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RESUMEN

El factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF B-1), ha demostrado ser un
importante regulador del continuo proceso de remodelacion 6sea. Se conoce ademas
que tiene un efecto importante sobre los procesos de reparacién 6sea. El objetivo de
nuestro trabajo fue; estudiar el efecto del uso de un injerto con TGF R-1 sobre la
reparacién 6sea en la osteotomia inducida en la tibia de perro. Para conseguir nuestro
objetivo, contamos con tres grupos de 4 perros cada uno, al grupo control solo se le
hizo la osteotomia, al grupo injertado, se le aplicd un injerto de matriz dsea
desmineralizada y a un tercer grupo se le aplicd un injerto de matriz Osea
desmineralizada tratado con TGF R-1 (6ng/ml), con lo cual se consigui6 la liberacion del
factor en el sitio de lesién.

Para poder estudiar el efecto del TGF R-1 sobre la reparacién, evaluamos,
mediante estudios radiograficos semanales, la respuesta del periostio y la presencia de
material radiopaco en el espacio interfragmentario, con estas evaluaciones pudimos
observar que el TGF R-1, adelanté una semana el proceso de reparacion de la fractura
y al termino de las cinco semanas, este grupo demostrd un avanzado estado de
reparacioén, manifestandose con un cierre casi total del espacio interfragmentario. El
estado clinico de los perros y la presencia de efectos sistémicos debidos a la
aplicacion local del TGF R-1, se evaluaron por medio del grado de claudicacion, la
mediciéon de la temperatura, el hematocrito, el nimero de eritrocitos, el leucograma y
la fosfatasa alcalina sérica (FAS). En estas evaluaciones no existio ninguna diferencia
significativa que pudiera indicarnos la presencia de signologia sistémica, los valores
siempre se mantuvieron dentro de los rangos de referencia para la especie, edad y
sexo de los sujetos de estudio. Las observaciones histoldégicas nos permitieron explicar
el estado de la reparacién ésea a la quinta semana, donde pudimos observar que el
grupo tratado con TGF RB-1 presenté una baja cantidad de cartilago hialino, una mayor
cantidad de hueso trabecular y una menor cantidad de matriz extracelular. Con las
pruebas de inmunohistoquimica, pudimos apreciar que a las cinco semanas el grupo
que presenté una mayor cantidad de reacciones positivas fue el grupo al cual se le
aplico el injerto, mientras que en los grupos tratados con injerto y con injerto + TGF -1,
esta respuesta fue practicamente nula.

Nuestros resultados demostraron que el TGF R-1, adelantd una semana el inicio
de la respuesta de reparacion, al hacer la evaluacién del proceso de reparacién en la
quinta semana, observamos que: redujo la presencia de cartilago hialino, aumento la
presencia de hueso trabecular, disminuyé de manera importante la cantidad de matriz
6sea de nueva formacion en el espacio interfragmentario y no presento alteraciones en
la claudicacion, el numero de eritrocitos, el leucograma y la FAS que evidenciaran
respuestas adversas a la aplicaciéon del TGF B-1. Por lo tanto pudimos concluir: que el
TGF B-1 aceler6 el proceso de reparacion 6sea y que su aplicaciéon local no produjo
efectos sistémicos.

Palabras clave: Factor de crecimiento transformante Beta 1 (TGF B-1), Regeneracion

Osea, injertos 0seos.



ABSTRACT

The Transforming Growth Factor Beta -1 (TGF $-1) has proved to be an important
regulator of the continuous process of osseous remodeling. It is known that it has an
important effect on the process of osseous repairing. The objective of our work was to study
the effect of a graft with TGF B-1 on the osseous repairing on the osteotomy induced in the
dog. To reach our objective, we included three groups of 4 dogs: (a) the control group
(osteotomy), (b) the grafted group (grafts of osseous matrix demineralized) and (c) TGF-p1
(graft osseous matrix demineralized treated with TGF 3-1)

In order to study the effect of TGF B-1 on the repairing, we evaluated through
radiographic studies, the answer of the periosteum, the presence of material radiopaque in
the interfragmentary space, and we also made an histological analysis in order to evaluate
the different treatments on osseous repairing. To evaluate the proteolytic activity we made
an the inmunohistochemistry stain in order to evaluate the expression of urokinase. The
clinical condition of the dogs and the presence of the systemic effects due to local application
of the TGF B-1, they were evaluated by the grade of limping, the corporal temperature, the
percent of hematocrit, eritrocytes count, leucocyte count and the Alkaline Phosphatase
(ALP). We observed that TGF (-1, accelerated the process of repairing in the site of
fracture by throughout the five weeks, at the end of the time, this group showed an advanced
grade in the repairing process; it was observed an almost complete closing in the
interfragmentary space. There was no found during the evaluation, the limping and there was
not significant differences between the hematics valuations. These findings confirmed the
absence of systemic sign, the values always kept within the range of the reference according
with the species, age, and sex of the subjects in the study. The histological findings showed
the state of the osseous repairing to the fifth week, we observed that the group treated with
TGF B-1 presented a low amount of hyaline cartilage, a major amount of trabecular bone and
a fewer amount of extra cellular matrix. In the inmunohistochemicai analysis we could
appreciate that at the end of five weeks, the graft group showed a major number of positive
celis, whereas in the control and TGF-f1 the response was absent.

Our results showed that TGF -1 modify the repairing process, shorting the time of bone
reparation, we observed that TGF B-1 reduced the presence of hyaline cartilage, it increased
the presence of trabecular bone, it decreased in an important way the amount of osseous
matrix of the new formation in the interfragmentary space. TGF-p1 does not produce
changes in the limping, eritrocyte count, leucogram and in the ALP, besides there was not
evidence of side effects as a consequence of TGF B-1 systemic use. In conclusion, TGF -1
is able to modify the osseous repairing process and that its local application did not produce
systemic effects.

Key words: Transforming Growth Factor beta 1(TGF B-1), osseous repairing, bone graft.



1 INTRODUCCION
1.1. Histologia

El tejido éseo desempeiia diversas funciones. Sirve como estructura corporal, se
articula por medio de tendones y ligamentos para poder dar dinamica al cuerpo, protege
organos importantes para el mantenimiento de la vida y almacena minerales que van a
ayudar a mantener la homeostasis cuando sea necesario [1] El hueso es un tejido que se
encuentra en un constante proceso de formacion y absorcion, esta formado en un 30%
por una fraccién organica, la cual esta constituida por células y matriz extracelular y por
una fraccién mineral que constituye el 70% restante [2]. La matriz extracelular de tipo
organico esta conformada por un 95 % de colageno tipo 1y por un 5% de una mezcla
de proteoglicanos tales como el condroitin sulfato y pequefias cantidades de hialuronato,
ademas de varias moléculas pequefias relacionadas con el mecanismo de calcificacion,
por ejemplo la osteocalcina 0 BGP  ( Bone Gla Protein por sus siglas en inglés ) que es
la proteina mas importante del tipo no colagénico en el tejido ¢seo maduro, la
osteonectina es una glucoproteina adhesiva del mismo tipo que la fibronectina y la
condronectina. Existe ademas otra molécula que también es secretada por los
osteoblastos, la osteopontina que posee propiedades similares a la fibronectina [3] (ver
figura 1).

COMPONENTE [ COLAGENO
ORGANICO 95%
~ 30%
PROTEINAS NO COLAGENAS
Osteoblastos 5%
Células formadoras de Osteocalcina (proteina GLA del
malriz hueso dependiente de la vitamina K
Células Matriz Osteonectina
OSTEOCITOS 2% 98%
Se originan a partir de los >— ﬁ Protecoglicano osco
Osteoblastos
Sialoproteina dsea
OSTEQCLASTOS
Se originan a partir de la Proteina morfogénica dsea
linea macrdfagos-monogitos
derivadas de la medula Gsea _/J Proteolipido oseo
l\_ Fosfopoteina osca

FIGURA 1. CONSTITUCION DEL COMPONENTE ORGANICO DEL HUESO.



Las células que conforman la porcién organica del hueso son; las células
osteoprogenitoras, los osteoblastos, los osteocitos y los osteoclastos, los cuales se
encuentran en un constante equilibrio cuando el individuo se encuentra saludable [4]. Las
células osteoprogenitoras, son células madre (precursoras) mesenquimatosas
pluripotenciales, situadas cerca de todas las superficies dseas; bajo la accion de estimulos
adecuados son capaces de dividirse y formar una descendencia que al diferenciarse da
lugar a los osteoblastos. La formacién de los osteoblastos a partir de las células
osteoprogenitoras es esencial para el crecimiento, la remodelacion y la reparacién 6seas.
Los osteoblastos se encuentran en la superficie del hueso y sintetizan, transportan y
organizan muchas proteinas de la matriz. Ponen en marcha el proceso de la
mineralizacién. Poseen receptores en su superficie, con los que captan muchas hormonas
(hormona paratiroidea, vitamina D y estrégenocs), citocinas, factores de crecimiento y
proteinas de la matriz extracelular. Los osteoblastos rodeados de la matriz son conocidos
como osteocitos [5].

Los osteocitos son las células osteoformadoras mas numerosas; estan empotrados
en la masa 6sea, pero se comunican entre si y con las células de la superficie ésea a
través de una intrincada red de tneles labrados en la matriz conocidos como canaliculos.
Las prolongaciones de los osteocitos que atraviesan esos canaliculos y sus contactos
mediante uniones de hendidura las permiten trasladar los sustratos y los potenciales de
membrana celular. Sus abundantes prolongaciones y su abundante distribucién por todo
el tejido dseo convierten al osteocito en la célula principal de algunos procesos biolégicos.
Hay estudios que demuestran la importancia que puede tener esa red para regular,
segundo a segundo, las fluctuaciones de los niveles séricos de calcio y fosforo mediante
la modificacion de la concentracién de esos minerales en el compartimiento liquido
extracelular. Ademas, los osteocitos son capaces de detectar las fuerzas mecanicas e
incorporarlas a la actividad biolégica incluida en la liberacion de mediadores quimicos por
las vias de sefiales con la intervencion del monofosfato de adenocina ciclico (AMPg).

El osteoclasto es la célula encargada de la reabsorcion 6sea y procede de las células
progenitoras hematopoyéticas que producen también los monocitos y los macréfagos.



Para que los osteoclastos se diferencien y maduren son esenciales algunas citocinas, IL-
1, IL-3, II-6, IL-11, el factor de necrosis tumoral (TNF), el factor estimulante de las colonias
de los granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y el factor estimulante de las colonias de
macrofagos (M-CSF) El osteoclasto maduro multinucleado se forma por fusién de unos
precursores mononucleares circulantes y esta intimamente unido a la superficie del hueso.
Cuando los osteoclastos comienzan a funcionar, se unen a proteinas de adhesion de la
matriz y labran en el hueso las lagunas de resorcion de forma festoneada (lagunas de
Howship) La parte del osteoclasto situada sobre la superficie de resorcion contiene
numerosas expansiones vellosas, conocidas como borde rizado, que sirve para aumentar
la superficie de la membrana. El plasmalema que bordea esta region, esta especializado y
cierra herméticamente el hueso para impedir que se escapen los productos de digestion
Osea. Este espacio extracelular auténomo es analogo a un lisosoma secundario y el
osteoclasto lo acidifica mediante una bomba de hidrégeno que solubiliza el mineral. El
osteoclasto vierte también en este espacio muchas enzimas que sirven para descomponer
las proteinas de la matriz en aminoacidos con esto liberar y activar diversos factores de
crecimiento y enzimas que los osteoblastos ya habian depositado anteriormente y que
estaban unidas a la matriz. De esta manera cuando el hueso se descompone en sus
unidades elementales, se liberan las sustancias que inician su renovacion [6].

1.2. Propiedades mecanicas del hueso y Fracturas

El hueso es un tejido que tiene la facultad de poder comprimirse, doblarse, elongarse
o torcerse, sin embargo, cuando al hueso se le aplica una fuerza o una carga que exceda
los limites de resistencia, se producirda una fractura. Existen 4 comportamientos basicos
del hueso ante la aplicacién de cargas; la deformacién elastica se va a presentar cuando
al aplicar una fuerza, el objeto sufre una deformacién, pero recupera su forma original si
esta cede; el limite elastico aparente se presenta cuando la fuerza que se ejerce es tal
que al retirarla, el objeto no recobra sus dimensiones originales. La deformacioén plastica
se va a dar cuando la aplicacion de la fuerza es continua y el tejido sufre una deformacion
permanente y progresiva. Finalmente se menciona al Punto de ruptura, este se presenta
si la fuerza aplicada sobrepasa el limite elastico aparente [7]. Cuando se alcanza este



punto, se produce una fractura, la cual se define como la pérdida de continuidad del tejido

6seo ocasionada por un exceso de las fuerzas que sobre el se ejercen.

