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1. Introduccion

La ingenieria de tejidos se define como el arte y la ciencia de manipular
compuestos sintéticos para fabricar estructuras anatémica y funcionalmente
especificas, que pueden incorporar células vivas, agentes bioactivos o ambos,
para reforzar, mantener, sustituir y/o mejorar la fisiologia de los tejidos receptores.
Por lo tanto, la ingenieria ftisular ésea es la amalgamacion de la cirugia
ortopédica con las ciencias bdsicas (bioquimica, biologia celular y molecular) e
ingenieria (quimica y estructural), para el desarrollo de estrategias para la
regeneracion de tejido musculo esquelético. El campo de la ingenieria tisular (IT)
ha hecho contribuciones novedosas e importantes para el fratamiento de la
pérdida de tejido 6seo!. Aunque el hueso tiene la capacidad de regenerarse,
crecer y remodelarse, existen situaciones clinicas severas, en las que la pérdida
6sea es causada por enfermedad, deformidades congénitas, tfrauma o
resecciones tumorales, condicionando a grandes pérdidas del tejido mineralizado
en cuestion, por lo que la ingenieria tisular ha desarrollado y caracterizado nuevos
implantes, los cuales pueden ser utilizados como potenciales sustitutos dseos?.

De acuerdo a las estadisticas mundiales, existen mds de 3 millones de pacientes
que sufren de defectos ¢seos debidos a accidentes de trafico y enfermedades
o6seas; el 40% de la poblacidbn mundial sufre algun grado de periodontitis,
afectando asi las estructuras de soporte de los érganos dentarios, particularmente
la pérdida ésea y consecuentemente la exfoliacion de los érganos dentarios.
Estos porcentajes se incrementan ano con ano, por lo que la demanda de
materiales para la reparacion y regeneracion 6sea es urgente y el mercado
industrial es enorme, priori, se estima que se realizan mds de 800 000 injertos éseos
al ano en todo el mundos.

El avance tecnoldégico enfocado en regeneracion ésea, via la implementacion
de tfransplantes autdlogos, aloinjertos, xenoinjertos y materiales biosintéticos (p. €j.;
cerdmicas, metales, polimeros y composites) ha permitido importantes avances
en el tratamiento de las enfermedades que afectan las estructuras dseas y del
periodonto?. Sin embargo, todos estos materiales poseen desventajas tales como:
cantidad limitada de hueso donador, tfrauma quirdrgico adicional (causado por
el sitio donador), tiempos largos de operacion para los autoinjertos, riesgo de
rechazo del huésped debido a diferencias genéticas, resorcion elevada vy
problemas éticos y religiosos para la utilizacidn de aloinjertos y xenoinjertos que
finalmente no cumplen con los requerimientos clinicos deseados® ¢.

El cemento radicular es un tejido conectivo calcificado, y en contraste con el
hueso, el cemento no posee irrigacidon sanguinea de manera directa, inervacion
ni drenagje linfdtico. A pesar de estas diferencias, el cemento fiene una



composicion similar al hueso, por lo tanto, las enfermedades que afectan las
propiedades del hueso, también afectan las del cemento’ 8,

Estudios en el drea de Biologia Periodontal han identificado dos proteinas
cemento especificas: la proteina del cemento 1 (CEMP1) y la proteina de
adhesion del cemento (CAP)?'. Se han descrito polipéptidos con expresion
localizada en subpoblaciones de ligamento periodontal (LP), cemento vy
cementoblastos; éstos polipéptidos incluyen la proteina de adhesidon del cemento
radicular (CAP) vy la proteina del cemento 1 (CEMP1), las cuales desempenan un
papel importante en el reclutamiento y diferenciacion celular durante la
formacion del cemento radicular'2'4, Recientemente se clond e identificd un
ARNmM a partir de una biblioteca derivada de una linea celular de un fibroma
cemento-osificante humano, el cual codifica para una isoforma fruncada de la 3-
hidroxiacil-CoA-dehidratasa 1 6 PTPLA. La proteina de adhesion del cemento
radicular es homénimo de PTPLA y codifica para una proteina de 140
aminodcidos de los cuales los 125 aminodcidos de la Terminal-N son idénticos a
PTPLA, la cual codifica para 288 aminodcidos'>18,

Actualmente, el resolver de un modo fundamental la reparacion y/o
regeneracion de defectos 6seos, constituye el problema médico/odontolégico
mas importante a solucionar a nivel internacional, sobretodo, en aquellos
defectos 6seos severos que suponen un verdadero reto en la regeneracion, es por
ello, que el propdsito de esta investigacion, es comprobar experimentalmente, la
neoformacion ésea en aquellos defectos criticos en las tibias de conejos.
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El hueso es un tejido conjuntivo especializado, dindmico, altamente vascularizado
y con capacidad de sanar y remodelar sin cicatrizar; estas propiedades junto con
su cualidad metabdlica de mineralizar, lo hacen un tejido de caracteristicas muy
especiales. Su funcion principal es la de proporcionar un soporte estructural para
el cuerpo. Ademds, el esqueleto también sirve como un depdsito mineral, apoya
la contraccidn muscular resultante del movimiento, de soporte de carga vy
protege los érganos internos'?.

Las fuerzas que actuan sobre el tejido 6seo modifican permanentemente su
forma, de tal manera que la presion condiciona su reabsorciéon y la tension da
lugar a la neoformacion ésea. Por lo tanto, es l6égico decir que las principales
alteraciones en su estructura debido a una lesidn o enfermedad, pueden alterar
significativamente el equilibrio corporal y la calidad de vida?0,

El conjunto de 206 huesos del organismo conforma el esqueleto, el que fiene un
peso de aproximadamente 9 kg. El esqueleto proporciona el marco estructural
para el apoyo y proteccion de los diferentes érganos del cuerpo. Ademads, los
huesos proveen los puntos de sujecion a la musculatura responsable del
movimiento corporal y la locomocion, conforman el reservorio principal de
minerales del organismo y alojan la médula ésea que produce y suministra las
células hematopoyéticas?!.

Estructura

Los huesos del esqueleto presentan diferentes formas y famanos que se
relacionan con su funcion especifica. Respecto a su estructura global, el tejido
6seo estd constituido por diferentes fases solidas y liquidas, que le otorgan la
caracteristica de ser junto a la dentina y el esmalte de los dientes, los Unicos
tejidos duros del organismo.

Estructura macroscopica

El tejido dseo en el esqueleto adulto estd dispuesto en dos formas arquitecténicas:
trabecular, también llamado hueso canceloso, trabecular o esponjoso (alrededor
del 20 % del esqueleto total), y el hueso cortical o compacto (alrededor del 80 %



del esqueleto total). Las proporciones de estas dos formas arquitectdnicas difieren
en varios lugares en el esqueleto?2.

El hueso cortical eestd constituido por una masa sdélida y continua cruzada por
una red de finos conductos longitudinales, denominados canales de Havers, y
transversales, conocidos como conductos de Volkmann (figura 1), que alojan
vasos sanguineos vy fibras nerviosas. Predomina en el esqueleto apendicular,
conformando la didfisis de los huesos que adopta la forma de un cilindro hueco
para contener la médula ésea. Sus particulares caracteristicas lo hacen resistente
a las fuerzas de flexion, torsidon y cizallamiento. Tiene en su estructura sélo el 10 %
de porosidad, y se puede dividir en diferentes subgrupos: huesos largos (fémur vy la
tibia), huesos cortos (muneca y el tobillo), y los huesos planos (crdneo bdéveda y
huesos irregulares). En el otro extremo, el hueso trabecular presenta una porosidad
mas alta, 50-90%, por lo que su mddulo de resistencia a la compresion es 20 veces
inferior que la de hueso cortical?,

El hueso esponjoso estd dispuesto
con una forma tipo esponja o panal
(entramado tridimensional de
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Estructura microscépica

Considerando su estructura microscépica se pueden distinguir tres fipos diferentes
de tejido 6seo.
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El hueso plexiforme corresponde a un hueso inmaduro que se encuentra en el
tejido 6seo esponjoso y cortical de los individuos en crecimiento, por lo que
durante la maduracidn es sustituido gradualmente por hueso laminar desde los 14
6 16 anos. Este tipo de hueso estd ausente en el esqueleto adulto, aunque se
puede formar cuando se acelera la produccion de matriz dsea, como ocurre en
los callos de fractura y tumores 6seos. El hueso plexiforme carece de una relacion
estable entre el contenido mineral y el coldgeno, de tal manera que su densidad
mineral es muy variable, a diferencia de los huesos haversiano y laminar, que se
describen a continuacién, gque mantienen una relacién fija entre estos
elementos?,

El hueso haversiano se encuentra constituido por un conjunto de Idminas
concéntricas, denominadas osteonas o sistemas de Havers, que tienen un
didmetro de alrededor de 200 um. y una longitud de 1 a 2 cm. y poseen un eje
neurovascular central, denominado canal haversiano, que estd recubierto por
osteoblastos y células osteoprogenitoras. Los canales haversianos de osteonas
contiguas se encuentran unidos entre si por los conductos de Volkmann, los que
se orientan en sentido perpendicular u oblicuo con éstos. Las osteonas estdn
conformadas por alrededor de 4 a 20 Idminas dseas, entre las cuales se localizan
los osteocitos. A nivel de la unidn enfre las osteonas vecinas se encuentra una
delgada linea de cementacidn, que estd compuesta principalmente por
sustancia fundamental calcificada. La microestructura de ftipo osteonal o
haversiana estd presente en el hueso cortical maduro y se forma como resultado
de la invasidon vascular del tejido 6seo ya existente, por lo que posee una menor
resistencia mecdnica y un sistema circulatorio menos eficiente que el del hueso
laminar?é,

En el hueso laminar, las trabéculas del hueso esponjoso y los sistemas
circunferenciales del hueso compacto estdn compuestos por una serie de I[dminas
6seas paralelas entre si. Las [dminas tienen un espesor que oscila entre 3y 7 um. y
estdn formadas por fibras coldgenas dispuestas paralelamente unas con otras,
aungue presentan una orientaciéon distinta respecto de las fibras de Idminas
vecinas. En la interfaz entre las Idminas &seas se encuentran las cavidades
osteocitarias con sus correspondientes células, cuya nutricibn depende de los
canaliculos existentes en la matriz éseq, los que permiten el intercambio de
moléculas e iones entre los capilares sanguineos y los osteocitos. Las Idminas del
hueso laminar y las osteonas del hueso haversiano son diferentes configuraciones
geométricas del mismo material, pues en ambas cada punto del tejido se
encuentra, aproximadamente, a unos 100 um. de un vaso sanguineo?,




Tanto el hueso laminar como el haversiano se encuentran simultdneamente en el
tejido 6seo humano. De esta manera, las didfisis de los huesos largos estan
conformadas por los sistemas circunferenciales externos e internos que
corresponden a hueso laminar, entfre los cuales se encuentran el sistema de
Havers constituido por hueso osteonal y el sistema intermedio que procede de
restos de osteonas que fueron parcialmente destruidas durante el crecimiento
0se025 26,

Biomecdnica del hueso

El hueso posee una resistencia a la tensidon similar a la del hierro, pero es tres veces
mads ligero y diez veces mds flexible. El esqueleto se adapta a su funcidn
especifica en el organismo tanto respecto a su configuracibn como a su
estructura microscoépica. La naturaleza suele seguir, en general, la ley del minimo,
de tal manera que las funciones mecdnicas de carga y de proteccion se
consiguen con el minimo peso y mdxima eficacia. Las distintas cargas que actian
sobre los huesos del esqueleto se encuentran relacionadas con las diversas
actividades del individuo, tanto compresivas, como de traccién o de cizalladura.
El hueso esponjoso trabaja principalmente a compresion, en cambio, el hueso
cortical debe soportar fuerzas de compresion, traccion y cizalladura. En lineas
generales, la fase mineral del hueso le confiere su resistencia a la compresion y
cizalladura, mientras que el coldgeno le proporciona su resistencia a la tfraccion?.

El hueso responde con un patrén caracteristico a las fuerzas aplicadas sobre su
superficie, el que depende del tipo de fuerza, densidad, arquitectura vy
composicion del tejido. La primera fase es eldstica y genera una deformacion
temporal que se mantiene mientras actua la fuerza, para luego recuperar su
forma original. Si la fuerza aumenta, se entra en una fase pldstica y el hueso,
aungue se recupera parcialmente, queda deformado. Por Ultimo, cuando la
fuerza aplicada es superior a la resistencia del tejido se produce la fractura. Las
fuerzas que actuan sobre el tejido 6seo son tension, compresiéon y torsion. Ademads
pueden ser aplicadas de forma perpendicular a la superficie dsea, como fuerza
normal, o de forma oblicua, como fuerza de cizallamiento.

Los huesos largos, formados fundamentalmente por tejido cortical, son eldsticos y
poco pldsticos, por lo que su resistencia es mayor cuando la fuerza se aplica de
manera vertical al sentido de la carga. Cuando la fuerza actiua de forma oblicua
la fase pldstica se acorta y el hueso se fractura con mayor rapidez?.

En los huesos integrados por tejido esponjoso, la resistencia es mayor cuando la
fuerza se aplica a lo largo de su eje vertical. Estos huesos al ser menos densos, son
mds pldsticos y menos eldsticos, por lo que pueden resistir deformaciones
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mayores. En los huesos esponjosos las fracturas se producen con variaciones de
longitud de alrededor de un 7 %, en cambio, en los huesos corticales bastan
modificaciones de alrededor de un 2 %27-2%,

Biomecdanica del hueso esponjoso

El hueso esponjoso se caracteriza por poseer una estructura porosa que se mide
mediante la densidad aparente o estructural. Para diferenciar ésta de la
densidad de la matriz mineralizada se debe descontar el volumen de los poros de
la masa total, de esta forma la densidad aparente es directamente proporcional
a la porosidad del hueso. El aumento del drea ocupada por los poros implica una
disminucion de las propiedades mecdnicas del hueso.

Cuando el hueso esponjoso (Figura 2) es sometido a deformacidon presenta
inicialmente un comportamiento eldstico, pero al mantenerse la aplicacién de la
carga comienza la rotura de algunas trabéculas. Al persistir las fuerzas
deformantes se genera un fendmeno de reforzamiento estructural transitorio,
previo a la fractura, determinado por el llenado de los poros del hueso auin
intactos con los fragmentos de las trabéculas rotas??.

MEDuULA OSEA

TENDO ESPONIOSO 1| MEputAGSEAT e TE)100

AMARILLA

Figura 2. En el exiremo izquierdo se observa el hueso esponjoso en
conjuncion con la médula dsea.

La estructura del tejido esponjoso se adapta a la funcidn particular de cada
hueso. De esta manera, un hueso mas resistente a las solicitaciones en flexion es el
mds adecuado para la absorcidén de energia de impactos, en cambio, en dareas
como la epifisis proximal de la tibia el hueso esponjoso presenta mayor resistencia
a las solicitaciones en carga axial. La estructura porosa plena de liquido es la
mejor organizacion y disefo para absorber la energia procedente de los
impactos. Las propiedades del hueso esponjoso dependen de su densidad
aparente, por lo que los valores del mddulo eldstico y resistencia varian con el
cubo o el cuadrado de ésta. Asi, la densidad del hueso esponjoso oscila entre 0.1
y 1 g/cm3, mientras que la del hueso cortfical es de aproximadamente 1.8 g/cms.
Las trabéculas del hueso esponjoso tienen una densidad que fluctUa entre 1.6 y



1.9 g/cm3, muy similar a la del hueso cortical. La magnitud de las propiedades del
hueso esponjoso son muy variables, pero los valores medios de su resistencia son
de 5a 10 MPa y su mdédulo de Young oscila entre 50 a 100 Mpa°,

Biomecdnica del hueso cortical

El hueso cortical es altamente anisotrépico, por lo que su resistencia depende de
la orientacion de la carga respecto a la direccidn de las osteonas. Ademds, en los
huesos largos se admite la existencia de un isotropismo transversal, cuya direccidon
de referencia es determinada por su eje longitudinal. De esta manera, la
resistencia del hueso cortfical depende de la direccion y forma en que se aplican
las cargas, de modo tal que la resistencia a la compresidon es mayor que a la
traccién en todas las direcciones. La resistencia a la torsion suele tener un valor
de, aproximadamente, un tercio de la correspondiente a la compresions!,

Debido a la proximidad entre los limites eldstico y pldstico del hueso cortical, es
muy rara la deformacién eldstica sin fractura en los huesos maduros. En cambio,
en los huesos inmaduros, que fienen menor contenido mineral, es mds frecuente
la deformacion pldstica sin rotura ¢sea. El hueso cortical se muestra mds rigido vy
resistente cuando la velocidad de deformacion es mayor, hecho que hace que
su modulo eldstico varie hasta en un 15.0 % en funcion de la actividad fisica del
individuo. La resistencia a la fafiga es moderada y el hueso se encuentra
acumulando dano constantemente durante la actividad normal. Por lo tanto, se
requiere que se produzca un proceso de remodelacidon désea permanente para
mantener la integridad estructural del sistema esquelético.

La particular distribucion del tejido 6seo cortical en los huesos minimiza las
tensiones generadas por las cargas fisioldgicas que deben soportar. De esta
forma, una estructura tubular como la didfisis femoral es la mdas adecuada para
enfrentar las solicitaciones en compresion, fraccion, flexion y torsion, en cambio, la
seccion triangular de la didfisis tibial es éptima para absorber las solicitaciones en
flexion en el plano sagital, que predominan durante la marchas2,

Las propiedades mecdnicas del hueso cortical varian con la orientacién de las
fuerzas y para las cargas longitudinales la resistencia a la fraccién oscila entre 78.8
y 151 MPaq, la resistencia a la compresion entre 131 y 224 MPa y el mddulo de
Young enfre 17 a 20 GPa. Los valores de referencia para las fuerzas transversales
corresponden a una resistencia a la tracciéon entre 51 y 56 MPa, una resistencia a
la compresidon entre 106 y 133 MPa y un mdédulo de Young entre 6 y 13 GPa. Los
valores de resistencia a la cizalladura oscilan entre 51.1 y 70 MPa y el mddulo de
cizalladura es de 3.3 GPa?.
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La elaboracion, el mantenimiento y la resorcidon del hueso, resulta de la
interaccion de tres tipos de células: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Todas
ellas fienen bien definida sus tareas y por ello son esenciales para el
mantenimiento de un tejido éseo sano.

