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INTRODUCCION

El presenta trabajo examina el proceso reparativo de la fractura dsea con
especial atencion en los factores locales que actlan en el sitio de fractura,

éstos tienen un gran papel en la sanacion del hueso

Las células se comunican unas & otras por medio moléculas especificas que
son generalmente proteinas Un ejemplo de estas proteinas son los factores
de crecimiento, que tienen importantes efectos reguladores en el desarrollo,
remodelado y reparacion del hueso, esto se debe a sus potentes accicnes en

el metabolismo celutar.

Et hueso contiene numerosos factores de crecimienio, pero se han elegido
principalmente a cinco para esta revision por su destacada actividad en {a
formacion dsea Estos son factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor
de crecmiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de tipo
insulinico (IGF), factor de crecimiento transformante-beta (TGF-0) y la

proteina dsea morfogenética {BMP)

Comprendiende las bases celulares y moleculares en los procesos
reparalivos de la fractura, la presente y futura informacién  sera aul para el
disefio de nuevas lerapias que aceleren el proceso reparativo 6seo y, por
consecuencia, aumentar ja habilidad del medice paca regenerar aclivamente

el hueso



CAP{TULO 1
EL TEJIDO OSEOD

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL HUESO.

Es posible analizar la esiructura macroscopica de los huesos considerando
en primer términe la anatomia de un hueso largo, que en forma caracteristica

consiste de las siguientes partes:

1. Diafisis, Es la porcidn principal y larga del hueso.

2. Epifisis. Son los extremos del hueso

3. Metafisis Es la regidn del hueso maduro en la que se une la diafisis con
la epifisis En un hueso en crecimiento, se trata de ia regidn en que se
refuerza el cartilage calcificado v después tiene lugar fa sustitucion por tejido
oseo también lamada placa epifisiana.

4. Cartilago articular. Delgada capa de cartilago hialino que cubre la epifisis
en el area en que el hueso forma una articulacidn con otro,

5. Periostio. Recubrimiento fibroso, denso y de color blance de la superficie
restante del hueso El periostio consiste de dos capas. La capa fibrosa
externa se compone de tejido conechivo que incluye vasos sanguineos,
hnfatcas v nervios que penelran en el hueso La capa ostecgénica interna
consiste en fibras elasticas, vasos sanguineos y células llamadas
osleobiastos, que producen nuevo tgjido éseo durante el crecmiento, el
remodelado y reparacicn oOsea. El periostio es indispensable para el
crecimienta, reparacion y nutricion del hueso Ademas, es el sitio de insercion
de hgamentos y lendones.

6. Cavidad medular. Es el espacio dentro de la diafisis que contiene 1a

méduia dsea amarilla, de cardcter grase en Jos adullos, consisie



principalmente de adipositos y unos cuanios elementos formes de la sangre
muy diSpersos.
7. Endostio. Capa que cubre la cavidad medular que incluye osieoblastos y

osteociasios

El hueso no es un tejide homogéneo y sélide. De hecho tiene espacios enfre
sus componentes duros Tales espacios son conductos para Jos vasos
sanguineos que aportan nutrimentos a las celulas Gseas  Las regiones de un
hueso pueden clastficarse en espenjosa ¢ compacta, segln el tamano v la

distribucion de los espacios. (44)

El hueso esponjoso o trabeculado contiene espacios grandes y numerosos,
que pueden constiuir en algunos huesos una drea de aimacenamiento de
médula roja. Esla presente en la mayoria de los huesos cortos, planos o de
forma iregular, asi como en la epifisis de huesos largos. El hueso compacto,
en comparacidn incluye menos espacios Se deposita en forma de capas
sobre el hueso esponjoso y es mas grueso y denso; desempefiando

funciones de proleccion y sostén. (45)

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE EL TEJIDO OSEO.

El hueso o tejido 0seo, al igual que otros tejidos coneclivos, contiene
aburdanle suslancia intercelular que rodea a células muy dispersas. Las
celuias maduras dal tejido 0seo son los osteocites A diferencia de otros
tepdos  la sustancia intercelular del hueso contiene  sales minerales
abundantes en especial fosfatos de calcio ((Cas(PO4) (OHz):) v algo de
carbonato de calcio (CaCCs) La denominacion genérica de estas sales es la
de hwdroxiapatitas. Al depositarse estas en la estructura que forman las fibras

colzaznas de la suslancia intercelular, el hueso se osifica. Las hidroxiapatitas

-



comprenden el 67% del peso en el hueso, vy las fibras colagenas, células
Oseas y clros componentes organicos el 33% restante. Aunque fas celulas
dseas solo constituyen el 2% del peso del hueso, son 1as responsables de su

formacion y mantenimiento durante ta vida. (28, 42)

HUESO COMPACTO.

Una caracleristica importante en el hueso compacto del adulto es el tener
una estructura de anillos concéntricas, no asi el hueso esponjoso Los vasos
sanguineos y nervios provenientes del periostio penetran en el hueso

compacto a través de los canales perforantes (canales de Volkman) {32, 42)

Los vasos sanguinecs de estos canales se conectan cen los vasos de la
cavidad medular y de los canales cenirales (conductos de Havers). Estos
hensn una dispoesicidn longitudinal con relacidn al eje del hueso. Los rodean
las laminas concénincas, que son anillos de sustancia intercelular calcificada
y cura Entre las ldaminas se chservan pequenos espacios, llamados lagunas,
que conlienen osteocitos. Los ostecciios son osteobiastos maduros que ya
no producen tepdo dseo y cuya funcidn es participar en las actividades
cefutares colidianas detl tejido dseo. En las lagunas se originan conductos
diminutos, los canaliculos, dispuestos en forma radial, que contienen finas
prelengaciones  de los osteocitos, conectan con otras lagunas vy, finalmente,
con ios canales centrales De tal suerte, se forma una red intnincada en el
hueso misma gue equivale a la existencia de numerosas rutas por las que

Hegan nutrimentos a los osteocitos y salen tos desechos de ¢llos {32, 42)
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elementos formes 1a sangre. En el interior de las rabéculas hay lagunas, que
contienen osteocitos. Vases sanguinecs provenientes del pericstio penetran
el hueso esporyoso, y los osteocitos de las trabéculas se nutren directamente

de la sangre que circula por las cavidades medulares. (32, 42)

OSIFICACION (OSTEOGENESIS)

El proceso por el que se forman los huesos en el cuerpo recibe el nombre de
osificacion u osteogénsis. El "esqueleto” del embridn humano consiste de
membranas fibrosas y cartilago hialino, cuya forma corresponde a fa que
tendran los huesos futuros, y ambas estructuras consituyen el medio en que
ocurre |a osificacion. Esta se inicia hacia la sexta o séptima semanas de la
vida embrionana y continla hasta la edad adulta. Son dos las clases de
osthicacion gue ocurren. Una de ellas es la intramembranosa, término que se
reflere a la formacién de hueso direclamente en las membranas fibrosas o
sobre ellas La segunda clase es la osificacidn endccondral, con formacion
de huesc a partir de cartifage. Estos dos tipos de osificacidon no originan
diferencias en la estructura de los huesos maduros; tan sdlo son dos tipos
diferentes de formacidn del lepdo 6sec Ambos dan lugar a la sustitucion de

tepdo conectivo pre-existente con iejido 6see (38, 42)

La primera etapa del desarrollo de los huesos es la migracion de células
mesenguimatosas (células del tejido conectivo embrionario) al area en que
se efecluara la osificacidn. Dichas células aumentan en ndmero y tamafo.
En algunas esiructuras del esqueleto, que no poseen capilares, tates células
se convierien en condroblastos (que onginaran cartilago), mientras que en
olras gue si eslan vasculanzadas, se transforman en osteoblastos, éstos

forman tepdo 6seo por osificacion ntramembranosa o endocondral (32, 43)



OSIFICACION INTRAMEMBRANOSA,

De los dos tpos de osificacian, la intramembranosa es la mas sencilla y
directa Gran parte de los huesos del craneo, asi como las claviculas, se

forman por este metodo. Los aspectos esenciales de este proceso se

describen a continuacion.

Los osteoblastos derivados de células mesenguimatosas se agrupan en la
membrana fibrosa, en sitios llamados centros de osificacion. Acto seguido,
sacrelan sustancias intercelutares compuestas en parte de fibras cotagenas
gue forman una estructura o matrnz, en la que se depositan las sales de
czlcio. fendmeno llamado calcificacion Toda vez que un grupo de
psteoblastos queda totalmente rodeada de matriz cateificada, constituye una
trabecuia. Al formarse las trabéculas en los centros de osificacion cercanos,
se fusionan en la forma de red ahierta que es caracterisica del hueso
esponjoso Algunos osteosblastos quedan atrapados en las lagunas v, con la
formacion de capas sucesivas de tepdo dseo, plerden su capacidad para
producir hugso y se llaman osteoctos Los espacios que hay entre las
trabeculas se llenan de médula roja. El teido conective criginal que rodea a
ta masa 6sea en crecimiento se convierle en periostio £n este punto, ef area
osificada se ha transformado en hueso esponjoso verdadero A |a larga, se
reconstruyen las capas superficiates de este Gltimo vy se transforman en
huesc compacto, gran parte del cual se destruye y reforma hasta que el

hueso adquiere la forma y el tamafio adulto.(13, 38, 42, 45)

OSIFICACION ENDOCONDRAL.

La osificacién endocondral o intracartilaginosa es ta sustitucion de cartilago

con tepdo Oseo Muchos de los huesos del cuerpo vy algunas partes del



créneo se forman por esta via Este tipo de osificacién se observa mas

salisfactonamente en un hueso largo, de modo que se ejemplificara en éste

ultimo

En los comienzos de la vida embricnharia, se forma un modelo cartilaginose
del hueso futuro, mismg que queda cubierto por una membrana llamada
pericondrio.  En el punto medio de la didfisis de este modelo, un vaso
sanguineo penelra en el pericondrio y estimuta el crecimiento de las células
de la capa interna del pericondno v su transformacion en osteoblatos. Estas
celulas imicrian la formacion de un "caliar" de hueso compacto en derredor de
la porcidn media de la diafisis del modelo cartilaginoso. Una vez que el
pericondrio comienza la formacién de tejido éseo, recibe el nombre de
penostio. En forma simultanea, ocurren cambios en el cartilago y el centro de
la digfisis En esta area, el centro de osificacidn primario, las células
cartilaginosas  experimentan hiperirofia  (aumentc en su  tamafo),
probablemente a causa de que acumulan glucogeno como fuente de energia
y producen enzimas que catalizardn reacciones quimicas futuras. Estas
células finalmente se rompen, lo que da por resultado un cambio en el pH
extracelular, que se vuelve mas alcalino, lo que hace que se calcifique la
sustancia interceluiar; es decir, se depositen minerales en ella. Una vez
calcificado el cartilago, 10s materiales nutritivos que requieren sus células ya
no difunden por la sustancia inlercelular, o que origina fa muerte de tales
células Esto hace que empiece la degradacion de dicha sustancia, lo que
deja grandes cavidades en el modele carilaginose. Los vasos sanguineos
crecen por los espacios que ocupaban previamente las células cartilaginosas
y agrandan todavia mas las cavidades., Poco a poco se fusionan estos
espacios en la porcidn media de la diafisis y se forma la cavidad medular.