La biomecanica es simplemente la aplicacion de los principios de ingenieria
mecanica en sistemas bioldgicos, con el fin de conocer; 1) las caracteristicas de un
material vivo, tal como el hueso, 2) el impacto intrinseco y extrinseco de fuerzas
fisiolégicas y no fisiolégicas sobre un sistema biolégico y 3) la influencia de la tecnologia
moderna sobre los sistemas biologicos.(ver figura 2),

o

]

Deformacion

FIGURA 2. CURVA FUERZA-DEFORMACION,

El entendimiento de las caracteristicas mecanicas y estructurales del hueso normal,
permite conocer como actian las fuerzas ejercidas sobre el hueso, creando patrones
predecibles de fracturas y cuales fracturas tienen predisposicién anatémica. Conocer las
fuerzas que causan las fracturas, permite a su vez conocer el tipo de principio mecanico
adecuado para estabilizar la fractura durante el proceso de reparacién permitiendo tomar
la decision adecuada cuando elejimos el tipo de implante que se debe usar para su
estabilizacion [8]

La localizacion de la fractura en el hueso (diafisis, metéfisis o epifisis) y el patron de
la fractura (espiral, transversa, oblicua o conminuta) esta determinado por diversos
factores. El tipo especifico de carga (compresién, flexién, torcion o tension) a la que el
hueso esta sujeto crea patrones de fractura caracteristicos. Ademas las caracteristicas del
tipo de tejido 6seo también influyen en el patrén de fractura que se presenta. Las
caracteristicas mecanicas del tejido 6seo dependen de factores tales como 1) el tipo de



hueso (cortical o canceloso), 2) la densidad o porosidad aparente del hueso, 3) la
velocidad con la que el hueso recibe la carga (rapido o lento), 4) la orientacién de la
micro estructura 6sea en relacion con la direccion de la carga 5) la edad del paciente y 6)
el estado general de salud que presenta el paciente. Ademas del tamario, la forma y la
presencia de deformaciones naturales o patolégicas que pudieran influenciar en la
respuesta biomecanica [9].

Los patrones de fractura en el hueso usualmente son caracteristicos de cargas
simples o combinadas El cirujano generalmente puede especular sobre cual fue la fuerza
o combinacion de fuerzas predominantes que ocasionaron la fractura por medio de una
placa radiogréafica, ademas las radiografias permiten conocer la magnitud de la carga que
fue aplicada sobre el hueso. Las fracturas generalmente resultan de fuerzas de gran
magnitud aplicadas en forma rapida resultando en diversos patrones de fractura con
multiples fisuras y diversos dafos a los tejidos adyacentes. Los tipos de fuerzas basicas
que se puede ver actuan sobre el hueso son: tensidén, compresion, flexién, rotacion,
deslizamiento angular y deslizamiento horizontal, ademas de las fuerzas mixtas [10] (Ver
figura 3) .

FIGURA 3. FUERZAS BASICAS QUE ACTUAN SOBRE EL HUESO, A) Compresion, B)
Tension, C) Torsion, D) Flexion, E) Deslizamiento angular, y F) Deslizamiento horizontal.



1.3 Estabilizacion de las fracturas.

Para favorecer la reparacion de un hueso después de la fractura existen
diversos métodos de estabilizacion, entre los mas utilizados podemos mencionar el uso de
fjadores externos, tornillos, clavos intramedulares, placas de compresion
interfragmentaria y cerclajes de alambre, todos los métodos descritos persiguen una
meta, conseguir una estabilidad biomecanica que conduzca a una reparacioén osea
adecuada [11]. Una técnica de fijacion adecuada debe neutralizar tanto de manera
intrinseca como extrinseca la generacién de las fuerzas existentes, lo que causara en
consecuencia una buena reparacion (ver tabla I). Una ineficiente eleccion de la técnica
de neutralizacién daréd como consecuencia la presencia de procesos de no union, unién
retardada, mala unién u osteomielitis, resultando en un incremento en la morbilidad de los
pacientes, haciendo necesarias nuevas intervenciones aumentando los problemas del
paciente y los costos para el propietario. Otros aspectos biomecanicos que deben ser
considerados son: |a localizacion de la fractura, el hueso involucrado, la edad del paciente,
antecedentes de dafio ortopédico, dafio a tejidos periféricos, estado general de salud,
temperamento del paciente, cuidados que tendrd el duefio de nuestro paciente,
disponibilidad del equipo ortopédico adecuado, costo y experiencia del cirujano [12].

Tenemos entonces que la capacidad de un clavo intramedular Unico para
contrarrestar las fuerzas de deslizamiento horizontales en una fractura transversa o la
fuerza de deslizamiento angular en una fractura oblicua, depende del tamario del clavo en
relacion a la cavidad medular. Si el clavo es de menor tamafio que la cavidad medular
puede aparecer deslizamiento, resultando en un movimiento horizontal o en otros cambios
de posicion de los segmentos de la fractura. Si el diametro del clavo es igual al de la
cavidad medular, las fuerzas de deslizamiento se contrarrestan en forma eficaz. Sin
embargo, dado que la mayor parte de los huesos no son cilindros perfectos, raramente el
clavo llena la cavidad medular de ambos segmentos de la fractura. En consecuencia, se
requiere fijacion suplementaria o un medio alternativo de fijacién para neutralizar las
fuerzas de deslizamiento. La capacidad de un clavo intramedular para resistir las fuerzas



de flexion es directamente proporcional a su diametro, asi como la relacion del diametro
del clavo al diametro medular. Conforme el diametro medular aumenta de tamario, es
dificil contrarrestar las fuerzas de flexién Gnicamente con un clavo intramedular, En este
caso puede ser necesario afiadir fijacion suplementaria con un aparato de Kirschner para
resistir la fuerza de flexion y / o la rotacién. A excepcion de las fracturas con dos
fragmentos, los clavos intramedulares no mantienen la aposicién de los fragmentos [13].

TABLA I IMPLANTES Y CAPACIDAD DE NEUTRALIZAR FUERZAS

IMPLANTE Vs FUERZA | FUERZA DE FUERZA FUERZA DE OPOSICION
ROTACION DE FLEXION | DESLIZAMIENTO DE FRAGMENTOS
CLAVO NO Sl NO NO
INTRAMEDULAR
SIMPLE
CLAVO Si Sl NO NO
INTRAMEDULAR
MULTIPLE
PLACA DE Si Sl Si Sl
COMPRESION
DINAMICA
FIJADOR Si Sl Sl Sl
ESQUELETICO
CERCLAJES CON Si NO NO St
ALAMBRE DE ACERO
TORNILLO DE si NO NO NO
COMPRESION

Otra opcién es el uso de placas de osteosintesis de acero inoxidable, las cuales si se
aplican correctamente proporcionan la forma mas estable de fijacion de las fracturas. Son
eficaces para neutralizar las fuerzas de rotacion, deslizamiento y flexion, ademas de
mantener la aposicion de fragmentos. Las placas de osteosintesis también aumentan la
estabilidad del sitio de reparacién de la fractura mediante una carga axial activa o



compresion de los fragmentos dseos. Al igual que otros dispositivos el éxito depende de la
seleccion y la aplicacién correcta de la placa y de la eleccion del tamafio adecuado [14]

Los tornillos y los cerclajes con alambre no son eficaces para neutralizar las
principales fuerzas existentes en las fracturas, su funcién generalmente es mantener la
aposicion de los fragmentos para facilitar la aplicacion del implante primario. Estas formas
de aplicacion auxiliar suelen usarse en fracturas oblicuas o para mantener la reduccién de
fragmentos. Estos dispositivos deben protegerse contra las fuerzas de deslizamiento por
el implante primario, afiadiendo un segundo dispositivo de fijacién como un aparato de
Kirschner. Si esto no es posible, deben utilizarse multiples cerclajes con alambre de
tamano y resistencia suficientes para minimizar la posibilidad de ruptura. Los tornillos de
cortical son especialmente propensos a fracasar donde hay fuerzas de deslizamiento y
deben protegerse siempre [12]

El fijador de Kirschner puede ser usado como meétodo de fijacidon primaria o
secundaria, en cualquier caso este aparato es muy eficaz para neutralizar las fuerzas
bésicas presentes en las fracturas. Aplicado al lado de tensién del hueso, un fijador de
Kirschner ayuda a contrarrestar las fuerzas de flexién y es eficaz como dispositivo
antirrotacional. Ademas se puede aplicar a una fractura oblicua o conminuta como
fijacién secundaria [15]

1.4 Reparacion de las fracturas

Cominmente se utiliza el término cicatrizacién para identificar el proceso de unién
de las fracturas, osteotomias, artrodesis y colocacién de injertos; sin embargo, el término
reparabitm debe ser mejor empleado pues el sitio de lesién se repara con un tejido
idéntico al que existia originalmente.

Inmediatamente después de ser liberadas las fuerzas que estan siendo aplicadas al
hueso se presenta la fractura y comienza a presentarse la reparacion del tejido. En el
hueso se presentan dos tipos de eventos de reparacion de las fracturas. La reparacion



6sea primaria y la reparacion 6sea secundaria. En ambos casos se utiliza el término
reparacion debido a que el tejido que llenara el espacio que resulta de la fractura es igual
al de origen [16].

La reparacién primaria se da Unicamente con la fijacion interna rigida (aplicacion
correcta de placas de compresion dindmica) y resulta en la unién ésea por el crecimiento
directo de los sistemas de Havers a través de las fracturas. Existe un callo interno minimo
o nulo. La lesién del suministro sanguineo a las osteonas existentes cerca del sitio de
fractura, estimula una intensa actividad en los sistemas haversianos del area. Los
osteoblastos forman puntas de lanza en los extremos de los canales haversianos cerca
del area de fractura y aumentan de tamafno como preparacion a la formacion de un nuevo
sistema. Las puntas de lanza osteoblasticas (conos cortantes) avanzan seguidamente a
una velocidad de 50 a 80 micras por dia produciendo canales haversianos aumentados de
tamafio que cruzan desde un fragmento al contrario. La reparacién se produce cuando se
desarrollan nuevas osteonas que cruzan el drea de fractura para sustituir las antiguas que
fueron privadas de su suministro sanguineo local. Si existe un espacio entre los
fragmentos de fractura o si la inmovilizacion no es rigida esta reparacién no se produce
[17].

La reparacién secundaria es el tipo de reparaciéon que normalmente se presenta
cuando la fijacion no es rigida o no existe una excelente aposicion entre los fragmentos.
Sin embargo, es el mas comun debido a la naturaleza de las lesiones. Durante la
reparacion secundaria se presentan tres estadios, los cuales pueden ser englobados en
tres procesos descritos de manera independiente aunque realmente se sobreponen,
estos procesos son: la fase inflamatoria, la fase de reparacién y la fase de
remodelacién [18]. (ver figura 4 )

a) La fase inflamatoria comienza inmediatamente después de la fractura y
permanece durante dos o tres semanas apareciendo primero por el dafio a los tejidos
blandos que rodean el sitio de fractura [12). En el hueso comienza a aparecer la muerte
de los osteocitos hacia las puntas de los fragmentos, debido a esto comienza la liberacion



de enzimas lisosomales lo cual dispara la destruccion de la matriz organica, ambos
procesos daran paso a un severo proceso inflamatorio. La respuesta de fase aguda de la
inflamacién se da cuando las proteinas de fase aguda se encuentran en abundancia en el
sitio de inflamacién. Las interleucinas 1 y6  (IL-1 e [L-6 ) van a activar una cascada de
enzimas proteoliticas resultando en coagulacién y mayor inflamacién. Las plaquetas
liberan factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
transformante beta TGF B-1 y factor de crecimientc epidermal. (EGF), todas ellas
importantes durante el modelo de reparacion. La formaciéon del hematoma provee la
primera fuente de células para la zona de lesion, entre ellas encontramos a los
granulocitos, macréfagos, linfocitos y mastocitos [19].

b) Fase de reparacion, en esta fase, el hematoma comienza a organizarse por la
deposicion de fibrina y plaguetas. Las células osteoprogenitoras comienzan a migrar al
sitio de fractura a partir del endostio, cavidad medular y periostio. El endotelio puede
servir como fuente de células osteoprogenitoras y pueden contener factores de
crecimiento que estimulen el crecimiento celular. Junto con los fibroblastos, macréfagos y
capilares, las células pluripotenciales también forman el callo 6seo periéstico externo. La
diferenciacion del callo peridstico pasa por una rapida proliferacion y transformacion
condrogénica probablemente formada a partir de células del hematoma .y luego se
diferencia en condroblastos, fibroblastos y osteoblastos. Estos cambios parece ser que se
favorecen por la tensién de oxigeno. Comienza el deposito de colageno y la aparicién de
hidroxiapatita en la matriz, con lo cual se estabiliza el espacio entre los fragmentos. Dicha
estabilidad favorece el reestablecimiento del flujo sanguineo en este espacio y se suple el
cartilago formando un callo fibrocartilaginoso. Este cartilago se sustituye por tejido dseo
en un proceso similar al de osificacion endocondral. Sin embargo el hueso aun no tiene su
forma definitiva. [20]

C) El proceso de remodelacién comienza cuando la fractura es rellenada por el
callo, el cartilago se diferencia en hueso inmaduro, el cual se modifica en hueso laminar
con una organizacién en sistemas haversianos. En esta etapa, los osteoclastos
comienzan su actividad y los osteoblastos forman laminas éseas alrededor de los canales
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capilares centrales. El proceso de lograr la forma original del hueso es lento y guiado por
estimulos piezoeléctricos [21].

