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INTRODUCCION

La ingenieria genética y reconstruccion tisular se han enfocado en
restablecer la funcidn, morfologia y estética del aparato estomatognatico.
Los factores de crecimiento transformate — beta (TGF-), son proteinas que
tienen la capacidad de promover el crecimiento de células 6seas, dentro de
estos factores, se encuentran los factores de osteoinduccién méas potentes,
las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPSs).
Las BMPs se encuentran desde la etapa prenatal del ser humano y otras
especies, ademas se ha demostrado que algunas de estas proteinas se
encuentran en la etapa posnatal e incluso en los seres humanos adultos.
La purificacion, clonacion genética y la expresion de las proteinas
morfogenéticas 6seas han permitido el desarrollo y las bases para el estudio
de la regeneracion 6sea, ya que es uno de los principales iniciadores y
percusores de la osteoinduccion en el cuerpo humano.
La disponibilidad de las BMP proporciona retos y oportunidades para mejorar
los conocimientos que regulan la regeneracion ésea con el fin de optimizar
los resultados en el paciente.
Entre las aplicaciones clinicas de las BMPs en el area odontologica se
encuentran elevaciones de seno, aumento de reborde alveolar, para la
induccion de la dentinogénesis, periodoncia entre otras, con el objetivo de
formar hueso. En la actualidad, la BMP recombinante humana (rhBMP) ha
sido aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) para utilizarla en
humanos. El uso de injertos es una practica consolidada y utilizada en

diversas especialidades como lo son odontologia y cirugia maxilofacial.
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OBJETIVO

e Describir los métodos de obtencién de las proteinas morfogenéticas
oseas.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

Desde los tiempos de Hipécrates se ha sabido que el hueso tiene un

potencial considerable para la regeneracién y reparacion.!

La historia de las proteinas morfogenéticas 6seas comenz6 en 1989 con las
investigaciones del cirujano americano Senn quien intent6é reparar defectos
0seos en pacientes con osteomielitis cronica, utilizd implantes de hueso

tratados con &cido clorhidrico con el fin de promover la antisepsia. 2

Los descubrimientos importantes de las proteinas morfogenéticas éseas
(BMP, por sus siglas en inglés) para uso clinico, comenzé en 1965, con las
investigaciones del Dr. R. Marshall Urist, pionero en el concepto de las
sustancias presentes naturalmente en el hueso, descubrié que extractos de
proteinas provenientes del hueso podian inducir la formacion de cartilago y
hueso, al implantar matriz 6sea desmineralizada extraida de bovino a nivel
intramuscular en ratas y conejos; se observo la produccién 6sea ectépica
en el sitio de implantacién, que en 1971 lo denomind osteoinduccion. Llamoé a
esta sustancia el principio inductor 6seo BMP, con la introduccion del nuevo
término para describir la naturaleza de este factor inductivo 6seo y di6 inicio

a una busqueda de estas moléculas. 34

En 1982, Urist y cols. aislaron una proteina procedente de la matriz de hueso

desmineralizado que denominaron proteina morfogenética ésea.®

Los avances en biologia molecular en los afios 80 y principios de los noventa
permitieron la secuenciacion y la clonacion de las BMPs. Clonadas por

primera vez en 1988 por un equipo de investigacion del Instituto de Genética

10
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dirigido por el Dr. John Wozney, las BMP pertenecen a la familia de los
factores de crecimiento transformante .4

Antes del desarrollo de técnicas de ingenieria genética, la purificacion de las
BMPs, se realizaban a partir de diversas fuentes: osteosarcoma humano,
osteosarcoma de Dunn , matriz 6sea desmineralizada y hueso bovino. En los
altimos afos, los avances en el campo de la biologia molecular han permitido

obtener estas proteinas a partir de técnicas de ADN recombinante.®

En la década de los 80, se logré adquirir la secuencia de homologos
humanos de BMP bovina, las cuales se introdujeron en células mamiferas
para inducir la secrecion de BMP. Esta herramienta de recombinacién
genética permiti6 generar una mayor concentracion de BMP y de mejor

calidad en términos de su homogeneidad de acuerdo a Wozney y cols.

Actualmente, las proteinas morforgenéticas recombinantes humanas
(rhBMP) mas estudiadas y utilizadas son los tipos rhBMP-2 y rhBMP-7 de
acuerdo a Davies y cols. en 2010.4

En 2002, la Agencia Administradora de Medicamentos y Alimentos de los
Estados Unidos (FDA) autoriz6 el uso de INFUSE® Injerto Oseo para la
fusién vertebral lumbar anterior con la caja intersomatica LT-CAGE® como
sustituto del injerto 0seo autélogo en adultos con enfermedades
degenerativas de disco sometidos al menos a 6 meses de tratamiento no
quirargico de dicha enfermedad. La autorizacion estaba basada en un
estudio multicéntrico, prospectivo, aleatorio, no ciego de 279 pacientes con
enfermedad de disco degenerativo, que mostraba que este injerto 0seo es
equivalente a un injerto autdlogo ya que facilita la fusion intervertebral
anterior, que reduce el dolor y mejoran los resultados clinicos por la fusion

lumbar anterior.t”

11
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En 2004, un estudio multinacional, aleatorio, controlado, y ciego de 450
pacientes con fractura sagital abierta de tibia demostré6 que al combinar
rhBMP-2 con la fijacion de clavos intramedulares (IM) y el tratamiento
rutinario de los tejidos blandos aumenta la probabilidad de cura de la
fractura. La Agencia Administradora de Medicamentos y Alimentos de los
Estados Unidos (FDA) autoriza el uso de INFUSE® Injerto 6seo para el
tratamiento de fracturas de tibia grave en adultos, como complemento de los
cuidados estandares de reduccion de la fractura abierta y fijacion con clavos

intramedulares.’

En 2007, este producto es una alternativa a la utilizacion de injerto 6seo
autdlogo en osteoplastia de aumento de los senos paranasales y de aumento

de las crestas alveolares por defectos asociados a extracciones dentales.’

Zimmerman y cols, en 2009 evaluaron la eficacia de BMP-7, en comparacion

con el autoinjerto en pacientes con retraso en la unién de fractura de tibia.®

En 2012, se reportaron las complicaciones por el uso de INFUSE® en la
base de datos de la FDA. Las complicaciones reportadas fueron por edema,
eritema, dolor, infeccién del sitio quirdrgico o complicaciones de la herida,
fracaso del injerto o pseudoartrosis en diferentes cirugias del area

maxilofacial.*

12
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CAPITULO 2. BIOLOGIA OSEA

El tejido 6seo, también llamado hueso, se forma a partir del
mesénquima, es un tipo especializado de tejido conjuntivo formado por
células y material intercelular, conocido con el nombre de matriz 6sea.®
Histolégicamente, el hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy
vascularizado e inervado, que esta estructurado en laminillas de matriz
osteoide calcificada.?

El tejido Oseo tiene una capacidad Unica de auto remodelacion y
regeneracion.!!

La porcion inorganica del hueso, que constituye alrededor de 65% de su
peso seco, se integra sobre todo de calcio y fosforo, el otro 35% son

componentes organicos.'?

Composicion quimica

Contiene 25 % de agua, 45 % de materia inorganica: minerales como fosfato
y carbonato de calcio y 30 % de materia organica: células 6seas, colageno y
otras proteinas (figura 1).13

Constituyentes orgénicos

El principal componente de la matriz 6sea es el colageno tipo | que supone
entre el 90 y 95% de la matriz organica. Las fibrillas de coldgeno son
similares a las que se presentan en otros tejidos y estan distribuidas
aleatoriamente formando un entramado. Otro componente de importancia es
la osteonectina, una fosfoproteina que puede interaccionar tanto con el
colageno como con las sales inorganicas. Es una proteina altamente reactiva
que se localiza preferentemente en las éareas de mayor grado de
calcificacion. Otras proteinas no colagenosas son la osteopontina que es
producida por los osteoblastos, y las proteinas 6seas morfogenéticas (BMPs)

juegan un papel similar al de los factores de crecimiento.?

