombinantes
para cada una obtuvieron BMP 1, 2A y 3 humanas y revela-
ron sus caracteristicas bioquimicas y bioldgicas, incluyendo

sus secuencias de aminodcidos. Wozney (1992) produjo
BMP2 recombinante por clonacion, lo cual permitié acceder
a cantidades significativas mds facilmente accesibles, per-
mitiendo en consecuencia ampliar significativamente las
posibilidades de investigacion. Posteriormente, se aislaron y
caracterizaron 5 BMP mas (BMP 4 a 8), la 2B se redenomi-
né 4 y la 2A, 2. Song (1995) identific6 la BMP 9 y poste-
riormente las BMP 10 a 15; con todo, s6lo las 7 primeras
tienen capacidad osteoinductiva (tabla 2).

Las BMP 2-9, si bien son un subgrupo de la BMP, for-
man por si mismas una subfamilia claramente identificable
dentro de la superfamilia TGF. Estdn basadas en sus se-
cuencias de aminodcidos, y por sus actividades bioldgicas
bien diferenciadas, pueden ser agrupadas en funcién de las
similitudes de sus secuencias de aminodcidos en una regién
especifica de su molécula (tabla 2). La BMP 1, por su es-
tructura, no sélo puede ser clasificada dentro de la superfa-
milia TGF, sino que recientemente ha sido identificada co-
mo una procoldgeno-C-proteinasa!®!*. Debe considerarse,
ademads, que las BMP son activas en forma dimérica, por lo
que la posibilidad de existencia de homo y heterodimeros
amplia el espectro de posibles acciones bioldgicas diferen-
tes para esta familia de proteinas®. A diferencia de los fac-
tores de crecimiento, que no son capaces de inducir forma-
cion Osea ectdpica y necesitan la preexistencia del tipo
celular que se pretende estimular o sus precursores, modu-
lando o estimulando células osteoprogenitoras preexisten-
tes, las BMP no s6lo tienen efecto mayor sobre la direccién
de diferenciacién celular (excepto BMP 1, que no induce
formacién dsea, pero podria tener una actividad sinérgica
con otras BMP), sino que también actdan como signos de
posicion y proveen informacién necesaria para la formacién
del patrén. Por ello se deben denominar, apropiadamente,
antes que inductores, morfégenos, ya que si bien ambos
proveen sefial de posicionamiento s6lo éstos especifican el
patrén; tal vez las BMP actien como verdaderos morfége-
nos durante el periodo embrionario y sélo como inductores
en el adulto.

Tabla 2. Clasificacién de las proteinas morfogenéticas dseas segtin la
similitud de la secuencia de aminodcidos

Similitud
59%
92%
BMP 2 (BMP 2A)
BMP 4 (BMP 2B)
82%
BMP 5
BMP 6
BMP 7 (OP1)
BMP 8 (OP 2)

45%
BMP 3 (osteogenina)

BMP: bone morphogenetic protein.
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Acciones de las proteinas morfogenéticas Oseas

Las BMP tienen capacidad para actuar sobre células in-
diferenciadas o pluripotenciales e inducir su diferenciacién
hacia condroblastos (y aplicadas sobre condrocitos adultos,
reforzar su expresion fenotipica) y hacia osteoblastos (para
los cuales son mitogénicas, y también refuerzan su expre-
sion fenotipica).

Por haber sido la primera en producirse por clonacién
en cantidades que la hicieron accesible a los investigadores,
BMP 2 es la mejor conocida y se la suele utilizar como re-
presentativa del grupo. Tiene capacidad de inducir la se-
cuencia completa de osificacién endocondral (induce local-
mente la formacién de tejido cartilaginoso que es luego
reemplazado por hueso y médula 6sea). Con cantidades cre-
cientes, no solo se acelera la formacién ésea, sino que se
puede producir cartilago y hueso simultineamente, lo cual
sugiere que puede influenciar la formacién directa de hueso
(intramembranoso).

BMP 4, 5, 6 y 7 producen el mismo efecto, si bien varia
de una a otra, y para cada concentracioén los porcentajes de
cartilago y hueso formado, asi como la cantidad y veloci-
dad. En trabajos experimentales, las BMP han demostrado
la induccién de formacién de hueso en distintas localizacio-
nes y especies, en defectos de magnitud suficiente como pa-
ra ser imposible la reparacién sin una induccién adicional
(tabla 3).