6-8 SEMANAS

Respuesta Inflamatoria
aguda; Activacion inmediata
de cascadas de scializacion

Produccion de factores de
crecimiento ¥ citocinas,
activacion de  células
progeniloras
pluripotenciales

Arribo de células
Osteoprogeniloras
inducidas al sitio de
reparacion , acoplamiento
y proliferacion de células
mesenquimales ¥
angiogenesis

Remodelacion

FIGURA 4. PROCESO DE RESPUESTA HACIA LAS FRACTURAS. Algunas respuestas se activan en
minutos (respuesta inflamatoria), horas (activacion de los factores de crecimiento), dias ( angiogénesis) semanas
(remodelacion).

1.5. Factores que modifican el mecanismo de reparacion

El tratamiento de las fracturas puede ser con reduccion abierta y fijacion interna o de
tipo conservador con reduccién cerrada e inmovilizacion; sin embargo, este ultimo
tratamiento no siempre tiene una buena evolucién, llegando a presentarse algunas
complicaciones de las cuales las mas graves son: la no-unién y el retardo de la

consolidacion.
La reparacion retardada de las fracturas es un problema sumamente comun, y de

entre las causas mas importantes encontramos la presencia de movimiento entre los
fragmentos. Los movimientos de la fractura generalmente van a comprometer el
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suministro adecuado de sangre, con ello vendra una isquemia y una hipoxia de la zona de
fractura, esto va a ocasionar una menor diferenciacion celular, se formara un gran callo y
se va a formar una gran cantidad de cartilago. La mala alineacion de los fragmentos
también requiere una excesiva formacién de callo lo cual retardara la reparacién y
remodelacion de la fractura. La separacion de los fragmentos puede interferir con la
actividad de las células osteogénicas lo cual resulta en la invasiéon de fibroblastos los
cuales carecen de potencial osteogénico. Excesivos espacios entre los fragmentos
pueden resultar en una union fibrosa no funcional. Existe ademas la posibilidad de que
tejidos no osteogénicos tales como grasa, musculo y tejido conectivo ocupen el espacio
existente entre los fragmentos del hueso fracturado ocasionando con ello un retrazo en la
reparacion o la no unién. Considerandose como no-unién en donde la fractura no ha
consolidado y existen cambios radiolégicos que indican que esta situacion se continuara a
menos que se produzca una modificacién en la linea de tratamiento, los extremos puederi
presentar esclerosis y estar ensanchados, la linea de fractura se ve claramente. La
contaminacién bacterial y la inflamacion excesiva pueden interferir con la reparacion de la
fractura y derivar en un verdadero proceso de no unién. En todos los casos, el factor mas

involucrado es la falta de irrigacion y la principal consecuencia es la no union. [22]

La no union atrofica resulta de un excesivo espacio entre las puntas de los
fragmentos o de la falta de aporte sanguineo a la zona de lesién, esto da como resultado
la interposicion de otro tipo de tejido tal como el cartilago o tejido fibroso que puede
fisicamente inhibir el desarrollo de un callo funcional. Las no uniones infectadas pueden
ocurrir cuando el aporte sanguineo es reducido o deficiente o cuando el sitio de fractura
sufre una contaminaciéon. Esto ocurre generalmente en casos de fracturas conminutas,
donde el dafio a los tejidos adyacentes es mucho mayor y esto implica un mayor
compromiso vascular de los tejidos blandos. Las diafisis tienen mas riesgos de infectarse
que las metéfisis o epifisis. La osteomielitis no siempre resulta en procesos de no union,
ya que puede ocurrir una buena reparacién en presencia de osteomielitis. La mejor
oportunidad clinica para tratar las osteomielitis es la aparicién de los signos radiograficos
y esto de acuerdo al proceso de reparacion comenzara alrededor de los 7 a 10 dias [13].
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Asi como existen factores que retrazan la reparacién de las fracturas, también
existen factores que van a hacer que las fracturas tengan una adecuada reparacion. Para
poder alcanzar estas metas, debemos cuidar el manejo prequirdrgico y transquirdrgico de
las fracturas. Por ejemplo, se debe respetar la formacion del coagulo, ya que el coagulo
funciona como un transportador de sustancias desencadenantes del crecimiento 6seo y
juega un rol fisico importante y la fibrina del coagulo actia como un soporte temporal
enrejado por células mesenquimales y vasos sanguineos.

Dos o tres dias después las células mesenquimales del endosito y periostio proliferan
dentro y fuera del coagulo. Este crecimiento no inicia sobre la fractura, inicia en el tejido
sano, formando un callo fusiforme, ideaimente las células pluripotenciales que invaden el
coagulo se diferencian en osteoblastos y rapidamente se produce tejido 6seo de
reparacion. La compresion de fragmentos ocasionara agilidad en el uso mecanico del
hueso y con ello se logra suprimir la reabsorcion y estimula la formacién. El suministro
adecuado de oxigeno se logra si existe una pronta revascularizacion en el sitio de la
fractura y las células que por arrastre son llevadas al sitio de fractura con el resto de
sustancias necesarias para la reparacion [23].

Ya teniendo un marco general sobre el proceso normal de reparacion de las
fracturas, podemos englobar el proceso como se muestra en la figura 5.

1.6 Estrategias usadas con el fin de optimizar la reparacién ésea

Con el fin de aumentar el nimero de éxitos en la reparacion de las fracturas se han
disefiado un sin fin de biomateriales y técnicas para su aplicacion. El término
biomateriales es usado para designar materiales ajenos al receptor generalmente de
origen artificial, los cuales son implantados en organismos vivos con el fin de restaurar la
morfologia y/o funcién de los tejidos u érganos alterados por trauma, malformaciones o
enfermedades degenerativas [24]. Bajo condiciones de trabajo, los biomateriales seran
sometidos a ataques quimicos por el ambiente biolégico y a agresiones fisicas por el
ambiente mecanico del sitio de implantacién. La corrosién y degradacion de los
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biomateriales pueden conducir a dos tipos de consecuencias: debilitacién del material y
reacciones toxicas y alérgicas debido a las sustancias que son liberadas en el ambiente
interno. Sin embargo, estas caracteristicas también estan tratando de ser aprovechadas
en los procesos de reparacion de fracturas [25].

| Fractura | Frfermedad

Vasculandad

Y

Mecanismos de regulacion celular

Infecciom

Condiciones fisicas y quimicas

v v

Reparacion normal Reparacion retardada

l

Modelacion remodelacion

FIGURA 5. VIiAS HACIA EL PROCESO DE MODELACION REMODELACION.

Entre los materiales mas usados tenemos al acero de uso quirtrgico, las aleaciones
de cromo cobalto, titanio y sus aleaciones (Ti-Al-Va), el uso de polimeros es cada vez mas
estudiado y tenemos entre ellos el polimetiimetacrilato (PMMA), el polietileno de ultra-alto
peso molecular (PEUAPM), el Silastic y los polimeros biodegradables de entre los cuales
sobresalen el acido polilactico (PLA), y los polimeros del acido poliglicélico (PGA) [26].

Con el uso de injertos dseos en la practica quirlirgica a partir de 1915, se ha logrado
recopilar gran cantidad de informacion respecto a los principios que rigen su aplicacion.
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Primero se aplicaban con el fin de proporcionar estabilidad mecénica, pero a partir del uso
de fijaciones metalicas, el injerto se ha considerado una fuente de osteocitos y un soporte
para el crecimiento de nuevo hueso. Actualmente sabemos que existen diferentes tipos de
injertos cada uno con caracteristicas fisicas, mecanicas e inmunolégicas diferentes y entre
estos tenemos a los autoinjertos, los homoinjertos o injertos alogénicos, los heteroinjertos
y los isogénicos. Los injertos pueden ser frescos o conservados por diferentes
mecanismos [27]. Recientemente, en la FES-C UNAM Flores y colaboradores,
demostraron la integracion de injertos de hueso laminar desmineralizados, constituyendo
estos una interesante alternativa para el tratamiento de fracturas complicadas. Ademas se
demostro le inexistencia de efectos adversos [28]

1.7. Participacion de los Factores Celulares Solubles en los procesos de reparacion.

Una gran limitacion en las terapias tradicionales, invitan al uso de nuevas estrategias
en el reemplazo de o6rganos [29]. El surgimiento de la ingenieria de tejidos, permite
restaurar, mantener o modificar la estructura y funcion de los tejidos [30]. El uso de
factores celulares solubles, principalmente los factores de crecimiente, incluidos en
injertos e implantes ha ofrecido una estrategia mas en el campo de la ingenieria de
tejidos. Dentro de los factores celulares solubles, vamos a encontrar referidos a los
factores de crecimiento y a las citocinas.

Los factores de crecimiento son péptidos que transmiten sefiales que modulan la
actividad celular, estimulan e inhiben la proliferacion, diferenciacién, migracion y expresion
genética de las células [31], Normalmente actian de manera dependiente a su
concentracion. Usualmente existen como precursores activos o parcialmente activos que
requieren una activacion proteolitica y pueden necesitar de un vinculo con otras moléculas
de la matriz extracelular para su activacién o estabilizacion [32]. Dependiendo de la
proximidad a los sitios de acci6n, los factores de crecimiento se pueden clasificar como de
actividad endocrina (blanco celular a distancia), paracrina (blanco celular cercano),
autécrina (la célula blanco es igual a la célula que secreta el factor de crecimiento),
justacrina (la célula blanco es opuesta al complejo receptor/factor de crecimiento) o
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intracrina (el complejo factor de crecimiento/receptor esta internalizado). Los principales

factores de crecimiento que se han usado a la fecha y sus actividades, se encuentran

resumidos en la tabla Il [33].

TABLA Il. CARACTERISTICAS DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

Factor Fuente principal Actividad primaria Efectos sobre hueso
Plaguetas, células endoteliales y placenta. Promueve la proliferacion de tejido | Mitdgeno sobre cel Oscas
conectivo, células de misculo liso | Principalmente osteoblastos,
PDGF y estriado incrementa el contenido de Caen
la matriz yla Fosfatasa Alcalina(FA)
Plaquetas, celulas endoteliales y placenta Promueven la proliferacion de Incremento de masa dsea periosiial
EGF células mesenquimales y epiteliales. | Y endostial Aumenta acuvidad de
Osteoblastos
Comin en células transformadas Importante en los procesos de
TGF-u cicatrizacién normal
Gran rango de células. Proteina asociada con ECM | Promueve la  proliferacion  de
FGF células: inhibe algunas células
madre; induce el mesodermo
en células de embrion
Tejidos inervados por neuronas Promueve el autocrecimiento
NGF y sobrevivencia de las neuronas.
Rinon Promueve la diferenciacion
Enitropoyetina y proliferacion de eritrocitos
Células TH1 activadas y células NK Antiinflamatorio (supnme la Estmula la sintesis de coligena,
TGFp-1 produccidn de citocinas y disminuye la expresion dela FA,
Ia expresion del MHC clase I1 disminuye actividad proteolitica
Promueve la curacin de heridas, sumenta la produccion de
inhibe a los macrofagos y inhibidores de activadores
la proliferacién de linfocitos) de plasmindgeno.
Higado principalmente Promueve la proliferacion de varios | Incrementa el No. De células
1GF-1 tipos celulares capaces de sinletizar matnz dsea
Leve efecto mitdgeno, incrementa
Ia produccion de colageno, inhibe su
degradacion.
Gran varicdad de células Promucve 1a  proliferacion ¢ | Igual a IGF-1I
IGF-11
tipos de células principalmente
de ongen fetal

Tomada de [33] complementada con [* 34, ** 35]

Factor de crecimiento derivado de Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento Epidermal (EGF),Factor de
Crecimiento Transformante alfa (TGF a), Factor de Crecimiento Neuronal (NGF), Factor de Crecimiento
Transformante beta uno ( TGF -1), Factor de Crecimiento Similar a la Insulina uno y dos (1GF-1 ; IGF-II)
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La tabla Il nos muestra que algunos de los factores de crecimiento actuan sobre el
tejido 6seo fomentando por ejemplo: el efecto mitdégeno y de diferenciacién sobre
osteoblastos y modifican la produccién de matriz extracelular. Todo proceso normal de
curacion de heridas esta influenciado por factores de crecimiento. Sin embargo, en la
practica inducirlos con éxito es dificil. Los factores de crecimiento son sustancias
altamente potentes aln en cantidades muy pequefias y su vida media es muy corta, lo
cual es entendible considerando sus propiedades (ver Tabla lll.)