(13 32 42}

Al mismo tlempo que ocurren estos cambios del desarrollo, los osteablastos



de! periostio depositan capas sucesivas de hueso en la superficie externa, de
modo que se engruesa el coliar, particularmente en a diafisis. Se continda el
crecimiento del modelo cartiloginaso en sus extrémos, con o que aumenta
de manera constante su longitud. A la larga, los vasos sanguineos penetran
en las epifisis y aparecen centros de osificacion secundarics en elias, én los
gue se forma hueso esponjoso. A manera de ejemplo, en la tibia se
desarrolta un centro de osificacion secundaria en su epifisis proximal poco
después del nacimiento, mientras que los demas centros aparecen en la

epifisis durante el sequndo afio de vida. (42)

Una vez formados los dos centros de osificacion secundarios, el tejido éseo
sustiluye por completo al cartilago, con excepcién de dos regiones. Estas
son las superficies articulares de las epifisis, donde recibe el nombre de
carlilago articular, y una placa que esta entre la epifisis y la diafisis, llamada

placa epifisiaria (metafisis de un hueso en crecimiento). {42)

CELULAS DEL TEJIDO OSEQ.

La cavidad medular de los huesos posee un estroma, compuesto por
elementos de tejido conectivo que sirve de base esiructural para la
hemalopoyesis. En dicho estroma, se distinguen los siguientes tipos de
célutas: adipocitos, células madre o reticulares, células endoteliales,
mastocites, macrofagos y osteoblastos. Estudios experimentales relacionan a
las ce¢iulas madre con la osteogénesis. Asi, estas células mesenquimatosas
indiferenciagas ascienden a diferentes familias de células progenitoras
{proeritrocitos, mieloblastos, linfoblastos, megacanoblastos), podrian ser
también el origen de las dos estirpes de células osteogénicas: osteoblastos y

condroblastos {32, 43,)



OSTEOBLASTOS.

Los osteoblaslos, son denvados de los preosteoblastos, a su vez
provenientes de células mesenguimatosas prmitivas. Son de dos formas

diferentes. osteoblastos activos (o tipo 1} y osteoblastos inactivos (o tipo 1)

(43)

Los osteoblastos aclivos sintetizan la sustancia o matriz osteoide y, aunque
asta suslancia se mineralice, los osteoblastos siguen siendo células vivas.
Poseen un nacleo ovalade, con 2 a 4 nucleolos. Su citoplasma es basdfilo
{por su alte contenido de RNA), con un reticulo endoplasmico rugoso muy
desarrollado, caracleristico de las células que llevan a cabo una siniesis de
proieinas  Ademas, mediante histoquimica puede demostrarse en Jos
osteoblastos activos una gran actividad de la fosfatasa alcalina (enzima que

libera fosfato inorganico). (43, 45)
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Los osteoblastos achvos, una vez sintetizada la matriz apropiada para un
area Osea determinada, pueden seguir dos caminos: quedar englobados en
ta malnz osteoide, dando lugar a los osteocites, o bien derivar a ostecblastos
maclhivos (o tipo II), también llamados osteocitos superficiales y células de
revestimiento, que poseen en comparacion con los ostegblastos activos, un

nucleo mas pequeno y una cromatina mas densa. (42, 43, 45}

OSTEOCITOS,

Los osteoaitos se ubican en lagunas u osteopldsmas incluidas en la matriz
osteoide y se intercomunican entre si por un sistema de canaliculos. La
ullraestructura de los osleocitos depende de su grado de actividad. Al
microscopio electrénico pueden verse osteocitos activos, dotados de un
nucfeo redondo y bren delimitado, con un reticulo endopldsmico y aparato de
Golg bien desarrcllados (con una activa sintesis de matriz 6sea). Algunos de
estos osteocitos aclivos poseen vacuolas y abundantes mitocondrias, que se

ralacionan con Ia intervencidn de la resorcion ¢sea. (42, 43,)

OSTEOCLASTOS.

Son células grandes, multinucleadas y con un citoplasma fico en
milocondrias, vacuolas y lisosomas. Una enzima caracteristica de estas

células y sus precursoras es la fosfatasa acida.



Su ongen es discutido. Se ha postulado que: 1)dernivan de células del tejido
conectivo, Zjpraceden de células hematopoyéticas, como resuliado de la
fusidn de fagocilos mononucleares, 3) derivan de células madre
hematopoyéticas, que se diferenciarian hacia dos lineas celulares diferentes:
una hacia monocilos y otra hacia preosteoclastos y, 4)ios osteoclastos
podrian originarse localmente & partir de células mesenquimales

perwvasculares. (38, 43}

‘Susianaay y/o lasiores.
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Figura 3. Accion del
osteoclasto,

Coneliculos Osteocios

En cualquier caso, y sin importar su origen embrioldgico, los osteoclastos son
las células encargadas de la resorcidn 6sea, Tienen una vida media de unos
dos dias, se mueven alo largo de las laminillas dseas y poseen la capacidad
de reabsorber la matriz osteoide mineralizada. Para ello se forman en su
citoplasma unas invaginaciones que a la vez desarrollan prolongacionss
filiformes, semejantes a un cepillo que penetran entre las fibrillas de |a matriz

osteoide para fragmentarlas. (32, 43)



BIOQUIMICA DEL HUESO.

El hueso se compone de células y matriz extracelular, ésta dltima comprende
un 35% de sustancia organica y un 65% de sustancia inorganica. Los
componentes inorganicos son principalmente calcio y fosfato en forma de
hidroxiapatita. Los componentes organicos de la matriz 6sea son
normatimente divichidos en proteinas colagenas y no colagenas. (28, 42, 45)

COLAGENO Aproximadamente un 90% de |a matriz osteoide es coldgeno
tipo 1, que es fibrlar e insoluble y constituye fa mayor proteina estructural del
huesc No posee gran &finidad al calcio y muy probablemente son las
proleinas no colagenas las que median el deposito mineral en la matriz
organica. (29, 43, 45)

OSTEOCALCINA Es sintetizada por los osteoblastos, representa
aproximadamente el 1.5% de las proteinas no colagenas de la mairiz
osteioide. Su papel fisiologico es el de unirse al calcio e iniciar el crecimiento

de fos cnstales de hidroxiapatita durante la mineralizacién, (29, 43)

OSTEQONECTINA. Es una glucoproteina que constituye cerca del 2.5 % de
las proteinas no colagenas. Tiene gran afinidad al coladgeno tipo |, al calcio vy
por la hidroxiapatita Ademas en presencia de colageno tiene la capacidad de

precipilar tones calcio y fosfato, teniendo una funcidén similar a la

osteocalcina (28, 43)

La presencia de osleonectina se ha demostrado en ostechiastos y sustancia

osteoide. asi también en plaquetas, fibroblastos y condrocitos. Tiene la



propredad de adherrse a las membranas celulares y favorecer [a agregacion
celular Ello sugiere que la osteonectina puede actuar como un medio de

anclaye de las células dseas a la propia matriz osteaide (29, 43)

TROMBOSPONDINA, Se encuentra en la matriz osleocide. Posee la
capacidad de combinarse con 1ones calcio y su accién fisiolégica seria similar

a la de la osteonectina (28, 43)

FIBRONECTINA Se compone de dos subunidades, cada una de ellas con
regiones defimdas para su combinacidon con  sustancias  especificas
{colageno, heparina, fibrina, superficies celuiares). Probablemente su accién

es simitar a las anteriores. (43)

OSTEODPONTINA. Es sintetizada por ostecbiastos, osteocitos, condrocitos y
fibroblasios Tiene la capacidad de combinarse con la hidroxiapatita y
también facilitar el anclaje de las células dseas 2 Ja matriz mineralizada. La
ostecponting puede anclar al osteoclato durante la resorcion 6sea por medio

de receptores de vitronectina (28, 43)

SIALOPROTEINA OSEA Contiene una secuencia especial de aminoécidos
que permite adherirse g |as células 0seas, tiene una funcion similar ala de la

ostecpontina  (29)

FACTORES DE CRECIMIENTO. Constituyen menos del 1% de [as

proteinas no coldgenas, sus funciones se describen mas adelante. (28)



Tabla 1 Componenles organicos del hueso

E PROTEINAS OSEAS | TAMANG (kD) | PORCENTAJE FUNCION
|3
f
Colagena tipo | 320 9g Proteina estructural mayor, proporciona
fuerza tensil
¥ Colagena tipa V. VI, <1 Se asocian con la coldgena tipo | para
4 Xn controlar ta estruciura fibrlar.
2 Osleocalcina 85 15 Adherencia & 1a hidroxiapatita,
/
g
‘ Osteonectina 33 2.5 Adherencia al calcio
Fosfoproteinas
Adherencia al calcio y celutar.
-Osteoponlina 32 02
-Sialoprotleina 6sea 34 1.0
.EW
. Trombespondina 150 0.2 Adherencia al calcio, osteonecting y
celular.
Faclores de < 0.1 Regula el balance entre la formacidn y

e I ATIT DT

crecimienio

resorcion 0sea.
Inicia y mantiene |a respuesta reparadora
después del dafio dseo.




CAPITULO 2
FRACTURAS OSEAS

CONCEPTO DE FRACTURA.

Una fractura es la perdida de continuidad 6sea como resultado de una injuria.
Esto desencadena localmente una reaccion inflamatoria con vasodilatacion,
aumenio de la temperatura, aumento de la permeabilidad y edema. Estos
componentes determinan grados variables de equimosis y tumefaccion. Los
musculos desarrollan hipertonia v los ligamentos vecinos se endurecen. En
los extremos de los huesos se presenta una reaccién acida desde el décimo
dia hasta dos semanas después. La acidez conduce a la disolucion de las
sales de calcio y absorcion de restos 0seogs incluidos. En e! hematoma
aparecen fagocitos que invaden y limpian el material de desecho. (32, 36,

38)

Postertormente debido a la activacién osteoblastica, se aumenta la actividad
de la fosfatasa alcalina y empiezan a aparecer depodsitos de calcio en el
material osteoide que invade el hematoma. Este tejido neoformado recibe el
nombre de callo dseo y una vez que la fractura se ha cubierto por éi,
comienza la remodelacion. La arquitectura del patrén trabecular original del
hueso afectado se restablece y se absorbe el exceso del callo. El tiempo
requerido para que el hueso sea reparada varia con su estructura y funcién,
pero en términos generales puede ser de 3 a 12 semanas. En este periode
los extremos deben permanecer inméviles y en la posicién mas cercana
posible a la que ocupaba normalmenie. 31 los fragmentos Sseos se
desplazarcn, debido al mecanismo de rotura o a la accion de los midsculos

insertados en dichos fragmentos, se hace necesaria la reduccion



{enderezamiento de los fragmentos) antes de la inmovilizacion (por medio de
enyesado, férulas, etc.). En ocasiones en que es considerable la pérdida de
tejido o en que sea necesaria la estmulacién del proceso de reparacion, se
recurre a los injertos de iejido 6seo. Ef injerto brinda blogues constructivos de
calao y fasforo ademas de que forma una red gque orienta el proceso de

reparacion, después este tejido se reabsorbe y se sustituye por hueso nuevo.

{12.32)

TIPOS DE FRACTURA

Son diversas las clasificacicnes de las fracturas, pero en términos generales,

la siguente resulta alij

1. PARCIAL O INCOMPLETA. En esta fractura la ruptura del hueso es
parcial en sentido fransversal.

2. COMPLETA. La ruptura ¢sea es total en sentido transversal, de modo
gue éste se separa en dos fragmenios.

3. CERRADA O SIMPLE. Fraciura en la que el hueso no sobresale a través
de la piel

4. ABIERTA O COMPUESTA. Fractura en que los extremos de Jos
fragmenios del hueso sobresalen a través de la piel.

5. CONMINUTA. Fractura en que el hueso queda reducido a esquirlas en el
sitio de impacto y se observan psquefios fragmentos dseos entre los dos
prncipales fragmentos.