El periostio es rico en BMP, mientras la concentracion
en el hueso es mucho menor (serviria solo como una reserva
de morfégeno), las fibras coldgenas de la matriz 6sea con-
tienen BMP en un patrén estriado (la matriz coldgena dsea
estd demostrado que es un mitégeno para las células mesen-
quimaticas). No estd claro aun si actiia como una forma in-
moévil o por difusién, y si la geometria de la matriz es im-
portante para la induccién 6sea.

A partir del conocimiento de la localizacién de la ubica-
cion en la estructura génica del ADN que codifica las BMP
(BMP 1 en el cromosoma 8, BMP 2y 7 en el 20, BMP 3 en
el 4, BMP 4 en el 14, etc.)!! se convierte en posible actuar
sobre el mismo. Existen actualmente en curso trabajos ex-

Tabla 3. Capacidad inductiva de las BMP

Denominacion Propiedades osteoinductivas
BMP-1 Induccién de cartilago
BMP-2 (BMP 2A)  Induccién de cartilago y hueso
BMP-3
(osteogenina) Induccién de cartilago y hueso
BMP-4 (BMP 2B) Induccién de cartilago y hueso (?)
BMP-5 Induccién de cartilago y hueso (?)
BMP-6 Induccién de cartilago y hueso (?)
BMP-7 Induccién de cartilago y hueso
OIF Induccién de cartilago y hueso sélo en presencia

de TGF

BMP: bone morphogenetic protein; TGF: transforming growth factor.

perimentales que tienden a desarrollar la posibilidad de esti-
mular la produccién de BMP por las células de un foco
fracturario o lecho receptor de un injerto, a través de la acti-
vacién del ADN que codifica las BMP.

El procedimiento consiste en desarrollar por ingenieria
genética un ADN modificado que estimule la produccién de
BMP e introducirlo en las células del foco, utilizando por
ejemplo, un retrovirus como vector (procedimiento denomi-
nado transfeccién). Los estudios experimentales han permi-
tido aumentar hasta tres veces la produccion de hueso a tra-
vés de la estabilizacién de la diferenciacién celular. Las
barreras para la aplicacion clinica del procedimiento son la
seguridad bioldgica, los posibles efectos téxicos, la necesi-
dad de disponer de procedimientos para establecer limites al
crecimiento y el riesgo potencial de activaciéon de oncoge-
nes'.

Si bien puede generarse hueso con BMP sin sustrato,
hay varias ventajas para utilizarlo: la inmovilizacién
de BMP en el drea; se pueden usar cantidades menores de
BMP, ya que no va a dispersarse y se va a mantener la con-
centracion local, y se puede definir la forma que el hueso va
a tener. Idealmente el sustrato deberia ser inmunoldgica-
mente inerte, osteoconductivo, bioabsorbible, soportar la
angiogénesis y la subsiguiente vascularizacién. Se han pro-
bado gran ndmero de sustratos (tabla 4)>!!-1317.18 "en algunos
casos combinados con membranas para regeneracion tisular
guiada>’%,

El coldgeno podria ser el ideal, pero el riesgo de trans-
mitir particulas viricas presenta potenciales problemas, y no
tiene resistencia estructural suficiente, por lo que requiere
recursos de fijacidn adicionales. Idealmente, el disefio de un
sustrato deberfa contemplar:

1) Disefio tridimensional acorde al segmento que se de-
sea reemplazar (en defectos segmentarios mantener la for-

Tabla 4. Sustratos para aplicacion de TGF y BMP

Biolégicos
Esponja de coldgeno
Esponja de fibrina
Hueso heter6logo desproteinizado
Sintéticos
Esponja de carboximetilcelulosa
Resinas
PLA - PLGA
PLA - PEG
Minerales
Sulfato de calcio
Fosfato tricdlcico
Hidroxiapatita
Porosa
Sélida
Vidrios y cerdmicas
Metales
Esponja de titanio

TGF: transforming growth factor; BMP: bone morphogenetic protein; PLA: poli-
lactico; PLGA: poliglicélico; PEG: polietilenglicol.
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ma y tamaflo; en aumento de contornos mantener la forma y
volumen de la reconstruccidn hasta que el nuevo hueso re-
emplace al portador).

