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1. RESUMEN 
 
En humanos la falta de unión es una complicación que se presenta en un 5 a 10% 
de las fracturas de huesos largos, porcentaje que se incrementa notablemente 
cuando la diáfisis tibial se encuentra involucrada. En la falta de unión el proceso 
de reparación ósea se detiene y la reparación de la fractura es poco probable, a 
menos que se establezca un protocolo terapéutico adicional. Se sabe que el tejido 
presente en el sitio de falta de unión puede servir como un reservorio de células 
progenitoras mesenquimales, que en respuesta a un estímulo específico (eléctrico, 
mecánico, biológico o una combinación de todos ellos), son capaces de continuar 
con el proceso osteogénico. 
 
Se sabe que la estructura del hueso se adapta a las cargas a las que se somete 
de manera continua; existiendo evidencia que sustenta que los cambios en la  
presión del flujo del líquido intersticial es uno de los mecanismos mediante los que 
se transmite un estímulo mecánico externo a las células óseas. En consecuencia, 
al incrementarse la presión intramedular o la estimulación mecánica externa, el 
flujo del líquido intersticial podría modificarse al inducirse la deformación del tejido 
mediante la aplicación de dicho  estrés mecánico. Es decir, si la estimulación 
mecánica es capaz de inducir la osteogénesis, su aplicación en un proceso de 
falta de unión por medio de un clavo bloqueado intramedular percutor podría 
reactivar la reparación ósea y favorecer la reparación de la fractura. 
 
Para evaluar esto último, en el presente trabajó se utilizaron  3 borregos machos 
de la raza Suffolk, de un año y medio de edad en los que se generó un proceso de 
falta de unión ósea en la tibia izquierda. Uno de los animales se utilizó como 
control y los dos restantes se sometieron a estimulación mecánica por vibración. 
El estímulo mecánico se administró mediante un clavo intramedular bloqueado 
diseñado en el Instituto Nacional de Rehabilitación, México. El estímulo mecánico 
se administró por un periodo de 12 semanas en el animal experimental 1 (grupo 
EM12) y por 3 semanas en el animal experimental 2 (grupo EM3). El seguimiento 
del estudio se realizó por un periodo total de 12 semanas.  En el estudio 
radiográfico a 12 semanas se observó una línea de fractura evidente y ausencia 
de un callo de reparación entre los bordes de fractura (Grupos control y EM12); el 
grupo EM3 mostró un callo mineralizado y no se observó evidencia de la línea de 
fractura. En el análisis histológico, se observó la predominancia de tejido fibroso 
en los grupos control y EM12. En contraste, en el grupo EM3 el total del tejido 
evaluado en el callo de reparación correspondió a matriz ósea mineralizada.  Se 
evaluó la expresión de las BMPs 2/4 en el sitio de falta de unión; sin embargo, en 
ninguno de los animales de experimentación o el control se observó tinción 
positiva a las 12 semanas de evaluación. En conclusión, demostramos que la 
estimulación mecánica, administrada por medio de un clavo bloqueado percutor, 
reactiva el proceso de osteogénesis y facilita a la reparación de una fractura 
cuando se aplica a un proceso de falta de unión ósea.  
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2. ABSTRACT 
 
 
In humans, the bone nonunion is a complication that occurs in 5 to 10% of long 
bone fractures. Such ratio is increased when the affected bone is the tibia, 
especially the tibial diaphysis.  In the nonunion, bone repair has stopped and 
the union between the edges of the fracture is unlikely, unless an additional 
therapeutic protocol is used.  
 
It is accepted that bone molds its shape in response to mechanical load. 
Accumulated evidence suggests that changes in interstitial fluid pressure are a 
mechanism by which an external mechanical stimulus is transmitted to bone 
cells. In addition, it has been observed that osteogenic process at the nonunion 
site may be resumed after a mandatory stimulus (electric, mechanic, biological 
or a combination of them), since the nonunion site may serve as a reservoir of 
mesenchymal progenitor cells. As a consequence, the interstitial fluid pressure 
can be modified by deformation of tissue either through the application of 
mechanical stress, increasing intramedullar pressure or by means of an 
external mechanical stimulation. If mechanical stimulation is capable of 
inducing osteogenesis, a percutor mechanism placed in direct contact with the 
bone might improve the efficiency of bone repair on a process of bone 
nonunion.  
 
This study was carried out in three 1.5 year-old Suffolk male sheep which had a 
process of bone atrophic nonunion in the left tibia. One experimental animal 
was used as control; the other two were subjected to mechanical stimulation. 
Mechanical stimuli were applied in situ using an interlocking nail with an internal 
percussion device, designed at the National Institute of Rehabilitation, Mexico. 
Animal number one (MS12 group) was followed up for 12 weeks, while animal 
number two (MS3 group) was followed up for 3 weeks. At 12 weeks, the 
radiographic study showed that Control group and SM12 group had evident 
fracture gaps with rounded edges and no evidence of callus formation between 
them. In contrast, MS3 group showed a large mineralized callus between the 
four bone cortices; there was no evidence of fracture gap. Histological analysis 
demonstrated that predominant tissue in control group and MS12 group was 
the fibrous. Conversely, the ME3 group showed that total tissue at the 
reparation callus corresponded to mineralized bone matrix. The expression for 
BMPs 2/4 was evaluated at the nonunion site; however, neither experimental 
nor control animals showed positive staining at 12-weeks evaluation. We 
conclude that mechanical stimulation applied through a percutor interlocking 
nail reactivates osteogenesis and leads to bone repair when it is applied onto a 
process of bone nonunion. 
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3. ANTECEDENTES 
 

1. FRACTURAS ÓSEAS 

Los huesos largos están sometidos a la acción de fuerzas fisiológicas y no 
fisiológicas. La acción de las fuerzas no fisiológicas se presenta durante 
situaciones poco usuales como accidentes automovilísticos, lesiones por 
armas de fuego o caídas, donde estas fuerzas son transmitidas directamente al 
hueso, excediendo su límite de resistencia y dando origen a una fractura. Por 
su parte, las fuerzas fisiológicas se originan al apoyar peso sobre los 
miembros, por la contracción muscular o la actividad física y se transmiten al 
hueso a través de las superficies articulares por la misma contracción 
muscular, ejerciendo su acción en forma de tensión o compresión axial; estas 
últimas a su vez originan fuerzas de flexión y torsión. Normalmente, la acción 
de estas cuatro fuerzas (tensión, compresión, flexión, torsión) no excede el 
límite de resistencia del hueso, pero bajo ciertas circunstancias poco usuales, 
también puede dar origen a una fractura.1 

Una fractura es la pérdida completa o incompleta de la continuidad de un 
hueso o cartílago. Se acompaña de varios grados de lesiones a los tejidos 
blandos adyacentes, incluyendo el compromiso del flujo sanguíneo. Como 
resultado de este conjunto de alteraciones se compromete la función del 
sistema locomotor.  Las fracturas pueden clasificarse tomando en cuenta las 
causas que las originaron, su localización, su forma, la presencia de heridas  
en la piel y la estabilidad lograda después de la reducción. 2 

Por otra parte, las fracturas en reparación pueden presentar complicaciones 
derivadas del propio accidente o como resultado del tratamiento seleccionado 
para su reparación. Es decir, a pesar de que la tecnología médica y la 
ortopedia han hecho grandes avances en el tratamiento de las fracturas, aún 
se siguen presentando complicaciones como mala unión, unión retardada y 
falta de unión. De particular interés es la falta de unión ósea debido al cese 
total de la reparación.3 

 

2. ASPECTOS MOLECULARES DE LA REPARACIÓN ÓSEA 

Si bien el proceso de reparación de una fractura, aún continúa sin ser 
comprendido con precisión, este involucra una cascada compleja de eventos 
biológicos. Estos eventos involucran mecanismos de señalización molecular 
extracelular e intracelular relacionados con la inducción y la conducción ósea.4  
La reparación ósea, un proceso regenerativo complejo pero bien organizado, 
se inicia en respuesta a una lesión y en la mayoría de los casos, terminará con 
el restablecimiento de la estructura y  función esquelética. Durante este 
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proceso, se repite la vía del desarrollo embrionario normal del hueso, con la 
participación coordinada de diversos tipos celulares.4,5 

2.1. Contribución de las diferentes zonas de la fractura a la reparación 
ósea 

Existen cuatro zonas que componen el sitio de la lesión en una fractura y que 
contribuyen al proceso de reparación, las cuales son las cortezas óseas y el 
espacio entre éstas, el periostio, el canal medular (médula ósea) y los tejidos 
blandos aledaños. Debido a las diferencias entre estas zonas, durante la 
reparación de una fractura, la formación de tejido nuevo no es homogénea en 
todo el callo formado.4,5,6 De manera general, a partir de la médula ósea y las 
zonas intercorticales se genera un callo blando que dará lugar a la formación 
de hueso por osificación endocondral; mientras que a partir del periostio y los 
tejidos blandos adyacentes se forma un callo duro, que generará hueso por 
osificación intramembranosa.4,7,8 El grado de contribución a la reparación de 
cada componente dependerá de las condiciones presentes en el sitio de 
fractura, entre las que se pueden mencionar la cantidad de factores de 
crecimiento, hormonas, nutrientes, pH, tensión de oxígeno, ambiente eléctrico 
y sobre todo, la estabilidad mecánica de la fractura.4,5  

 

2.2. Tipos de reparación ósea 

De acuerdo a los eventos histológicos que se presentan  durante el proceso de 
reparación, este se ha clasificado en directa o primaria e indirecta o 
secundaria.4,5 

a) Reparación ósea directa (primaria) 

Este tipo de reparación se presenta cuando se logra una reducción 
anatómica de los fragmentos de fractura por medio de una fijación interna 
rígida, que en consecuencia reduce la tensión interfragmentaria. Este 
proceso involucra el restablecimiento directo de nuevos conductos 
Haversianos entre los fragmentos a través de las unidades de remodelación 
conocidas como “conos de remodelación”, con el objeto de restablecer la 
continuidad mecánica. En este tipo de reparación, las células vasculares 
endoteliales y las mesenquimales perivasculares producen células 
osteoprogenitoras que se diferenciarán a osteoblastos. En este proceso se 
observa poca o ninguna formación de callo a partir  del periostio.4,5,7,9,10 

 

b) Reparación ósea indirecta (secundaria) 
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Este tipo de reparación se presenta en la gran mayoría de las fracturas e 
involucra la formación de callo por medio de la combinación de la osificación 
endocondral e intramembranosa.4,5, 6,7,8,9,10, 11,12,13 

En la osificación intramembranosa se forma hueso de manera directa, sin 
pasar previamente por la formación de cartílago,  a partir de las células 
comprometidas a la línea osteoprogenitora y de las células mesenquimales 
indiferenciadas que residen en el periostio que se encuentra lejos de la línea 
de fractura.4,6 

La osificación endocondral involucra la formación de cartílago, a través del 
reclutamiento, proliferación y diferenciación de células mesenquimales hacia la 
línea condroblástica; posteriormente, este tejido será calcificado y sustituido 
por hueso.  Por sus características temporales se ha dividido en seis etapas: 
formación del hematoma e inflamación, angiogénesis y formación de cartílago, 
calcificación del cartílago, remoción del cartílago, formación de hueso y 
finalmente remodelación ósea. Este tipo de reparación se atribuye al periostio y 
tejidos blandos adyacentes a la línea de fractura, los cuales generan la 
formación temprana de un callo que estabiliza los fragmentos de fractura.5, 

6,7,8,11,13,14,15 

 

2.3. Células fundamentales en el proceso de reparación ósea 

Las células son el elemento  clave en el proceso de reparación y se comunican 
entre ellas por medio del intercambio de moléculas que actúan sobre 
receptores específicos de superficie. Los diferentes tipos celulares aparecen en 
secuencia cronológica, con cierto grado de solapamiento, lo que da lugar a las 
fases reconocidas en la reparación ósea a través de la osificación 
endocondral.16  

En el proceso se observa la acción coordinada de diversos tipos celulares y de 
células individuales en el sitio de fractura. La acción de estas células es 
controlada por la activación secuencial de genes típicos, mismos que son 
activados por citocinas solubles (factores proteicos solubles), moléculas 
pequeñas (histamina, prostaglandinas, etc.) o moléculas provenientes de la 
matriz extracelular. Estas moléculas mensajeras interactúan con receptores 
específicos en la superficie celular, lo que usualmente causa un cambio en la 
conformación de las  proteínas receptoras transmembranales, activando su 
función enzimática para iniciar una cadena de señalización intracelular que 
llevará la información al DNA en el interior del núcleo. A continuación, la 
respuesta celular es iniciada por la activación de genes y la expresión de 
ciertas proteínas, ya sean productos de  secreción o de regulación intracelular. 
16 
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Las células inflamatorias, mesenquimales (MSCs), vasculares, progenitoras 
osteocondrales y los osteoclastos son parte fundamental del proceso de 
reparación.11 Las MSCs son células madres  que tienen el potencial de 
comprometerse y diferenciarse hacia múltiples líneas celulares, dando origen  
a las células de los tejidos mesenquimales que incluyen al hueso, cartílago, 
tendón, músculo, ligamento, estroma de la médula ósea y grasa.5,12,14 

Durante la reparación ósea, las fuentes potenciales de migración de células 
mesenquimales son la médula ósea, el tejido de granulación, la capa profunda 
del periostio, el endostio, así como los tejidos blandos circundantes. Además, 
las células mesenquimales perivasculares que existen  en los vasos 
sanguíneos también contribuyen a la reparación. Sin embargo, el tejido fuente 
primario de MSCs es el periostio, por lo que  la capacidad de formar un callo de 
reparación se ve disminuida si este es removido.5,14 

 

2.4. Moléculas involucradas en la promoción de la reparación ósea 

Las moléculas de señalización que regulan el proceso  de la reparación 
pueden ser clasificadas en tres grupos:4,5,6,8,11,14 

1. Citocinas proinflamatorias 
2. Factores de crecimiento y diferenciación. 
3. Metaloproteinasas y factores angiogénicos 

Cada uno de estos grupos de citocinas y morfogénos tiene actividad biológica 
que promueve diferentes procesos que se sobreponen y dirigen las 
interacciones entre las diferentes poblaciones celulares.6 

 

2.4.1. Citocinas proinflamatorias 

Las citocinas son producidas por las células inflamatorias y comienzan a 
ejercer su acción inmediatamente después de la lesión por un periodo limitado 
de tiempo. Además, algunas de ellas son expresadas de nuevo en las etapas 
centrales de la reparación para estimular la osteoclastogénesis y llevar a cabo 
la remoción del cartílago; otras más son inducidas en las últimas etapas, 
durante la remodelación ósea.6 

La interleucina 1 (IL-1) y la 6 (IL-6), así como el factor de necrosis tumoral-α 
(TNF-α), son reconocidos por  desempeñar un papel clave en el  inicio de  la 
cascada de la reparación ósea. Son secretados por macrófagos y células 
inflamatorias, así como por las células mesenquimales del periostio.4,5,6 Los 
efectos de estas citocinas son la quimiotaxis hacia otras células inflamatorias, 
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el incremento en la síntesis de matriz extracelular, estimular la angiogénesis, y 
el reclutamiento de células fibrogénicas endógenas hacia el sitio de lesión.4,6 

Las citocinas inflamatorias presentan dos picos de expresión, el primero a las 
24 horas de ocurrida la fractura, reduciéndose a niveles casi indetectables 
durante el periodo de formación de cartílago.4 En el segundo pico, la expresión 
de factores reguladores clave de la osteoclastogénesis, como RANKL y OPG 
(dos miembros de la superfamilia del TNF-α), así como el factor estimulante de 
colonias de macrófagos (MCSF), se incrementa en asociación con la resorción 
del cartílago mineralizado al final de la osificación endocondral y disminuyen su 
expresión durante la remodelación ósea; en contraste,  la IL-1 y la IL-6 vuelven 
a incrementar su expresión en asociación con la remodelación ósea durante la 
osificación secundaria.6 Por esta razón se considera que estas citocinas 
participan en la regulación de la osificación endocondral y la remodelación; de 
manera específica, el TNF-α promueve el reclutamiento de células madre 
mesenquimales, induce la apoptosis de los condrocitos hipertrofiados y 
estimula la función osteoclástica. De hecho, el TNF-α es de vital importancia en 
la regulación inicial del proceso, su ausencia retrasa la reabsorción de cartílago 
mineralizado, evitando la formación de hueso nuevo; por el contario, cuando es 
sobrexpresado, el cartílago se remueve de manera prematura dando lugar a 
una formación deficiente de hueso.4,5,6, 

 

2.4.2. Factores de crecimiento y diferenciación 

2.4.2.1. Superfamilia del TGF-β 

La superfamilia del TGF-β es una gran familia de factores de crecimiento y 
diferenciación que incluye a las proteínas óseas morfogénicas (BMPs), al factor 
de crecimiento transformante-beta (TGF-β), los factores de crecimiento de 
diferenciación (GDFs), activinas, inhibinas, y la sustancia inhibitoria 
Mulleriana.4,5,6  Estos factores se originan de proteínas precursoras de alto 
peso molecular que son activadas por enzimas proteolíticas y actúan  en 
receptores de membrana serina/treonina de las células diana. La interacción 
ligando-receptor activa una vía de señalización intracelular que tiene efecto 
sobre  la expresión de genes en el núcleo.4,5 Los miembros específicos de esta 
familia que promueven las diversas fases de la osificación intramembranosa y 
endocondral durante la reparación ósea son las BMPs 1-8, GDF-1, 5, 8 y 10, 
así como el TGF-β1, β2 y β3.4,5,6 

 

2.4.2.1.1. Proteínas óseas morfogénicas 

A partir del descubrimiento por Urist en 1965, de que la implantación de hueso 
desmineralizado induce la formación de hueso y sobre la participación de las 
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BMPs en este proceso, existen numerosos trabajos que relacionan a esta 
proteínas con la esqueletogénesis y la reparación de las fracturas. Actualmente 
se conocen al menos 15 BMPs, que a excepción de la BMP-1, forman parte de 
la  superfamilia de genes del TGF-β.17,18  

 2.4.2.1.1.1 Función 
 
 Durante la vida embrionaria, las BMPs son importantes en la señalización que 

regula la neurogénesis y la hematopoyesis, así como en la órganogénesis del 
esqueleto al inducir la formación de los somitas, y la diferenciación de los 
precursores de condroblastos y osteoblastos. Después del nacimiento estas 
proteínas juegan un papel importante en la regeneración y el mantenimiento 
de la masa ósea, ya que inducen la diferenciación de células mesenquimales 
hacia osteoblastos y regulan su función. También están involucradas en el 
desarrollo de tendones, ligamentos y cartílago17,18,19. Diversas BMPs, 
incluyendo las BMPs-2, -3, -4, -6 y -7 inducen la diferenciación a osteoblastos 
de diferentes células mesenquimales pluripotenciales. También se ha 
observado que se encuentran involucradas en la reparación de las fracturas. 
En este aspecto se conoce poco sobre el efecto fisiológico de los diferentes 
factores de crecimiento in vivo, pero algunos estudios de inmunolocalización 
de los diferentes factores de crecimiento durante la reparación de fracturas en 
humanos, han mostrado que las BMPs, sus receptores y los componentes de 
su vía de señalización se expresan en  el callo de reparación. En estos 
estudios se observó que las BMPs-2 y -4 se expresan en todas la fases de la 
reparación de una fractura 20. 