6. CON DESPLAZAMIENTO. Fractura en 2 que no se preserva la alineacion
anaidmica de los fragmenios 6seos.

7. SIN DESPLAZAMIENTO. Fractura en que se conserva la alineacion
anatomica de los fragmentos 6seos.

8. POR ESTRES. Es una fractura parcial que resulta de la incapacidad del



hueso para soportar el estrés repetido que resulta, por ejemplo, de cambios
en el nmo de entrenamiento fisico.

9, PATOLOGICAS. Son fracturas resultantes del debilitamiento del hueso a
causa de enfermedades, tales como neoplasias, osteomielilis, osteporosis,

osteomalacia, entre ofras  (42)

EVENTOS CELULARES DURANTE LA REPARACION DE UNA
FRACTURA.

Ei pnimer suceso después de un trauma fisico que resulta en una fractura es
el sangrado de los fragmentos dseos danados El acumulamiento de sangre
forma un coagulo gue llena el espacio entre los dos fragmentos dseos. Con
la formacion del coagulo y la activacion de la cascada de coagulacion,
comienza una respuesta inflamatoria aguda y el tejide blando que rodea el
sitio de fractura es invadido por células inflamatorias. Se forma tejido de
granutacidn en el sitio det codgulo y con él llegan células mesenqguimatosas

indiferenciadas. (15, 38)

Se mnictan dos cascadas celulares: una se involucra con la formacion de
cartilago en ¢l sito del hematoma, y la ofra, con la nueva formacion de hueso.
La primera respuesta en la reparacion 6sea es la praliferacion de células del
periostio en los dos extremos de los fragmento en un intento por formar un
puenie enfre el gspacio &seo creado por la fractura, esto se da con un
envolvimiento del hematoma que se ha formado en el espacio de fractura.
Luego de que esto ha ocurrido, las células mesenguimatosas en el area
cenlral empiezan a diferenciarse y a cubrir la matriz extracelular cartilaginosa
creando el callo de fractura. Ef callo de fraclura proporciona cierla estabilidad
a la region y proporciona una funcion limitada al hueso mientras continua la

reparacion B} callo cartilaginoso es posteriormente remplazado por hueso
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nuevo por una osificacion endocondral {15, 28, 38)

Los oslecclaslos, de ongen hematopayético conducidos at sitio por la
revascularzacion del hueso, remueven el cartilago extracelular y crean un
espacio en & que los ostecblastos son capaces de cubnr con cantidades
significantes de hueso trabecular. El hueso nuevo es entonces remodelado
para que la arguitectura final en el sitio de fractura se asemeje a la forma
original antes del trauma, con una cortical densa que rodee a la médula 6sea

activa {38 43;

e mem Fractuca
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Figura 4, Eventos celulares
durante ia reparacion de la

T p— fractura osca
""‘m.

s S, K

Se sabe poco acerca de el ongen de las célutas responsables de reparar la
fractura Pero el hecho de que ocurra una nueva formacién ésea en vez de
un tepdo cicatnzal en el sito fracturado, sugiere gue hay un reservorio de
células capaces de diferenciarse tanto en cartilago como en hueso que esta

presente en el esqueleto adulto totalmente formado. También se dice que



estas ceélulas son capaces de responder a ciertas seftales que  inician una

via que recapitula los procesos de la formacién esqueletal en ¢l embnidn. (29,

38)

Actualmente se cree que son dos las distintas poblaciones celulares
involucradas en fa reparacion de fracturas y que por o mismo hay dos
dislinlos procesos: una poblacion procedente de el puente de células dal
penostio y la otra poblacidn que origina el callo carlilaginoso. Esta hipotesis
se apoy2 en los estudios histolégicos gue detallan la morfologia celular

durante el proceso reparativo. (38)

POBLACIONES PROCEDENTES DEL PERIOSTIO.

Se piensa gue determinadas células osteoprogenitoras residentes en el
periostio son inducidas por senales Jiberadas en el sitio de fractura para
profiferar y posteriormente diferenciarse en osteoblastos activos que
depositan grandes cantidades de matriz extracelutar en el sitio de fractura.
Luego de que |la nueva matriz es mineralizada, se crea el primer puente fisico
en el espacio de fractura. La aclivacidn de las células osteoprogeniloras del
periostio se conoce como osteoconduccion y requiere la presencia de
superficies dseas para que sirva de base sobre la cual se deposite nuevo
hueso (15, 29, 38, 43}

Tambien existe la posibilidad de que se originen células osteoprogenitoras de
la médula dsea y migren al penostio para participar en la nueva formacion
osea Se sabe que esta poblacion celular proviene de distinto lugar al de las
celulas osteoprogenitoras residentes del periostio. Analisis experimentales,
usando un modelo de formacion 6sea ectdpico a demostrado [a presencia de

células madre o reticulares mesenguimatosas {que producen erifrocitos,
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Infocilos, megacarnocitos, elc.), residen en ofros tejiidos no dseos, y son
capaces de diferenciarse en células formadoras de hueso con la presencia
de sefales adecuadas. Estas células madre que pueden estar en los tejidos
blandos y musculos que rodean al hueso pueden ser [as responsables de
formar el puente de periostio luego de diferenciarse, y depositar proteinas de
la malriz dsea. Se sabe que ciertas ¢ilocinas fienen actividad guimiotactica
sobre las células mesenquimatasas gue se presentan en la fractura y asi

poder guiar la migracion de estas células. { 38, 43)

POBLACION QUE ORIGINA EL CALLO CARTILAGINOSO.

Se sabe también que hay células de los tegjidos blandos que rodean a la
fractura que migran dentro del hematoma y pueden participar en la formacién
de cartitago al diferenciarse en condroblastos en respuesta a factores
Iiberados en el hematoma. Esta diferenciacién podria ser andloga a la
diferenciacion inducida por BMP que se lleva a cabo en el ensayo de la
formacidn  dsea  ectépica. Durante este proceso, las células
mesenquimatosas responden a sefales inductivas y empiezan a producir
matriz semejante a la de los condrocitos, que luego es eliminada y
remplazada por hueso. Similarmente pasa cuando el callo de fractura, que es

cartilaginoso, madura para luego sér reemplazado por hueso {28, 38, 41)

Tamb:én se cree que el estroma de la médula Osea contiene una célula
capaz de diferenciarse en condrocito. Sin embargo, los datos de este estudio
son escasos y son basados en ltineas celulares derivadas de la médula &sea
que pueden expresar moléculas de matriz extracelular cartilaginosa después
del tratamienio con citocinas Es también posible que el periostio contenga

una célula condroprogemtora que pudo ser dejada por el pericondnio (una
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fuenle de ceélulas condroprogenitoras) durante la formacion bsea
embnonarna La teoria de que hay condroblastos en el periostio se apoya en
et hecho de que huesos que se formaron por osificacion intramembranosa
(sin cartiiago de por medio), se reparan a través de la formacién de un callo
de fractura que es de iejido cartilaginoso. Otra evidencia de este fendomeno
se observa cuando {as céfulas del periostio son capaces de mastrar fenotipos
semejantes al condroblasto in vitro. Finalmente, es postble que las células
madre mesenquimatosas que se diferencian  en osteoblastos, puedan
tambign diferenciarse en células de tipo condroblastico en e medio local
adecuado (26, 29, 38)
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CAPITULO 3
FACTORES DE CRECIMIENTO QUE SE INVOLUCRAN

EN LA REPARACION DE FRACTURAS

CONCEPTO DE FACTOR DE CRECIMIENTO.

Al fgual que olros procesos bioldgicos, et crecimiento y diferenciacion celular
esla regulado por una serie de sefales que actlan bien en forma autocring,
paracfina o endgcring, entre ellas, tos factores de crecimiento juegan un

papel especialmente importante. (41, 43}

Los faclores de crecmiento son proteinas que estmulan la proliferacion
celular, éstos pueden también estimular la transformacion fenotipica de las
células  Todos ellos producen sus efectos por interaccion con receptores
especificns de membrana en las células blanco, para desencadenar un
proceso de transduccion de sefiales a rivel intracelular en una regién o
dominio de este receptor {activacion de enzimas tirosin-qQuinasas, que son
caracteristicas de los faclores de crecimiento), para luego actuar a nivel
nuclear y afectar la expresidn de una serie de genes que daran lugar a un
aumento o disminucidon de la mitogénesis, hipertrofia celular, dferenciacion

celular, enlre olras acclones que se veran mas adelante. (21, 22, 30, 39)

Los faclores de crecimiento se involucran lanto en el desarrollo normal de
los tepdos (como la embriogénesis y la hematopoyesis), asi comc en la
evoiucion lumoral. También se presenta en [os procesos reparativos como
ta cicalnzacdn de hendas en tejido blando v la reparacion de fracturas. (2,

20, 21 43)
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Las diferencizs entre los factores de crecimiento y otros péptidos
considerados clasicamente como hormonas son varias. Los factores de
crecimiente, aungue algunos de elles pueden ser detectables en plasma y
acluar de forma endccring, generalmente ejercen sus efectos bioldgicos a
través de mecanismos autocrings o paracrinos. A esto hay que sumar el que
su sintesis no suele estar restringida a una glandula o tejido celular
especifico. smno que suele ocurrir en un gran nidmero de tejidos. For otra
parte, las acciones bioldgicas de un factor de crecimiento determinado son
modutadas en gran medida por efectos realizados por otros factores de

crecimiento sobre las mismas células blanco. (31, 43)

TECNOLOGIA DEL DNA RECOMBINANTE.

La tecnolegia del DNA recombinante se inicid a partir de la decada de los 70,
Nlegande a ser potencialmente accesible para el estudio de los componentes
codificados por los organismos debido al desarrollo de una metodologia

para aistar genes.

Esta tecnologia ha aumentado el entendimienio de los procescs tan
fundamentales como la expresion genética, haciendo posible la realizacion
de gran parle de la investigacion basica, modificando totalmente ta medicina
y acelerando el desarrollo de agentes terapéuticos para el hombre, los

animales y la agricultura, ( 27, 35)

La tecnologia del DNA recombinante, popularmente llamada ingenieria
genética tiene numerosas aplicaciones, que han fascinado y alarmado al
pubhco pero se ha percibido gue los beneficios de esta tecnologia superan,

por io general, a los riesgos.
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Estas lécrucas permifen la produccidn en masa de varias sustancias
biologicas, entre ellas, los factores de crecimiento, que seria muy dificil
obtener e impracticable para su uso clinico por medio de purificacién, debido
a tas pequefas cantidades en que se presentan en fos tejidos. Ademds es
mas convemente usar sustancias recombinantes que  preparaciones
punficadas en la aplicacion clinica por la seguridad de no transmitir
infecciones o biomolécutas de células tumorales, ademas se obtiene una

mejor calidad en la homogenidad de la sustancia. {3, 7, 35)

FACTORES DE CRECIMIENTO PRESENTES EN EL HUESO

Junto con las profeinas estruclurales, la matrnz ésea también contiene
peqguenas cantidades de proteinas reguladoras muy potentes. los factores de
crecumiento, eslos son producidos por los ostecblastes e incorporados dentro
de la matnz durante la formacidn del hueso, pero tambien pueden ser
captadas pequefias cantidades sistémicas del suero e incorporarse en la
matriz Los faclores de crecimiento se encuentran en la matnz hasla que el
remodelado o un frauma causa la hberacidén de eslas proteinas. Después de
que son hberados, los factores de crecimiento son capaces de regular el
metabolismo de los osteoblastos y ostecclatos durante el remodelado éseo,
iniciando y confrofando la respuesta reparativa después del trauma del
hueso Por lo tanto se consideran los principales reguladores del

melabolismoe celular del hueso (4, 28, 19)
Los factores de crecimiento tienen sus efectos solo en el entorno celular

local estimulando ias células éseas vecinas para profiferar e incrementar Ja

sintesis de la matriz dsea {efeclos paracrinos).  Similarmente, los
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osleoblasios, que producen los factores de crecimiento, pueden estimularse
a si mismos para lener una actividad metabdlica adicional {efecto autéerino).
Fl nimero total de factores de crecimiento relactonados con las funciones de
las caludas oseas es desconocido, pero el nimero de éstos esta en continuo
crecimiento como resultado de las nuevas {écnicas de investigacidn en

bioguinuca y biologia molecular. (15, 39)

A conbinuacidn se citan los factores de crecimiente y sus respectivos
receplores que mas se involucran en la reparacidn de las fracturas,

describiendo sus principales caracteristicas moleculares

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS
(PDGF).

