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INTRODUCCION.

n la actualidad. nuevas estrateqias terapéuticas emergen de los estudios experimentales y
clinicos e inician su aplicacion tanto  en el terrenc de Iz ingenieria de los tejidos como en la
terapia genica.
La biclogia ceiviar y molecular  ha permitido estudiar de una manera integra! los complejos fenomenos
de la regeneracion tisular, ia morfogénesis y de esta manera conocer mejer los procesos de induscién
tisular.
Los estudins multidisciplinarios de los procesos fundamentados en ia biclogia celular, molecuiar,
quimica, fisica, matematicas e ingenieria, aplicados a estudios experimentales y clinicos han
modificado los conceptos quirirgicos, y ofrecen ahora, nuevas expectativas para lograr la
regeneracion tridimensional de los tejidos.'
Actualmente, la biotecnologia se ha incorporado a la practica clinica diaria, y de esta forma la
ingenieria tisular surge como una disciplina nueva, tanto en el terreno experimental como en el
clinico. El objetivo primordial, es lograr la regeneracion integral  de organos y tejidos, restituto ad
integrun, envez de solamente obtener el proceso de reparacion tisular 2
De igual forma, Ia regeneracion 6sea es un proceso continuo en los vertebrados, se atribuye a la
respuesta de diversos fenotipos celulares, en la cual interactian multiples sefales moleculares que
inducen el proceso, ocurren este durante el desarrollo fetal, la esqueletogénesis, la osteogénesis
consecutiva a la restitucion tisular postraumatica y la induccion  tisular ésea.'*?
La restitucion anatomica y funcional del esqueleto, constituye en el momento actual un reto, tanto
en el terreno de la investigacion experimental como en la practica clinica Fenomenos celulares y
moleculares semejantes, ocurren durante el proceso de restitucion de las fracturas, el trasplante y la
induccion osea, se han estudiado, con diversos perspectivas y  en multiples modelos
experimentales, sin embargo, adn multiples preguntas deben ser contestadas 3
Esta tesis revisa , la historia del trasplante éseo, los brincipeies estudios experimentales y clinicos
del fendémeno de induccion osea, establece la diferencia entre los fenémenos de reparacion y
regeneracion tisular, particularmente la del esqueleto, a partir de células indiferenciadas durante el
proceso de reparacion de las fracturas, los fundamentos de la induccion tisular, los conceptos
actuales del desarrollo embriologico oseo, la anatomia, l|a fisiologia, la biologia celular y molecular de
las células progenitoras, las matrices extracelulares, los factores de crecimiento sistemicos y locales y

su interaccion durante los procesos de remodelacion normal, induccion y regeneracion osea.



Se mencionan los antecedentes mas relevantes en la investigacion del proceso de la
osteoneogéresis, analiza los modelos experimentales de induccion $sea heterotopica, y plantea el
estado actual en ia ingenieria tisuiar del esqueleto.

Por otra parte, propone como apoyo a |a hipdiesis de esta tesis, dos modelos de estudio de induccion
heterotdpica extraesquelética de tejidos Gseos y paransesos.

El primer modelo propuesto, se forma en el denominado ‘“injerto colgajo compucsto” (ICC).
conformado, por un colgajo de epiplon, un injerto de periostio del cranec y el implante de cclagena
tipo |, el grupo de estudio testigo se forma con  un coigajo de epiplén y colagena tipo | El segundo
modelo reune, células con capacidad progenitora, una matriz extracelular y factores bioactivos, o de
crecimiento, todos incluidos en un injerto colgajo de epiplon, los tejidos incluidos son: el periostio y
plasma enriquecido en plaquetas, ( PRP), y elementos como fibrinégeno, trombina, y cloruro de calcio,
los implantes empleados son ia matriz desmineralizada de hueso (DBM), en forma de polvo de nueso
desmineralizado ( DBP) y colagena tipo | ( Fibroquel ®), los grupos lestigo se forma con los
elementos mencionados excepto el periostio.

Se describe la técnica quirtrgica, original del autor, la técnica para obtener plasma enriquecido en
plaquetas, y la manera de inducir el fenémeno de desgranulacion de las plaguetas, y de esta forma
obtener factores de crecimiento autdlogos, analiza los resultados clinicos, y los apoya con estudios
anatomopatologicos, histomorfometria, e inmunohistoquimica, se discuten y se analizan los resuliados
obtenidos en el trabajo experimental y el potencial del modelo experimental para la aplicacion

clinica futura.



PLANTEAMIENTO DE LA LINEA DE INVESTIGACION

En 1984, en la tesis presentada para optar al grado de Maestro en Ciencias Médicas, en la
Facultad de Medicina de ia Universidad Naciona! Autdnoma de Meéxico, el autor reveld con un
medele experimental original, una forma de induccion 6sea heterctépica mediante el trasplante de
periostic de cranen dentro de un injerto colgajo compuesto, fabricado con  epipidn, sobre la pared
abdominal de perros jovenes. A la vez se cbservo la formacion de musculo estriado y liso, médula dsea
al parecer hematopoyetica y a la postre médula grasa. Se atribuy6 lo anterior a ia diferenciacion y
ulterior desarrollo de células troncales multipotenciales *

Los resultados obtenidos dieron lugar ai planteamiento de maltiples preguntas.



ANTECEDENTES HISTORICOS DE LOS TRASPLANTES.

Tradicionalmente, los cirujanes han trasplantzdo diversecs tejidos para reconstrurr  6rganos y
tejides, han recurricc a eiementos tan diversos como el tendon v el hueso entre otros,
utihzades como una  esiruclura de scporte “pusnte” ¢ “andarmic” , con ia funcion de interconectar los
tejidos fundamentalmente, han sido usaaos con  guias conductivas, de otra forma se na irasplantado
matrices extracelulares con celulas vivas, o combinadas con facteres de creciimiento, asimismo, se ha
intentado por diversos métodos, mejorar las condiciones del lecho receptor de los tejidos |, para
fomentar, inducir y promover un medio ambiente local éptimo

La historia de la reconstruccion de los tejidos es prodiga, va desde la descripcién Biblica, que
menciona literalmente; “el Sefior durmio al hombre, tomo una costilla, y formé a la mujer”. Hasta la
leyenda del hometrasplante de un miembro, realizado por  los santos Damian y Cosme, el hecho
quedod plasmado en la obra pictorica dei pintor florentino Fra Angélico.s'

E! primer comunicado de un trasplante ¢seo fue en 1668, y se atribuyo 3l cirujano holandés Job
Van Mee'ren, sin embargo fue hasta 1908, que Lexer describid, la formacién de hueso, con
homoinjertos frescos de cadaveres, los huesos fueron usados como una estructura para ia
reconstruccion articular ®

En las ultimas tres décadas, se han obtenido avances importantes en el tratamiento de la pérdida de los
tejidos esqueléticos, con materiales aloplasticos, se ha conseguido el reemplazo total de la
articulacion de la cadera, asi como de las articulaciones interfalangicas, con otros materiales
aloplasticos, de otra forma, las resecciones amplias de tumores como el osteosarcoma. son
tratadas con injertos autdlogos o tejido de banco. En algunos casos se ha tenido exito, sin embargo,

los resultados aun no son completamente satisfactorics.



ANTECEDENTES DE ESTUDIOS EXPERIMENTALES

Los primeros estudios experimeniaies para inducir hueso, con el uso de pericstio,  [os realizdé en
1867 Ollier, analizd el poder ostecgenico del periostio, o ubicd en la capa proiiferativa conocida
como cambium, |a formacion de hueso ia atribuyé a céluias osteoprogenitoras.

Recientemente, los injertos libres de periostic han sido utilizados para formar hueso nuevo. Ritsila en
su estudio, describid la manera, como en regiones bien vascularizadas se logra formar hueso,
considerd al medio ambiente primordial para la viabllidad tisular, y la expresion de la capacidad
osteogeénica del periostio.”

Otra linea de investigacion, para inducir ia formacién de hueso, fue la de Senn quien en 1889, utilizo por
primera vez implantes descalcificados de hueso, para el tratamiento de la osteomielitis®  Mas tarde
en 1950 Willestaedt, logro la induccion experimental heterotopica de hueso, utilizé en sus estudios
sustancias inductoras,'® descubrié . como el extracto alcohdlico de hueso de conejo, tenian ia
capacidad de formar hueso nuevo, al serinyectado en el miscule estriado.

En 1965 Urist, en su trabajo clasico, dentro de la induccion experimental, describic el fenémeno de
induccion dsea heterotdpica en roedores, usd® la matriz osea, en esta identificd  un grupo de
proteinas, extraidas del hueso maduro de bovino, que al ser implantadas en los fejidos blandos,
lograron inducir y formar huesoy cartilago. '

Recientemente, estudios experimentales en animales, con técnicas de microcirugia, han intentado
inducir la formacion de hueso, con injertos 6seos vascularizades en camaras de ceramica, " otros lo
han intentado en colgajos de periostio vascularizados, combinados dentro de  cilindros porosos de
hidroxiapatita. i Finley us6 trasplantes de periostio costal vascuiarizado en sitios heterotopicos, para
forma hueso. ™

El primer injerto oseo vascularizado, que utilizé ia proteina morfogénica de hueso (BMP). como
factor osificante lo realizé Khouri, sin embargo, sus estudios carecieron de validez.™® Estudios de
induccion heterotépica 6sea se ha intentado en ratas en colgajos en isla del musculo dorsal ancho. L
Actualmente, la induccion tisular es motivo de multiples trabajos de investigacién, fundamentalmente
orientados al estudio del complejo multicelular y las interacciones celula-célula, celula-matniz, y las

interacciones inductivas o permisivas, que favorecen la proliferacién y la migracion de las células



orogenitoras. Otros motives de estudic son: el mecanismo de accion de  las sefales inductivas
moleculares durante la  morfogénesis, la respuesta de diversos estimulos de las células troncales
en ciclo de diferenciacion, y la participacion fundamenta! en el proceso de las diversas matrices
exiracelulares. De ctra forma. se ha trasplantado matrices con células vivas, cembinadas, con factores
bioactivos o de crecimiento.

El éxitc se na logrado cuando ias condiciones son o¢ptimas en el lecho receptor o2 los injertos,
asto implica  fomentar, inducir y promover un medio ambiente local favorable, Normas fundamentales

P i 5 7.48
de la practica quirdrgica habitual '™



HISTORIA DE LA INGENIERIA TiSULAR.

a ingenieria tisular, como discipiira formal, se inicio hace mas de tes décadas. El termino fue
"acunado” en 1987 por el Profesor Y C. Fung, de ia Universidad de Cailfornia, en San Diego,
sugirié el nombre a la riueva disciplina en la reunion de la  Fundacién Nacicnal de Ciencias, desde
entonces ha tenido gran expansion.’
De forma tradicional, la ingenieria tisular se ha practicade durante siglos en el gjercicio clinico diario,
tanto al lado de la cama de los enfermos, como en ! quirdfano, con |2 premisa basica “la curacion debe
ser hecha por el mismo cuerpo”. Los meédicos han intentado  mantener las funciones vitaies en un
medio ambiente optimo, v de ésta forma lograr la curacién. Basicamente se ha intentado neutralizar los
factores adversos, mejorar el aporte de oxigeno y los nutrientes tisulares necesarios para la curacion
Un axioma fundamental en cirugia es la debridacion oportuna del tejido necrético, fuente de agenies
quimicos desfavorables, eliminar la escara, el espacio muerto, aproximar los igjidos viables para
formar un puente, que oriente la forma y funcion del tejido, y de esta manera proporcionar  estructura vy
proteccion del medio ambiente hostil. para finaimente favorecer el aporte vascular.
El manejo del medio ambiente debe aportar  oxigeno adecuado Yy por otra parte es necesario
eliminar los productos de deshecho, el mismo cuerpo realiza, si las condic:ones son  optimas
La ingenieria tisular enfoca las estrategias al micromedio ambiente, de manera cpuesta a la curacion
tradicional que orienta sus estrategias al macromedio ambiente. :
Diversos modelos experimentales se han desarrollado para generar tejidos funcionales, por ei estudic
y la comprension de los conceptos basicos de organizacion desarrollo y funcion de los sistemas vivos
y de las interacciones celulares. *°
La ingenieria tisular, trata de imitar los procesos de regeneracion tisular, fundameniada en la biologia
de los tejidos, el desarrollo de la metodologia y el control de los procesos fisico quimicos tisulares. 1
Potencialmente puede contribuir a solucionar una parte de la crisis de ios trasplantes de drganos y
tejidos, causada por la escasez de donadores, el alto costo y la infraestructura necesaria para
realizar los procedimientos. '
La estrategia basica es emplear un sistema biologico natural, que permita el desarrolio reemplazo,

reparacion, mantenimiento, y / o perfeccionamiento de la funcion de los tejidos. i



l.a propuesta es formar tejidcsy c¢rganos, los éxitos iniciales se hia iogrado con  sustitutos de piel,
un tejido reiativamente simple, cartilago y hueso, ahora ia meta es ia creacién de organos vitales como
el riién, el higado, el pancreas o el corazon '

Ahora a las técnicas quirtirgicas se han integradc los conocimientos nueves de la biologia, quimica,
fisica. matematicas, la ingeneria del disefio de materiales, y ias lineas de investigacion buscan replicar
los procesos biociégices, fundamentados en los principios biomimeéticos del desarrolle embricnario  y
los procesos de regeneracion tisular."

L.a ingenieria tisular y el progreso de la biotecnologia han tenido un profundo impacto, e inicia una

nueva practica de la medicina.