 
 Adicionalmente, se ha demostrado que las BMPs -2, -4 y -7 se regulan 

positivamente en células inmaduras durante las fases tempranas de la 
reparación ósea, y su expresión se mantiene de forma continua a lo largo de 
todo el proceso. Las BMPs y las moléculas que participan en su cascada de 
señalización se expresan en los sitios de formación de callo, lo que sugiere un 
papel clave en la reparación de las fracturas y da origen a la posibilidad de 
usarlas como objetivo o terapia para el tratamiento de las mismas.21, 22 Se ha 
sugerido que la disminución en la actividad de estas proteínas se asocia con 
retrasos y falta de unión durante  la reparación de fracturas.20, 23  Algunos 
autores postulan que en los sitios de unión demorada y/o de falta de unión, los 
niveles de BMPs y/o sus receptores se encuentran por debajo de los niveles 
normales 24.  

Actualmente es claro que las BMPs juegan un papel esencial en el control de la 
reparación ósea, y que su expresión varía a través de las fases del proceso. 
Las BMPs son morfógenos pleiotrópicos que desempeñan un papel central en 
la regulación del crecimiento, diferenciación y apoptosis de osteoblastos, 
condroblastos, células neurales y epiteliales.4,7 Estas proteínas son producidas 
por las células mesenquimales, osteoprogenitoras, osteoblastos y 
condrocitos4,6,7 y se almacenan en la matriz extracelular4,5. En la condro-
osteogénesis inducen una cascada de eventos secuenciales, entre los que se 
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incluyen quimiotaxis, proliferación y diferenciación de células mesenquimales y 
osteoprogenitoras, angiogénesis y la síntesis controlada de matriz 
extracelular.4,5,6 Su efecto regulatorio depende del tipo de célula diana, su 
etapa de diferenciación, la concentración local del ligando así como su 
interacción con otros factores circundantes , de tal forma que cuando las BMPs 
activan sus receptores, se inicia una vía de señalización que regula la 
transcripción de genes blanco.4,5 

Los diferentes tipos de BMPs están relacionados estructural y funcionalmente 
entre sí, sin embargo, cada tipo tiene una función específica así como un 
patrón de expresión temporal diferente durante el proceso de reparación. 4,5,13 
Se ha identificado a las BMPs 2,4,6,7,9 y 14 como las más representativas en 
función. Estas BMPs  presentan diferencias en expresión, afinidad por sus 
receptores, y en el efecto de regulación que los antagonistas extracelulares 
(Noggin, Gremlin, regulador de unión a BMP derivado de precursor de células 
endoteliales- BMPER) presentan sobre ellas. Además, difieren en su 
disponibilidad para ciertos tejidos debido a su unión específica a los 
componentes de la matriz extracelular y la presencia de receptores de 
superficie celular.13 Los receptores de las BMPs están formados por complejos 
heteroméricos compuestos de receptores Tipo I y Tipo II (BMPRI, BMPRII), 
pero además, su señal es regulada por co-receptores específicos de los 
tejidos, como Endoglin, Ror2 y las moléculas de guía repulsivas –RGMs.  

 
     2.4.2.1.1.2 Vía de señalización 

La vía de señalización  intracelular de las BMPs involucra la activación de las 
proteínas Smad, las cuales serán translocadas al núcleo para inducir la 
transcripción de genes. Sin embargo, también pueden inducir respuestas a 
través de la señalización independiente de Smads al activar a la proteína 
cinasa activada por mitógeno p38 (p38MAPK). La vía de señalización de la 
p38MAPK se caracteriza por el reclutamiento de proteínas inhibidoras de la 
apoptosis (XIAP), la cinasa activada 1 del TGF-β  (TAK1) y la proteína de unión 
a TAK (TAB). Estas proteínas forman un complejo adaptador que regula las 
cinasas activadas por mitógeno (MKK) cuya función es activar a las MAPKs.13 

Adicionalmente, las BMPs también activan la cinasa de regulación extracelular 
1,2 (Erk 1,2) y a la cinasa c-Jun-NH2-terminal (JNK)/proteín cinasa activada por 
estrés (SAPK).13 Las BMPs también activan a la fosfatidil inositol cinasa (PI3K) 

que generará el segundo mensajero unido a membrana fofatidil inositol 3,4,5 
trifosfato (PIP3), molécula que regula la actividad de las proteínas involucradas 
en la sobrevivencia y migración celular ( cinasa de sobrevivencia Akt/PKB; 
GTPasas Rho respectivamente). La señalización por Akt es importante para la 
diferenciación dependiente de BMPs y las GTPasas Rho son importantes en la 
reorganización del citoesqueleto de actina mediante la formación de actina 
filamentosa (F-actina). Otro ejemplo de cinasa regulada por BMPs, y con un 
papel determinante en la reorganización del citoesqueleto,  es la cinasa de 
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dominio Lim (LIMK). Esta cinasa reorganiza el citoesqueleto de actina a través 
del factor de despolimerización de la actina (ADF)/cofilina.13 

Además, las BMPs se pueden unir a un solo receptor, lo que induce su 
oligomerización e internalización dependiente de caveolina para activar las vías 
independientes de Smad como Erk y MAPK. Estás dos vías activarán ATF2, c-
jun o c-fos, las cuales regulan los genes blancos de las BMPs como la 
osteopontina, fosfatasa alcalina o colágena Tipo I.16 

 Los efectos de las BMPs en los osteoblastos son mediados por la activación 
de un complejo heteromérico de receptores de membrana y la transducción de 
señalizaciones específicas. Una vez activado, el complejo de receptores lleva 
a cabo la transducción de señales a través de la activación de proteínas 
específicas que forman complejos heteroméricos que se acumulan en el 
núcleo y participan en la regulación de expresión de genes.19 Estos receptores 
han sido identificados, caracterizados molecularmente, y clonados. Se trata de 
proteínas pertecencientes a la superfamilia de los receptores de los factores 
de crecimiento relacionados con el TGF-β, incluyendo las BMPs. La mayoría 
de los miembros de esta superfamilia actúan formando complejos constituídos 
por dos tipos diferentes de receptores: receptores tipo I (50-55 kDa) y tipo II 
(más de 75 kDa). 19,20  Estos receptores poseen un dominio serina/treonina 
cinasa; en el BMPR II el dominio es activo y fosforila al dominio Gly-Ser (GS) 
del BMPR I al unirse a su ligando, activando las cinasas del BMPR I (Figura 
1). La especificidad de la señal intracelular está determinada principalmente 
por los receptores tipo I.  El BMPR-II tiene una cola C-terminal después del 
dominio SER/TREO; esta cola terminal interactúa con la cinasa LIM 1 (LMK1) 
y con Tctex1.20  

 
 Diversos estudios sugieren que los receptores sufren una regulación positiva 

durante la formación del hueso ya sea durante el desarrollo embrionario o 
durante la reparación de fracturas. Asimismo se ha encontrado que en las 
células osteoblásticas existen numerosos sitios de unión para BMPs, 
aproximadamente 2500/por célula, así como también en células tumorales o 
asociadas a otras patologías. 17,19,20 Para las BMPs se conocen dos 
receptores Tipo I diferentes: el receptor Tipo IA (BMPR-IA o receptor cinasa 
similar a la activina-ALK 3), y el Tipo IB(BMPR-IB o ALK-6), estos poseen un 
84% de similitud en la secuencia de aminoácidos correspondiente al dominio 
con actividad de cinasa.  Además, las BMP-7(OP-1) y BMP-2 comparten el 
receptor de la activina (ActR-I o ALK-2), que posee un 62% de identidad con 
los dos receptores anteriores.20 

 
 Por otra parte, el receptor BMP Tipo II (BMPR-II) contiene en su porción 

terminal 530 aminoácidos ricos en residuos de serina y treonina. El BMPR-II 
une a varias BMPs, como las BMPs-2, -4 y -7, y no se ha observado que se 
una a la activina. En contraste se ha observado que los receptores Tipo II 
(ActR-II) y IIB (ActR-IIB) de la activina  si pueden unir a las BMPs-7 y -2.20 
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 Hasta ahora se han identificado 184 genes de respuesta temprana a las BMPs 
en células osteoprogenitoras. Estos se clasifican en tempranos inmediatos (2 
horas después de la estimulación de BMP´s), tempranos intermedios (6 horas 
post estimulación) y tempranos tardíos (24 horas post estimulación). Los 
genes que regulan la transducción de la señal han sido identificados como 
genes tempranos inmediatos . Los genes intermedios y tardíos tempranos se 
relacionan con procesos de diferenciación de los osteoblastos. Unos de los 
principales genes blanco de las BMP son los que codifican para las proteínas 
Id (Inhibidor de la diferenciación o inhibidor de la unión al DNA), estas 
proteínas son inducidas por la estimulación de las BMPs en diferentes tipos 
celulares y son uno de los blancos más importantes de las BMPs. Funcionan 
como reguladores negativos de la diferenciación celular y reguladores 
positivos de la proliferación celular. 17- 19 

 

 Se ha encontrado que durante la organogénesis, en el embrión de ratón, los 
receptores BMPR-IA y -IB se expresan en el cartílago y el hueso en desarrollo, 
lo que sugiere que son importantes en la morfogénesis del hueso. Además, las 
diferencias en los patrones de expresión espacial y temporal de los receptores 
BMPR-IA y IB sugieren que estos receptores tienen diferentes acciones 
durante la organogénesis. En la rata adulta, cuando el hueso es fracturado, 
tanto las proteínas del receptor BMPR-IA como del -IB son inducidas en las 
células osteogénicas de la capa de células en proliferación, en los condrocitos 
de los sitios de osificación y en los osteoblastos del hueso trabecular nuevo. 
En estos tipos celulares también se observó la inducción de la proteína del 
receptor BMPR-II.18, 19 

 

 Después de la activación de receptores (Figura 2, A), las BMPs transmiten la 
señal a través de vías dependientes e independientes de las Smads que 
incluyena moléculas como Erk, JNK y la MAP cinasa p38. EL BMPR-I activado 
fosforila en el extremo carboxilo terminal a las Smads reguladas por receptor 
(R-Smad-1, -5 y -8; Figura 2, B). Las R-Smads entonces forman complejos 
con las Smads asociadas-comunes (Co-Smad; 4 es la única en mamíferos; 
Figura 2, C). 18, 19  
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Posteriormente, el complejo R-Smad/Co-Smad se transloca al núcleo y regula la 
transcripción de genes blanco mediante la interacción con diversos factores de 
transcripción y co-activadores o co-represores transcripcionales (Figura 2, D). 
Existen otras proteínas Smads inhibitorias, las I-Smads (Smad 6 y 7), las cuales 
regulan de manera negativa la señalización  de las R-Smads y Co-Smads (Figura 
2, E).18, 19 
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 Las R-Smad son similares en estructura y función. Todas a excepción de la 

Smad-8, son activadas eficientemente por la BMP-6 y -7 y las tres son 
activadas por BMP-2. En el núcleo, las Smads regulan la transcripción de los 
genes blanco al unirse directamente a secuencias específicas de DNA. La 
Smad 4 se une directamente a secuencias de unión de las Smad: SBEs, 
AGAC o GTCT al interactuar con otras proteínas de unión al DNA. En este 
proceso las proteínas Smad/Co.Smad interactúan con diferentes factores de 
transcripción, otras proteínas y con factores co-activadores o co-represores de 
la transcripción. 18, 19 
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2.4.2.1.1.3. Participación específica de las BMPs en la reparación ósea 

La BMP2 es esencial para iniciar el proceso de reparación ósea (además de 
ser necesaria para la reparación ósea post natal y el mantenimiento de la masa 
ósea en el adulto) y presenta sus máximos niveles de expresión dentro de las 
primeras 24 horas de ocurrida la fractura, aunque su expresión puede ser 
detectada durante todo el proceso. A pesar de que otras BMPs pueden 
compensar la falta de expresión de BMP2 durante el desarrollo óseo, ninguna 
es capaz de sustituir su función durante la reparación ósea. 4,6,13  Durante la 
osificación endocondral la BMP2 regula el reclutamiento de las células 
osteoprogenitoras principalmente desde el periostio, así como la activación de 
su diferenciación  hacia las líneas condrogénica y osteoblástica.13 Además, la 
BMP2 controla la expresión de diversas BMPs  y cuando está ausente, las 
células madre de la médula ósea  fallan en su diferenciación a osteoblastos.4,6 

De manera adicional, BMP5 y BMP6 también se incrementan durante las fases 
tempranas para regular la proliferación de las células madre mesenquimales.13 
Las BMPs 2, 6 y 9 son las más potentes para inducir la diferenciación de 
células mesenquimales  hacia osteoblastos y las restantes (excepto BMP-3 y 
13) promueven la diferenciación terminal de los precursores osteoblásticos 
comprometidos y de los osteoblastos.4,5,6  

De manera similar, las BMPs 5 y 6 son expresadas en la primera mitad de la 
reparación ósea, sugiriendo un efecto regulador en la osificación 
intramembranosa y endocondral.6 El GDF5 (BMP14) se expresa durante la 
segunda etapa de la reparación ósea para regular la condrogénesis.13 En 
adición a las BMPs 2, 5 y 6, se expresan otras BMPs como la 3, 4, 7 y 8, las 
cuales muestran un periodo de expresión restringido a la etapa de  
remodelación del cartílago hacia hueso esponjoso, donde hay una gran 
actividad de resorción del cartílago calcificado y reclutamiento osteoblástico.6,13  
De manera sobresaliente, se ha observado que la expresión de la mayoría de 
los factores relacionados con la reparación ósea se encuentra disminuida en la 
falta de unión.13 

La función de las BMPs  está regulada de manera adicional por  sus receptores 
asociados. En relación a la diferenciación osteogénica, la señalización mediada 
por BMPRIb parece ser la más importante, mientras que la mediada por  
BMPRIa es más importante para otros procesos de diferenciación. Cuando se 
bloquea la acción de BMPRIb se reduce de manera significativa la expresión 
de los genes Runx2, ALP, y ostecocalcina; además de inhibirse la 
mineralización de la matriz. De manera opuesta, cuando se bloquea BMPRIa 
se inhibe la diferenciación hacia adipocitos.13 

Además, las BMPs podrían estimular la síntesis y secreción de otros factores 
de crecimiento óseo y angiogénicos como el factor de crecimiento similar a la 
insulina (IGF) y el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF). También 
podrían estimular la formación de hueso por activación directa de las células 
endoteliales para estimular la angiogénesis.4,5 
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Las BMPs pueden ejercer sus efectos osteogénicos a través de la vía de las  
Smads y las vías independientes de Smads, siendo ambas vías de 
señalización intracelular. La vía de las Smads induce la expresión de Runx2, 
un factor de transcripción inicial y esencial para la diferenciación osteogénica, 
una vez expresado induce de manera directa la expresión de osteocalcina, 
osteopontina y colágena tipo I. Además, de manera conjunta, Runx2 y Dlx5  
estimulan la expresión de ALP. También Id1-4 son genes blanco para la 
señalización de las Smads, estos factores de transcripción promueven la 
diferenciación osteogénica al bloquear el proceso de diferenciación 
mioblástica.13   

Las vías independientes de Smads incluyen la activación mediada por BMPs 
de p38, ERK, JNK, o PI3K. Las vías de señalización dependientes de Smads y 
las independientes de Smads actúan de manera sinérgica para activar y 
aumentar la función de factores de transcripción osteogénicos importantes 
como son Dlx5, Runx2 y Osterix. Por ejemplo, las proteínas Smads inducen la 
activación de Dlx5 y la fosforilación de este factor de transcripción por p38 
aumenta su actividad. De la misma forma, Runx2 es expresado por la acción 
de las Smads, pero su fosforilación está determinada por la vía de las MAPK  
(TAK1/MKK3/6-P38). En el caso de osterix, también su expresión está 
regulada por la expresión de p38, quien induce su fosforilación para 
incrementar su actividad de transcripción. La vía de JNK está involucrada  en el 
proceso de diferenciación osteoblástica final y cuando es inhibida,  se reduce 
de manera significativa la mineralización de la matriz y la expresión de 
marcadores osteogénicos como la osteocalcina y la sialoproteína ósea. En el 
caso de la PI3K, aún no se comprende del todo su función, pero se cree que 
regula de manera positiva la diferenciación osteobástica, aunque existe 
controversia al respecto.13 