El hueso estd involucrado en una serie de procesos que son esenciales para el
cuerpo humano. La mayor parte de las propiedades de los huesos, estdn
relacionadas con la constitucidn de su matriz. La matriz ésea tiene dos
componentes: una parte mineral constituida por hidroxiapatita, que contribuye
con el 65-70% de la matriz y una parte orgdnica, compuesta por glicoproteinas,
proteoglicanos vy sialoproteinas, que conforman el 25-30% del total de la matriz.
Debido a esto, el hueso es considerado como un material verdaderamente
complejo. Diferentes proteinas (con funciones diversas) constituyen la fase
orgdnica de la matriz 6sea. El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy
vascularizado e inervado, que estd estructurado en laminillas de matriz osteoide
calcificada. Tanto el hueso cortical como el esponjoso contienen células
especializadas, matriz orgdnica y fase mineral3,

1. Células 6seas

En el hueso coexisten varios tipos de células (Tabla 1). Las células éseas se hallan
dentro del propio tejido éseo o en el estroma conjuntivo de la médula éseaq, rico
en células mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas; estas células pueden
dar origen a cinco estirpes celulares distintas: fibroblastos, osteoblastos,
condroblastos, adipocitos y mioblastos, en respuesta a diferentes senales
moleculares que inician la cascada de activaciéon de diferentes genes.

1.1. Diferenciacidon osteobldstica.

* Genética y factores de crecimiento. Actualmente se sabe que la
diferenciaciéon hacia la estirpe osteobldstica estd controlada por genes
pertenecientes a la familia Hedgehog, de los cuales los mds conocidos son:
Ihh (Indian hedgehog) y Shh (Sonic hedgehog). También es esencial el
factor de transcripcion Cbfal (core-binding factor a-1, también llamado
Runx2) vy las proteinas morfogenéticas éseas (BMPs), que constituyen los
reguladores mds potentes de la diferenciacion osteobldstica desde las
células mesenquimales pluripotenciales



* Marcadores de diferenciacion. A medida que las células precursoras se
van diferenciando expresan en la membrana celular proteinas especificas
de su funcion o marcadores. La expresion de Cbfal es la primera evidencia
de la diferenciacién osteogénica, cuyo mdximo nivel se alcanza en los pre-
osteoblastos. La coldgena | y la osteopontina (OPN), se expresan de forma
temprana en células osteoprogenitoras. Igualmente la fosfatasa alcalina
(ALP) es una proteina de superficie que podria participar en la regulaciéon
de la proliferacién, migracioén y diferenciacion de las células osteobldsticas.
La sialoproteina ésea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores de
diferenciaciéon del pre-osteoblasto al osteoblasto y aparecen cuando se
inicia la mineralizacion. La expresibn de estas proteinas resulta
especialmente Util como marcadores osteogénicos en los estadios finales
de la diferenciacién osteobldsticas4.

1.2. El osteoblasto

Los osteoblastos son células grandes (20-30 pm), de forma poliédrica, con
citoplasma baséfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endopldsmico rugoso
de tamano importante. Proceden de las células mesenquimales pluripotenciales
de la médula 6sea, endostio, periostio y pericitos perivasculares. Emiten procesos
citoplasmdaticos hacia la matriz, que comunican con la red de osteocitos y con
osteoblastos vecinos. Los osteoblastos y osteocitos se comunican entre si por
proteinas tfransmembrana o integrinas, que actian de enlace entre células o
entre una célula y la matriz extracelular, permitiendo el paso de mensajeros como
calcio, citoquinas o prostaglandinas. En estas células la conexidon intercelular es la
Conexina 43. Los osteoblastos sintetizan la matriz orgdnica o sustancia osteoide a
un ritmo de 2 a 3 um por dia y expresan una enzima caracteristica la fosfatasa
alcalina (ALP), que permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 um por dia.
Actualmente, se sabe que:

1. sintetizan las proteinas coldgenas y no coldgenas de la matriz orgdnica del
hueso

2. dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular

3. contribuyen a la mineralizacion de la sustancia osteoide, gracias a la
fosfatasa alcalina

4. median en la reabsorciéon llevada a cabo por los osteoclastos a través de
la sintesis de citoquinas especificas

5. sintetfizan factores de crecimiento

La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al término de
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las cuales pueden ser eliminados por mecanismos de apoptosis, fransformarse en
células limitantes o de revestimiento (bone lining cells) o en osteocitos (15 %).
Ambos tipos celulares representan estadios mds avanzados de maduracion. Las
células limitantes son células elongadas y planas, con un nucleo en forma de
huso, sin organelas. Pueden expresar los marcadores osteobldsticos anteriormente
citados como sialoproteina ésea, osteopontina, osteonecting, y fosfatasa alcalina
asi como el receptor de paratohormona (PTH). Permanecen a lo largo de la
superficie enddstica, constituyendo con el endostio una capa protectora de la
superficie 6seq, que juega un papel importante en la activacién del remodelado
6se08s,

1.3. El osteocito

Una vez mineralizada la matriz, algunos osteoblastos quedan atrapados dentro de
ésta, transformdndose en osteocitos. Los osteoblastos, osteoclastos y células
limitantes se hallan en la superficie ésea, mientras que los osteocitos estdn en el
interior. Los osteocitos son las células mds abundantes del hueso (10 veces mds
que los osteoblastos). Poseen forma estrellada y su cuerpo se situa en el interior de
lagunas u osteoplasmas y los procesos citoplasmdaticos se comunican entre si a
través de los conductos calcdéforos que estdn llenos de fluido éseo extracelular.
De esta forma, los osteocitos se organizan formando un sincitio de células
interconectadas que representa una Unica estructura, con la ventaja de que
existe una gran superficie de contacto en el interior y hacia la superficie dseq,
para asegurarse oxigeno y nutrientes. Cuando se produce un frauma en el hueso,
el cese de la circulacion sanguinea origina hipoxia y necrosis de los osteocitos que
estén a mas de 0.1 mm de un capilar intacto. Los osteocitos fambién participan
en la sintesis y mineralizacién de la matriz osteoide, pero se cree que su funcion
principal es la de controlar el remodelado 6seo, detectando las variaciones
mecdnicas de las cargas, fendmeno denominado mecanotransduccionsé,

Los osteocitos constituyen el estadio final desde la linea osteobldstica y son
incapaces de renovarse. Poseen los mismos marcadores que los osteoblastos,
pero tienen como marcador especifico el CD44, receptor de membrana que se
expresa fuertemente en osteocitos y es negativo en osteoblastos y células
limitantes.

1.4. El osteoclasto

Las células encargadas de la reabsorcion son los osteoclastos. Se trata de células
grandes (100 um), multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas. Los



osteoclastos contienen fosfatasa dcida tartrato resistente (TRAP), que permite la
desfosforilacion de las proteinas, cuya actividad es aprovechada para su
identificacién, tanto in vivo como in vitro. Ademds tienen receptores para
calcitonina. Los osteoclastos proceden de células madre hematopoyéticas
medulares denominadas “Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y
Macréfagos” (CFU-GM), precursoras de macréfagos y monocitos.

Los osteoclastos fienen dos especializaciones en la membrana: un borde en
cepillo, que es donde tiene lugar la reabsorcidbn y una zona clara, rica en
microfilamentos, con integrinas que sirven de anclaje a la matriz. Para ello, los
osteoclastos se movilizan hacia la zona a reabsorber y, seguidamente, se
adhieren a la superficie 6ésea mineralizada por la zona con forma de cepillo,
sellando los bordes del drea mediante las integrinas. La integrina del osteoclasto,
parficularmente avp3, reconoce la secuencia Arg- Gly-Asp (RGD) existente en la
coldgena y otras proteinas de la matriz osteoide. A este nivel el pH es dcido, ya
que secretan dacidos (H+) generados por la anhidrasa carboénica Il y enzimas
proteoliticas como colagenasas, metaloproteasas, catepsina K, glucuronidasa,
etc., que van a originar la reabsorcién del hueso mediante la solubilizacion de la
matriz orgdnica primero y de la mineral después.

Respecto a la osteoclastogénesis actualmente se sabe que los osteoblastos son
fundamentales para la formacién de osteoclastos. Asi, el factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF) producido por los osteoblastos es requerido en
las primeras fases de la osteoclastogénesis para la formacién de células gigantes
multinucleadas. Los conocimientos actuales acerca de la regulacién de la
osteoclastogénesis se basan en la existencia de 3 moléculas clave: OPG
(osteoprotegerina, proteina sintetizada por osteoblastos y pre-osteoblastos),
RANKL (ligando situado en la superficie de osteoblastos y pre-osteoblastos) y RANK
(receptor del anterior, situado en la membrana de osteoclastos y pre-
osteoclastos). El RANKL (receptor activador del ligando NFkB) antiguamente
llomado ODF (osteoclast differentiation factor), es una citocina transmembranal
perteneciente a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF).

La interaccién entre RANKL y su receptor RANK produce una activacion de la
diferenciacion y de la actividad osteocldstica, aumentando la reabsorcion.
Asimismo, los efectos del RANKL tanfo in vivo como in vitro, son inhibidos por la
osteoprotegerina (OPG), proteina circulante producida por los osteoblastos y pre-
osteoblastos perteneciente a la superfamilia de los receptores de TNF.

Cuando se unen OPG y RANKL se inhibe la unién de RANKL a RANK y se inhibe la
diferenciaciéon osteocldastica. Por ello, OPG, RANK y RANKL son importantes
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reguladores de la osteoclastogenesis®’.

Tabla 1. Células éseas38

Estroma Medular Tejido 6seo
Stem cells hematopoyéticas Osteoblastos
Stem cells mesenquimales Pre-osteoblastos
Adipocitos Osteocitos
Macréfagos Osteoclastos
Mastocitos Pre-osteoclastos
Células endoteliales Células linfoides

2. Matriz orgdnica

La matriz orgdnica o sustancia osteoide representa un tercio del peso 6seo. Estd
formada fundamentalmente por proteinas (Tabla 2), entre las que destaca la
colagena (90%). La matriz juega un papel importante en el conjunto del sistema
6seo, siendo evidente este hecho cuando aparecen enfermedades de la
coldgena como la osteogénesis imperfecta. Sin embargo, actualmente debe
considerarse a la matriz mineralizada extracelular como algo mds que un
reservorio de calcio y fosforo, ya que constituye una reserva de proteinas que
participan en la regulacion de la diferenciacion celular y en la integridad vy
funcion del tejido 6seo.

e La coldagena. El 90% de la matriz extracelular (MEC) estd constituida por
colagena, sobre todo tipo | (> 95%) y fipo V (< 5%). También se ha
comprobado la presencia en pequenas proporciones de colagena tipo lll,
relacionado con las fibras de Sharpey y tipo Xll, formada bajo estrés
mecdnico. En la molécula de coldgena se halla la secuencia Arg-Gly-Asp
(RGD), que es reconocida por las integrinas de superficie de las células



oseas.

Conftiene, caracteristicamente,

los aminodcidos hidroxilisina e

hidroxiprolina siendo, este Ultimo, un marcador especifico de todos los
fenotipos de coladgena y estando sus valores de excrecion urinaria en
relacion directa con la tasa de reabsorcion ésea. Las fibras de coldgena se
estabilizan mediante puentes de hidrogeno entre aminodcidos y a través
de la formacion de puentes de piridinolina, entre las hidroxilisinas y lisinas.
Sin embargo, la coldgena no tiene gran afinidad por el calcio, por lo que
son otras las proteinas implicadas en el depdsito mineral®.

Tabla 2. Componentes de la fase orgdnica de la matriz 6sea??

Hueso extracelular, constituyentes de la matriz

Funciones y propiedades

Coldagenall, lII,
v, Xl

Proporciona un andamio para la estructura
esquelética; matriz de calcificacion.

Condroitin sulfato

Proteoglicanos o Proteoglicanos; afecta el crecimiento de
o Decorina fiboras y el didmetro de la colagena;
o Hialuronano involucrado en el proceso de

o Biglicano mineralizacién de la matriz
Proteinas con o Osteocalcina Proteina esquelética; marcador tardio del
dcido y- o Proteina de la matriz con dcido fenotipo osteogénico; implicada en la
carboxi- y-carboxi-glutédmico remodelacién 6seq; puede estar
glutamico involucrada en el confrol de la

mineralizacion a través de su inhibicion.

Osteonectina

Glicoproteina; une al calcio y a la
coldgena; nuclea la hidroxiapatita

Fosfatasa alcalina

Proteinas con RGD
Vitronectina

Glicoproteinas

Trombospondina

Glicoproteina; une calcio, hidroxiapatita,
osteonectina y ofras proteinas de superficie
celular; media la adhesién celular de una
manera independiente de RGD.

Fibronectina

Une al osteoblastos al sustrato.

Osteopontina

Sialoproteina; constituyente de la linea del
cemento; participa en la remodelacién
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osea

o Sialoproteinas éseas Sialoproteina; constituyente de linea de
cemento
AlbUmina
Proteinas del
plasma 2-SH- glicoproteina

IGF-I y Il Factor de crecimiento de
insulin (Insulin growth factor |y 1)

TGF- B Factor de crecimiento
transformante  beta  (Transforming
growth factor -beta)

PDGF Factor de crecimiento derivado
Factores de de plaquetas (Platelet derived growth
crecimiento  factor)

* Proteinas no colagenas. Entre ellas destacan:

o Proteoglicanos: Constituyen el 10% de las proteinas no coladgenas.
Son moléculas de gran tamano. En la matriz osteoide hay cuatro
tipos de proteoglicanos: Hialuronato y Condroitinsulfato: de
molécula grande, infervienen en las etapas iniciales de la
morfogénesis 6sea. Biglicano y decorina: de molécula mas
pequena, aparecen en las fases siguientes de la formacion ésea.

o Proteinas con dacido y-carboxi-glutadmico: Son la osteocalcina (OCN)
y la proteina de la matriz con acido y-carboxiglu- tdmico. Este acido
es un aminodcido que liga calcio y necesita vitamina K para su
sintesis. La osteocalcina es una pequena proteina de la matriz
sinfetizada por los osteoblastos y plaquetas, dependiente de las
vitaminas D y K. Representa el 15% de las proteinas no coldgenas de
la matriz y confiene tres restos de dacido y-carboxiglutdmico. Sus
niveles plasmdticos se han considerado como uno de los
marcadores bioguimicos de la osteogénesis, relaciondndose con el
numero y actividad de los osteoblastos.

o Glicoproteinas: Son la osteonectina, la fosfatasa alcalina y las
proteinas con el tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp). La osteonectina es
una glicoproteina con gran afinidad por la coldgena tipo |, por el
calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteinas no
coldgenas. Se cree que interviene en la regulacion de la adhesion



celular entre la matriz y las células y en el hueso, es necesaria para la
mineralizacién normal. La fosfatasa alcalina es una enzima que
libera fosfato inorgdnico a partir de ésteres fosféricos, necesario para
la mineralizacion.

o Proteinas con el tripéptido RGD, también llamadas SIBLINGS (Small
Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) son
fundamentalmente cinco: osteopontina, sialoproteinas &seas,
fioronectina, trombospondina vy vitronectina. Son glicoproteinas
fundamentales en los procesos de remodelado y regeneracion
6seos, con una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) que es reconocida por
las integrinas de los osteoblastos y los osteoclastos (avp3, entre ofras).
También actiUan como receptores de superficie de las células éseas
permitiendo la adhesidon de las células a la matriz extracelular vy
activando senales.

* Protfeinas procedentes del plasma: Se encuentran en la matriz orgdnica
6sea en mayor proporcion que en el plasma. Son la albUmina y la a2-SH-
glicoproteina, probablemente relacionadas con la incorporacion del
calcio a la matriz osteoide.

» Factores de crecimiento: Son polipéptidos sintetizados en el propio hueso o
procedentes de otros lugares (higado, plaguetas, etc.), que intervienen en
la diferenciacion, crecimiento y proliferacion de las células de forma
autocrina o paracrina“,

3. Fase mineral

Finalmente, el componente mineral del hueso representa el 65% del peso &seo.
Estd formado por cailcio, fosfato y carbonato (en proporciones de 10:6:1) en
forma de pequenos cristales de hidroxiapatita Cajg (PO4)¢(OH)o vy, en menor

proporcidn hay magnesio, sodio, potasio, manganeso y fluor. El plasma se
encuentra sobresaturado de calcio y fésforo respecto a la hidroxiapatita, por lo
que debe haber sustancias que inhiban la mineralizacién. Las proteinas con
capacidad adhesiva favorecen la  mineralizacion, mientras que los
proteoglicanos, magnesio, ATP y pirofosfato la inhiben4!.

4. Osteogénesis/osificacion

Embrioldgicamente, el maxilar y la mandibula se derivan del primer arco
branquial. Ambos fienen un andamio/soporte cartilaginoso durante su desarrollo,
pero a diferencia de los huesos del esqueleto apendicular, esos cartilagos sélo
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actuan como un andamio para las células de la cresta neural para formar el
hueso. Este tipo de formaciéon ¢sea se conoce como osificacion intramembranosa
(huesos faciales y calota). Los huesos apendiculares se originan del cartilago
preexistente. Bajo la direccion de protfeinas reguladoras, las células de la cresta
neural migran a lo largo del “esqueleto cartilaginoso” (andamio) del maxilar y la
mandibula para comenzar el proceso de formacion de hueso.

El esqueleto de los mamiferos tiene tres origenes distintos. El primero es el
mesodermo paraxial, que da lugar al esqueleto axial. El segundo es el mesodermo
de la placa lateral, que da lugar al esqueleto apendicular. En contraste con los
dos primeros, el tercero es de origen ectodérmico: la cresta neural , que da lugar
al esqueleto facial. El origen de cada elemento del esqueleto, depende de la
ubicacion en la que se forme inicialmente su primordio, porque las células
mesenguimales, que son la fuente del origen esquelético, en diferentes lugares se
derivan de diferentes fuentes de mesodermo o incluso del ectodermo. Por lo
tanto, a pesar de la estrecha semejanza de los productos finales, es decir, de los
osteoblastos y de su maltriz, los huesos tienen diferentes origenes ontogenéticos.
Esta distincidn es importante porque los huesos de diferentes origenes pueden
tener diferentes mecanismos y funciones de senalizacion.

Hay otra manera de mirar el sistema esquelético de mamiferos basado en el
modo de osteogénesis. Existen dos modos distintos de osteogénesis. El primero es
la formacion de , durante el cual, las células
mesenqguimales se condensan y se diferencian directamente en osteoblastos para
depositar la matriz ésea. El segundo es la formacion de ,
durante el cual primero se forma un molde de cartilago de condensaciones
mesenguimales y luego se sustituye por hueso y médula ésea2,

La mayoria de los huesos de origen mesodérmico se someten a la formacion de
hueso endocondral. Durante la formaciéon de hueso endocondral, las células
mesenquimales indiferenciadas se condensan en un sitio donde se formard un
futuro esqueleto y asumen mds o menos la configuraciéon futura del hueso. Luego,
las células en el nucleo se diferencian en condrocitos, que expresan genes de la
matriz cartilaginosa, incluyendo coldgena tipo I, coldgena tipo IX, coldgena tipo
Xl, agrecano, condromodulina-1, y matrilin-3, mientras que las células de las
capas delgadas de la periferia se diferencian en células pericondriales tipo
fibroblasto. Los condrocitos proliferan rapidamente. Entonces, los condrocitos de
en medio, detfienen su proliferacion e inician su alargamiento, convirtiéndose en
hipertréficos, y sintetizan una matriz cartilaginosa especifica tal como coldgeno
tipo X.