El faclor de crecimientg derivado de plaquetas (PDGF) es una proteina con
un pzso molecular de 30 kD y esta farmada por dos cadenas de aminodcidos
distintas Hamadas POGF-A y PDGF-B. Fueron iniciaimente aisladas de las
plaguetas y subsecuentemente s& encontrd que eran sintetizadas por una
vanedad de células dOseas y no Oseas. Estas dos cadenas pueden
combinarse para formar cadenas dobles PDGF-AA, PDGF-BB o PDGF-AB.

(1, 8. 23)

Los =fzcios de PDGF son mediados por proteinas receptoras para PDGF,
que ceontienen subunidades o y 3, que andlogamente, pueden tomar
conformaciones o-o, 34 o g-fb. La subunidad « se une a PDGF-A y a
PDGE-B, misntras que la subunidad B sélo se une a PDGF-B, De esta forma,
el receptor g~ 5@ una a las tres formas de PDGF, los receptores o3 se

unen solo a POGF-AB vy los receptores R-f se unen solo a PDGF-BB.
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Constan de un damino o regién intracelular tirosin-quinasa y un dominio

extracelular que contiene cinco secuencias repetidas  similares  a

inmunoglobuimas. {1, 29, 38)
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Pigura 3. Receptor de Ia famalia PDGF

FACTOR DE CRECIVIENTO DE TIPO INSULINICO (IGF).

Los factores de crecimiento de tipo insulinico (1GFs), también Mamados
somatomedinas  son una famiha de proteinas que son, en parle,
dependientes de la hormona del crecimiento (GH) y que media muchas de
las acciones anabolicas y mitdgenas de la GH Se observé gue cuando se
administraba direclamente GH a los condrocites cultivados fuerg del
organismo, por lo general no se producia profiferacion o aumento de tamafio
de fos mismos. Sin embargo, ta inyeccién de GH en el animal intacte produce

proliferacion y crecimiento de éstas células En resumen, se encontré que la



harmona del crecimiento hace gque el higado (y en mucho menor grado otros
tejidos) forme las somatomedinas, las cuales poseen a su vez un potente
efecto magnificador de todos los aspectos del crecimiento, principalmente el
gsep Fstos factores se encontraron primero en e} plasma como resultado de
la secrecion hepatica, pero también son sintetizadas localmente por muchos

tejidos, incluyendo el hueso. (2, 25, 45)

Originaimente identilicadas en 1957 por su habllidad para estimular la
incorporacicn de sulfatos en el carlilago de la rata, también fue llamado
factor de sulfatacion. En 1972 el nombre restrictivo de factor de sulfatacion
fue reemplazado por el de somatomedinas. En la pwificacion de éstas se
obtuvo dos somatomedias, una basica y una acida. En 1978 Rinderknecht y
Humbel aslaron eslas dos somatomedinas activas en el plasma humano,
demostrando una sorprendente semejanza estructural con la proinsulina.
Después s& acordd que estos dos péptidos se les cambiara el nombre por el

de faclores de crecimiento de tipo insulinico {IGFs). (38, 45)

IGF-l {0 basico} es un péptido de 70 aminoacides; IGF-1I {o acido) es un
péptido de 67 aminoacidos. Ambas tienen una semejanza aproximada de un

50% con la insulina humana. {1, 28, 30)

Los efectos de 1GFs sobre las células son mediados por receptores
especifices para 1GF.  El receptor para IGF-l es una profeina de cuatro
cadenas que contiene dos subunidades extracelulares o unidas por un
enlace disulfuro, éslas a su vez se unen a dos subunidades transmembrana
R Las subunidades £ contienen un dominio intracelular tirosin-guinasa que
es un requisito para la transferencia de la sefial. En contraste el receptor
para IGF-1l es una proteina de una cadena que caréece intracelularmente de

un dominmio lirosin-quinasa  En base a la diferencia de los dominios
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extracelulares de estos dos receplores, las uniones especificas de los
receptores IGF-1 y Il son distintas. El receptor tipo | para IGF se une a IGF-1
y IGF-Il con una alta afinidad, con la insulina se une débilmente (con cien
veces menos afinidad). Ei receptor tipo 1t tiene una alta afinidad para 1GF-1i,

una baja afinidad para IGF-l y no se une a la insulina, (28, 38, 41)
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FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS (FGF).

£l factor de crecimiento de fibroblasios-1 {(FGF-1} y el factor de crecimiento
de fibroblastos-2 (FGF-2), también conocidos como FGF acido y FGF bésico,
respectivamente; fueron las primeras proteinas descubiertas de éste tipo y

en consecuencia, las mejor estudiadas (2, 24)

La forma basica de FGF se presenta en todos los 6rganocs, demostrando
inducir la diferenciacién de varios tipos celulares como condrocitos,
neuronas, fibroblastos y células endonteliales. In vivo, ambas formas de FGF
lienan propiedades angiogénicas. La forma acida de FGF se presenta

mayormente en el cerebro y la retina. (2, 18, 24)
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No es muy claro el mecanismo por el que estos factores son secretados por
las c¢élulas Se ha reportado que FGF-2 puede ser liberado de las células
despugés de dano o muerte celular. Esto se puede relacionar durante la
formacidn ésea endocondral, cuando os condrocitos que contienen FGF-2
son lisados durante el remplazo del cartilzego por iejide Gseo. Otra
posibiidad de Ia secrecion de FGF-1 y 2 es por el clasico mecanismo de la
translocacidon a través del aparato de Golgi. A la fecha se conocen cuatro

diferentes receptores para FGF, todos ellos son miembros de 10s receptores

trosin-gumasa {13, 38)
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FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-R {(TGF- R§)

El faclor de crecimiento transformante- (TGF-R) es producido por muchas

células incluyendo las plaguetas (donde fue descubierto) v en la matriz osea,



en la gue curiosamente es abundante, La mayoria de las células que lo
sintetizan cantienen receplores especificos para TGF- y de esta manera se
cree que muchas de sus attividades de conirol de crecimiento se realizan de

imanera paracnna y autocrina (4, 28, 30)

TGF-R es sintetizada como una proteina precursora con un peso molecular
de 26 kD y esta constiuida por dos cadenas idénticas de 112 aminoécidos,
ocho cisleinas forman cuatro enlaces disulfuro intracadena y una novena
cisteina forma un enlace disulfuro intercadena que mantiene unida a las dos
cadenas Esta proleina precursora debe ser disociada de un compiejo de
secrecion latente y liegar a ser biolégicamente activa. Hasta ahora se

conocen 5 sublipos de TGF-B, que han sido denominadas TGF-B1 a 5. (4,
29, 38)
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Los lres lipos de receptores mas comunes para TGF-3 son designados como
1, Iy 11, que son expresados por muchos tipes de células, incluyendo los
osteoblastos. Se ha visto que contienen un dominio infracelular

serinaltreonina-quinasa para la transduccidn de senales. (4, 29, 38)
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PROTEINAS OSEAS MORFOGENETICAS (BMPs).

En 1€65 Marshali Urist descubrié que la matriz 0sea desmineralizada podia
inducir la formacion de hueso cuando se colocaba ectopicamente en tejido
subcutdneo. Observd que esta matriz producia la formacidn completa de
tejdo &seo trabecular y médula dsea. La capacidad de gue la malriz dsea
desmineralizada pudiera formar hueso se atribuyd a una proteina que Urist

llamé "Proteina Osea Morfogenética” En 1988 se purificaron y secuenciaron

tres diferentes BMPs. (28, 38, 37)

Actuzimente se conocen 12 BMPs que se denominan BMP-1 a 12 Se
consideran miembros de ta superfamilia TGF-B. Las BMPs son sintetizadas

como grandes precursores que luege sufren proteolisis para luego



secretarse Las moléculas activas son proteinas de dos cadenas de 114 y
132 aminoacidos, respectivamente; seis cisteinas forman tres enlaces
disulfure intracadena y una seplima cisteina forma un enlace disulfuro

intercadena que mantiene unida a las dos cadenas. (5, 38)

Los receptores que median los efectos de BMP se empiezan a describir. Son
similares en lamaio a los receptores para TGF-R. Se ha encontrado un

dommio intracelular serinafireonina-quinasa, semejante al receptor de TGF-

R(35 38)
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OTROS FACTORES Y CITOCINAS.

Las celslas sanguineas secretan citocinas que son  pancipalmente
reguladores de las respuestias inmunolagicas, pero lambién pueden tener
funciones en la regulacidn de tas células Oseas. Debido a la estrecha
proximidad de tas células de ja médula dseg con el hueso, algunas citocinas
pueden acluar como reguladores paracrings del metabolismo celular dseo.

Las citocinas pueden ser dvididas en interleucinas (IL-1, 1L-3, IL-6), en
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factores estimulantes de colonias (M-CSF, GM-CSF} y en factor de necrosis
twmoral (TNF-u) Estos factores pueden ser producidos por los osteoblasios
y probablemente ejercer sus principales acciones en interacciones de
ostecblasto-osteaciasto, donde los factores estimulantes de colonias
eslimuten la linea celular monocitofosteoclasto, mientras que las interleucinas
y factores de necrosis tumeral inhiben la actividad osteoblastica y estimulan
la actividad osteoclastica. Eb efecto general sobre el hueso es por lo tanto,
estimular la resorcién dsea, aunque algunos estudios indican efectos
estimufaionios en dosis bajas de IL-1 en osteoblastos aislados. Las
prostaglandinas, en especial PGE-2, que son reguladores no proteicos, han
demostrado estimular tanto la formacion y resorcion dsea. La aplicacidn local
de PGE-2 in vivo conduce a una formacidn masiva de hueso inmaduro e
incrementa |os niveles de IGF-1 en los tejidos vecinos. Sin embargo, existen

altos niveles de PGE-2 en édreas de resorcion dsea. {14, 21, 29, 45,)



CAPITULO 4

FUNCIONES DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
EN LA REPARACION DE FRACTURAS

En esle capitulo se describen las funciones de los factores de crecimiento,
que en su papel de mensajeros celulares, se involucrah importantemente en
la reparacion de las fracturas. Se menciona primero {a fuenie tisular donde se
encueniran esias proteinas; luego los estudios in vitro donde se han
estudiado sus acciones {en c<lerta forma aisladas de otros factores) en
cultivos ceiulares, finalmente se citan sus acciones in vivo en diferentes

modelos animales.