13
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OSTEOBLASTOS
Materia organica OSTEOCITOS
(30% ) OSTEOCLASTOS

TEJIDO CONECTIYO

Materia inorgdnica
(45%)
Agua (25%)

Hidroxiapatita

Figura 1 Tabla de composicién quimica 6sea.

2.1 Células 6seas

Las células del hueso son células osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos
y osteoclastos.'?

En el hueso coexisten varios tipos de células. Las células dseas se hallan
dentro del propio tejido 6éseo o en el estroma conjuntivo de la médula ésea,
rico en células mesenquimales pluripontenciales indefinidas. Estas células
mesenquimales pueden dar origen a cinco estirpes celulares distintas:

fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos.1°

2.1.1 Osteoblasto

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con
citoplasma basodfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico
rugoso de tamafio importante.’® Proceden de las células mesenquimales
pluripotenciales de la médula d&sea, endostio, periostio y pericitos
perivasculares.10

Los osteoblastos derivan de las células osteoprogenitoras y se desarrollan
bajo influencia de la familia de la proteina morfogénetica 6sea y el factor 3 de

crecimiento transformador,*? Figura 2.

14
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Figura 2 MEB. Osteoblasto sobre andamio de hidroxiapatita.4

2.1.2 Osteocito

El osteocito es la verdadera célula 6sea.'® Los osteocitos son células
Oseas maduras, derivadas de osteoblastos, que se alojan en lagunas dentro
de la matriz 6sea calcificada.!

Los osteocitos son las células mas abundantes del hueso (10 veces mas que
los osteoblastos),*° Figura 3.

Los osteocitos también participan en la sintesis y mineralizacién de la matriz
osteoide, pero se cree que su funcion principal es la de controlar el
remodelado 6seo, detectan las variaciones mecanicas de las cargas,

fénomeno denominda mecanotransduccion.©

15
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Figura 3 MEB. Célula osteocitica rodeada de tejido oseo?®

2.1.3 Osteoclastos

Son células gigantes multinucleadas que degradan al hueso. De tamafio y
forma muy variable.®

El osteoclasto es la célula encargada del mantenimiento de la homeostasis
Osea. Son capaces de sintetizar y reabsorber, en forma limitada,
componentes de la matriz désea (ostedlisis osteocitica) que regula la
calcemia. Su vida media es de varios afios, incluso décadas; es incapaz de
renovarse; su reemplazo se hace a través de la diferenciacién de las células
precursoras de los osteoblastos, (figura 4). Se localizan en depresiones
superficiales de la matriz ésea llamadas lagunas de Howship, adosadas a la
superficie de tejido 0seo que debe ser removido. La actividad de los
osteoclastos esta coordinada por citocinas (proteinas pequefias de sefial que
actuan localmente) y por hormonas como la calcitonina (producida por la

glandula paratiroides).’

16
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Figura 4 MEB. Osteoclastos comiendo matriz extracelular.1®

2.1.4 Matriz 6sea

La parte inorganica representa aproximadamente el 50% del peso de la
matriz 6sea.!®

Se compone de matriz organica y de sales inorganicas; la primera esta
formada por fibras de colageno tipo | en 95%.%1°

Los iones mas abundantes son el fosforo y el calcio, éstos forman cristales
gue en estudios de difraccion de rayos X muestran la estructura de la

hidroxiapatita con la siguiente composicion.®

Caio(POa4)s(OH)2.

Las proteinas de la matriz especificas del hueso son la osteocalcina y la
osteopontina que se unen firmemente a la hidroxiapatita mineral y tienen
secuencias de unidon que parecen estar implicadas en la fijacion de los
osteoblastos y osteoclastos de la matriz 6sea. Las proteinas de la matriz

17
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especificas de hueso son la osteocalcina y la osteoponina, que se unen
firmemente a la hidroxiapatita mineral y tienen secuencia de union que
parecen estar implicadas en la fijacion de los osteoblastos y los osteoclastos

de la matriz 6sea, (figura 5).°

Dureza y resistencia

Osteocalcina

Osteonectina
Sustancia fundamental
Hidroxiapatita

Matriz organica Osteopontina

- Sales inorganicas

Coldgeno  Tipo1

Depdsito de fosfato de
calcio

Sales minerales

Mineralizacién primaria
y secundaria

Fibras de colageno

Figura 5 Caracteristicas de la matriz 6sea. La materia inorganica del hueso consiste en
hidroxiapatita, que se encuentra en forma de cristales cillindricos, los cuales se disponen a lo
largo de las fibras de colageno.

2.2 Regeneracion, cicatrizacion y reparaciéon 6sea

2.2.1 Regeneracion
La regeneracion es la respuesta que consigue la restitucion e integracion del
tejido posterior a un trauma, a diferencia de la reparacion, donde el tejido que

se forma es un tejido cicatricial, con caracteristicas diferentes al original.

18
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En este sentido el hueso es el Unico tejido del organismo, a excepcion del

tejido embrionario, que se restituye totalmente después de una lesion.©
La regeneracion del tejido 6seo se basa en tres vértices:

e Existencia de células competentes

e Presencia de matriz celular insoluble

e Moléculas reguladoras de la funcién celular
En el caso particular del tejido 6seo también debemos considerar unos
factores locales importantes, como son el mecanico y el vascular, tanto por el
efecto adverso de las fuerzas que pueden incidir sobre el hueso, como por la
comprometida y, en ocasiones dificil vascularizacion 6sea. Tal es el caso de
enfermedades Oseas como la osteoporosis, la ontogénesis imperfecta o
radiaciones. Podemos definir en el tejido 6seo tres mecanismos relacionados
con la regeneracion del tejido 6seo: ontogénesis y osteoconduccion,

osteoinduccién.20

Ontogénesis
Depende de las células componentes, en este caso los osteoblastos, cuya

fuente son los injertos 6éseos autélogos.t’

Osteoconduccion

Depende de la matriz celular insoluble, en este caso son los materiales que
hacen de guia para el crecimiento 6seo y permiten que se deposite hueso
nuevo, es el caso del hueso autélogo, las hidroxiapatitas, las ceramicas de
calcio, las fibrinas, el hueso desmineralizado y también nuevas superficies de

implantes.?°

Osteoinduccién
Depende de las moléculas reguladoras del metabolismo 6seo, que son un

grupo importante de moléculas cuyo estudio ha ocupado gran parte de las

19
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lineas de investigacion actuales. Estas moléculas cabe dividirlas en dos

grupos: por una parte, el de los factores de diferenciacion, que corresponde a
las proteinas morfogenéticas (BMP), que se refiere a las proteinas que
pueden promover la diferenciacion de células mesenquimales indiferenciadas
en lineas osteoblasticas. El otro grupo son los factores de induccion, que son
proteinas que estan implicadas en el metabolismo 6seo, pero no influyen en
la diferenciacién de lineas celulares: facilitan el desarrollo del tejido 6seo,
como son el factor de crecimiento transformante beta (TGF) la fuente de
estas proteinas son los injertos autologos, el plasma rico en factores de

crecimiento y las BMPs obtenidas mediante técnicas de ingenieria genética.
20

1.2.2 Reparacion

La reparacion del hueso incluye la formacién intramembranosa vy
endocondral del hueso.'? Ante una agresion que supone una pérdida de la
sustancia el organismo responde con un proceso de restauracion del tejido
afectado.?°

Para que se inicie la reparacion, el coagulo sanguineo y los restos celulares
de la matriz deben ser eliminados por los macrofagos. El periostio y el
endostio proximos a la zona de fracturas, responden con una proliferacion
intensa construyendo un tejido rico en células osteoprogenitoras que forman
un collar alrededor de la fractura y que penetran entre los extremos del
hueso fracturado. Posteriormente, surge un tejido 6seo inmaduro debido a la
osificacion endocondral de los pequefios fragmentos de cartilago existentes
como la osificacion intramembranosa. Al cabo de un cierto periodo de
tiempo, este proceso evoluciona hacia la formacion de un callo éseo que

rodea a la extremidad de los huesos fracturados.!® Figura 6.