Los condrocitos hipertroficos se diferencian mds y maduran mineralizando su
matriz extracelular circundante. Con la maduracion de los condrocitos hay
expresion de marcadores especificos, incluyendo la osteopontina, matriz
metaloproteinasa-?, matriz metaloproteinasa-13, y el factor de crecimiento
endotelial vascular; presentan afinidad con los vasos sanguineos y con células de
la sangre vy finalmente mueren por apoptosis.

La matriz cartilaginosa mineralizada es invadida por los tejidos vasculares y es
degradada por los condroclastos, los cuales estdn estrechamente relacionados o
idénticos a los osteoclastos. Al mismo tiempo, las células pericondriales
adyacentes a los condrocitos hipertréoficos mineralizadas, se convierten en
osteoblastos que forman la estructura éseaq, la precursora del hueso cortical. Estos
precursores de los osteoblastos y los propios osteoblastos, se mezclan en el
cartlogo mineralizado junto con los tejidos vasculares. Ulteriormente, se
depositard matriz ésea sobre la matriz cartilaginosa mineralizada degradada y
forman la esponjosa primaria: precursora del hueso trabecular y de la médula
6sed. En la médula dseaq, las células madre hematopoyéticas interactian con el
estroma para establecer el sitio principal para la hematopoyesis en la vida
postnatal. Durante este proceso, los condrocitos hipertréficos parecen jugar un
papel esencial, ya que, temporalmente, aparecen antes de la formacion ésea vy,
espacialmente, la formacién de hueso se produce en lugares adyacentes a los
condrocitos hipertroficos3,

5. Regeneracion ésea

El hueso posee una gran capacidad de regeneracion espontdnea en la mayoria
de los defectos o&seos, bajo una estimulacidn dada por condiciones
homeostdaticas y microambientales adecuadas#4.

Este fendmeno equiliorado de remodelacioén, permite la renovacion de un 5% del
hueso cortical y un 20 % del trabecular al ano. El hueso cortical constituye el 75%
del total 6seo, sin embargo, la actividad metabdlica es 10 veces mayor en el
hueso trabecular, ya que la relacidon entre superficie y volumen es mayor (la
superficie del hueso frabecular representa un 60% del total). Por esto la
renovacion es de un 5-10% del hueso total al ano.

El remodelado 6seo existe toda la vida, pero sélo hasta la tercera década de la
vida, el balance es positivo; en la tercera década existe la mayor masa 6seq,
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manteniéndose con pequenas variaciones hasta los 50 anos de edad. Después
de la quinta década, predomina la reabsorciéon por lo que la masa ésea empieza
a disminuir4s,

A nivel microscoépico el remodelado 6seo se produce en pequenas dreas de la
cortical o de la superficie trabecular, llamadas unidades bdsicas multicelulares o
BMU (por sus siglas en inglés, basic multicellular units). La reabsorcion siempre
precede a la formacién y en el esqueleto joven las cantidades de hueso
reabsorbidas son similares a las neoformadas. La vida media de cada unidad de
remodelado en humanos es de 2 a 8 meses y la mayor parte de este periodo estd
ocupado por la formacion 6sea. Existen en el esqueleto humano 35 millones de
unidades bdasicas multicelulares y cada ano se activan 3-4 millones, por lo que el
esqueleto se renueva totalmente cada 10 anosss.

El conjunto de osteoclastos y osteoblastos, que de manera coordinada actian
sobre un drea 6sea durante un ciclo de remodelado, reciben el nombre de
unidades multicelulares bdsicas, las que se activan de manera asincronica y
coexisten en las tres fases. El segmento 6seo que resulta de la accidén de cada
unidad multicelular se denomina unidad estructural ésea. El limite entre el hueso
preexistente y la nueva unidad estructural se identifica por una linea ondulada
que recibe el nombre de superficie de inversion o de cementacion.

En la remodelaciéon del hueso compacto, los osteoclastos parten desde los
canales de Havers o de Volkmann y excavan ftuneles cilindricos, que
corresponden a unidades estructurales &seas corticales, llamadas también
osteonas. En cambio, en el hueso esponjoso, los osteoclastos labran en la
superficie de las trabéculas excavaciones poco profundas y de base ancha,
razén por la cual las unidades estructurales éseas trabeculares, llamadas también
paquetes frabeculares, fienen forma plano convexa,

Se conoce como recambio éseo al volumen total de hueso que es renovado por
unidad de tiempo, mediante el remodelado, el que es directamente proporcional
al niUmero de unidades multicelulares bdsicas activas. La diferencia entre el
volumen de hueso formado y reabsorbido por unidad de tiempo se denomina
balance 6seo y corresponde a la suma del hueso ganado o perdido en cada
ciclo de remodelado. Si la reabsorcién y la formacion son idénticas, el balance es
igual a cero y el volumen total, o masa désea, no varia en el fiempo. La masa ésea
mdaxima se alcanza a los 30 anos de edad y depende de factores genéticos vy
ambientales. De los 30 a los 40 anos el balance éseo es igual a cero y la masa del
hueso permanece estable. A partir de los 40 anos se instaura un balance negativo



y la masa ésea disminuye de manera progresiva. En el hombre, la pérdida ésea se
desarrolla a una velocidad constante de un 0.5 % anual, mientras que en la mujer
se acelera durante los anos de la menopausia. Al inicio de la octava década los
hombres han disminuido su masa ésea en un 20 % y las mujeres en un 30 %.

El remodelado 6seo estd sometido a un control sistémico que regula el ritmo de
activacién de las unidades multicelulares bdsicas y la actividad funcional de las
células que las integran, siendo especialmente importantes la hormona
paratiroidea y la vitamina D, aunque también intervienen las hormonas tiroideas,
los esteroides sexuales, los glucocorticoides, la insulina y la hormona
somatotréfica. El control local del remodelado éseo se lleva a cabo a través de
diversos factores de crecimiento que son producidos por las células éseas y
medulares adyacentes, tales como células hematopoyéticas, linfocitos vy
macrofagos. Los factores locales intervienen en el control de la actividad
funcional de las células de las unidades multicelulares bdsicas y permiten el
acoplamiento de osteoclastos y osteoblastos. Las células del linaje osteobldstico
son capaces de activar a los osteoclastos por medio de la produccién de
factores locales, contribuyendo al inicio de los ciclos de remodelado. A su vez,
factores liberados por los osteoclastos, o por la matriz ésea bajo la accién de
éstos, pueden activar a los osteoblastos. Estos fendmenos constituyen el sustrato
molecular para el acoplamiento entre la reabsorciéon y la formacion dentro de los
ciclos de remodelado. La resistencia del hueso a la fatiga es moderada, por lo
que acumula dano constantemente durante la actividad normal, hecho que
genera un proceso de remodelacion ésea permanente para mantener la
infegridad estructural del sistema esquelético?.

Fases del remodelado
El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases*e:
a. Fase quiescente

Hueso en condiciones de reposo. Los factores que inician el proceso de
remodelado aun no son conocidos.

b. Fase de activacion

El primer fendmeno que tiene lugar es la activacion de la superficie dsea previa a
la reabsorcion, mediante la retraccidon de las células limitantes (osteoblastos
maduros elongados existentes en la superficie enddstica) y la digestion de la
membrana enddstica por la accidn de las colagenasas. Al quedar expuesta la
superficie mineralizada, se produce la atraccién de osteoclastos circulantes
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procedentes de los vasos proximos.
c. Fase de reabsorcién

Seguidamente, los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral y a
descomponer la matriz osteoide. Este proceso lo llevan a cabo los macréfagos,
permitiendo la liberacién de los factores de crecimiento contenidos en la matriz,
fundamentalmente TGF-p (factor transformante del crecimiento B), PDGF (factor
de crecimiento derivado de las plaguetas), IGF-I y Il (factor andlogo a la insulina |

y ).
d. Fase de formacion

Simultdneamente en las zonas reabsorbidas se produce el fendbmeno de
agrupamiento de preosteoblastos, afraidos por los factores de crecimiento que se
liberaron de la matriz que actian como quimiotdcticos y ademdas estimulan su
proliferaciéon. Los preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre la
que se va a adherir el nuevo tejido y expresan BMPs (proteinas morfogenéticas
6seas), responsables de la diferenciacion. A los pocos dias, los osteoblastos ya
diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide que rellenard las zonas
horadadas.

e. Fase de mineralizacion

A los 30 dias del depdsito de la sustancia osteoide, comienza la mineralizacion,
que finalizard a los 130 dias en el hueso cortical y a 90 dias en el trabecular. Y de
nuevo empieza la fase quiescente o de descanso.

La reparacién de la fractura es una secuencia compleja de procesos celulares
que finalmente conduce a la regeneraciéon del defecto éseo. En la década de los
60's se tenia la creencia de que el cartilago se formaba como consecuencia de
bajos niveles de oxigeno y por la ausencia de aporte sanguineo. Actualmente se
sabe que el cartilago se forma en un microambiente altamente vascular debido
a su capacidad para retener temporalmente los vasos sanguineos en la zona de
regeneracion.

El cartlago contiene factores que repelen capilares e incluso constrine capilares
que estaban presentes en el hematoma. Asi que antes de la invasidon vascular
pueden producirse algunos cambios; se reconocen como eventos preliminares la



hipertrofia condrocitica y la calcificacion®.

La mayoria de las fracturas, sanan con la formacién del callo externo (e interno).
Las principales etapas de este proceso estdn bien establecidas. Después del
hematoma inicial, se forma un callo cartilaginoso (suave/blando) junto con hueso
nuevo inframembranoso. El primero con el tiempo tiende un puente sobre la
brecha de la fractura, mientras que el segundo constituye los contfrafuertes del
puente. El callo blando se fransforma poco a poco en un callo duro por
osificacion endocondral. El proceso es generalmente (y superficialmente) descrito
como el cartiiago que serd reemplazado por hueso. En sentido estricto, el
cartilago se reabsorbe por los osteoclastos y macréfagos, los cuales crean
espacios y canales, dejando algunas pequenas zonas de cartilago intacto. Estas
estructuras actian como una superficie osteoconductora, permitiendo que las
células madre osteogénicas de los capilares invadan estas zonas y formen una
nueva matriz de hueso laminar. El nuevo hueso de origen cartilaginoso se forma:.
1) por la aposicidon del espacio vascular y 2) mediante la formacion de hueso
lacunar por condrocitos°,

Hueso vascular aposicional

Existen células osteoprogenitoras en el estroma de la médula ésea. Esas células se
diferencian en osteoblastos, se alinean a lo largo de los bordes de cartilago no
reabsorbido, y establecen una capa tras ofra de hueso laminar. Aungque este
proceso es generalmente descrito como osificacidn endocondral (es decir,
dentro del cartilago), es un término incorrecto, puesto que el hueso no se forma
dentro del cartilago, sino en el espacio vascular. El centro de las espiculas éseas
seguird conteniendo condrocitos y la matriz de cartilago (visible con azul alciano
o anticuerpos de coldgeno ftipo Il). Sin embargo, ya calcificado, la matriz del
cartilago prdacticamente desaparece. Entonces, 3qué ha ocurrido con los nUcleos
centrales cartilaginosos del hueso endocondrale Una forma de eliminar este
cartilago se da durante la remodelacidon cuando todo o una parte del remanente
es reabsorbido vy sustituido por hueso nuevo (un proceso lento que se da desde el
nuevo hueso, estableciéndose en los restos cartilaginosos).

Hueso lacunar

El aumento gradual de la proporcion de la matriz ésea en el interior del nicleo de
las trabéculas del callo duro, por el tiempo vy la distancia desde el sitio de la
fractura, no puede ser completamente explicado por sélo la remodelacion’!.
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Factores reguladores del remodelado 6seo

El balance entre la reabsorcion y la formacion éseas, estd influido por una serie de
factores, interrelacionados enfre si, como son factores genéticos, mecdnicos,
vasculares, nutricionales, hormonales y locales®!.

Factores genéticos

Son determinantes muy importantes en el pico de masa ésea, ya que entre el 60 y
el 80% de ésta, se encuentra determinada genéticamente. Asi los sujetos de raza
negra poseen una masa ésea mayor que los de raza blanca y éstos mayor que la
amarilla. La masa ésea se transmite de padres a hijos, por ello la predisposicion a
padecer osteoporosis es mayor en hijas de madres que la padecens?,

Factores mecdnicos

Es necesaria la actividad fisica para el correcto desarrollo del hueso. Se cree que
la accidn muscular transmite al hueso una tension que es detectada por la red de
osteocitos, incluida en el interior del fluido &seo. Estos osteocitos producen
mediadores como prostaglandinas, oxido nitrico e IGF-I, que estimulan tanto su
actividad como la de los osteoblastos y originan una mayor formacién ésea. Y por
el contrario, la falta de actividad muscular, el reposo o la ingravidez tienen un
efecto negativo sobre el hueso, acelerando la reabsorcion.

Factores vasculonerviosos

La vascularizaciéon es vital para el desarrollo éseo normal, permitiendo el aporte
de células sanguineas, oxigeno, minerales, iones, glucosa, hormonas y factores de
crecimiento. La vascularizacidon constituye el primer paso para la osificacion: los
vasos sanguineos invaden el cartilago y posteriormente se produce la reabsorciéon
6sea por los osteoclastos, procedentes de los vasos proximos. Igualmente, la
angiogénesis es fundamental para la reparacion de fracturas o de la
regeneracion 6sea, ya que la existencia de oxigeno es importante para que se
produzca neoformaciéon ésea y no tejido fibroso (prueba de ello son los osteocitos,
los cuales se mueren cuando estdn lejos de un capilar -la distancia méaxima es de
0.1 mm-). La inervacion es necesaria para la fisiologia ésea. El hueso es inervado
por el sistema nervioso auténomo y por fibras nerviosas sensoriales. Se han
encontrado fibras autébnomas en periostio, endostio, hueso cortical y asociadas a
los vasos sanguineos de los conductos de Volkmann, asi como neuropéptidos y
sus receptores en el hueso (pacientes con desdérdenes neuroldégicos presentan
frecuentemente osteopenia, fragilidad ésea y menor densidad mineral dsea)s! 52,



El periostio es un tejido conectivo especializado que cubre el hueso. Tiene dos
capas: una estructura fibrovascular exterior y una capa interior, la cual es una
estructura osteogénica activa®s,

La propiedad osteogénica de los injertos de periostio se ve afectada por factores
tales como las caracteristicas de las zonas donantes y receptores y la
vascularizaciéon. Se ha demostrado que el periostio tibial es superior con respecto
al de la béveda craneal y costal®4,

Factores nutricionales

Se necesita un minimo de calcio para permitir la mineralizacidon que la mayoria de
los autores cifran en unos 1200 mg. diarios hasta los 25 anos; después y hasta los 45
no debe ser inferior a 1 gramo y fras la menopausia debe ser por lo menos 1500
mg al dia. Los hdbitos perniciosos como tabaco, cafeina, alcohol y exceso de sal,
constituyen factores de riesgo para la apariciéon de osteopenia??: 38,

Factores hormonales

El desarrollo normal del esqueleto estd condicionado por el correcto
funcionamiento del sistema endocrino, principalmente de la hormona
somatotropina (GH) y las hormonas calcitrépicas (paratohormona, calcitonina y
metabolitos de la vitamina D). Las hormonas son mensajeros sistémicos que
actuan a distancia de su lugar de produccion (efecto endocrino), pero también
regulan la sintesis y accién de los factores locales, que intervienen directamente
en el metabolismo celular (efectos autocrino y paracrino). Las hormonas mas
importantes que intervienen en la fisiologia ésea sons38:

» Hormonas tiroideas: Poseen dos acciones contrapuestas sobre el hueso. En
primer lugar, estimulan la sintesis de la matriz osteoide por los osteoblastos y
su mineralizacion, favoreciendo la sintesis de IGF-l. Por esto, en el
hipotiroidismo congénito (cretinismo) se produce talla baja por alteracion
de la formacion ésea. En segundo lugar, se produce un efecto conftrario,
estimulando la reabsorcion al aumentar el nimero y funcién de los
osteoclastos. La manifestacion clinica de este efecto es la aparicion de
pérdida de masa ésea en el hipertiroidismo.

» Paratohormona (PTH): Es la hormona que controla la homeostasis del calcio
a través de la accién directa sobre el hueso y el rindn e indirecta en el
intestino. Producida en las gladndulas paratiroideas que responden al
descenso de la calcemia, es la hormona hipercalcemiante por excelencia,
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al favorecer la reabsorcion. No obstante, en los Ultimos anos se ha
descubierto un papel estimulador en la formacién ésea, a través de la
sintesis de IGF-I y TGF-B. Este doble efecto de reabsorcion y formacion se
explicaria porque la PTH en administracién continua estimularia la
reabsorcion 6sea a través de la sintesis de un factor favorecedor de la
osteoclastogénesis (RANKL) por parte de las células osteobldsticas, mientras
qgue a dosis intermitentes estimularia la formacién de hueso, asociado a un
incremento de los factores de crecimiento mencionados anteriormente y a
una disminuciéon de la apoptosis de los osteoblastos.

Calcitonina: Producida en las células C o parafoliculares de la tiroides, es
inhibidora de la reabsorcion ésea, al reducir el nUmero y la actividad de los
osteoclastos. Sin  embargo, esta accidén es transitoria, ya que los
osteoclastos parecen volverse “impermeables” a la calcitonina en pocos
dias.

Calcitriol o 1,25(0OH), vitamina D3: Hormona esteroidea que favorece la

absorcion intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la mineralizacion ésea.
Es necesaria para el crecimiento normal del esqueleto. Algunos autores
piensan que puede ser producida por células linfociticas o monociticas del
hueso, ejerciendo un papel importante como regulador local de la
diferenciaciéon de los osteoclastos.

Andrégenos: Tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, a través del
estimulo de los receptores de los osteoblastos. Mientras que, la deficiencia
androgénica se asocia a una menor densidad 6seaq, la administracion de
testosterona en jévenes antes del cierre epifisario incrementa la masa ésea.
Igualmente, las mujeres con exceso de andrdégenos presentan densidades
6seas mas altas.