MARCO TEORICO DEL PRCYECTO

oz lejidos hioidgicos estan conformados por  la triada constituidass por celuias, matriz

extracelular (complejo de secreciones celuiares inmovilizadlas en espacios ininterrumpidos de
celulas) y un sisiema de sefiales moleculares. l2s scciones coordinadas participan en  la activacion
diferencial de genes o cascada de gines, que secretan productos de trascrpcion y son responsables
de la formacion y diferenciacion tisular. '
La regeneracion tisuiar repile las etapas de! desarrollo embrionario, en los  tejidos adultos,  ei
fenémeno depende fundamentaimente de precesos bioldgicos, fisicos, quimicos, y de l2 interaccion
de células, matriz extracelular y factores de crecimiento bioactivos La propercion y el liempo en el
que participa cada elemento logran inducir la regeneracion tisuiar 12
La regeneracion osea se fundamenta, en la hipotesis de que céivlas progenitoras sanas son reclutadas
¢ liberadas en el sitio de restitucion, regeneran el tejido dafado o perdido en un medio ambiente
propicio. 2
Los fendmenos de restitucion tisuiar se expresan en dos vertientes, la reparzacion o la regeneracion. En
tanto, la consecuencia final de la reparacion es la formacion de una cizatriz fibrosa, sin las propiedades
normales morfologicas y funcionales del tejido, el resultado final en los procesos de regeneracion
tisular es la formacion de un tejido de caracteristicas morfologicas. fisiclogicas y bioguimicas semejante

al original "2



REPARACIC}N DE LAS HERIDAS.
RESTITUCION TISULAR.

a curacion normal de las heridas puede ser dividica operacionaimente en dos estadios diferentes,

iniciaimente las plaguetas iiberan el producto de sus granulos y ofrog elermentos de la coagulacion,
locamente se depositan, en una secuencia precisa.
Continua el proceso, con la migracien de neutréiilos, monocitos y fibrobidstcs dentro de la heridz, se
inicia inmediatamente con |a aparicién de |2 !esién y se prolonga ios primeros dias: los macréfagos de
la heridas (derivados de los monocitos circulantes ), los fibroblastos se activan 2 inician |2 cascada de
expresion de nuevos genes, el resuitado es iz sintesis de novo de factores de crecimiento, vy
proteinas como la colagena de la matriz extraceiular, citocinas, y la proliferacion de los fibroblastos .
Mas tarde la remodelacién del tejido activa la colagena, el recambio tisular inicia a las dos semanas y
concluye un afio as tarde. '
Diferentes factores locales favorecen la migracion celular y la activacion de los fibroblastos en la herida
Sin embargo, las plaguetas circulantes estan invariablemente asociadas con la curacion de las heridas
y en la actualidad se conoce claramente ios factores liberados, estos se almacenan en
compartimentos intracelulares, como los granulos « de las plaquetas, eslos factores atraen neutréfilos,
monocitos, fibroblastos y otras células especificas de cada tejido como del musculs liso. En el momento
actual, se considera a las plaguetas como mediadores importantes al inicic  del proceso inflamatorio
del tejido circundante y durante los procesos de reparacion y remodelacion de los tejidos.
Mas tarde, las plaguetas inician el proceso de la ccagulacion con la liberacion de trombina, la
exposicion en la superficie celular, y de la matriz extracelular, como !a colagena, sintesis de
moléculas como prostaglandinas y leucorinas como una respuesta autocrina, en actividades
extracelulares contribuyen en los estadios tempranos de la curacion. Estos factores inician la activacion

transcripcional de los genes que sirven para atraer celulas inflamatorias iocalmente. !



REPARACION DE LAS FRACTURAS.

a reparacior. de la fractura es un proceso biclégico complejo, en la cual la integridad astructural y

tuncional requiere ser restaurada. mediante el proceso biologico de la regeneracion osea. *'
Esta claramente establecido. que ia reparacion de las fracturas se lleva a cabo mediante dos
procescs: el de osificacion endocondral, an donde el hueso formado tiene un  precursor cartilagineso
que sirve de patren para la restitucidn tisuiar, el otro proceso, de osificacion intramembranosa,
ocurre por medio de la condensacion células de origen mesenquimatoso, en el sitio de restitucion, 2%
La regeneracion oOsea =s un proceso organizado, depende fundamentalmente del proceso de
angiogenesis, el evento se inicia con el reciutamiento de células mesenquimatosas al sitio de fractura,
y la induccion de éstas celulas no diferenciadas, hacia la linea osteoblastica y condroblastica, que
inducen la generacion de hueso o cartilago nuevo, mas tarde sucede el proceso de remodelacion a
lo largo de las lineas de fuerza, de acuerdo a las leyes de Wolf >
Multiples factores de crecimiento participan de manera critica en la curacion de las fracturas en este
proceso biologico estan involucradas interacciones compiegjas de factores locales y sistémicos, en
cual los factores de crecimiento son esenciales. Actualmente en el area de la investigacion clinica se
empiezan a utilizar para inducir la regeneracion osea, durante +

la reparacién de las fracturas. 2"

Diversos factores promueven la migracion de celulas del mesenrquima indiferenciadas, estos son
producidos de manera autocrina o paracrina, la interaccion compleja de mediadores locaies. inicia ia
migracion de células indiferenciadas mesenquimatosas propician la proliferacion y diferenciacion en el
sitio de la fractura, en el micromedio ambiente influye en la codificacion de los genes, para la secrecion
del tipo de matriz que necesitan las células encargadas de ios procesos de restitucion tisular *'%
En el sitio de fractura las células dafiadas, por el trauma y los macrofagos liberan interleucina | (
IGF | ) y el factor de necrosis tumoral ( TNF ), ambos producen vasodilatacion y la expresion de los
neutrofilos polimorfonucleares ( PMN ), de moléculas de adhesion como P-selectina y E-selectina | el
factor de crecimiento fibroblastico basico { bFGF ) es liberado desde los macrofagos activados, estimulan
la expresion del plasminogeno y la procolagenasa . Los PMN se adhieren a la selectina, unidos entran
al espacio intersticial. después de la union intracelular con las moleculas de adhesion. El incremento de
la permeabilidad wvascular permite la extravasacion de las plaguetas, células rojas sanguineas y

factores de la coagulacion.



Los PMN son atraidos por aquimiotaxis ai sitioc de ia lesidn, se inicia la endocitosis, e

microdebridamiento de tejidos v de microorganismos por ia activacion local de los macrofagos. E

exudado sanguineo avanza para formar el hematoma que rodea la fractura bajo el control del factor de
crecimiento derivado de las piaquetas ( PDFG ); el factor de crecimiento y transformacion beta ( TGFf ; y
el factor de crecimiento fibroblastico b ( bFGF )

En el tejido de granulacicn. la hipoxia estimula a los macréfagos para la produccion vy liberacidn de
factores como IGFs , bFGF y mediadores quimiotacticos que promueven ia proliferacion de fibreblastos
e inducen el fenomeno de angicgénesis.

Durante ¢l proceso de inflamacion aguda ei blastema progresa, PMNs, monocitos v macréfagos,
desarrcllan celulas epiteloides que se unen a céiulas gigantes multinucleadas. Los fibrablastos
empiezan a producir diversos isotipos de colagena que poseen la capacidad de unirse selectivamente y
atraer a factores de crecimiento osteogénico. 2%

En el momento actual se sabe que, factores de crecimiento como: TGFfi, BMPs y bFGF son elementos
estratégicos para optimizar la interaccion de las células osteogenicas, directamente en donde el hueso
nuevo lo requiere. Las células precursoras osteogénicas inducibles se extravasan y pueden ser
activadas, por las BMPsy logran diferenciarse hacia la linea osteoblastica. ****

Los precursores de células osteogénicas determinadas confinadas al canal medular remanente y las
situadas en la capa profundas del periostio, pueden llegar a activase por medio de la interaccion de las
BMPs, y proliferar hacia la linea osteoblastica, este proceso Inicia e! deposito de hueso nuevo. La
fibronectina y productos de la degradacion de ia matriz extracelular facilitan la cenversion de monacitos a
osteoclastos, los cuales inician el proceso de resorcion del hueso nuevo formado. E! proceso de
deposito de hueso nuevo, el remodelado continla hasta que |a regeneracion dsea es indistinguible de!

tejido original. 2%



¢REGENERACION O REPARACION TISULAR?

La regeneracion y la reparacicn en el amoito celular, ocurre esenciaimente a través de  dos
procesos muy diferentes. Obviamente, son mecanismos similares a los que se llevan a cabe
durante los procesos de morfogénesis en el embridn y en el feto, la regeneracion de los tejidos ocurre
de manera habitual Excepcior.almente, ocurre en nifics neonatos 2n condicones normaies, pero no en
nifios mayores ni en adultos. £sta diferencia es atribuida ai predominio de céluias progenitoras
indiferenciadas durante l!as etapas del desarrollo tempranas de! embrion y del feto, v la escasez
progresiva de Ias mismas en las etapas ulteriores de ia vida. £

Cuando ocurre después de la etapa embricnaria y fetal, la regeneracion es un proceso relativamente
lento, imita y repite la secuencia de algunas de las etapas de la vida embrionaria. En contraste, el
proceso de reparacion es rapido, y el resultadoe finai es la cicatnizacion.

Axiomaticamente, el tejido cicatricial no da lugar a una restitucion tisuiar fisiolégica. Durante el proceso
produce una repuesta inflamatoria aguda, se sella el sitio de la lesién, para minimizar la diseminacion
de bacterias y la contaminacion fungal de la herida, proporciona una sustitucion rapida por tejido
fibroso y forma solamente un puente de union cicatricial con la expedita proliferacion de tejido

fibroso, que a la postre origina un puente de tejido de cicatriz.?



TEJIDO Y REMODELADO OSEO.

| esaueleto es un organo dinamice, de alta especializacidon celular, sujeto a2 un proceso de

regeneracion continuo, conformado por células de gran especificidad, una matriz extracelular de
tejido conective mineralizado y no mineralizado, 2spacios como la médula csea, los canales vasculares,
canaliculos y lagunas. Durante el desarrollo y crecimienio cada hueso es esculpido hasta legrar forma
y tamano de cada hueso. Una vez alcanzada la maduracion esquelética, la regeneracion tisuiar a lo
largo de 'avida, el huesc viejc es rzempiazado continuamente por hueso nuevo, en el mismo sitio
el proceso de remodelado 0seo regenera el total del esqueleto aduito cada 10 afios. *'%
El proposito del remodelado del esqueleto adulto aun no esta claro. En los huesos que soportan
carga, el proceso al parecer servir para la reparacion del dafio por fatiga, prevenir el envejecimiento
excesivc y las consecuencias. del acumulo de tejido oseo viejo. Durante la etapa de crecimiento sirve

para expandir la cavidad medular, y aumentar el grosor trabecular.*



ELEMENTOS CELULARES

a.-Células osteogénicas

Las células ostecgénicas gque forman nuesc, sufre el proceso de  diferenciacion, desde  células
troncales mesenquimatosas indiferenciadas hasta el estadio final, lz2 linea osteobiastica, de otra
forma,  pueden continuar por dos vias, una principal de células precursoras osteoprogenitoras
determinadas (DOPCs) v otra de c&lulas precursoras osteoprogenitoras inducibles (/OPCs) *5%®

La linea DOPCs, en la embriogénesis esta relacionada intimamente con condensaciones celulares
responsables de la formacién 6sea, son celulas troncales capaces de proiiferar  se localizan en la
superficie 6sea del periostio especificamente en el ‘“cambium” | el endosteo. la duramadre y el
estroma medular peritrabecular, su diferenciacion puede ser irreversible cuando llegan al estado de
maduraciony expresan el fenotipo osteoblastico, **%*

La linea [OPCs, esta representada por células progenitoras pluripotenciales, que tienen capacidad de
diferenciarse en tejidos como el conectivo, 0seo , cartilaginoso, fibrose, muscular , o adiposo y por otra
parte en pueden diferenciarse en celulas gliales, las céluias progenitoras se localizan en la medula
osea, el periostioy los pericitos especializados de la vasculatura, las /OPCs son reguladas por una
variedad de morfogenos soiubles, que pueden promover la expresion de fenotipos celulares
distintos, e inducir a la diferenciacion de celulas de la linea osteoblastica por medio de la interaccion
de las BMPs, factores de crecimiento y con otros elementos de la sangre circulante 2547

Las células mesenquimatosas, adheridas a la capa endotelia! de los vasos, son los pericitos, estos
derivan de las células del estroma 0seo medular, condrozitos, células musculares y adipositos #

Las celulas multipotenciales troncales del mesenguima, son precurscras de la linea osteoblastica.
migran del tejido conectivo vecino, por otra parte, ios precursores de los osteoclastos son céelulas

hematopoyéticas de las linea monocito / macrofago, que llega al hueso por la via sistémica 2

b.- Células indiferenciadas

Las células mesenguimatosas indiferenciadas troncales pueden ser potencialmente preosteoblastos y
osteoblastos, estan localizadas en el canal ¢seo, endosteo, periostio y médula osea, migran de los
tejidos circundantes o de la sangre, los pericitos vasculares son una fuente potencial de
preosteoblastos, las células permanecen indiferenciadas, hasta recibir el estimulo para diferenciarse

en osteoblastos, puede ser la fractura, la que inicia la liberacion de la cascada de factores de



crecimiento y estirula la migracion, proliferacién y aiferanciacion ceiular v 2 la postre es la responsable

del proceso de restitucion dsea, **%2"

¢.~ Células b6seas

Durante la formacion, resorcién, homeostasis mineral v reparacion dse2, las céluias asumen formas
especializadas, se identifican por su morfoicgia. funcién y localizacion. Su origen  fundamentalmente,
es la linea de células indiferenciadas mesenquimatosas troncales, preosteoblastos, ostecblastos,
células de revestimiento, osteocitos y la linea celular tronco hemaicpoyética, formada por monocitos

circulantes medulares, preosteaclastos v osteoclastos ™

d.-Osteblastos, osteocitos, células de revestimiento y osteoclastos.
i.-Osteoblastos.

Las funciones mas relevanies de ios csteoblastos son ia sinlesis, secrecion y organizacion de la
matriz extracelular 6sea organica 2%, el control del fiujo electrolitico en el liquido extracelular,  y la
mineralizacion de la matriz 6sea. Hormonas activas, factores de crecimiento, iones, lipidos metabolicos y
esteroides regulan la actividad osteoblastica tanto local como sistémica. La generacion de a cascada
de sefales intracelulares moleculares, es especifica para cada tipe de células ¢seas La hormona
paratiroidea y las citocinas locales estimuian a los osteoblastos para liberar mediadores que activen a
los osteoclastos.? %

El polimero precursor de la proteina, la colagena tipo |, es el producto mas importante de la formacién
osteoblastica, esta constituido por una extension peptidica, una cadena triple que sé acopla
interconecta y forma puentes cruzados de piridinolina, elemento caracteristico y  Unico del tejido
oseo

Los osteoblastos formadores de hueso sintetizan otras proteinas, como la osteccalcina, la
osteonectina, ambas constituyen entre el 40% al 50% de las proteinas no colagenas de hueso, se
encuentran incorporadas a la matriz 6sea. 2

Otras proteinas derivadas de los osteoblastos son los glicoaminoglicanos, se unen al nucleo de una o
dos proteinas: PGl o biglicano y la decorina, ambas involucradas en la regulacion de fibrinogénesis de
la colagena,  proteinas menores como la osteoponting, la sialoproteina de hueso, la fibronecting, la
vitronectina y la tromboespondina, tienen como  funcion  ligar factores de crecimiento e interactuan

con las integrinas %



Las ceiulas que produce la matriz ostecide son esenciales para la mineralizacion, contricuyen al proceso
de! depésitc de hidroxiapatita, i0s osteoblastos son  reguladores directos de las concentraciones iocales
de caicio y fosforo y favorecer la formacion de higroxiapatita, %

La diferenciacion de ostecblastes a partir de células de revesiimiento represenia solamente uno ae los
sendercs que pueden seguir, ademas ce formar huesoe incorporarse  dentro de ia matriz en forma

- 3.2
de osteocitos. “***

Los osteoblastos activados pueden permanecer en la superficie del huese, cuando disminuyen la
actividad de sintesis, adoptan la forma aplanada de Ias células de revestimiento o bien, gueden sufrir

la transformacion hacia osteocitos, **%

ii.- Osteocitos

Comparte el linaje con los osteoblastos, el micromediambiente organice e inorganico de la mairiz dsea
necesita de la especializacion de los osteoblastos. Los ostencitos tienen actividad con la fosfatasa
alcalina, posee receptores para |2 accién de la paratohormona (PTH) y funcionan como ceélulas
mecanosensoriales, responde al estimulo mecanico, afectan la estructura y 1a masa dsea, las
secreciones bioquimicas permiten la transduccion mecanica de 1os estimuios *°

Los osteacitos representan una cifra superior al 90% de las céluias del esqueieto humano maduro son
diez veces mas gue los osteobliastos, se localizan  contiguos al periostio, rodean a la matriz
organica, y pueden mineralizarse. La interconexion entre osteocitos osteoblastos y células de
recubrimiento crea una red celular que ccordina la formacion, la resorcion y el flujo de los iores
minerales entre la matriz y el fluido extravascular dentro de los espacios ¢seos.