2) Estructura (macro) que le provea resistencia adecua-
da para permitir su fijacién y para resistir las cargas mecéni-
cas hasta ser reemplazado por el tejido neoformado.

3) Estructura (micro) que permita la penetracion por los
capilares neoformados y el tejido que se pretende neoformar
y su posterior reabsorcion y reemplazo por éste.

4) En su uso especifico para implantes debe ser total-
mente reemplazado por hueso o sus remanentes no interfe-
riendo con la colocacidn e integracion del implante.

MATERIAL Y METODO

Se disefiaron varillas cilindricas de poli (metacrilato de
metilo) (PMMA), de 1,5 mm de didmetro y 2,5 cm de longi-
tud, las cuales llevaban 5 ¢ 6 fibras de vicryl V-325-H (hilo
de sutura reabsorbible trenzado de 0,5 mm de diametro a la
base de polyglactine 910 [copolimero de 4cido glicélico y
acido lactico]). Dichas fibras van colocadas en forma de ha-
ces, longitudinalmente, en la varilla. El grupo I consistié en
varillas de PMMA conteniendo en su interior dicho polime-
ro, y las fibras de hilo de sutura de vicryl dispuestas longitu-
dinalmente. La composicién aproximada de las mismas es
de 70% en peso de PMMA y un 30% en peso correspon-
diente a las fibras de vicryl. Las varillas del grupo II se pre-
pararon de la misma forma que las anteriores, pero en este
caso ademads se utiliza una mezcla de HA y metacrilato de
metilo. La composicién media de las varillas fue aproxima-
damente de 25% en peso de vicryl, 30% en peso de HA y
45% en peso de PMMA. Por tltimo, el grupo III estaba for-
mado por las varillas similares a las del grupo II, pero que
en este caso se afiadia un recubrimiento de poli (metacrilato
de hidroxietilo), el cual contiene la BMP.

Técnica quirargica

Previa anestesia general y respiracién asistida se coloca
al animal en posicion de decubito lateral. Se realiza una in-
cisién longitudinal sobre la superficie externa del antebrazo,
incidiendo la piel y la aponeurosis hasta llegar al periostio.
Una vez expuesto el ctibito se procede a su desperiostiza-
cién y reseccion de la mitad central del hueso mediante el
empleo de una sierra oscilante. La médula ésea del canal
cubital es eliminada mediante el empleo de una mosquita y
lavado con suero. A continuacidén se introduce la varilla en
el canal cubital de modo que quede ocluido, evitando la in-
fluencia de la médula ésea en la regeneracion. Posterior-
mente se realiza el cierre de la incisién por planos. Tras
completar los tiempos de supervivencia se procede al sacri-
ficio de los animales. Previa anestesia se procede a la desar-
ticulacién del hueso a nivel de codo y mufieca. Limpieza de

partes blandas y fijacién en formol al 10% en suero salino.
Primero se realiza el control radiogréafico. A continuacidn,
se procede al serrado macroscépico para la obtencién de ro-
dajas significativas de unos 3 a 5 mm de espesor, que inclu-
yan hueso normal, hueso neoformado, varilla y partes blan-
das. El proceso de inclusién utilizado es mediante la
utilizacién de metacrilato, que permite procesar el hueso sin
decalcificar. Mediante un microtomo MICROM se obtienen
cortes finos de 5-10 mm; estos cortes son teflidos con una
variante del tricrémico de Goldner y con Von Kossa. Esta
técnica se caracteriza por demostrar la presencia de calcio
en el tejido dseo, con el fin de estudiar el proceso bioldgico
de la regeneracion 6sea y las variaciones a que hubiere lu-
gar, tanto en distintos grupos temporales como con la dife-
rencia de tratamiento en cuanto a composicion de las vari-
llas y administracién de FGF.