Por otra parte, también es importante considerar que los antagonistas de las 
BMPs desempeñan un papel importante en la reparación ósea, pues se ha 
visto que la expresión de Noggin (el cual bloquea la acción de las BMPs 2, 4 y 
7) es simultánea a  la de BMP4, regulando de manera conjunta la formación de 
callo en las fracturas. De manera complementaria se ha observado que  su 
ausencia de expresión resulta en  un exceso en la formación de cartílago 
durante el desarrollo.4,5,6  

 

2.4.2.1.2. Factor de crecimiento transformante β (TGF- β) 

Las tres isoformas (TGF-β1 a 3) de este grupo de morfogénos están 
involucradas en la reparación de fracturas5 y su efecto  es mediado por 
receptores cinasas en serina/treonina  tipo I y II, los cuales activan la vía de las 
Smads (Smad 2 y 3).4,5  En la reparación ósea, las plaquetas producen y 
liberan el TGF- β durante la fase inicial de la inflamación, por lo que podría 
estar involucrado en iniciar la formación del callo. Además, en etapas 
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posteriores, el TGF- β es producido por osteoblastos y condrocitos y se 
almacena en la matriz ósea.4,5,6,7 

El TGF- β es un potente estimulador que incrementa la proliferación de células 
madre mesenquimales, preosteoblastos, condrocitos y osteoblastos.4,5,6 

Además, induce la producción de proteínas extracelulares como la colágena, 
proteoglicanos, osteopontina, osteonectina y fosfatasa alcalina. Sin embargo, 
se piensa que su principal función es actuar durante la condrogénesis y la 
formación endocondral de hueso.4,5,6 Este factor también podría estar 
involucrado en iniciar la señalización para la síntesis de BMPs en las células 
osteoprogenitoras, además de inhibir la activación de osteoclastos y promover 
su apoptosis.4,5 

Con base en sus niveles máximos de expresión durante la condrogénesis, se 
ha sugerido que TGF-β2 y β3 podrían tener una participación más importante 
en la reparación de fracturas que el TGF- β1, el cual presenta niveles de 
expresión constantes durante la reparación ósea.4,5,6 En la osificación 
endocondral, el TGF-β2 es detectado en todas las zonas de cartílago, pero 
principalmente en las zonas de hipertrofia y mineralización; TGF-β1 y β3 se 
expresan en condrocitos de las zonas proliferativa e hipertrófica. Por otra parte, 
en la osificación intramembranosa, el TGF-β1 y β2 se detectan en los sitios de 
mineralización, mientras que el TGF-β3 muestra una distribución más difusa.9 

Aunque el TGF- β ha mostrado aumentar la proliferación celular, su potencial 
osteoinductivo parece limitado.4,5 

 

2.4.2.2. Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 

El PDGF es un factor extracelular  que existe en tres isoformas biológicamente 
activas.19 El efecto del PDGF es mediado por receptores con actividad tirosin-
cinasa. Y su unión a receptores es afectada por la IL-1, TNF-α y el TGF- β1.4,5 

Este factor es un mitógeno potente para células de origen mesenquimal y es 
sintetizado por plaquetas, monocitos, macrófagos, células endoteliales y 
osteoblastos. 4,5,6,7  Es liberado por las plaquetas durante las fases tempranas 
de la reparación de fracturas, actuando como un potente quimiotáctico para las 
células inflamatorias y el principal estímulo de migración y diferenciación para 
las células MSCs y osteoblastos.4,5,6,25  

 

2.4.2.3. Factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) 

Esta familia de factores de crecimiento incluye nueve polipéptidos relacionados 
estructuralmente. Los FGF acídicos y básicos son los más abundantes en el 
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tejido adulto normal. Su acción es mediada por su unión a receptores tirosina 
cinasa.4,5 

En la reparación ósea, son sintetizados por monocitos, macrófagos, células 
mesenquimales, osteoblastos y condrocitos, promoviendo crecimiento y 
diferenciación de una gran variedad de células como los fibroblastos, miocitos, 
osteoblastos y condrocitos.4,5,7 Están presentes durante las fases tempranas de 
la reparación ósea y tienen un papel crucial en la angiogénesis y mitogénesis 
de las células mesenquimales.4,5 

El FGF-α regula principalmente la proliferación de condrocitos y es importante 
para su maduración, mientras que el FGF-β es expresado por osteoblastos y 
es más potente que el primero. El FGF-β también induce angiogénesis, así 
como mitógenesis de células mesenquimales y osteoblastos.4,5,25 

 

2.4.2.4. Factores de crecimiento similares a insulina (IGFs) 

Las fuentes del IGF-I (somatomedina-C) y del IGF-II (o factor de crecimiento 
esquelético) son la matriz ósea, las células endoteliales, osteoblastos y los 
condrocitos4,5,7,  de manera general, promueven la proliferación y 
diferenciación de células osteoprogenitoras.7 

Las acciones biológicas de los IGFs son moduladas de manera específica en 
cada célula por las proteínas de unión a IGFs (IGFBPs) y las concentraciones 
séricas del IGF-I son reguladas principalmente por la hormona del 
crecimiento.4,5 

El IGF-I promueve la formación de matriz ósea (colágena tipo I y proteínas no 
colágenas) por los osteoblastos totalmente diferenciados y es más potente que 
el IGF-II. El IGF-II actúa en etapas más avanzadas de la formación 
endocondral de hueso estimulando la síntesis de colágena tipo I, la síntesis de 
matriz cartilaginosa y la proliferación celular.4,5,26 

 

2.4.3. Metaloproteinasas y factores angiogénicos 

El cartílago y el hueso es degradado por metaloproteinasas específicas de 
matriz (MMPs)  durante las etapas finales de la osificación endocondral y en la 
fase de remodelación, permitiendo la infiltración de vasos sanguíneos.4,5 La 
formación de vasos sanguíneos nuevos se presenta después de que el hueso 
se fractura, para recuperar la homeostasis del oxígeno, el transporte de 
nutrientes, la eliminación de productos de desecho y para permitir la llegada de 
células y moléculas estimulantes de la reparación.9 
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Además las MMPs juegan un papel esencial en la degradación enzimática y 
remodelación de la matriz extracelular. 25 

 

La angiogénesis es regulada por dos vías de señalización diferentes, la vía 
dependiente del VEGF y la vía dependiente de angiopoyetina; ambas vías 
participan en la reparación ósea.4,5,6,9,13 

 

a) Vía dependiente del VEGF  

Este grupo de factores son mediadores esenciales de la neoangiogénesis y 
mitógenos específicos de las células endoteliales.4,5  Las BMPs inducen su 
expresión en osteoblastos y también es estimulado por el PDGF.25 En áreas 
de baja tensión de oxígeno, como la porción avascular del callo 
cartílaginoso, se activa la vía de señalización del factor inducido por hipoxia 
(HIF), un factor de transcripción que incrementa de manera directa la 
expresión del gen del VEGF. 25,27 Además, el VEGF puede encontrase 
unido  a la matriz extracelular y ser liberado desde ella por la acción de las 
MMPs, regulando su actividad en la reparación ósea.  

     b) Vía dependiente de angiopoyetina 

Las angiopoyetinas 1 y 2 son moléculas reguladoras de la morfogénesis 
vascular y están relacionadas con la formación de grandes vasos y el 
desarrollo de ramas colaterales desde los vasos preexistentes. Su síntesis 
es estimulada por el TNF-α2 y su participación en la reparación ósea aún no 
se comprende del todo.4,5  

 

 

2.4.4. Otras moléculas y vías de señalización que participan en la regulación 
de la reparación ósea 

Los estudios genéticos en ratones y humanos han revelado el potencial de 
diversas vías de señalización como blancos terapeúticos para estimular la 
reparación ósea. En este sentido, se ha puesto interés particular en la vía de 
señalización del Wnt debido al papel esencial  que su señalización dependiente 
de β-catenina desempeña en el desarrollo embrionario del hueso y el 
mantenimiento de la masa ósea.15,28 
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2.4.4.1 Vía de señalización del Wnt 

Las proteínas Wnt (Wingless-type MMTV integration site), descubiertas por 
primera vez en Drosophila, desempeñan un papel crucial en la embriogénesis, 
desarrollo y regeneración de órganos, migración y proliferación celular, así 
como en la carcinogénesis en los mamíferos. Las Wnts son glicoproteínas de 
secreción únicas, ya que pueden unirse a diferentes tipos de receptores de 
membrana, entre los que se encuentran Frizzled (Fzd), Ror2, Rik y LRP-5/6; 
dependiendo el receptor al que se unen, estimulan una o más vías de 
señalización intracelular ( Wnt/β-catenina; Wnt/Ca2+;Wnt/polaridad celular 
plana-PCP;Wnt/Protein cinasa A –PKA).15,26,28 

Entre estas vías, la mejor comprendida involucra la estabilización de la β-
catenina, la cual se inicia cuando las Wnts (1,2,3,3b,4,8 y 10) se unen al 
receptor Fzd. A continuación, el complejo formado es estabilizado por la unión 
de la proteína correceptora relacionada al  receptor lipoproteico de baja 
densidad  (LRP5 ó LRP6). A continuación, la glicógeno sintetasa cinasa 3β 
(GSK3β) y la caseín cinasa (CK)-1, inhiben la fosforilación de la β-catenina 
para evitar su degradación mediada por proteosomas. Como resultado, los 
niveles citoplasmáticos de β-catenina se elevan y esto eventualmente permite 
su translocación al interior del núcleo, donde se asocia con factores de 
transcripción, el factor de células T (Tcf7) y el factor potenciador linfoide 
(Lef1).15,28 

Como en todas las vías del desarrollo, las Wnts están estrechamente 
reguladas por factores paracrinos y retroalimentación autocrina. Entre los 
reguladores negativos que actúan sobre las Wnts, se encuentran GSK3β, 
Dickkopfs (Dkk), proteínas secretadas relacionadas con Frizzled (Sfrp) y la 
esclerostina. Dkk1 y la esclerostina se unen a Lrp5/6 antagonizando el 
complejo receptor-ligando, en contraste, las Sfrps unen el ligando y evitan su 
unión con el receptor.15,28 

 

2.4.4.1.1. Activación de la vía del WNT en los sitios de fractura 

El estudio de fracturas en roedores ha mostrado que las vías del Wnt 
contribuyen a la reparación ósea, en donde se asume que desempeñan un 
papel importante en las etapas tempranas del proceso que involucran la 
osificación intramembranosa pues componentes de dichas vías (Wnt4, 5a, 
5b,11 y 13; Fzds 1,2,4,5 y 6; Lrp5 y 6; DKK2 y β-catenina)  son 
sobreexpresadas en los primeros días después de ocurrida la fractura.28 
Posteriormente, los genes correspondientes a dichos componentes regresan a 
sus valores normales, pero se mantienen elevados durante el periodo de 
osificación endocondral, lo que sugiere que su participación también es 
importante en esta fase de la reparación. Además, la β-catenina se encuentra 
presente en el núcleo de células osteoblásticas de la capa periostial que 
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recubren las trabéculas cercanas al sitio de fractura, en los condrocitos del 
callo de reparación y en osteocitos del hueso cortical.28 

La estabilización de la β-catenina es un evento crucial en la vía de señalización 
“canónica”, la cual es activada por subconjuntos de Wnts (1,3ª,8,10b o Wnt5a 
dependiendo de los receptores disponibles). Ya en el núcleo, la β-catenina 
coopera con los factores de transcripción Lef1/Tcf7 para regular la expresión 
de genes. El complejo formado por β-catenina/Tcf7 es activo en varias etapas 
de la reparación ósea, particularmente en condrocitos y osteoblastos en 
proliferación, pero no en condrocitos hipertróficos o células inflamatorias. 
Además, diversos mRNAs para los genes blanco de este complejo se 
incrementan en los sitios de reparación de fracturas.15,26,28 

Se ha sugerido que la β-catenina realiza diversas contribuciones a la compleja 
regulación de los eventos celulares de la reparación ósea y desarrolla un papel 
importante en la expresión de marcadores específicos de osteoblastos, ya que 
su suplementación en cultivos de células mesenquimales arresta la 
diferenciación osteoblástica y favorece la condrogénesis y en osteoblastos 
comprometidos resulta en osteopenia. En contraste, la activación de esta vía 
aumenta la expresión del promotor osteogénico Runx2. 15,26,28 

 La administración del inhbidor Dkk1 en el sitio de fractura en ratones, reduce 
los niveles de expresión de la β-catenina en el callo de reparación, evitando la 
condrogénesis, además de que también se dejaron de expresar los genes 
fundamentales de la condrogénesis y la osteogénesis (Sox9 y Runx2 
respectivamente). En estos animales las fracturas no repararon, observándose 
tejido mesenquimal no diferenciado, como dato adicional, no se observaron 
alteraciones en la angiogénesis.28  Por otra parte el nivel de expresión de las 
Sfrps ha sido relacionada de manera directa con la cantidad de osteoblastos en 
apoptosis.15 

 

2.4.4.1.2. Interacción de Wnt con otras vías 

En el complejo proceso de la regeneración ósea continúa existiendo gran 
desconocimiento de las cascadas de eventos biológicos que la regulan, 
particularmente en las interacciones entre las diferentes vías de señalización 
intracelular y extracelulares. Muchas vías de señalización  están involucradas 
en la regeneración ósea, entre estas, son de particular importancia la vía 
BMP/Smad y Wnt/ β-catenina. Debido a la gran importancia de las BMPs en 
estimular la formación de hueso, su interacción con las Wnt durante la 
diferenciación condrogénica y osteogénica  es de gran interés.28 

Se ha observado que existe una sobreposición funcional entre estas dos vías, 
pues la estimulación con BMP2 en osteoblastos induce la expresión del RNA 
de diversos ligandos de Wnt (Wnt-7a, 10b) y sus receptores (Fz-1, LRP-10), 
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así como la transcripción dependiente de TCF como consecuencia del 
incremento en los niveles de β-catenina.15 Además, los niveles intranucleares 
de Smad4 así como la interacción entre Smad4 y β-catenina se incrementan 
por el efecto de BMP2, lo que podría sugerir el mecanismo de la interacción 
entre las vías Wnt/BMP2. Estos datos muestran que las vías WNT/BMP 
interactúan por diversos mecanismos.15 

 

2.4.4.2. Vía de señalización de la MAPK 

La vía de la MAPK es activada por una gran variedad de Factores de 
crecimiento involucrados en la osteogénesis, entre los que se incluyen el FGF, 
PDGF, TGF-β y los IGFs. El estímulo extracelular de estas moléculas lleva a la 
activación de la cascada intracelular de señalización compuesta por la MAP 
cinasa, MAP cinasa cinasa ( MKK o MAP2K) y la MAP cinasa cinasa cinasa 
(MKKK o MAP3K). Esta vía cumple funciones de regulación en la proliferación 
y diferenciación celular.26   

 

2.4.4.3 Vía de señalización de Hedgehog 

Los miembros de la familia de señalización Hedgehog (Hh) proveen 
información de posición durante la esqueletogénesis e inician o mantienen 
programas de diferenciación celular que regulan la formación de cartílago o 
hueso. Esta molécula de señaliación es producida por los condrocitos 
prehipertróficos y sus señales parecen actuar de manera directa en los 
progenitores osteoblásticos localizados en el pericondrio. La unión de la 
proteína Hh a su receptor (Patched) activa la proteína transmembranal 
smoothened (Smo). En consecuencia, la transducción de la señal activa al 
factor de transcripción GliA (proteína dedo de zinc de la familia Kruppel), el 
cual es translocado al núcleo para regular la proliferación de las células madre 
y activar genes blanco. Datos experimentales sugieren la señalización por  Hh 
actúa de manera previa al Wnt y se limita a la etapa inicial del compromiso a la 
diferenciación osteoblástica.26 

 

2.4.4.4 Señalización por Notch 

Es bien aceptado que la señalización por Notch determina el destino celular. 
Debido a que tanto los receptores de Notch (δ1,3,4 y Jagged 1,2) como sus 
ligandos son proteínas transmembranales, se requiere una interacción célula-
célula para la activación de la vía de señalización. Notch 1 y 2 son expresados 
en osteoblastos y se ha observado que pueden tener una función dimórfica: 
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favorecer la proliferación de osteoblastos inmaduros o reprimir la maduración 
de osteoblastos asociada a BMPs al inhibir la activación de Runx2.26 

 

2.5. Factores de transcripción activados en la diferenciación osteoblástica  

Las vías de señalización mencionadas llevan a la activación de factores de 
transcripción que ejercen efectos positivos y negativos en la regulación  de la 
expresión de genes que controlan la adquisición del fenotipo osteoblástico, y 
en consecuencia, regulan la formación de hueso en la reparación ósea.12,26 

Runx 2 es considerado  un encendedor maestro esencial en la regulación de la 
diferenciación osteoblástica. Es un miembro de la familia Runx de genes, la 
cual incluye a runx1, runx2 y runx3,  y es expresado de manera abundante en 
el cartílago calcificado y en el hueso ya que se requiere para mantener la 
función de los osteoblastos.19 La expresión de runx2 en las células 
mesenquimales (MSCs) induce la sobreexpresión de genes específicos de 
osteoblastos, incluyendo la osteocalcina, la fosfatasa alcalina, sialoproteína 
ósea y la colágena tipo Iα1 (collα1).12  Runx2 es esencial para la formación 
endocondral e intramembranosa de hueso, ya que su inactivación resulta en la 
inhibición total de formación de hueso. Muchos factores de transcripción 
interactúan con Runx2, ya sea como señales coestimuladoras o reprimiéndolo 
al afectar su unión al DNA o su potencial de trasactivador.26 