L.os osteoblastos incluidos en las lagunas mineralizadas de la matnz 6sea, son ios osteccitos y se
caracterizan por su morfologia estrellada, semejante a 'a red de dendritas del sistema nervioso central
Normalmente, estan espaciados a lo largo de la matriz mineralizada y en comunicacion con otras céiulas
oseas de |la superficie, por las multiples extensiones de la membrana plasmatica, la cual corren a lo
largo de los canaliculos, existe una comunicacion con las céluias del estroma de la medula dsea. vy
con las extensiones dentro de las células endoteliales, en el interior de los sinusoides, que llegan a las
paredes vasculares =

La localizacion estratégica los osteocitos les confieren la funcion de células mecanosensoriaies
capaces de detectar la necesidad de aumento o reduccion de la formacion osea durante la adaptacion

. s - = 2
funcional del esqueleto y reparacion que sucede durante el microdano. :



Los osteccitos reciben oz cambios sensitives del fluido intersticial (producido per las fuerzas
mecanicas) a lc largo de los canalicuios  y detecian la fluctuacion  de los niveles hormonales,
particularmente la del factor insulinoide ( IGF ), prostaglandings, acido nifrico, estrégenos vy
glucocerticeides,  estos circulan en &l mismo fluido, influyen en su sobrevida y coordinan la respuesta
de las células vecinas. Al parecer, la inlerrupcién ae la jed formada por los osteocitos incrementa la

23,44

fragilidad dsea

iii. Células de revestimiento

La superficie del hueso normal en rencso, esta cubieria por una capa de matriz de colagena no
mineralizada, de 1 & 2 wn. de grosor la capa superior esta formada por celulas aplanadas y
elongadas, las denominadas células ce revestimiento, descienden de las células osteoblasticas ***

Las células de revestimiento tienen como accion fundamental, la unién de lcs  osteoclastos a la
superficie del huesc. este hecho dan lugar al proceso de resorcion, esta mediado principaimente por
la accion de !a hormona paratircidea, los procescs de contraccion y secrecion de enzimas, remueven

la capa delgada de osteoide que cubre la matriz mineralizada, estas acciones y posiblemente otras

pueden tener un papel fundamental en la atraccidon de los osteoclastos a sitios especificos y la

estimulacion del proceso de resorcion. 2%

iv. Osteoclastos.

Los osteoclastos maduros son usuaimente células grandes, de 50 a 100 pym de diametro,
multinucleadas, con mitocondrias abundantes, liscsomas numerosos. y ribesomas libres.

La morfologia caracteristica mas comun del osteoclastc es el borde ondulado, en forma de dedos,
con un sistema complejo de proyecciones de la membrana, qgue tiere la funcion de resorber la

matriz calcificada del hueso. **%*

Los osteoclastos derivan de ias células troncales de Ia !inea
hematopoyética, monocito / macréfago, de la médula 6sea, la sangre circulante, hueso esponjoso ©
de la superficie del periostio, donde crean la depresion conocida como laguna de Howship Estas
estructuras estan rodeacas completamente por otra area especiaiizada en el ciioplasma, la llamada
zona clara, de apariencia uniforme, y bloques de filamentos semejantes a los de la actina. La zona
clara delimita el area de union entre los osteoclastos y la superficie del hueso, sella las distintas areas
de la superficie del hueso en donde se efectia la excavacion caracteristica de la resorcion del

osteoclasto. La funcion de la zona clara es sellar la superficie del hueso y forma el micromedio

ambiente favorable para el proceso de resorcion. Los precursores de los osteoclastos en el hueso



cortical forman tlreies, crean las cavidades de resorcion, por medio de |a secrecién de proteasas
acidas, acidifican el pH y finalmente destruyen la matriz dsea. “*%

£l componente mineral de la matnz 6sea es disuelto en el ambiente #cido dei sitio de la resorcion
creado por la accion de ia  bomba de proton ATP-“driven” (H+ATP asa vacuolar) situada en el borde
onduiado de la membrana. Los componentes proteicos de la matriz, principaimente la colagena, sufren
la degradacion por las metaloproteinasas y catepsinas K, By L secretadas por e! ¢ steoclasio dentro del

2324

Area de resorcion dsea,

Los osteoclastos no pueden adherirse a la capa de colagena no mineralizada que cubre Iz superficie
del hueso, ofras celulas de recubrimiento probablemerite secretan colagenasa, paia remover la
matriz antes de gue ios osteoclastcs se unan al hueso. Una teoria propene gue el objetive de los
precursores localizados especificamente en el hueso. dependen de una sefial guiada, que tiene su
origen en ias células de recubrimiento que estan programadas para formar osteccitos, células con la
capacidad de remodelar en un tiempo y sitio especifico al hueso. %

En el hueso trabecular los osteoclastos se mueven de un lado a otro, hasta completar las cavidades
de resorcion, y las celulas mononucleares activan la formacion de nuevos osteoclastos. 222
Recientemente, se ha demostrado la participacion de la fibronectina en la produccion de hueso y su
relacion con la osteopontina ( sialoproteina | de hueso ), osteocalcina ( proteina Gla ) y la llamada
conexion osteoclasto - osteopontina OPN, asi como la interrelacion entre la osteopontina y los
macrofagos. Se ha determinado el origen comun del osteoclasto en las células sanguineas blancas y
los macrofagos, y  su union con la osteopontina durante ia fagocitosis. 54

En resumen: el fenotipo de cada tipo de célula dsea es controversial, los csteoblastos son capaces de
sintetizar, la matriz extracelular en forma de fibras de colagena tipo | secretar fosfatasa aicalina,
osteocalcina, osteonectina, osteopontina, y osteoprotegerina, durante le proceso de biomineralizacion.

Los osteoblastos y los osteocites responden a ia paratohormona. Los osteocitos desciende de los
osteoblastos y se localiza dentro del hueso, mantienen algunos de los organeios de los osteoblastos,
su morfologia facilitan la comunicacion a través de los canaliculos, por sus diversas formas estrelladas,
ademas poseen un refinado aparato mecanosensorial que sirve para la homeostasis odsea. El
osteoclasto es una célula multinucleada gigante asociada al proceso de resorcion en las lagunas de
Howship , y esta relacionado con proteinas como la fosfatasa tartratc resistente, la calcitonina, la
anhidrasa carbonica Il y las subunidades a y b de los receptores de vitronectina, elabcran enzimas

proteoliticas y crean el micromedio ambiente para la resorcion de la matriz mineralizada del hueso
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FACTORES DE CRECIMIENTO OSEO

a capacidad d= reparacion y regeneracién del hueso despuégs de una lesion y el consacuente

remodelado, ia respuesta ai esi fisice es extraordinana. ia formacion ostenblastica y Iz
resorcion osteoclastica establece el delicade balance que mantiene el equilibric homeostatico del
volumen oseo. Los mecanismos fundameniales de formacion y resorcién son regulados gor hormonas
como la calcitonina, la hormona paratiroidea y por factores locales de ciecimiento, gjercen su accién de
forma autocrina o paracrina en la preliferacion celular y la biosintesis. Estos procesos biclogicos son
esenciales para mantener el velumen constante del hueso en situaciones fisiolcgicas o palologicas,

estos mecanismos reguladores representan un papel importante durante el crecimiento normal, en la

adolescencia y en estados patologicos, tales como la osteoporosis o la curacion de las fracturas



FACTORES LOCALES DE CRECIMIENTO OSEO

Desde =l descubrimiento original de Urist.en 1965 fragmentos Gseos implaniados subcutaneos o
intramuscular inducen !a formacion de hueso, la identificacion y entendimiento de los mediadores
quimicos inicié el descubrimiento de los factores osteoinductores de crecimiento. '

los factores de crecimiento son polipeptidos especificos, que actian como reguladores locales de la
actividad celular, ejercen su funcion bioldgica a Io largo de  la unién de ios recepicres transmembrana
en las ceéluias blanco, el espacio de la matriz extraceluiar, y el espacio intracelular. estimula la
activacion de las proteinas cinasas especificas 2o

In vitro y en multiples estudios clinicos los factores de crecimiento han cemostrado su participacion en
la proliferacion celular, diferenciacion, quimiotaxis y sintesis proteica, actuan de manera critica en
muchos de los procesos, de la restitucion tisular , la curacion de las fracturas, y particularmente
durante la regeneracién osea, '

Estos factores se producen de forma autocrina o paracrina. y estan involucrados en una compleja
interaccion con factores reguladores locales y sistémicos, inician la migracion de céiulas
indiferenciadas mesenquimatosas y su diferenciacion en el sitio de fractura. En el micromedioambiente
influyen en los genes que codifican el tipo de matriz celular.*

La propia matriz osea contiene numerosos factores de crecimiento, tales como la proteina morfogénica
de hueso ( BMPs ), el factor de crecimiento y transformacion beta ( TFGP ), los factores semejantes a la
insulina | y Il (IGFI; IGFIl), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas ( PDFG ) y los factores
fibroblastico de crecimiento acido y basico ( aF GF y bFGF ). *'

Los factores de crecimiento tienen funciones y localizaciones diversas, muchos son liberados
inmediatamente despues de la lesion o a lo largo del proceso de curacion, la trascripcion y transiacion
de otros mediadores no se inicia hasta despues de que la lesion ocurrio. Todos los mediadores
funcionan con receptores de membrana y actian en la célula a través de sefiales moleculares, que
inducen la proliferacion celular y la diferenciacion en el caso de osteoprogenitores de las colonias
formadores de fibroblastos y del estroma medular, W

Por otra parte, las plaguetas circulantes estan invariablemente asociadas con la curacion de las

heridas, en la actualidad se conocen claramente los factores que son liberados, estos se almacenan

en compartimentos intracelulares, tales como en los granulos « de las plaquetas, estos factores atraen



neutrofilos, menocitos, fibroblastos y oiraz c2lulas espacificas de caca telido como el muscuie liso. En el
momento actual, se considera a las plagueias como mediadoures imperianies, vara el inicio  del
procese inflamaterio gel tejido circundante a l2 lesion v después  durante los procesoes de reparacion
y remcdelacion de los tejides >

Mas tarde, las plaguetas inician el proceso de 2 cozgulacion, <on ialingracion de trombina, ia
exposicion de la superficie ceiular de |a tnatriz extraceiular, la colagena, sintesis de moléculas como
prostaglandinas y ieucorinas, como una respuesta aufocrina, en  actividadss exiracelulares
contribuyen en los estadios tempranos de la curacion. Estos factores inician la activacidn transcripcional
de los genes que sirven para atraer céluias inflamatorias 'ocalmente. **

Con el advenimiento de la tecniclogia recombinante se ha pocdido producir e algunas proteinas y
factores de crecimiento osteoinductivos, y han probado ser una poterncial solucion. ™

Los mediadores quimicos identificades actualmente son miembres de |z superfamilia de los TFG,
incluyen a las BMPs excepto BMP1 y la subclase BMP de los factores de crecimiento y diferenciacion 1
a 10, inhibinas activinas, genes nodal relacionados y el factor derivado gial neurotréfico, aFGFy bFGF
PDFG e IFGs.*

Actualmente, los factores de crecimiento derivades de las plaguetas son motivo de multiples trabajo de

investigacion dentro del campo de la curacion de las fracturas y la ingenieria tisular =



MATRIZ EXTRACELULAR

urante el proceso de desarrollo de ios tejidos, |a matriz extraceiuiar (ME) es |z fuente principal

de informacion de la funcion celular. ©
Al inicio del desarrollo  embrionario, esenciaimente hay céiulas que aumentan en numero, en una
secuencia rapida de divisiones del huevo fertilizado, desde el estadio de blastula, en la etapa temprana
de morula, y dan inicio a la secrecion temprana de componenies de la matriz extraceluiar, como ia
colagena. La aparicion temprana de colagena durante la etapa de la embriogénesis, es significativa
porque ademas de propiciar la union celular, reconocer Ins receptores de integrina, liga la colagena
con otras moléculas , inmoviliza muchos los productos secretados por las celulas. Si estos productos
no fueran inmovilizados, escaparian y no contribuirian a la diversidad molecular de la ME. Conforme el
desarrollo progresa contintan la biosintesis y secrecion de moléculas instructivas estructurales que dan
lugar a la formacion de la matriz extracelular.
Es el elemento crucial que requieren las células y coopera en un compiejo multicelular para la divisién
celular y la morfogénesis. Gradualmente se adapta regionalmente, a tejidos especificos y organos. -
El desarrollo del complejo de |la matriz extracelular crece con moléculas que ligan y unen a la colagena
con otros subconjuntos de moléculas. **
El origen de la ME esta ligado directamente al disefo tisular programado; donde células individuaies
grupos pequefos de células, comunidades de células, y grandes masas de las células, son rodeadas
por redes de fibrillas y de fibras de colagena. * %
En cualquier disefio de ME, el producto de la célula se enriguece por las secreciones paracrinas y
endocrinas y por los productos de células circulantes libres, como los macrofago, linfocitos, neutrofilos, y
céluia cebadas. **
Durante los procesos de desarrollo y regeneracion tisular 6sea la secuencia de genes de manera
activa crea la matriz extracelular definitiva El producto final es un material sumamente complejo de alta
diversidad molecular y microarquitectura especiifica.”*
La estructura ¢s un componente critico en la ingeneiria tisular, porque proporcionz en medio tridimensional para la

quimoatraccion, crecimiento y desarrollo de tejidos nuevos,



REGENERACION OSEA NORMAL.