RESULTADOS

Radiograficamente se ha podido estudiar el nuevo cre-
cimiento 6seo, dado que los distintos componentes de las
varillas son radiotransparentes, de modo que en los diferen-
tes grupos se observan zonas mds o menos radiodensas que
también varian en funcién de los tiempos estudiados. En to-
dos los casos se observé un patrén de evolucién de la lesion
que consistia en el desarrollo de nuevas zonas de osifica-
cion en ambos extremos de reseccion diafisaria, a las dos
semanas del estudio (fig. 1-A). A partir de este tiempo di-
chos extremos continuaban mostrandose hiperdensos, pro-
longdndose hacia el centro de reseccion diafisario y mas
marcadamente en la cortical radial (figs. 1-B y 1-C). La dis-
tancia entre los extremos de reseccion, valorada al mismo
tiempo (4 y 8 semanas), era mayor en el grupo I, se reducia
ligeramente en el grupo II y era mucho menor en el grupo
III, mostrando éste ya a las 4 semanas imagenes similares al
grupo II al final de la experiencia. También a estos tiempos
marcados se observa un engrosamiento de las corticales,
fundamentalmente la cortical cubital radial y la radial cubi-
tal, que en determinados casos, debido a dicho engrosa-
miento, se describieron fendmenos de sindstosis radio-cubi-
tal (figs. 1-B y 1-C). Aunque en menor medida el borde
externo del radio también se mostré mas densificado, hecho
que se valoré en el estudio histolégico.

Los resultados histolégicos se basan fundamentalmente
en el estudio de los acontecimientos que se dan durante la
evolucién de la lesion creada en el cuibito (reseccion criti-
ca), en este caso en conejo albino. Se valora por una parte la
capacidad osteoconductiva, osteoinductiva y osteosintética
de los biomateriales que forman parte de las varillas, y por
otra la respuesta inflamatoria que provocan en cada uno de
los grupos analizados (fig. 2). Con respecto a la evolucién
de la lesion la formacién de nuevo hueso se daba, en todos
los grupos, en primer lugar en los extremos de reseccién
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Figura 1. (A) Vision lateral del antebrazo con calcificacion moteada irregular intensa y moderada del defecto cubital. Hay una sindstosis radiocubi-
tal distal con adelgazamiento de corticales y espongializacion de la parte distal del ciibito. A nivel proximal el cuibito tiene abierto el conducto me-
dular. El radio proximal estd hipercorticalizado (HA 2 semanas). (B) Proyeccion lateral del antebrazo. Continuidad osea tenue del defecto cubital.
Las corticales radiales del ciibito se prolongan afiladamente hasta unirse en sindstosis radiocubital. Hay un moteado leve en el periostio del resto
del defecto. El ciibito proximal estd hiperdensificado e hipercorticalizado. El extremo distal estd espongializado y con atrofia de corticales. El radio
se encuentra con hiperdensificacion de la zona del defecto cubital (HA 4 semanas). (C) Imagen anteroposterior de antebrazo de conejo donde se ob-
serva una continuidad dsea en el ciibito con tubulizacion del mismo. También se aprecia una sindstosis radio-cubital proximal y distal al defecto en
el ciibito. En la zona del defecto dseo cubital se distingue una reaccion esclerosa del radio en el borde cubital y una muesca del enclavado endome-
dular. La continuidad dsea cubital es mds grande en el borde radial del ciibito (HA 8 semanas).

diafisarios y a expensas tanto del tejido conectivo (fig. 3) o
cartilago (fig. 4) que forma parte de la interfase hueso-im-
plante, como del tejido conectivo y/o cartilaginoso que se
encuentra en la zona interdsea. Por tanto, la formacion de
nuevo hueso se produce a partir de la influencia de los bio-
materiales utilizados en el estudio, siendo dicha osificacién
tanto membranosa como endocondral.

Las diferencias observadas entre los grupos sélo fueron
en relacién al tiempo pero no en la forma, es decir, que en

todos la sintesis de nuevo hueso se desarrolla de modo simi-
lar, pero de un modo mas o menos precoz. Asi el grupo I es
el mds lento en formar nuevo hueso (fig. 2), el grupo III es el
mds precoz (fig. 4), siendo el grupo II intermedio (fig. 3).
Este proceso fue valorado mediante el estudio de cortes
transversales seriados del cubito junto con el hueso adya-
cente, el radio. Las propiedades de los biomateriales utili-
zados en el implante, son analizados de modo cualitativo
mediante la correlacion radioldgica e histoldgica de la evo-
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Figura 2. Panordmica del ciibito en una zona proxima a la implanta-
cion de la varilla. Muestra la desorganizacion de fibras de coldgeno
que se dan en las primeras semanas tras la lesion. En la parte inferior
se aprecia una formacion ésea primaria, a partir de condrocitos, y sin-
tesis de sustancia osteoide (PMMA-4 semanas. T. Goldner, 4x).