 

Osterix (Osx) es expresado de manera específica por los osteoblastos como 
consecuencia de la expresión de Runx2. 12 Sin embargo, también puede ser 
inducido por vías de señalización independientes o paralelas a Runx2, como la 
vía de la MAPK inducida por BMPs.26  La cooperación  entre Osx y el factor 
nuclear activado de las células T  incrementa el promotor de collα1 o la vía de 
señalización de Wnt, y en consecuencia acelera la diferenciación osteoblástica 
y la formación de hueso de manera independiente a Runx2.12,26 

 

La vía de señalización de Wnt-β-catenina tiene como resultado la translocación 
de la β-catenina al interior del núcleo y la activación de genes, incluyendo 
runx2, el cual lleva a la diferenciación de los osteoblastos. Además, el factor 
activador de la transcripcion 4  (ATF4)y homeobox 5 también desempeñan un 
papel importante en la osteoblastogénesis.12 El ATF4 es necesario para la 
diferenciación terminal de los osteoblastos e intercatúa con Runx2 para regular 
la expresión de sialoproteína ósea y OC.26 
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También se han demostrado una gran cantidad de factores de transcripción 
específicos de líneas celulares que han demostrado  inducir  la diferenciación 
de las MSCs en líneas celulares específicas. Por ejemplo, la sobrexpresión del 
core binding factor1 (CBFA1/Runx2, osterix (Osx) y el receptor relacionado a 
lipoproteínas 5 (Lpr5) inducen la diferenciación de osteoblastos; mientras que 
el PPAR-ɣ2 y Sox9 inducen la diferenciación de adipocitos o condrocitos, 
respectivamente.26 

 

2.6. Secuencia de los eventos moleculares que se presentan durante la 
reparación ósea 

A pesar de que existen limitaciones en la extrapolación de resultados de 
modelos animales al humano, en este caso la rata, tales modelos son útiles 
para entender el proceso como tal. Es importante tomar en cuenta que las 
fases se desarrollan aproximadamente el doble de rápido que en el 
humano.4,7,11    

 El orden cronológico de los eventos moleculares que regulan la osteogénesis 
se ha descrito mediante el análisis  “transcripcional” y  “proteomico” de la 
reparación ósea y su comparación entre modelos animales con fractura y 
sanos. En fases tempranas después de la lesión al hueso, se ha observado 
sobreexpresión de genes relacionados con el ciclo celular y la señalización 
célula-célula, lo que apoya la teoría de que estos dos procesos son esenciales 
para iniciar la reparación ósea. Los genes relacionados al control del 
crecimiento y la sobrevivencia celular son sobre expresados de manera 
constante, mientras que los asociados  con la diferenciación de los precursores 
osteogénicos y la formación de matriz ósea son expresados de manera 
temporal durante el proceso. De manera particular, la expresión de IGF-I y II, 
PDGF, FGFR, fibronectina, metaloproteinasas de matriz, glipicano, biglicano, 
osteomodulina, osteonectina, tenascina C, colágenas del cartílago (VI y XI) y 
hueso (I, V, VI, XII) se incrementa hasta el momento en que el osteoide 
inmaduro sintetizado por los progenitores osteoblásticos es posible de  ser 
detectado mediante técnicas histológicas.26 Aunque varias vías de señalización 
determinan el inicio de la osificación endocondral,  la vía de la protein cinasa 
activada por mitógeno (p38/MAPK) posee un papel esencial en llevar el 
proceso de reparación hasta esta etapa.26   

En cuanto a la inducción osteogénica de las MSCs se ha observado que en las 
etapas iniciales  de la diferenciación, la mayoría de los genes sobreexpresados 
están relacionados con la proliferación celular, mientras que en las etapas más 
avanzadas son los genes relacionados con funciones biológicas relevantes 
para la osteogénesis, como las vías de señalización de factores de 
crecimiento, genes asociados a tejido óseo y moléculas de adhesión, los que 
se incrementan de manera gradual.26 
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2.7.1.  Etapa de Inflamación 

La respuesta de reparación ósea, de la misma manera que otros procesos  de 
reparación en el organismo, se inicia por medio de la activación del sistema 
inmune.4,5 Una fractura se asocia con daño local de la integridad del tejido 
blando, alteración de la función vascular normal y alteración de la arquitectura 
ósea. Estas alteraciones inducen la activación de los mecanismos de 
reparación inespecíficos del hueso.11 

Como primer evento y a consecuencia del sangrado en el sitio de fractura, 
contenido por  los tejidos blandos circundantes, se forma un hematoma en las 
primeras horas después de ocurrida una fractura,  el cual consiste de células 
de la sangre periférica e intramedular, así como de células de la médula 
ósea.4,5,8,10,11,14 EL daño a la microvasculatura origina hipoperfusión regional y 
una caída en la tensión de oxígeno y en el transporte de nutrientes, en 
consecuencia, los osteocitos quedan sin nutrición, lo que ocasiona necrosis 
ósea local. Además, el daño al periostio y al músculo contribuyen a la 
formación de tejido necrótico.14 El tejido óseo muerto será removido por los 
osteoclastos, células que ejercen su actividad desde momentos muy 
tempranos en el proceso y la mantienen así durante todo el desarrollo del 
mismo.29 Estas  condiciones de  hipoxia promueven la expresión del factor 1 
alfa inducido por hipoxia (HIF1α) en los macrófagos, el cual presenta efectos 
angiogénicos al inducir la expresión de VEGF.16,27 Además, con el trauma 
óseo, las proteínas de la matriz y los factores de crecimiento y diferenciación 
almacenados en la matriz ósea se vuelven solubles y activos por la liberación 
de sus dominios de unión heparínicos a través de las hidrolasas de heparina 
liberada por las plaquetas.16 

 La  respuesta inflamatoria iniciada en el sito de lesión juega  un papel 
importante en el inicio de la cascada de reparación, por lo que las células 
inflamatorias son esenciales para el proceso. Dichas células ejercen efectos 
quimiotácticos para el reclutamiento de más células inflamatorias y 
mesenquimales, estimulan la angiogénesis e incrementan la síntesis de 
matriz.9 Entre las células que infiltran el hematoma formado entre los bordes de 
fractura se encuentran las plaquetas, macrófagos, granulocitos, linfocitos y 
monocitos. Estas células se encargarán de combatir la infección, secretar 
citocinas y factores de crecimiento y ocasionar que el hematoma se coagule 
entre y alrededor de los bordes de fractura, formando un molde para la 
formación del callo. Con el tiempo,  una gran concentración de fibronectina 
permitirá  la adherencia de fibroblastos a través de las integrinas16 y los 
capilares invadirán el tejido, el cual será reorganizado como tejido de 
granulación rico en fibrina.10,14,27 La respuesta de estas células es coordinada 
por la secreción de diversas citocinas y factores de crecimiento que 
favorecerán el reclutamiento de células inflamatorias adicionales, así como la 
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migración e invasión de células mesenquimales multipotenciales (MSCs) desde 
el periostio, médula ósea, circulación y tejidos blandos circundantes.11  

Entre las moléculas secretadas por las células inflamatorias presentes en el 
sitio de fractura se encuentran las interleucinas (IL-1, IL-6, IL-11, IL-18) y el 
TNF-α que  inducen la quimiotaxis de otras células inflamatorias y el 
reclutamiento de células mesenquimales; estos factores también promueven la 
angiogénesis.4,26 Por su parte,las plaquetas, activadas por la trombina y la 
colágena subendotelial, liberan PDGF y TGF-β, factores de crecimiento que 
juegan un papel esencial en el inicio de la reparación. El efecto de estos 
factores también es inducir  la migración, activación y proliferación de células 
mesenquimales, la angiogénesis, así como la quimiotaxis de más células 
inflamatorias y la agregación de más plaquetas.4,5,7,16 

Al mismo tiempo,  los macrófagos expresan IL-1, la cual induce la expresión de 
IL-6 en los osteoblastos, promueve la producción del callo cartilaginoso y la 
angiogénesis. Por su parte, la IL-6 estimula la angiogénesis, la producción del 
VEGF y la diferenciación de osteoblastos y osteoclastos.10 En relación a los 
macrófagos, el fenotipo M1 es necesario en el proceso pro-inflamatorio 
temprano, sin embargo, es necesario un cambio al fenotipo M2,que suprimirá 
las reacciones inflamatorias e iniciará la angiogénesis al secretar factores de 
crecimiento angiogénicos y fibrogénicos (FGFb, PDGF)18; este cambio en el 
fenotipo de los macrófagos es importante en la transición de la fase de 
inflamación a la fase proliferativa.9,16  

Simultáneamente, las BMPs son liberadas desde la matriz ósea y expresadas 
por las células mesenquimales reclutadas.4,5,7 Estas proteínas inducirán 
angiogénesis, quimiotaxis, mitogénesis, así como proliferación y diferenciación 
celular. 7 Las células blancas de la sangre desempeñan un papel crucial en 
este punto, ya que son la principal fuente de citocinas que inducirán la 
expresión de BMPs en las células del estroma de la médula ósea. Además, la 
generación de la condiciones de hipoxia local  han mostrado inducir la 
expresión de BMP2 en osteoblastos así como la vía de señalización de las 
Smads 1/5 en células endoteliales.13 

Para comenzar con la resorción de los detritos óseos, en el sitio de fractura se 
presenta activación de los osteoclastos, mientras que para comenzar a 
transformar el hematoma en tejido de granulación, se observa la migración de 
fibroblastos que median la síntesis de una red de fibrina.6 

Cabe señalar que la máxima respuesta de la reacción inflamatoria aguda se 
observa en las primeras 24 horas pero que es casi indetectable a partir de los 
3-7 días; sin embargo algunas  moléculas proinflamatorias son expresadas en 
etapas posteriores.4,5,8,10 
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2.7.2. Angiogénesis 

Durante los siguientes días, las células mesenquimales proliferan y se 
diferencian hacia la línea condrogénica u osteoblástica. Durante esta fase de 
eventos tempranos se lleva a cabo la angiogénesis, para que una red nueva de 
vasos capilares invada el tejido de granulación, este proceso es un 
prerrequisito para que continúe la progresión de la cascada de eventos de 
reparación, además proporciona una vía para la migración posterior de célulals 
mesenquimales y una fuente de moléculas de señalización.4,5, 6,9 

 

 El crecimiento de vasos sanguíneos hacia el interior del callo en formación  es 
regulado por el FGF y el VEGF, así como por las angiopoietinas 1 y 2.4,5,8 Se 
ha sugerido que la angiopoietina 1 es inducida durante las fases iniciales de la 
reparación, estimulando el crecimiento vascular desde  los  vasos sanguíneos  
del periostio; mientras que el  VEGF se induce en fases más tardías, 
principalmente durante la calcificación del cartílago y el inicio de su resorción  
durante la osificación endocondral.4,6,7 

Se sabe que los dos modos de formación de vasos sanguíneos 
(vasculogénesis y angiogénesis) contribuyen a la reparación ósea. La 
vasculogénesis es la formación de novo de vasos sanguíneos por medio del 
reclutamiento y diferenciación de células endoteliales progenitoras (EPCs) y se 
ha demostrado que las BMPs inducen la quimiotaxis de las mismas, además 
de inducir la expresión en las células madre mesenquimales del VEGF, el más 
potente inductor de migración y proliferación endotelial. Se ha observado el 
efecto sinérgico de la BMP4 y el VEGF-A para reclutar a las MSCs e inducir la 
formación de cartílago y más adelante, la remodelación del mismo durante la 
osificación endocondral. En las células pre-osteoblásticas, el VEGF-A es un 
objetivo transcripcional de  la señalización por BMPs.13 

La diferenciación local inicial de EPCs para formar un plexo vascular primitivo 
es continuada con el segundo mecanismo para la formación de vasos, la 
angiogénesis. En este proceso, se forman ramificaciones nuevas a partir de 
vasos preexistentes en respuesta a señales quimiotácticas, como el VEGF; 
una célula endotelial es seleccionada y activada para migrar por medio de la 
activación de su receptor VEGFR a consecuencia de los gradientes de VEGF. 
Se ha visto que la BMP4 aumenta los niveles de expresión y la fosforilación del 
VEGFR2 en células endoteliales en asociación a la formación de callo, por lo 
que se piensa que las BMPs favorecen la angiogénesis.13 

2.7.3. Generación de callo cartilaginoso y óseo (periostial)  

La reparación indirecta de las fracturas se lleva a cabo tanto por la osificación 
intramembranosa como por la endocondral, aunque la formación de un callo 
cartilaginoso, que posteriormente pasará por un proceso de mineralización, 
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resorción y será reemplazado por hueso, es el proceso que representa el 
mayor porcentaje.10 

2.7.3.1. Formación intramembranosa de hueso 

Las células que contribuyen a este tipo de osificación provienen del hueso 
cortical subyacente, el periostio cercano a los bordes de fractura y la médula 
ósea involucrada en el sitio de fractura.4,5 Este proceso genera un callo duro 
central, que unirá los bordes de los fragmentos óseos y proveerá a la fractura 
de una estructura semirrígida que permitirá al hueso soportar la carga por 
apoyo.10 

 

Durante las primeras 24 horas después de la fractura, células de la médula 
ósea se diferencian hacia el fenotipo osteoblástico, observándose  un 
incremento en los niveles de expresión de las BMPs 2, 4 y 7, cuyo objetivo es 
el de inducir la diferenciación de las células osteoprogenitoras en osteoblastos. 
4,5,7,10 

Para el día tres, los osteoblastos de la corteza y las células osteoprogenitoras 
derivadas del cámbium en el periostio se dividen y diferencian para comenzar a 
formar hueso trabecular. La osteonectina, una  molécula de adhesión, 
comienza a ser evidente. 4,5,7  En los días 7-10 se observa el pico máximo de 
proliferación, el cual disminuye cerca del día 14, aunque la actividad 
osteoblástica se mantiene. Mientras tanto, se comienza a expresar la 
osteocalcina y la osteopontina en las células osteoprogenitoras y osteocitos 
cercanos a las zonas de osificación endocondral.4,5,7 Los osteoblastos 
periostiales sintetizan colágena tipo I, lo que resulta en la generación directa de 
tejido calcificado.6   

Del día 11 al 20 cesa la proliferación celular; predominando la colágena tipo II, 
sin embargo la expresión de su mRNA está ausente. Los niveles de 
fibronectina disminuyen en el día 14.7 Finalmente, para el día 25 no hay más 
proliferación celular y la zona lesionada está formada por completo por hueso 
trabecular. 

 

2.7.3.2. Formación endocondral de hueso 

Cuando se mantiene una estabilidad mecánica adecuada, este tipo de 
osificación se presenta en el área entre los bordes de fractura (o también 
llamada línea de fractura)  Se desarrolla a partir del periostio adyacente al sitio 
de fractura y se ve favorecida por los tejidos blandos de la zona.4,5,6 
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2.7.3.2.1. Formación de callo blando 

Las células que predominan en este proceso son los fibroblastos y los 
condrocitos, aunque la proporción relativa de los diferentes tipos celulares 
varía entre las fracturas. Estás células producirán un callo suave semirrígido 
que es capaz de proporcionar soporte mecánico a la fractura, así como  de 
actuar como molde para el callo óseo que lo sustituirá. El callo cartilaginoso es 
predominantemente avascular, aunque su posterior substitución por hueso 
trabecular involucra la invasión por vasos sanguíneos.11  

Después del tercer día de ocurrida la fractura, como paso inicial, las células 
mesenquimales son reclutadas y comienzan a proliferar, posteriormente  se 
diferencian hacia condroblastos (condrogénesis) y entre los días 7-21 estos 
nuevos condrocitos proliferan dando lugar a la formación del callo 
blando.4,5,7,10,14 Los condrocitos sintetizan y secretan la matriz específica del 
cartílago (colágena tipo II y proteoglicanos) hasta que todo el tejido fibrinoso y 
de granulación es reemplazado por cartílago.4,5,7,10  La expresión de col2a 
indica que la colágena tipo II está siendo sintetizada.14 Si se presentan zonas 
con producción deficiente de cartílago, los fibroblastos ocuparán la región 
produciendo tejido fibroso. 11 

El IGF-1 y el TGFβ-1 regulan la proliferación y la diferenciación de las células 
mesenquimales del periostio durante la condrogénesis. El IGF-1 se ha 
involucrado en la  inducción de la diferenciación temprana y el mantenimiento 
de la proliferación y el fenotipo; el TGFβ-1aunque participa en inducción de la 
diferenciación temprana y la proliferación hacia la condrogénesis,  en las 
últimas etapas de la  condrogénesis periostial, podría no tener un efecto 
potente en la proliferación y expresión de colágena tipo II.29 También se ha  
observado que la adición durante las etapas tempranas de FGF-2, en conjunto 
con el TGFβ-1, incrementa la proliferación celular, lo que en etapas más 
avanzadas contribuye a incrementar la formación de cartílago nuevo. También 
se encontrado que aunque el FGF de tipo básico puede estimular la 
proliferación de condrocitos este podría inhibir la diferenciación terminal de 
estas  células.29 

En resumen, en esta etapa la proliferación de los fibroblastos y la 
proliferación/diferenciación de  los condrocitos son estimuladas por la 
expresión coordinada de TGF-β2 y TGF-β3, PDGF, FGF-1 e IGF; de forma 
adicional, las BMPs 2, 4, 5 y 6 ayudan a promover la proliferación celular y la 
condrogénesis.10,11, 27. Observándose además,  en fibroblastos, condrocitos y 
osteoblastos, la presencia de moléculas de adhesión y migración, 
particularmente de fibronectina.7 

 