20
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Figura 6 Esquema en los que se muestra el proceso de reparacién de una fractura por

formacion de tejido 6seo nuevo.?!

2.2.3 Cicatrizacion

La cicatrizacibn 0sea es un proceso complejo que requiere la accién
sinérgica de las células, citoquinas y factores de crecimiento (GFs). En las
tltimas décadas, la aplicacion terapéutica de los GFs para la regeneracion
0sea, gano creciente atencion en la comunidad cientifica, por su capacidad
para desencadenar células que facilitaran la transduccion de sefales
intracelulares para la formacion 6sea endocondral e intramembranosa. Entre
los varios factores de crecimiento implicados en el remodelado esquelético y
la reparacion, el descubrimiento por Urist de proteinas morfogenéticas 6seas
(BMPs) a finales del siglo XIX fue de gran importancia en la comprension de
la compleja cascada bioldgica de la osteogénesis.t’

Las etapas de la cicatrizacion son:

1. Coagulacion de la sangre del hematoma.
2. Organizacion de la sangre del hematoma.
3. Formacion del callo fibroso.

4. Formacion del callo 6seo primario.

5. Formacion del callo 6seo secundario.

6. Reconstruccion funcional del hueso fracturado.?
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Osificacion Intramembranosa

Los huesos planos del craneo, partes del maxilar inferior y la mayor parte de
la clavicula se desarrollan por osificacion intramembranosa y deben
denominarse huesos mesenquimaticos.!®

La denominacion intramembranosa se debe a que la formacion de los
huesos comienza dentro de una placa membranosa densa del mesénquima

que rodea el cerebro.®

Osificacion endocondral
Todos los demas huesos del organismo se forman por osificacion

endocondral y se denominan complejos osteocondrales.®

La osificacion endocondral comienza sobre una pieza de cartilago hialino de
forma parecida a la del hueso que va a constituir, pero de menor tamafo.
Durante el desarrollo, el cartilago es sustituido por hueso, excepto en las

superficies articulares.®

Las diferencias entre estos huesos de distinto origen se encuentran en la
carga funcional y la vascularizaciéon. Por ejemplo, el hueso intramembranoso
tiene una vascularizacion mayor que el de las extremidades, lo que puede
ser un factor determinante en cuanto a permitir una mayor concentracion de

BMPs a nivel local.13

Este tejido dafiado no conserva ni su arquitectura, ni su funcion original, sus
propiedades y caracteristicas no se corresponden al original existian; en éste
se ha producido una reparacién del tejido. En algunos casos, el proceso de
restauracion tiende hacia la creacién de un tejido similar al original y no hay
diferencia alguna con el tejido circundante, en este caso se habla de
regeneracion del tejido. Es precisamente esta diferencia entre reparacion y
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regeneracion lo que nos lleva a estudiar cual es la fisiologia de los tejidos

6seos para conseguir la regeneracion. 2°

2.3 Remodelado 6seo

El crecimiento de los huesos consiste en la formacion de tejido 6seo nuevo
con reabsorcion parcial del tejido ya formado; de esta manera, los huesos

mantienen su forma al tiempo que crecen.®
2.3.1 Fases de remodelado
El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases.??

Fase quiescente: Se dice del hueso en condiciones de reposo. Los factores

que inician el proceso de remodelado alin no estan presentes.??

Fase de activacion: El primer fendmeno que tiene lugar es la activacion de la
superficie ésea previa a la reabsorcién, mediante la retraccion de las células
limitantes (osteoblastos maduros, estructuras existentes en la superficie
endostica) y la digestion de la membrana enddstica por la accion de las
colagenasas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada, se produce la

atraccion de osteoclastos circulantes procedentes de los vasos proximos.??

Fase de reabsorcion: Los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral
y a descomponer la matriz osteoide. Este proceso es realizado por los
macrofagos y permite la liberacion de los factores de crecimiento contenidos
en la matriz, fundamentalmente TGF-B (factor transformante del crecimiento
B), PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas), IGF-I y Il (factor

analogo a la insulina 1 y 11).%?

Fase de formacion: Simultaneamente en las zonas reabsorbidas, se produce
el fendmeno de agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores

de crecimiento que se liberaron de la matriz que actian como quimiotacticos
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y ademas estimulan su proliferacion. Los preosteoblastos sintetizan una

sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo tejido y expresan

BMPs (proteinas morfogenéticas 6seas), responsables de la diferenciacion. A

los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la sustancia

osteoide que rellenara las zonas.??

Fase de mineralizacion: A los 30 dias del depdsito de osteoide comienza

la mineralizacion, que finalizara a los 130 dias en el hueso cortical y a 90

dias en el trabecular, Y de nuevo empieza la fase quiescente o de descanso,

(figura 7).22

Células limitantes
Membrana endidstica

Hueso mineralizado

Retraccion de células
Reabsorcidn de membrana

Osteoclastos

Ostenblastos

Matriz Osteoide

Tejido aseo neoformado
mineralizado

Unidad dsea estructural

Figura 7 De las Fases de remodelado 6seo.
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CAPITULO 3. PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) son un conjunto de
proteinas enddgenas que pertenecen a los factores de crecimiento
transformante beta (TGF-B) y que tiene la capacidad de inducir formacion del
hueso, corazén, rifiones, ojos, piel, dientes, cartilago y el tejido conectivo.*
Entre los tipos celulares productores de los factores de crecimiento estan los
fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales y leucocitos.®

3.1 Estructura

Las proteinas morfogenéticas 6seas, en términos generales son moléculas
diméricas constituidas por aproximadamente 120 aminoacidos, y es una
secuencia de aminoacidos muy estable; se calcula que existe hace 600
millones de afios.*

En el tejido 6seo, las células osteoprogenitoras, los osteoblastos, los
condrocitos, plaguetas y células endoteliales producen BMP.’

Las BMP se sintetizan dentro de la célula en una forma precursora mediante
un lider hidrofébico secretor y pro- péptido con secuencias unidas a la regiéon

madura, figura 8.3

ETT / -

hidrofdbico Pro-péptido Region madura

Figura 8 Forma precursora de proteinas morfogenética 0seas.
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Un denominador comun entre las BMPs, es la presencia de un nudo de
cisteina que implican 6 residuos de cisteina, asi como un sitio de unién a
heparina.

Las BMP se producen como proteinas precursoras grandes, que sufren
dimerizacion de los enlaces de disulfuro proteoliticamente del consenso sitio
Arg-XX-Arg, produciendo dimeros maduros. Se ha puesto de manifiesto que
con la produccién de la proteina madura procesada es controlada por la
region N-terminal y la eficiencia de la division, se determina por la secuencia
al sitio de escision.?*

Las BMP se distinguen de otros miembros de la familia por tener, en general,
siete, en lugar de nueve, cisteinas conservadas en la regidbn madura. Las
BMPs consisten en dimeros, cuyas cadenas estan conectadas por enlaces
disulfuro, y esta dimerizacion es un requisito previo para la induccién 6sea. El
mondmero presenta tres enlaces disulfuro, el nudo de cisteina que constituye
el ndcleo de monoémero, y cuatro hebras B-hoja antiparalela, que emanan

desde el nudo que forman dos proyecciones similares a dedos, (figura 9).23

Finger 2

Figura 9 Forma madura de las proteinas morfogenéticas 0seas.
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3.2 Subgrupos o clasificacion

Se han identificado mas de 15 proteinas relacionadas con BMP, varias de las
cuales inducen la formacién de hueso,® como se ve en la tabla 2.