i 2squeleto de los veriebrados tiene |a capacidad de regeneracion, tanic en la vida embrionana,

como durante los procesos de restauracion de las fracturas, ce otra forma, a lo iargo de la
vida, durante el modelado continuo  permite prevenir el microdafio acumulado por el uso, la
formacion nueva de ‘ejido ¢sec mantene la nomeosiasis minerai en la que particivan
fundamentalmente las células troncales del mesénguima, peor los fenémenos de replicacion y dwvision
2122
Diversas células multipotenciales pose=n ia capacidad de diferenciarse en linzjes mesenguimatosos
como: ostecblastos, condrocitos, adipecitos, mioblastos y sen acertadamente llamadas, " céiulas
mesenquimatosas troncales, tronco. madre, o tallo” (MSC), éstas se han aislado de la médula 6seay
del periostio tanto del hombre, como del perro, la rata, el polic, el ratén y el conejo 4,
Actividades celulares ordenadas y reguladas caracterizan 2 la regeneracion osea normal, da principio
con la inflamacion, proliferacién, diferenciacion de células osteogénicas la formacion de la matriz
extracelular, la mineralizacion y el eventual remodelado éseo. Ocurren en un medio ambiente de
sefales mecanicas y bioquimicas, reveladas por la expresion de la cascada de hormonas, factores de
crecimiento, citocinas endogenas o exogenas, en el tejido danado, favorecen ia migracion,
proliferacion y sintesis celular, la fuerza mecanica se transmiten a la matriz extracelular, para dar inicio
al ensamble y patron de la actividad celular orquestada. *'#*
Las MSC, por definicién, tienen amplia capacidad de diferenciacion, sin perder ia capacidad
multipotencial, actualmente representan una opcion en la terapia ceiular, donde las células son
aisladas e implantadas para la regeneracion de los  tejidos. En la vida postnatal, un namero
potencial de MSC, esta involucrado en la homeostasis del hueso, cartilago, musculo y tendon * ¥
38,39,
El exito en la reparacion y regeneracion osea depende de ia cascada de sefiales moleculares,

viabilidad de las células progenitoras, el aporte nutricional y la apropiada estabilidad mecanica.”' ¥



INDUCCION OSEA.

s un proceso de pasos mulliples:  principia con {a guimiotaxis de poblaciones ceiulares,

mesenquimatosas ‘roncales, que residen  en sitios extrassqueldticos, contindan con  ia
proliferacion de células osteoprogenitoras, por medio de acciones autocrinas y  paracrinas, de olra
manera responden al estimulo de  otras células y por accion endocrina a factores humorales, sufre la
diferenciacién final enlos fenctipos condreblastico y osteoblastico. '™
El proceso de induccion ¢sea, esta reguiado por !a osteogenina y la proteina morfogénica de huese
(BMP), la purificacion, aislamiento y clonacidn de estas proieinas y de otros factores de crecimiento
tales como el de crecimiento y transformacion (TFG beta 1y beta 2 ), el de crecimiento derivado de
las plaguetas ( PDGF), el factor de crecimiento insulinoide 1y 2 (IGF 1 y IGF 2 ),y el factor de
crecimiento fibroblastico acido y basico ( aFGF bFGF ), han permitido conocer que eslos factores
puede promover, mantener e inducir la formacion de hueso nuevo. Los tipcs celulares que responden
alas BMPs son las células osteoblasiicas u osteoprogenitoras.w' &
La presencia de factores de crecimiento y diferenciacion en el hueso, ha sido demostrada por ia
implantacion de la matriz de hueso desmineralizado, en tejidos subcutaneos, la cual daiugar ala
formacion de cartilago nuevo, la morfogenesis osea, y formacién de médula dsea hematopeyélica.”
Células mesenguimatosas no especializadas pueden diferenciarse en células formadoras de hueso en
presencia de un agente inductor, el inductor es producido por los osteoblastos, liberado por la matriz v
por ciertas celulas epiteliales &
Las células que responden al estimulo de un agente inductor, son las denominadas céluias inducibles
(IOPCs), de manera continua se producen a lo iarge de la vida, poseen la capacidad de mantenerse
por si mismas y la facultad de diferenciarse en varios tipus de mecanocitos como repuesta a un estimulo
mecanico. ®
Fibroblastos, condroblastos, osteoblastos, y células reticulares son miembros del sistema celular del
estroma y son los llamados mecanocitos. No se conoce si existe un intercambio de precursores de los
mecanocitos con diferentes drganos, sin embargo, estas células han sido identificadas en la sangre =
Una vez diferenciados en condroblastos u osteoblastos, las /OPCs pierden la capacidad de proliferar y
en ocasiones formar hueso ectopico en una estructura temporal, el hueso neoformado se mantiene si

persiste el estimulo inductivo *%°



En ofrzs palabras, la induccion ¢zea es la secuencie en cascada de multipies pasos que repite la
maorfogénesis dei esgueleto en el embrion. Los puntos clave en ia cascada son la quimiotaxis, la mitosis
y la diferenciacion. En ei caso de la induccion experimantal con agantes ‘nductores, '2 quimiotaxis es la
migracior: directa de las celulas, como respuesta a gradientes quimicos de senaies liberadas de la matriz

insoluble desmineralizada del hueso. ' " ¥



ANTECEDENTES HISTORICOS DE OSTEOINDUCCIGN

Osteoinducacion es e! proceso por e cual un tejido indiferenciade © producto su derivado |, puede
diferenciarse en huese. ' E! fenomenc fue claramente definido por Hugginns er 1931, su
clasico y elegante estudio experimernial lo demostrd en perros, con el implante del epiteiio de
transicion de lz vejiga en los muisculos de |2 pared abdominal, provocé la formasion ectopica de
hueso™, estz misma linea de investigacién la continud, Friedenstein en 1868 ' Por otia parte,
Willstaedt describio el fenomenc de ostecinduccion por medio de extracics alcoholicos de hueso, las
sustancias indujeron la formacion de hueso cuando se inyectaron en el musculo.™  Se manifesto el
proceso por la hipertrofia del cartilago, y la formacidon nueva de una matriz, este fenomeno
también puede ser inducido por la matriz desmineralizada de hueso, el epitelio de transicion de la vejiga
y agentes osteogénicos, de otra forma el sistema de reaccion involucra células de tejido
mesenquimatoso competentes capaces de diferenciarse hacia la linea osteoblastica, en donde la

participacion de la BMP-4 es fundamental. *

Urist en su estudio clasico, describio el fendmeno de la induccion ectépica de hueso, por intermedio de
la implantacion intramuscular de la matriz desmineralizada de hueso (DEM) en conejos y ratas. Esta
revelacion fue la clave para dar inicic de la extensa investigacion de las sustancias inductivas dsea
contenida en la matriz.”®  Subsecuentes investigaciones demostraron que proteinas de bajo peso
molecular pueden ser extraidas de la DBM, tienen actividad osteogénica, son las ahora bien

identificas y denominadas proteinas morfogénicas de hueso ( BMPs ) s

Fundamentalmente, durante los complejos procesos de la regeneracion esquelética, se requiere de
tres elementos: células, factores de crecimiento y diferenciacion y una matriz estructural. Todos los

factores son indispensables para la lograr la regeneracion osea. 2

Zimmerman, detalld la induccion embrionaria, cen el moedelo organizador de Spemann, como un
proceso regulado por la interaccion de los sistemas de induccion y reaccion efectividad con la

combinacién de los elementos.**



INDUCCION EXPERIMENTAL DE HUESO HETEROTOPICO.

n condiciones normales, el esgueieto ostenta  la capacidad ¢e formar hueso. como repuesta al
trauma. en vez de tejido cicatricial, y el proceso de formacion Osea continla adaplandose a las
demandas funcionales, estas condiciones son esenciales e indispensables para el desarolle de las
funciones estructurales y metabdlicas del tejido dseo =
El huess formado en continuidad con el mismo, se designa como ortotdpice, cuando se forma fuera
del esqueleto se denomina heterotépice, y es el resultado de patologia traumatica, tumcral, lesiones
neurologicas, la fibrodisplasia osificante progresiva. o en ia miositis osificante experimenta! y
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clinica.

El hueso heterotopico tiene todas las caracteristicas anatomicas y funcionales del hueso ortotdpico
también la medula ésea, el tejido deriva de las células mesenquimatosas presentes en todo el
organismo, sin embargo, solamente se forma en determinadas regiones, la formacion de este tipo de
tejido repite los procesos del desarroilo embrionario, que inicia con la fase morfogénica y concluye con

la de citodiferenciacion. ***

En sitios ortotopicos la induccion dsea no se puede diferenciar de otros procesos como la reparacion,
la osteoconduccion, la regeneracion ésea y la formacién de hueso por las celuias DOPCs 2

Existen diferentes métodos experimentales en animales para formar hueso heterotopico: por trauma
de los tejidos blandos, L por el trasplante de células del esttema medular con capacidad de formar

3

hueso, ® por la induccién o interaccién entre células mesenquimatosas indiferenciadas, el trasplante

de células epiteliales, “*** ** el implante de la proteina morfogénica de hueso (BMP) v de la matriz

desmineralizada de hueso. "

Las células osteoprogenitoras determinadas (DOPCS), son las celulas troncales localizadas en Ia
superficie del hueso y en estroma de la médula osea. El trasplante autdlogo de estas células da origen
al hueso heterotopico y es capaz de provoca osteoneogenesis, las celulas del periostio del cambium
contienen células osteoprogenitoras que responden al estimulo del hueso cortical 2

No se necesitan de agentes inductores para que las células osteoprogenitoras determinadas

( DOPCS) logren inducir la formacion del tejido éseo. **%°



Experimentalmente, una suspension de células de médula dsea colocada en camaras de difusion, ai ser
implantadas  en el musculc estriado o en la cavidad peritoneal forma hueso, el tejido formado  es
histologicamente indistinguible del hueso normal. i

El hueso heterciCpicc se coloniza con miéduia osea, sin embarge. las células nematopoyeticas no
derivan de la misma poblacién de céiulas osteogénicas originadas en las células troncales
hematcpoyéticas *

El hueso heterotdpico inducido y ia médula 6sea estan compuestos por lineas celulares diferantes. El
hueso heterotdpico es formado por ia linea [OCFs, en este casc solzmente forma huesa en presencia
de un inductor y depende de su presencia continua, la sustancia es producida por los osteoblastos y se
libera desde la matriz 6sea en diversas condiciones. ' Se afirma que las /OCPs pueden migrar de
células de origen hematopoyético e incorporarse ai proceso de induccién osea por la via sistémica. #
También, células no especializadas del mesenquima pueden diferenciarse er células formadoras de
hueso en presencia de agentes inductores. Puede producirse cambios en la expresion fenotipica en
algunas células epiteliales, y por la respuesta de otras células o diferentes sustancias quimicas. Las
células pueden estar en el musculo esquelético, en el tejido conectivo en gran cantidad, © en otros
sitios donde es posible inducir el proceso faciimente. Las DOPCS son probahlemente responsables de
la reconstitucion de la cavidad medular después de trauma o ablacion «

La induccion experimental de hueso heterotdpico ha llegado a ser el método mas Util para el estudio del

proceso de osteoneogénesis posfetal y la regulacion del metabolismo éseo.*



FORMACION HETEROTOPICA OSEA POR INDUCCION

CELULAR.

La induccion de cartilago vy huese ocuire cemo rasutado de un periodo cortc de tiempo de la
produccicn de una sustancia inductiva, como respuesta diversos tipos de células epiteliales tienen
ia capacidad de inducir Ia formacion de hueso. Los procesos hioguimicos del procese de induccidon se
desconocen, sin bien, s2 ha posidlado que células epileliales secreian estimulos induclives, estos
puaden mediar a través de una interaccion directz entre céluias epitelizles y las IOCPS. “

En la osteoinauccion heterotopica se forma cartilago y huesc nuevo. cuando las BMPs, células

o ; 3
epiteliales o neoplasicas son trasplantadas.



INDUCCION HETEROTOPICA OSEA POR LA BMP.

Cr:n sustancias inductoras, la formacion experimental heterotGpica de hueso, por vez primera,
la realizd Levander y la continué  Willestaedt 2 descubrid que el exiracic alcohdlico ds hueso
de conejo tenian ia capacidaa de formar hueso nuevo, cuando io inyectd [ or via intramuscular. Mas
tarde, en 1965 Urist, describic el fenémeno por el heterotrasplante de matriz 6sea &n reederes,
identificd un grupo de protzinas extraidas del hueso maduro de bovino, que implantadas en ios tejidos
blandos tenian la capacidad de inducir la formacion de hueso y de cartilage. Al grupo de giicoproteinas
las denomind como las proteinas morfogénicas de hueso (BMP), el grups de sustancias bioactivas
pertenece al subgrupo de los factores de crecimiento y transformacion, familia reiacionada cou factores

de crecimiento y transformacion. '™

Las participacion de ias BMPs es fundamental durante la embriogénesis,, participan en el desarrolio de
diversos tejidos blandos, hueso y los dientes, en especies tan diversas como la drosophila
melanogaster, muchos vertebrados y en el humano,.*

Los miembros de las familias BMPs y del TFGj. son morfogenos pleiotropicos, con  diversos efectos
en la proliferacion y diferenciacion celular, movilidad y sintesis de la matriz extracelular, son
reguladores poderosos de la diferenciacion de cartilago y hueso en el desarrollo embrionario y en la vida
postnatal y son los mediadores solubles en la morfogénesis tisular y la regeneracion osea, ***

Las BMPs y la OPs tienen la capacidad de inducir la formacion de novo de hueso en sitios
extraesqueléticos, al recapitular el desarrollo embriolégico, esta prerrogativa descrita originalmente para

las BMPs y las OPs, se ha extendido a otros miembros de las BMPs, particularmente de la famiiia de los

TFGp. 4%



OSTEOINDUCTIVIDALD DE LA BMP.

a BMP induce a céiulas osteprogenitoras. a formar osteoblastos y osteocitos. &! proceso es

conocide como  osteopromocion. La osteoinductividad de las BMPs es multifacétics, actia tanto
como un agente quimiotactico, cemo  factor de crecimiento y de diferenciacion. Tomo agenie
quimiotactico inicia el reclutamiento de céiuias ironcales osteoprogenitoras hacia el sitio de lssion. Los
efectos locales ae las BMPs inician con la migracion de las células mesenquimateosas troncales al area
de la lesion, la funcion como factor de crecimiento es estimular el procesc de angicgénesis y la
proliferacion de células troncales alrededor de los tejidos mesenquimatosos, como factor de
diferenciacion promueve la maduracion de células madre a condorcitos, osteoblastos y osteocitos *°
Las BMPs localmente producen factores de crecimiento, estimuian el crecimiento oseo y la
vascularizacion in situ , este proceso es denominado osteoinduccior. ;. Este hecho puede explicar el
mecanismo requerndo en la angiogénesis y la invasion vascular durante el proceso de morfogénesis,
reparacion de las fracturas y la regeneracion dsea **** Existen evidencias de la compleja interaccion

autocrina y paracrina de factores de crecimiento liberados por !os fibroblastos, y plagueias en el sitio de

lesion. ™



FUENTES DE BMPS

Recieniememe. se ha aislade y clonado ia expresion de les genes que codifican a las BMPs, las
proteinas forman parte de la superfamilia de los facicres de crecimienio y transformacion beta
( TFGP ) incluidas las tres diferentes subfamilias: BMP-2, BMP-3, BMP-7. La BMP-3 nativa y la BMP-4
recombinante se pueden unir a la colagena tipo iV de la membrana basal. ™

En el momento actual, existen tres formas de cbiener factores de crecimiento y diferenciacion. primero
por la extraccion de factores de la matriz 0sea de animales y humancs, segunco por ia produccion de
solo un factor por las células huésped, con el uso de la tecnclogia recombinante **% ¥  tercerc por
terapia genica, la liberacion del gen ¢ cDNA que codifica a la BMP de las células locales en 2 sitio de

la formacion de hueso.sa ss

i. Origeny actividad de las BMPs

Las BMPs se han purificado parciaimente, de la matiiz 0sea en diversas especies, incluido el
hombre, de otra forma se ha obtenide del osteosarcoma humano  del raion y de Ia dentina. * Tiene
relacion intima con la colagena, la DBM que contiene ofres factores bicldgicos activos ademas de la
BMP, en experimentos cuantitativos se ha demostrado que dependen de una o mas sustancias como

factores de crecimiento o citocinas.

ii. Medio ambiente para lograr la induccion heterotépica.