TABLA 111 VIDA MEDIA DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO.

Factor Vida media

PDGF (in vivo, Humano) Inyeccién intrav * 2 Min,

BFGF (In vivo, rata)** 8h
PDGF (in vivo, rata).*" 12 h
[TGF beta (in vivo, rata) 22h

o

Tomado de [*36, **37]

1.7.1. TGF Beta-1 y los procesos de reparacion ésea.

Actualmente el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF B-1, por sus siglas
en ingles), es el mas estudiado en cuanto a su funcion, se sintetizé por vez primera a
partir de virus del sarcoma murino y actualmente es sintetizado a partir de diversos tipos
celulares, incluyendo linfocitos, macréfagos, fibroblastos, miocitos, condrocitos, células
epiteliales, celulas de rifién, células de placenta y plaquetas, inclusive se ha aislado de
algunas células tumorales [38].

Existen 5 isoformas del factor de crecimiento transformante; TGF-B1, TGF-B2,
TGF-B3, TGF-B4, TGF-B5 ademas de un heterodimero, el TGF-$1.2 el cual se ha
identificado en plaguetas de porcinos [4] Todas las isoformas son sintetizadas como
proteinas precursoras inactivas conteniendo 9 residuos de cisternas en el extremo C-
terminal.
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Los efectos de las isoformas estdn asociados a su disponibilidad, a la combinacién
de los tipos de receptores y a la via de sefializacion intracelular que inducen. Todas las
células normales y la gran mayoria de las células tumorales expresan receptores para el
TGF-B1. La forma activa del TGF-B1 esta constituida por dimeros de 25 kDa, que en
condiciones de reduccion generan monémeros de 12.5 kDa. Entre los mamiferos, la
secuencia de los aa es altamente conservada, difiriendo solo en 1 aa en los ratones [39]

Al igual que otras moléculas de sefializacion extracelular, el TGF-B1 posee un
umbral, es decir, una concentracién a la cual una sefial produce una respuesta celular
especifica [38]. Por lo tanto el TGF-B1 se considera un factor multifuncional (con actividad
pleiotrépica) [40]. Dicho de otra manera, dependiendo del tipo celular y de la
concentracion presente, se dara un efecto especifico sobre la respuesta celular. En lo que
respecta a la via de sefalizacion vemos lo siguiente: la fijacién del ligando a los
receptores de tipo | y Il, que son serina / treonina cinasas, induce la formacién de
receptores multiméricos. Los receptores de tipo |l fosforilan los receptores de tipo | en la
region yuxtamembrana. Los receptores activador tipo 1 fosforilan especificamente los
Smad regulados por el receptor (Smad-R), que luego se dimerizan con Co-Smad en el
citosol. El complejo Smad-R-Co Smad, se trasloca hasta el nucleo, donde se fijja a las
secuencias reguladoras en combinacién con factores de transcripciéon especificos que
llevan a la transcripcion de genes objetivo mas especificos para llevar a cabo sus
funciones biolégicas de diferenciacién, control del crecimiento, apoptosis celular y sintesis
de matriz extracelular, entre otras. [41]. (Ver Figura 6)

Entre las funciones del TGF-B1 in vivo, se encuentran; un aumento en las funciones
efectoras y de memoria de los linfocitos T CD4+ antigeno - especificos; estimula la
secrecion de IgA; inhibe la proliferacion de linfocitos, células endoteliales, hepatocitos,
queratinocitos y ciertas lineas celulares tumorales; inhibe la secrecion de IgG e IgM;
suprime la hematopoyesis dependiente de IL-3, la megacariopoiesis y la esteroidogénesis
en las células adrenocorticales e inhibe la diferenciacién de adipocitos y miocitos. Ademas
se ha demostrado que inhibe la inmunosupresion en el transplante de érganos e injertos
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de piel y en el contexto de |a activacion de subpoblaciones de linfocitos T. Los efectos del
TGF-1 en el tejido 6seo, son principalmente el estimulo sobre la sintesis de colageno y
la inhibicion de la actividad de la fosfatasa  alcalina, conduce a la formacion de
componentes extracelulares de la matriz y suprime la actividad proteolitica mediante la
reduccién de la sintesis de proteinasas y el incremento de la expresion de inhibidores [42]

4 TGF -1

Estimula la quimiotaxis
celular

Estimula la produccién de
matriz extracelular

L Mambrana L ! Aumenta la expresion de
plasmatica integrinas

Inhibe la produccién de
proteasas

Parte hjsdara
de DNA

Madko g - e v Estimula inhibidores de
E— proteasas
B ,
Y : ;x' ¥ inmunomodulador en la
e = respuesta inflamatoria

FIGURA 6. ViA DE SENALIZACION DEL TGF-BI

1.8. Matriz extracelular y metaloproteasas.

Durante varias décadas se ha asumido que la activacion del plasminégeno juega un
papel muy importante en la invasién tumoral y la metastasis [43]. Sin embargo,
actualmente se sabe que este sistema no solo esta involucrado en procesos de migracion
e invasion de células cancerosas, sino también en otros procesos de invasion celular, tal
es el caso de la angiogénesis [44], cicatrizacion o reparacién de heridas, la migracién
durante la implantacién de trofoblastos y la involucion de la glandula mamaria vy la
reparacion 6sea [45]. La accion del sistema activador de plasminégeno es muy variada y
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compleja y aun se considera enigmatica, no solo se limita a la degradacién de la matriz
extracelular [46], sino también al envio de sefiales para la activacion celular. La funcion
basica de este sistema es convertir al plasmindégeno, un zimégeno inactivo, en una
proteinasa activa, la plasmina. La plasmina es capas de catalizar la degradaciéon de
proteinas en membranas basales y matriz extracelular; de esta manera es como se puede
facilitar la invasion celular.

1.8.1. Participacién del uPA en los procesos de reparacion.

Existen dos tipos de activadores de plasmindgeno, el tipo urocinasa o activador de
plasminégeno tipo urocinasa (uPA, por sus siglas en inglés, Urocinasa) y el de tipo tisular
o activador de plasminogeno tipo tisular (tPA por sus siglas en inglés), 2 inhibidores de
los activadores de plasminégeno, el inhibidor del activador de plasminégeno 1 (PAI-1) y el
2 ( PAI-2) y se conoce un receptor para uPA (uUPAR) el cual esta anclado a la membrana.

La serina proteinasa uPA también tiene un precursor, el pro-uPA, el cual va a dar

origen a dos cadenas de upA, esta conversién puede ser catalizada por plasmina o por
alguna otra proteasa como la catepsina [47] (Ver Figura 7)
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Catepsina

Pro-uPA uPA

Plasmindgeno J—bplmm
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Membranes basales Gelatinasa f— Pro-gelatinasa
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Estromolisina < Pro-estromolisina

FIGURA 7. ACTIVACION DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS MEDIADAS POR EL
ACTIVADOR DE PLASMINOGENO TIPO UROCINASA. uPA = Urckinasa del activador de
plasminbgeno; PAI = Inhibidor del activador de plasmindgeno; TIMPs = inhibidor tisular de las metaloproteasas

Estudios recientes indican que no solo los factores solubles sino también la
interaccion matriz-célula y célula-célula son claves en la expresion génica del sistema
plasminégeno plasmina [46]

La reabsorcion 6sea involucra la remocion tanto de los constituyentes organicos
como inorganicos del hueso, la disolucion de los minerales se presenta gracias a un
medio ambiente acido creado bajo el borde de los osteoclastos. Sin embargo, los
mecanismos proteoliticos responsables de la degradacion de la matriz orgénica del hueso
son poco claros y se sabe pueden involucrar proteinasas lisosomales, metaloproteinasas
y algunas serina proteinasas. Entre las enzimas incluidas, la atencién se ha enfocado a
la cascada proteolitica activada por el sistema plasmindgeno/plasmina la cual ha sido
implicada en el continuo proceso de formacién-degradacion 6sea. Es posible sugerir la
participacion de los activadores de plasminégeno y sus inhibidores tanto en osteoclastos
[48] como en osteoblastos [49] durante el proceso de reabsorcion, tal como sucede en
cultivos celulares después del tratamiento con hormonas involucradas en la reabsorcion
osea [50]
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La presencia del uPA, el tPA y su inhibidor PAI-1 en células 6seas sugiere un rol
importante en uno o varios aspectos de la reabsorcion dsea tal como la formacién de
osteoclastos, la disolucién de los minerales y la degradacién de la matriz organica [51]

22



2. JUSTIFICACION

Una de las causas frecuentes de consulta en la practica de la clinica veterinaria son
las fracturas en el perro ocasionadas por accidentes automovilisticos, caidas y
maltratos. Dichos eventos son en muchas ocasiones de consecuencias fatales, sin
embargo, si la muerte no ocurre, es comun encontrar fracturas en el esqueleto
apendicular. Las fracturas del esqueleto apendicular del perro muy frecuentemente
presentan complicaciones durante 0 después del proceso de reparacion. Estas
complicaciones suceden comunmente cuando se presenta una gran pérdida de tejido
6seo o cuando existe una mala estabilizacién, debido a un método inadecuado. El
caracter impulsivo de nuestros pacientes y/o la falta de atencion de los propietarios

también juegan un pape! determinante en el resultado final del proceso de reparacion.

Existe también la necesidad de reestablecer la funcion del miembro a la mayor
brevedad y de evitar procesos quirurgicos repetidos, lo cual aumenta las molestias para el
paciente y los costos para el propietario. Con la finalidad de tener éxito en el tratamiento
de fracturas de resolucién complicada o de corregir procesos de retrazo en la reparacién o
procesos de no-union y también con el fin de optimizar o en ciertos casos acelerar el
proceso normal de reparacién se han ideado diversas técnicas que involucran el empleo
de muy variados tipos de implantes y la aplicacién de injertos y factores de crecimiento
ademas del uso de estimulos con electricidad, ondas electromagnéticas y rayos laser

obteniendo resuitados muy variados.

El propésito del presente trabajo es mostrar una nueva propuesta para la aplicacién
local del TGF B-1, Factor de crecimiento con efectos comprobados sobre la osteogénesis,
por medio de un injerto que a mostrado tener una buena integracién y no presentar la
manifestacion de efectos secundarios. La obtencién del injerto, su conservacion, la
facilidad de la técnica de aplicacion y sus relativamente bajos costos lo hacen ser una

buena propuesta en el tratamiento de las fracturas.
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3. HIPOTESIS

“El uso de un injerto como mecanismo de soporte y liberacion de TGF-B1 reducira el
tiempo de reparacién de la osteotomia inducida en la tibia de perro”.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del uso de un injerto con TGF-B1 sobre la reparacion ésea

en la osteotomia inducida en la tibia de perro.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

*Evaluar radiograficamente la consolidacion de la fractura.
*Evaluar mediante la estimacion de leucocitos, eritrocitos, hematocrito, fosfatasa
alcalina y temperatura, la evolucién clinica de los perros fracturados y los efectos

sistémicos del TGF R-1 aplicado locaimente.

*Evaluar la remodelacién tisular y matriz extracelular durante el proceso de

reparacion ésea.

*Evaluar la expresion de urocinasa por inmunohistoquimica.
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5. MATERIAL Y METODO.