Las BMP pueden clasificarse en cuatro subgrupos, tanto las BMP-2 como en
BMP-4 tienen 80% de hemoglobina, forman parte del primer subgrupo.!

La BMP-2 juega un papel fundamental en los procesos de condrogénesis y
osteogénesis, la BMP-2 es considerada esencial en la reparacion de
fracturas.®

El segundo subgrupo incluye BMP-5,-6,-7(OP-1) y 8 (OP-2). La medida de la
hemoglobina de secuencia de aminoacidos es de 78%.%8

La BMP-7 (OP-1), estimulan la produccién de eritropoyetina, (hormona
producida en el rifion) para la generacion de eritrocitos desde células
precursoras y tratamiento de la falla renal crénica.®

Las BMP-9,-10 forman el tercer grupo osteogénico, mientras que BMP-3 u
osteogenina forman el cuarto grupo, es significativamente diferente de los
otros miembros de la familia BMP y generalmente esta solo.*®

Los otros miembros de la familia carecen de actividad osteogénica (BMP-12,-
13,-14,-15,).8

La BMP-1 no es un miembro de la BMP, sino mas bien una enzima proteasa
C procolageno, implicada en el procesamiento proteolitico de procolageno
soluble, que conduce al autoensamblaje de fibras de colageno insolubles en
la matriz extracelular.?®

No todas las diferentes BMP conocidas hasta la fecha son capaces de
inducir la formacion de hueso en sitios ectopicos. Este fenbmeno solo esta
bien establecido para las BMP-2, BMP-4, BMP5, BMP6, y BMP-7. De todas
ellas hay so6lo dos proteinas que estan implicadas en la actualidad en
ensayos clinicos y sobre las que se han centrado la inmensa mayoria de las

pruebas preclinicas publicadas, BMP-2 y BMP-7,%% Figura 10.
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*BMP-5
*BMP-6

- *BMP-7

BMP-8
BMP -9

BMP- 10

BMP- 11

BMP-12

BMP-13

BMP-14

BMP-15

1904

CARACTERISTICAS
No pertenece a la familia TGF-B
Osteoinductiva, diferenciacion
osteoblastica, apoptosis.
BMP mas abundante en hueso,
inhibe la osteogénesis.
Osteoinductiva, desarrollo del
pulmoén y ojo.
Condrogénesis.
Diferenciacion osteoblastica,
condrogénesis.
Osteoinductiva, desarrollo de rifion y
0jo.
Osteoinductiva.
Sistema nervioso, sistema
reticuloendotelial hepatico.
Desarrollo cardiaco.
Tejidos neuronales.
Formacion de tejidos de tendén
iléacos.
Formacion de tejidos de tendon y
ligamentos.
Mejora la cicatrizacién del tendén y
la formacion de hueso.

Estimula la actividad hormonal.

Figura 2 Clasificacion de las BMPs En la siguiente tabla observamos las principales BMmP.20

*Mayor influencia osteoinductiva.

- BMP recombinante
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3.3 Funciones de las proteinas morfogenéticas 6seas

Se ha demostrado que las BMP son factores de crecimiento secretados e
implicados en la diferenciacion de células madre mesenquimatosas; también

se informa que participan en la diferenciacion de células madre de cancer.?’

Regula varias actividades mesenquimales osteoblasticas como las

siguientes:

Quimiotaxis

Anclaje de células dependientes de fijacion (fibronectina)
Replicacion celular (mitosis)

Diferenciacion de los osteoblastos

Actividad de la fosfatasa alcalina

o ok w0 N PE

Sintesis / mineralizacidon de osteocalcina

Las BMP también juegan un papel critico en la morfogénesis del diente. Las
BMP 2, 4y 7 se expresan en epitelio dental y las BMP 2 y 4 recombinantes
pueden usarse como sustituto del epitelio dental para inducir la diferenciacion
del mesénquima. Las BMP-3 y BMP-7 han sido "inmunes" localizadas en el
desarrollo de ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. Por otra
parte, BMP-2 se localizé sélo en el hueso alveolar durante la morfogénesis
de la raiz. Un papel de BMP-3 en el linaje de cementoblastos ha sido

sugerido por su localizacion en las células de revestimiento de las raices.?®

BMP-I

Proteasa, puede funcionar como una proteinasa del procolageno eliminando
los grupos carboxilicos propeptidicos del procolageno 1,11 y activa las
demas BMP. Y no es osteoinductiva. Su ausencia puede tener relacion con
el Sindrome Langer-Giedion.?® El sindrome de Langer-Giedion es una
condicion que causa anomalias en los huesos ademas de rasgos faciales

distintivos.28
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BMP-2 (OP-2)

Osteoinductora. Tienen la funcion en embriogénesis y en la formacion ésea
mediante la diferenciacion de osteoblastos, adipocitos, y condrocitos. Puede
influir en la actividad osteoclastica. Participa en la diferenciacién neuronal.
Puede inhibir el sangrado Oseo. Participa en la reparacion de huesos
blandos, reborde alveolar y procedimientos de injertos sinusales. Se localiza

en huesos, bazo, higado, cerebro, rifién, corazén y placenta.?®

BMP-3 (Osteogenina)
Osteoinductora. Interviene en la diferenciacion condrogénica. Se localiza en

pulmén, rifién, cerebro e intestinos. %°

BMP-4

Osteoinductora. En la embriogénesis interviene en la formacién de la
gastrula, el mesodermo se produce en la aorta dorsal, interviene en el
proceso de reparacion de fracturas. Su aumento tiene relacion con las
osificaciones ectépicas en el Sindrome de Fibrodisplasia osificante
progresiva. Se localiza en meninges, pulmén, riiédn e higado.?° La
fibrodisplasia osificante progresiva (FOP) es una enfermedad muy poco
frecuente del tejido conectivo caracterizada por malformaciones congénitas
bilaterales del dedo grande del pie y osificaciones progresivas de los tejidos

blandos musculos, tendones, fascias.?®

BMP-5
Osteoinductora. Funciona en la embriogénesis. Se localiza en pulmadn, rifién

e higado.?®

30

——
| —



gwwu o WL T ¢ (L)

@gﬁ%

ey p

BMP-6

No osteoinductora. Interviene en embriogénesis, maduracion neuronal y

. . p
= UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO ”‘;A‘&ﬁ

w UNAM m’

regula la diferenciacion de los condrocitos. Se localiza en pulmén, cerebro,
rifion, Gtero, masculos y piel. 2°

BMP-7 (OP-1)

Osteoinductora. Tiene la funcion en embriogénesis, reparacion de huesos
largos, del proceso alveolar y fusion de espina. Interviene en la diferenciacion
de los osteoblastos, condroblastos y adipocitos. Se localiza en las glandulas
adrenales, cerebro, ojo, riiién, pulmoén, placenta, bazo y musculatura
estriada. %°

BMP-8

Osteoinductora. Participa en embriogénesis y espermatogénesis del raton.