Es fundamental el medio ambiente local para lograr el proceso de osteoinduccion, el trasplante de
matriz desmineralizada de hueso DBM lo induce. Por otra parte, tanto los factores locales de
crecimiento  incluidos en el implante come los producidos en el lecho y las hormonas sistemicas,
forma el medio ambiente''  Recientemente un gran numerc de factores de crecimiento se han
identificado en |a matriz 0sea, multiples factores  se produce locaimente y estan invoiucrados en la
induccion tisular, *#*

El trasplante en roedores produce una reaccion inflamatoria, entre los 5§ y10 dias. El niumero de
células mesenquimatosas observadas dependen del sitio de implante, es significativo tanto en musculo

como en hueso, en este Ultime se producen en gran cantidad, sin embargo. el nimero de células

mesenquimatosas es bajo en higado y bazo. Despues de la primera semana el numero de células



—

inflamatorias alrededor del implante de DBM, disminuye y las células mesenquimatcsas migran al interior
del implante. %

Se reabsorbe la DBM, y mdltiples concrocitos se observan dentro de 'a cavidad de! implante. Entre ia
segunda y tercera semana, el cartilago es reemplazado por hueso y medula osea que icdea al
impiante. La matriz vieja se reabsorbe activamente y se inicia el crecimiento interno de nuevos
capilares. El implante inicia su fase de mineralizacién para ia formacion de hueso nuevo. Las células
del mesenquima trasplantadas dentro del implante tienen la capacidad de diferenciarse en
condroblastos y csteoblastos, en &l interior de sitos que no tienen céluias cen competencia
osteogénica.**

Concomitante con el desarrollo de hueso heterotépico, en la rata se ha observado el crecimiento de
nervios gue contienen neuropeptidos  Estos hallazgos sugieren la influencia neurogénica en ia

diferenciacion celular del cartilago y el hueso.*?

. Capacidad y respuesta de las células blanco para provocar la
induccion.
La induccion heterotépica de hueso y la capacidad de respuesta al  estimulo de la DBM, varia,
esta en relacion directa a la capacidad inductora, y parece ser dependiente  de la especie y la
edad. La repuesta esta relacionada con la tasa metabolica general de cada especie, los animales
jovenes generalmente forman mas cantidad de hueso que los viejos, el heterotraspiante de DBM en
roedores muestra buena respuesta al fenémenc de la induccién, esta se debe a la alta velccidad
metabolica de la especie, comparativamente !a rata forma mas hueso que el conejo  Vertebrados
mayores como primates y humanos muestran baja repuesta a la induccion del heterotrasplante de DBM
en sitios heterotopicos. En sitios ortotopicos la induccion es operacional en primates y es diferente a la

observada en la formacion heterotdpica osea de roedores y lagomorfos, que no forman hueso en sitics
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ortotopicos.

Estos hallazgos sugieren que el sitio de implantacién es importante para la induccion osea, asi como la
interaccion con las células del estroma de la medula 6sea, es crucial principalmente en los primates. *°
Las celulas progenitoras son escasas, por ejemplo en la médula 6sea del adulto joven existe una célula

nucleada osteoprogenitora por cada 50 000 y en el anciano solamente es una de cada 1. 200 000. o



MODELOS ANIMALES DE INDUCCION HETEROTOPICA
OSEA.

En los modelos experimentales de osificacion hetarotopica de hueso, la implantacion de BMPs
en un sitio heterotdpico, es el método mas frecuentemente usado , el pionero fue Urist, quien
encontro que el extracto de matriz desmineralizada de hueso indujo la osificacion heterotopica cuanda ia
implanté subcutanea o intramuscular en roedores."’

Estos experimentos fueron amopliados por el mismo  Urist y mas tarde otros investigadores, guienes
demostraron que ambién se puede inducir el procese en diferentes mamiferos, Wozney, en 1988
logré purificar la fraccién activa de la matriz de hueso desmineralizada.®® Y Wang, finalmente purificd

. ;. 2
otros factores inductores OSBOS.E



MORFOGENESIS

La palabra morfogénesis proviene de las raices griegas morphe (ferma) v genenan (producir}, es
fundamentalmente, es la evolucidn y desarrolio de la forma.

Se define como el desarrollo en secuercia, de las etapas previsias dentro del  programz genétice.
el patrén de formacion, el plan de desarrolic corporal y ia arquitectura de irnagen en espeic bilalerai y
simétrica de ia estructura musculoesquelética, que culmina con la forma adulta

Por ejemplo. la formacion de sangre a partir de una sola célula, la "hematopoyética tronce o madre ",
tiene la capacidad de desarrollar  una o varias lineas celulares que representa el objetive basico de |a
morfogénesis. Este proceso es ia hemaiopoyesis que es !a formacién de ia sangre.

Varias fases estan involucras en la derivacién de las células funcionales, las células hematopoyéticas
provieren de una célula con la capacidad de renovacion, la que puede desarroliar cuaiquier tipo de la
célula sanguinea y con caracteristicas bien definidas que las distingue de otras células.

La secuencia en cascada de la morfogénesis 6sea, ha permitido aislar ics moriégenos de hueso, y
entender claramente las propiedades de ia matriz extraceiular, la reguiacion del ambito celular y ios

factores bioactivos que actuan durante estos procesos.’



MORFOGENESIS EN SINERGIA.

e puede inducir por medio de moriogenos, estos se han ideniificado en embriories de ranas, con
S diferentes formas tantc por hibridizacion sustrativa o por clenaciones, esta informacién se ha
podido extrapciar alratony al hombre.
En la Gltima década se ha demostrado que durante los procesos rorfogénices, actuan factores de
crecimiento tales como el insulinoide 1 y li { IGFI; IGFll ), los factores de crecimiento y transformacion
(TFG beta 1 y beta 2 ), el factor de crecimiente derivado de las piaquetas ( PDGF ), los factores de
crecimienio fibroblastico acido v basico ( aFGF, bFGF ). **°
Durante el proceso, los osteoblastos producen factores bicactivos. que ejercen sus zcciones de
manera autocring o paracrina, son reguladas por hormonas sistémicas, y por el estrés mecanico
local.?
Los miembros de las tamilias de las BMPs y TFG-p son factores pleiotrépices, con efectos directos en
la proliferacién y diferenciacién celular, asi como, en la movilidad y sintesis de la matriz extracelular.
Existen tres isoformas en los mamiferos de TFG-8, que son homélogas con los miembro de la famiiia
de las BMPs (BMP-2, BMP-6 y las proteinas osteogénicas 1y 2 ([OF-1 y OP-2]), estas preteinas son las
mas abundanies en la matriz extracelular del hueso, las isoformas de TFG-§ participan en la
homeostasis y la fisiologia 6sea.*
La BMP, es considerada como un factor de crecimiente, se secrela y almacena en la matriz dsea, esta
involucrada en ia diferenciacion osteoblastica de torma autocrina y paracrina, inician la secuencia en
cascada de la formacidn del cartilago y el nueso. Sus efectos pleiotropicos duranie la quimiotaxis,
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mitosis y diferenciacién, estimulan a los fenotipos osteogénicos y condrogénicos.



MORFOGENESIS, REGENERACION E INGENIERIA
TISULAR.

| 0s nuevos conocimientos en la moifugenesie, ia bwlogia celular meiecular v la regeneracion  y
de otra manera los principics de disefic de biomateriales se han aplicado y han dado origen a la
ingenieria tisular,

La regeneracion usular recapitula el desarrolio embrionario y la morfogénesis.

Senales inductivas morfogénicas, la repuesta de células troncales y la estructura de la matriz
extracelular participan en los procesos de morfogénesis y son los postulados de la ingenieria tisular.
Dentro del contexto dei microambiente creado participan: células, proteinas o meléculas de adhesion
como las fibronectinas y lamininas, la estructura de la matriz extracelular | esta puede ser sustituida
por "biomateriales biomimeticos’ | tales como colagena, hidroxiapatita, proteoglicanos, ademas de Ia
participacion de muitiples sefiales morfogénicas.

De los tejidos del cuerpo humano, el hueso ha sido considerado como une de los que tiene el singular
poder de regeneracion, el proceso imita la secuencia en cascada de la morfogénesis y es el paradigma
que se aplica en la ingenieria tisular.'? *

Los estudios tradicionales de sefales morfogénicas en embriones. han demostrado gue la proteina
morfogénica de hueso (BMPs), es la sefal primordial inductora ésea, ésta puede ser aisiada de la matriz
desmineralizada de hueso del adulto, la que induce la condrogenesis y la osteogénesis y tiene ademas

acciones extraesqueléticas. '’



PRINC!PIOS DE REGENERACION DE LOS TEJIDOS
ESQUELETICOS.

H istaricamente, los cirujanos han intentado diversos procedimientos para facilitar la reparacion de
los t2iidos esqueléticos.

La ciasica observacion de la extraordinana cepacidad ce regeneracion tisuiar  en la amputacion de
distai de los dedos en pacientes muy jovenes enfatiza el potencial bieldgico de 1a regeneracion del
tejido conectiveo en Ia etapa postnatal inmediata, los estudios experimentales de ia regeneracion de los
anfibios, han dado fundamento a los principios de manejo en la regeneracion tisular. ™

Diversos estudios experimentales, han intentado repelir los procesos biolcgicos basices de ia
regeneracion tisular que actualmente son conocidos como procescs biomimeétices. La aplicacion de
estos principios, permite lograr la regeneracion de los tejidos v esta nueva disciplina es conocida como
la ingenieria tisular."*

En el desarrollo de los procesos biomiméticos estan fundamentaimente involucradas las células,
unidades basicas funcionales clave, capaces de formar tejidos Células altamente diferenciadas tienen
funciones especificas, vida media y finalmente mueren, en el proceso conceido como  apotosis, o la
muerte celular programada. Cada tejido tiene la capacidad de reemplazar cada celula muerta con
células nuevas diferenciadas a partir de céluias progenitoras en una secuencia controlada que se

conoce como el recambio tisular, *



ELEMENTOS CELULARES.

. CELULAS ADULTAS TRONCALES:

Recientemente se ha estudiado. durante Iz etapa del desarrolic el potencial  de las células
embrionarias, que se conservan normaimente dentro de los tejidos adultos en peoblaciones pequefas.
Las células troncaies adulias pluripotenciaies son derivacas de su contraparte  embricldgica, ias
troncales adultas inaiferenciadas no comprometidas,  responden & senales de! micremedio ambienta
del lecho raceptor, se diferencian y producen una progenie de células maduras.

En reposo las células troncales, sufren dwisiones celulares que dan origen a céiulas hijas. estas
tienen probabilidades finitas de originar células troncales o progenitoras comprometidas, Iss céluias de

los mamiferos estan dentro de esta categoria. **

il. CONTROL INTERNO. DESTINO DE LAS CELULAS TRONCALES.

El comportamiento de las células troncales, depende de reguladores autonomcs, que modulan el
proceso por intermedio de senales externas, y por otra parte ios reguiadores inirinsecos yue son
proteinas, propician divisiones celulares asimétricas, los factores nucleares contreian la expresion
genetica y las modificaciones cromosomicas en las celulas descendientes troncales y no troncales y

finalmente el nimero de divisiones necesarias para aumentar la poblacién celutar.®

lll. CONTROL EXTERNO. EL NICHO DE LAS CELULAS TRONCALES

Ei control de las sefiales externas en las celuias troncales colectivamente esta senalado por la
estructura del micromedio ambiente, en el ‘nicho”, que es importante tanto en los tejidos como en la
poblacién celular, involucran una interaccién compleja de sefiales de corto y largo alcance entre las
células trencales, sus descendientes y las celuias vecinas

Una fuente de la células troncales o madres adultas es la médula ésea, las células troncaies
hematopoyéticas, permiten la renovacion de los elementos sanguineos, otras fuentes se encuentran
en otros tejidos adultos, como el cerebro, el musculo esquelético, la pulpa dertaria, el higado, el
recubrimiento del tracto intestinal y e! pancreas, son consideradas como multipotenciales, forman

grupos Gnicos, y son dificiles de aislar en sus formas puras, ** 5%



IV. PLASTICIDAD

La plasticidad de Ias células aduitas troncales resulia de la mezcia de estas con otros  tipos
ceiulares, naturalmente pueden generar un tejido en particular. Algunas de esias células tienen la
capacidad de migrar por la via sanguinea a2 tejidos lesionados o 2 ofros silios en ei cuerpo, se
encuentran estas células en el higado v bazu del feto, per otra parte en la sangre de la placenta y
del cordon umbilical. &

Poseen |z capacidad de renovarse después ael trauma, diversas enfermedades y el proceso de
envejecimiento mediante  reproducciones idénticas, de si mismas 2 lo largo de la vida, son
consideradas como un reservorio para la regeneracion de los tejidos y organcs. Ei control de la
proliferacion, diferenciacion y sobrevida celular se lleva a cabo por sefales intercelulares emergentes
de factores de crecimiento, citocinas y moléculas de adhesion celular.

Existen evidencias de que las células troncales hematopoyéticas (HSCs) son plasticas y bajo ciertas
circunstancias pueden participar en la regeneracion de diversos 6rganos y 1ejidcs.57

Las células adultas troncales secretan factores de crecimiento, moviiizan y protegen a otras células
residentes, en el tejido en el cual incrementan los efectos favorables para el trasplante.

Las células troncales de la médula dsea y del tejido mesodéimico pueden dar origen a los tres tipos
principales de células cerebrales derivadas del ectodermo, a su vez las células troncales del cerebro
pueden diferenciarse en células sanguineas y musculo. %47

El descenso en el nimero o plasticidad de las poblaciones de células troncales contribuyen al
envejecimiento y alas enfermedades cronico degenerativas.” "

La notable plasticidad de estas células sugiere que células endogenas o cultivadas in vifro o
trasplantadas, pueden ser la forma de reemplazo que permita restituir !a pérdida o disfuncion de las
poblaciones celulares senescentes, hecho frecuentemente encontrado en las enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, hematopoyéticas y la diabetes mellitus &

Estos descubrimientos han fomentado la especulacion de, si estas células en el humano adulto, tienen
las caracteristicas de plasticidad que permitan el cambio de precursores celulares a otros tejidos v si
efectivamente estas caracteristicas efectivamente pueden ser usadas para la produccion de tejidos con
fines terapéuticos.”