2.7.3.2.2. Transición de cartílago a hueso 
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Una vez que se ha alcanzado la rigidez mecánica suficiente, los condrocitos 
sufren hipertrofia y comienzan a sintetizar colágena tipo X y mineralizan la 
matriz cartilaginosa de forma organizada.4,7,11 

En la reparación ósea, el VEGF es requerido para la vascularización directa del 
callo, y son  los condrocitos hipertrofiados los que al expresar este factor 
estimulan la invasión de vasos sanguíneos hacia el cartílago, así como la 
resorción del mismo.8,10,25 Por otra parte, tanto los condrocitos hipertrofiados, 
como los osteoblastos expresan MMP13 para degradar los proteoglicanos del 
cartílago y permitir la invasión de vasos sanguíneos y células de resorción.  De 
manera alterna e independiente, los condroclastos expresan MMP9 para 
continuar con la degradación enzimática de la matriz y la liberación del VEGF 
almacenado en ella.25  

 

Es la BMP2 la que estimula en los condrocitos hipertrofiados la síntesis de 
VEGF-A, B y C y la expresión del VEGFR2. El VEGF-A induce la 
osteoclastogénesis en el pericondrio y estimula la migración de osteoclastos 
hacia el interior de las regiones hipertróficas. Como mecanismo de 
sobrevivencia los condrocitos hipertrofiados presentan una secreción autocrina, 
y una secreción paracrina, como mecanismo de reclutamiento para las células 
endoteliales necesarias para la neovascularización de la región hipertrófica.13,27 

Además, los condrocitos hipertrofiados expresan el FGFR1 y su activación 
influye en la maduración de osteoblastos, al estimular la diferenciación a célula 
osteoprogenitora o arrestar la maduración de los osteoblastos diferenciados.26 

 

2.7.3.2.3. Formación de callo duro 

Conforme los vasos sanguíneos comienzan a invadir la matriz, los condrocitos 
hipertrofiados entran en apoptosis y son removidos por los condroclastos, 
dando lugar a la formación de hueso trabecular. Se piensa que la apoptosis de 
los condrocitos en esta fase está programada genéticamente.4,5  

La resorción del cartílago mineralizado se produce en asociación con el 
aumento de la expresión de M-CSF, RANKL, OPG y TNF-α, factores que 
además ayudan en el reclutamiento de células óseas y osteoclastos.8,10,27 El 
TNF-α  promueve el reclutamiento de células mesenquimales con potencial 
osteogénico y de manera más importante se piensa que  induce la apoptosis 
de los condrocitos hipertrofiados.10 La expresión de las BMPs 3, 4, 7 y 8 
también se incrementa en asociación con la resorción del cartílago, 
promoviendo el reclutamiento de células de la línea osteoblástica.8 El principal 
efecto de las BMPs es sobre las células osteoprogenitoras, induciendo su 
proliferación y diferenciación. De esta forma, las células precursoras óseas 
producen entre otras moléculas a la fibronectina insoluble, la cual es necesaria 
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para la adhesión celular; ya que después de que  la célula osteoprogenitora se 
adhiere  firmemente a la matriz se vuelve secretoriamente activa y es llamada 
osteoblasto; además, comienza a expresar marcadores moleculares como 
osteocalcina y fosfatasa alcalina.16 

De manera importante, la estimulación (osteoinducción)  de las células 
mesenquimales no diferenciadas y de las osteoprogenitoras para diferenciarse 
a osteoblastos es un  evento morfogenico que involucra discretas transiciones 
celulares. Este proceso está regulado por  la interacción compleja  entre  
múltiples señales locales (paracrinas y autocrinas)   contenidas en el ambiente 
natural de las células mesenquimales. Las BMPs se consideran como 
mediadores críticos de este proceso y han mostrado ser suficientes para 
inducir la formación de hueso de novo.11 Estas proteínas son sintetizadas por 
las células mesenquimales e inducen la diferenciación de células 
osteoprogenitoras a osteocitos. Las BMPs 2, 6 y 9 inducen la diferenciación de 
MSCs aosteoprogenitoras, y las BMPs 2, 4, 7 y 9 llevan su diferenciación a 
osteoblastos. No obstante, la mayoría de estas BMPs son capaces de inducir 
la diferenciación de los osteoblastos a osteocitos.4,7 

Otros reguladores de crecimiento óseo son el TGF-β y el grupo del IGF;, el 
TGF-β parece actuar predominantemente en las células diferenciadas, 
promoviendo su proliferación y la síntesis de matriz ósea.12 Adicionalmente, se 
ha encontrado que los miembros de esta última  familia  presentan patrones 
temporales de expresión diferentes, sugiriéndose un papel único para cada uno 
de estos.4,5 

 

Una vez que el callo blando es reemplazado por hueso inmaduro,este  es 
remodelado de manera importante antes de poder soportar carga mecánica.4 

Esta etapa representa el periodo de osteogénesis más activo. Se caracteriza 
por un nivel elevado de actividad osteoblástica y la formación de matriz ósea 
mineralizada, la cual se origina en áreas de estabilidad mecánica de la región 
periférica del callo. La matriz inicial del hueso inmaduro, la cual esta 
mineralizada y posee una composición proteinácea, es sintetizada por 
osteoblastos maduros, diferenciados a partir de osteoprogenitores, en 
presencia de factores osteogénicos11,  y contiene colágena tipo 1, osteocalcina 
y fosfatasa alcalina.27 

Además, en el mecanismo de calcificación está involucrada la mitocondria, la 
cual durante el ambiente hipóxico de la fractura acumula gránulos de calcio, los 
cuales después de ser enviados hacia el  citoplasma de los condrocitos, son 
transportados a la matriz extracelular donde precipitan con el fosfato y forman 
los depósitos minerales iniciales. Estos depósitos de calcio y fosfato se 
convertirán en el foco para la nucleación homogénea y la formación de 
cristales de apatita.10 
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2.7.4. Remodelación ósea 

Cuando  la unión ha ocurrido, dentro del hueso que ha sido formado, las fibras 
de colágena presentan una orientación aleatoria, en contraste a la orientación 
observada en el hueso laminar, por lo que este tipo de hueso se conoce como 
inmaduro. En un inicio ,conforme las fibras de colágena se mineralizan, la 
orientación de los componentes del hueso sintetizado se encuentra 
desorganizada, lo que afecta de manera importante las propiedades mecánicas 
del hueso, reduciendo su fuerza y rígidez.14,16 Por esta razón, el callo duro de 
hueso trabecular deberá ser removido para formar hueso laminar y 
eventualmente recuperar la estructura original del hueso laminar con una 
cavidad medular central.4,7,10,11 El proceso de remodelación implica la actividad 
coordinada del proceso de resorción seguido de la formación de hueso 
laminar.11,16 

El osteoclasto, el cual se forma por la diferenciación y  fusión de precursores 
hematopoyéticos,  es la célula con la función clave en la resorción del hueso 
mineralizado.4,8,12,13  Para llevar a cabo la remodelación, los osteoclastos se 
polarizan y se adhieren a la superficie mineralizada, formando un borde 
ondulado a través del cual bombean ácido hidroclorhídrico y proteasas como la 
catepsina K, cisteína lisosomal, que degrada colágena tipo I y fosfatasa 
ácida.11,14 El ambiente ácido desmineraliza la matriz, mientras las proteínasas 
degradan los componentes orgánicos. Los productos de degradación son 
removidos desde el borde  ondulado a un dominio secretorio  y los osteoclastos 
son inducidos a  apoptosis o a regresan a  una forma no resortiva. Es así que 
se crea un pozo erosivo o “laguna de Howship” por  donde los osteoblastos 
migran y sintetizan hueso nuevo sobre la superficie.11 

Además, los osteoblastos secretan dos citocinas que son primordiales para la 
inducción, sobrevivencia y competencia de los osteoclastos, el M-CSF y una 
citocina del grupo del factor de necrosis tumoral (TNF), el activador del 
receptor del ligando del factor nuclear κB (RANKL). El M-CSF es importante 
para la inducción primaria de la diferenciación de las células madre 
hematopoyéticas hacia la línea osteoclástica. RANKL es un factor producido 
por los osteoblastos maduros que estimula la diferenciación de 
preosteoclastos, aumenta la actividad de los osteoclastos maduros e inhibe la 
apoptosis de los osteoclastos.5,12,30 La actividad de RANKL se regula por medio 
de dos receptores, la osteoprotegerina (OPG) y RANK. Los precursores de 
osteoclastos expresan RANK y su activación ejerce los efectos fisiológicos 
mencionados,  la OPG es un receptor soluble que es un importante regulador 
de la señalización de RANKL ya que antagoniza la diferenciación de los 
osteoclastos.12,16,30  La proporción RANK/OPG determina la regulación final de 
la osteoclastogénesis, en la cual están involucradas la IL-1, IL-3, IL-6.10,12,16 
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En adición a estos factores pro-osteoclásticos especializados, otra gama 
amplia de citocinas y factores de crecimiento están presentes en la reparación 
de fracturas donde actúan  como promotores de la osteoclastogénesis, entre 
los que se encuentran el TNF-α, BMPs y el TGF-β.11 

Aunque los eventos celulares que se presentan durante la reparación ósea  
parecen estar regulados predominantemente por factores locales y citocinas, 
las hormonas sistémicas (hormona tiroidea/paratiroidea, hormona del 
crecimiento, vitamina D, esteroides sexuales) podrían modular estos eventos.11 

 

3. Falta de unión 

En humanos, la mayoría de las fracturas de huesos largos progresan de 
manera exitosa hacia la reparación, sin embargo, la falta de unión es una 
complicación que puede presentarse en un 5 a 10% de los casos31.  En 
algunos casos, tal complicación puede representar hasta un 16% de los casos 
cuando las fracturas son expuestas y con un gran daño de los tejidos blandos 
circundantes, o hasta un 46% cuando la irrigación sanguínea de la zona se ve 
comprometida32. De los hueso largos, la tibia es aquél que se fractura con más 
frecuencia y que además presenta los índices más altos de desarrollo de falta 
de unión, sobre todo cuando su diáfisis se ve afectada; bajo estas 
circunstancias, la incidencia puede variar entre el 5 y 41% de los casos 33, 34. 

 
 
3.1 Concepto 
 
La falta de  unión se define como una fractura en la que la evidencia clínica y 
radiográfica demuestra que la reparación ósea se detuvo en las condiciones 
presentes al momento del diagnóstico, por lo que la fractura no se repara y es 
poco probable que lo haga a menos que algún protocolo terapéutico adicional 
se establezca.35,36 Además,  se observa  la  formación de tejido fibroso o 
cartilaginoso  que requiere de la intervención quirúrgica para promover la 
reparación ósea y lograr la unión de la fractura.37 
 
De forma general se considera como falta de unión cuando una fractura no ha 
reparado en un periodo de seis a ocho meses.38 En 1986, la Food and Drug 
Administration (FDA) especificó el periodo para el establecimiento de la falta de 
unión en un mínimo de nueve meses a partir de la lesión; de manera adicional, 
la fractura no debe mostrar signos progresivos de reparación ósea durante los 
tres últimos meses. Aunque, esta definición debe ser aplicada con criterio, 
debido a que el tiempo de reparación en cada hueso es diferente, pero si una 
fractura no repara dentro del tiempo que normalmente se requiere en un hueso 
en particular, se puede considerar como falta de unión.35,38,39 
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3.2 Clasificación 
 
Existen varios criterios para la clasificación de la falta de unión ósea, el más 
utilizado es el que considera la capacidad de los bordes de los fragmentos 
óseos para generar una respuesta biológica. De la viabilidad de los bordes de 
los fragmentos óseos, depende la elección del tratamiento para corregir la falta 
de unión. Basados en lo anterior, se distinguen dos tipos principales de falta de  
unión: falta de unión viable (hipertrófica o hipervascular) y falta de unión no 
viable (atrófica o avascular) 35,36,38, 39-43. 
 

3.3 Causas 
 
Se desconocen las causas específicas que llevan al desarrollo de una falta de 
unión, pero se sospecha que intervienen factores tanto locales como 
sistémicos35.  La falta de irrigación, el daño severo al periostio, la destrucción 
ósea que provoca grandes defectos, o bien, una estabilización inadecuada de 
la fractura son factores que favorecen su presentación 44-46. La patogénesis de 
la falta de  unión puede dividirse de manera estricta en dos categorías 
principales: (1) falla biológica (de origen primario o sistémico), que consiste en 
la conservación de las condiciones adecuadas para que ocurra la reparación, 
pero los mecanismos biológicos no pueden llevarla a cabo; y la (2) falla 
técnica, en la que no se crean las condiciones adecuadas para que el hueso se 
repare. Tanto en medicina veterinaria como humana, la mayoría de los casos 
de falta de unión se relacionan con la segunda categoría, frecuentemente 
asociada a una técnica quirúrgica o inmovilización inadecuadas o al desarrollo 
de una infección.47 

 

3.4 Diagnóstico 
 
Un diagnóstico presuntivo de falta de unión se establece cuando ha pasado un 
tiempo prolongado desde que se presentó la fractura y se puede confirmar con 
hallazgos clínicos y radiográficos como los siguientes 35,36,48 
 
3.4.1 Criterios clínicos 
 

1. Inestabilidad y falta de rigidez en el sitio de fractura.  
2. Pérdida de la capacidad del miembro para apoyar. 
3. Crepitación en la zona de fractura.  
4. Deformidad de la zona, el miembro se desvía del eje axial normal. 
5. El callo en la zona de fractura puede ser abundante o ausente, 

dependiendo del tipo de falta de unión.  
6. Dolor de grado variable.  
7. Atrofia de la musculatura de la zona por falta de uso. 
 

3.4.2 Criterios radiográficos 
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1. No hay contacto de los bordes de los segmentos de la fractura y se 
observa aún la línea de fractura donde el hueso debería estar unido por 
un callo. En el caso de haber formación de callo, este no une los 
extremos de la fractura. 

2. Los bordes de la fractura se observan bien definidos  sin actividad 
aparente, al menos no con señal de mineralización, y pueden 
encontrarse escleróticos. 

3. En los extremos cercanos a la fractura puede verse la formación de un 
tapón de callo endosteal obliterando el canal medular. 

4. Disminución de la densidad del hueso circundante (osteopenia), como 
consecuencia de la falta de la actividad. 

5. Angulación. 
 

3.5 Tratamiento 

La clasificación de la falta de unión determina la o las técnicas que el tratamiento 
debe incluir para su corrección, por lo tanto, existen infinidad de terapias tanto 
conservadoras como quirúrgicas. Es bien aceptado que el protocolo adecuado 
para el tratamiento de la falta de unión debe incluir la estabilización del sitio, así 
como la resección del tejido de la zona y el retiro de la corteza ósea de los bordes 
de fractura y la colocación de un injerto óseo 40, 49-53. 

Adicionalmente, se sabe que el tejido en el sitio de falta de unión puede servir 
como un reservorio de células progenitoras mesenquimales. Estas, en respuesta a 
un estímulo específico (eléctrico, mecánico, biológico o una combinación de todos 
ellos) son capaces de continuar el proceso osteogénico. Por esta razón, diversas 
estrategias que utilizan métodos biológicos o físicos han mostrado resultados 
satisfactorios en el tratamiento de la falta de unión 45,46, 54,55 

 

4. Efectos de la estimulación mecánica en el hueso  

El hueso es un tejido compuesto por una matriz de colágena e hidroxiapatita que 
contiene una red compleja de lagunas y canalículos donde los osteoblastos y 
osteocitos, en conjunto con sus procesos citoplasmáticos, se encuentran inmersos 
en líquido intersticial. Uno de los primeros científicos en sentar las bases de la 
influencia de la estimulación mecánica en la estructura del hueso fue el anatomista 
Julius Wolff, quien en 1892, con base en sus observaciones estableció que la 
estructura del hueso (cortical y trabecular) es capaz de adaptarse a las cargas a 
las que se ve sometida de manera continua. Actualmente, se acepta que el 
estímulo mecánico tiene un gran efecto en la velocidad y la eficiencia del proceso 
de reparación de una fractura; por esta razón es de gran importancia comprender  
el efecto del ambiente mecánico en una fractura sobre su reparación, así como el 
mecanismo por el que las señales mecánicas modulan la reparación ósea. 56  
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El ambiente mecánico dentro del callo de una fractura en reparación está 
determinado por parámetros múltiples como la estabilidad de la fijación, la 
geometría de la fractura y el tipo de carga. La carga mecánica que recibe una 
fractura es consecuencia del apoyo del peso sobre el miembro afectado y sus 
efectos sobre la reparación ósea dependen de la frecuencia, tipo y magnitud de la 
carga, así como del tamaño de la línea de fractura 57. En trabajos en los que se ha 
evaluado el efecto de la dinamización de la línea de fractura, se encontró que la 
aplicación de desplazamientos compresivos cíclicos puede aumentar la reparación 
al aumentar la cantidad de callo formado y la velocidad de osificación. En 
contraste, aunque se ha observado que la aplicación de desplazamientos por 
tensión sucesivos también estimula la formación de hueso, en este caso se 
favorece la osificación intramembranosa 58.  Estas grandes diferencias en los 
efectos de la aplicación de cargas compresivas y de tensión sobre el tipo de 
osificación demuestran tanto la complejidad como el potencial para utilizar las 
cargas mecánicas para favorecer la formación de hueso. 

En los primeros trabajos en los que se consideró la aplicación de estimulación 
mecánica por vibración, Rosenberg59 encontró que al aplicar este tipo de estímulo 
a cultivos de células similares a osteoblastos  estas activaban  vías de 
señalización intracelular, modificando el metabolismo de las mismas59. Evaluando 
los efectos del estímulo mecánico por vibración, pero en un modelo animal,  en 
este caso el borrego, Goodship y Kenwright observaron que la reparación ósea de 
defectos segmentales en tibia se vio favorecida por la vibración aplicada a través 
de un fijador esquelético externo, pues  indujo  la formación de un callo óseo más 
extenso 60.  