En la iniciaciéon y mantenimiento de la espermatogénesis en el ratén.?°
BMP-9

Osteoinductora. Estimula la proliferacion de los hepatocitos, su crecimiento y
funcion.?°

BMP-12 Y BMP-13

Inhibe la diferenciacion de los mioblastos.?°

3.4 Mecanismo de accién

La matriz extracelular proporciona sefales reguladoras e instrucciones y una
superficie de anclaje para factores solubles como BMPs y factores de
crecimiento. La union de estos factores de la matriz puede facilitar su
liberacién controlada en respuesta a demanda local. Los mecanismos
homeostéaticos que rigen el funcionamiento de las BMPs y factores de
crecimiento, su almacenamiento, proteccion, cinética de liberacion e
inactivacién implica a la matriz y a las células, asi como a sus receptores que
son los que responden a dichas proteinas. Para lograr la regeneracion son

fundamentales las células, la sustancia fundamental insoluble, las moléculas
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solubles, el entorno mecénico y vascular. Existen tres mecanismos

relacionados con el éxito de la regeneracion 6sea y son la osteogénesis, la
osteoinduccion y la osteoconduccion. La accion iniciada por factores de
crecimiento plaquetarios sera continuada a partir del tercer o cuarto dia por
factores de crecimiento liberados por macréfagos, los cuales son atraidos al
foco por PDGF. La diferencia de gradiente de oxigeno entre coagulo y lecho
receptor bien oxigenado atrae macrofagos ricos en PDGF, TGFbeta |, IGF-1
T y beta FGF, luego el coagulo es invadido por neovasos, durante este
periodo por células osteocompetentes. Desde el dia 10 hasta el final de la
segunda semana ocurre la revascularizacién con anastomosis. Se completa
el entramado trabecular de colageno. Existe buena oxigenacion
equilibrandose el gradiente de oxigeno lo que limita la actividad de
macréfagos. ElI pH se ha equilibrado, se frena la angiogénesis, los
osteoblastos migran por la trama coldgena y comienza asi la formacion de la

matriz extracelular; la epitelizaciéon se ha completado. 2

A la tercer y cuarta semana se ha formado un hueso tipo | inmaduro. La fase
de osteoconduccion finaliza y comienza formacién de hueso maduro tipo Il. A
la cuarta semana se inicia y completa la fase de sustitucion progresiva y los
monocitos se agregan tranformandose en osteoclastos. Todavia el hueso es
desorganizado, las trabéculas se van ordenando durante el segundo y tercer
mes hasta completar hueso maduro. En este hueso existe menos células y

mas matriz extracelular, menos osteoclastos y mas osteocitos. %2

Los receptores tipo Il BMP son consecutivamente quinasas activas que
transfosforilan receptores de tipo | en la unidn del ligando. La union optima
de la BMP se produce en presencia de receptores de BMP de tipo 1y Il. 23

La proteina quinasa receptora de tipo | de BMP fosforila la sustancia de

sefializacion intracelular.?®
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La unién 6ptima de la BMP se produce en presencia de receptores de BMP
tipo | y Il. Una vez que los receptores de BMP de tipo | y Il se han unido a
BMP, los receptores tipo Il transfosforilan el tipo I. El receptor de tipo |
fosforila varios mensajeros intracelulares: Smads 1, 5 y 8. El patrén de
activacion de Smad depende de qué BMP con el receptor Tipo | esté
activado. Las Smads intracelulares 1 y 5 son activados por los receptores de
BMP-la y BMP-Ib, mientras que Smads 1, 5, y 8 son activadas por receptores
quinasa-2 similares al receptor. Después de la fosforilacion, el receptor
Smads forma complejos heteroméricos con Smad-4, un co-Smad, antes de la
translocacion en el nucleo de la célula. Una vez dentro del nucleo, la
transcripcion se activa; el patréon de transcripcion depende de la linea celular

y el ligando utilizado, (figura 11).232°

@D sme

Hetero-oligbmerps de
formacion

Activacion del receptor

Dominio de Kinase 1 Tipo »I,_, .

cola citoplamatica

Represion
Estimulacion
Trancripcion
Gen obietivo__

B

Figura 11 Mecanismo de accién de la proteina morfogenética 6sea.
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El mecanismo de accién de las BMP es mediado por la quimiotaxis de
monocitos, los cuales producen TGF-b y a su vez promueven la quimiotaxis y
proliferacion de células mesenquimaticas. Las BMP inducen la diferenciacion
de éstas células a condrocitos, dicho fendmeno es seguido por una
hipertrofia de los condrocitos, calcificacion de la matriz 6sea, diferenciacion
de osteoblastos y finalmente la formacién 6sea. La calidad del tejido 6seo
formado con BMP es indistinguible del tejido 6seo formado sin BMP; sin
embargo, las diferencias radican en la velocidad y en la direccion de la

formacion del tejido 6seo.*

CAPITULO 4. METODOS DE OBTENCION DE LAS
PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS

Las BMP se pueden obtener tanto por métodos enzimaticos como no
enzimaticos y por medio de técnicas recombinantes, a pesar de los avances
en las técnicas recombinantes para la produccién de BMP, los mejores
resultados clinicos se han obtenido con BMP de procedencia humana o
animal, ademas la “poca disponibilidad de productos recombinantes hace
necesaria la continuacion de la investigacion con diferentes extractos de
proteinas purificadas.?

Durante la fase inicial del proceso de reparacién del hueso, las BMP se
difunden a partir de la matriz ésea, que en una fase posterior son
sintetizadas por las células osteogénicas que han sido reclutadas por las
propias BMP y que son sometidas a un proceso de diferenciacion
osteoblastica, con ellas se consigue el mantenimiento de la accidn
reparadora sobre el tejido dafiado con tiempo necesario para su reparacion.
Diversos analisis histoquimicos localizaron las BMP a lo largo de las fibras de
colageno de la matriz 6sea, en mayor cantidad en el hueso cortical que en el

hueso esponjoso.3°
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Las BMPs se obtienen por procesos de:

1) Desmineralizacion de la matriz 6sea con HCI, hidroclorido de
guanidina, cloruro de calcio y urea

2) Purificacion de cultivos de osteosarcomas

3) Por combinacion genética (rhBMP)
Las proteinas recombinantes rhBMP-2, rhBMP4 y rhBMP7 inician la
formacién de hueso in-vivo incluso con equipotencia quimiotictica entre
ellas.3!
Entre las distintas especies de las que fueron purificadas la BMP fueron las
de hombre (hBMP), distintos primates, rata, cerdo, bovino (bBMP), ovinos y
caninos (cBMP). Solo dos aminoéacidos hicieron las diferencia entre hBMP y
cBMP, sin embargo, las capacidades inductivas de la BMPs de distintos
origenes muestran grandes variaciones.3!
Diversos analisis histoquimicos localizaron las BMP a lo largo de las fibras de
colageno de la matriz 6sea, en mayor cantidad en el hueso cortical que en el
hueso esponjoso. ElI hecho de que la matriz 6sea desmineralizada permita
una mayor exposicion de las BMP al hallarse libre del recubrimiento mineral
ha favorecido que la mayoria de los estudios de osteoinduccién se lleven a
cabo a partir de este tipo de material.3°
La cBMP parcialmente purificada fue probada biol6gicamente en ratas e
indujo formacién 6sea ectépica al cabo de tres semanas a dosis de 6.0 a
10.0 mg con signos de respuesta inmunitaria determinada por la infiltracion
linfocitaria rodeando al hueso, cromatograficamente la BMP fue
caracterizada como una mezcla acida de proteinas que contiene 3 fracciones
con peso molecular variable 4-7-5; 7,6-12 y 70 a 120 Kda. Respectivamente,
es la fraccion dominante, la comprendida entre 4-12 Kda. La capacidad
osteoinductiva de la cBMP fue semejante a la bovina y ovina superior a la
porcina introducida en wuna capsula de gelatina e implantada

intramuscularmente en ratas.3!
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Las células del osteosarcoma de Dunn con trazas fenotipicas de
osteoblastos producen factores similares a la BMPs con capacidad
osteoinductiva. Takaoka y colaboradores purificaron por primera vez la BMP-
4 partiendo de células de osteosarcoma de Dunn, examinando su sustancia

polipeptidica y alguna de sus caracteristicas bioquimicas.®

4.1 Descripcion de una técnica sencilla de obtencion de proteina a

partir de hueso fresco congelado

En este estudio la técnica de la extraccion que se describe tiene como
objetivo la obtenciébn de una solucidon de proteina 6sea donde se halla
contenida la BMP2.3°