En resumen, el inicio de la formacién ésea durante el desarrollo embrionario, ia osteogénesis postnatal y

la regeneracion dsea, generan una compleja cascada de procesos morfogénicos y moleculares, la que



crea la construccidn de estructuras multicelulares para la organizacion  precisa del hueso
mineralizade, los eventos son . la formacidon del ostecide cue se  mas iarde se mineralizara, los
elemenlos celulares que participan son . los osteoblastos como células formadoras de huase, ios
osteoclastos o células que producen la resorcidon y el remodelade  6seo y finalmente los osteociios
células vivas denlro de i2 nueva estructura mineralizada de la matriz oses.

En el momento actua!, dilucidar la naturaleza y la int>raccion entre las sefales meieculares, células y
mairices extracelulares, gue geobiernan el inicic de la formacidn ésea, es uno de los maximos retos de

la biclogia del deszrrollo, celular, molecular y de la ingenieria tisular,



INVESTIGACION EXPERIMENTAL

JUSTIFICACION

Tradi::iona:me:'.te, las deformidades Gseas congénitas, o= crecimiento. desarrolle, {raumaticas ©
degenerativas, raquieren de injertos 0seos autdlogos para su reconstruccidn,  particuiarmente,
er nifics frecuentemente  las zonas donadoras son insuficientes, ademas de I3 morbilidad y secuelas
como dolor, infeccion, hematoma y en ocasiones la toma d= injertos produce deformidades
secundar:as, por oira parte la resorcion impredecibie de! inj2no o6ses, ademas del tiempo quirdrgico
adicional, justifican la busaueda de ciras formas para abtener injertos éseos

Esta tesis propone dos modelos de induccidn experimental de huaso heteroidpico, come macelo de
estudio de la osteogénesis postnatal , el método de induccion es considerado como el estandar de
oro dentro de los estudios experimeniales, por ias siguientes razones. i

i) Elimplante de la DBM en los musculos de la pared abdominal forma hueso enun  porcentaje alto
y reproducible.

ii). El hueso obtenido por induccion, es morfoiégico, fisioldgico y metabdlicarente idéntico a! hueso
ortotopico.

iii.) Se puede determinar con presision la cantidad de hueso nueve, formado durante el proceso, en
sitios en donde normalmente el hueso no se forma, por lo tanto, €! tejido formado es nuevo

iiii). Es posible controlar la secuencia del proceso de induccidn con el implante de la DBM.

iiiii). La tasa de formacién y resorcion dsea puede ser estudiada con el uso de isdlopos cinéticos y
métodos bioquimicos cuantitativos.

iiiii). La induccion es operativa en sitios heterotopicos, comparativamente con el proceso
osteoconduccién en donde el hueso formade ne se puede distinguir dei tgjido creado en 2! sitio

ortotopico, 11+ 27384748

HIPOTESIS

EI trasplante de un injerto libre de periostio de craneo, implantadn en un medio ambiente
vascularizado como el epipién, modulado por fa accidn del polvo desmineralizado de hueso, el
plasma enriquecido en plaquetas, con aitas concentraciones de facicres de crecimiento vy
transformacion autdlogos, en unz biomatriz de colagena tipo |, propicia la migiacion € invasion de

células osteoprogenitcras, y deben dar lugar a la neoformacion de hueso ectopico. N



OBJETIVO

F ue investigar los proceses reguladeres de ia fermscion ectdpica de estructuras éseas y paradseas,
ia interaccién entre las celulas osteoprogenitoras del pericstio, los fecteres de crecimiento y
transformacion, contenideos en el plasma enriguecido en plaouatas vy liberados por medio de ia
desgranulacitn de los granulos alfa de las plaguetas vy el poivo desmineralizado de hueso, iz matriz
extraczlular tuvo la funcicn de  anclaje o adhesion celular, dentro de un entorno vascular, los factores
angiogénicos aportados por el sistema vascular del epiplon permitieron que la composicion de los

diversos elementos iniciara a2 cascada de rageneracién tisular.

El protocolo de estudio fiie aprobado por los Comités de Investigacion y Etica del Instituto Nacional de
Pediatria y el Comité Institucional para ¢l cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) de

acuerdo a la norma oficial mexicana NOM- 062-Z00-1999, Diario Oficiai, 22 de agosto 2001,

MATERIAL Y METODOS.

Este trabajo de investigacion es un disefio experimental, descriptivo y comparativo

El protocolo de estudio fue aprebado por los comités de Etica e Investigacién del Instituto Naciona! de

Pediatria de acuerdo a la legislacion mexicana.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Perros de camada, edades de 4 a6 meses y pesode 4 a 12 Kg

Criterios de inclusion,

Perros de camada, edades de 4 aSmeses y pesoded a 12 Kg

Criterios de eliminacion.

i.- Dehiscencia de sutura de herida quirtrgica en region abdominal

ii.- Evidencia clinica de infeccién en la zona quiriirgica, salida de material purulente por la henda en
abdomen.

ii.- Enfermedad sistémica relacionada o no con la intervencién guirtrgica.



Se estudiarcn veinte y dos perros criollos. de camada. e 4 a6 meses de edad, con pesc entre 4
a 12 Kg, se mantuviercn con alimente para cachorros. Al momento de ia cirugia estaban sin

enfermedades infecciosas ¢ parasitarias ostensibles,

iMPLANTES

o POLVQ DE DESMINERALIZADO DE HUESO.
Ei polvo desmireraiizade de huesa (POH) se adquiric en ("Veterinarv Transplant Services, inc’,
Seattle, Washington). EI PDH, se cbtuvo de perros sanos vacunados, a los que se ies  practicaron
pruebas serologicas para detectar enfermedad por garrapatas y brucela |, Despues del sacrificio
de los animales, los huesos se obtuvieron en condiciones eslernles, se mantuviercn 14 dias en
cultivo para detectar bacterias y &l proceso de elaboracion fue en campanas de fiujo laminar HEPA
Se eliming, periostio, cartilago, médula 6sea y lipidos, se !avaron con agua estéril caliente y
alcohol, el hueso en estas cendiciones se corto en fragmentos de un ¢mi.. se secaron con aire y
fueron molidos hasta cbtener particulas de 500 micras.
o El proceso de desmineralizacion del hueso, se efectud, segun las técnicas publicadas, con 0.6N
HCi, se mantuve con pH menora 6.5, se usaron antibioticos, durante 14 dias Los huesos fueron
mantenidos en cultivo y se empacaron y congelaron a -70° en condiciones esteriles  todo ei

proceso fue trabajado en campanas de flujo laminar. ™'

5 LA COLAGENA TIPO | (ESPONJA DE FIBROQUEL),

o Fue usada como matnz extracelular. el biomaterial compuesto de colagena tipo | vy
polivinilpirrolidona, fue proporcionada por los “Laboratorios Aspid, Division Farma S.A. de C V.

México”.

GRUPOS DE ESTUDIO.

| primer grupo de estudio( n= 6) lo formo dos modelos que fueron identificados como, el
E colgajo injerto compuesto (ICC) izquierdoy el derecho.

La denominacion de ICC obedece a el uso de una mezcla de tejidos e implantes, conformados por
tejidos como el epiplon, en todos los casos pediculado y dependiente de la rama principal de la arteria

gastroepipidica derecha, un injerio libre de periostio de craneo, de la region libre de musculo, las



dimensiones fuercn preporcicnaies ai craneo def animal, 3 ml. de plasma enriguecido en plaguetas, los
implantes utilizado fueron esponia de colagena tipo |y polivinilpirrolidona,  (fibroquel), de la misma
dimensidn del pericstio y n 0.4 mi de polve desmineralizado de hueso (PDH).

E! ICC izquierdo se forrné con un injero de periostio del craneo, sn forma dz cilindro que tuve la
funcion de continente y el contenido fue esponja de coidgena tipo |, con dimensiones semejantes a
las del periostio, todos los elementos fueran envueitos en el colgajo de epipléon .

El ICC derecho se formod con esponja de colagena tipo |, como contenido, cor dimensiones semajanies
a la contralateral, el epiplon, tuvo la funcién de continente en este lado. Ambos 1CCs, fueron
colocados sobre la pared abdominai, no fue incluido ei periostio

El segundo grupo de estudio ( n= 14 )se form¢, también con dos modelos semejantes &l primer grupos
experimental de ICC.

E! del lado derecho incluyé polvo de hueso desmineralizado, esponja de colagena tico !, como implantes
y plasma enriguecido en piaquetas, 10 000 Ul de trombina bovina y 1 ml.de cloruro de calcio al 10%
trom incluidos todos en un colgajo de epiplon.

Los ICC del lado izquierdo obtuvieron todos los elementos, ademas de un injerto de periostio dei
craneo , semejante a los del primer grupo . A uno y otro colgajo se ie agregé 10 000 Ul de trombira
bovina y 1 ml. de cloruro de calcio al 10%. Todas las mediadas fueron iguales en relacion a

dimensiones de periostio, esponja de colagena tipe |, plasma enriquecido en plaquetas, unidades de

trombina bovina y cloruro de calcio.

TECNICA QUIRURGICA

En todos los animales, se realizé induccidn anestésica con rompum (xilacina) 1.5 makg vy
anestesal (pentobarbial 16 mgfkg., atropina 0.5 mg/kg de peso, con intubacion
endotragueal, la anestesia general se mantuvo con inhalacion de  ethrane (enfiurane) al 2% cuando
las condiciones fueron adecuadas, se praclico tricotomia de craneo y pared abdominal, se protegieraon
los globos oculares, en posicién decubito esternal . En condiciones asepticas, a través de una
incision en la linea media del craneo, en la porcion libre de miUsculo  con un elevador de periostio, se
tomé un injerto libre de periostio en donde se identificaron |a fibras de Sharpey , las dimensiones fueron
proprocionales al craneo de cada animal, se tuveo cuidado en no tomar partes de musculo, ni

fragmentos de hueso cortical de |a tabla externa del craneo, se identificé y marco la capa prefunda del



veriostio (cémbium) vy s& mantuvo en inmarsion en  soiucion fisioldgica de cloruro de sodic  a 39 9
centigrados

En  posicidn de decubifo dorsal,  en el abdomen se practictd incision en la linga media, se abordd ia
cavidad abdominal, se identificd la curvatura mayor del estémago, y el epiplon mayor, con este tejido
ce formaron dos colgajos uno derecho y otro izguierdo, con pediculos en la arteria gastroepiploica
derecha, se electrocoagulaion ios vasos sangremtes  3obre los muscuios reclos apbdominaies, se
practicaron incisicnes paramedias, izquierda y derecha, para permitirla  emergencia de  los colgajos
de epiplén sobre los rmudscuios recios abdominales y se disecd una cavidad entre el muscuio y el
tejido celuiar subcuianeo para colocar sobre la pared abdominal Ios cclgajos compuestos.

Los animales se mantuviercn aislados hasta la recuperacién del procedimiente anastésico. despuas se

trasladaron a jaulas convencionales.

Todos los animales, sobrevivieron a los procedimientos quirurgicos dei experimento v despues fueron

mantenidos con alimento y agua ad flimitum.

TECNICA DE PREPARACION DEL PLASMA ENRIQUECIDO EN
PLAQUETAS (PRP)

los animales del segundo grupc, dos horas antes de la cirugia, seles tomo 5  mlde sangre,
Ase centrifugd  durante 20 minutos a 5600 rpm, para separar ias células por gradiente de
densidad en tres componentes basicos, el menos denso, plasma pobre en plaguetas(PPP), el siguiente
gradiente de densidad, plasma rico en plaguetas (PRP) incluido en el " buffv coal”, y el mas denso,
correspondiente a  células de la formula roja. >
Las plaquetas producto de la centrifugacion, contienen factor de crecimiento derivado de ias plaguetas
(PCGF) y factor de crecimiento y transformacion beta (TGF-f# 1 ) j“"s La cuenta de plaguetas &n el

PRP fue superior a la cuenta basal de plaquetas. Tab. 1



TABLA 1 CUENTA DE PLAQUETAS

338% de incremento

[Cuenta basai de plaguetas del plasma | Cuenta de plaguatas del PRP i

i obterido l

| |
,_ 232.000 T il T eso0e T
'l {111.000- 523.000) ! 595.000- 1.100.000 |

o [T

La mezcla del PRP, PDH, trombina, cloruro de calcio y colagenz formé  un material facilmente
moldeable 1 a 2 minutos después de ser mezclados vy permitic la formacidon de un cilindro de
dimensiones iguales al injerto de periostio, los tejidos fueron aproximados con sutura continua de
nylon monofilamento 5 ceros, cuidando de no lesionar los vasos, los ICC formados, fuercn colocaron

sobre la pared abdominal, se cerrd la pared apdominal v 1a piel.

OBTENCION DE ESPECIMENES

Los especimenes fueron cbtenidos después de la intervencion quirdrgica los dias de posoperaterio
7.14,21.28,35.42,49, 60. 120 y 150,

Bajo anestesia general con los mismos medicamenlos anestésicos y dosis, en condiciones estériles, el
animal en decubito dorsal, se practico incizién en la linea media del abdomen, se disecd el tejide celular
subcutaneo hasta obtener los especimenes, los tejidos mostraron excelente vascularidad, no habia
adherencias significativas. Por disecciéon roma, facilmente los especimenes fueron separados del
lecho, se liberaron e identificaron los pediculos del epiplén, se ligaron y fueron seccionados.

Todos los animales fueron sacrificados, al concluir la toma de los especimenes.

ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE LA CAPACIDAD

OSTEOGENICA DEL MODELO EXPERIMENTAL.

o EXAMEN MACROSCOPICO.

Los tejidus de ambos grupos experimentales fueron tomados los dias 7,14,21,28 35 42 49 60, 20

120,150.



Los especimenes mantuvieron la forma cilinarica forimada en la cirugies.

Todos los especimenes fueron fijades en unz solucién de formo! al 10 %, por les menos 24 hrs., las
ICCs de! lado izquierdo de ambos grupos, por la dureza del lejido, fue nocesaric somaterlos al proceso
de descalcificacién en solucion de acido forrmica a! 10% durante 3 dias.

Se tomaron fotografias macroscépicas de ios especimenes, se midieron en sus diametros mayor y
mencr. Fueron cortados segun el eésquema anexo cada bioque de tejise ( a,b.c,d.efgh,ij semncluyeron

en blogues de parafina para cortes histelogicos.

Esquema de la forma de corte para cada espécimen e identificacion.

o EXAMEN HISTOLOGICO E INMUNOCHISTCQUIMICA.

Para la identificacion de los sitios de formacion de tejidos se dividid en cuadrantes y se fijaron por
inmersion en formaldehido al 10% diluido en solucion de buffer fosfato. Después de tres dias de
descalcificacion con acido formico, el tejido se inciuyo en parafina y se obtuvieron cortes que fueron
tifieron con hematoxilina y eosina. Por lo menos dos cortes fueron examinados de cada cuadrante y de
cada espécimen. En estos cortes el porcentaje de area de los diferentes tejidos inducidos, fue
determinado por medio de un analizador de imagen Zidas Zeiss ( Carl Zeiss LTD Heit, UK)

El examen microscopico de los especimenes se llevd a cabo sin informar al patélogo que examinaron
el tipo de especimen que examinaria.