El presente trabajo se desarrollo en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitian de la Universidad Nacional Autonoma de México. En la realizacion del
presente trabajo se contd con el apoyo de los departamentos de la Unidad de
Ensefianza Quirdrgica y Policlinica, y del Departamento de Ciencias Biolégicas de la
FES-Cuautitian , la Universidad del Estado de Morelos y del Instituto Nacional de

Cancerologia.

5.1. Animales de experimentacion

Para este estudio, se utilizaron 12 perros machos, con una edad entre 2y 3
afios con peso aproximado de 20 a 30 Kg., los cuales al examen clinico fueron
diagnosticados como clinicamente sanos. Los perros fueron solicitados y obtenidos
por donacioén.

Los perros al ser recibidos en las instalaciones de la Facultad se bafiaron con
jabén a base de decametrina y se desparasitaron con ivermectina 300ug/Kg. Fueron
sometidos a observacion durante 15 dias con el fin de delimitar la poblacién objetivo.
Los perros fueron mantenidos en un ambiente de confort apegados al manejo

recomendado por el reglamento de proteccién animal que rige en el Distrito Federal.

Los perros fueron incluidos en el estudio de acuerdo a los siguientes criterios:

a) Criterios de inclusion: perros machos, entre 20 y 30 Kg, con una edad

promedio de 2 a 3 afios, conducta apacible, clinicamente sanos.

b) Criterios de eliminacién: Perros agresivos, castrados o con problemas en sus
érganos genitales, con signos de enfermedad o de secreciones de cualquier
tipo y se eliminaron también aquellos que presentaron lesiones

osteoarticutares al tomar las radiografias.
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Ninguno de los animales tuvo que ser eliminado del estudio.

Durante toda la estancia, los animales fueron alimentados con una férmula
comercial balanceada de mantenimiento para perros, cubriendo con las raciones las
necesidades energéticas de los animales.

5.2. Formacion de los grupos

Los animales incluidos en el estudio fueron seleccionados en forma aleatoria e

incluidos en uno de los siguientes grupos:

I) Grupo control: al cual Unicamente se le realizé la osteotomia permitiendo la
reparacion natural de la misma.

1) Grupo Injerto: se les practico la osteotomia y se les colocd un injerto de
hueso laminar desmineralizado

Ill) Grupo TGF B-1: a este grupo se le realiz6 la osteotomia y se le aplico un
injerto de hueso laminar desmineralizado tratado con TGF B-1 (5 ng/ml)

5.3. Tratamiento de los grupos
5.3.1induccion de la reparacion 6sea posterior a osteotomia.

Previo bario y ayuno de 12 horas se tomo una radiografia basal, (tiempo 0) y
se procedié a realizar la técnica quirtrgica descrita por Fiores y col.[28] El
procedimiento quirdrgico se realizé de la siguiente manera:

Previa asepsia de lo zona quirurgica se colgd el miembro pelviano izquierdo,

se coloco el fijador de Kirschner tipo Il con clavos de Steinman de 1/8 y se hizo la

barra de fijacion lateral con acrilico dental (polimetilmetacrilato), esto con el objetivo
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de mantener la longitud del miembro al realizar la osteotomia. (Figura 8.1) Se realizé
una incision hacia el tercio medio de la tibia en su cara medial, se realizd la
cuidadosa diseccion de los masculos, una vez que se encontré visible la tibia, se hizo
una desperiostizacion de la zona que se selecciono para la osteotomia.( Figura 8.2).
Se procedio a realizar las perforaciones distales y proximales con una broca de 1/8 y
luego se efectud una perforacién central con una broca de %, con esta maniobra, se
togré la fragmentacién del espacio existente entre las filas de perforaciones distal y
proximal, para después proceder a quitar las astillas con unas pinzas de Ronger.
(Figura 8,3-5). Posteriormente se eliminé una porcién de tamario similar en la fibula
con el fin de evitar que esta interfiriera en el proceso de reparacion de la tibia,
finalmente se hizo la reparacién por planos y se formé la barra medial del fijador. Se
tomd una radiografia de control posquirtrgico [20]. Se hizo el seguimiento clinico y

radiografico semanal durante 5 semanas.

FIGURA 8. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO DE LA OSTEOTOMIA
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5.3.2 Tratamiento de la osteotomia con injerto de hueso desmineralizado

Una vez que se realizd la osteotomia bajo la misma técnica descrita para el
grupo osteotomia, se coloco el injerto de tal forma que rodeara la zona de
osteotomia, dejando por lo menos 0.5 cm. hacia cada porcién de hueso (Figura 9).
Posteriormente se colocé un par de puntos que abarcaran el injerto y la facia de
alguno de los musculos adyacentes con el fin de evitar su migraciéon. Para dicha

fijacién se utilizdé sutura reabsorbible de acido poliglicélico calibre 3-0.

Los injertos fueron obtenidos a partir de escapulas de cadaveres de perros
que al momento del sacrificio se mostraban clinicamente sanos. Una vez obtenidas
las escapulas mediante técnicas quirdrgicas adecuadas se limpiaron bien de todo
residuo de musculos y se lavaron con abundante agua destilada, se dejaron secar
dos dias a la intemperie y luego se sumergieron en la solucion de Van Ebner con el
fin de eliminar la matriz ésea mineral. La solucién de Van Ebner se preparo de la

siguiente manera:

En un frasco de vidrio de cuatro litros, se mezclaron los siguientes

compuestos:

Acido clorhidrico al 36% 30 ml.
Cloruro de sodio 350g
Agua destilada cbp 2000 ml.

En esta solucion se incluyeron las escapulas lavadas y secas. Diariamente se
les agregaron 10 ml. de acido clorhidrico con el fin de mantener la acidez por
debajo de 1. Transcurridos 10 dias los injertos se lavaron con agua destilada y luego

se mantuvieron en agua desionizada, conservandolos en una temperatura promedio

28



de 2 a 4 ° C, hasta el momento de su uso [52]. Se hizo el seguimiento clinico y

radiografico semanal durante 5 semanas.

FIGURA 9. CARACTERISTICAS Y COLOCACION DEL INJERTO. Aspecto macroscopico (A)
y microscépico (B) del injerto. Colocacion del injerto en el espacio interfragmentario (C).

5.3.3. Tratamiento de la osteotomia con Injerto + TGF R-1

La tecnica quirurgica que se empleo en este grupo fue similar a ia del grupo
Injertado, pero a diferencia de esta, el injerto que se coloc) en el sitio de osteotomia

fue tratado de la manera siguiente:

Los injertos que fueron utilizados en el grupo injerto + TGF B-1 fueron
tratados un dia antes de ser usados. Los injertos se sometieron a un proceso de
deshidratacién por microondas cuidando de no quemarios, una vez que perdieron

aproximadamente el 60% de su peso inicial, se sacaron del microondas se dejaron
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enfriar, se colocaron en una solucién estéril conteniendo TGF B-1 (5 ng./ L)y se
mantuvieron en esta solucién en refrigeracion hasta el momento de ser usados. Se

hizo el seguimiento clinico y radiografico semanal durante 5 semanas.
5.4. Cuidados posquirtirgicos.

A los perros tratados quirurgicamente, se les aplicé por via intramuscular
penicilina estreptomicina a una dosis de 22,000 Ul cada 24 H. durante 7 dias y se
realizé la limpieza de la interfase clavo-piel, la alimentacion y la limpieza de las jaulas

se realizé en forma habitual durante el proceso de adaptacién.

A todos los animales se les tomaron placas radiograficas y fueron
muestreados semanalmente, cumplidas 5 semanas posteriores a la cirugia, se
procedi6 al sacrificio de los animales. E! sacrificio se realizo mediante la
administracién de pentobarbital sodico en una dosis tres veces mayor a la

recomendada y en un solo bolo IV ( Aprox 100 mg/Kg).
5.5. Evaluacion radiografica.

Con el fin realizar la evaluacion radiografica, se requiri6 tomar placas
radiograficas de los miembros intervenidos en posicion medio-lateral y craneo-
caudal. Las placas fueron tomadas conservando las constantes de radiacién en cada
perro a lo largo de todo el periodo del trabajo. Para tal fin se utilizo un equipo de

rayos X marca universal de 150Kv. 300 mili amperes.

Las respuestas que se evaluaron fueron la periostica y la respuesta del
espacio interfragmentario Para la evaluacion de las placas se hizo una escala con
unidades de evaluacién arbitrarias con el fin de poder dar una calificacion a las
diferentes respuestas observadas Las placas fueron revisadas por tres personas
distintas, las cuales hicieron la observacién sin conocer el grupo del cual procedia
cada perro. La escala de valores utilizada se especifica en la tabla V.
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TABLA IV. VALORES ARBITRARIOS DE LA EVALUACION RADIOGRAFICA.

CRITERIO VALOR ASIGNADO

No hay respuesta 0

Respuesta pobre < 50% del hueso !

Respuesta regular > del 50% del hueso 2

Respuesta abundante >del 80% del hueso 3

5.6. Evaluacion clinica.

La evaluacion clinica nos permiti6 hacer un monitoreo del estado de salud general del
individuo en experimentacién, asi mismo ver si alguno de los parametros era alterado por los
procedimientos empleados. Se tomaron muestras de sangre venosa (3 ml) por puncién directa
de la vena yugular, esto se hizo semanalmente. Las muestras fueron colectadas en tubos con
sal tripotasica de EDTA (Tubos con tapon violeta marca Vacutainer).A estas muestras se les

hizo un conteo de leucocitos,eritrocitos, hematocrito, y determinacion de fosfatasa alcalina.

a) Leucocitos: Son las unidades moviles del sistema protector del organismo.
Los leucocitos pueden tener variaciones en la respuesta a causas
infecciosas, hipertermia infecciosa o artificial y por choque traumatico,
dentro del sindrome postoperatorio. Dado que utilizamos un procedimiento
quirargico habia la posibilidad de infeccién minutos o dias después de la
cirugia. En casos de cirugias asépticas se puede presentar neutrofilia, pero
nunca se presenta desviaciéon a la izquierda. Se expresan en No. de

leucocitos por mm*

b) Eritrocitos: Un numero por debajo de los limites de referencia, puede ser

indicativo de anemia sin importar la causa primaria.
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¢) Hematocrito: Este valor representa la proporcién de glébulos rojos a
ptasma en la sangre circulante, puede ser indicativo de anemias y estado

de hidratacién y se expresa en volumenes por ciento.

d) Fosfatasa alcalina (FAS): Procede principalmente de los huesos y también
en parte del higado, Aumenta normalmente en los periodos de crecimiento
y reparacion 6sea, Los limites de referencia suelen ser variados y muy

amplios dependiendo del laboratorio y del método de medicion.

Asi mismo se realizé la evaluacion clinica mediante la evaluacion de:

e) Temperatura: Un aumento nos puede indicar una alteracién causada por
sustancias tdxicas que afecten los centros reguladores de la temperatura,
por ejemplo algunas interleucinas (IL-1), procesos infecciosos, quirurgicos

y posquirurgicos [53]

f) Claudicacién: Manifiesta el grado de dolor al usar la extremidad, el cual
puede estar relacionado con la estabilidad de la lesién y con la presencia

del proceso inflamatorio.

La evaluacién clinica con respecto a la claudicacion se realizé6 cada tercer dia
y esta se basd en realizar la observacién del paciente en estado de estatica y de
dindmica observando el grado de claudicaciéon que presenta. La escala de valores
utilizada se especifica en la tabla V.
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TABLA V. VALORES ARBITRARIOS PARA LA EVALUACION DE LA CLAUDICACION.
GRADO DE APOYO UNIDADES ARBITRARIAS

Apoyo normal 0

Apoyo en estética y ligero en dinamica |

Apoyo solo en estatica 2
Apoyo en estética solo para mantener 3
equilibrio

Ausencia total de apoyo 4

5.7. Examen histolégico

Para hacer el examen histopatolégico, se procedié a tomar muestras de las
zonas injertadas, mediante una diseccién cuidadosa, se retiro el fragmento de tibia
que tenia el injerto incluyendo aproximadamente 1.cm. de tejido “sano”, se lavé con
agua destilada y se incluyé en una solucion de formalina al 3.6% en la cual
permanecieron durante 24 horas. Luego de 24 horas se pasaron las muestras a una
solucién acida que contenia un 2% de &cido nitrico. El diluyente del acido era una
solucion de formalina al 1.2 %. La muestra permanecié ahi durante una semana,
pasado ese tiempo se realizo un corte longitudinal y se volvieron a depositar en una
solucion acida pero esta vez con una concentracién de acido nitrico al 5% con el
mismo diluyente. La muestra permanecié durante 2 semanas. La solucion se renovo
cada 7 dias. Con esto logramos que las muestras tuvieran la consistencia adecuada

para poder hacer los cortes.