Fue realizado a partir de huesos donantes vivos de cabeza de fémur, los
huesos son congelados a -80° C sin manipulacion previa y fragmentados con
un fragmentador de hueso tipo GB 40 (AESCULAP, Tuttlingen, Alemania).3°

Se realizan una serie de lavados con la finalidad de eliminar los residuos de
sangre y materia grasa. Posteriormente se lava con agua destilada a 4°C y
por ultimo se lava con éter. El hueso se deja secar toda la noche a
temperatura ambiente con lo que se logra secar la muestra y eliminar los
residuos del lavado. Se elimina la capa mineral (hidroxiapatita) que recubre
la matriz 6sea. Este proceso de desmineralizacion se consigue mediante la
accion del HCI 0,5 N en forma de tres lavados a 4°C de una hora de duracion
cada uno. Siguiendo la técnica de Zhang y colaboradores, el contenido de
calcio de cada una de las soluciones de lavado es analizado con un kit de
Calcium Arsenazo lll (Sigma, St Louis,Mo, USA) Para ello, se incuban 10 ul
de cada muestra con 1 ml de reactivo de arsenazo y se realiza una posterior
lectura de la absorbancia a 450 nm. Mediante el ICP-espectometro de
emision atomica Perkin Elmer 2000 (PE, Foster City, CA) se determino el
calcio residual presente en la matriz Osea en las etapas de

desmineralizacion. Los restos de acido que quedan después de completar la
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desmineralizacion son eliminados del material 6seo mediante una serie de
lavados con agua destilada a 4°C suplementada con inhibidores de las
proteasas: acido 6-aminohexaenoico 0,1 M, Benzamide HCI 5 mM, PSMF 0,5
mM (Sigma, St Louis, Mo, USA) (1 0,2 1,29). Los lavados se realizan hasta
obtener un pH aproximado de 5 que es adecuado para el mantenimiento de
la BMP2. La extraccion del material proteico ligado a la matriz 6sea
desmineralizada se logra mediante la accion de soluciones especificas que
consiguen su solubilizacién. Con este fin, la matriz 6sea desmineralizada es
incubada en una solucién de guanidina 4 M/HCI, EDTA 10 mM durante 48
horas a 4°C en agitacion. Esta solucion es suplementada con los inhibidores
de proteasas pertinentes. Finalmente, los extractos proteicos obtenidos son
dializados contra una solucion de PBS suplementada con los mismos
inhibidores de proteasas. La didlisis se prolonga durante 48-72 horas a 4°C
con el fin de eliminar los restos de guanidina, ya que es causa de
interferencia en los ensayos posteriores de cuantificacion de proteina total y
de BMP2.%0

4.2 Descripcion de la obtencién de las proteinas morfogenéticas

0seas, parcialmente purificadas de hueso bovino

En este estudio se extraen proteinas morfogenética parcialmente purificadas
de hueso bovino, que posteriormente pueden ser utilizadas como material
osteoinducto en injertos 6seos en combinacién con otros biomateriales.?

Se utilizaron 3kg de hueso fresco de bovino (hueso cortical) obtenido de un
matadero, refrigerado en hielo seco (-40°C). se elimina el tejido blando y la
médula ésea, se lava con abundante agua destilada a 4°C para remover la
mayor cantidad de residuos. El hueso se congel6 luego de la limpieza, para

evitar la desnaturalizacion de las proteinas y facilitar el proceso de molienda.
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Se utilizd un Molino de cuchillas Thomas- Willey modulo 4, Philadelphia

Pennsylvania para triturar los huesos hasta obtener particulas de 1mm ya
que, a menor tamafio de particula, mayor area de superficie de contacto con
los reactivos, acortando el tiempo de exposicion a la reaccién acida durante
el proceso de desmineralizacién, disminuyendo asi, la posibilidad de destruir
los péptidos bioactivos responsables de la inducciébn de hueso. Para la
extraccion de lipidos Se tomaron 1678g de hueso molido, que fueron lavados
con una mezcla de cloroformo - metanol (1:1) durante 6 horas, con agitacion
permanente, para facilitar la separacion de lipidos. Posteriormente se filtré y
se dejo secar a temperatura ambiente. Se tomaron 50 g del material
resultante para realizar la prueba de Soxhlet utilizada para la extraccion de
componentes generalmente lipidos y de esta manera verificar que no tenga
grasa residual. El cloroformo y el metanol son solventes organicos que
disuelven los lipidos, separan las moléculas y ocupan los espacios
sobrantes. El metanol convierte las grasas naturales presentes en ésteres y
glicerol, las cuales son solubles en agua y el cloroformo desalcoholiza la
suspensién. Con este procedimiento se controla la alineacion de las
moléculas en las membranas celulares, asi conservan las caracteristicas de
la molécula sin cambios estructurales a nivel celular. Para la descalcificacion
se utiliza una solucién de acido clorhidrico (HCI) 0.6N durante 6 horas (25
meq HCI por gramo de hueso), con agitacion permanente. Se filtré el material
con papel Warthman N° 1, se lavd con agua destilada a 4°C para eliminar el
exceso de &cido y estabilizar el pH de la solucién. Se tomaron 50 g del
material para la determinacion de Calcio. El acido clorhidrico extrae los
fosfatos de calcio solubles en el acido, aminoacidos, péptidos y otras
sustancias de bajo peso molecular. Los minerales del hueso son solubles en
acidos organicos (HCI), sin digestion de los componentes proteicos no
colagenos. La concentracion de acido usada para la desmineralizacion se
encuentra entre 0.1 y 1.0 M siendo la concentracion mas adecuada para este

procedimiento la de 0.5 M. Solubilizacion del colageno, se adiciona a la
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muestra una solucibn de Cloruro de Calcio (CaCl2) 2M vy acido
Etilendiaminotetracético (EDTA) 0.5 M por 12 horas a 4°C, con agitacion
permanente, filtrando luego con papel Warthman N° 1 y se tomaron 5g para
la prueba de Van Gieson. El (CaClz2) es una sal que convierte el colageno
0seo en gelatina permitiendo una rapida separacion y solubilizacién de las
BMP, facilitando su extraccion. Las proteinas no colagenas solubles en agua,
sialoproteinas, proteinas plasmaticas y fosfoproteinas fueron extraidas por
conversion simultdnea de la mayor parte del colageno a una gelatina de
matriz 6sea insoluble. Obteniéndose asi un material méas purificado,
disminuyéndose la posibilidad de reacciones adversas al momento de la
implantacion. Para la extraccion de las BMP de la gelatina de matriz 6sea
insoluble, se tomaron 504 g para extraer las BMP solubles del colageno.?

Se utilizaron 4 litros de una solucion de urea 6M / CaCl2 0.5 M/INEM (N —
etilmaleimida) 1 mM / Benzamidina HCI 0.1 mM. a temperatura ambiente por
24 horas (1 Litro de cada uno). Se filtré la solucion con papel Warthman N° 1.
Se dializ6 (membranas de didlisis) con agua destilada por 3 dias a 4°C (2
cambios de agua por dia). Cuando el material de las bolsas se gelificaba se
calentaba entre 30 y 35°C. El material que quedaba en las bolsas de dialisis
se centrifugd a 10.000 r.p.m. para obtener un precipitado, el cual se lavé con
agua fria a 4°C y se liofilizé. La solucion de urea 6 M/CaCl2 0.5 M extrae las
BMP solubles del colageno, lo que también se logra por medio de la
utilizacion de Guanidina-HCI.?