Figura 3. Micrografia que muestra de derecha a izquierda: en primer
lugar (en blanco) el hueco dejado por la varilla (tras el proceso de in-
clusion de la muestra). A continuacion un tejido de interfase hueso-im-
plante, formado por tejido conectivo. Adyacente se encuentra el endos-
tio con actividad osteoformadora y el hueso cortical. En éste aparecen
grandes cavidades lacunares, en cuyos bordes se aprecian fundamen-
talmente hileras de osteoblastos mostrando su actividad sintética y en
menos ocasiones osteoclastos llevando a cabo la reabsorcion del hue-
so. Todo ello justifica el proceso de remodelacion que sufre el hueso,
necesario para su adaptacion al nuevo sistema creado. Por iltimo se
observa el periostio con menor actividad sintética y el miisculo adya-
cente (HA 4 semanas. Tricromico de Goldner [TG], 4X).

lucién de la lesién. Analizando la formacién de hueso se
puede decir que todos los grupos presentan capacidad osteo-
formadora. Los grupos que contienen hidroxiapatita mostra-
ban radiolégicamente una mayor cantidad de zonas densas
en el espacio de reseccion e histologicamente formacion de
osiculos en distintas zonas, asi se han podido observar: en
vecindad del implante, en zonas mds lejanas, incluso, a las 8
semanas en el interior de la varilla. Por tanto, se puede decir
que los grupos II y III presentan capacidad osteoconductora.

Figura 4. Detalle de un hueso mds maduro que el de la anterior micro-
grafia, donde destaca una interfase hueso-implante de tejido cartilagi-
noso. En el hueso cortical también se observan hileras de osteoblastos
sintetizando hueso, pero destaca la cantidad de osteocitos que se estdn
englobando y el hueso primario que se estd mineralizando, hecho que
no ocurre en este tiempo en los grupos anteriores.

Con respecto a la capacidad osteoinductiva, caracteristica
de los factores de crecimiento, sélo pudo ser valorada en el
grupo III ya que fue el tnico que presenta el FGF. Compa-
rando la evolucién de la lesién se puede decir que el FGF
acelera el proceso de regeneracién. Radiolégicamente se
aprecia en el grupo III cémo el tamafio del defecto ha dis-
minuido considerablemente incluso en las primeras etapas
del estudio. Lo mds destacado de este grupo se observé his-
tolégicamente a las 8 semanas, donde aparecia hueso neo-
formado maduro alrededor de la varilla, que albergaba me-
dula dsea de caracteristicas hematdgenas, y a su vez este
hueso se encontraba rodeado por un tejido 6seo mds maduro
que albergaba médula 6sea amarilla (figs. 5y 6).

En cuanto a la respuesta observada en el radio éste su-
fre en las primeras semanas un enorme crecimiento de nue-
vo hueso, a expensas del periostio, ofreciendo una imagen
histoldgica similar a extensiones de morfologia alar que pa-
recen alargarse hacia la zona del defecto del hueso adyacen-
te, es decir, el cubito.

DISCUSION

La formacién de nuevo hueso se produce a partir de la
influencia de los biomateriales utilizados en el estudio, sien-
do dicha formacién tanto membranosa como endocondral.
La evolucién de la lesion, al igual que apuntaron otros auto-
res® comienza con la formacién de hueso primario desde los
extremos de reseccién y la membrana interésea. Posterior-
mente se produce una remodelaciéon del mismo formando
hueso trabecular y/o cortical maduro. Con respecto al estu-
dio de las propiedades de los biomateriales utilizados en el
implante, todos ellos presentan capacidad osteoformadora.
Los grupos II y III, presentan capacidad osteoconductora,
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Figura 5. Corte proximal donde se observa alrededor de toda la vari-
lla un tejido conectivo de interfase. En la parte derecha se observa un
hueso cortical primario que se estd sintetizando tanto a expensas del
endostio como del periostio en la cortical cercana al radio. Por tanto,
gracias a la influencia interdsea.