Los tejidos una vez descalcificados, fueron sometidos a un proceso de

deshidratacion gradual, aclarados en monémero de estireno e incluidos en parafina.
Para realizar el examen histolégico se obtuvieron cortes de cada una de las

muestras incluidas en parafina realizando un distinto tipo de tincion a cada una de

ellas;
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a) Hematoxilina y eosina (H&E). Con esta tincién, los nicleos y el cartilago se
tiien de azul morado, el protoplasma y sustancias intercelulares de naranja a rojo.
Se pudo evaluar la morfologia celular y diferenciar los tipos de tejidos presentes en
cada corte.

b) Azul de alciano. A través de esta técnica se tefiiran de azul-verde claro los
glucosaminoglicanos acidos y los nlcleos de azu! intenso o rojo oscuro. con esto se,
conocid también la antigiedad de las glucoproteinas que constituyen la matriz extra
celular de las muestras.[54]

5.8. Evaluacién inmunohistoquimica de uPA

Las muestras obtenidas a partir de los blogues de parafina (corte de entre 4-5
micras) fueron sometidas a la técnica de inmunohistoquimica con el fin de buscar la
presencia de la urocinasa en las muestras. Para ello se uso un anticuerpo vs. uPA
que fuera adecuado para muestras incluidas en parafina. Unicamente se
interpretaron los resultados como positivo o negativo, de acuerdo a la reaccion Ag-

Ac, la cual se hace evidente con una ligera coloracién café ocre [55].
5.9 Analisis estadistico.
El analisis estadistico se hizo por medio del andlisis de varianza y la prueba de

Kruskal-Wallis con una significancia (p 0.05). Este analisis se lievé a cabo con el
programa SYSTAT version 10.2 [56]
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6.0 RESULTADOS.

6.1 DESARROLLO DE LA TECNICA DE OSTEOTOMIA Y PROCESO DE
REPARACION.

Para la realizacién de la osteotomia, se hizo un abordaje medial y se corto el
hueso a la mitad del tercio medio, tratando de que la separacién entre los

fragmentos quedara de un centimetro.

En la figura 10 A, se puede notar el espacio entre los fragmentos del hueso, a
este grupo se le realiz6 solamente la osteotomia y se procedioé al cierre de la incisién
por capas. En la figura 10 B se observa la placa radiografica en la cual apreciamos la
colocacién final del fijador de Kirschner y la adecuada separacion entre los
fragmentos (flecha). Observamos también que la fibula fue cortada con el fin de~
evitar que interfiriera con el proceso natural de reparacién. En la figura 10 C
podemos observar el proceso de reparaciéon natural a las 5 semanas, observando la
formacién del callo de periostio (P) y la formacion del callo interno (l) ocupando la
totalidad del espacio fracturado. En la figura 10 D se puede ver la presencia de la
matriz extracelular preexistente (MP) y la matriz extracelular de nueva formacion
(MNF), advirtiendo que la mas abundante es la matriz de nueva formacién (tefida de

color azul).

FIGURA 10. OSTEOTOMIA Y PROCESO DE REPARACION. En los cuadros A y B se muestra la
apariencia macroscopica y radiografica de Ja osteotomia, y en los cuadros C y D se puede apreciar por histologia,
el proceso normal de reparacion (Tinciones de H&E 4X y Azul de Alciano 4X).
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6.2 EFECTO DEL TGF R-1 SOBRE LA RESPUESTA DE REPARACION.

Este efecto lo apreciamos de dos formas, evaluando el grado de respuesta
peridstica y el grado de respuesta en el espacio interfragmentario. El efecto del TGF
-1y los otros tratamientos se evalu6 haciendo el analisis de las placas radiograficas
utilizando una escala arbitraria de acuerdo a la tabla descrita en la seccion de
Material y Método.

a) Efecto del TGF B-1 sobre la respuesta periostica.

En la figura 11 observamos que la respuesta peridstica comienza a partir de
la tercera semana en el grupo osteotomia, mientras que en el grupo injertado y en el
tratado la respuesta comienza desde la segunda semana. En las placas
radiograficas (ver figura 13), vemos que se presenta un considerable aumento de la .
respuesta peridstica en los tres grupos al término de la tercera semana. Podemos
observar que hay un incremento de 4 veces de la respuesta peridstica en el grupo
osteotomia e injertado. Por otro lado, el grupo TGF R-1 presentd un aumento de seis
veces. En la cuarta semnna, todos los grupos aumentaron la respuesta periostica 1.5
veces con respecto a la tercera semana. Para la quinta semana no se aprecia
aumento en el grado de respuesta periostica en ninguno de los grupos (Ver figura
13); sin embargo, se nota la mayor presencia de respuesta peridstica en el grupo

tratado con TGF -1. No hay diferencia significativa.
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FIGURA 11. EFECTO DEL TGF [-1 SOBRE LA REPARACION PERIOSTICA. Los grupos incluidos
fueron: CON (osteotomia) sin tratamiento; INJ (injerto), se matriz 6sea desmineralizada; TGF (-1, se aplico
injerto de matriz 6sea desmineralizada tratada con 5 ng/ml de TGF B-1. Todos los ensayos fueron hechos por
cuadriplicado.
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b) Efecto del TGF 8-1 sobre la reaccion en el espacio interfragmentario.

En la figura 12, se muestra la evaluacién de la respuesta en el espacio
interfragmentario y podemos observar que en los grupos tratados con injerto y con
TGF R-1, la respuesta en el espacio comienza una semana después que la
respuesta periostica. A partir de la tercer semana se observa que la respuesta es
mayor en el grupo tratado con TGF R-1 (ver también figura 13 -sem 1y 2-). En Ia
semana cuatro podemos observar que el grupo tratade con TGF -1 duplico la
respuesta que presento inicialmente; el grupo osteotomia aumenta casi al doble con
relacién a la semana anterior y el grupo injertado casi no muestra un aumento en la
respuesta. En esta cuarta semana, se observa una diferencia estadisticamente
significativa del grupo tratado con TGF -1 con respecto al grupo injertado (p<0.05).
En la quinta semana el grupo injertado duplicdé la respuesta en el espacio
interfragmentario, no se observan cambios en el grupo osteotomia (Figura 13,
semanas 3-5). Para el grupo con TGF B-1 hubo una diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05) comparado con los otros dos grupos en esta misma semana.
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FIGURA 12. EFECTO DEL TGFB-1 SOBRE LA REPARACION DEL ESPACIO

INTERFRAGMENTARIO. Los grupos incluidos fueron: CON (osteotomia), sin tratamiento: INJ (injerto). se
aplicé injerto de matriz ésea desmineralizada; TGF {1, se aplico injerto de matriz 6sea desmineralizada tratado
con 5 ng/ml de TGF (-1. La evaluacién de fos animales se hizo semanalmente, como se especifico en la seccion
de Material y Métodos. Todos los ensayos fueron hechos por cuadriplicado.

*  p<0.05 con respecto al grupo injertado.

' p<0.05 con respecto a los otros dos grupos.
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Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Semana 5§

FIGURA 13. EFECTO DEL TGF B-1 SOBRE EL PROCESO DE REPARACION. Placas radiograficas
mostrando la evolucion de los animales durante las 5 semanas. Los grupos incluidos fueron: CON (osteotomia).
sin tratamiento; INJ (injerto), se aplico injerto de matriz 6sea desmineralizada; TGF fi-1, se aplico injerto de
matriz 6sea desmineralizada tratado con 5 ng/ml de TGF B-1. Todos los ensayos fueron hechos por cuadriplicado.
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6.3. EFECTO DEL TGF R-1 SOBRE LA EVOLUCION CLINICA.

Dentro de los parametros clinicos en los cuales podemos encontrar una
respuesta por efecto de la presencia del TGF B-1, evaluamos la temperatura rectal,
el numero de leucocitos presentes en la sangre periférica, el numero de eritrocitos y

la presencia de fosfatasa alcalina en plasma.

a) Efecto del TGF B-1 sobre la claudicacién

Como se menciond en la parte correspondiente a material y método, el grado
de claudicacién o apoyo en el miembro afectado, se evalud partiendo de un grado de
apoyo normal (0) a un grado de no apoyo absoluto (4). En la figura 14 observamos
que el grado de claudicacién no varié entre los diferentes grupos en todas las
semanas. Se observa que el grupo tratado con TGF -1 presentd un menor grado
de claudicaciéon en las primeras dos semanas, sin embargo en las siguientes '
semanas, la claudicacién de ios animales aumenté y en la ultima semana fue similar

en los tres grupos.

b) Efecto del TGF B-1 sobre la temperatura.

En la figura 15, observamos que en ninguna de las semanas los perros
presentaron cambios significativos en la temperatura. Aunque en general se aprecia
un ligero descenso en la temperatura rectal de los animales tratados con TGF R}-1,
no resulta de importancia ya que en todo momento se mantiene dentro de los limites

de referencia para la especie, el sexo y la edad.(38.5-39.5 °C).

¢) Efecto del TGF B-1 sobre el niimero de leucocitos en sangre periférica.

En la figura 16 podemos observar que el nimero de leucocitos comienza a
tener un aumento durante la segunda y tercera semana, este aumento se mantiene
durante la cuarta semana, mostrando un comportamiento muy similar entre los tres
grupos. Para la quinta semana se observa como el nimero de leucocitos comienza
nuevamente a descender. Las diferencias estadisticas no son significativas en
ningun caso, manteniéndose siempre el numero de leucocitos dentro de los limites

de referencia usados para la evaluacion clinica.
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FIGURA 14 . EFECTO DEL TGF B-1 SOBRE EL GRADO DE CLAUDICACION. Los grupos incluidos
fueron: CON (osteotomia), sin tratamiento; INJ (injerto), se aplicé injerto de matriz 6sea desmineralizada: TGF
B-1, se aplico injerto de matriz ésea desmineralizada tratado con 5 ng/ml de TGF B-1. La evaluacion de los
animales se hizo semanalmente, como se especifico en la seccién de Material y Métodos. Todos los ensayos
fueron hechos por cuadriplicado. No hay diferencia significativa.
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FIGURA 15 . EFECTO DEL TGF $-1 SOBRE LA TEMPERATURA CORPORAL. Los grupos incluidos
fueron: CON (osteotomia), sin tratamiento; INJ (injerto), se aplicé injerto de matriz 6sea desmineralizada, TGF
B-1, se aplico injerto de matriz 6sea desmineralizada tratado con 5 ng/ml de TGF B-1. La evaluacion de los
animales se hizo semanaimente, como se especifico en la seccion de Material y Métodos. Todos los ensayvos
fueron hechos por cuadriplicado. No hay diferencia significativa.
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FIGURA 16 . EFECTO DEL TGF B-1 SOBRE EL NUMERO DE LEUCOCITOS. Los grupos incluidos
fueron: CON (osteotomia), sin tratamiento; INJ (injerto), se aplic6 injerto de matriz 6sea desmineralizada;, TGF
-1, se aplico injerto de matriz ¢sea desmineralizada tratado con 5 ng/ml de TGF $-1. La evaluacion de los
animales se hizo semanalmente, como se especifico en la seccién de Material y Métodos. Todos los ensayos
fueron hechos por cuadriplicado. No hay diferencia significativa.

d) Efecto del TGF B-1 Sobre el nimero de eritrocitos.

En la figura 17 observamos que el nimero de eritrocitos se modifica entre los
grupos a lo largo de la evolucién de la reparacién. Observamos que si bien los
niveles de eritrocitos se mantuvieron constantes a lo largo de las 5 semanas, hubo
una disminucién de los niveles de eritrocitos en el grupo injertado en la semana 3, el
cual fue estadisticamente significativo con respecto al grupo solo con osteotomia
p<0.05. Por otro lado observamos que en el grupo con TGF B-1 hubo una
disminucién de los niveles de eritrocitos en la semana 2, 3 y 4, la cual fue
estadisticamente significativa con respecto al grupo control, p<0.05, pero no con
respecto al grupo con injerto. Cabe mencionar que el nimero de eritrocitos del grupo
tratado con TGF B3-1 si bien mostré reduccién y diferencias con los otros grupos, los

niveles estuvieron dentro del rango normal.
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FIGURA 17. EFECTO DEL TGF B-1 SOBRE EL NUMERO DE ERITROCITOS. La evaluacion se hizo
semanalmente. Los grupos incluidos fueron: CON (osteotomia), sin tratamiento; INJ (injerto), se aplico injerto de
matriz dsea desmineralizada; TGF B-1, se aplico injerto de matriz 6sea desmineralizada tratado con 5 ng/m} de
TGF B-1. La evaluacién de los animales se hizo semanalmente, como se especifico en la seccion de Material y
Meétodos. Todos los ensayos fueron hechos por cuadriplicado.
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FIGURA 18. EFECTO DEL TGF B-1 SOBRE LOS NIVELES DE HEMATOCRITO. Los grupos
incluidos fueron: CON (osteotomia), sin tratamiento; INJ (injerto), se aplico injerto de matriz Jsea
desmineralizada; TGF -1, se aplico injerto de matriz 6sea desmineralizada tratado con 5 ng/mi de TGF B-1. La
evaluacion de los animales se hizo semanalmente, como se especifico en la seccién de Material y Métodos.
Todos los ensayos fueron hechos por cuadriplicado.
*  p<0.05 con respecto al grupo control.
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e) Efecto del TGF B-1 sobre los niveles de hematocrito.