De manera práctica, la aplicación de un estímulo mecánico durante la reparación 
de fracturas o de defectos segmentales óseos, induce la diferenciación y 
formación de los componentes del tejido óseo 57, 61. Adicionalmente, cuando se 
aplica compresión cíclica a través del sitio de fractura, se observa que la 
estimulación mecánica tiene un efecto positivo sobre la respuesta osteogénica del 
hueso, resultando en la formación de un callo óseo más extenso 62, 63.  
 

Desafortunadamente, debido a que aún no se definen los parámetros ideales para 
aplicar una carga, la estimulación mecánica no se ha consolidado como un 
método estándar de tratamiento. Sin embargo, la estimulación mecánica sigue 
representando un tratamiento potencial en el manejo de las fracturas óseas y sus 
complicaciones como la falta de unión 63.  

Adicionalmente, existe evidencia que apoya la posibilidad de que los cambios en 
presión del líquido intersticial son  uno de los mecanismos mediante el cual se 
transmite un estímulo mecánico externo hacia las células óseas. En consecuencia, 
la presión del líquido intersticial podría ser modificada al deformar al tejido 
mediante la aplicación de estrés mecánico ocasionado por el incremento de la 
presión intramedular o por estimulación mecánica externa 64.  
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4.1 Mecanotransducción 

A pesar de que se desconoce el mecanismo mediante el cual el hueso responde a 
un estímulo mecánico convirtiéndolo en una señal química para las células, se ha 
sugerido que los osteocitos son las células responsables de llevar a cabo este 
proceso de mecanotransducción. La mecanotransducción involucra tres procesos: 
1) la mecanodetección (acoplamiento bioquímico), 2) la transducción de la señal y 
3) la respuesta de la célula efectora. La mayoría de los estudios en el campo de la 
reparación ósea se han enfocado en la respuesta de las células efectoras 
(condrocitos y osteoblastos), observándose que los cambios en el ambiente 
mecánico del sitio de la reparación afectan la expresión de morfogénos y de 
proteínas de la matriz extracelular.65 

Por otra parte, tampoco se sabe mucho sobre los mecanismos de 
mecanodetección y de las vías de señalización activas durante la reparación de la 
fractura. En particular, se sabe poco sobre la identidad de los tipos celulares que 
actúan como mecanodetectores durante cada una de las fases del proceso de 
reparación, de cómo estas células detectan el ambiente mecánico, y de cómo esta 
detección se transforma en una respuesta de las células efectoras.65  

Estudios en osteocitos, osteoblastos y progenitores osteoblásticos, permitieron 
proponer a diferentes moléculas como parte del mecanismo de mecanodetección. 
Entre éstas se encuentran los canales iónicos activados mecánicamente, las 
integrinas, las proteínas G y la asociación entre el citoesqueleto y algunas 
isoformas de la fosfolipasa C66. Recientemente se ha involucrado a la cinasa de 
adhesión focal (FAK) como un mediador clave en la formación de hueso. Por otra 
parte, mediante estudios in vitro y en modelos óseos se identificaron varias vías de 
mecanotransducción, sin embargo, todavía no se ha logrado determinar cuáles 
vías de señalización participan durante las diferentes fases de la reparación ósea 
58. 

Una de las vías de señalización más importante en la reparación ósea normal66 es 
la de las BMPs. . Por este motivo, en diversos trabajos se ha analizado la relación 
entre la estimulación mecánica y la expresión de estas proteínas durante la 
reparación ósea. De esta manera, Kristy y colaboradores reportaron que los 
patrones de expresión génica son diferentes en la osteogénesis por distracción 
respecto a los encontrados en una fractura en reparación no sometida a tensión, 
observándose un aumento en la expresión tanto de BMPs-2 y -4 así como de 
diversas proteínas de matriz extracelular 57.  
 
 
4.2. Estimulación mecánica y expresión de las BMPs 
 
Diversas investigaciones sugieren que el estrés mecánico induce la expresión de 
las BMPs. Por ejemplo, en la osteogénesis por distracción se observó formación 
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de hueso al ejercer fuerzas de tensión graduales entre los fragmentos de una 
fractura. En tales casos se demostró la presencia del RNAm de las BMPs -2 y -4 
en el callo sometido a distracción, lo que sugiere que el gen responsable de 
expresarlas es inducido por las fuerzas de tensión. Por esto, la vía de señalización 
de las BMPs podría actuar como un mediador en el proceso de reparación ósea 
inducido por estrés mecánico.67 Datos recientes indican que uno de los factores 
moduladores en la expresión de BMPs y sus receptores consiste en la aplicación 
de cargas mecánicas. Además, existen trabajos donde se ha observado que la 
estimulación con BMPs promueve la activación in vitro de células obtenidas a 
partir de procesos de falta no unión; estos datos sugieren que la estimulación 
mecánica de la falta de unión podría estimular la producción de BMPs, lo que a su 
vez reactivaría el proceso de osteogénesis en el hueso68. 
 
 
5. Modelos animales de falta de unión ósea 
 
El modelo de falta de unión ósea es un tipo especial de modelo de fracturas, ya 
que representa una reparación ósea anormal. Se emplea con el propósito de 
estudiar las condiciones fisiopatológicas que llevan al desarrollo de tal 
complicación en la reparación de las fracturas, así como para generar nuevos 
tratamientos para su resolución.69 

 
 
5.1 Características generales 
 
Diversos modelos de falta de unión ósea se han descrito en especies como la rata, 
conejo y el perro. El principio básico para crear una no unión ósea consiste en la 
modificación de los elementos osteoconductivos y osteoinductivos en el sitio de 
fractura. Los métodos más comunes para lograrlo incluyen la resección de 3 a 10 
milímetros del hueso diafisiario o metafisiario y escisión o cauterización extensa 
del periostio; esto puede ir acompañado de la separación de los bordes de fractura 
mediante barreras de silicón. La fijación de la osteotomía se ha realizado mediante 
fijadores esqueléticos externos (AFEE) o clavos intramedulares. 48, 68, 70-75                  
 

5.2 Modelos de falta de unión generados a partir de defectos segmentales 
 
Los modelos de defectos segmentales óseos han proporcionado un excelente 
modelo in vivo para el desarrollo y estudio de la falta de unión. De todas las 
especies utilizadas, los roedores76-88 y los perros89-94 son las más frecuentemente 
utilizadas, sin embargo, estos modelos no son comparables con la talla del cuerpo 
humano. En relación a esto, el uso de un modelo segmental óseo no crítico en 
tibia de borrego, presenta como ventaja la gran similitud con la talla del humano, lo 
que en adición al estudio de los eventos celulares, permitirá la evaluación de 
procedimientos quirúrgicos e implantes similares a los que se usarían en 
humanos.95 

Un campo de gran interés es la evaluación de los efectos de la vibración mecánica 
en la reparación de las fracturas óseas, esto debido a que la tibia es uno de los 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


43 
 

huesos largos que se fractura con mayor frecuencia en humanos y también uno de 
los que tiene gran riesgo de desarrollar complicaciones en la reparación de las 
fracturas como falta de unión  ósea. 3, 33,34 Uno de los implantes más eficientes en 
la fijación de fracturas y que es utilizado con regular frecuencia en la reparación de 
fracturas de tibia es el clavo bloqueado.96   Por estas razones, en el Instituto 
Nacional de Rehabilitación (INR)  se decidió diseñar un clavo bloqueado dinámico 
(CBD), por medio del cual se pueda administrar estimulación mecánica por 
vibración. 
Las ventaja del diseño de este CBD es que su colocación en un paciente es 
idéntica a la de cualquier clavo bloqueado estándar, evitando así problemas 
relacionados con el aprendizaje de una nueva técnica quirúrgica por parte del 
cirujano, y si sus efectos reportan beneficio, se podría proponer como un 
tratamiento innovador que mejore la reparación ósea en la falta de unión. 
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4. HIPÓTESIS 
 
Si la estimulación mecánica es capaz de inducir la osteogénesis, su aplicación en 
un proceso de falta de unión por medio de un clavo bloqueado intramedular 
percutor podría ser capaz, a través del incremento en  la expresión de las BMPs, 
de reactivar la reparación ósea y favorecer la consolidación de fractura. 
 
 
5. OBJETIVOS 
 
Objetivo General 
 
Evaluar la respuesta tisular y la expresión de las BMP´s ante un estímulo 
mecánico por vibración, para determinar sus efectos en la reparación ósea en un 
proceso de falta de unión ósea en tibia de borrego.  
.  
 
Objetivos particulares 

 
Evaluar el grado de reparación óseo obtenido como resultado de la vibración en 
un modelo de falta de unión ósea mediante:  

 
1.- Seguimiento radiográfico del proceso  
 

1. Evaluar  la reparación ósea durante el periodo de 12 semanas 
2. Determinar el grado radiográfico de unión ósea a las 12 semanas 

 
2.- Estudios de histomorfometria 
 

2. Describir la etapa de progreso de la reparación ósea de acuerdo a las 
características histológicas encontradas a las 12 semanas 

 
3.- Evaluar la expresión de las BMPs- 2 y -4 mediante inmunodetección 
  

1. Describir que tipos celulares expresan las BMPs -2 y  4 
2. Determinar si  se inducen diferencias en la expresión de las BMP´s 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1.  Animales 
 
El estudio se llevó a cabo en 3 borregos machos de la raza Suffolk, de un año y 
medio de edad. Los animales se obtuvieron del CEIEPO (Centro de Enseñanza, 
Investigación y Extensión en Producción Ovina) de la Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. 
 
A todos los animales se les generó un proceso de falta de unión ósea por medio 
de un modelo de un defecto segmental óseo no crítico previamente establecido 83. 
Posteriormente, a dos de los individuos experimentales se les administró 
estimulación mecánica por vibración mediante un clavo intramedular bloqueado 
diseñado en el Instituto Nacional de Rehabilitación. Al tercer individuo 
experimental se le colocó un clavo bloqueado estándar y se utilizó como grupo 
control.  
 
Todos los procedimientos se llevaron a cabo en las instalaciones del bioterio del 
Instituto Nacional de Rehabilitación, México; y fueron aprobados por la Comisión 
Interna para el Cuidado de los Animales de Experimentación (SICUAE) de la 
FMVZ-UNAM. 
 
 
 
 
2. Inducción del proceso de falta de unión por medio de un modelo de defecto 
segmental óseo no crítico 
 
 
 
2.1 Procedimiento Anestésico 
 
Previo a la inducción de la anestesia, los animales se mantuvieron en  ayuno de 
sólidos por 36 horas  y de líquidos por 8 a 12 horas. Para la anestesia de los 
animales, se colocaron catéteres intravenosos en ambas venas cefálicas y se 
realizó la inducción anestésica con propofol (4 mg/kg IV).  La vía aérea se 
mantuvo permeable mediante la colocación de una sonda endotraqueal con globo, 
de 12 mm de diámetro externo y 56 cm de largo. La anestesia se mantuvo 
mediante la inhalación de halotano, a una concentración entre el 2 y el 3%. 
 
 
 
2.2 Procedimiento Quirúrgico 

 
El animal se colocó en decúbito lateral izquierdo y el miembro pélvico izquierdo se 
preparó de manera aséptica para cirugía. Para determinar el sitio de osteotomía 
en el tercio distal de la tibia, se midió la longitud de esta desde la porción más 
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proximal de la cresta tibial a la más distal del maléolo medial, dividiéndola en tres 
regiones de la misma longitud. En la región comprendida entre los dos últimos 
tercios se hizo una incisión de aproximadamente 7 cm en piel y tejido subcutáneo 
de la cara medial de la tibia. Posteriormente, para exponer los músculos tibial 
craneal y flexor digital medial se incidió y elevó la fascia crural sobre la cara medial 
del hueso. Con el uso de un elevador de periostio se desinsertaron los músculos 
para exponer la totalidad de la circunferencia ósea. 

 
El modelo de falta de unión se preparó, mediante el uso de una sierra de Lis, una 
osteotomía de diámetro completo en la zona comprendida entre el tercio medio y 
distal del cuerpo de la tibia, humedeciendo de forma continua con solución salina 
fisiológica estéril para evitar la necrosis térmica del hueso. Desde cada borde óseo 
de la osteotomía, hasta una longitud equivalente al valor del diámetro del cuerpo 
tibial, se elevó y retiró el periostio del diámetro completo de la tibia.  Mediante 
distracción se estableció una línea de fractura de 5 mm de separación entre los 
segmentos óseos y se colocó de manera temporal una placa de aluminio de 5 mm 
de ancho para mantener la separación establecida al colocar el sistema de 
fijación.  
 
A continuación se realizó un abordaje a la articulación de la rodilla mediante una 
incisión curva en piel y tejido subcutáneo de la región parapatelar medial, 
abarcando desde la inserción del ligamento patelar hasta 4 cm por encima de la 
patela. Enseguida se incidió la fascia lata a lo largo del borde craneal del bíceps 
femoral, mientras que la fascia retinacular lateral de la rodilla fue incidida de forma 
paralela a la patela y al ligamento patelar. Finalmente, se incidió la cápsula 
articular. Con la articulación extendida se luxó lateralmente la patela y se retrajo el 
cojinete adiposo para lograr una exposición adecuada de la porción craneal de la 
meseta tibial. 
 
Una vez realizada la artrotomía de la rodilla, para ampliar el canal medular y 
comunicarlo con la articulación, se utilizó una broca de 9 mm de diámetro de forma 
retrograda para perforar la meseta tibial. Posteriormente, a través de la 
articulación de la rodilla, se colocó de forma normógrada en el canal medular de la 
tibia, un clavo bloqueado de 9 mm de diámetro con dos orificios de 4.5 mm en 
cada extremo del implante. Enseguida el clavo se acopló a la guía de fijación, y 
con la rodilla en hiperflexión, se introdujo a través de la perforación en la meseta 
tibial y se desplazó distalmente por el canal medular hasta visualizarlo en el borde 
proximal de la osteotomía. Para la coaptación de la fractura, y mantener la línea 
de fractura, mientras se fijaba el implante, primero se colocó una placa de aluminio 
y después se bloquearon todos los orificios del clavo con tornillos 4.5, 
verificándose su posición correcta mediante el uso de un fluoroscopio portátil.  
 
Cuando la osteotomía se estabilizó, se retiró la placa espaciadora de aluminio y se 
colocó un disco de silicón biocompatible de 5 mm de grosor, cuya función fue 
simular la interferencia de tejido blando en la línea fractura. 
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Finalmente, se procedió al cierre de la artrotomía y del abordaje al tercio distal de 
tibia empleando para ello material de sutura absorbible. Se colocó un vendaje de 
Robert-Jones para evitar edema e inflamación de la zona.  
 
La utilización de este modelo demostró generar un proceso de falta de unión en un 
periodo de 8 semanas.97  
 
 
 
 
3.  Tratamiento de la falta de unión 
 
 
 
3.1 Tratamiento quirúrgico 
 
Una vez que se determinó como establecido el proceso de falta de unión, a las 8 
semanas, se administró el tratamiento aceptado como estándar para el manejo de 
la falta de unión a todos los animales experimentales. Este consistió en resección 
del tejido dentro de la línea de fractura, aposición de los bordes óseos y 
estabilización de la fractura.  En uno de los animales (control) se colocó un clavo 
bloqueado estándar de 9 mm de diámetro con dos orificios para tornillos de 4.5 
mm en cada extremo; en los otros dos animales se colocó un clavo bloqueado de 
9 mm de diámetro con un dispositivo interno para generar vibración. 
 
 
 
3.2 Estimulación mecánica 
 
 
 1. Características del clavo  
 
 Se utilizó un prototipo de clavo bloqueado, fabricado con acero quirúrgico 
 316LS. EL implante se construyó  con una cuerda interna en el extremo 
 proximal para acoplarse a la guía de inserción y con dos orificios de 
 bloqueo en cada extremo. La geometría del clavo fue recta a lo largo de 
 todo su eje longitudinal y con un diámetro externo de 9 mm e interno de 7 
 mm. En su interior se insertó un dispositivo electromecánico (7.0 x 31 mm) 
 el cual fue energizado por una fuente de poder externa (Tektronix PS 280). 
 El clavo puede producir una aceleración controlada  de 0.35 – 10 g en un 
 rango de frecuencia de 10 – 150 Hz. 
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 2. Características del tratamiento  
 
Se permitió que los animales se recuperaran, durante una semana, del 
procedimiento quirúrgico estándar para iniciar el tratamiento de la falta de 
unión. En el día 8 posterior a la lesión, se inició la estimulación mecánica 
con el clavo percutor. Dicha estimulación se administró una vez al día por 
periodos de 20 minutos continuos. El estímulo se administró por un periodo 
total  de 12 semanas en uno de los animales (EM12) y por 3 semanas en el 
otro (EM3). Los animales fueron mantenidos en evaluación por un periodo 
total de 12 semanas. 
 
 

4.  Evaluación 
 
 
4.1 Examen ortopédico 

 
A lo largo del tratamiento, se realizó un examen clínico ortopédico cada 
semana para seguir la evolución de los animales y detectar cualquier 
complicación con el procedimiento quirúrgico.  
 
 

4.2 Radiográfica 
 

Para evaluar el proceso de reparación ósea y su respuesta al tratamiento 
con estimulación mecánica, se realizaron estudios radiográficos de la tibia, 
cada dos semanas, después de realizado el proceso y hasta cumplir un 
periodo de 12 semanas de evolución.  

 
 
4.3 Análisis del tipo de tejido presente en la zona de falta de unión 

 
 Al finalizar el periodo de evaluación de 12 semanas, se abordó 
 quirúrgicamente el sitio de falta de unión y se obtuvieron biopsias tanto del 
 tejido formado dentro de la línea de fractura como de los bordes óseos.  
 