debida a la HA y sélo el grupo III presenta capacidad osteo-
inductiva, debida al bFGF. Por tanto, las ventajas del mode-
lo utilizado en el grupo III son evidentes, ya que presenta
las caracteristicas necesarias para la reparacion de lesiones
con defectos criticos. Por una parte, la HA permite que las
células se alojen sobre su estructura dirigiendo la formacién
del nuevo hueso a lo largo del defecto’®, aunque quizés hu-
biera sido mds efectiva con una mayor porosidad®. Con res-
pecto al bFGF, éste acelera todo el proceso de reparacion
activando la sintesis de células osteoformadoras. En estu-
dios in vitro' se ha visto que tiene un alto potencial mitogé-
nico sobre células mesenquimales en la formacién de preos-
teoblastos!!. Estudios in vivo realizados en conejo'? y rata'®,
muestran la estimulacion de la formacién intradsea. Ade-
mds, se ha visto que inhibe la diferenciacion de osteoclastos
directa e indirectamente!'*. Por esto, el grupo III presenta
una reparacion mas precoz que el resto de los grupos estu-
diados. Se ha descrito en la literatura?, de modo generaliza-
do en humanos, que probablemente las lesiones con un de-
fecto mayor de 2,5 cm requieren injerto y las mayores de
7 cm requieren injerto vascularizado, siendo el aporte san-
guineo el factor limitante en estas lesiones. Pero a pesar de
esta generalizacion, realizada después de multiples estu-
dios>%", concluyen que dependiendo del animal y la locali-
zacién de la lesion el tamafio critico del defecto es distinto.
En el presente estudio, el defecto creado es de 2,5 cm, por
tanto?, sin la utilizacién de injerto la reparacién podria tener
éxito. Pero si nos basamos en las afirmaciones de otros au-
tores>®15, dicho tamafio en el ciibito de conejo sobrepasa el
tamafio del defecto critico. Ademds, cuando un defecto es
critico, el espacio entre los extremos de éste son invadidos
por musculo y tejido fibroso evitando la formacién de tejido
6seo’. Por tanto, podriamos decir que el modelo formulado
en este trabajo cumple con el objetivo planteado que es la

g
Figura 6. Corte central del mismo hueso donde se observa una interfa-
se mds celular formada por tejido conectivo. Adyacente a la zona

interdsea se estd sintetizando un hueso primitivo (aiin sin calcificar), a
partir de tejido cartilaginoso (HA 4 semanas TG 2X).

estimulacion, por parte de los biomateriales contenidos en
las varillas, de la formacién 6sea en un defecto critico. De
cualquier manera, ain quedan muchos afios de investigacio-
nes para encontrar el sistema que no sélo cumpla el objetivo
de formacion 6sea en un defecto critico, sino que lo haga en
un tiempo y con una calidad precisa. Hasta el momento tan-
to cirujanos como investigadores estdn de acuerdo con el
éxito de los injertos, a pesar de sus desventajas. Pero ob-
viando dicha técnica, el éxito se conseguiria mediante mate-
riales con caracteristicas osteoinductivas, osteoconductivas,
biodegradables y con porosidad. En los tltimos afios tam-
bién se ha optado por la implantacién de cultivos celulares,
pero en este caso también se requiere un soporte para la lo-
calizacion de dichos cultivos. Se ha debatido sobre la utili-
zacion de fijadores internos o externos en grandes defectos
6seos. Se ha optado por fijadores externos!®!'”* y en otras
ocasiones'®¥, al igual que en el presente trabajo, se prefie-
ren los de fijacidn interna. El distinto acercamiento entre los
extremos de la lesién puede tener consecuencias diferentes
en la estimulacion mecdnica de los implantes y los extremos
de reseccion diafisarios. Quizds la estimulacién mecanica
sea mayor por la utilizacién de un fijador externo (eldstico)
y menor o nula por la utilizacién de un fijador interno (rigi-
do). Pero las desventajas que puede tener la colocacién de
placas y tornillos, como fijadores externos que necesitan su
posterior extraccion; sobre la utilizacién de uno o diversos
biomateriales (sean o no biodegradables) como fijadores in-
ternos, hace plantearnos de nuevo la cantidad de premisas
que hay que tener en cuenta a la hora de estudiar y tratar
una lesi6én que conlleve un defecto de tamafio critico’.