Para el estudio histologico de los especimeries se colocaron en blogues de parafina se cortarbn y se
tineroncon Hy E.

El estudio de inmunohistoguimica de los implante, se realizé con la incubaciéon con anticuerpos

policlonales de conejo contra TFG (isoformas 1.2, y 3) y BMP 2 y 4 ( Santa Cruz Lab, Cal. U:SA)



diluidas 17200 en PBS. La fijacion de anticuerpos fue deiectada usarde anticuerpos anticaira- anticonejo
marcados con peroxidasa (Dako) y diaminonbenzidina. La hemzatdxiling se usd como contraste de
tincion.

En el examen inmuiohistoguirnics, ias preparaciones fusron incubadas con anticuerpos pelicionsles de
cenejo cuntra TFGR ( isoformas 1.2, v 3 y BMPs 2 v 4 ( Santacruz Lap. Cal, USA ) diluidas 1/20C en
PBL . La fijacion de anticverpos fue deteclada uzanuo anticuerpos anticonegje marcado con peroxidas

(Dake} y diaminobenzidina. La hemstoxilina fue utilizada como contraste de tincién.

o ESTADISTICA:
En un analisis de varianza (ANOVA) se usd para determinar la significacion estadisiica entre el
porcentaje de hueso. tgjido adiposo v fibromuscular entre el lado derecho e izquierdo en ambos grupos

experimentales. Una p< 0.05 fue considerada como significativa.
RESULTADOS

o OBSERVACIONES CLINICAS

Hasta la toma de los especimenes, no hubo evidencia de infeccion, o reaccion inflamatoria significativa,
en ambos lados de los iICCs, en ningun animal.

La palpacién durante el tiempo de observacion de los !ICCs en el primer grupo del 'ado izguierde
(periostio v colagena tipo 1), mostrd consistencia mas dura comparativamente al lado derecho (epiplon
y colagena tipo I}, donde la consistencia fue mas blanda.

En los del segundo grupo la consistencia ae ins ICCs del lado izquierdo (periostic, PDH, 2 mi de PRP,
10 000 Ui de trombina, 0.4 ml de PDH, y esponja coldgena tipo | ( fibroguei ; fue mas dura
comparada con la del lado contra lateral, en los que no fue incluido ei periostio. En ambos grupos la

forma cilindrica original se mantuvo.

o EXAMEN HISTOPATOLOGICO

< ANALISIS HISTOMORFOMETRICO

Después de cuatro semanas de formacion de los ICCs, el analisis morfométrico de los implantes del lade
izquierdo del grupo |, revelaron entre el 15 -20% de ios ICC estaban constituidos por huesc

trabecular maduro, el tejido fibroso constituia entre el 45 y 60%. mientras que el adiposo correspondic

30-45% (Fig 1 ). El hueso trabecuiar se encontraba cubiertc por numeros osteoblastos y algunos



osteoclastos rodeados de tejido meserquimatese vascularizado { Fig. 3A ). En contraste los {CCs del
lado derecho, sin periostio, el tejido anatizado estaba constituido por tejido adiposo ( 60-79%) v tejido
fioroso (35-50%), sin evidencia de tejido dseo. ( Fig 1). En ambes implanies, areas pequefias de
musculo estriado vy fascicuios nerviosos se observaron ( 2-4%) Después de 60 dias, la cantidad de
hueso trabecular madure representé entre el 33 -50% de los ICCs dei lado izquierdo, mientras que el
iejido adiposo disminuyo (23-30%), en tanio e! tejido iibroso mantuve es'2 proporcidn ( Fig 1) . Los ICCs
del lado derecho aumentaron la proparcion de tejido fibroso ( 70-80%), mientras disminuyd el tejido
adiposo ( 30-35%). sin tejido dseo demostrable { Fig 1 ). En contraste en el grupc 1 ei andlisis
histemorfometrico de ambos imptanies en €i grupo dos, se demostro areas pequenas de tejico dseo ( 3-
7%) al dia 7 ( Fig. 2) . El porcentaje de huesc trabecular aumento progresivamente después de 3
semanas, y alcanzo su valor mas alto ( 45-70%) después de 4 meses de evoiucion ( Fig 2): Este fue un
resultado inesperado, puesto que el implante del lado derecho no incluyd el periostio en sus

componentes. El percentaje de tejide fibroso y adiposo fue similar en ambos lados { Fig 2)

< INMUNOHISTOQUIMICA Y DETECCION DE TFGR Y BMPS.

Desde el dia 7 ambos ICCs del grupo experimental 2 mostraron intensa inmunotincion a TFGp en
macréfagos, capilares, células endoteliales y fibroblastos localizades en el tejido de granuiacion, tejido
muscular y en el tejido mesenquimatoso que rodeaba a las trabeculas éseas pequefas (Fig3B ).

Ei dia 28 en el espécimen del lado izquierdo del grupo 1 y en amtos ICCs del grupe 2 mosiraron
intensa inmunotincién a TFG  de macréfagos, fibroblastes y en la capa de musculo iiso de arterias
de mediano calibre ( Fig 3 C} Un nimerc considerable de osteoblastos y osteoclastos localizados en la
superficie de |las trabéculas oseas tuvieron fuerte inmunoreatividad a TFGE  (Fig.3D). Esta distribucion
y la intensa inmunotincién  disminuy¢ al dia 120. En constraste. . Los ICC del lado derecho del grupo 1
mostraron actividad inmunotincion intermedia en algunos macrofagos vy vasos sanguineos ( datos no
mostrados)

En ambos implantes y comparados en los mismos tiempos, del grupo experimental 2, la deteccion de
BMPs 2 y 4, mostraron intensa reactividad en el tejido fibroso mesenquimatoso que rodeaba a las
trabéculas ¢seas ( fig 3 E), y en algunos osteocilos y osteoblastos los dias 21 y 28 después de
formacion de los ICC. Tejido de granulacion, especificamente tejido conectivo rodeo a los vases
neoformados, los cuales mostraron fuerte inmunoreactividad a BMPs, particularmente los dias 7 y 14

( Fig. 3F). Después de 4 meses rastros de inmunoreactividad a BMP fue vista en el tejido fibroso cercano



a las trabécuias. Los [CC ael lado izquierdo dei grupc experimental 1 mostraron un patrén simiilar de
inmunotincion a 8MP, mientras que en los iICC dei lado derecho no mostraron inmunoreatividad a BMPs.

duranie todo el experimente.
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Analisis morfométrico de los injertos colgajos compuestos (ICCs ) del grupo experimental |

Los Injertos colgajos compuestos (ICCs) del lado derecho formados por colagena tipo i, incluidos en
epiplon (columnas en negroi se comparan con los ICCs del lado izquierdo formados por colagena tipo |
envueltos con periostic y epiplon (columnas con iineas} El hueso heterotopico se produjo solamente en
los ICCs del lado izquierdo. Cada columna representa el promedio de dos animales por grupo
comparados al mismo tiempo de obtencién de especimenes en los dos diferentes experimentos {cuatro
animales en total ) al menos cuatro laminiillas de cada colgajc fueron analizadas
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Figura 2.Andlisis morfométrico de los ICCs del grupo experimental 2

Los ICCs del lado derecho se formaron con ia mezcla de polvo desmineraiizade de hueso, plasma
enriquecido en plaguetas, trombina de bovino y cloruro de calcio y esponja de colagena tipo |, envueltos
en epiplon (columnas negras), los impiantes del lado izquierdo se conformaron de todos los elementos
mas periostio (columnas con lineas) . En ambos grupos se formo hueso heterotdpico. Cada columna
representa el promedio y la desviacién estandar de dos animales por grupo comparados al mismo
tiempo en los dos diferentes experimentos ( cuatro animales en total ) al menos cuatro iaminillas de cada

colgajo fueron analizadas



Fig.3 Representacion histolégica y de inmunohistoquiimica de los ICCs izquierdo y derechos
del grupo experimental 2.

(A) Hueso trabecular ( asterico ), rodeado por osteoblastos ( flechas ) y osteoclastos ( puntas de
flechas ) del ICC derecho, espécimen a los 28 dias d. (B) Fuerte tincion del factor de crecimiento y
transformacion beta (TFGp) inmunotincion en macrofagos ( flechas ) y células endoteliales ( puntas de
flechas ) en el tejido de granulacion en el ICC espécimen, a los 7 dias. (D). Osteoblastos ( flechas ) y
células endoteliales ( puntas de flechas ) muestra fuerte inmunoreaccion al TFGp en el implante
izquierdo espécimen a los 60 dias. (E) Tejido conectivo proximo a hueso trabecular fuerte inmunotincion
a la proteina morfogénica de hueso (BMP) 2 y 4 en el ICC del lado izquierdo espécimen a los 28 dias.
(F) Inmunoreaccion de BMP en el tejido conectivo que rodea a vasos sanguineos en el ICC derecho,
espécimen a los 14 dias.

Todas las microfotografias se tomaron a 200 X de magnificacién.



DISCUSION.

F undamentalmente. la induccién del tejido 6seo requiere, tres elementos que deben interaccionan
2n tiempo preciso, determinade, en un proceso puntuai regulade. Estos elementas son céluias
osteoprogenitoras, la funcién esiructural de soperte corresponde a la matriz extracelular
particularmente la cclagena tipo |, por otra parte deben actuar factores osteoinductivos, locales y
sistémicos, regulados por sistemas de relrcalimentacion, autocrinos, paracrines, endocrinos v
sistémicos. **

Esta lesis, presenta los resultados de un modele original de induccion experimental de hueso
heterotépico, que integra, células Osteoprogenitoras, factores ostecinductivos, considerados como
factores de crecimiento y diferenciacion y una matriz extracelular estructural,

La contribucion celular, ostoeprogenitora fue aportada por la capa proliferativa de! periostio, el
cambium, que contiene celulas con capacidad osteoprogenitoras, y ademas se considera a su capa
proliferativa como una fuente importante de BMPs, que en este caso, seguramente logré promover el
reclutamiento vy diferenciacion de las células osteoprogenitoras, hacia la linea ceiular que indujo la
formacién de hueso, ™

Desde el punto de vista de la estructura del injerto colgajo compuesto, el trasplante de periostio,
ademas tuvo la funcion de aislar los implantes y tejidos, y permitid mantener ia forma de cilindro
original, y de otro modo impidié la infiltracion del tejido fibroso circundante. Este aislamiento, facilito
la diseccion de los implantes *

5 . . 7
La colagena tipo |, fue la matriz extracelular de soporte. el

La umédn del implante de la matriz desmineralizada de hueso (DBM), y el PRP incrementaron ia
cantidad vy la calidad de las sustancias con poder osteoinductivo. &

Pcr otra parte, la gran vascularidad del epiplon contribuyé a la nutricién y oxigenacion de los
elementos, el propio tejido, aportd tanto con factores angicgénices como de crecimiento, todos los
elementos crearcn el micromedio ambiente propicio para lograr tanto la restitucion tisular como  la
induccién extraesquelética de hueso. 77"

La integracion dei periostio, esponja de colagena tipo |, y epipion fue eficaz para producir hueso
heterotépico (implante izquierdo, grupo 1) en tanto el otro implante, sin periostio , fue incapaz de
formar hueso (implante derecho, grupo 1)

La regeneracion tisular ésea, se inicia, por el aporte cualitativo y cuantitative de factores de

crecimiento, tales como el PDGF, TFGp, BMPs, y el factor de crecimiento insulinoide (IGF).



La concentraccion de factores de crecimiento y diferenciacion como el PDGF, TFGR y otros es mayor

en las plaquetas que en otros teiidos.“'“”. Este hecho, nos alenté a utilizar al PRP, como una forma
natural y fisioldgica de aportar factores de crecimiento y diferenciacion  con cualidades de
osteoinductividad en los modelos de estudio. La accién sinérgica de TFGpP, PDGF e IGF, seguramente,
permitié que las células mesenguimatosas no diferenciadas, pucieran sufrir los procesos de
induccion, diferenciacion, activacion de fitroblastos, osteoblastos, ia produccion y depés.to de matriz
de colagena, io cual produjo, la diferenciacion de los pericitos del endotelio vascular y el crecimiento de
capilares dentro del implante. 2 probablemente, por esta razon, fue pesible la induccién y formacion
de hueso en los implantes que no tuvieron periostio (implantes derecho del grupo experimental 2). En
estos implantes, las plaquetas concentradas en un volumen pequefio de plasma, representé la fuente de
diversos factores de crecimiento, y por otra parte y la incorporacion de sustancias como ia fibrina
facilito la adhesion junto con la trombina y por ofra parte el cloruro de calcio, activé la secrecién de
PDGF y TFGB contenido dentro de los granulos alfa de ias plaquetas. *%7

Es importante mencionar, que las altas concentraciones de TFGf logradas tienen una importancia
fundamental en la actividad quimiotactica de los monocitos y la activacion de los macrofagos, que
representd también una fuente importante de TFGp. *81#2

Los resultados de inmunchistoquimica mostraron claramente que después del dia 21, el implante tenia
numerosos macrofagos mezclados en el tejido de granulacion con fuerte inmunotincién de TFGR, asi
como fibroblastos y miofibroblastos que mostraron, intensa inmunotincidn. También, las células del
musculo liso de la pared vascular, demostraron fuerte inmunotincion.

Otra funcién del PRP, en la induccion tisular fue la adicion de fibrina y fibrinogeno que de esta forma,
participaron como proteinas con funcion inductiva, ademas la actividad desempenada como factor de
crecimiento del endoltelio vascular (VEGF) 8. a| provocar el estimuld para la prolifeiacion de ias células
endoteliales. ** Técnicamente, el fibrindgeno facilitdé la mezcla entre el PDH y la esponja de colagena,
dando una consistencia suave que permiti6 moldear facilmente y dar la forma cilindrica al implante, el
hecho permite dar diversas tamarios y formas al implante.*® Esta forma fue conservada en el tejido
neoformado de hueso y que seguramente puede servir en casos de autotrasplante.

La ECM tuvo diferentes funciones, sirvi6 como soporte para la neovasculatura, células
parengquimatosas y nervios, fue la fuente de sefiales moleculares de adhesion, que permitid
concentrar y liberar factores de crecimiento que favorecieron la mitosis y la diferenciacién celular % La

propia ECM proporciond la estructura para la adhesion celular y el crecimiento tisular, ademas de



soporie, proteccion y forma, permitié optimizar ia sobrevida celular y Iz integracion de los elementos del
implante.