Para las pruebas de verificacién del procedimiento quimico llevado a cabo
para la extraccion de BMP de hueso bovino se realiza:

1. Prueba de verificacion de grasa (prueba de Soxhlet). Metodologia
utilizada: Extraccion con éter de petroleo, mediante calentamiento moderado.
2. Determinacion de calcio. Metodologia utilizada: Cuantificacion por
absorcidon atémica

3. Prueba tincién de Van Gieson.

4. Electroforésis en gel de poliacrilamida- dodecil sulfato sédico, figura 12.2
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Calcificacion de huesos frescos
sin tejidos blandos tritutrados

v

prueba de (SOXHELET)

Extraccion de lipidos lavar con cloroformo-
metanol 1:1 por 6 horas \
% si presencia de grasas

Descalcificar con 0.6N HCL (25 Meq/g hueso) por 6 horas

# Determinacién de calcio
<> (Absorcion Atomica)

!

Solubilizacién coladgeno CaCl, 2M/EDTA 0.5M a 4
°C por 12hrs.

l Tincion de picrofusina de Van Gieson

O
|

Extraccion proteinas morfogenéticas 6seas solubles 6M urea/0.M
CaCL2/LmMNEM (N-etilmaleimida)/o.1Mm Benzamida HCL 4° por 24hrs.

A

Dialisis con agua a 4°c por 3 dias (3 cambios de agua por dia) se calent el retenido cada

gue ocurrio gelificacion , se centrifugo se lavé el precipitado con agua a 4°C

l Determinacon del peso molecular

Electroforesis en gel de policrilamida

Figura 12 Procedimiento de
obtencion de BMPs.
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4.3 Descripcién de la obtencion de rhBMP-2

Con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular, tecnologia de ADN
recombinate y genética para investigacion, se logré obtener la primera
rhBMP por Wozney en 1988.3

La produccion de rhBMP-2 comienza con enzimas de fragmentos
restringidos, que degradan el gen de BMP-2 a partir del cromosoma 20 en el
genoma humano. Este gen humano viable se transfiere a un plasmido
bacteriano, que es una porcion circular de ADN bacteriano fuera de su
nacleo normal. Este plasmido bacteriano se transfiere luego a un cromosoma
en el ovario de un hamster chino (CHO), y las células se cultivan para
aumentar su numero. Como las células CHO producen una variedad de
proteinas de hamster, también producen una proteina humana unica (BMP-
2), ésta se separa y se purifica por electroforesis y nanofiltracion para
producir una proteina puramente humana libre de proteinas bacterianas o
animales y en concentraciones suficientemente altas para regenerar el hueso

en seres humanos (rhBMP).2¢

4.3.1 Contraindicaciones

* Hipersensibilidad conocida colageno tipo | bovino o a rhBMP.
» Malignidad activa, incluso en el tratamiento.

* Embarazo.

« Infeccidn activa en el sitio receptor.26

4.3.2 Precauciones

* En niflos menores de 18 afios debido a la escasez de datos en pacientes
con esqueleto inmaduro.

* En mujeres en etapa de lactancia.

« Las mujeres en edad fértil sin pruebas de embarazo.?®
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CAPITULO 5. APLICACION DE LAS PROTEINAS
MORFOGENETICAS OSEAS EN ODONTOLOGIA

Las BMPs han sido ampliamente estudiadas y reconocidas como
factores clave en una variedad de condrogénesis y osteogénesis, funciones
durante el desarrollo embrionario normal.*3
El retraso o la unién de las fracturas representan un obstaculo en el
tratamiento de defectos 0seos, lo que provoca dolor y una posible diferencia
en la longitud de extremidad, ademés de potencial de necrosis y pérdida de
funcion.®
Hoy se sabe que estas proteinas estan involucradas en la regulacion de las
funciones de las células cancerigenas, que van desde el crecimiento, muerte,
migracion, invasion |y transicion epitelimesénquima. La proteina
morfogenética 6sea (BMP) es una proteina enddégena que ha mostrado
efectos significativos en la promocion de la formacion 6sea. El uso de la BMP
ha sido descrita en la reconstruccion de defectos 6seos de origen traumatico
y patolégico, incluyendo la fisura alveolar, el aumento de reborde alveolar, la
elevacion de seno maxilar, regeneracion periodontal, trauma maxilofacial y la

fijacion de implantes entre otros.*2°

5.1 Reconstruccion de fisuras alveolares

En relacion a la fisura alveolar, se han hecho estudios en animales (monos,
perros, conojos o ratas) donde realizan una fisura alveolar quirtrgica es decir
un defecto 0seo de los injertos de la fisura alveolar en humanos. Se han
comparado rhBMP-2 con distintos tipos de injertos o también se han
estudiado distintas matrices para llevar la rhBMP-2 al defecto 6seo.*

El procedimiento estandar para el tratamiento de fisuras alveolares, ha sido
reportado por Boyne y Sands en 1998, quienes utilizan particulas autdogenas

de cresta iliaca. Actualmente, muchos pacientes se benefician del uso de
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BMP-2 para inducir formacion 6sea en fisuras palatinas y eliminan la

necesidad de intervenir un area donante.32

5.2 Regeneracion periodontal

En el campo de la regeneracion periodontal, gran parte del interés de la
investigacion se ha centrado en la BMP-2 (OP-2), BMP-3 ( osteogenina) y
BMP-7 (OP-1). Las preparaciones brutas de BMP-2 y BMP-3 aplicadas en
defectos de furca inducidos quirdrgicamente parecen estimular la
regeneracion periodontal.?®

La aplicacién de BMP-2 humana recombinante, junto con el sistema portador
produjo una regeneracion sustancial de hueso y la regeneracion periodontal
siempre que se mantenga un espacio adecuado.??

Estudios en perros Beagle que fueron implantados con rhBMP-2/ACS en
diferentes concentraciones, demostraron extensa regeneracion cementosa.
Sin embargo, se observé anquilosis en todos los dientes que recibieron
rhBMP-2/ACS sin correlacion aparente con la concentracibn o dosis de
rhBMP-2. Contrariamente a estos hallazgos, BMP-7 resulté en un aumento
significativo en la regeneracién sin anquilosis. Dada la accion unica de BMPs
en la formacién de tejido mineralizado, la obliteracion del espacio del
ligamento periodontal y la anquilosis son una complicacién potencial para el

uso de BMPs en el periodonto® 1%

5.3 Fijacién del implante con BMP

En la fijacion del implante, las BMP muestran gran expectativa, promesa en
la promocion de la curacién de heridas de implantes dentales. Un estudio
piloto en primates no humanos probd la Unica aplicacion de BMP-2(OP-1)
alrededor de los implantes de sonda de extraccion inmediata y se encontro
un aumento del crecimiento 6seo medido histologicamente a las tres

semanas. La RhOP-1 acelera la cicatrizacion de los defectos de extracciéon
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dental frescos y estimula la osteintegracion de los implantes dentales con un
buen ajuste inicial del implante. La aplicacion de rhOP-1 produce la mejor
calidad, densidad y grado de remodelacion del hueso en comparacion con

los sitios de defectos no tratados. 23

5.4 Aumento del seno maxilar

La mucosa sinusal contiene células protegidas mesenquimales y células
comprometidas con el linaje osteogénico que pueden responder a BMP-6 y
BMP-7 por un aumento de su diferenciacion osteogénica, en los humanos la
aplicacion de proteinas morfogenéticas Oseas promueven el aumento de
seno e indican que rhOP-1 y la matriz 6sea desmineralizada tiene el
potencial de inducir la formacién de hueso después del aumento de senos.
Colectivamente, éstos informes sugieren que la BMP-2 humana
recombinante parece ser una alternativa segura y eficaz para los injertos
0seos en pacientes que requieren procedimientos de aumento del piso del
seno maxilar. Boyne y cols. implantaron laminas de colageno empapadas en
solucién rhBMP-2 en los senos maxilares de doce pacientes edéntulos o
parcialmente edéntulos con atrofia severa del maxilar. EI aumento posterior
de la altura maxilar tratado vari6 entre 2,3 y 15.7mm, aumento

significativamente.??