Al evaluar los valores de hematocrito en los sujetos de experimentacion
encontramos que los valores tendieron a mantenerse constantes a lo largo de las 5
semanas de seguimiento. Sin embargo, si fue posible observar diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. Hubo una reduccion de los niveles
de hematocrito en el grupo tratado con TGF -1 en las semanas 2, 3 y 4, comparado
con el grupo control, p<0.05, ver figura 18.

f) Efecto del TGF B-1 sobre los niveles de fosfatasa alcalina sérica (FAS).

En la figura 19 se puede advertir que en la semana 2, 3 y 4 tienden a
incrementarse los niveles de la fosfatasa alcalina en todos los grupos. En la semana
5 hay una tendencia a disminuir los niveles de esta enzima en todos los grupos. Es
importante sefalar que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos de tratamiento en todas las semanas. Durante las cinco semanas, la

concentracion de FAS, se mantuvo dentro de los limites de referencia reportados.
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FIGURA 19. EFECTO DEL TGF -1 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA. Los
grupos incluidos fueron: CON (osteotomia), sin tratamiento; INJ (injerto), se aplicé injerto de matriz dsea
desmineralizada; TGF -1, se aplico injerto de matriz dsea desmineralizada tratado con 5 ng/ml de TGF B-1. La
evaluacion de los animales se hizo semanalmente, como se especifico en la seccion de Material y Métodos.
Todos los ensayos fueron hechos por cuadriplicado. No hay diferencia significativa.
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6.4. ANA!_ISIS HISTOLOGICO’DEL EFECTO DEL TGF B-1 SOBRE LA
REPARACION DE LA OSTEOTOMIA.

6.4.1 Efecto del TGF B-1 sobre la diferenciacion histolégica y la reparacion
Osea.

En la figura 20 observamos que en el grupo al cual solamente se le realiz6 la
osteotomia presenta focos de cartilago hialino (CH). La zona de callo interno (Cl) es
mucho mas evidente que en los grupos tratados con injerto y con TGF B-1. El callo
periéstico (CP) muestra una disminucién del grosor y es mas uniforme en el grupo
control que en los grupos con injerto y TGF RB-1. El grupo injertado presenta
regularmente, en la zona del espacio interfragmentario, una forma de reloj de arena
que es ocupada por fibrocartilago (CF) Esto significa que el callo periéstico penetra
hacia el callo del espacio interfragmentario. En el grupo al que se aplicd el injerto
tratado con TGF R-1 se le aprecia una reparacién mas uniforme y con cantidades
muy pequefas de cartilago hialino en el espacio interfragmentario y una distribucién
mas uniforme de hueso trabecular (HT) lo que indica la presencia de un tipo de

hueso con mas madurez.

6.4.2 Efecto del TGF R-1 sobre la cantidad de matriz extracelular en la

reparacion dsea.

En la figura 21 se aprecia que el grupo osteotomia presenta una mayor
cantidad de matriz extracelular de nueva formacién (MENF), lo cual indica que aun
no existe una marcada diferenciacion ni proliferacion celular, en comparacién con los
grupos tratados. En este grupo también se hace evidente un limite entre la matriz
extracelular preexistente (MEP) y el hueso trabecular (HT). En el grupo injerto, se
hace evidente una cantidad de matriz extracelular de nueva formacién mucho menor
que en el grupo osteotomia. La reduccion en la cantidad de matriz indica que esta
matriz esta siendo sustituida por tejido periostico, el cual esta penetrando hacia el
espacio interfragmentario. En el grupo TGF B-1, se aprecia un callo periéstico
distribuido en los bordes externos de las cortezas oseas, la matriz de nueva

formacion que ocupa el espacio periéstico se observa en mucho menor cantidad, lo
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cual indica una mejor reparacion de ia fractura. La distribucién del hueso trabecular
de nueva formacion se aprecia homogéneamente distribuida.

6.4.3 Efecto del TGF B-1 sobre la expresién inmunochistoquimica de la
urocinasa.

En Ia figura el grupo osteotomia observamos dentro de un grupo de células
una célula con reaccién positiva en la zona trabecular. En el grupo injertado
observamos un mayor numere de células con reaccion positiva en la zona de hueso
trabecular. Las células en su mayaoria son células grandes con multiples nucleos y se
encuentran localizadas en los bordes de las trabeculas de hueso estas células
corresponden a los osteoclastos. En los cuadros de la figura correspondientes al
grupo TGF B-1, observamos células con caracteristicas y localizacion muy similara .
la descrita para el grupo injertado a nivel de hueso trabecular, ademas de algunas
celulas positivas en la periferia de algunos vasos sanguineos, que por su forma
parecen ser células mesenquimales gue podrian diferenciarse en osteoblastos.

PO A S

OSTEOTOMIA INJERTO TGF g-1

FIGURA 20. ANALISIS HISTOLOGICO DE LA REPARACIO OSEA. Las muestras obienidas después de
5 semanas de ratamicnto fucron descaleilicadas, se incluyeron en parafing y lusron (eitidas con TI&E (4X). CP-
Callo peridstico, HT- Hueso trabecular, ClI- Calle interno. CH- Cartilago Hialino
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INJERTO TGF -1

FIGURA 21. ANALISIS HISTOLOGICO DE LA PRESENCIA DE MATRIZ EXTRACELULAR EN LA
REPARACIO OSEA. Las muestras obtenidas después de 5 semanas dc tratamiento se descalcificaron, se
incluyeron en paralina y fueron tefiidas con HEE.(4X). CP- Callo peridstico, HT- Hueso trabecular, MEP-
Matriz extracelular peridstica, MENF- Matriz extracelular de nueva formacion.

FIGURA 22. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE UROCINASA. Las muestras obtenidas después de
5 semanas de tratamiento se descalcificaron v se incluyeron en parafina, se cortaron y se realizo la prueba de
inmunohistoquimica por peroxidasa. La reaccion antigeno anticuerpo se expresa con una coloracién ocre. Las
flechas indican células expresando uPA.



7. DISCUSION

Cuando aplicamos una carga al hueso, se puede causar deformacion o
cambios en la forma del hueso. Fuerzas de baja magnitud pueden causar pequenas
cambios en la forma del hueso pero no son cambios permanentes, cargas
moderadas si pueden causar una deformacion y si son aplicadas en forma suficiente,
pueden sobrepasarse los limites de resistencia del hueso y causar su ruptura
(fractura). [57]

Cuando sucede la fractura, el primer evento que ocurre es la activacion de la
cascada de coagulacién y la formacién del coagulo, poco tiempo después va darse
una respuesta inflamatoria aguda que resulta en un edema y en Ia. liberacion de
citocinas y factores de crecimiento. Finalmente se da una respuesta de reparacion
temporal por colageno, lo cual forma un tejido de granulacién. Después se presenta
una remodelacion de la matriz extracelular, la angiogénesis y la formacién de nuevo

tejido (hueso de neoformacion) [58].

De estos eventos resulta importante resaltar que al presentarse la pérdida de
continuidad del tejido 6seo, se van a liberar citocinas, factores de crecimiento y
hormonas, las cuales van a inducir la migracion de células mesenquimales y la
proliferacién y diferenciacion de células formadoras de hueso. (Ver figura 22) [69]. De

lo anterior se desprende la importancia de los factores de crecimiento.

En lo que respecta a la funcion de los factores de crecimiento en el tejido
6seo, encontramos que en 1965, Urist y col. marcaron la pauta en su estudio de
estos como inductores de la formacion de hueso. Mediante un modelo en ratas, ellos
observaron que después de la colocacion intramuscular de un aloinjerto de matriz
6sea desmineralizada habia formacion de cartilago y hueso. Estas evidencias los
llevaron a hipotetizar la presencia de una proteina a la que llamaron proteina

morfogénica 6sea (BMP, por sus siglas en inglés) la cual era capaz de inducir el
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crecimiento de cartilago y hueso. La hipotesis de Urist y col. sugiere que la BMP se
libera de agregados moleculares de proteinas no colagénicas tanto en procesos de
reemplazo normal de hueso como en respuesta a su implantacion.[60]. A partir de
ese momento y hasta la fecha se han descubierto y probado diversos tipos de
factores con resultados muy variables sobre la producciéon de hueso, ademas, se han
probado una gran variedad de materiales como transportadores esperando que sean
capaces de liberar los factores en forma continua. Entre los materiales que han
reportado mejores resultados podemos encontrar diversos implantes compuestos
de coral tratados con BMP y polimeros biodegradables como el acido polilactico o el
acido poliglicolico. [61]

FACTORES DE CRECIMIENTO
IGF, FGF, PDGF, VEGF,
TGF B-1
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FIGURA 23. PROCESOS DE REGENERACION, REMODELACION Y REPARACION.

Los factores de crecimiento transformante (TGFs) son un grupo
heterogéneo de factores que influencian el crecimiento y la diferenciacién. El factor
de crecimiento transformante (TGF B-1) es conocido como un regulador de

diferentes tipos celulares, entre ellos a las células mesenquimales, condrocitos,
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osteoblastos y osteoclastos, los cuaies estan directamente involucrados en la
remodelacion de las fracturas.[62]

Nosotros utilizamos un modelo en el cual empleamos un injerto de matriz 6sea
desmineralizada como vehiculo para llevar el TGF B-1 al sitio de lesion y ahi ser
liberado, con esta técnica nosotros no requerimos la aplicacién sistémica o la
inyeccion directa al sitio de lesion. El injerto que aplicamos demostré ser integrado

sin complicaciones, por lo que resulta atractivo su uso.

Para estudiar el efecto del TGF B-1 en nuestro modelo experimental, hicimos
la evaluacién radiografica del paciente para estudiar la influencia del TGF -1 sobre
el proceso de reparacion. Encontramos que la presencia de este factor de _
crecimiento si afecta la respuesta periéstica. Observamos que la respuesta periéstica
comienza una semana antes en los grupos tratados con TGF B-1 y con injerto que
en el grupo control. En las semanas posteriores todos los grupos presentan un
aumento gradual en la respuesta periéstica. El grupo tratado con el TGF B-1 presenta
siempre, una respuesta mayor que los otros dos grupos, esto nos hace pensar que la
respuesta celular corresponde a una mejor respuesta de reparaciéon en el sitio de
fractura, lo cual clinicamente se vera como una rapida recuperaciébn en la

funcionalidad del miembro.

En lo que respecta a la presencia radiologica de tejido de reparacion en el
espacio interfragmentario, observamos que en todos los grupos la respuesta
comienza a partir de la tercera semana, es decir una semana después que en la
respuesta peridstica. En las semanas 4 y 5 observamos que la respuesta del grupo
tratado con TGF B-1, es significativamente mayor. La presencia de material
radiopaco en el espacio interfragmentario nos indica una respuesta de reparacion, es
decir la produccion de material éseo de nueva formacién. De acuerdo a nuestros
resultados la presencia de la respuesta en el espacio interfragmentario es mucho
mayor en el grupo tratado con TGF B-1 que en los grupos no tratados. Nuestros

resultados coinciden con los resultados obtenidos en otros trabajos experimentales

49



donde se ha demostrado que el uso de TGF B-1 influye de manera positiva sobre los
procesos de reparacién 6sea; por ejemplo, Schmidmaier demostré en un modelo
con ratas que el TGF B-1 es capaz de acelerar la produccién de hueso maduro[63].
Otro estudio hecho con 103 pacientes muestra que la deficiencia en la cantidad de
TGF B-1 en sangre tiene una correlacién importante con las fracturas que muestran
una reparacion demorada (mas lenta en comparacién a los pacientes que tenian

cantidades mayores de TGF -1 [64].