Estrogenos: Son esenciales para el cierre de los cartilagos de conjuncién y
se ha descubierto que juegan un papel importante en el desarrollo
esquelético tanto femenino como masculino durante la adolescencia. Los
estrogenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo dseo: por un lado
favorecen la formacién ésea al aumentar el niUmero y funcién de los
osteoblastos y por otfro lado, disminuyen la reabsorcién. Se han descrito
receptores de estrogenos en osteoblastos, osteocitos y osteoclastos
humanos. Investigaciones recientes han comprobado que los estrdgenos
pueden aumentar los niveles de osteoprotegerina (OPG), proteina
producida por los osteoblastos que inhibe la reabsorcién, por lo que
podrian jugar un papel importante en la regulacién de la
osteoclastogénesis. Es por esto, que la deficiencia de estrogenos durante la
menopausia constituye el factor patogénico mds importante de la pérdida
6sea asociada a la osteoporosis®e.

Progesterona: Es igualmente anabolizante sobre el hueso, bien
directamente, a través de los osteoblastos, que poseen receptores para la



hormona o bien de forma indirecta, mediante la competicidn por los
receptores osteobldsticos de los glucocorticoides.

> Insulina: Estimula la sintesis de la matriz directa e indirectamente, a través
del aumento de la sintesis hepdtica de IGF-I (factor de crecimiento
andlogo a la insulina-l).

» Glucocorticoides: A dosis altas tienen efectos catabdlicos sobre el hueso,
ya que inhiben la sintesis de IGF-I por los osteoblastos, y suprimen
directamente la BMP-2 y el Cbfal, factores criticos para la
osteoblastogénesis. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que a
dosis fisiologicas tienen capacidad osteogénica favoreciendo la
diferenciaciéon osteobldstica.

» Hormona de crecimiento (GH): Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e
indirecta. La GH actua directamente sobre los osteoblastos, con receptores
para la hormona, estimulando su actividad, lo que produce un aumento en
la sintesis de coldgeno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La accidn
indirecta se produce a través del aumento de la sintesis de IGF-l y Il por los
osteoblastos. Estos factores favorecen la proliferaciéon y diferenciacion de
los osteoblastos, aumentando su niUmero y funcidon®,

Factores locales

El remodelado 6seo también estd regulado por factores locales, entre los que
destacan los factores de crecimiento, las citoquinas y recientemente se han
implicado las proteinas de la matriz ésea, como moduladoras de la accién de
otros factores locales (Tabla 3). Las células del hueso también juegan un papel
importante por la produccidon de prostaglandinas y éxido nitrico, asi como de
citoquinas y factores de crecimiento.

Factores de crecimiento

Son polipéptidos producidos por las propias células dseas o en tejidos extra-6seos,
que actian como moduladores de las funciones celulares, fundamentalmente
sobre el crecimiento, diferenciaciéon y proliferaciéon celular.

» IGF-1 y Il (Insulin-like Growth Factor | y Il) o factor de crecimiento de
insulina: Los factores de crecimiento andlogos a la insulina son polipéptidos
similares a esta hormona sintetizados por el higado y los osteoblastos. Se
hallan en gran concentracién en la matriz osteoide. Incrementan el
numero y funcion de los osteoblastos, favoreciendo la sintesis de coldgeno.
Circulan unidos a proteinas de unién (IGFBP de IGF-binding proteins) que a
su vez pueden ejercer efectos estimulatorios o inhibitorios sobre el hueso.
Los IGFs estan regulados por hormonas y factores de crecimiento locales;
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asi la GH, los estrogenos y la progesterona aumentan su produccion,
mientras que los glucocorticoides la inhiben. Asimismo, median en la
inferaccion osteoblasto-osteoclasto e intervienen de forma activa en el
remodelado 6seo. El IGF-Il es el factor de crecimiento mds abundante de
la matriz 6sea, es importante durante la embriogénesis, pero sus efectos
sobre el esqueleto ya desarrollado actualmente se desconocen.

TGF-p (Transforming Growth Factor-p) o factor de crecimiento transformante
p: Los factores de crecimiento fransformantes p son una gran familia de
proteinas muy abundantes en el tejido dseo (los segundos, tras los IGF).
Estdn presentes en la matriz en forma latente y se activan durante la
reabsorcion osteocldastica. TGF-B es un potente estimulador de la formacion
6seq, potenciando la diferenciacién osteobldstica y la sintesis de la matriz
osteoide e inhibiendo la sintesis de proteasas (entre las que destacan la
metaloproteasa de la matriz (MMP), enzima que degrada la matriz
osteoide). Asimismo, inhibe la reabsorcion al reducir la formacién y
diferenciaciéon de los osteoclastos, asi como la actividad de los
osteoclastos maduros y estimula su apoptosis®s.

BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) o proteinas morfogenéticas: Las
proteinas morfogenéticas dseas estdn incluidas dentro de la familia de los
TGF-B. Constituyen un grupo de 15 proteinas capaces de conseguir la
transformaciéon de tejido conjuntivo en tejido &seo, por lo que se
consideran osteoinductivas. Asimismo, son capaces de estimular la
diferenciaciéon de células pluripotenciales hacia diferentes lineas celulares
(tejido adiposo, cartilago y hueso). Son muy abundantes en el tejido éseo y
durante la embriogénesis participan en la formacién de hueso y cartilago.
Actualmente se considera como los factores mds potentes de la
diferenciacién osteobldstica y como estimulantes de la osteogénesis,
inhiben la osteoclastogénesis®?.

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) o factor de crecimiento derivado de
las plaquetas: El factor de crecimiento derivado de las plaquetas por un
lado estimula la sintesis proteica llevada a cabo por los osteoblastos, y por
otro, favorece la reabsorcion 6sea. Otros efectos son la proliferacion de
fibroblastos, asi como de células musculares lisas, la neovascularizacion vy la
sintesis de coldgeno, por lo que favorece la cicatrizacion.

FGF (Fibroblastic Growth Factor) o factor de crecimiento fibrobldastico: El
factor de crecimiento fibrobldstico es anabolizante &seo, ya que es
mitégeno de los osteoblastos y de las células endoteliales vasculares, asi
como de los fibroblastos. Las mutaciones en sus receptores producen
alteraciones del esqueleto craneofacial, como la acondroplasia, el
sindrome de Apert y el sindrome de Crouzon, entre otras.

EGF (Epidermal Growth Factor) o factor de crecimiento epidérmico: El
factor de crecimiento epidérmico es un potente mitdégeno de las células



de origen mesodérmico y ectodérmico. Se sintetiza en multiples tejidos del
organismo, por lo que podria estar involucrado en diversas funciones
bioldégicas, aun no bien esclarecidas. Respecto al hueso podria tener una
doble accién formadora y destructora, si bien ésta Ultima es la mds
conocida.

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) o factor de crecimiento vascular
endotelial: El factor de crecimiento vascular endotelial induce la
angiogénesis y la proliferaciéon endotelial vascular. Produce vasodilatacion
y un incremento de la permeabilidad vascular. Se produce en situaciones
de hipoxia y actualmente se estd considerando como uno de los factores
claves en el desarrollo de las primeras fases del proceso de reparacion de
fracturas y regeneracion ¢seaq, asi como en el desarrollo tumoral.

GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor) o factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos: El factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos es importante para
la osteoclastogénesis y puede intervenir en la patogenia de la
osteopeftrosis.

M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor) o factor estimulador de
colonias de macréfagos: El factor estimulador de colonias de macréfagos
es producido por los osteoblastos y células del estroma medular y es
requerido como factor esencial en las primeras fases de la
osteoclastogénesis para la formacién de células gigantes multinucleadas,
pero no tiene efecto sobre la actividad osteocldstica.

TNF (Tumor Necrosis Factor) o factor de necrosis tumoral: El factor de
necrosis tumoral in vitro estimula la reabsorcion y se le ha relacionado con
la pérdida 6sea de la artritis y de la enfermedad periodontal.

Proteinas de la matrizz Las proteinas de la matriz actian como
moduladores de los factores de crecimiento. Hay que tener en cuenta que
las proteinas de la matriz se hallan a una concentracién mil veces mayor
que los factores de crecimiento, por lo que podrian jugar un papel mds
importante en la regulacion de las diferentes funciones celulares. También
participan en la regulacién de la diferenciaciéon de las células contenidas
en la matriz. Por ejemplo, la coldgena | es uno de los marcadores mas
tempranos que regulan las células osteoprogenitoras y la fosfatasa alcalina
es una proteina de superficie que podria participar en la regulacion de la
proliferacién, migracion y diferenciacion de las células osteobldsticaséO.

Citocinas

Son polipéptidos sintetizados en células linfociticas y monociticas que juegan un
papel importante en multiples funciones celulares, como en la respuesta
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inmunoldgica, la inflamacién y la hematopoyesis, con un efecto autdcrino y
pardcrino. En el hueso son importantes las siguientes citocinasé’:

>

»

Interleucina 1 (IL-1): Estimula directamente la reabsorcidn osteoclastica,
incrementando la proliferacion y diferenciacion de los pre-osteoclastos asi
como la actividad osteocléstica e inhibiendo la apoptosis de los
osteoclastos. En realidad son 3 moléculas diferentes relacionadas: IL-1a, IL-
1B y Antagonista del receptor de IL-1, siendo esta Ultima inhibidora del
efecto de las dos primeras. Su accidn sobre la reabsorcion es directa e
indirecta, a través de la sintesis de prostaglandinas.

Interleucina 6 (IL-6): Estimula la reabsorcion ¢sea y parece implicada en la
patogenia de la enfermedad de Paget. Se cree que juega un papel
importante en las etapas iniciales de la osteoclastogénesis. Se produce en
respuesta a PTH, IL-1 y 1,25(OH),D3.

Interleucina 11 (IL-11): De reciente descubrimiento, se produce en la
médula ésea e induce la osteoclastogénesis.

Prostaglandinas (PG): In vifro favorecen la reabsorcion &sea,
fundamentalmente la PGE, pero también la PGE,, PGG,, PGL, y PGH,.

Estudios in vivo, midiendo los niveles de prostaglandinas en el liquido
crevicular, han demostrado su participacién en la destruccidon ésea que
tiene lugar en la enfermedad periodontalé?,

Tabla 3. Factores locales reguladores del remodelado 6seo?? 38

Factores de BMP-4 (Proteina
crecimiento morfogenética ésea-4)

TNF (Factor de necrosis

BMP-2 (Proteina
tumoral)

morfogenética ésea-2)

EGF (Factor de
crecimiento epidérmico)

PDGF (Factor de
crecimiento derivado de
las plaguetas

BMP-6 (Proteina
morfogenética dsea-6)

BMP-7 (Proteina

f FGF (Factor de
morfogenética 6sea-7)

crecimiento fibrobldstico)

IGF-I (factor andlogo a la

M-CSF (Factor estimulante

Estimulan formacion Estimulan reabsorcion Inhiben reabsorcion




Citocinas

Yy

prostaglandinas

insulina 1)

IGF -Il (Factor andlogo a la
insulina 1)

TGF- B (Factor
tfransformante del
crecimiento B )

FGF (Factor de
crecimiento fibrobldstico)

PDGF (Factor de
crecimiento derivado de
las plaguetas)

VEGEF (Factor de
crecimiento vascular
endotelial)

6. Reparacidon o consolidacidn ésea

de colonias de
macréfagos)

GM-CSF (Factor
estimulante de colonias
de granulocitos y
macréfagos)

IL-1 (Interleucina -1)
IL-6 (Interleucina -6)
IL-8 (Interleucina -8)

IL-11 (Interleucina -11)

PGE2 (Prostaglandina E-2)
PGE: (Prostaglandina E-1)

PGG:2 (Prostaglandina G-2)

PGl2 (Prostaglandina I-2)

PGH: (Prostaglandina H-2)

IFN- Y (Interferén vy )

IL-4 (Interleucina -4)

El tejido 6seo es el Unico capaz de repararse a si mismo de manera completa por

medio de la

reactivacion de

los procesos que tienen

lugar durante su

embriogénesis. Cuando un hueso es sometido a fuerzas que superan su resistencia
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mecdnica se origina su fractura, desencadendndose el proceso de consolidacion
o reparacion ésed, que tiene como objetivo restablecer la estructura tisular y las
propiedades mecdnicas originales.

La consolidacion comienza con la estabilizacién otorgada por los callos peridstico
y enddstico, proceso que restablece la contfinuidad de los extremos fracturarios.
Cuando la fractura es manejada en condiciones de estabilidad éptima por
medio de la reduccidn anatdmica y compresion interfragmentaria no se forma el
callo peridstico, denomindndose a este proceso consolidacién primaria. La
siguiente fase corresponde al establecimiento de una unidn &sea entre los
fragmentos fracturados. Si durante este periodo la fractura carece de
condiciones de estabilidad, se puede generar una pseudoartrosis hipertrofica,
debido a la persistencia de tejido fibroso. Sin embargo, el proceso tolera un
pegueno margen de movimiento, que es capaz de estimular la consolidacion
6sea. En la fase final del proceso de reparacion, el tejido éseo neoformado
experimenta fendmenos de remodelacién que se mantienen hasta conseguir la
resistencia inicial del hueso lesionado. Los factores que favorecen la
consolidacion son la presencia de fracturas en dreas del hueso esponjoso, la
estabilizaciéon correcta, el procedimiento de transporte seo, los injertos dseos, los
biomateriales sustitutivos del tejido 6seo, la matriz ésea desmineralizada, los
factores de crecimiento, las células de la medula &6sea, el traumatismo
craneoencefdlico concomitante, los campos eléctricos, el oxigeno hiperbdrico, el
ejercicio fisico, la hormona somatotréfica, las hormonas tiroideas, la calcitoninag, la
insulina, las vitaminas A y D, los esteroides anabolizantes, el condroitinsulfato y la
hialuronidasa, entre muchos.

Los factores que dificultan la consolidacion son la ocurrencia de fracturas en
hueso de tipo cortfical, el compromiso de los tejidos blandos en las fracturas
expuestas o por alta energia, las lesiones articulares, las fracturas en hueso
patolégico, la interposicion de tejidos blandos, la devascularizacion extensa o el
aporte sanguineo precario, la manipulacion tardia, la edad avanzada, la
infeccion, la malnutriciéon, el tfratamiento con corticoides, la diabetes mellitus, la
anemiaq, el uso de cera éseaq, la denervacion y los anticoagulantes, entre otros. La
consolidaciéon ésea se desarrolla en tres etapas secuenciales que se superponen
en el tiempo, que corresponden a las fases de inflamacion, reparacion y
remodelacionss,

Fase de inflamacién

Los traumatismos causantes de las fracturas lesionan las células, vasos sanguineos
y matriz del tejido 6seo y también comprometen los tejidos adyacentes como



periostio y musculos. De esta forma, se establece un hematoma fracturario que es
la base del proceso de consolidacion. La lesidn vascular interrumpe el aporte
sanguineo a los osteocitos y por ello en los extremos fracturados no se encuentran
células vivas. Los mediadores de la inflamacién liberados por las plaguetas y
demds células lesionadas provocan vasodilatacion y la apariciéon de un exudado
plasmdatico que lleva al edema agudo. Entre las células inflamatorias que migran
al foco de fractura se encuentran leucocitos polimorfonucleares, macréfagos y
linfocitos. En la medida que disminuye la reaccion inflamatoria, el tejido necrdtico
y el exudado plasmdtico son reabsorbidos y los osteoblastos se encargan de
producir una nueva matriz éseaq.

Fase de reparacion

El proceso de consolidacion es estimulado por factores quimiotdcticos liberados
en la fase previa, las proteinas de la matriz expuestas por la desorganizacion
tisular y los factores eléctricos. La organizacion del hematoma de fractura
proporciona un soporte de fibrina que facilita la migracién celular, proliferaciéon y
sintesis de matriz 6sea. En este estado evolutivo, el microambiente a nivel del foco
fracturado es dcido, pero en la medida que el proceso avanza el pH se va
alcalinizando progresivamente, de este modo, la fosfatasa alcalina alcanza su
nivel de actividad éptimo, favoreciendo la mineralizacion del callo éseo. Cuando
los extremos fracturados se necrosan son reabsorbidos por los osteoclastos, lo que
permite que los vasos peridsticos aporten los brotes vasculares que inician la
reparacioén. Las células mesenquimdticas pluripotenciales del foco de fractura vy
del torrente sanguineo son las responsables de la neoformacion &sea. La
composicion del callo 6seo se modifica a medida que progresa la consolidacion,
de tal forma que las células sustituyen el codgulo de fibrina por una matriz fibrosa
gue contiene coldgeno tipo |y lll, proteoglicanos y glicosaminoglicanos. Luego el
tejido fibroso se transforma en fibrocartiogo que presenta un importante
contenido de coldgeno tipo Il, proteoglicanos especificos y proteinas de unidn.
Posteriormente, se produce la mineralizacién de la matriz ésea con un aumento
de la concentracion de colageno fipo |, fosfatasa alcalina y proteinas no
coldgenas, proceso que concluye con la osificaciéon de la masa fusiforme del
callo que envuelve los extremos fracturados, el que contiene cantfidades
crecientes de hueso inmaduro®.

Fase de remodelacion

Corresponde a la Ultima fase del proceso de reparacion o consolidacion en que
se sustituye el hueso inmaduro del callo éseo por hueso laminar. Una vez que se
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ha reemplazado todo el hueso neoformado, el proceso de remodelacion
continba con la reabsorcidén de las trabéculas mal orientadas por parte de los
osteoclastos y su sustitucion por ofras nuevas adaptadas a las lineas de fuerza.
Cuando la remodelacién del callo 6seo concluye completamente, se recuperan
las propiedades mecdnicas originales del hueso comprometido®s.

Necesidades clinicas de la sustitucion 6sea y campo de regeneracion

Macewan (1881) utilizé injertos 6seos animales para la reconstruccion de hUmeros
de ninos, convirtiéndose asi, en uno de los pioneros en hetoreogenicidad 6seq;
después de casi 200 anos, contfinuamos con la necesidad de innovar en el campo
de regeneracion o6sea. Existen cientos de miles de pacientes que cada ano
requieren de procedimientos quirlrgicos de injertos 6seos. Las consecuencias
econdémicas son importantes (sin tomar en cuenta la atencidn médica de la
enfermedad base); cifras que seguirdn aumentando ano tras ano por el
envejecimiento de la poblacidn.