FACTOR DE CRECIMIETO DE FIBROBLASTOS (FGF)

FUENTES

FGF-1 y 2 se encuentran en los punficados del tejidos oseo del adulto,
mientras que FGF 2 sdlo se ha encontrado en el cartilago det aduito.
Estudios sugieren que FGF 2 se encuentran en cartilago y hueso por sintesis

local méas que por un secuestro de la circulacion sistémica. (24, 41)

DATOS DE ESTUDIOS INVITRO

In vitre, FGF-2 es un potente estimutader en la proliferacion del condrocito y
se puede polencializar este efecto de manera sinérgica con la presencia de
TGF-  Ademas, FGF puede preservar el fenotipo del condrocito en cultivos

que en siuacion normal, se perderia rapidamente. ( 31, 38, 39}

Cuando las aisladas frescos de condrocitos de costilla crecen en presencia



de FGF 2, producen una abundante matriz cartilaginosa. En contrasts, si
estos crecen en ausencia de FGF 2 producen una matriz insignificante de
proteoglucanos. Estos dates indican que si FGF esta presente, puede tener

un importante efecto regulador en el tamadho del callo de fractura. (31, 39)

En los huesos largos en crecimiento, los condracitos residentes de la placa
epifisiaria sufren una etapa de proliferacion, seguidos por un periodo en que
se forma matnz en abundancia y luego terminar diferenciandose en
condrocitos hipertroficos. Parece que FGF 2 puede promover la maduracion
temprana en [0s condrocitos de ta placa epifisiaria, estimular su proliferacion
y posiblemente induck la formacidn de matriz en los condrocitos no
prolferantes. Sin embargo, [a hipertrofia del condrocite se inhibe en la etapa
final de la maduracién por FGF 2. Cuando los condrocitos de la placa
epifisiania son cultivados in vilro, espontaneamente progresan al fenotipo
hipertrofico, mostrendo caracteristicamente niveles elevados de fosfatosa
alcalina y caleificacion de la matriz. En centraste, si los condrocitos se tratan
con FGF 2 no se presentan estas caracteristicas. Estos datos indican que
FGF es importanie para regufar [a eliminacion del callo y su reemplazo por
hueso en el silo de fraciura, (29, 38, 41)

En células osteoblasticas del craneo de ratén FGF 1 y 2 se demosiréd que
estimulan su prohferacidon celular in vitro, En osteoblastos tratados con FGF
2 se mnhube el fenohipo osteoblastico. Ademéas, FGF 2 reduce la actividad de
la fosfatasa alcalina y la produccidn de colagena tipo | y de ta proteina
osteocalcina. Sin embargo, FGF 2 aumenta la capacidad de las células del
eslroma medular 6seo para formar hueso mineralizado en los cultivas, y todo
o parle de esle efeclo fue debido a la proliferacién celular inducida por FGF
2 Desde que el estroma de la médula ¢sea se ha postulado como una fuente
que abastece de células osleoprogenitoras durante ia fractura, como se

describic anteriormente, esta observacién in vilro apoya a FGF como
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promotor para la formacion Gsea durante la reparacién del hueso. (24, 29,

38)

Tabla 2 Efectos de FGF en células dseas y de cartilago in vitro

' TIPO DE CELULAS PROLIFERACION SINTESIS DE MATRIZ
if:Condfocitos + + - x
:msleopiogennoras +

* Osteoblasios +

: (+) aumenta; {-) disminuye; (x) no tiene efecto

EFECTO IN VIVO EN ANIMALES ADULTQOS

Cuando un defeclo se crea en el cartilago articular del conejo y se le aplica
FGF 2 por dos semanas, se observa la reparacién de la zona después de 20
dias El examen histologico revela que el defecto se ha cubierto con
condrocitos  y una gran matriz extracelular, aunque la organizacian
estructural del nuevo tejido es diferente al del cartilago original, Este defecto
no se repara cuando los animales no se tratan con FGF. Un resultado similar
se obliene cuando FGF-2 se aplica en modelos de fractura ésea. En este
caso, FGF-2 se aplicd como una inyeccién dnica en el sitic de fractura en
ratas normales y diabéticas. En ambos grupos FGF-2 aumenta el volurmen y
contenids mineral del callo de fractura, ademas de proporcionar fuerza
mecanica. Este estudio demaostrd que el FGF-2 enddgeno se presentd en el

callo de fractura de las ratas control. (24, 34, 38)

En olro estudio, una fractura se traté con FGF-1, aphicandolo diariamente con
inyecciones en el siho de fractura del fémur de ratas, esto fue por 9@ dias La

fractura mostré una mayor formacidn del callo cartilaginoso. Sin embargo, en




comparacien con el estudio de FGF-2 , la formacion de hueso en (g fractura
no se presentd con FGF-1. Por oo lade FGF-1, 2 ¥ 4 han demosirado

incrementar la formacién 6sea endosteal con el tratamiento sistémico de

estas factores. (38)

FGF puede también influenciar el crecimiento dseo en virtud de sus efectos
sobre Ja vascutanzacion FGF-2 a demostrado ser angiogénico por media de
sus efectos proliferativos y quimiotacticos en las células endoteliales. Se ha
observado que la aplicacion de FGF-2 en la placa epifisiaria en crecimignto

del conejo acelera fa invasion vascular y se osifica. (28, 13, 38)

FGF produce una respuesta proliferativa de los condroblastos, osteoblastos y
celulas del estroma medular in vitro y similarmente, FGF promueve la
reparacién 0sea en parte por aumentar el ndmero de células disponibles en
el sio de fractura, FGF estimula en los condrocitos la sintesis de maltriz
exlracelular, lo que indica que puede facilitar la formacién temprana del callo

de fractura (24, 29, 41)

FACTOR DE CRECIMIENTO DE TIPO INSULINICO
(IGF)

FUENTES

Se ha observado que IGF-f y Il son sintetizados en los cultivos celulares de
hueso humano. Pero IGF 1l se encuentra 10 veces en mayor cantidad que
IGF | E! cartilago también lo sintetiza Los receptares tipo | y Il de IGF se

encuentran en las células del cartilago y hueso. (11, 18, 28)

IGF-1 v i venen similares aclividades bioldgicas, pero IGF-l es 4 a 7 veces
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mas polente que IGF-If Las células dseas también secretan proteinas
adnerentes a IGF (IGF-BPs), gue se unen a IGF modulanda las actividades
bioldgicas El papel preciso de las IGF-BPs no se comprende
completamente, pero parecen prolongar la vida media de IGF, neutralizando
o incrementando la actividad bioldgica, o involucrandose en la tranépcrtacién

de IGF cuando se dirigen a las células blanco. (29, 41)

ACTIVIDADES DE IGF IN VITRO

En los prmeros estudios cuando se descubrid IGF en el suero, se observo
que tenia una actividad de tipo insulinico in vitro También se demostro el
efecto mitégeno de IGF | y Ii en los fibroblastos. Subsecuentemenie se notod

el efecto preliferativo en condrocitos humanos, de rata y conejo. (38, 41, 45)

Los osteoblasto humanos con caracterisiicas maduras también responden
mitogenamente a IGF Iy I IGF afecta el metabolismo y el crecimiento en
las células oseas Esto se demostrd por la habilldad de IGF | para estimular
la incorporacidn de sulfatos en el cartitago v condrocitos in vitro,  1GF

también incorpora sulfatos, pero es menos potente. {13, 45)

Se han combinado los efectos de IGF | y FGF 2 mostrando sinergismo en la
proliferacién celular de condrocitos Similarmente TGF-13 sinergiza con IGF |
en la profiferacion de condrocitos, pero no afecta la incorporacién de sulfatos.

(13 38)

En los osteoblastos GF ha demostrado estimular la sintesis de colagena,
pero sin afeclar la proliferacion celular, IGF | estimula la fosfatasa alcalina de
ios osteoblastos en ia rata recién nacida, pero esta enzima no se ve afectada

en los osteoblastos adultos por IGF 10 1. {38)



Tabla 3 Efecto de IGF sobre las células 6seas in vitro

TIPO DE CELULAS PROLIFERACION SINTESIS DE MATRIZ
¥ Candrocitos + +
§ Osteohlastos +
(+) aumenta, (-} disminuye, () no tiene efecto
IGF IN VIVO

La habilidad de 1GF | para estimular el crecimiento esqueletal in vivo se ha
demosirado en animales cuando se suprime fa IGF endogena. Por ejemplo,
en ratas diabéticas y sin hipdfisis, la aplicacion de IGF | aumenta el grosor
epifisial de ios huesos, el crecimiento de huesos largos y la formacién de
hueso trabecular, reflejando la capacidad de IGF | para estimular a los
osteoblastos. El crecimiento longitudinal resulta de los efectos mitbgenos en

la placa epifisiania. (13, 41)

En el anima! intacto también se incrementa la farmacién 6sea con el
tratamiento de IGF | exdgeno. En ratas de 4 semanas de edad, la
administracion sistémica de IGF | por 7 dias aumenté la estatura y el grosor
de ia epifisis tbial en una pequefa pero significante cantidad sobre los
controles Dosis relativamente bajas de IGF | aumentd la formacidn de hueso
coriical y trabecular, pero no la longitud del hueso en las ratas de 6 meses,
mientras que en altas dosis se notd incremento en el crecimiento de los
huesos largos y su cortical, pero se inhibe la formacién de hueso trabecular
en ratas de 4 meses £En ambos estudios también se describieron modestos
efectos IGF | sobre el nimero de osteoclastos. Se cbservé que el tratamiento
con IGF | reduce los niveles sistémicos de la hormona del crecimiente {GH),
la cual estimula fa resorcidn dsea. El aumento del nimero de osteoclastos
debido a IGF | puede ser un efecto secundario relacionado a los niveles de

(GH) disminuidos. (38, 45)
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Los esludios de IGF 1 en humanos son limitados, ésios muestran efectos
eslimulalonos tanto en la formacidn como en la resorcion osea No sg ha
comprendida bien la causa, y por lo tanto, IGF | no es Ut como tratamiento,
por ejemplo, en la osteoporosis, Estudios indican que IGF | estimula la
reparacion de defectos dseos en el craneo de la rata, Jo que sugiere ser

lerapéulicamente (4l para estas injurias  (38)

INTERACCIONES DE IGF Y LA HORMONA DEL CRECIMIENTC (GHj EN
EL ESQUELETO

En el conlexlo de que IGF | tiene efecto en el crecimiento del esqueleto, es
apropiado analizar brevemenie estas interacciones con la hormona del
crecimiento {GH). GH es sintetizada y secreta por la adenchipofisis y actla
en muchos tejidos en una manera endocrina clédsica. GH efectlda su accién
de crecimiento en el ésqueieto por intervencion de IGF | como mediador. GH
eshimula la secrecion de IGF | en &l higado, luego 1GF | por via sistémica
lega a las placas epifisiarias en crecimiento y produce el efecto de
crecimiento en los huesos. Esto se demostro al ver que en ratas sin hipdfisis,
al inyectarles GH producta crecimiento de los huesos, pero si se inyectaba
también un suero anti-IGF [ ef efecto de crecimiento se bloqueaba Estudios
posteriores confirmaron que GH produce la sintests local (en huesos) y
sistémica (del higado) de IGF |, que es la directamente responsable del

crecimiento 6seo (38, 45)