 La identificación de cada muestra se realizó de acuerdo a la zona de donde 
 se obtuvo, las cuales fueron  las siguientes: 
 

1. Corteza craneal, caudal, medial o lateral (proximal y distal) 
2. Tejido de la línea de fractura (craneal, caudal, medial o lateral)  

 
Las muestras se fijaron en formol al 10%(v/v) y el tejido óseo se descalcificó con 
ácido clorhídrico. Las muestras se incluyeron en parafina y para evaluar el tipo de 
tejido presente en los cortes obtenidos, éstos se tiñeron con HE y con la técnica 
tricrómica de Masson. Las observaciones se realizaron en un microscopio óptico 
(Carl Zeiss). Para realizar la medición del área correspondiente a cada tejido, el 
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material procesado mediante la tinción tricrómica de Masson se digitalizó mediante 
el uso de un microscopio óptico adaptado con cámara digital Motic BS Profesional 
Series, empleando el Software de análisis de imagen Sigma Scan Pro 5 (Jandel 
Scientific). 

 
 
 
4.4 Expresión de las BMP´s en el sitio de  falta de unión 

 
1. Descalcificación 
Las muestras obtenidas se conservaron en paraformaldehído al 4% (p/v) y 
después fueron colocadas en EDTA al 10% (p/v). Por cada 100 ml de 
aguadestilada se utilizaron 14.5 gr de EDTA, 1.25 gr de hidróxido de sodio y 15 ml 
de glicerol. Las muestras se mantuvieron a 5°C y la solución descalcificadora se 
cambió cada tercer día, hasta que se alcanzó una descalcificación total de las 
muestras en un periodo tres semanas en promedio. Una vez descalcificadas las 
muestras, se lavaron en PBS y se incluyeron en parafina. 
 
 
 
2. Inmunodetección 
 
 
Se establecieron dos protocolos para la detección de la expresión de las BMP´s: 
 
2.1  Inmunofluorescencia 
La detección de la proteína BMP-2 y 4 se realizó empleando el anticuerpo anti 
BMP-2 y BMP-4 de ratón (Chemicon Internacional, USA) en una dilución 1:5 y 
teniendo como control positivo cortes de embrión de ratón de 13-15 días de 
gestación. Los detalles del protocolo se describen en la tabla 1. 
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Tabla 1. Protocolo de inmunofluorescencia (Anticuerpo Chemicon Anti BMP-4) 

Día 1         

  Proceso Equipo o reactivo Temperatura Tiempo (min) Especificaciones 

         

         

1) DESPARAFINACIÓN       

  a) Estufa 64ºC  120  

  b) xilol I  10  

  c) xilol II  10  

  d) Et OH absoluto  10  

  e) Et OH 96%(v/v)  10  

  f) Et OH 90%(v/v)  10  

  g) Et OH 80%(v/v)  10  

  h) Et OH 70%(v/v)  10  

  i) H2O destilada   10   

2) Recuperación antigénica       

   Autoclave 115-120ºC 15 
Amortiguador: citrato de Na 
0.01 M; pH 6 

        

Colocar vasos de precipitados 
con buffer y muestras, 
encender autoclave.  Cuando 
alcance la temperatura 
calentar por 15 min y apagar 

         

3)  Enfriado   Ambiente 30 

Abrir autoclave y sacar 
muestras a enfriar por 
inmersión de vasos en agua  a 
temperatura. ambiente. 

          

Cambiar amortiguador por 
agua destilada a temperatura 
ambiente 

4) Lavado        

   PBS  2,5 

4 lavados "por inmersión", 
retirar amortiguador con 
aspiración 

        3 s 2 lavados  por decantación 

5) Bloqueo       

    BSA 10%(p/v) en PBS Ambiente 120 Colocar en cámara húmeda 

6) Lavado        

      2,5 

4 lavados "por inmersión", 
retirar amortiguador con 
aspiración 

    PBS   3 s 2 lavados  por decantación 

7) Incubación Anticuerpo  Primario    4ºC Toda la noche 
Colocar en cámara húmeda y 
guardar en refrigerador toda la 

        noche. Dilución  1:5 
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2.2 Inmunohistoquímica 
 
La detección de la proteína BMP-4 se realizó mediante la técnica de la peroxidasa, 
empleando el anticuerpo Anti BMP-4 (Santa Cruz Biotechnologies, SC-6896) en 
una dilución 1:50 y teniendo como control positivo cortes de embrión de ratón de 
13-15 días de gestación. El protocolo se describe a continuación: 
 
 

Tabla 1. Protocolo de inmunofluorescencia (Anticuerpo Chemicon Anti BMP-4) Continuación. 

 Día 2     

8) Lavado  PBS TWEEN 20 0.1% (v/v)   2,5 

4 lavados "por inmersión", retirar 
amortiguador por aspiración 

   PBS  2,5 

2 lavados "por inmersión", retirar 
amortiguador por aspiración 

    PBS   3 s 2  lavados por decantación 

9) Bloqueo       

    BSA 10%(p/v) Ambiente 120 Colocar en cámara húmeda 

10) Lavado  PBS TWEEN 20 0.1% (v/v)   2,5 

4 lavados "por inmersión", retirar 
amortiguador por aspiración 

   PBS  2,5 

2 lavados "por inmersión", retirar 
amortiguador por aspiración 

    PBS   3 s 2 lavados por decantación 
11) Incubación anticuerpo secundario Antiratónbiotinilado Ambiente 60 Cámara húmeda 

          Dilución: 1/400 

          En BSA al 5%(p/v) 

12) Lavado  PBS TWEEN 20 0.1% (v/v)   2,5 

4 lavados "por inmersión", retirar 
amortiguador por aspiración 

   PBS  2,5 

2 lavados "por inmersión", retirar 
amortiguador por aspiración 

    PBS   3 s 2 lavados  por decantación 

13) Incubación con fluorocromo Streptavidina-FITC Ambiente 30 Mantener en cámara oscura 

          Dilución: 1:1000 en PBS 

14) Lavado  PBS TWEEN 20 0.1% (v/v)   2,5 

4 lavados "por inmersión", retirar 
amortiguador por aspiración 

   PBS  2,5 

2 lavados "por inmersión", retirar 
amortiguador por aspiración 

   PBS  3 s 
2 lavados por decantación 

          Mantener en cámara oscura 

15) Montaje Medio de montaje DAKO     Mantener en cámara oscura 
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Inmunohistoquimica en parafina  
 
A) Identificar las laminillas con lápiz de punta diamante. 
 
I. Desparafinación  

1. Incubar las laminillas a 57-60°C en durante 1 hora  
2. Sumergir  las laminillas en xilol durante 10 min. 

 
II.- Hidratación: Sumergir las laminillas en concentraciones descendentes de 
alcohol durante 10 minutos en cada paso. 
        
III Recuperación antigénica  
Reactivo: Antigen Retrieval Citra Plus 10X (500 ml) cat. HK080-9K Biogenex. 
Preparación amortiguador de citratos 1X (DakoCytomation, Target Retrieval 
Solution). Para recuperación: 10 ml en 100 ml de agua destilada (se puede reusar 
3 ó 4 veces). 
 
1.- En un vaso de Coplin con amortiguador de recuperación colocar las laminillas 
(que la solución cubra las laminillas) y se introducen en baño maría en autoclave 
casera (20 a 25 lbs de presión/121°C/5min). 
 
2. Se tapa la autoclave y se espera a que inicie la salida de vapor por la válvula, 
entonces, se coloca el tapón de la válvula y una vez alcanzada la presión se deja 
durante 5 min y se apaga. Se espera a que se elimine la presión  y se deja enfriar 
durante 20 min. (Se recupera el amortiguador de citratos). 
3. Se colocan las laminillas en agua destilada (3 min)  
4. Delimitar la zona de la muestra con lápiz marcador (Dako cytomaton Pen) 
previo secado de la zona con una gasa. 
 
IV. Bloqueo con peróxido de hidrógeno 
Se agrega peróxido de hidrógeno al 1% por 10 min y posteriormente se lava con 
PBS-T. 
 
V. Bloqueo de proteínas  
Reactivo: Universal Blocking Reagent 10X. Biogenex cat. HK0855K.  
Se prepara una mezcla al 1X (10 ml del reactivo en 100 ml de PBS+Tween-20 o 
Tritón al 0.1%(v/v). Incubar 10 min, decantar y lavar con PBS Tween-20 tres 
veces. 
 
 
VI. Reacción antigénica I.  
Preparación de la dilución del anticuerpo. El Anticuerpo primario se diluye en 
solución diluyente de  anticuerpo (DakoCytomation, Antibody Diluyente cat. 
S0809). 
1. Una vez que se decante la solución de lavado, agregar PBS-BSA al 1% al 
control negativo. 
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2. A los positivos agregar el Anticuerpo primario e incubar en cámara húmeda a 
temperatura ambiente  por toda la noche.  
Posteriormente: 
3. Se realizan 3 lavados con PBS-T  
4. Se realizan 3 lavados con TBS-T (50 mM) 
 
VII. Reacción antigénica II. (kit LSAB+Sys-HRP, Dako-Cytomation, cat K0679) 
1.- Bloqueo con peróxido de hidrógeno por 10 min. 
2.- Lavar 3 veces con PBS-T  
3.- Lavar 3 veces con TBS-T 
 
4.- Adicionar 1 gota de link-anticuerpo secundario e incubar 30 min a temperatura 
ambiente. 
5- Lavar 3 veces con PBS-T 
6- Lavar 3 veces con TBS-T 
 
7- Adicionar 1 gota de estreptavidina e incubar 30 min a temperatura ambiente. 
8- Lavar 3 veces con PBS-T 
9- Lavar 3 veces con TBS-T 
 
10- Adicionar el cromógeno (se prepara 10 gotas de diluyente x 1 gota de 
cromógeno, usar guantes) se adicionan 100l por laminilla y se incuba por 5 min. 
8.- Lavar colectando los desechos en un frasco (Reactivo tóxico) 
9.- Colocar en agua destilada para hacer la contra tinción  
 
VIII. Contratinción.  
 
1. Se colocan las laminillas en un vaso de Coplin con hematoxilina, por 20 
segundos y se lava con agua destilada.  
2. Deshidratar por pase rápido en concentraciones ascendentes de alcohol y al 
final xilol.   
3. Agregar dos gotas de Entellan (medio de montaje Merk) 
4. Colocar el cubreobjetos (se limpian previamente, con etanol absoluto) y esperar 
2 horas aproximadamente a que se seque para ver al microscopio; para secado 
completo 24 horas colocados en posición horizontal.  
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7. RESULTADOS 
 
La técnica quirúrgica en la tibia izquierda para el tratamiento de la falta de unión se 
llevó a cabo sin complicaciones en los tres borregos en estudio. La evolución 
clínica se desarrolló sin complicaciones en todos los animales. Los individuos del 
grupo experimental (EM3 y EM12) no mostraron ningún signo de dolor o 
incomodidad al poner en marcha el dispositivo de vibración del clavo bloqueado 
para administrar la estimulación mecánica. 
 
 
 
7.1 Evaluación ortopédica 
 
 
 
1. Examen ortopédico en dinámica 
 
Desde el primer día, posterior a la cirugía, hasta el término de la primera semana 
los animales presentaron claudicación grado I. Durante la segunda semana los 
animales dejaron de presentar anormalidades en la marcha, manteniéndose así 
hasta concluir el periodo de evaluación de 12 semanas. 
 
 
 
2. Examen ortopédico a la manipulación 
 
Los animales mostraron dolor ligero a la manipulación en la zona de la falta de 
unión durante la primera semana, por lo que se dio tratamiento con analgésicos 
(butorfanol 0.2 mg/Kg, cada 12 horas y ketorolaco 100 mg totales, cada 24 horas 
ambos por cinco días). En el resto del periodo de evaluación los animales no 
presentaron signos clínicos de dolor.  
 
 
 
 
7.2 Evaluación Radiográfica 
 
 
Al realizar el estudio radiográfico posquirúrgico, inmediato al desbride del tejido de 
falta de unión (Figura 3), se observó en los 3 animales que a pesar de que se 
continuaba observando una línea de fractura, los bordes de la misma estaban en 
contacto en la cuatro cortezas óseas (Cr, Cd, M y ML). Este mismo estudio mostro 
que la colocación del clavo bloqueado se realizó de manera adecuada. (Clavo 
bloqueado estándar en grupo control y clavo bloqueado percutor en los animales 
experimentales  EM3 y EM12).  
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En el animal experimental  EM3 a las 2 semanas de progresión se continuó 
observando radiográficamente una línea de fractura, sin embargo, se observó la 
formación de un callo de reparación que comenzaba a poner en contacto los 
bordes de los segmentos óseos (Figura 4). En la semana 4 de progresión, se 
observó la mayor formación de callo óseo de reparación y la continuidad en las 
cuatro cortezas óseas fue prácticamente restablecida, además, ya no se observó 
la presencia de la línea de fractura (Figura 5). A partir de la semana 6, se hizo 
evidente una disminución del tamaño del callo, así como un incremento en su 
mineralización. A las 12 semanas, al finalizar el periodo de evaluación, el callo de 
reparación estuvo prácticamente mineralizado en su totalidad y en proceso de 
remodelación (Figura 6; E, F).  
 

 
 
 
Por otra parte, en el animal experimental EM12, se observaron características 
radiográficas asociadas a un proceso de falta de unión ósea, como son la 
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persistencia de una línea de fractura y ausencia de callo óseo que pusiera en 
contacto los bordes óseos. Estas características se mantuvieron desde la primera 
semana hasta cumplir el periodo de evaluación de 12 semanas. Es importante 
mencionar que en este grupo, de manera subjetiva, la línea de fractura se observó 
con claridad en el estudio radiográfico a las 12 semanas de evaluación (Figura 6; 
C, D). 
 
Finalmente, en el animal control, las características radiográficas asociadas a un 
proceso de falta de unión ósea, se mantuvieron desde la primera semana hasta 
cumplir el periodo de evaluación de 12 semanas (Figura 6; A, B).  
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7.3 Análisis del tipo de tejido presente en la zona de falta de unión. 
 
 
En el momento de retirar los tornillos distales del clavo bloqueado, durante la toma 
de biopsias, se observó que el segmento distal de la tibia operada presentaba 
movilidad, tanto en el animal control como en el animal EM12.  En contraste, el 
animal EM3 no presentó ninguna evidencia de movimiento. 
  
El análisis histológico, tanto del animal control como del animal experimental 
EM12,  mostró que el tejido predominante fue el tejido fibroso (73.4% y 86%, 
respectivamente), además, se observaron pequeños porcentajes de matriz ósea 
no mineralizada (26.6% y 14%, respectivamente). Por otra parte, en el animal  
experimental EM3, la totalidad del tejido observado correspondió a matriz ósea 
mineralizada (100%). Los resultados se muestran en la tabla 2 y gráfica 1.  
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7. 4 Expresión de las BMP´s  
 
 
1. Inmunofluorescencia e Inmunohistoquímica 
 
En la figura 7 se muestra el control positivo para las BMPs, en el cual se 
emplearon cortes de embrión de ratón de 13-15 días de gestación tanto en 
inmunofluorescencia como en inmunohistoquímica.  
 
 
En el animal experimental EM3 los osteocitos y osteoblastos observados no 
mostraron una tinción positiva en ellos; tampoco se observó tinción específica en 
la matriz ósea. En el animal experimental EM12  y el control tampoco se observó 
tinción específica ni en los fibroblastos ni en la matriz extracelular (datos no 
mostrados).  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


61 
 

8. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 
En el tratamiento de la falta de unión ósea, que es una complicación del proceso 
de reparación ósea, se han propuesto diversas estrategias que se clasifican de 
manera general como métodos biológicos, físicos o quirúrgicos. De éstos, la 
estimulación mecánica se encuentra en la categoría de los métodos físicos. En el 
presente trabajo, por medio de la aplicación de un estímulo mecánico, se logró 
estimular la reparación ósea en un proceso de falta de unión inducido en un 
modelo de defecto segmental no crítico. Dicho estímulo mecánico resultó en el 
desarrollo de un callo mineralizado y la reparación de la fractura con falta de unión 
en un periodo de 12 semanas.  
 