Los tratamientos actuales se basan en los injertos de hueso autdlogo, xeoinjertos o
como una alternativa a estos, metales y cerdmicas. Motivo por el cual, se
clasifican depende del tipo de injerto enéé:;

» Avutdlogos: El material 6seo para el injerto es obtenido del mismo paciente.
Este injerto forma una estructura rigida que puede soportar dientes o
implantes, el sitio donante se selecciona de acuerdo con el volumen del
defecto; el injerto autdlogo es el Unico que cumple con las tres vias para la
formaciobn de hueso nuevo (osteogénesis, osteoinduccidon @y
osteoconduccién), asi como la gran ventaja de tener ausencia de
problemas de histocompatibiidad vy riesgos de transmisiobn de
enfermedades (Tabla 4).

o Elinjerto de hueso autdlogo, por décadas ha sido el estdndar de oro
en la sustitucion ésea (vascularizado o no vascularizado), ya que
proporciona las células osteogénicas asi como los factores
osteoinductores esenciales y necesarios para la consolidacion vy
regeneracion 6sea. Los principales inconvenientes del autoinjerto
6seo son su disponibilidad limitada y la problemdtica asociada con



su obtenciéon, es decir, afectacidon de estructuras anatdmicas
indemnes, morbilidad quirdrgica anadida, prolongacion del tiempo
quirdrgico, riesgo de infeccién y dolor posoperatorio. El autoinjerto
6seo esponjoso posee el mayor poder osteogénico entre todos los
implantes empleados para el relleno éseo, debido a su capacidad
para promover una neoformacion ésea progresiva que no requiere
pasar por el estadio de reabsorcion osteocldstica necesario para la
incorporacioén de los aloinjertos, por lo que constituye el material de
referencia con el que se comparan todos los sustitutivos éseos. Es
preciso describir los sitios donantes, asi como sus potenciales
consecuencias’:

» cresta iliaca (desventajas: dolor, dificultad para caminar,
parestesia temporal o permanente del nervio femoral
cutdneo, defectos del contorno de la cresta, ileo paralitico),
calota (desventajas: hematoma epidural o subdural, seroma,
fistula del liquido cefalorraquideo, dano cerebral, dehiscencia
de la herida, rasgadura de la duramadre, hemorragia
aracnoidea e infeccidon de la herida), rama mandibular,
mentén y tuberosidad maxilar (desventajas: hemorragia,
dolor, dehiscencia, inflamacion severa, frismus, infeccion),
radio (desventajas: cicatriz, dolor, dificultad para realizar
manualidades, parestesia temporal, infeccién), costilla
(desventajas: el injerto sufre grandes reabsorciones, ademds
de las posibles complicaciones operatorias y posoperatorias,
como el neumotdrax, dolor pleuritico y depresiones en el
torax) y didfisis tibial (desventajas: cicatriz, dolor, dificultad
para caminar, parestesia temporal, infeccidn) ¢ ¢9,

Tabla 4. Clasificacion de injertos 6seos autdlogos segun su localizacién y su origen
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Infraoral

embriolégico

Recoleccion Toma de injerto Origen embrionario
del injerto

Mandibula Sinfisis mentoniana Inframembranoso

Rama mandibula

PTPLA/CAP




Cuerpo mandibular

Proceso coronoideo
Maxilar Tuberosidad Inframembranoso

Reborde alveolar

Apofisis
cigomatoalveolar
Extraoral Cresta iliaca Via posterior Endocondral

Via anterolateral

Via anteromedial
Craneal Parietal Cortical Inframemibranoso
(calvaria)
Bicortical
Frontal Cortical
temporal
Costilla Endocondral

Tibia
Metatarso

Peroné

Microvascularizado Escapular Osteofasiocutdneo Endocondral

Paraescapular Osteomuscular
Costilla

Tibia

Aloinjertos: son tomados de otros individuos de la misma especie pero de
diferentes genotipos, se puede obtener de donantes vivos, como en el
caso de las cabezas femorales extraidas en las artroplastias de cadera, de
donantes multiorgdnicos o de donantes de tejidos. Para su conservacion se
pueden emplear los métodos de congelacion, criopreservacion o
liofilizacion; se almacenan y procesan en bancos tisulares. Tiene ventajas
debido a que se elimina el sitio donante en el paciente, se disminuye el
tiempo quirdrgico y de anestesia y se presenta menor pérdida sanguinea
durante la cirugia. Existen fres tipos de aloinjertos éseos: congelado-
desecado (liofiizado) y hueso desminerealizado-congelado-desecado
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(DFDB). Los aloinjertos pueden formar hueso a través del efecto de la
osteoinduccién y la osteoconduccién; no se da en el proceso de la
osteogénesis debido a que el injerto no posee células vivas. El aloinjerto se
comporta como una estructura que permitird el crecimiento de nuevo
hueso a partir del remplazo gradual que sufre el injerto por el hueso
huésped. Este proceso se da por proliferacidn subperidstica vy
endocontral’®,

Entre las ventqgjas de los aloinjertos destacan su amplia disponibilidad, que
depende de la oferta de los bancos de tejidos, su reducida
inmunogenicidad y su buena tolerancia por parte del receptor. Sin
embargo, presentan como inconvenientes un comportamiento bioldgico
inferior al del autoinjerto 6seo, un elevado costo de manutencidn, el riesgo
de infeccién, una mayor incidencia de fracturas y la posibilidad de
transmision de enfermedades como SIDA, hepatitis, leucemia, tuberculosis,
sifilis, céncer y encefalopatia de Creutzfeldt-Jakob, entre otfras’’.

o Sus propiedades mecdnicas y bioldgicas son variables y dependen
de los sistemas de conservacion y esterilizacion empleados
previomente. Se utilizan principalmente en forma de injertos libres, ya
sean esponjosos, cortficales o corticoesponjosos, para el fratamiento
de variados defectos 6seos segmentarios o cavitarios’®. La
formacion 6sea es lenta y se pierde volumen apreciable si se
compara con el injerto autélogo’2 73,

Xenoinjertos: injertos que se obtienen e implantan entre individuos de
especies diferentes.

o Son el centro de interés de muchos estudios debido a que se
pueden conseguir con facilidad, sin embargo, la capacidad
inmunogénica, tanto de las células como de la matriz orgdnica,
limita su utilizacion y hace necesaria su desproteinizacion.

» Existen diferentes preparados de heteroinjertos &seos
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disponibles. Presentan las mismas ventajas que los aloinjertos,
pero carecen de capacidad osteoinductora y, debido a los
procesos de conservacion y esterilizacion, sus propiedades
biomecdnicas son deficientes (Tabla 5)74.

Apldasticos: son materiales sintéticos biocompatibles, que pueden ser
usados para relleno, sin embargo no cumplen con todos los objetivos que
los injertos 6seos alveolares pero pueden ser Utiles en injertos tardios en los
que se buscan fines restaurativos pero no ortoddénticos.

e}

Corresponden a todos los materiales destinados a estar en contacto
con los sistemas bioldgicos con el objetivo de tratar, aumentar o
sustituir un tejido, érgano o funcién del organismo. El implante de un
biomaterial genera la reaccidn de los tejidos vivos receptores,
produciéndose un proceso inflamatorio de cuantia variable que
concluye con la cicatrizacién. En la reaccion de los tejidos también
influyen los productos de corrosion, degradacién o abrasion del
mafterial implantado. La respuesta de los tejidos puede favorecer la
incorporaciéon del material o acelerar la regeneracién de una lesion.
Este es el caso de los implantes de cementos éseos y vidrios
bioactivos basados en fosfatos de calcio en que los biomateriales
interactUan directamente con los componentes del tejido ¢seo vy el
proceso resultante permite la reparacién del defecto éseo.

* Presentan pobre integracion, pueden fallar debido a
procesos de infeccidon o por fatiga mecdnica. La cerdmica
tiene una fuerza de tensidén muy baja y es fragil y por lo tanto,
no puede ser utilizada en lugares donde la forsidn, flexion o
tensién de corte son significativas. Se sugiere la utilizacion de
hidroxiapatita no porosa en grdnulos, ya que el material
poroso ha presentado fallas posiblemente por retencion de
microorganismos nasales o de la cavidad oral’>,
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Tabla 5. Clasificacion de ventajas y desventajas de los materiales utilizados en injertos7

Materiales

Material Autdlogo

Material Homélogo,
alogénico o aloinjerto

Material Heterélogo o
xenoinjerto

Material Alopldstico o
sintético

Ventajas
Econdmico
No antigénico
No fransmite enfermedades
Osteoinduccién
Osteoconduccioén
Gran disponibilidad
Almacenable
Osteoinductor leve
Osteoconductor
Elaboracion industrial

Osteoconductor
excelencia

por

Nula reaccién inflamatoria
No transmite enfermedades
Osteoconduccion
Disponibilidad ilimitada
Facil manejo

Alto nivel de calidad

Almacenamiento sencillo

Desventajas
Limitada disponibilidad
Morbilidad dreas donadoras

No se puede almacenar

Recoleccion extraoral con
anestesia general
Puede tfransmitir
enfermedades

Proceso elaboracién costoso

Posee poder antigénico

Proceso elaboracién costoso

No posee osteoinduccidn

Costo elevado
No posee osteoinducciéon

Reaccion de cuerpo extrano
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Se denomina sustituto éseo a

todos los tejidos o materiales

que pueden emplearse para

rellenar defectos del hueso, con

el objetivo de obtener Ila

~ regeneraciéon y reparacion del

Factoves de tejido dseo. De acuerdo con
L crecimiento esto, podemos reconocer dos
tipos fundamentales de

sustitutivos, los injertos 6seos vy

Célulay

Figura 3. Formacién de hueso a través de la ingenieria fisular. [0S biomateriales.

Interaccion sinérgica entre la matriz, las células y los factores

de crecimiento usados en ingenieria tfisular y la efectividad L. ,

de las terapias utilizadas para la regeneracién ésea basadas ~ LOS injertos oseos corresponden

en proteinas o genes (Kofron MD, 2004). a frogmen’ros de hueso que se

pueden implantar en un drea del

esqueleto para restaurar el capital éseo perdido. Los biomateriales son aquellas

sustancias, naturales o sintéticas, o combinacién de sustancias, que pueden

implantarse en el organismo para tratar, restituir, sustituir o aumentar un érgano o
tejido, entre los cuales se encuentra el tejido éseo (Figura 3)77.

Las nuevas estrategias de la ingenieria tisular estadn enfocadas en materiales que
sirvan de andamios porosos para la liberacion de componentes bioldgicos que
proporcionen un enfoque para el desarrollo eficaz de sustitutos de injerto éseo. En
anos recientes, el uso de técnicas de ingenieria de tejidos ya sea via transplante
de composites o la implantacién separada de moléculas de la matriz extracelular
(uso de factores de crecimiento y sembrado de células en defectos dseos) para
la reparacién y/o regeneracion de defectos 6seos, ha ocupado la atencidn
como un problema médico/odontoldgico a resolver en diversos paises’s.

Se requieren de tres pardmetros fundamentales para que la ingenieria de tejidos
6sea sea exitosa:

1) senales osteoinductivas

2) células que respondan a estas senales (p. ej.. células froncales
mesenqguimales) vy,

3) una matriz extracelular adecuada 7?



Diferentes métodos han sido usados en un intento de superar las limitaciones de la
regeneracion 6sea en defectos criticos (ya detallados en los diferentes tipos de
injertos). Sin embargo, uno de los problemas claves, es el desarrollo de farmacos,
medicinas y/o materiales para la reparacion de estos defectos de un modo
predecible y notable. La composiciéon y la arquitectura de los biomateriales son
variables importantes que afectan directamente la respuesta de reparacion. Y se
clasifican segun su modo de acciongo;

a. Osteogénicos: son los injertos de hueso autdégeno, que mediante el
establecimiento de centros de formacion de células vivas producen
la regeneracion ¢sea directa del defecto.

b. Osteoinductivos: son aquellos que tienen capacidad de liberar
sustancias que inducen la formacion ésea, es decir, que actian
sobre células pluripotenciales (osteoinductibles), originando una
diferenciaciéon fenotipica que concluye en la formacién ésea por
mecanismo endocondral. Estas moléculas se conocen como Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs) y son las BMPs 2, 3 y 7 las que
producen neoformaciéon endocondral. El resto inducen formaciéon
de cartilago. Se ha encontrado BMP en el hueso de banco
desmineralizado.

c. Osteoconductivos: proporcionan una tframa que estimula a las
células no pluripontenciales o preprogramadas para que se
conviertan a osteoblastos, desde los mdargenes del defecto. Pueden
ser materiales permanentes o reabsorbibles. Esta capacidad la tiene
el hueso bovino y la hidroxiapatita sintética.

Los injertos autdgenos o el uso de sustitutos dseos son materiales populares que
han sido utilizados para ayudar al cuerpo en la curacion ésea. Esos materiales o
injertos trabajan a través de procesos de osteoinduccién, osteoconduccion y
osteogénesis. Aunque muchos clinicos han intentado obtener resultados similares
con hueso alogénico o xenogénico, sustituto éseo y alopldstico, ninguno ha
igualado los resultados obtenidos con injertos éseos autdégenoss’.

Pese a que los injertos autdlogos son los injertos ideales, presentan importantes
desventajas, sobretodo para defectos criticos, ya que pueden incrementar el
tiempo quirdrgico, requerir de una incisidén extra para obtener el injerto, presentar
pérdida sanguineaq, dolor, tener riesgo de infeccidon postoperatoria, morbilidad del
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sitio donador, integraciéon incompleta del transplante, estar limitados a una cierta
cantidad d6sea disponible (cantidad de injerto insuficiente)®, destruccion de
células vivas durante el procesamiento de tejido y la desvitalizacion del injerto
con su subsecuente proceso de resorcidon, disminuyendo asi, la estabilidad
mecdnicass,

A continuacién, se mencionardn algunas de las desventajas especificas de los
autoinjertos (Figura 6é):

Los injertos autdlogos de cresta iliaca han sido asociados con: infecciones
superficiales y profundas, seromas, hematomas, lesiones vasculares y nerviosas,
fractura de la cresta iliaca, hernia abdominal, dolor cronico, cicatriz y deformidad
postoperatoriad,

Los riesgos de los injerfos de costilla estdn relacionados con: defectos del
contorno, neumo y hemotérax, cicatriz y dolor de larga evolucion.

Los riesgos de los injertos de calvaria son: perforaciéon de la duramadre, lesidon
infracranial, meningitis, alopecia y cicatriz®.

Los injertos microvascularizados tienen el riesgo de: rechazo, técnicamente
demandante, cirugias prolongadas, necrosis, frombos, costosos y fractura del sitio
donadorsé,

El proceso de distraccion y fransporte éseo también se han utilizado para la
reposicion y reparacion de defectos en varios huesos faciales®” 88, Aunque este
proceso fiene la capacidad de promover la formacién 6sea en defectos dseos
criticos, también tiene sus propios inconvenientes: se necesitan dispositivos
externos, lo que da un potencial inaceptable de cicatrices, lesion nerviosa,
infeccion, procedimiento quirdrgico complicado, largo y costoso®?.

Por ofra parte, los aloinjertos se obtienen generalmente de los bancos de tejidos,
pero tiene el riesgo de transmitir enfermedades asi como de complicaciones
postoperatorias debido a la falta de vascularizacidon?® o por un rechazo mediado
por un proceso inmunoldgico y secuestro 6seo, a parte de ser costosos?!. La densa
naturaleza de la cortical de los aloinjertos, impide la revascularizaciéon y la invasion
celular del huésped al implante, por lo que esta limitada habilidad para
revascularizar, se cree que es la responsable del 25-60% de complicaciones
asociadas con los aloinjertos?2,

Oftro tipo de factores osteoinductivos son los factores de crecimiento. La matriz
6sea extracelular constituye una importante reserva de factores de crecimiento,



especialmente los sintetizados por las células 6seas como IGF, TGF, FGF vy
PDGF. Detallados brevemente a continuacién?:

» |IGF o Factor de crecimiento de insulina (Insulin Growth Factors): Estos
factores regulan el crecimiento celular y determinan la calcificacion de la
matriz 6sea. La sintesis de los IGF | e IGF Il depende de la accién de la
hormona del crecimiento sobre el tejido éseo. Los glucocorticoides, los
estrogenos y los andlogos de la vitamina D, también pueden controlar la
accion de los IGF.

» TGFp o Factor de crecimiento transformante g (Transforming Growth Factor
B): Cumple un importante rol en los procesos de formacidn y mineralizaciéon
de la matriz ésea. La accion del TGFp estd regulada por otros factores
como los FGF, los estréogenos y la calcitonina.

» FGF o Factor de crecimiento fibrobldstico (Fibroblast Growth Factor):
Genera la proliferaciéon de células indiferenciadas en el proceso de
reparaciéon ésea y también es capaz de promover la neoangiogénesis.

» PDGF o Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet Derived
Growth Factor): Estimula la proliferaciéon de fibroblastos y osteoblastos,
siendo considerada junto con la IGF | uno de los factores mds importantes
en el proceso de regeneracion del tejido dseo.

Diferentes lineas de investigacion se encuentran orientadas para la obtencién de
biomateriales que actuen como portadores de factores de crecimiento, para
mejorar la velocidad, cantidad y calidad de la regeneraciéon ésea en el lugar de
la implantacién. Se ha empleado hidroxiapatita como vector de FGF e
hidroxiapatita y fosfato fricdlcico como portadores de IGF I. El aislamiento de
diversos factores bioactivos y la posibilidad de sintetizarlos con técnicas de
ingenieria genética, permite postular un desarrollo promisorio de los sustitutivos
osteoinductores.

Sin embargo, se debe tener en consideracion que los efectos secundarios de los
diferentes factores de crecimiento 6seo todavia no son bien conocidos?.

Por otro lado, cabe hacer mencién especial acerca de las proteinas
morfogénicas de hueso (BMP por sus siglas en inglés, bone morphogenetic
protein), las cuales constituyen la familia mds importante de factores de
crecimiento para lograr la regeneracion ésea y poseen una amplia variedad de
actividades bioldgicas que incluyen: induccidén de cartilago, formacion éseq,
organogeénesis, proliferacion y apoptosis?> %,
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En 1965, Urist describe la fraccidn proteica contenida en la matriz dsea
descalcificada, a la cual le denomind proteina morfogenética ésea (BMP), la que
al ser implantada en defectos cavitarios conduce a la formacion de tejido 6seo.
Las BMP son proteinas bdsicas de bajo peso molecular que se pueden aislar
desde el hueso cortical, la dentina y algunos tumores 6seos. Actualmente se
describen alrededor de 12, entre las que destacan la BMP2, BMP3, BMP4, BMPé6 y
BMP7, que se obtienen a partir de tecnologias de recombinaciéon del DNA,
asocidndolas con diferentes biomateriales capaces de retenerlas en el lugar de
implantacion?. Investigaciones posteriores han permitido identificar y purificar las
proteinas que estimulan la diferenciacion de las células mesenquimaticas hacia la
linea osteogénica. Los estudios han demostrado que la cantidad de tejido 6seo
formado es mayor en presencia de BMP, encontrdndose ademds que esta es
dosis dependiente. En la actualidad, se busca determinar la dosis minima de BMP
capaz de inducir la osteogénesis, para limitar los riesgos de su accidon a
distancia?.