Se pude resumir que IGF | y i estimula fa proliferacion celular y la sintesis
de matriz extraceluar en los condrocitos y osteoblastos adultos in vitro, El
pape! lisiologico de IGF | como estimulador del crecimiento esguelelal al

probarla en arvmales jdvenes indica claramente el potencial terapéutico de
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este factor en [0s casos clinicos de pacientes que tendrian corta estalura. Sin
embargo e valor terapéutico de IGF | o IGF Il en la reparacion de fracturas

no se ha aclarado def todo. (25, 38)

Como el principal efecto de IGF en las células éseas es estimular a
replicacidn celular, se incrementa ef nimero de células capaces de sintetizar
matriz Osea. Pero este efecto mitogénico &s menos pronunciado que otros
faclores de crecimiento, tales como TGF-R o PDGF-BB IGF también tiene
otros efectos independientes sobre las diferentes funciones de Jos
osteoblastos, incrementa 1a produccién de colagena Gsea e inhibe la
degradacion de ésta. Como resultado de estos efectos, 1GF incrementa la

masa 0sea. (13, 25, 29)

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE
PLAQUETAS (PDGF)

DISPONIBILIDAD EN HUESO

PDGF es sintetizado por muchos tipos de células presentes en et sitio de
fractura incluyendo plaguetas, macrdfagos y células del masculo También es
sintetizado por las células dseas adultas en cultivo. PDGF A es producido por
las células 6seas adultas en el humano, no asi la PDGF B. Los receptores

para PDGF se han encontrado en las células dseas humanas para PDGF Ay

B (1. 8, 21)

ACTIVIDAD IN VITRO

Los cultivos de condrocilos arliculares tienen una respuesta proliferativa a
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PDGF, ademas de estimular la sintesis de proteoglucanos También se ha
visto que PDGF-AB estimula la sintesis de otras moléculas en la matriz y
osteocalcina en los cultivos de condracitos articulares. Los condrocitos de la
placa epifisiana y de la superficie articular tiene una respuesta proliferativa a
PDGF-BB y en menor grado a PDGF-AA. Sin embargo, los condrocitos de la
placa epifisiaria tratados con PDGF no muestran cambios en la incorporacion
de sulfaios Las céluias dseas adulias humanas muestran respuestas

prohferativas a PDGF, pero no hay cembios en la produccion de

osteocalcina (1, 8, 23, 38)

Tabla 4 Efecio de PDGF sobre las células dseas in vitro

TIPQ DE CELULAS PROLIFERACION SINTESIS DE MATRIZ
i Condrocilos + X + X
| Osteoblastos + X
{+} aumenta; (-} disminuye; () no tiene efecto

ACTIVIDADES DE PDGF IN VIVO

Los estudios in vive indican que PDGF no induce formacién 6sea por si
mismo, pero lo puede hacer bajo ciertas condiciones cuandg se combina con
otros faclores. Por ejemplo, la implantacidn de PDGF en sitios no dseos de
fas ratas induce sdlo la formacion de tejido de granutacion. Cuando PDGF se
combina con una matrnz 6sea desmineralizada que contiene factores de
crecimiento endégenos v se implanta subcutdneamente, aumentan las
propiedades del material para 1a induccion dsea. En un modeo de estudio
en conejo se realizd una oslectomia en la tibia, luego se fratd con POGF

moslrando después de 4 semanas una fuerza y estabilidad similar al hueso
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conlralateral no operadp, mientras que el defecto no tratado con PDGF fue

muy deébil { 23, 38)

Se ha observado que cierto nimero de factores de crecimiento enddgenos al
siio de fraciura son necesarios para aue PDGF tenga efecto en ta reparacidn
de ésta Similarmente, en un estudio se combind PDGF con IGF | y se
observé que promueve ia regensracion dsea en la enfermedad periodontal
en perros. mientras gue en los controles no tratados no se observd dicha
formacion POGF combinado con dexametasona induce un efecto similar en
la enfermedad pencdontal en un modelo primate. También se ha reportado
que PDGF con osteogenina inhibe |a formacion 0sea en defectos craneales.
En este esludio PDGF parece inducir una respuesta inflamatoria sostenida
que interfiere con la induccion ésea de la asteogenina. Las investigaciongs in
vitro indican efectos positivos de PDGF en las células del hueso y cartilago,
pero estos resullados a veces son inconstantes. Se cree que PDGF puede
actuar favorablemente en la reparacidn 6sea con un régimen adecuado de

disinbucion y dosis (17, 38)

Se puede resumir que la expresion local de PDGF parece estimular la
proliferacion celutar en hueso y cartilago en modelos animales adulfos. Hay
un efecto estimutatorio en la sintesis de matriz extracelular en condrocitos
arliculares, pero no asi en los condrocitos de la placa epifisiaria en
crecimiento o en los osteoblastos Aunque PDGF no parece ser capaz de
inducr  chiferenciacion en fas células progenitoras de osteoblaslo o
condrocitos puede aumentar la osteogénesis con ayuda de otros factores

endogenos presentes en el sitio de fractura. (1, 8, 23)
El principal efecto de PDGF sobre las células 6seas es mitogénico, pero la

mas polenle 1soforma es PDGF-BB, que puede incrementar en 6 veces mas

esla propedad. PDGF también es un potente factor guimiotaclico para las
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células mesenquimatosas. (1, 28)

FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-R
(TGF-R)

DISPONIBILIDAD LOCAL

Se ha encontrado TGF 1 y 2 en los huesos de bovinoy TGF 1, 2y 3 en el
pollo Se han localizado las tres isoformas en los osteobiastos, condrocitos
hiperlrohiados, osteoclastos y en fibroblasios del pericondrio y penostio. En
cambio, los condrocitos maduros de la placa epifisiaria en crecimiento
muestran pocas cantidades de TGF-. Se ha demosirado la sintesis de TGF-
% en las célufas del hueso y cartitago. Los condrocitos articulares del
humano adullo secretan las tres isoformas de TGF-B en ei cultive, Las
células que sintetizan TGF-R tienen alguna habihdad para regular la
expresion de las tres isoformas Por ejemplo, la secrecion de TGF-R2 es
requlado por la misma TGF-82 pero no por TGF- 1 o 3, mientras que TGF-
1 es inducida por TGF-31 o 3 perc no por TGF-32 TGF-f activa a sido
recuperada en cullivos de condrocitos de Ia pfaca epifisiana en crecimiento.
Ademas se ha demostrado que los osteoblastos sintetizan TGF-3 in vitro, (4,
33, 38 39, 40)

ACTIVIDADES IN VITRO

Los efectos de crecimiento de TGF-RR en el cartilago son complejos,
igualmente son tos resultados obtenidos en algunos casos. Esla informacion
puede ser refiejo de los diferentes metodos, asi como de tas diferentes

poblaciones celulares En los condrocitos articulares tratados con TGF- por
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mas de lres dias se observo estimular la proliferacion de las células humanas
en presencia de suero, pero este efecto es inconstante en la profiferacion de
los cultivos de condrocitos de conejo y bovino con o sin suere. La presencia
de otros faclores en el suero puede alterar la respuesta de TGF-B. Por
gjemplo los condrocitos de la placa epifisiaria del conejo que proliferan con
TGF- y suero, no lo hacen bajo condiciones sin suero. £En un estudio con
ostechlastos del craneo de rata, TGF-R estimula la proliferacién celular, pero

en otros animales se muestra inhubicion (4, 38)

Como en otros factores de crecimiento, TGF- afecta tanto la proliferacion y
la expresion fenotipica in vitro de las células def hueso y cartitago. En los
condrocites articulares, TGF- ha demostrado incrementar la sintesis de la
mainz extracelular sin presencia de suero, esto se nota por el aumento en la
incorporacion de prolina én la colagena, ademds de la incorporacion de
glucosamina y sullalo en fos glucosaminoglucanos. Otros reportes muestran
fo contrario, se ve inhibida la sintesis de colagena y la incorporacién de
sulfalos en |os condrocitos al ser tratados con TGF-B y suero Parece ser que

el suero agrega olros factores que puede modular la respuesta de TGF-R.

(29, 33)

TGF-B puede hmitar la maduracion de los condrocitos de la placa epifisiaria
del congjo vy rata en su etapa hipertréfica, Cuando estos condrocitos son
cullivados., se dferencian espontaneamente al fenotipo hipertrofico,
caracterizado por el aumentc de colggena, metaloproteasas y  su

catcificacion Esta diferenciacién fue inhibida por el tratamiento con TGF-R.

(12, 38)
En los ostechlatos, los efectos de TGF-B en [a expresion del fenotipo varia

segun el lingje celular. En algunas, por ejemplo, inhibe la actividad de la

fosfatasa alcalina y la sinlesis de osteccalcina, en otras sucedo lo contrario.
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(28)

Tabla 5. Efecto de TGF-R sobre las células oseas in vitro

| TIPO DE CELULAS PROLIFERACION SINTESIS DE MATRIZ
Ei,Condrocnos + - X + - )
%Osteoblaslos +

: (+) aumena; () disminuye; (x} notiene efecte

EFECTOS DE TGF-# IN ViVO

Estudios en que TGF- se aplica en la superficie del periostio de huesos
largos ¢ parnelales en roedores, se ha demostrado que estimula la formacién
osea Dosis de 1 a 5 microg de TGF-R al dia, entre 5 y 12 dias, se observa
formacién 6sea sin apariencia cartiiaginosa Huesos largos como el fémur, se
han tratado con 200 ng de TGF-f3 diariamente, siendo evidente la formacidn
osea y cartlaginosa a los 4 dias. TGF-B1 también a demostrade éxite en la
reparacion de grandes defectos dseos en el craneo del conejo, acelerando la
ostecinduccidn En los estudios anteriores no gueda claro s1 TGF-R provoca
una cespugsta proliferativa de los osteoblastos y condrocitos o una induccidn
a la diferenciacidn de las células mesenquimatosas. Por la incapacidad de
TGF-& para inducir |la formacion de huese ¢ cartilago en un sitio ectépico, lo
mas seguro es que sélo tenga un efecto proliferativo. Se observd sdlo en un
estudio que TGF-B estimula la formacion de nueve carlilago, y parece ser

que se debio a la dosis y/o el sito anatémico de administracion. (33, 38)

En resumen, los efectos de TGF-3 en condroctos y osteoblastos son
vafiados, con resultados contradictonos entre un estudio y olro En mucho
casos la presencia de suero que contiene otros factores de crecimiento altera

signmificativamente los efectos de TGF-% en los estudios in vitro  Los estudio
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in vivo indican que TGF-k promueve la formacion tsea. Esto no parece ser
por una diferenciacion osteogénica de las células progenitoras, si no por un
efecto estimulatono en la sintesis de la matriz extracelular yfo por un efecto

en la proliferacion celular. (6, 40)

Los efectos de TGF-B en la diferenciacion celular 6sea es controversial. La
produccion de colagena puede ser estimulada por TGF-R, pero la actividad
de 12 fosfatasa alcalina es generalmente disminuida y por lo tanto, también la

mineratizacion. (B, 12, 29)

Los datos in vivo sobre la capacidad de TGF-R para estimuiar la formacion de
hueso es muy prometedora. TGF-# junitoc con BMP son probablemente los

candidalos més realistas para ser usados en la estimulacion de la reparacion

osez (41 30)

PROTEINA OSEA MORFOGENETICA (BMP)