Entre los métodos biológicos, el uso de un injerto autólogo de hueso esponjoso, se 
considera como el estándar de oro para el tratamiento de la falta de unión. En 
éste, la reparación se obtiene hasta después de 7 meses en promedio; además 
una de sus desventajas consiste en que su uso se relaciona con una gran 
cantidad de complicaciones, siendo la más común la presentación de dolor en el 
sitio de obtención del injerto hasta siete años después del procedimiento 98.  Por 
otra parte, con el uso de BMPs, la reparación de fracturas con falta de unión se ha 
logrado en periodos de 5.5 a 9 meses, sin embargo, su uso se encuentra limitado 
por los altos costos de su producción99. Entre los métodos físicos se han estudiado 
los efectos del uso del ultrasonido de baja frecuencia y de la estimulación con 
pulsos electromagnéticos, observando tiempos de reparación de la falta de unión 
en periodos de 11100 y 10.5101 meses en promedio, respectivamente.  Con lo que 
respecta a los métodos quirúrgicos, se han obtenido tiempos de reparación  de 3.5 
y 4.2 meses cuando el sistema de fijación utilizado inicialmente es sustituido por  
la colocación de un clavo intramedular bloqueado 102, 103. En contraste técnicas 
más complejas como la osteogénesis por distracción, han permitido la reparación 
ósea en un periodo de 10 meses, aunque es importante mencionar que esta 
técnica está relacionada con un gran número de complicaciones como dolor 
crónico y artrosis. 104    
 
Hasta la fecha no se tiene conocimiento de trabajo previo relacionado con el uso 
de la estimulación mecánica por vibración para el tratamiento de la falta de unión, 
modalidad empleada en el presente estudio. Al comparar nuestro tratamiento con 
las modalidades biológicas, físicas y quirúrgicas mencionadas, hemos demostrado 
la reparación completa de la fractura en un periodo de tiempo de tres meses, 
resultado menor al observado en otros tipos de tratamiento.  Aunque la 
administración del estímulo mecánico en nuestro modelo implica la colocación de 
un clavo bloqueado con el procedimiento quirúrgico asociado, el método no 
representa una mayor manipulación quirúrgica si se compara con otros 
tratamientos, ya que la mayoría de los protocolos establecidos combinan el 
cambio en el sistema de fijación junto con alguna modalidad de tratamiento físico o 
biológico.98-103 
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Se sabe que el estrés mecánico cíclico es un factor esencial en el desarrollo del 
esqueleto y en la remodelación ósea; y que su presencia estimula la formación de 
hueso, mientras que su ausencia resulta en resorción ósea.105-106  
 
De igual forma, la reparación ósea es un fenómeno biomecánico, en donde la 
morfología del hueso puede ser regenerada aún después de una fractura 
multifragmentaria, y en la que el proceso de reparación puede continuar conforme 
la carga mecánica se incrementa. Por esta razón, existen trabajos donde se ha 
demostrado que el microambiente mecánico es un potente factor extracelular que 
regula la actividad celular; se ha observado que la carga aplicada al hueso es un 
factor clave en la regulación del metabolismo que controla la remodelación, 
crecimiento y mineralización ósea.107-108 En estudios in vitro, también se ha 
encontrado, que a nivel celular los estímulos mecánicos tienen una función clave 
en la regulación de la actividad osteogénica, tanto de los osteoblastos y de los 
osteocitos.109,110 

 
Adicionalmente, trabajos recientes demostraron que la estimulación mecánica 
también desempeña una función importante en la diferenciación celular, puesto 
que su aplicación a células mesenquimales resulta en la transcripción de 
marcadores osteoblásticos.111,112 Se ha visto que las células estromales de la 
médula ósea de rata responden a señales mecánicas; cuando éstas son aisladas 
y sometidas a un modelo de privación de carga esquelética, se observa una 
disminución significativa en su capacidad de proliferación y diferenciación 113-115 
pero al restablecer la carga mecánica al hueso, se corrige de manera parcial el 
déficit en proliferación y diferenciación.116 
 
Estos resultados permitieron postular la hipótesis de que tanto las células 
mesenquimales como las estromales de la médula ósea son capaces de 
responder a señales mecánicas en una forma similar a como lo hacen los 
osteoblastos y osteocitos. Por esto, este tipo de estímulo podría ser utilizado en la 
optimización de los procesos terapéuticos.117-121 En diversos trabajos 
experimentales in vivo, se demostró el efecto de la carga mecánica sobre la 
diferenciación de los tejidos óseos. Goodship y Kenwright (1985) observaron que 
la estimulación temprana mediante ciclos diarios de micromovimientos estimula la 
formación del callo periostial, incrementando la tasa de reparación ósea60. De 
manera similar, se obtuvieron tiempos menores en la reparación de fracturas 
cuando el movimiento interfragmentario se controló mediante la dinamización de 
un fijador externo. 122, 123  

 
Sin embargo, en los modelos mencionados no se pudieron determinar los efectos 
específicos de la carga mecánica sobre las células y en consecuencia, es difícil 
generalizar los resultados de la mecano regulación sobre la diferenciación tisular. 
Por tal razón, se ha propuesto una teoría para explicar la diferenciación de los 
tejidos a través de la mecano regulación, basada en dos estímulos biofísicos: la 
tensión aplicada a la matriz extracelular y el flujo del líquido intersticial. Esta teoría 
postula que la presión del fluido extracelular incrementa el estrés biomecánico y la 
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deformación de las células por encima del rango normal de deformación al que 
son sometidas por la matriz de colágena.124 
 
En general, se sugiere que durante el proceso de mecano transducción, en una 
primera etapa se generan señales químicas a partir de un estímulo mecánico y en 
una segunda, las señales químicas son convertidas en respuestas biológicas. Por 
ejemplo, se ha visto que cuando el cartílago es estimulado, la señales mecánicas 
generadas por la deformación cíclica de la matriz inducen en los condrocitos la 
expresión del gen Indian hedgehog (Ihh) por encima de la activación de otros 
genes. Posteriormente, Ihh induce la expresión de las BMPs que participan en la 
estimulación del crecimiento del cartílago si las condiciones ambientales son 
adecuadas. 125  
 
Se ha demostrado que los estímulos mecánicos externos son transducidos a las 
células a través de la deformación de la matriz extracelular, sin embargo, las vías  
de señalización que participan continúan sin determinarse 126. Recientemente se 
demostró que entre los factores moleculares involucrados en la regulación de la 
reparación de las fracturas se encuentran morfogénos y factores de crecimiento 
como las proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs), el factor de crecimiento 
transformante β (TGF-β), el factor de crecimiento fibroblastoide (FGF),  el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento vascular 
endotelial (VEGF), y la prostaglandina E2.127-129 Si bien el mecanismo molecular 
que regula la respuesta anabólica de los osteoblastos ante la estimulación 
mecánica no está determinado, se ha sugerido que las vías de señalización de las 
BMPs juegan un papel esencial tanto en la regulación de la osteogénesis como en 
la remodelación ósea, mediante la modulación de la proliferación y diferenciación 
de los osteoblastos.130, 131. 

 
Con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre el mecanismo de 
mecanotransducción en respuesta a la carga mecánica dinámica, diversos 
estudios in vivo reportan la alteración en la expresión de genes relacionados con 
la síntesis de prostaglandina E2, de la diferenciación osteoblástica (BMP2) y la 
mineralización.132, 133 Otros trabajos demostraron un incremento en la expresión de 
BMPs como respuesta a la estimulación mecánica por tensión o por cargas 
cíclicas.125, 134  De igual forma, se observó que la aplicación de compresión 
dinámica a osteoblastos en cultivo, induce la fosforilación de las proteínas SMAD 
1, 5 y 8 (vía BMPs); promoviendo la inducción de genes osteogénicos.  
Adicionalmente, en estos estudios no se observó la fosforilación de la SMAD 2 (vía 
TGF-β), la cual  es considerada como un inhibidor de la osteogenesis pues 
suprime la diferenciación osteoblástica135. Estos hallazgos refuerzan la teoría de 
que la estimulación mecánica podría ser mediada por la vía de señalización de las 
BMPs activando los genes osteogénicos en los osteoblastos. De manera contraria, 
en osteoblastos aislados de una cepa de ratón mutante para BMP5, se observó 
que las células no son capaces de responder a la estimulación mecánica de 
manera normal, lo que resalta una vez más el papel determinante de las BMPs en 
la transducción de la señal mecánica. 136 
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Los trabajos mencionados previamente confirman que la expresión de BMPs 
durante la reparación ósea es un buen indicador de los efectos de la estimulación 
mecánica sobre el proceso. En nuestro trabajo no se observó la expresión de las 
BMPs 2/4 en ninguno de los animales evaluados, lo cual posiblemente  podría 
explicarse a que  la expresión de estas proteínas se realiza tempranamente 
durante el proceso de reparación , lo que nos lleva a la conclusión de que el 
tiempo de muestreo elegido en nuestro estudio no fue el adecuado (ya que este 
fue en la etapa de remodelación ósea). Es decir, que en  dicha etapa posiblemente 
las proteínas ya habían ejercido su efecto y por ende, no se encontraban 
presentes o que su cantidad era tan baja para ser detectada por el método 
empleado para su detección. Esto lo suponemos con base en resultados que 
sugieren que la expresión de éstas ocurre entre la primera y sexta semanas 
posteriores al procedimiento quirúrgico de estabilización137 y que disminuyen 
durante las fases avanzadas de la reparación ósea138.  Posiblemente, estas 
proteínas se expresaron de manera particular en el animal EM3, puesto que la 
reparación ósea ocurrió de manera normal.  
 
En lo que respecta al animal EM12, en el que persistió la falta de unión, 
suponemos que las proteínas se encontraban en niveles muy bajos para ser 
detectadas. Si bien existen estudios que reportan su expresión en procesos de 
falta de unión139, su presencia no se ha reportado en situaciones de estimulación 
mecánica continúa. Adicionalmente, se ha  observado que cuando se aplica 
estimulación mecánica en fases avanzadas, la expresión de las BMPs 2/4 
disminuye mientras que BMP3 aumenta. De manera particular, BMP3 antagoniza 
los efectos osteoinductivos de la BMP2, 57, 140  lo que podría explicar la falta de 
inducción de osteogenesis en el animal EM12 y pone de manifiesto la importancia 
de evaluar la expresión de estas proteínas en estudios posteriores. 
 
Por otra parte, también se ha reportado que las señales mecánicas activan otras 
vías de señalización en los osteoblastos, como la vía del IGF-I y de Wnt, por lo 
que no se descarta la posibilidad de que los genes activados por las SMADs en 
repuesta a BMPs puedan activarse por otras vías135, 141, las cuales deberán ser 
consideras  en trabajos posteriores. 
 
En otro aspecto, la estimulación mecánica es esencial para dirigir la diferenciación 
y arquitectura tisular durante el desarrollo del tejido conectivo, por lo que el 
ambiente mecánico puede determinar  entre  la formación de cartílago, hueso o 
tejido fibroso, además de regular la arquitectura de estos tejidos. 142, 143 Otros 
trabajos enfocados en entender la manera en que la estimulación mecánica 
mejora la reparación ósea de las fracturas, han encontrado la formación de un 
callo de reparación más abundante o la mineralización y formación de hueso 
maduro en periodos más cortos de tiempo. Así, se ha sugerido que el ambiente 
mecánico también promueve la formación de otros tejidos. Por ejemplo, Kristy et al 
observaron que la estimulación mecánica por movimientos de flexión favorece de 
manera preferencial la formación de cartílago57. Un resultado similar fue descrito 
por Cullinane et al quienes indujeron la formación de cartílago a través de la 
estimulación mecánica por flexión, en un modelo de fractura simple.142 De manera 
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similar, otros autores demostraron que la estimulación mecánica sin la adición de 
factores de crecimiento específicos, induce de manera predominante la 
diferenciación de células mesenquimales hacia ligamento.140, 144 Todo esto sugiere 
que el tipo de carga mecánica aplicada regula de manera selectiva la inducción de 
la osteogenesis, la condrogenesis o la formación de otros tejidos.57

 
 
Estos resultados hacen evidente que falta mucho trabajo de investigación para 
determinar el mecanismo de acción de la estimulación mecánica sobre las células 
del tejido óseo, así como las características ideales de frecuencia, intensidad y 
duración del estímulo para inducir la diferenciación de tejido óseo. Nuestros 
resultados demostraron que se puede inducir la osteogénesis en un proceso de 
falta de unión, mediante la estimulación mecánica por vibración durante las 
primeras semanas posteriores al procedimiento quirúrgico para el cambio de 
fijación y desbridación del tejido. Además, demostramos que cuando el estímulo 
se administra por tiempos prolongados (12 semanas), el resultado es contrario a lo 
esperado, es decir, la osteogénesis se inhibe y se favorece la persistencia en la 
diferenciación hacia la formación de tejido fibroso.  
 
Entre los aspectos que deben analizarse en trabajos futuros se encuentran las 
características del ambiente mecánico, ya que éstas afectan de manera directa el 
curso posterior de la reparación ósea. Entre dichas características se pueden 
mencionar a la magnitud de la carga aplicada a través del sitio de fractura, el 
tamaño del espacio de fractura, el movimiento relativo de la fractura y su 
consecuente tensión, así como el momento de la reparación ósea en que se aplica 
la estimulación.145-147 Se ha señalado que un incremento en la duración de la 
estimulación mecánica no necesariamente lleva a un incremento proporcional en 
la masa ósea, sugiriendo que la sensibilidad celular a los estímulos mecánicos 
disminuye rápidamente una vez que el umbral inicial para una respuesta ha sido 
superado148, 149. Por ejemplo, en ratas, la actividad física por medio de saltos 
promovió la hipertrofia del fémur cuando se aplicó con una frecuencia específica; 
no obstante, cuando ésta se incrementó no se observó un incremento adicional en 
la masa ósea150.  
 
En otro estudio, un estímulo mecánico cíclico por medio de micromovimientos 
interfragmentarios indujo la formación de una gran cantidad de callo periostial, sin 
embargo, cuando el mismo estímulo se aplicó en etapas más avanzadas de la 
reparación ósea, el progreso se inhibió de manera significativa. En este caso, los 
autores asocian el beneficio de aplicar la estimulación en etapas tempranas a las 
características viscoelásticas de los tejidos conectivos presentes en el callo 
endocondral, donde se presenta una mayor deformación de los fragmentos de la 
fractura y por lo tanto una respuesta biológica mayor151. Por otro lado, empleando 
como modelo a la rata, Weaver y colaboradores observaron que el tiempo de 
aplicación de un estímulo mecánico durante la reparación de fracturas tiene 
efectos determinantes en la progresión del callo (características morfológicas y 
mecánicas), así cuando el estímulo se administró en los primeros días después de 
establecida la fractura (fase de inflamación), o bien, durante las fases tardías del 
proceso, el callo óseo mostró bajas cantidades de tejido mineralizado, mientras 
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que cuando el estímulo se aplicó en el tiempo correspondiente a la fase de 
reparación (10 días), el callo que se desarrolló estuvo compuesto 
predominantemente por tejido mineralizado de gran resistencia a la torsión.152 
 
Estos datos sugieren que la estimulación mecánica podría no aportar beneficio 
cuando se aplica durante la fase inicial de la reparación ósea, ya que en este 
momento la irrigación sanguínea es un factor importante para el éxito de la 
reparación, siendo necesario que la neovascularización progrese en el sitio de 
fractura antes de que cualquier carga mecánica sea aplicada153, 154. En 
consecuencia, el movimiento temprano en el sitio de fractura podría causar que se 
rompan de manera constante los capilares de neoformación, necesarios para 
favorecer al tejido óseo, por lo que al ocurrir esto , se promueve la formación de 
fibrocartílago que requiere menos vascularización155. Por esta razón, el permitir 
que se formen vasos sanguíneos en el sitio de fractura antes de aplicar el estímulo 
mecánico podría ser de beneficio para un mejor desarrollo posterior del proceso 
de reparación ósea.156

  

 
Otra razón para iniciar el estímulo mecánico después de la fase de inflamación, 
consiste en que la zona de fractura ya ha sido poblada por células como los 
condrocitos, capaces de responder a estímulos mecánicos mediante un aumento 
en la formación de hueso en el sitio de reparación157. En cuanto al momento de 
aplicación del estímulo mecánico, también se ha observado que su administración 
en fases avanzadas de la reparación, tiene un efecto negativo sobre la 
mineralización y resistencia a la carga mecánica.152 
 
Nuestros resultados sugieren que el momento más adecuado para inducir la 
osteogénesis en un proceso de falta de unión, tratado con estimulación mecánica, 
corresponde al lapso de una semana posterior al procedimiento quirúrgico para el 
cambio de fijación y desbride del tejido. Asimismo, cuando la estimulación se 
mantiene por tres semanas tiene un efecto más beneficioso. Tiempos de 
estimulación posteriores, durante fases avanzadas de la reparación ósea (12 
semanas continuas), parecen inhibir la osteogénesis y promover la persistencia 
del proceso de falta de unión.  
 
Si bien se ha mostrado el efecto positivo de la estimulación mecánica en la 
reparación de fracturas, hasta donde tenemos conocimiento, no existe información 
sobre su efecto en un proceso de falta de unión; sin embargo, se sabe que el 
tejido presente en un proceso de falta de unión está bien vascularizado158 y que 
las células presentes son capaces de diferenciarse hacia condrocitos y 
osteocitos159. Nuestros resultados sugieren que los tejidos óseos en un proceso de 
falta de unión son capaces de responder a un estímulo mecánico de la misma 
manera que lo hacen en la remodelación o en una fractura reciente, teniendo 
como resultado final la regeneración ósea.  
 
Entre las limitantes de nuestro trabajo se encuentra el hecho de que la reparación 
ósea se evaluó únicamente en una fase avanzada (callo óseo-remodelación). 
Aunque este periodo se eligió de manera arbitraria, la decisión se tomó con el 
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objetivo específico de analizar las diferencias en la fase final de la reparación ósea 
como resultado de la estimulación mecánica por vibración. Debido a que no 
pudimos detectar la expresión de las BMPs, es importante considerar la 
evaluación de estas proteínas durante las fases tempranas de la reparación ósea, 
y determinar si presentan el mismo comportamiento que se observa en la 
reparación de una fractura reciente. 
 
Finalmente, a pesar que es importante tomar en consideración que el tamaño de 
muestra es pequeño, los resultados son relevantes y permiten establecer 
antecedentes sobre los efectos positivos de la estimulación mecánica en la 
inducción de la ontogénesis en un proceso de falta de unión. Asimismo permiten 
proponer algunas de las características que dicho estímulo debe cumplir (tiempo, 
frecuencia y amplitud). El establecimiento de estos parámetros del estímulo 
mecánico permitirá desarrollar estudios posteriores con una muestra de tamaño 
significativo  y que permitan confirmar datos obtenidos y examinar los efectos a 
largo plazo de la modalidad de tratamiento propuesta en este trabajo. 
 
En conclusión, demostramos que la estimulación mecánica por vibración, 
administrada por medio de un clavo bloqueado percutor, puede reactivar el 
proceso de osteogénesis y llevar a la reparación de una fractura cuando se aplica 
en un proceso de falta de unión ósea.  
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