5.5 Aumento de reborde alveolar

Jovanovic y colaboradores, realizaron un estudio histologico en un modelo
animal en el que se llevd a cabo un aumento de reborde alveolar. No se
encontraron diferencias significativas entre los injertos con BMP-2
osteinducidos, comparados con el hueso residente, estableciendo que la
BMP-2 permite la instalacion, oseointegracion y carga funcional a largo plazo

en implantes colocados en perro.3?
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5.6 Trauma maxilofacial

Algunos estudios han sido realizados con el fin de evaluar la BMP-2 en el
caso de trauma, demostrando su efectividad en el tratamiento de defectos
segmentales completos o parciales de huesos largos. En dafios severos en
los que se presenta pérdida de tejidos blandos y duros, los tratamientos se
enfrentan a desafios que incluyen la obtencion del cierre de los tejidos
blandos y la prevencion de la contaminacion y pérdida de la BMP-2, como en
el caso de heridas de bala, en donde puede llegar a existir una zona
importante de dafio necrético, que puede requerir posterior debridamiento y

reconstruccion.3?

5.7 Endodoncia

Otra posibilidad terapéutica se encuentra en el campo de endodoncia. Six y
cols, examinaron la BMP-7 por su eficacia en la induccion de dentinogénesis
reparativa en la pulpa expuesta de molares de ratas sobre las que se
aplicaron bolitas de colageno con BMP-7 como alternativa a tratamientos

endododnticos convencionales.33
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CAPITULO 6. Efectos adversos de las proteinas
morfogenéticas 6seas

Entre los inconvenientes que presentan las BMP estan la forma de
manejo y la dispersion tras su aplicacion clinica. Aunque fuera posible el
aislar dicha proteina en grandes cantidades y de un modo sencillo, seria
totalmente dificil rellenar un defecto 6seo con dicha proteina, ya que, debido
a su solubilidad, se dispersa inmediatamente, y como resultado obtendremos
una escasa induccion Osea por lo cual se necesitara un andamio que

contenga BMP.5

La funciéon osteoinductiva de la BMP depende directamente de la dosis
utilizada. Es por eso que se considera una desventaja importante los altos
costos reportados, en el afio 2014 en un estudio retrospectivo se logroé hacer
un aproximado de los costos y estos van de $ 11,110 dodlares para un
procedimiento de autoinjerto y $21,800 dolares para un procedimiento de
rhBMP-2 dependiendo el tiempo de hospitalizacion y tipo de procedimiento
quirGrgico.* La cantidad a considerar cuando es para cartilago y cuando es

para hueso.

Las BMP son capaces de regular el crecimiento de células cancerigenas de
mama. Sin embargo, mientras que algunos tipos de BMP tienen efecto
inhibitorio en la proliferacion de células cancerigenas, otros presentan efecto
adverso. Por ejemplo, BMP-2 y BMP-6 inhiben la profileracion de células
cancerigenas en cancer de mama, mientras que BMP-4 promueve de
manera indirecta la proliferacion de células cancerigenas al inducir la
liberacion de otros factores de crecimiento como el factor de crecimiento de
fibroblastos FGF, el factor de crecimiento epidermoide EGF y el factor de
crecimiento de hepatocitos HGF. 8

46

——
| —



gwwu o WL T ¢ (L)

@gﬁ%

ey p

. . p
= UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO ”‘;A‘&ﬁ

w UNAM m’

Uno de los problemas que presenta la utilizacion experimental y clinica de las

BMP's es la necesidad de disponer de un transportador adecuado para las
proteinas. Urist asocid a las BMP's en proteinas no colagenas; Takoaka
emple6 como transportador el colageno puro que presentd una clara ventaja
frente a otros transportadores de la matriz 6sea descalcificada; Miyamato
utilizé é&cido polilactico-prolietilén glicol (PLA) como transportador de las
BMP's obtenidas a partir de osteosarcomas en ratas, pero Miyamato llegé a
la conclusion de que el PLA no era un adecuado transportador porque
producia reacciones a cuerpo extrafio como inflamacién crénica y la
absorcién y sustitucién por hueso nuevo era demasiado lenta. Por otro lado
Katoh utiliz6 como transportador el hueso sintetizado ceramica 0sea y por
altimo Garcia de Lucas pone de manifiesto que las BMP's combinadas con
hidroxiapatita en ratas presentan una respuesta osteoinductiva en el

tratamiento de defectos en la diéfisis de los huesos largos.®

Una de las desventajas que mas preocupan es qué, con el uso de las BMP's
ademas de regenerar hueso, cemento y ligamento periodontal, se produce
anquilosis.! Subramaniam destaca la anquilosis y la obliteracién del espacio
del ligamento periodontal, como complicaciones y desventajas en el uso de
las BMP's. Los efectos de la anquilosis, pueden ser explicados porque
también las BMP's producen una resorcion leve de la raiz dental. La
anquilosis parece estar asociada con la formacién de hueso nuevo de
manera rapida.tt!

Otro problema que se ha observado para la aplicacion en seres humanos es
gue la mayoria de las investigaciones se han realizado en modelos animales
de mamiferos pequefios; el comportamiento es diferente en mamiferos
mayores y no se puede calcular la dosis proporcionalmente, porque las

proteinas morfogenéticas no funcionan asi.?
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CONCLUSION

Las aplicaciones clinicas de las BMPs recombinantes cada vez son mas
claras en los procesos de regeneracibn Osea basicamente en la
rehabilitacion de zonas desdentadas, fisuras alveolares, problemas

maxilofaciales entre otras.

Este producto ha sido aprobado por la FDA mediante varios estudios; sin
embargo, los retos no son precisamente, en la parte cientifica, si no en la
aplicacion de tecnologia, tomando en cuenta ¢cdmo podria la industria
producir estas BMPs en una forma que los costos no sean tan altos y que
este tipo de tratamientos puedan ser accesibles para pacientes con escasos
recursos?, es necesaria mas investigacion para estimar de manera mas
confiable y practica la obtencion de este producto asi como el desarrollo de
nuevas técnicas quirdrgicas que son aprobadas para la liberacién controlada
de BMP-2 y BMP-7.

Con esta investigacidn se puede concluir que las proteinas morfogenéticas
Oseas hoy en dia son un estandar de oro para la reconstruccién oral y
maxilofacial. En un futuro si se reducen los costos éste ya no sera un
problema para considerarlo como una alternativa confiable para el paciente

cuando requiera regeneracion ésea.

La proteina morfogenética representa una alternativa real en la aceleracion
de la formacion Osea casi de la mitad del tiempo sobre todo la BMP-2 y la
BMP-7 pero todavia se necesitan mayor cantidad de estudios clinicos para

enfrentar los tiempos, rendimiento de la proteina y su funcionalidad.
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GLOSARIO DE TERMINOS

GF: Factor de crecimiento

Rh: Recombinante humana

PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas

TGF-B: El factor de crecimiento transformante beta abreviatura

de transforming growth factor beta)

BMP: Proteinas morfogenéticas 0seas

IGF: Factor analogo a la insulina

N-Terminal: Extremo de una proteina o polipéptido que finaliza con un

aminoacido que posee un grupo amino libre.

Quimiotaxis: fendmeno en el cual las bacterias y otras células de organismos
uni o pluricelulares dirigen sus movimientos de acuerdo con la concentracion

de ciertas sustancias quimicas en su medio ambiente.

Soxhel: Extraccion con el éter de petrdleo, mediante calentamiento
moderado.
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