A fravés de la tecnologia de ADN recombinante, se ha logrado obtener
cantidades adecuadas de proteinas morfogénicas recombinantes humanas
(rhBMPs) para propdsitos de investigacion. Sin embargo, su uso en la prdctica
clinica no solamente es costoso, sino que también se asocia a efectos adversos
tales como el sobrecrecimiento &seo y las reacciones inmunoldgicas del
huésped?.

Recientemente se ha reportado que secuencias cortas de péptidos de su regidon
central, podrian imitar las propiedades inductivas éseas de las BMPs en términos
de regeneracion 6seaq, sugiriendo que pueden utilizarse como un inductor
alternativo?¢ 100-102. | gs BMPs inducen la formacion de hueso endocondral por
medio del estimulo del proceso de diferenciacién de las células progenitoras
mesenquimales'®, y han sido ampliamente evaluadas en diversas aplicaciones
que incluyen el tratamiento de fusiones espinales, fracturas, defectos
craneofaciales y periodontales!04110,

Aunque se ha demostrado la eficacia de las rhBMPs, los inconvenientes con la
estabilidad de las proteinas en el sitio del injerto, el entendimiento de la cinética
de las BMPs in vivo y las condiciones de liberacion de éstas, asi como su alto
costo, han limitado el uso de las BMPs en la clinica. Por otra parte, estas proteinas
poseen una vida media corta (1 a 4 horas). Solo las proteinas recombinantes
humanas BMP-2 y BMP-7/OP1 han obtenido la aprobacién para su uso clinico en
humanos por la FDA (Federal and Drug Administration, USA) y se limita Unicamente
a aplicaciones ortopédicas -fusibn de la columna vertebral- y en cirugia
maxilofacial -BMP-2, es usada en reconstruccion maxilo-mandibular-117,



La administraciéon de BMP-2 y BMP-7/OP1 mejora significativamente los estados
iniciales de reparacion de cartilago. Sin embargo, se requieren grandes dosis o
aplicaciones multiples para lograr el efecto osteogénico deseado; lo cual
significa que una dosis de aplicacion exdgena de BMP es equivalente a la
cantidad enddgena presente en 1000 seres humanos. Lo anterior representa una
seria preocupacion respecto a su seguridad y costo!'2,

Las BMPs también se han relacionado a complicaciones clinicas severas como los
hematomas generalizados en tejido blando y a la resorcion ésea peri-implante,
debido a que las concentraciones son suprafisioldgicas, como resultado de una
cinética de liberaciéon imperfecta de BMPs (el 30% del encapsulado es perdido en
la fase inicial?>113,

Otro efecto colateral de la administracion de BMP es la promocion de
crecimiento 6seo excesivo, lo que trae como consecuencia la presion sobre el
tracto gastrointestinal y raices nerviosas, ademds de ser inductores potentes de la
calcificacion arterial, lo que puede predisponer a los individuos recipientes a
complicaciones serias como ateromas o trombosis'4,

Actualmente se han empleado técnicas de biologia molecular y de ingenieria
genética para la produccidon de proteinas recombinantes. Sin embargo la
complejidad del equipo, asi como las técnicas de preparacion, ciclos de
produccion largos, rendimientos bajos y procesos costosos, dificultan el lograr una
produccion a gran escala. En adicidén a esto, existen problemas de seguridad de
los productos como resultado de la ingenieria genética. Para aplicaciones
clinicas se utilizan materiales inorgdnicos, polimeros, materiales bioldgicos y
composites como vectores para la liberaciéon de BMPs. Sin embargo, para diversos
materiales existen diferencias tales como biocompatibilidad, propiedades
mecdanicas, osteoconductividad, osteoinductividad, plasticidad y
degradabilidad. A la fecha no existen materiales para sustituir hueso que cumplan
con los requerimientos de un material perfecto para la reparaciéon y/o
regeneracion de los defectos dseos. Por lo que la aplicacién de BMPs (BMP2 y
BMP-7/OP1) para la reparacion de fracturas es limitada. Asimismo, el arreglo
tridimensional al azar de estas proteinas y su adherencia a los materiales
(acarreadores) influye en su bioactividad debido a la insuficiente exposiciéon de
los sitios activos de las proteinas!'s.

Otro método es la fransfeccion de BMPs en células troncales mesenquimales
utilizando tecnologia transgénica y la expresion de BMPs en células transgénicas.
Sin embargo, los vectores utilizados son principalmente adenovirus, los cuales
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pueden causar dano al huésped a través de una proliferaciéon celular persistente.
Para los genes del huésped, también existe el riesgo de mutacion debido a la
infervencion extrinseca de genes. Sin embargo, la transfeccion exirinseca de
genes por métodos diferentes a los vectores virales (pldsmidos) podrian no ser
infegrados a los cromosomas de las células huéspedes por lo que no existe el
riesgo de mutacion, pero su expresion es menos eficiente. En sintesis, el fiempo y la
cantidad de la expresidon génica in vivo no se puede confrolar artificialmente.
Asimismo, existen desventajas con estos métodos tales como: la baja eficiencia
de fransfeccion, expresion limitada en el tiempo y el potencial carcinogénico de
los vectores virales. Por lo tanto, la terapia génica basada en las BMPs, esta
alejada de su aplicacién clinica en el futuro inmediato!s.

Individuo sano

No cumplen con los

requerimientos
clinicos deseados

Patologia, Traumatismo, Infeccién, Congénito

Injertos
microvascularizados
Distraccién ésea
Autolnjertos Transporte 6seo

Aloinjertos Flasma rico en
Xenolnjertos factores de
Aloplasticos crecimiento

Proteinas
morfogénicas

Regeneracion ésea

Figura 4. Modelo causal de regeneracién ésea



En el ser humano, la capacidad regenerativa de los tejidos es limitada, por tanto,
existen danos bajo las cuales se deben idear terapéuticas, que promuevan la
regeneracion cuyo producto sea un tejido anatémico y funcionalmente idéntico
al anterior. Dependiendo del tipo de defecto y los factores causales de las
lesiones Oseas, existen situaciones en las cuales la regeneracion ésea puede verse
truncada y es necesario hacer mano de técnicas que estimulen una correcta
reposicion del tejido. Sin embargo, factores como: un medio ambiente
desfavorable para la cicatrizaciéon, una técnica quirdrgica  poco
optima/inapropiada o una inestabilidad  biomecdnica, traumatismos,
enfermedades &seas, patologias congénitas o tumores, pueden provocar una
formacion de defectos 6seos grandes, los cuales tienen limitado su potencial
intrinseco de regeneracion. Por lo tanto, los defectos dseos grandes representan
un desafio significativo para los clinicos, ya que la falta de unidn ésea es muy
comun'’,

Un defecto 6seo de tamano critico/severo, se define como una herida intradsea
gue no sana espontdneamente durante la vida de un animal, o como un defecto
que muestra menos del 10% de regeneracion ésea durante la vida de dicho
animal?2 18 11? 5 como el resultado de la multiplicacion del didmetro del hueso por
2.0-2.5'9,

Cuando el tamano critico es excedido, el resultado deriva en una formacion de
tejido fibroso mdas que 6seo. El propdsito ulterior de la ingenieria de tejidos dseos,
es el imitar los procesos naturales, disenando y aplicando materiales bioimitadores
(p.ej.: materiales sintéticos que llevan a cabo algunas de las funciones de
moléculas bioldgicamente activas) que proveen condiciones adecuadas para la
inducciéon de hueso''s.

Modelo animal/modelo de fractura tibial

El desarrollo y la modificaciéon de los implantes ortopédicos y dentales ha tenido
lugar durante muchos anos como un esfuerzo para crear una interacciéon éptima
entre el cuerpo humano y el material implantado. El objetivo de lograr una
interfase 6ptima hueso-implante, ha sido enfocado a la alteracion de la superficie
del implante, topografia, la quimica, la energia y la carga, asi como la
composicion del material a granel'?!,
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Un material de implante 6seo ideal, deberd tener una composicidén quimica
biocompatible para evitar la reaccién adversa del tejido, excelente resistencia a
la corrosion en el medio fisioldgico, aceptable resistencia, una alta resistencia al
desgaste y un mddulo de elasticidad similar a la del hueso para reducir al minimo
la resorcidn 6sea alrededor del implante.

Las caracteristicas relativas a la seguridad de los implantes, tales como evitar una
reacciéon adversa del tejido vy resistencia al desgaste y la corrosiéon, son de alta
importancia clinica para los implantes utilizados en situaciones clinicas a largo
plazo tanto en la medicina humana como en la veterinaria, ya que ha habido
algunos vinculos entre la exposicidon prolongada a materiales no biocompatibles y
una respuesta adversa como la formacion de tejidos neopldsicos'?2,

Con el fin de determinar si un nuevo material cumple los requisitos de
biocompatibilidad y estabilidad mecdnica antes del uso clinico, debe someterse
a pruebas rigurosas (inicialmente in vitro y luego en condiciones in vivo).

Las pruebas in vitro son muy populares para la caracterizaciéon de materiales,
especialmente los investigadores adoptan los principios de la reduccion de los
animales para pruebas cientificas. A pesar de ello, se acepta que la prueba in
vitro sea utilizada principalmente como una primera etapa del ensayo para la
toxicidad aguda y la citocompatibilidad (el término biocompatibilidad a menudo
se utiliza incorrectamente con los ensayos in vitro; como biocompatibilidad sélo se
puede utilizar en el caso de animales o seres humanos -in vivo-, siendo el término
correcto citocompatibiidad para las pruebas in vifro) para evitar el uso
innecesario de animales en el ensayo de materiales citoldgicamente
inapropiados'?,

Extrapolar directamente los resultados obtenidos en el laboratorio in vitro a
pacientes in vivo, es prdcticamente imposible y/o riesgoso. Sin embargo, la
aplicaciéon sistemdtica en un modelo animal (el modelo de defecto &seo
segmental y critico serviria como blanco de pruebas sélidas para las estrategias
de regeneracioén 6sea), se considera un paso esencial en el proceso del desarrollo
de injertos 6seos para ser usados ulteriormente en humanos. Por estas razones, los
modelos animales son esenciales para evaluar la biocompatibilidad, la respuesta
de los tejidos y la funcidn mecdnica de un material ortopédico o dental antes de
la utilizacién clinica en el ser humano.

Los modelos animales permiten la evaluacion de los materiales en situaciones
cargadas o descargadas durante duraciones de tiempo potencialmente largos y



en diferentes calidades de tejido (por ejemplo, de hueso sano o normal,
osteopenia) y edades. No sélo se pueden evaluar los tejidos en la proximidad
inmediata del implante, también pueden ser estudiados los tejidos en lugares
remotos. Mientras que los modelos animales pueden representar estrechamente
la situacioén clinica humana mecdnica vy fisioldgica, se debe recordar que se trata
de sélo una aproximacion. Actualmente existen numerosos modelos para probar
los materiales de implante in vivo, que van acorde con el propdsito de la
evaluacion de la adsorcidon de proteinas y de la adhesidon del tejido blando a la
integracion de los huesos y la difusibn de las particulas de desgaste de los
implantes.

Hay varios modelos animales para la investigacion musculoesqueletal. Algunas
especies de laboratorio, por ejemplo, ratones y ratas, son demasiado pequenos
para la investigacion de materiales de implante (por ejemplo, placas y tornillos
ortopédicos/maxilofacial) en los huesos que soportan peso. Por lo tanto, ademdads
de ovejas, cerdos y perros, los conejos son un modelo comUnmente utilizado.
Aunque la microestructura del hueso, la remodelacion 6sea, la marcha, y en
consecuencia, las fuerzas biomecdnicas que actiuan sobre los huesos, difieren
presumiblemente de las de los seres humanos, es comun que estos materiales se
prueben en animales'?4,

Como método de evaluaciéon adicional in vivo, se pueden verificar las
alteraciones por estudios de gabinete y durante el periodo de seguimiento post
operatorio. En conftraste, este método no se puede utilizar en animales mads
grandes debido a su tamano. Igualmente, es de suma importancia el
conocimiento de las fuerzas biomecdnicas para decidir, si el conejo o un modelo
animal grande es la eleccidn adecuada para la pregunta de investigacion.
También, tienen que ser evaluados especialmente los procesos de cicatrizaciéon y
el posible fracaso de los implantes, con respecto a la carga efectiva para poder
transmitir en un futuro, los resultados a las condiciones humanas. Adicionalmente,
estos datos pueden ser utilizados para simular la remodelacién ésea y para el
cdlculo de la estabilidad requerida del material de implante, incluso durante el
periodo de curaciéon de la fractura. El conejo es uno de los animales mdas utilizados
para la investigaciéon médica, se utiliza aproximadamente en el 35% de los
estudios de investigacidbn musculoesqueletal. Esto es en parte, debido a la
facilidad de manejo y tamano. El conejo también es conveniente ya que alcanza
la madurez esquelética poco después de la madurez sexual, alrededor de los 6
meses de edad'?>,
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Un inconveniente con el conejo como modelo animal para la evaluacidon de
multiples materiales de implante, es su limitacion de tamano. El estdndar
internacional para la evaluacién bioldgica de dispositivos médicos recomienda
un mdaximo de 6 implantes (3 de prueba y 3 implantes de control; Norma
Internacional ISO 10993-6, 1994) por conejo; esta es la mitad del nUmero mdaximo
de implantes recomendadas para ovejas, perros, cabras y cerdos. Ademds, el
tamano del implante que puede ser introducido es limitado. No se recomienda
colocar implantes cilindricos mayores de 2 mm de didmetro y 6 mm de longitud;
de nuevo, esto es la mitad de lo recomendable para otras especies mds grandes
mencionados. A pesar de esto, el conejo sigue siendo una opcidn muy popular
para el ensayo de materiales de implante en el hueso.

Es evidente que hay grandes diferencias en la anatomia del hueso entre el conejo
y el humano, tanto en el tamano y la forma de los huesos como en la carga, esto
debido a las diferencias en posicion entre las dos especies. Histoldgicamente los
huesos largos de conejo tienen una microestructura muy diferente a la de los
humanos. En comparacion con la estructura 6sea humana, los conejos tienen una
estructura de tejido longitudinal vascular primaria, que comprende canales
vasculares de osteonas paralelas con el eje largo del hueso, las cuales rodean el
canal medular asi como la superficie peridstica. El hueso entre estas capas estd
compuesto de hueso denso Haversiano. El promedio del didmetro mdaximo de la
osteona es de 223.79+47,69 um con un didmetro minimo de 50.79+9.71 um12¢,

Existe poca literatura que describa las diferencias entre la composicion y la
densidad 6sea humana y de conejo. Lo Unico reportado, indica similitud entre la
densidad mineral ¢sea (DMO) v, la tenacidad a la fractura de hueso diafisario.
(Wang X, 1998). En comparacion con otras especies, tales como primates y
algunos roedores, el conejo tiene el recambio esquelético mds rdpido
(remodelacién de Havers). Esto puede hacer que sea dificil extrapolar los
resultados de estudios realizados en conejos sobre la probabilidad de una
respuesta clinica en humanos. Sin embargo, los conejos se utilizan comUnmente
para la deteccion de materiales de implante antes de la prueba en un modelo
de animal mds grande.

Los modelos de fractura animal han sido investigados ampliamente para
identificar y caracterizar los procesos fisioldgicos y patofisioldgicos de la
regeneracion de fracturas de huesos largos. Se han investigado y desarrollado
multiples modelos de defectos criticos tibiales (simulando lo mds parecido posible
a las condiciones humanas), con el objetivo de obtener informacidn sobre las
interacciones de diversos injertos 6seos. En comparacion con las ovejas, los
momentos y las fuerzas axiales de la tibia de los conejos, son muy parecidos a la



de los seres humanos. Sin embargo, toda una comparacién de momentos entre
las ovejas, conejos y humanos es muy dificil debido a la falta de mediciones
directas, aun asi, se considera que el conejo, es un modelo animal adecuado
para estudiar la reparacién de fracturas, sobre todo debido a su facil manejo y a
la viabilidad de los métodos de exdmenes adicionales'?,

La combinacién de dos o mds materiales para conformar biomateriales
compuestos, ha permitido desarrollar y caracterizar nuevos implantes que pueden
ser utilizados como potenciales sustitutivos éseos.

Uno de los materiales poliméricos naturales que mds se ha empleado en
asociacion con otros para obtener biomateriales compuestos es la coldgena. Asi,
en distintas experiencias se ha combinado coldgena liofilizada que puede
conformar una red de aldehidos, por ejemplo, como soporte para hidroxiapatita
granulada. Luego de su implantaciéon, este compuesto se comporta como un
biomaterial osteoconductivo. Sin embargo, hasta ahora la utilizacidon exclusiva de
coldgena no ha demostrado capacidad para promover neoformacion ésea'?s,

Como ya se ha mencionado, un hueso sano fiene la capacidad de regenerar
espontdneamente si el volumen del defecto no supera un cierto famano. En los
casos de grandes defectos, o cuando el metabolismo éseo no es capaz de
reparar adecuadamente el defecto déseo (osteoporosis 0 enfermedad de Paget),
se pueden usar biomateriales de injerto de hueso tanto como puente de los
defectos como para facilitar la formacion de hueso en el dreas defectuosas'?.