DISPONIBILIDAD EN HUESO

La punhecacion y expresion de BMP en el hueso del adulto se ha reportado
varnas veces BMP-2 también ha sido localizada inmunoidgicamente en los
osieoblastos del sitio de fractura. Simitarmente el RNAm de BMP-4 fue
expresado lransitoriamente en las celulas osteoprogenitoras cercanas a fa

fractura (5, 26, 36, 38)

ESTUDOS IN VITRO CON BMP
En vanos reportes BMP demuestra promover €l crecimiento de cartilago y ta
difererciacion de las células osteoprogenitoras. También aumenta la

incerporacion de suifatos en los proteoglucanos y 1a expresion del RNAmM de
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la colagena tipo 11 en los condrocitos articutares. En estos estudios, BMP-3 y
4 también tienen efecto proliferative en kos cullivos de condrecitos articulares

y en la sintsis de proteoglucanos (38)

E} efecto estimulador de BMP sobre e fenctipo de los osteoblastas esta bien
documentado por estudios in vitro. BMP-2,3,4 y 7 han demostrado estimular
ta actividad de la fosfatasa alcaling v la sinlesis de colageno. En algunos
osteoblastos de humano y rata, BMP-7 estimula la preliferacion cetutar. BMP-
2 también ha sido probada en células osteoprogenitoras del estroma medular
osep, que no expresan osteocalcina naturalmente, pero en presencia de este
factor induce 1a expresion del RNAm y [a sintesis de la proteina osteocalcina.
Ademas estimula la actividad de la fosfatas alcalina. Lo anterior sugiere que

BMP-2 induce el fenolipo osteoblastico. (3, 7, 26)

Tabla 6 Efecto de BMP sobre las células éseas in vitro

] T1P0O DE CELULAS PROLIFERACION SINTESIS DE MATRIZ
ik
| Condrocitos + X +
|
' Osteoblasios + T
i
(+) aumenta; (-} disminuye; {x} nolieng efecto

ACTIVIDADES DE BMP IN VIVO

BMP induce la nueva formacion ésea cuando se coloca en un sito ectépico
{no oOseo), esto lo han demostrado numerosos estudios, que también fo
sugieren como un vakoso agente terapéutico en su forma recombinante, para

la regeneracion de dafos 6seos (2, 26, 36)

BMP-2 recombinante humano (rhBMP-2) ha demostrado ser efectivo en la
reparaciin osea del fémur de ovejas En este estudio se probd la fuerza

meczrica 2 meses después de la fractura. Los individuos tratados con



rhBMP-2 mostraron una fuerza mecanica similar a el fémur contralateral no
operadp, y una mejor condicidon en comparacion con los defectos traiados
con aloinerto. En otro estudio similarmente al anterior, pero en fémur de

ralas. rhBMP-2 también reparé grandes defectos dseos, mostrando una

unidn estable en los fragmentos, {3, 7, 10)

En un gran defecto 6sec en la mandibula de perros, BMP-2 induce la unién
del defecto, verificandose histolegica y radicgraficamente. Se estimd una
fuerza mecanica del 27% en comparacion con la regién no operada a los 6
meses de la injuria, esperando una mayor mejoria con el tiempo. BMP-7
recombinante también a mostrado reparar defectos Gseos en conejos vy
perros, mostrando una fuerza mecanica comparable al hueso intacto. Otros
estudios han sefialado a los punficades parciales de BMP como agentes
terap@uticos para la regeneracion de varios defectos 0seos en animales, (3,

7, 26}

BMP es el unico factor de crecimiento conocido que es capaz de estimular la
diferenciacion de la células mesenquimatosas primitivas en condroblastos y
osteoblastos  Por lo mismo, estas proteinas se involucran en el
mantenimiento y diferenciacion de las poblaciones celulares dseas. (15, 26,

28, 41)

Los vehiculos funcionales de BMP son la malriz de cofdgena, la matriz ¢sea
desminerahzada y varias matrices sintéticas de polisacaridos. La funcién de
tos vehiculos es la de inmovilizar la proteina en gl sito el liempo suficiente
para permilir que ocurra la induccidn 6sea.  Los estudios in vivo se han
enfocado principalmente en estimular 1a reparacidon de defectos dseos, que

en otros casos no sanartan por si solos, (29)

Aunaue gl mecanismo celular por el que BMP estimula la induccién dsea es



comprendido vagamente, esta propiedad caracteristica promele ser usada en

mas situaciones clinicas que otros factores de crecimiento

EFECTO DE LAS COMBINACIONES DE LOS FACTORES DE
CRECIMIENTO SOBRE EL METABOLISMO DE LOS
OSTEOBLASTOS.

l.os efectos de jos factores de crecimiento sabre [os ostecoblastos son
observados con base en el metabolismo celular v la quimiotaxis Los efectos
metabalicos son evaluados at medir el indice de proliferacién en base a [a
sintesis de DNA. La dferenciacidon es evaluada por la actividad de la
fosfalasa alcalina y la sintesis de coldgena. El estimule de la respuesia
quinuotdctica se observa por la migracion celular en camaras especiales. (28,
29)

La proliferacion es una actividad metabdlica que se considera caracteristica
de las célutas osteoblasticas poco diferenciadas con el fin de obtener
suficiente cantidad de células para la produccion de componentes de la
matniz dsea. Esto ocurre en las fases lempranas de la reparacién Se ha
visto que 100 ng/ml de TGF- es el mejor agente sencillo que estimula la
prokferacion TGF-R  en combinacién PDGF-BB es la mejor combinacion
doble para estimular 1a sintesis de DNA en un 250 % mas, pero al combinar
EGF, TGF-i y PDGF-BB se incrementa la sintesis de DNA adn mas. Este
gran efecto sinérgico es fisioldgicamente interesante por el hecho de que las
plaguetas contienen estos tres factores de crecimiento. En cualquier lesidn
Osea se forma un coaguio, que al desintegrarse, las plaquetas liberaran estos

faclores de crecwiento en el medio lgcal, provocando una alta actividad
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prohferativa en los osteoblastos que se involucran en la lesidn det hueso. (28,

29, 37)

Los ostecbiatos muestran una alta diferenciacidn cuando se presenta la
aclividad de la fosfalasa alcalina. Esta enzima cataliza un proceso guimico
en el inicio y mantenintierto del proceso de mineralizacion en Jas Ultimas
elapas de la reparacion dsea, La combinacitn de TGF-R y PDGF tiene un
efecto sinérgico en |a diferenciacion osteobldstica. Pero la combinacion de
TGF-I con BMP muestran el mayar efecto estimulatorio en la actividad de la

fosfatasa alcalina (15, 29)
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CAPITULO 5
APLICACIONES CLINICAS EXPERIMENTALES DE
LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN MODELOS
ANIMALES.

POSIBLES APLICACIONES CLINICAS DE LOS FACTORES DE
CRECIMIENTO.

Los factores de crecimiento, en especial TGF- y BMP han demostrado su
potenle actividad estimulatoria en la reparacidon y formacién 6sea. El mayor
problema para el uso clinico de estos factores es ef uso del apropiado
sistema de entrega que asequre una suficiente actividad biclogica para los
efeclos oplimos en la formacion 6sea. BMP tiene poca actividad biologica en
solucion, por lo que necesita un vehiculo adecuado. La matnz dsea
desmineralizada, la matriz de colagena, la hidroxiapatita y varias matrices de

polisacaridos son algunos de fos mejores vehiculos conocidos para BMP.

(29 37)

La capacidad induclora de las BMPs hace de este grupo ¢l ideal para ¢l
llenado de grandes defectos Oseos, por ejemplo en cavidades grandes
después de resecciones tumorales o para facilitar la reparacion dsea en
pseudoartrosis ¢ fracturas complicadas de huesos largos, donde la perdida
dsea puede comprometer la sanacion dsea normal. Para este propdsito,
BMP puede ser usada con un vehiculo adecuado o con un material de injerto
biolégico © ne biologico si se desea una estabilidad mecanica inicral. Los

inertos 0seos autdgenos y alogénicos son ampliamente usados en la cirugia
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ortopédica El uso de hueso autdlogo liene varias desventajas que incluyen
dolor posoperatorio adicional, incomodidad a largo plazo del sitio donador,
fuentes y cantidades limitadas de hueso y tiempo operatoric prolongado.,
Con el uso de injertos &seo alogénicos, existe el riesgo de infeccidén. En un
futuro, el uso de injertos OGseos probablemente se  disminuird
considerablemente con el uso de factores de crecimiento, Experimentos en
animales han demostrado gue BMP puede formar hueso en los mismos

casos en que se necesitaria un inferto éseo autdlogo. (7, 10, 26)

Actualmenle solo existen datos de experimentos preclinicos de ios factores
de crecimiento usados en animales. Sin embargo no se conoce adn o no
hay buenos resultados de estudios en animales que puedan ser traspolados

a humanos corn igual éxito

Pocos estudios han indicado posibles efectos secundarios & corto plazo por
la estimulacién local con factores de crecimiento. La reparacién de defectos
oseos en perros ha demostrado la formacion heterotdpica de hueso vy la
formacion de quistes 6seos cuando se utilizan altas dosis de BMP-2.  Los
factores de crecimiento también podrian tener efeclos colaterales a largo
ptazo gue podrian presentarse después de décadas en un futuro. Las BMPs
se presentan en algunas células tumorales lo que sugicre que el tratamiento
con BMP podria ser carcinogénica. A la fecha, no se conocen informes que

se relacionen con este problema. (3, 7, 106, 29)

E! interés comercial por el usc de factores de crecimiento en ortopedia se
enfoca actualmente en las BMPs. Dos compaiiias, Genetics Institute {que
desarrolld y shora promueve BMP-2) y Creative Biomolecules (que
promueve BMP-7, también llamada Proteina Osteogénica-1) han iniciado
ensayos clinicos para el uso de BMPs en la reparacion de defectos y la

fusion espinal. Los primeros datos de estas pruebas clinicas se presentaran

34



probablemente en un futuro cercano y al parecer, las BMPs estaran
comercialmente disponibles en pocos arfios, bos factores de crecimiento
abnrén una nueva gama en modalidad de tratamientos, que capacitardn al
ciryano para mejorar la formacion y reparacidon 6sea en situaciones donde
la capacidad nalural de reparacion del hueso seria inadecuada para obtener
buenos resultados clinicos. Se espera que en la siguiente década se definan
las indicaciones para estas nuevas herramientas clinicas en la cirugia

ortcpadica {29, 37}

A conbinuacion se descrniben algunos estudios enfocados a aplicaciones
clinicas de los factores de crecimiento en modelos animales, que

proporcionardn una idea méas exacta de como se estudian estas sustancias

LA PROTEINA OSEA MORFOGENETICA-2 RECOMBINANTE
HUMANA (rhBMP-2) ESTIMULA LA FORMACION OSEA
ALREDEDOR DE IMPLANTES DENTALES ENDOOSEOQS.