Es posible disponer hoy en nuestro medio de factores
de crecimiento en la forma de concentrado plaquetario; la
técnica bésica consiste en extraer sangre del mismo pacien-
te, por centrifugado concentrar la fraccién plaquetaria (tam-
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bién parte de la fraccién blanca para aprovechar sus citoqui-
nas) y aplicarlo combinado con un material de relleno y un
adhesivo de fibrina que puede ser comercial u obtenido en
el mismo procedimiento!+!6-223,

Los usos de este concentrado plaquetario incluyen rege-
neracién de defectos periodontales®’1*3? para incrementar el
volumen, velocidad de integracion y calidad de los injertos
y hueso regenerado especialmente en dreas de densidad
Gsea precaria o en grandes reconstrucciones>%!#172628 ‘mejo-
rar la magnitud de osteointegracion, asi como la resistencia
de la interfase titanio-hueso de los implantes**° y las aplica-
ciones en tejidos blandos.

Creemos firmemente que en un futuro muy préximo
dispondremos de BMP comerciales producidas por ingenie-
ria genética a un coste razonable (actualmente estd disponi-
ble restringidamente con fines clinico-experimentales), uni-
do a mejoras sustanciales en los materiales de relleno
(scaffold). Ello nos permitird emplearlos regularmente para
aumentar la calidad de integracién, asi como la resistencia
de la interfase hueso-implante de titanio'*!, mejorar nota-
blemente las posibilidades de las técnicas de regeneracion
tisular guiada, tanto en periodoncia como en defectos pe-
riimplantarios y cirugia protética en general®!15202129 ' me-
jorar las opciones de las reconstrucciones 6seas o los im-
plantes en terrenos irradiados***2, mejorar los porcentajes de
éxito y la calidad de los resultados en la reconstruccién de
malformaciones y defectos 6seos>31012151826 y reemplazar
un porcentaje significativo de los injertos dseos actualmente
utiliZadOSz’10'12"15’18'26’43.

En funcién de los desarrollos actualmente en curso hay
por lo menos dos que seguramente impactardn en el futuro
mediato, las técnicas de ingenieria genética y la ingenieria
de tejidos.

La denominacién conceptualmente mds accesible de la
ingenieria de tejidos (Tissue Engineering [IT o TE]) la defi-
ne como la fabricacién de partes del organismo en el labora-
torio, y desde este punto de vista es la evolucidn inevitable
de osteoconduccién (biomateriales), osteoinduccién (FCT,
PMO y genes) y osteoproduccién (IT).

En el caso particular del hueso se basa en el desarrollo
de tres aspectos separados y confluentes:

1) El Scaffold, andamiaje, material de relleno: usual-
mente comienza con un estudio con tomografia axial com-
putarizada (TAC) de alta resolucién con reproduccion tridi-
mensional, el cual se somete a andlisis por el método de los
elementos finitos para obtener un andlisis de las cargas a las
cuales va a ser sometido, y en funcién de ello se disefia la
pieza, variando la estructura macro de acuerdo a la resisten-
cia mecdnica necesaria y los recursos de fijacion a utilizar.
Una vez obtenido el disefio se fabrica la pieza por un proce-
so de endurecimiento con un haz de laser de hidroxiapatita
en solucién de manera similar a como se realiza una estere-
olitografia. Un aspecto interesante del proceso es que per-
mite variar la estructura micro y macro de la pieza en cada

uno de sus puntos en funcidén de las solicitaciones a las cua-
les va a ser sometida.

2) Poblacion de células: se toman células del paciente,
se identifican con genes marcadores las lineas celulares os-
teogénicas y se reproducen por cultivo de tejidos.

3) Factores de crecimiento y proteinas morfogenéticas
Oseas: se aprovecha su poder angiogenético para mejorar la
penetracién capilar. En este punto se procede a «sembrar» las
poblaciones celulares producidas en el laboratorio en la pieza
fabricada, conjuntamente con los FC y PMO. A continuacién
se implanta el compuesto fijandolo con material de osteosin-
tesis reabsorbible?*** que progresivamente serd reabsorbido
y reemplazado con los nuevos tejidos formados®4>47.

En conclusion, el modelo de enclavado endomedular
para la fijacion, consolidacién y reparacion de lesiones con
defectos dseos de tamafio critico, presenta fiabilidad para el
estudio de la capacidad osteoinductiva y osteoconductora de
distintos biomateriales. De los tres modelos de varillas utili-
zados, los formados por PMMA, HA y BMP presentan los
mejores resultados tanto radioldgicos como histolégicos.
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