Los biomateriales utilizados para injertos &seos deben proporcionar tres
dimensiones de apoyo para la migracion celular, la proliferacion, la
diferenciacion, también deben actuar como un andamio para la formacién de
nuevo hueso en las dreas defectuosas. Los andamios deben poseer una amplia
gama de caracteristicas diferentes. Estos deben de ser biocompatibles,
biodegradables, porosos, con propiedades mecdnicas adecuadas, maleables o
inyectables, y lo mdas importante, tener compatibilidad o afinidad por las proteinas
de la matriz 6sea y factores osteogénicos',

En la Ultima década, varios investigadores han observado una respuesta sinérgica
cuando se utilizan en conjunto, factores bioactivos, andamios y células con el
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objetivo de impulsar la ingenieria de tejidos dseos? 131,

Como antecedente se sabe, que en intentos iniciales para el uso de factores de
crecimiento osteogénicos in vivo mediante inyeccidén directa en el sitio, daba
lugar a la curacion limitada, debido a que la citoquina se eliminaba rdpidamente
del sitio de aplicacién. Motivo por el cual, se disend un sistema capaz de
contener y liberar sostenidamente las proteinas: factor de crecimiento de
adsorcion encapsulado con superficie polimérica; la liberacion del péptido por
desorcidon de la superficie del polimero y/o difusion a través de la barrera de
polimero. Para aplicaciones en ingenieria de tejidos 6seos, este sistema contiene
el factor osteogénico el tiempo suficiente para estimular la quimiotaxis, la
proliferacién, la diferenciacion y la secrecién de matriz extracelular que rodea a
las células madre mesenquimales’s2,

Los polimeros biodegradables de origen natural (p. ej.: gelatina, coldgena,
elastina, fibrina, dcido hialurénico, chitosdn/chitin y alginato) han sido estudiados
y utilizados como materiales para injertos déseos o de cartilago para reparar
defectos con aplicaciones ortopédicas y odontolégicas'33,

Los polimeros derivados naturalmente, son proteinas de matriz extracelular de
diferentes tejidos y proveen un andamio para el soporte celular en el organismo.
Como materiales de injerto ¢seo, los materiales derivados de proteinas poseen
propiedades superiores sobre los materiales sintéticos debido a su excelente
biocompatibilidad y su alta afinidad con otras proteinas de la matriz extracelular.
La gelatina es una coldgena desnaturalizada térmicamente que puede ser
preparada por medio de extracciones dcidas (Tipo A) o alcalinas (Tipo B) de piel
de cerdo, hueso o tenddn, seguida por un tratamiento térmico en un ambiente
acuoso (hidrdlisis)134. El producto final se separa usando diversos métodos, tales
como sedimentacion, filfracion, y centrifugacion’s.

El andamio en cuestidon, se compone de unos 18 aminodcidos diferentes
repetidos, los cuales forman una estructura bobina (coldgeno tiene una estructura
de triple hélice). glicina o alanina, forman entre un tercio o la mitad de todos los
aminodcidos de la estructura de la gelatina, ofros aminodcidos secundarios son
prolina e hidroxiprolina. Estos materiales tienen diferentes formas (esponja, gel,
pelicula, fibras, etc.). La gelatina posee una larga historia de uso en la industria
alimentariac  como agente clarificante, como material de recubrimiento
estabilizador y protector. En la industria farmacéutica se ha utilizado para la
manufactura de cdpsulas, unglentos, cosméticos y recubrimiento de tabletas y
en emulsiones'*. Debido a sus propiedades hemostdticas, las esponjas de
gelatina han sido ampliamente utilizadas en cirugia como adhesivos vy



absorbentes. La ventaja real de la gelatina (derivado de la coldgena) sobre la
coldgena, es su extraccion y preparacion facil, lo que resulta econdmico,
obteniendo mayores rendimientos de produccién de matriz de gelatina; adn asi,
lo mds importante, es el hecho de que, a diferencia de la coldgena, la gelatina
no es antigénica en condiciones fisiolégicas!sé,

Debido a su flexibiidad en cuanto a la forma, biocompatibilidad, afinidad a
proteinas y biodegradabilidad, las esponjas en base a gelatina pueden ser
excelentes candidatos para utilizarse como andamios en injertos éseos 0 como
material de liberacidon de farmacos. Las esponjas de gelatina han sido utilizadas
como material de injerto de aplicacion cardiovascular'®-13?, asi como material de
liberacion de farmacos'. A continuacidon, se detallard el tipo especifico del
andamio (Gelfoam®) utilizado en el proyecto de investigacion.

El Gelfoam® es una esponja comprimida estéril disenada para ser aplicada a las
superficies de sangrado como hemostdtico. Se trata de un producto preparado
de la purificacion de la piel de los porcinos, el cual es de insoluble en agua,
blanco, no eldstico y poroso. Se puede cortar y no se deshilacha, siendo capaz
de absorber y retener dentro de sus intersticios, muchas veces su peso de la
sangre y otros fluidos.

Su modo de accidn no se entiende completamente, en el caso de la hemostasia,
su efecto parece ser mds fisico que el resultado de alterar el mecanismo de
coagulacién de la sangre. Cuando no se utiliza en cantidades excesivas,
Gelfoam® se absorbe completamente, con poca reaccidon del tejido. Esta
absorcion es dependiente de varios factores, incluyendo la cantidad utilizada, el
grado de saturaciéon con sangre u ofros fluidos, y el sitio de uso. Cuando se coloca
en los tejidos blandos, generalmente se absorbe completamente dentro de
cuatro a seis semanas, sin inducir excesivamente tejido cicaftricial. No se
recomienda que la esponja reabsorbible sea saturada con una solucion
antibidtica o espolvoreado con polvo antibidtico. El Gelfoam® se suministra en un
sobre individual estéril disponible en 8 x 12.5 cm de tamano.
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5. kntecedentes

Desde la época de los egipcios, griegos y romanos se
usaron materiales no bioldgicos, en particular, metales y
ofros materiales naturales para curar heridas y algunas
enfermedades. Incluso en México algunas culturas
prehispdnicas usaban cuarzo y piedras preciosas para Figura 5. Esquema de un érgano dental
restaurar dientes o huesos. Pero el desarrollo de los  (primermolarinferior).

materiales para la restauracién del cuerpo que

conocemos actualmente, inicié en la década de los 50, poco después de haber

terminado la segunda guerra mundial. Uno de los problemas que impulso el

desarrollo de los materiales para restaurar el cuerpo humano, fue la necesidad

qgue mucha gente tenia de éstos, dada la cantidad de personas con lesiones

6seas: fue en esta etapa donde se empezaron a fraguar los conceptos de
biomateriales, y biocompatibilidad asi como el progreso en general en la ciencia

de los biomateriales, para lo cual, es preciso hablar acerca del periodonto. El
periodonto es la parte vital del diente. Se denomina periodonto a los tejidos que

rodean vy soportan los dientes. El periodonto estd conformado por: encia,

cemento dentario, ligamento periodontal y hueso alveolar. El periodonto es una

unidad biofuncional que es parte del sistema masticatorio. El periodonto es una

unidad compleja, cuyo principal objetivo es brindar la unidn del diente (cemento)

al hueso alveolar de la cavidad oral distribuyendo las fuerzas masticatorias y

ademds constituyendo un reservorio de células necesarias para la homeostasis'“0,

El cemento radicular es un tejido conectivo calcificado/mineralizado. Fue descrito
por primera vez en 1835, no sufre procesos de remodelacion pero si de aposicion,
el cual se mantiene durante toda la vida. Se ha clasificado como celular o
acelular dependiendo de la presencia o ausencia de cementocitos en su
estructura. Ofra clasificacion incluye cemento con fibras intrinsecas o extrinsecas,
dependiendo de la presencia de fibras coldgenas'# 142y en contraste con el
hueso, el cemento no posee irrigacidon sanguinea de manera directa, inervacion
ni drenaje linfatico; tiene un metabolismo lento y sigue un proceso de
diferenciacién (mineralizacién) distinto al de ofros tejidos mineralizados. A pesar
de estas diferencias, el cemento tiene una composicion similar al hueso, por lo
tanto, las enfermedades que afectan las propiedades del hueso, también
afectan las del cemento.



El cemento, al igual que la dentina y el hueso, contiene moléculas bioactivas que
promueven la migraciéon, adhesion, y crecimiento de los fibroblastos e influyen en
la sintesis de la matriz extracelular. Cabe mencionar que, algunas moléculas
presentes en el cemento existen en mayor o menor cantidad o bien, estdn
ausentes del todo en otros tejidos mineralizados, o en los tejidos conectivos (Figura
6)'2.

Ademdas, estd constituido por agua, por una matriz orgdnica y una matriz
inorgdnica distribuidos en partes iguales. El 50% de la masa seca es inorgdnica y
corresponde a cristales de hidroxiapatita (HA), mientras que el 50% restante
corresponde a la matriz orgdnica y contiene glicoproteinas, proteoglucanos y
principalmente fibras de coladgena'“,

Figura 6. Esquema y microfotografia del periodonto. D. Dentina, C. Cemento, LP.
Ligamento periodontal y HA. Hueso Alveolar.

*  Matriz Inorgdnica

El 50% del material inorgdnico del cemento corresponde a la hidroxiapatita (HA)
[Ca10(PO4)4(OH)2].

*  Matriz Orgdnica
o Fibras coladgenas: las principales fibras de coladgena son | (90% de toda
la matriz orgdnica, provee el andamio y regula la forma de los cristales
de hidroxiapatita) y lll (5% y cubre las fibras de coladgenal l).
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Proteinas no coldgenas

Glucoproteinas: sialoproteina ésea (BSP), osteopontina (OPN),
osteocalcina (OCN) y osteonectinag, igual que en el hueso.
Proteoglucanos: son decorina, biglicano, versicano, lumicano,
fioroglucano vy fibromodulina, los cuales no son especificos del
cemento.

Proteinas del esmalte: rara vez estdn presentes en cemento.
Fosfatasa alcalina: enzima participadora en la mineralizacion del
cemento, su actividad se correlaciona positivamente con el
grosor del mismo.

Factores de crecimiento: los factores especificos del cemento
son, BMP2, BMP3, BMP4, BMP7, PDGF, aFGF, bFGF, TGF-b e IGF-I.

Proteinas especificas del cemento: existen tres proteinas
especificas de cemento: Factor de Crecimiento del Cemento
(CGF), Proteina del Cemento 1 (CEMP1) y Proteina de Adhesién
del Cemento Radicular (CAP)? 10,

» CGF es el principal factor mitogénico del cemento humano y
bovino. Actia de forma sinérgica con el factor de
crecimiento epidural (EGF), e induce diversas vias de
senalizacién asociadas con la mitogénesis; promueve Ia
migracion y el crecimiento de las células progenitoras
presentes en las estructuras adyacentes hacia la matriz de
dentina y participa en su diferenciaciéon a cementoblastos12.

» CEMP-1 fue aislada a partir de una biblioteca derivada de
cementoblastos  putativos  (células derivadas de un
cementoblastoma humano) cultivados in  vifro. Es una
proteina  que participa en la diferenciacion de los
cementoblastos y promueve la mineralizacion de la matriz
cementoide y de células no osteogénicas a través de la
nucleacion de cristales de fosfato octacdlcico, lo que la
convierte en una candidata importante para la regeneracion
de cemento y/o hueso, también promueve la adhesidon de
células del ligamento periodontal, células osteobldsticas del
hueso alveolar y fibroblastos gingivales. Es una proteina Unica
que tiene varias propiedades como inductor de la
mineralizacién, proliferacién, diferenciacion y adhesion
celular'#1é,

> CAP promueve Ila adhesion de fibroblastos gingivales,
desempena un papel importante en el reclutamiento vy
diferenciacién celular durante la formacion del cemento



radicular'# 15, Estd involucrada en procesos de adhesion,
migraciéon y mineralizaciéon!!. Ulteriormente se detallard a
profundidad.

La proteina CAP ha sido aislada, caracterizada y purificada a partir de cemento
humano y bovino mediante el empleo de un antficuerpo monoclonal contra CAP
(anti-CAP) de bovino (3G9); se ha inmunolocalizado en la matriz del cemento
radicular, en espacios endosteales del hueso alveolar y en zonas paravasculares
del ligamento periodontal asi como en cementoblastos putativos in vitro e in
vivol0. CAP también ha sido identificada en células derivadas de tumores
humanos'43 144, El gen de la proteina de adhesidon del cemento se localiza en el
cromosoma 10p13-p14 y tiene 6 exones'*. EI ARN mensajero que codifica para la
proteina de 140 aminodcidos se denomina PTPLA/CAP, y contiene los exones 1y 3
de los seis del gen PTPLA/CAP. El ADNc estd conformado de 1435 pares de
bases'’.

La proteina de adhesidon del cemento radicular (CAP) es homdénimo de PTPLA
(expresada en el desarrollo y etapas posnatales de mUsculo cardiaco y en menor
medida en musculo esquelético) y codifica para dos isoformas de 288 y 140
aminodcidos, respectivamente. La secuencia de CAP con ACCESSION/ locus
AY455942, tiene 1435 nucledtidos y su marco de lectura abierta codifica para una
proteina de 140 aminodcidos, nucledtidos 37 a 457
(MGRLTEAAAAGSGSRAAGWAGSPPTLLPLSPTSPRCAATMASSDEDGTNGGASEAGEDRE

APGERRRLGVLATAWLTFYDIAMTAGWLVLAIAMVRFYMEKGTHRGLYKSIQKTLKFFQTFALLE
VSFPSCCFSIAVIFM). Los 140 aminodcidos de la proteina CAP le confieren un peso
molecular de 14.920, carga eléctrica neutra (pl 7.78), hidrofébica, movilidad
relativa de 54-57 KDa y su localizacion es citoplasmdtica en un 94.19% debido a la
carencia de péptido senal'4,

De los 140 aminodcidos, 125 aminodcidos de la Terminal-N son idénticos a PTPLA,
la cual codifica para 288 aminodcidos. El resto del carboxilo terminal de CAP
constituye el sitio de splicing donador en el exdén 2 de PTPLA. PTPLA/CAP posee
dos sitios tfransmembranales y la proteina se trunca después del segundo sitio
fransmembranal. Esto elimina la secuencia de PTPLA “IVHCLIGIVPT" la cual es el
sitio activo de la fosfatasa. Recientemente, se clond e identificé un ARNm a partir
de una biblioteca derivada de una linea celular de un fibroma cemento-
osificante humano, que codifica para una isoforma tfruncada de la 3-hidroxiacil-
CoA-dehidratasa 1 6 PTPLA (mayormente expresada en el desarrollo y etapas
postnatales del musculo cardiaco y en menor medida en musculo esquelético) 4.
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La familia de genes identificada como Proteinas Tirosinas parecidas a las
Fosfatasas (PTPL por sus siglas en inglés), posee el sitio activo de la familia de las
Proteinas Tirosinas Fosfatasas (PTPasas), con la diferencia de que una prolina
reemplaza a la altfamente conservada arginina. La familia de las PTPLs estd
conformada por lo menos de tres miembros, los cuales fuera del sitio catalitico no
comparten secuencias homolégas con alguna otra familia de las PTPasas. PTPLA,
uno de los tres miembros de la familia de las PTPL, es una proteina donde la
substitucion de arginina por prolina podria inactivarla; de ahi que, pueda carecer
de actividad fosfatasa o tener una actividad anti-fosfatasa y por lo tanto,
representar una clase distinta de PTPasas!44 145,

\getgge tgegeca

A'I:G GGG CGC CTG Acé ’G‘J\l‘ GCG ,ééc‘:cc‘ﬁ ,GéG GGC AGC GGC TCT CGG 8;.
M G R L T E A A A A G S G s = ‘
GCT GCA GGC TGG GCA GGG TCC CCT CCC ACG CTC CTG CCG CTG TCT 126
CCC ACG TCC CCC AGG TGC GCG GCC ACC ATG GCG TCC AGC GAC GAG 1
GAC GGC ACC AAC GGC GGC GCC TCG GAG GCC GGC GAG GAC CGG GAG 216
[ G T N G 3 S E 3 F [ R E €
GCT CCC GGC GAG CGG AGG CGC CTG GGG GTC TTG GCC ACC GCC TGG 261
Crc ACC TTC TAC GAC ATC GEC ATG ACC GCG GGG TGG TTG GTT CTA 306
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GCT ATT GCC ATG GTA CGT TTT TAT ATG GAA AAA GGA ACA CAC AGA 351
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Figura 7. ARN MESAJERO PTPLA/CAP. La secuencia codifica para una proteina de
140 aminodcidos denominada PTPLA/CAP. Esta isoforma dos se caracteriza por
tener 15 aminodcidos (color rojo) no encontrados en la isoforma uno, también
llamada PTPLA.

Los 15 aminodcidos (VSFPSCCFSIAVIFM, peso isoeléctrico, pl: 5.48, peso: 1.65 KDa)
del carboxilo terminal, los cuales al no ser compartidos por ofra secuencia, hacen
Unica esta region de la proteina. De estos 15 aminodcidos constitutivos (Figura 7),
10 son hidrofébicos y 5 hidrofilicos (Tabla 6), por lo cual, se considera un péptido
hidrofébico de estructura globular. Se considera un splicing alternativo del gen;
tomando en cuenta que solo estos 15 aminodcidos pueden darle la especificidad
de funcion a esta proteina, por lo cual, se sugiere el uso de esta secuencia, ya
que su sintesis es mds factible econdmica y técnicamente en comparacién a la
sustraccion de una proteina (Figura 8 y 9). Cabe mencionar que, el splicing



alternativo de la proteina PTPLA/CAP ocurre en el sitio activo de la proteina PTPLA
(288 aminodcidos).

| Tabla 6. Péptido PTPLA/CAP

Secuencia aminodcidos: | VSFPSCCFSIAVIFM
Codigo 1 letra | Cdédigo 3 letras Aminodcido
Hidrofébico
\) Val Valina
No polar
Hidrofilico
S Ser Serina
Polar, sin carga
0 Hidrofébico
5 F Phe Fenilalanina
” No polar
Hidrofébico
AN P Pro Prolina
No polar
Hidrofilico
S Ser Serina
Polar, sin carga
Hidrofilico
C Cys Cisteina
Polar, sin carga
Hidrofilico
4 C Cys Cisteina
Polar, sin carga
| Hidrofébico
"/ F Phe Fenilalanina
» No polar
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Hidrofilico

Ser Serina
Polar, sin carga
Hidrofébico
lle Isoleucina
No polar
Hidrofébico
Ala Alanina
No polar
Hidrofébico
Val Valina
No polar
Hidrofébico
lle Isoleucina
No polar
Hidrofébico
Phe Fenilalanina
No polar
Hidrofébico
Met Metionina
No polar
Peso isoeléctrico: pl: 5.48

Peso:

1.65 KDa




Figura 8. Modelo tedrico de la proteina CAP; formado por a hélices y estructuras
aleatorias.