El éxito en la colocacion de implantes endodseos requiere que el implante
permangzca estable en el hueso alveclar, En ciertos casos el implante puede
ser estabilizado en el hueso nativo, pero algunas partes del implante ne son
cubtertas por hueso Esto ocurre frecuentemente cuando se colocan
implantes en sitivs de extracciones donde ha ocurrido resorcidn dsea
exlensa y el proceso alveoclar no es suficiente para cubrir completamente el
impiante En estos casas el ciruyjano emplea normalmente un procedimiento
gue estimule fa formacién dsea Estos procedimientos incluyen generalmente

un tratamiento con injerto éseo yio membrana ({8, 17)



Un estudio realizado por Cochran y col, comprobd que la proteina dsea
morfogenética-2 recombinante humana {rhBMP-2}, utilizando como vehiculo
esponja de colagenao estimula la fermacion de hueso alrededor de implantes

dentales endodseos colocados en diferentes defectos dseos en [a mandibula

de perras

Se colocaron 48 impfantes, de los cuales en 24 se colocd también la
colagena que contenia rABMP-Z, en los 24 restantes solo se colocé el
vehiculo de colagena Algunos sitios de los implantes fueron cubieros con
una membrana no reabsorbible de polimetafivorurostileno Se realizd un
analisis histologico después de 4 y 12 semanas. El drea de nueva formacion
osea fue calculada basandose en el porcentaje de contacto entre el hueso vy

el implanie y por el porcentaje de hueso que cubii¢ el defecto 6seo.

Los resultados mosiraron que la adicidn de rthBMP-2 produjo grandes
cantidades de hueso que cubric el defecto éseo, ademas de un mayor
contacto en toda la superficie rugosa del implante. Los sitios tratados con
membrana a las 4 semanas mostrd poca formacion osea y a las 12 semanas
no se observo alguna diferencia entre los sitios tratados o no tratados con
membrana En algunas de las muestras tratadas con rhBMP-2 se encontrd

mayor cantidad de hueso nuevo a nivel coronal de las membranas qua [0s

sitios no tratados con thBMP-2. (9)

Estos datos demuestran que rhBMP puede ser usado para estimular la
formacian dsea alrededor de los implantes dentales en defectos dseos, que
se pudiesa llegar a pensar, ser sitios inadecuados para que el implante sea

cuberto adecuadamente.



EN LA OSTEOGENESIS POR DISTRACCION DE LA
MANDIBULA SE PRESENTAN LOS FACTORES DE

CRECIMIENTO.

La osteogénesis por distraccion consiste en la elongacidn de los huesos por
medio de dispositivos con tornillos que separan los fragmentos 6seos, Esle
método es Ul para generar, en ocasiones, gran cantidad de hueso en los

casos indicados, principaimente en la poblacién infantil. (13)

En el estudio realizado por Farhadieh y col, demuestran la importancia
biolégica de la cascada de los factores de crecimiento presentes en la

distraccién de la mandibuta en un modelo ovino.

La reparacion de una fracturg es principalmenta por osificacion endocondral,
pero también hay regiones con osificacion intramembranosa. La formacidn
osea por distraccién es principalmente una osificacion intramembranasa. La
base biologica de la diferencia de estos dos procesos todavia no se

comprende bien. {13, 15, 38)

En 4 grupos de ovinos se usaran varios rangos de distraccion (1, 2, 3y 4 mm
/ dia), usando un distractor en & énguio de la mandibula. Las mandibulas
fueron elongadas 24 mm para luego ser inmovilizadas por un periodo de 5
semanas y posteriormente, sacrificar a los animales. Las mueslras
mandbulares se sometieron a estudios inmunchistologicos para buscar la
presencia de TGF-3, IGF-t y bFGF.

En los resultados se obtuvo que los 4 grupos presentaron los factores de

crecimiento estudiados. Interesantemente resulté que, los grupos con una
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distraccion mas rapida, mostraron una presencia mas fuerte de los factores

de crecimiento.

En la reparacion de una fractura, se ha visto que, la localzacién de TGFR}
corresponde a la precisa region de la osificacion intramembrancsa. En [a
osificacion observada en al distraccién, TGFR tiene una difusa presencia por
loda la regién alargada, por ser toda esta zona de osificacidn

intramembranosa {13)

En la fractura, IGF-l y bFGF promueven la proliferacién y diferenciaciodn de
los osteoblastos a partir de las células precursoras. La intensa presencia de
IGF-I y bFGF en la region distraida se puede relacionar a la proliferacion

osteoblastica a parlic de células mesenquimatasas. {18, 25, 29)

En este estudio se demuestra la importante relacion entre los factores de
crecimiento y la osteogénesis por distraccidn, gue es en si una tension

mecanica inductora de nueva formacién dsea

ESTIMULACION DE LA REPARACION DE LA FRACTURA POR EL
FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS BASICO (FGF-2) EN
RATAS NORMALES Y DIABETICAS,

DFGF tiene un efecto estimulador principalmente en la proliferacion de las
células mesenguimatosas, su achvidad mitégena se observa mas en los

fibroblastos y preosteoblastos que en los osteoblastos diferenciados. (18,

24, 38)

En este estudio se compara como la aplicacion de bFGF en el sitio de

fraclura puede faciitar el proceso reparativo de la fractura en ratas diabélicas
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y ratas narmales Las ratas diabéticas tienen disminuida su capacidad para

regenerar hueso en Ia fractura

La fractura se reahzd a la mitad de la fibula izquierda y se administré bFGF
en concentraciones de 0, 0.4, 2, 10 y 50 microg en un gel de fibrina como
vehiculo. Fue inyectada inmediatamente en ef sito de fraciura y se cerrd la

hernda

Se midio el volumen del callo y contenide mineral del calle dsec Se realizd
también un analisis radiografico e histelégico en busca de bFGE enddgeno
en los dos grupos. Finalmenie se midio la fuerza biomecanica de los

fragmentos 6s20s

EFECTOS DE rhFGF EN LA REPARACION DE LAS FRACTURAS EN
RATAS NORMALES,

En las ratas normales con tratamiento de rhFGF se observd durante la
primera semana tepdo de granulacién con contenido de células inflamatorias
y posteriormente fue remplazado por tgjido cartilaginoso. Al mismo tiempo se
presentd osificacidn intframembranosa bajo et periostio. A las 3 semanas de
la fractura el tejido cartilaginoso comenzé a calcificarse por medio de una

osificacton endacondral.

Curando se aplico inmediatamente 50 microg de rhFGF en el silio de fractura,
se acelero grandemente |a formacion del callo. A la semana se observd un
gran callo con condrogénesis y osificacion periosteal en comparacion con el
grupc control A las tres semanas hubo formacidn de un puente dseo
generado por la osificacion endocgndral en el stho de fraclura que no se

observo en el grupo control.



La aplicacion de rhFGF incrementd el volumen del callo 2.1 veces mas, y el
contenido munerat del callo dseo aumentd 1.8 veces mas que la rata control,

S
e e

Figu L. Caricleristicas histoldgicas del sitio de fractura en mas
nonnaies con li administracion de FGF o vehiculo solo

EFECTOS DE rhFGF EN LA REPARACION DE LA FRACTURA EN RATAS
DIABETICAS

La reparacion de fracluras en ratas diabélicas fue menor en comparacion a
las ratas narmales El tamano del callo 6seo fue mucho menor en 1 y 3

semanas y a la semana 5 ru siquiera se hubo un tejido fibroso en la fractura.

La aplicacion de 50 microg de thFGF en el sitio de fractura estimuld el
procesc reparative en grado similar a las ratas normales, produciendo un
gran callo 6se0 a la semana 1y 3, en la semana 5 el callo se habia
remodelado como se observd en las ratas normales, Ef tratamiento con

bFGF zumentd significativamente las propiedades mecdnicas de la fibula
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frgclurada en las ratas diabéticas similarmente a las ratas normales no

tratadas. (24}

El volumen del callo y el contenido mineral 6sec de las ratas diabéticas sin
tratamiento de rhFGF fue cerca de una tercera parte en comparacion con las
ratas control. tFGF estimuld importantemente el proceso reparativo de la
fractura en las ratas diabéticas, principalmente por la produccidn de un gran

callo de fractura en las etapas tempranas de la reparacion. (24, 29, 38)

r - -’ - P ..
I Vi 12 Caacicristicas histologicas del silio de fmactura en ralos
dinbdueas con L adiminisimelon de FGF o veliculo s6lo.

La inmunohistogquinmica de bFGF endbgenc en el sitio de fractura demostrd
que en las ralas normales este factor estuvo ampliamente distribuido
espacizlmanie en ¢l callo vy penostio en la semana 1 y 3, mientras que en las
ratas diabéucas se observd mucho menor canlidad de bFGF en toda el area.
El tratamiento con nsubna normalizé los ruveles de glucosa sanguinea,

restaurando la inmunotincién para bFGF en el érea de fractura. {24)
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Con este estudio se demostrd que ta aphicacion local de rhFGF en el sitio de
fractura estimuld la formacion del callo vy facilitd la reparacion de la fractura
en ratas normales. las ratas diabéticas recobraron su capacidad
regeneradora en grado similar a las ratas normales cuando se les aplicd
localmente rhFGF en la fractura o cuando se les aplicd insulina para

normalizar (os niveles de glucosa.

Figura 13 Caracteristicas
lustoldgicas y radiologicas de
la respuesla de FGF enla
reparacton de una fraclura
después de 3 semanis ¢n ratas
nommates

bFGF [ o 04 2 10 sn |
(ne) : - ;

Figura 14 . Caracleristicas
histolégicas y radioldgicas de
la respucsta de FGF enla
reparacion de una fractura
después de 3 semanas en ratas
dinbéuicas
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CONCLUSIONES

L os faclores de crecimiento aumentan la replicacion celular y estimulan la
diferenciacion de jas funciones metabdlicas de las ¢élulas oseas. Ejercen sus
efectos a lravés de receptores especificos de membrana en la célula blanco
o de manera autdcrina, es decir estimulandose una celula & si misma. Esto
conduce a una cascada de eventos intracelulares que afectan Ja expresidn
genglica manifestdndose en diferentes funciones metabdlicas como la

division celular, diferenciacion celular v la sintesis de proteinas,

El comportamiento de las células dseas depende del faclor de crecimiento o
la combinacion de éstos que afecte a estas células. TGF-3 existe en altas
cantidades en el hueso y plaguetas a comparacion de ofros tejidos TGF-i es
prebablemente el mas potente regulader muitifuncional en el metabolismo
celular del hueso, su principal accidn es la de estimular la proliferacion de
células osteoprogenitoras y ser un agente quimiotactico para los
osteoblastas. Las 8MPs son el dnico factor de crecimiento conocido que
estimulan las celulas mesenquimatosas primitivas para diferenciarias en
osteoblastos y condroblastas. POGF es un potente estimulador tanto en la
proliferacién celular como en la sintesis de matriz osteoide, ademas, la
isoforma PDGF-BB es uno de los mas fuertes agentes quimiotacticos para
los osteoblasios. IGF se encuenira en la malriz Osea, pero especialmente
IGF-Il esta en mayor concentracion. |IGF estimula principalmente la
proliferacién de ostecblastos indiferenciados. FGF también esta presente en
la matnz osieoide y es secretado por los osteoblastos. FGF basico esta en
concentraciones diez veces mas gue FGF acido FGF es principalmente
mitégeno en las células dseas normales, ademds de fomentar la

angiegenesis en la lesion
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Los estudios sugieren que los factores de ¢recimiento podrédn ser usados en
casos clinicos para estimular la nueva formacidon odsea usando dosis
correclas y métodos de aplicacion adecuados. Asi también, se investiga para
conocer las posibles combinaciones de faciores de crecimiento para tener un

efecto sinérgico en las diferentes funciones metabdlicas de las céluias seas.

| a revision antenor nos da una idea de la gran gama de procesos celulares y

moleculares que se llevan a cabo conjuntamente para reparar una lesidn

dsea.
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