La inclusion de DBM, incorporo la BMP y el TFGB, 'a BMP tuvo muitiples funciones tanto a nivel
extraceiular comio en la organogénesis y la regeneracion esquelética. La BMP considerada como  un
factor de crecimiento, actia como una sefal proleica extracelular que permite la union con los
receptores de membrana, ei TFGp y los otios factores liberados por las plaquetas y las células
osteoprogenitoras. *®

La esponja de colagena tipo |, funciond como una ECM, osteoinductiva v un sistema de liberacidn de

las BMPs eficaz. ** Las caracteristicas fisicas de la esponja de colagena propicié el crecimiento

vascular, histologicamente fue demostrada por el abundante tejido fibrovascular observado en los
especimenes. El propio tejido fibrovascular tuvo intensa inmunotincion con BMP, desde la primera
semana de formacion del implante, este hecho sugiere que el tejido fue una importante fuenite de BMP
Con respecto al DBP puede ser otro factor importante, tuvo la funcion de guia de instruccion, para la
liberacién de las BMP % y sirvié como quimiotactico de células pluripotenciales, ia propia BMP pudo
inducir la diferenciacion de las células del endotelio vascular y la diferenciacion hacia la linea

osteoblastica. *

La sobrevida de los todos los injertos y colgajos depende de la neoformacion vascular. L4l

En este estudio la neovascularizacion  fue fundamental, ya que permitio mantener la fisiologia y la
integracion diferentes los elementos del implante. Otro elemento fundamental para la vascularizacion del
implante fue el epiplén. 7 El flujo vascular incremento las concentraciones de oxigeno y contribuyé a
inducir la produccion de células osteoprogenitoras a partir de las células mesenquimatosas

perivasculares. *7*

Durante la angiogénesis, el VEGF incremento la permeabilidad capilar, y por lo tanto
el aporte de hormonas y factores de crecimiento sistémicos, también, permitié mantener los niveles altos
de oxigeno y propicid el proceso de osificacién intramembranosa, demostrada en este trabajo. 24

Adema, los niveles altos en la presiones parciales de oxigeno en los procesos de restitucion y
regeneracion tisular son primordiales, estos niveles permiten la fagocitosis y la capacidad germicida
que evita la infeccion **¢

Este proceso de induccion 6sea contrasta con el proceso de  induccidn heterotépica por medio de la
implantacién de DBP, que da lugar al proceso de osificacién endocondral, probablemente porque en

este proceso el flujo vascular es menor y las concentraciones de oxigeno son bajas, condiciones

propicias para la osificacion endocondral.



QOtra ventaja del uso de los colgajos de epiplén fue Iz liberacién de factores de crecimiento contenidos
en el epiplon y la activacion de las llamadas “manchas lactescentes” ( “milky- spot”) los macréfages
produjeron el brote de nuevos capilares e invadiercn la red de tejido fibroso creada. El estudio de
inmunohistoquimica mestro fuerte inmunoreactividad a TFGp en las células endoteliales de los vasos de
neoformacicn.

Este estudio experimental, es un modelo original de autoinduccion heterotdpica, en el cual se
logré la generacion de  hueso, masculo liso, estriado, y nervio perifénco

La induccion de células con capacidad osteoprogenitora, con la matriz extracelular y factores de
crecimiento crearon un micromedio ambiente propicio, que permitié la organizacion funcional de ios
tejidos de neoformacion, los diversos injerics e implantes se integraron a un sistema vascularizado,
y de esta manera se logro la formacién de tejidos de novo.

Las estrategias utilizadas en el disefio de los modelos, fueron técnicas de trasplante de tejidos, con
el concentrado plaguetario se obtuvo una fuente de  factores de crecimiento locales, en tanto los
sistémicos fueron concentrados por el aporte vascular , todos permitieron crear un  medio ambiente
que de forma continua aportd factores de crecimiento durante todo el tiempo de la induccién 6sea
experimental , y las acciones sinergicas e interdependientes de los procesos de osteogeénesis y

angiogénesis favorecieron la generacién tisular de novo en un sitio heterotopico de tejidos oseos y

paradseos.

CONCLUSION.

s posible inducir la formacion de hueso heterotdpice en la pared abdominal con implantes de
Ecolégena, con periostio y epipléon, de otra forma conjugando esponja de colagena, DBP,
mezclados con PRP, cloruro de calcio y trombina incluidos en un colgajo de epiplén con o sin periostio se
logra la generacion de tejido 6seo de novo .

La eficacia de este tejido oseo de neoformacion puede ser utilizado como un autotrasplante, sin
embargo, tendra que ser estudiado en cuanto a sus caracteristicas fisicas, estabilidad, quimicas vy

evolucién clinica al ser colocado en el iecho receptor.
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GLOSARIO DE TERMINOS
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o

Afinidad: La fuerza de unién de dos maléculas, tales como un antigeno con su anticuerpo, © una
hormona y su receptor.

Angiogénesis: Desarrolio de vasos sanguinecs, incremento de la vescularizacion.

Apoptosis: Muerte celular coma resultado de la induccion de un * suicidio” interno programade,
considerado come normal y esencial en algunas etapas del desarrollo.

Autocrino: Factor de crecimiento o molécula biclogica activa, que producida por una célula, que
actua localmente para estimular al mismo tipo de célula en un tejido.

Autoinjerto: ( autélogo ) Tejido u drgano trasplantado a un nuevo sitio del mismo individuo.
Biocompatible: Material que puede funcicrar en un medio ambiente biologico sin sufrir deterioro,
un material o un sistema viviente.

Biodegradable: _Material que desaparece cuando es colocado en un ambiente bioidgico.

Biomaterial Sustancia compatible con la fisiologia del cuerpo; es disefiado tipicamente para ser
usado en la terapia tisular y / ¢ en ingenieria tisular.

Bioabsorbible: Material que se descompone sus productos y se incorpora dentro de los  procesos
fisiologicos y bioquimicos normaies.

Biomimético: Estructura del cuerpo (anatémica ) o funcion ( fisiolégica ) capaz de ser replicado o
imitado.

( BMPs ) Proteina Morfogénica de Hueso: Proteina involucrada en la formacion del hueso embrionario,
participa en diversos estados de la formacién, participa en los estadios tempranos de la morfogén-esis ]
continua en la vida posfetal. Representa un papel critico en el desarrollo del sistema nervioso central y en la
formacion del hueso.

Canal haversiano: Canal que se anastomosa libremente dentro del hueso cortical, contiene vasos
sanguineos, linfaticos y nervios, y colagena: una o la familia de proteinas fibrosas de gran fuerza
tensil, encontrada en todos los vertebrados, es la proteina mas abundante en los mamiferos, el
elemento mas abundante

Célula del estroma: Célula no sanguinea derivada de la sangre, se localizan en la medula 6sea o
del higado fetal, es capaz de mantener 2l crecimiento de células sanguineas in vitro

Célula de la médula désea: Se refiere tanto a células hematopovéticas y mesenquimatosas
localizadas en el estroma

Célula troncal adulta. Céluia indiferenciada que se encuenira en tejidos adultos diferenciades,
puede renovarse por si misma, con ciertas limitaciones, da origen a todos ios tipos de células
especializadas de los tejidos que le dieron origen

Célula troncal {Stem Cell) : Célula con capacidad de dividirse por periodos indefinidos en cultivos y
puede dar originen a celulas especializadas

Célula troncal de la médula ésea: Se refiere al menos a uno o dos tipoes de células troncales
multipotenciales hematopoyéticas y células mesenguimatosas troncales.

Célula troncal hematopoyética ( HSC) : Céiula que tiene su origen todas las células rojas y
blancas.



Célula troncal pluripotencial: Célula troncel con la capacidad de desarrollar células de todas las
capas germinales ( endodermo, mesodermo y ectodermo)

Citocinas; Término genérico de gran variedad de proteinas reguiadoras, producidas y secretadas
per células.  permite la comunicacion con otras células, una clase sin las interleucinas que
funcicnan comec mediadores intercelulares durante la generacidn de una respuesta inmune.
Diferenciacién: En general, se define comn el | aumento en la especiaiizacion de organizacion de
diferentes partes del embrién. En el desarrollo de ios organismos multicelulares desde la fase de
fertilizacion indiferenciada del huevo. ©in las células se refiere al desarrolio de estructura y funcion
especializada desde precursores celulares no especializados, que ocurren en e! desarrollo
embrionario y con el reempiazo subsiguiente de ciertos tipos de células desde células troncales no
especializadas.

Difusion: Paso libre de moléculas, iones desde un sitio de alta corcentracion a otra de baja
concentracion.

Ensayo. Técnica experimental para medir o cuantificar un fenémeno.

Estructura: Construccion tridimensional biocompatible ( en la que pueden sembrar células) que
sirve como un tejido de implante temporal, generaimente es biodegradable y puede ser reemplazada
por tejido natural.

Factores de crecimiento: Componentes organicos y otros que requiere del carbono y fuentes de
energia , necesarios en muchos organismos para el crecimiento y desarrollc y se incluyen las
vitaminas, aminoacidos, purinas etc.; en general el termino se uliliza es especifico de péptidos y
proteinas que son liberados por ciertas células y se unen a receptores especificos de membranas
celulares en sitios que influyen en las celulares a dividirse o mantenerse en quiescencia

Factor de crecimiento_insulinoide (IGF) péptido con funciones similares a la insulina, estimula la
proliferacion celular.

Fenotipo: La expresion de estructura, funcion o conducta de un organismo o célula.

Factor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF): glicoproteina, factor de crecimiento que
estimula la proliferacion celular y la quimiotaxis en cartilago, hueso y otro tipos celulares después
puede ser producido por células mesenquimatosas o liberadas por las plaquetas durante la
coagulacion.

Gendmico: Analisis del genoma ( el grupo completo de genes) de un organismo, proporciona
informacion estatica relativa al gen y la composicién de las proteinas de la célula.

Glicoproteina: Proteinas que contiene carbohidratos en forma de cadenas con unidades de
monosacaridos unidos a residuos de aminoacidos, componentes de las membranas y secreciones
celulares.

Homoinjerto (aloinjerto) Tejido u 6rgano trasplantado entre individuos de la misma especie,
genéticamente no idénticos..

Hidroxiapatita: [CA710(PO4)6(CH)2] Mineral natural considerado como & mas importante
constituyente inorganico de la matriz 6sea.

In vivo: Sistema desarrollado dentro de un sistema vivo o natural.

in_vitro: Sistema desarrollado fuera de un organismo vivoe o sistema natural, se refiere

habitualmente a sistemas artificiales experimentales tales como cultivos, o extractos celulares libres
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Ingenieria tisuiar: La aplicacion de los principios de las ciencias de la vida y la ingenieria para el
desarrolio de sustituins biol¢gices para la restauracion o reemplazc de tejidos 1 6rganos funcionales.
Isoinjerto: Tejidc u érgano trasplantado entre individuos genéticamente idénticos

Indiferenciado: _No tiene la capacidad de cambiar a un tipo especializado de célula.

Matriz Extracelular: Ei micromedic ambiente contiguo a lz célula, estructura de scporte, conecia y
orienta las interacciones célula-célula y la formacién del tejidc conectivo. Red intrincada de
macromoléculas que ccupan un espacio enire las células de los animales multicelulares: Es
particularmente importante en el refuerzo del soporie de los tejidos. Bajo el microscopic de luz,
aparece como una masa estructural de la sustancia fundamental incrustada en las fibras del tejido
conectivo. La sustancia fundamental esta constituida primariamente de proteogiicanos, mientras que
las fibras estan formadas principalmente de proteinas fibrosas tales como colagena. Dependiendo de
las cantidades relativas y el tipc de los constituyentes macromoleculares, la matriz extracelular
puede mostrar un numero de formas que van desde las estructuras duras calcificas como el hueso y
el diente a la matriz transparente de la cornea.

Médula ésea: Tejido vivo blando que llena la mayor parte de las cavidades del hueso y que
contiene células troncales hematopoyéticas, que dan origen a las células blancas y rojas. Contiene
también, células troncales mesenquimatosas (estroma), con diversos tipos celuiares como
condrocitos, osteoblastos.

Mesénquima : Tejido conective que surge de las multiples capas germinales, conformado de
células no especializadas. Los diferentes tipos celulares del mesenquima da origen a la colégena,
musculo, cartilago y hueso.

Mitégeno: Agente que estimula la produccion del DNA y la divisién celular.

Molécula de adhesdn / receptor de adhesién.: Gran variedad de proteinas de la superficie celular
y glicoproteiinas que mediante el contacto y adhesion de las celulas o en la matriz extracelular.

Algunos tipos de moléculas de adhesion se unen a una molécula idéntica de otras células, mientras
que otras se unen a diferentes moléculas receptoras. Por ejemplo las caderinas, integrinas y
selectinas.

Morfogénesis: Capacidad de generar tejidos “genéricos o universales compatibies gue resuelva el
problema inmunolégico del rechazo a la donacion homoéloga. Otra opcidn para el trasplante de
tejidos, a través del desarrollo de la tecnologia de las células troncales.

Multipotente: Capaz de diferenciarse dentro de multiples tipos celulares y asociarse con diferentes
érganos.

Osificacion: Formacion de hueso, reemplazo de cartilago por hueso.

Osteoblasto: Célula formadora de hueso que secreta la matriz 6sea.

Osteocalcina: Proteina especifica de hueso producida por ics osteoblastos y que participa en el
reclutamiento de los osteoclastos.

Osteoclasto: Célula grande multinucleada que destruye el hueso y la matriz durante el remodelado
de hueso.

Osteocito: Célula no secretora y no que no se divide derivada de los osteoblastos, se encuentra en
el hueso calcificado, participa en la homeostasis mineral 6sea.

Osteogénesis: Proceso de produccion de tejido 6seo.
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Osteoide: Material colageno secretado por células dseas ( osteoblastos) que forma la base dei
hueso y de la matriz ésea no cslcificada.

Ostedn: Unidad compuesta por la sohreposicion de cilindros ( osteones), cada uno esta constituido
por capas concentricas ( laminas) de fibras colagenas, cada capa estd en angulo recto a la
siguiente , rodean al canal central ( canal Havarsiano).

Paracrino: Accién local (lales como factores de crecimiento) producida por una célula a otro tipo de
céiula dentro del mismo tejido.

Plasticidad: l.a capacidad de una celuia de diferenciarse mas aila de! tejido en el cual normalmente
reside.

Polimero: Molécula compuesta por muchas unidades repetidas

Sustancia fundamental: matriz inerte intraceiular y amorfo en la que se encuentran incluidos ios
elementos fibrosos de sostén del tejido conectivo.

Tejido adiposo: Tejido conectivo en animales, constituido de céluias ( adipocitos) llenos de gotas de
grasa.

Tejido conectivo: Tejido primario con multiples formas y funciones como las de soporte,
almacenaje, y proteccion : Es frecuentemente reconocido come distintivo de otros tejidos por la gran
proporcion de matriz extracelular

Totipotencial: Capacidad ilimitada. Células que en las etapas tempranas del embrion tiene la
capacidad de diferenciarse dentro de las membranas extraembrionarias y tejidos, en el embrién, y
todos los tejidos posembrionarios y érganos

Tréfico: Influencia de una célula o tejido en la direccién o movimiento crecimiento a otro.

Uniones cruzadas: Conexidén quimica o mecanica de cadenas de polimeros adyacentes, factores de
crecimiento: término general de péptidos especificos o proteinas que son liberadas por ciertas
células y que se unen a receptores de membrana especificos e influyen a las células a dividirse ¢ a
permanecer en estado de quiescencia.

Vascularizacién: Proceso de infiltracion de vasos sanguineos: critico para mantener a los tejidos
vivos.

Viscoso: Propiedad de un fluido que ofrece resistencia al flujo.
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