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto del TGF B-1 sobre la claudicacion
durante el proceso de reparacion ésea muestran un ligero descenso en el grado de
claudicacion durante la segunda semana, en la tercera semana, se aprecia un ligero
aumento en el grado de claudicacién; para la tercera y cuarta semana, se va a
apreciar que el aumento en el grado de claudicacién continua apreciandose de
manera notable si se compara con la semana 2. El aumento en el grado de
claudicacién podria no ser atribuido directamente al proceso de reparacion, ya que a
partir de la tercera y cuarta semana se va a presentar un aflojamiento de los clavos
que forman el fijador esquelético. El aflojamiento se debe a la presencia de necrosis
en la interfase clavo / hueso. El proceso de necrosis en la interfase clavo/hueso,
resulta del calentamiento excesivo del hueso durante la aplicacién del clavo. El
proceso de aflojamiento va a causar cierta inestabilidad del sitio de lesién, lo cual se
puede ver reflejado en la presencia de dolor, fenébmeno que se hace evidente por la
faita de apoyo del miembro afectado. Estadisticamente no existe una diferencia
significativa entre el grado de claudicacién entre los diferentes grupos y las diferentes
semanas. Ademas observamos que los perros pueden responder de manera

diferente al mismo estimulo doloroso.
Para evaluar el efecto de la aplicacion local del TGF B-1 a nivel sistémico, se

realizo la evaluacion de la temperatura, el hematocrito, el conteo de eritrocitos y el

conteo de glébulos blancos.
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La temperatura corporal de los animales, no present6 cambios
estadisticamente significaticativos en ninguno de los grupos. La temperatura podria
indicarnos la presencia de una reaccién de tipo infeccioso durante el periodo
inmediato a la cirugia o bien nos daria el indicio de un efecto consecutivo a la
aplicacién de algun compuesto pirogeno. Se ha demostrado que tras la aplicacion de
sustancias como las citocinas (IL-1) vy el interferén se puede presentar un aumento
de la temperatura, entre una gran variedad de efectos adversos [65]. En nuestros
resultados, observamos que todos los perros presentaron siempre temperaturas
dentro de los limites de referencia, es decir entre los 38.5- 39.5 °C , lo cual indica
que no hubo presencia de procesos infecciosos ni respuesta negativa a la aplicacion
local del TGF B-1.

Existen reportes que demuestran que la aplicacién sistémica de TGF B-1 esta
relacionada con una disminucion del hematocrito y del numero de eritrocitos debido a
una mielosupresion [66]. Nosotros cuantificamos el numero de eritrocitos para
evaluar el efecto del TGF B-1 sobre el numero de eritrocitos y los valores de
hematocrito. Los eritrocitos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los grupos. Sin embargo, se aprecia un ligero
descenso en el numero de eritrocitos de los grupos injertado y TGF B-1 a partir de la
segunda semana. Los valores encontrados en todos los grupos estuvieron dentro de
los limites de referencia reportados como normales. El hematocrito presenté un
comportamiento muy similar al reportado para los eritrocitos. Sin embargo, los
valores encontrados estuvieron dentro de los limites de referencia reportados para
la especie. Estos resultados nos indican que el TGF B-1, no produjo el efecto de

mielosupresién en nuestro modelo estudiado.

Se han descrito efectos generales tras la aplicacion sistémica del TGF B-1
tales como el aumento de temperatura [67]. Los resultados de las pruebas que se
hicieron en sangre, la medicién de la temperatura corporal y la claudicacion, no
muestran efectos sistémicos como consecuencia de la aplicacién local del TGF B-1.

Nuestros resultados concuerdan con los resultados de Schmidmaier, quien repora
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la ausencia de efectos sistémicos tras la aplicacion local del TGF B-1 [68]. De los
animales utilizados en este estudio ninguno mostré signos de infeccion local o

sistémica durante el tiempo de observacion.

La fosfatasa alcalina sérica (FAS), esta constituida por un grupo de
isoenzimas producida por las células de varios 6rganos: higado, hueso, intestino,
rindn y placenta. Normalmente el incremento en la actividad plasmatica se debe a las
isoenzimas que derivan de higado y hueso, tanto de la actividad metabélica normal
como de procesos patologicos, pues las que derivan de los otros érganocs, tienen
una vida media muy corta comparada con la de estos dos tejidos. La isoenzima 6sea
es inducida por la actividad osteoblastica, y por ello, la actividad de la FAS,
normalmente es mayor en animales j6venes en crecimiento y en aquellos
desordenes en los que tiene lugar un crecimiento o remodelacion del hueso. [69] El
efecto del TGF -1 sobre la actividad de la FAS es controversial, pues generaimente
se reporta que tiene un efecto inhibidor. En nuestro trabajo encontramos un
comportamiento similar al descrito por Firschein y Urist, quienes reportan un aumento
de la FAS a partir del 6° dia de la colocacién del injerto de matriz 6sea

desmineralizada y luego un descenso de su actividad después del dia 20 [70].

Durante el proceso normal de reparacién 6sea encontramos que el hematoma
comienza a organizarse por la deposicion de fibrina y plaquetas. Las células
osteoprogenitoras comienzan a migrar al sitio de fractura a partir del endostio,
cavidad medular y periostio. El endotelio puede servir como fuente de células
osteoprogenitoras y pueden contener factores de crecimiento que estimulen el
crecimiento celular. El  callo 6seo peritstico externo es formado también por los
fibroblastos, macréfagos y las células pluripotenciales [26]. En esta etapa podemos
observar la presencia de un callo externo y en el espacio que existe entre los
fragmentos se puede presentar crecimiento del hueso trabecular ademas 'de la

osificacion endocondral.
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En el analisis histologico de nuestro grupo control, se observaron muiitiples
nucleos de cartilago hialino y una penetracion tipica del periostio hacia el sitio de
fractura. Se encuentra una gran cantidad de matriz extracelular de nueva formacién
ocupando el espacio existente entre los fragmentos de la fractura. Se aprecia
también la formacién de hueso trabecular, dicha imagen corresponde al proceso
normal de reparacién.

En el grupo al que solo se aplico el injerto de matriz 6sea desmineralizada, se
llegd a apreciar la presencia de vasos sanguineos dentro del injerto, lo cual implica
que si existi6 una buena integracién de éste al sitio de lesién. El espacio observado
entre los fragmentos 6seos se muestra reducido en comparacion al del grupo control,
y la aparicién de hueso trabecular de nueva formacién es mas evidente que en el
grupo control. En las zonas donde esta entrando el periostio hacia el espacio
interfragmentario, observamos la presencia de cartilago hialino y fibrocartilago, lo
cual va a favorecer, primero, la estabilidad mecanica de la lesién y con esto se van a
favorecer los estimulos piezoeléctricos que daran una mejor y mas pronta

recuperacién del espacio lesionado.

Al hacer el analisis histolégico del grupo tratado con TGF B-1, observamos que
el espacio interfragmentario se nota muy homogéneo y reducido; la cantidad de
cartilago hialino existente entre la matriz extracelular de nueva formaciéon no es muy
abundante. No se muestra una invasién severa del tejido periéstico hacia el
espacio interfragmentario pero si se hace evidente una ocupacién uniforme del hueso
trabecular de nueva formaciéon; esto nos hace concluir que la reparacién 6sea se
acelero y por esta razén en esta semana ya esta en una etapa avanzada. Para que
se de la sustitucion del cartilago por el tejido éseo, se requiere de una irrigacion
adecuada, se sabe que el TGF B-1, tiene un efecto importante de estimulacion sobre
la angiogénesis[71] La presencia abundante de cartilago hialino, es un fenémeno
normal que se da en situaciones de inestabilidad mecanica, lo cual generalmente
constituye una causa de retrazo en la reparacién de las fracturas, ya que despues se

tiene que dar la sustitucion del cartilago hialino por hueso [3].Es importante remarcar
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esto, ya que si tenemos una gran presencia de cartilago puede significar que hay
una inestabilidad o bien wuna carente red vascular que provea del oxigeno y

nutrientes necesarios para la sustitucion def tejido cartilaginoso por el tejido éseo.

Se conoce que el TGF B-1, tiene una funcion determinante en la
remodelacion dsea por su regulacion sobre el sistema uPA-plasmina. [72] Dentro de
las enzimas proteoliticas, se encuentra el sistema activador de plasminogeno, el cual
va a convertir el plasminégeno en plasmina. Este sistema es parte de una cascada
proteolitica que junto con otros sistemas enzimaticos va a participar en la
degradacién de la matriz extracelular durante los procesos de remodelacion tisular,

tanto en condiciones normales como en situaciones patolégicas. [73]

La presencia del uPA, el tPA y su inhibidor PAI-1 en células éseas sugiere un
rol importante en uno o varios aspectos de la reabsorcién 6sea. Se sabe que la
sintesis de los activadores de plasminoégeno y sus inhibidores, se realiza a través de
osteoclastos y células mesenquimales; ademas se sabe que intervienen en la

disolucién de los minerales y la degradaciéon de la matriz organica [51]

En la evaluacién inmunohistoquimica de uPA pudimos observar la escasa
presencia de células inmunopositivas, tanto en el grupo control como en el grupo
tratado con TGF -1. En el grupo control, observamos una abundante cantidad de
matriz dsea de nueva formacion, lo cual puede estar relacionado a una faita de
degradacién de esta matriz. Por lo anterior, podemos pensar que en este grupo hubo
baja actividad de urocinasa (uPA). En el grupo que vemos un evidente numero de
células inmunopositivas fue en el grupo injertado. La cantidad de matriz de nueva
formacion es menor, lo que hace suponer que la urocinasa esta en plena actividad.
En el grupo tratado con TGF B-1 observamos una menor cantidad de células
inmunopositivas y una mucho menor cantidad de matriz extracelular. Esto quiere
decir que en la quinta semana de la reparacién dsea, en este grupo tratado con TGF
B-1, no hubo actividad proteolitica de uPA, pero esta actividad debio haber estado

presente semanas antes y es por eso que se encontré una menor cantidad de matriz
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6sea. Al parecer TGF B-1 induce la actividad proteolitica en una fase inicial con el fin
de remover la cantidad de matriz ésea de nueva formacion, en la cual podemos
observar una minima cantidad de matriz extracelular de nueva formacion. En
nuestros resultados observamos la presencia de hueso trabecular lo cual habla de
una etapa avanzada en el proceso de reparacion. Esta actividad proteolitica
corresponde a la interpretacion radiografica, donde observamos que en el grupo
tratado con el TGF B-1 se aprecia un espacio interfragmentario con mayor cantidad

de tejido radiopaco.

En resumen, el grupo tratado con el TGF B-1 present6é una aceleracién en el
procesc normal de reparacidbn oOsea, evidenciada tanto radiografica como
histolégicamente. El TGF -1 produjo un aumento en la cantidad de hueso
trabecular y una disminucion de la cantidad de matriz extracelular de nueva
formacién a las cinco semanas. El uso del injerto tratado con TGF -1 no produjo
efectos secundarios sistémicos al ser aplicado localmente. Con este trabajo,
nosotros proponemos una nueva forma de tratamiento para las fracturas con pérdida
osea, en el tratamiento de procesos de no unién, o bien para el tratamiento de unién

demorada, que es mas accesible desde el punto de vista técnico y econoémico.
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8. CONCLUSIONES
v ElI TGF R-1, adelanté una semana el inicio del proceso de reparacidn
Osea.

v EI TGF R-1, mostré radiograficamente, una mejor consolidacion de la

fractura a la quinta semana

v El TGF R-1, demostré a la quinta semana una disminucién en la

presencia de cartilago hialino.
v El TGF R-1, aumenté la cantidad de hueso trabecular de nueva
formacion.

v El TGF B-1, disminuy6 la cantidad de matriz extracelular de nueva

formacién en el espacio interfragmentario.
v" De acuerdo a los resultados observados en el niumero de eritrocitos,

hematocrito, leucograma y temperatura, observamos que el TGF R3-1,

no mostré efectos sistémicos tras su aplicacion local.
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9. EXPECTATIVAS

Con el fin de comprender mejor el efecto del TGF R-1, sobre el proceso de

reparacion de las fracturas nosotros proponemos:

v' Hacer evaluaciones histolégicas e inmunohistoquimicas mas

tempranas del proceso de reparacion en este modelo.

v Cuantificar la cantidad de coladgeno presente en los distintos procesos

de reparacion.
v' Cuantificar la actividad enzimatica de la urocinasa.

v' Hacer ensayos con dosis diferentes de TGF -1 a las utilizadas en

este estudio (5ng/ml).
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