Figura 9. Modelo tedrico de la proteina CAP; de rosa, carboxilo terminal del
péptido PTPLA/CAP, de azul claro, grupo amino.
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En términos prdcticos,
CAP es expresada por
células del foliculo dental
y promueve su adhesiéon y
diferenciacion’# 146.147 | as
células del ligamento
periodontal  se unen
fuertemente a CAP vy
forman tejido

mineralizado parecido a Figura 10. Modelo tedrico del péptido PTPLA/CAP; estructura secundaria con
cemento radicular y/o cadenas laterales de la secuencia de los aminodcidos: VSFPSCCFSIAVIFM, valina-

. . serina-fenilalanina-prolina-serina-cisteina-cisteina-fenilalanina-serina-isoleucina-
hueso in vitro144. 145, alanina-valina-isoleucina-fenilalanina-metionina

El papel biolégico CAP (Figura 10) es muy importante y trascendental ya que estd
involucrada en el papel quimiotdctico de células del ligamento periodontal y del
hueso alveolar hacia la superficie radicular; la adhesidon estd mediada por el
receptor de las integrinas a5p1, teniendo una alta afinidad por la fibronecting,
hidroxiapatita, dentina y cemento radicular. Aumenta la actividad de la fosfatasa
alcalina asi como la expresion de proteinas asociadas al proceso de
biomineralizacion. Se ha demostrado que en fibroblastos gingivales, la proteina
CAP activa la via de MAPK, mediada por ERK2, induciendo la expresidon de c—fos,
el cual es un factor de transcripcidon que participa en la proliferacidon celular. De
igual manera, se ha demostrado que CAP induce el aumento de la proliferacion
celular en células troncales derivadas del ligamento periodontal humano'4°,

CAP es aislada Unicamente de la matriz de cemento? localizada en
cementoblastos y en cemento, y producida por lineas celulares derivadas de
tumores de cemento; CAP estd fuertemente asociada con el fenofipo
cementobldstico. Esta proteina no solamente promueve la adhesidon selectiva de
células osteobldsticas, sino que también, entfre las células del ligamento
periodontal; aquellas que se unen fuertemente a CAP son capaces de formar, in
vitro, un tejido mineralizado parecido al cemento y dentro de su funcién principal,
estd la NUCLEACION DE CRISTALES DE HIDROXIAPATITA en un sistema libre de
células in vitro (Figura 11)10,



Figura 11. Las imdgenes de SEM muestran formaciones cristalinas laminares que
crecen a partir de un nucleo agrupadas en esférulas (A y B). El tamano de las
esférulas es variable, obteniendo un promedio cercano a los 160 um. Se
observan cristales de hidroxiapatita inducidos en un sistema libre de células en
presencia del péptido. Nétese la formacién de microesferas y la disposicion de
los cristales poliédricos (C y D).

Los estudios hechos por Yokokoji y Narayanan (2001), muestran que CAP como
componente de la matriz, induce el ciclo celular mediante mecanismos comunes
a otfras moléculas. Saito y Narayanan (1999) demostraron que la adhesion
mediada por CAP induce eventos en la fase G1, mediante el aumento de la
expresion de ciclina D1. La transicion de la fase G1 a S del ciclo celular no solo
depende del acumulo de ciclinas sino también de la regulaciéon de inhibidores
Cdk como p21 y p27. CAP regula los niveles de la proteina p21, contribuyendo a
la progresion del ciclo celular. Saito y Narayanan (1999) demostraron que la
adhesidon mediada por CAP, en fibroblastos gingivales, induce la activacion
sostenida de ERK- 2, la cual es necesaria para la expresion de AP-1, c-fos, c-jun y
la expresion de la proteina reguladora ciclina D1 (AG, 2011). En hibridaciones en
secciones de ratén, realizadas por Uwanogho y col. (1999), la expresion del ARNm
de PTPLA se encontrd en el corazdn, higado, pulmdn, ganglio trigeminal y raiz
dorsal en etapas embrionarias; asi como, en el muUsculo esquelético, mUsculo
cardiaco, higado, testiculo y rindn en etapas posnatales. A través de Northern
Blotf, Li y col. (2000), reportaron que en el humano la expresion de PTPLA estd
limitada a corazén de feto y de adulto, y en menor medida al musculo
esquelético v liso, concluyendo su participacion en el desarrollo y diferenciacion
cardiaca, asi como, en ofros eventos celulares'0,
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MICROTOMOGRAFIA

En los Ultimos anos, ha crecido enormemente el uso de alta resolucion de
imdgenes de microtomografia computarizada (uTC) para evaluar la morfologia
trabecular y el hueso cortical en especimenes de animales y humanos. En la
actualidad, hay disponibles varios sistemas de uTC, y como resultado, hay varias
aplicaciones y programas para la adquisicion, evaluacién y resultados de
imdgenes; la falta de consistencia y homogeneidad hace que los datos sean
dificiles de interpretar o que sean imposibles de comparar entre diferentes
estudios. Por lo cual, se instituyd un comité internacional para realizar una guia en
la que se estandarizé la adquisicion, andlisis y evaluacion de imdgenes'#,

Estas guias pretenden dictar un enfoque para la evaluaciéon de la microestructura
6sea en modelos animales; proporcionan recomendaciones en relacidén con la
terminologia y las unidades estandar, lo que debe incluirse en la descripcion de
los métodos utilizados para un experimento dado, y un conjunto minimo de
variables de resultados que deben ser reportadas y son suficientemente flexibles
para aplicarse a una amplia variedad de protocolos experimentales y para dar
cabida a los futuros desarrollos en la adquisicidon y/o evaluaciéon de iméagenes.

Hasta hace poco, las técnicas histoldgicas cuantitativas se consideraban el
estdndar de oro para evaluar la arquitectura del hueso cortical y trabecular.
Aunque el andlisis histolégico proporciona informacion Unica sobre la celularidad
y los indices dindmicos de la remodelacion éseaq, tienen limitaciones con respecto
a la evaluaciéon de la microarquitectura 6sea debido a que los pardmetros
estructurales se derivan del andlisis estereoldégico de un par de secciones en 2D
(asumimos la interpretacién de una estructura real de 3D —tercera dimension- al
supuesto de una estructura subyacente plana en 2D —dos dimensiones-) 49,

Fue por primera vez en 1980 que Feldkamp'#® describidé el uTC como el estdndar
de oro para la evaluacidon de la morfologia dsea y la microarquitectura en
ratones y en otros pequenos modelos animales ex vivo. El microtomografo utiliza
datos de atenuacién de rayos X adquiridos en multiples dngulos de visidon para
reconstruir una representacion 3D del espécimen que caracteriza la distribucion
espacial de la densidad del material, que es suficiente para la investigacion de
estructuras tales como trabéculas éseas de ratdn que tienen anchuras de
aproximadamente 30 a 50 um?99,



En diversos estudios se ha establecido la excelente reproducibilidad y exactitud
del microtomdgrafo en las mediciones de la morfologia ésea. La precision de las
mediciones de la morfologia uTC ha sido evaluada por la comparaciéon de ellas
con medidas tradicionales de histomorfometria 2D tanto en animales como en
humanos. Estos estudios muestran que las mediciones morfoldégicas en 2D y 3D
para el uTC correlacionan muy bien con las mediciones de histomorfometria en
2D [r= 0.84-0.92]151-153,

Hay muchas ventajas de utilizar uTC para la evaluaciéon de la masa ésea y la
morfologia de los especimenes extirpados (el aparato sélo cuenta con un
peqgueno espacio para el andlisis del tejido, de tal forma que de tratarse de una
especie grande, tiene que ser desarticulada la regidn para poder ser
analizada) 54 155;

1. Se permite la medicién directa 3D de la morfologia trabecular, tales como
el grosor trabecular y la separacién, en lugar de deducir estos valores
basados en modelos 2D estereoldgicos, como se hace con las
evaluaciones histoldgicas estandar!s¢,

2. En comparacién con la histologia en 2D, se analiza un volumen
significativamente mayor de interés's’.

3. Las mediciones se pueden realizar con un rendimiento mucho mds rdpido
qgue un andlisis histolégico fipico de histomorfometria debido a que el
hueso primero debe de descalcificarse, 1o que significa mayor tiempo de
espera para obtener los resulfados!?s,

4. La evaluaciéon de la morfologia ésea en los escaneos uTC no es destructiva;
por lo tanto las muestras se pueden ufilizar posteriormente para otros
ensayos, tales como los histoldgicos o ensayos mecdnicos.

5. Por Ultimo, el uTC puede utilizarse para proporcionar una estimacién de la
mineralizacion de tejido 6seo por comparacion de la atenuacion de los
rayos X en el hueso con la de los estandares de hidroxiapatita, aunque esto
debe hacerse con cuidado debido a las limitaciones de la fuente de rayos
X policromdticos tipicos para instrumentos de escritorio!*?.

También este sistema (medicion de unidades Hounsfield en microtomodgrafo)
otorga de manera sencilla una evaluacién sobre las caracteristicas del tejido
neoformado (asi como los cambios en la densidad mineral ésea, BMD) ya que las
Unidades Hounsfield (UH) determinan valores de atenuacion de los tejidos,
teniendo una caracteristica propia cada uno de ellos'é, El microtomdgrafo crea
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tfoda una nueva clase de detectores de PET de alta resolucion sin zonas muertas
para comprometer la sensibilidad.

La curva de calibracion de las Unidades Hounsfield (usando la hidroxiapatita), da
como resultado la densidad mineral ésea (g/cms3)’él, sin embargo, este método
no se utilizard en este proyecto debido a que por la falta de densidad de las
trabéculas no nos permite la medicidon de la densidad &6sea del tejido
neoformado'é2 163,

Tamano Voxel y resolucién de la imagen

Un voxel es la unidad discreta del volumen de exploracidn como resultado de la
reconstruccidon tomogrdfica. Se trata de un volumen 3D que representan dos
dimensiones dentro de la rebanada y el grosor del corte. Tipicamente, los voxels
de las imdgenes uTC tienen las tres dimensiones iguales, por lo que se describen
como voxels isotropicos. Idealmente, deberia de utilizarse el tamano de voxel mas
pequeno (es decir, mds alta resolucidbn de escaneado); sin embargo, las
exploraciones de alta resolucién requieren largos tiempos de adquisicion, ya que
deben recoger mds proyecciones y generar grandes conjuntos de datos. Por lo
tanto, se debe considerar cuidadosamente el equilibrio entre el ftamano de voxel
y el tiempo de exploraciéon. Las diferencias en el tamano del voxel (por ejemplo,
10 a 20 um) tienen poco efecto en la evaluacién de las estructuras con espesor
relativamente grande (es decir, de 100 a 200 um), tales como el hueso cortical o
trabéculas en los seres humanos o modelos animales grandes.

Sin embargo, al analizar estructuras mas pequenas como las trabéculas de ratén,
rata o conejo con dimensiones aproximadas de 20 a 60 um, el tamano del voxel
puede tener efectos muy significativos en los resultados’>®.

Regidn de interés

Al configurar la adquisicion de exploracion, es fundamental asegurar que hay una
cantidad suficiente de la muestra escaneada para permitir mediciones de la
morfologia y densidad fiables y reproducibles.

La regidon de interés (ROI, por sus siglas en inglés, region of interest) debe estar
basada en la ubicacién del punto de inicio de la exploraciéon o de la regién
contorneada de interés y el tamano (es decir, la longitud) de la regién. El punto
de partida debe ser definido como un absoluto (milimetros) o la distancia relativa
(porcentaje) de un punto de referencia reproducible, como la meseta tibial
proximal, la placa de crecimiento metafisaria, la media de la didfisis, o en ofro sitio



anatémico adecuado. El tamano de la regidon de escaneado debe ser definida
como la distancia (por ejemplo, proximal o distal) desde el punto de partida. Las
distancias deben informarse en unidades del SI (milimetros o micro metros); el
nUmero de cortes se puede determinar conociendo fdcilmente el tamano del
voxel.

La evaluacién de hueso trabecular requiere una ROl adecuada, se debe tener
una consideracion especial de la distancia en la que se encuentra la ROl dentro
de la didfisis de huesos largos (que principalmente es hueso cortical). Si la ROI se
encuentra demasiado lejos de la didfisis, disminuird la media de la fraccion
relativa del volumen de hueso contenida en la regidon metafisaria. Para
representar la arquitectura 6sea trabecular con precision, la regiéon de interés
(ROI) deberd contener por lo menos de tres a cinco longitudes intertrabeculares.
A la mitad de la didfisis, las mediciones de espesores corticales 3D deberdn
basarse en que la ROl es mds larga y la cortical es mds gruesa; de lo contrario, se
subestimard el espesor’é4,

Oftra cuestion importante se refiere a la definicion de la ROI cuando se comparan
muestras de hueso de diferentes famanos (longitud del hueso). El objetivo en estos
casos serd elegir una ROI que sea anatdmica y biomecdnicamente comparables
entre las muestras. Por lo tanto, en situaciones en las que la longitud del hueso
difiere entre los grupos, se recomienda obtener una ROI de tamano uniforme y
sobremuestrear los huesos mds cortos y disminuir las muestras de los huesos mds
largos.

Entonces, puede ser mds apropiado para definir la ROl como un porcentaje de la
longitud del hueso o buscar puntos de referencia de fdcil identificacion, en lugar
de definir la zona de interés como un tamano constante.

Los distintos fabricantes de uTC ofrecen diferentes paquetes de software para el
cdlculo de los indices para el cdlculo de la morfologia y densidad &sea; sin
embargo, para que los resultados sean confiables, todos los algoritmos deben ser
implementados utilizando las referencias indicadas por las guias internacionales
(tabla 7 y 8), y el nombre de los indices y unidades siempre deben ser
estandarizados'é°.
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Tabla 7. Definicion y descripcion de los resultados en 3D obtenidos de la microarquitectura trabecular

osea
Abreviatura

vV
BV

BS

Tb.Sp

Tb.Th.SD

Tb.Sp.SD

Variable

Volumen total
Volumen éseo

Superficie 6sea

Fraccion de volumen éseo

Densidad de superficie dsea

Superficie 6sea especifica

Densidad de conectividad

indice de la estructura del

modelo

NUmero trabecular

Grosor frabecular

Separaciéon trabecular

Desviacion estandar del grosor

frabecular

Desviacion estdndar de la
separacioéon trabecular

Grado de anisotropia

Longitud media de

interceptacién

Descripcion

Volumen de la region entera de interés
Volumen de la regidén segmentada del
hueso

Superficie de la regidon segmentada del
hueso

Relacién entre el volumen del hueso
segmentado y el volumen ftotal de la
region de interés

Relacién entre la superficie del hueso
segmentado y el volumen ftfotal de la
region de interés

Relacién entre la superficie del hueso
segmentado y el volumen del hueso

segmentado

Medida del grado de conectividad de las
frabéculas normalizado por TV

Indicador de la estructura de las
frabéculas; SMI serd de 0 para placas
paralelas y 3 para barras cilindricas
Medida de la canfidad promedio de
numero de frabéculas por unidad de
longitud

Media del grosor de las frabéculas,
evaluadas a través de métodos directos
en 3D

Media de la distancia entre las tfrabéculas,
evaluadas a través de métodos directos
en 3D

Medida de la homogeneidad del grosor
de las trabéculas, evaluadas a fravés de
métodos directos en 3D

Medida de la homogeneidad de la
separacién de las trabéculas, evaluadas a
fravés de métodos directos en 3D

1= isotrépica, >1= anisofropica por
definicion; DA= longitud mds larga
dividida por la longitud mds corta del
vector de intercepcién

Mediciones de anisotfropia estructural

Unidad
estadndar
mms3
mm3

mm?2

%

mm?2/mm3

mm?2/mm3

1/mms3

1/mm

Dimensiones
variables

Dimensiones
variables




Tabla 8. Definiciéon y descripcion de los resultados en 3D obtenidos de la morfologia cortical 6sea

Abreviatur Descripcion de la variable Unidad
a estandar
Tt.Ar drea total de la seccidn transversal al interior del periostio mm?2
Ct.Ar Area de hueso cortical= volumen cortical (Ct.V)/(nUmero de rebanadas mm?2
o crecimientos x grosor de las mismas)
Ma.Ar Area medular (o médula éseq) mma2
& \fA1 A& Fraccion del drea cortical %
Ct.Th Promedio del grosor cortical mm
Ps.Pm Perimetro del periostio mm
Ec.Pm Perimetro endocortical mm
/ap Momento de inercia sobre el eje anteroposterior mm#4
/ml Momento de inercia sobre el eje mediolateral mm#
/max Mdaximo momento de inercia mm?#
/min Minimo momento de inercia mm#4
J Momento polar de inercia mm#4
Ct.Po Pososidad corfical:  volumen de poros en una region (Po.V, %
mm3)/volumen total de compartimentos del hueso cortical (Ct.V, mm3)
Po.N NUmero de poros n
Po.V Volumen total de poros mm3
\Zelden’A | Promedio del volumen de poros = Po.V/Po.N mms3
Po.V.SD Desviacion estdndar del volumen de poros mms3
Po.Dn Densidad del poro= numero de poros (Po.N,n) / volumen total de mm?-3

compartimentos del hueso cortical Ct.V (mms3)

Morfometria dsea trabecular

El método estdndar de describir cuantitativamente la arquitectura del hueso es a
través del cdlculo de los indices morfométricos, también conocidos como
morfometria cuantitativa. En el pasado, las caracteristicas de microarquitectura
de hueso frabecular y cortical se han investigado mediante el examen de las
secciones 2D de biopsias de hueso, junto con el cdilculo de pardmetros
morfométricos utilizando métodos estereoldgicos.

Considerando que algunas mediciones como BV/TV vy la relaciéon del volumen-
superficie del hueso (BS/TV) se puede obtener directamente a partir de imagenes
2D, varios pardmetros clave, incluyendo el grosor trabecular (Tb.Th), la separacién
trabecular (Tb.Sp), y el numero frabecular (Tb.N), se derivan indirectamente
después de asumir un modelo de estructura fija tal como una estructura en forma
de varilla o de placa. Estos modelos altamente idealizadas pueden ser
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considerados como dos exiremos de un espectro, donde la arquitectura real es
una mezcla de ambas varillas y placas, con la composicion precisa de diferentes
sifios esqueletales, estado de la enfermedad, el tratamiento, y la edad. Asi, las
correlaciones entre Tb.Th, Tb.Sp y las mediciones hechas de Tb.N usando métodos
2D, requieren supuestos sobre la estructura subyacente y también necesitan
mediciones independientes del modelo 3D de estos pardmetros y los modelos en
2D pueden variar. Por lo tanto, las desviaciones en la estructura trabecular de la
placa o de otros modelos éseos, conducirdn a errores impredecibles en los
pardmetros derivados indirectamente. Por esta razén, y para aprovechar al
mdaximo las medidas volumétricas, se recomienda que los algoritmos
independientes del modelo 3D se utilicen para el cdlculo de la microarquitectura
del hueso trabecular de las imdgenes obtenidas por el microtomdgrafo'6s,

Los indices morfométricos bdsicos son: la medicién de volumen éseo (BV) y el
volumen total de interés (TV). Estos indices se pueden derivar de cualquiera
método de conteo de voxel simple o un método mds avanzado de volumen,
también conocido como cubos volumétricos de marcha (VOMACs por sus siglas
en inglés, volumetric marching cubes) donde, el Ultimo método puede ser mds
preciso para estructuras pequenas o muy complejos. La relacidon de estas dos
medidas se denomina fraccién de volumen 6seo (BV/TV). Otra medida bdsica es
la superficie del hueso (BS), la cual se calcula por triangulacion de la superficie del
objeto usando un algoritmo de marcha-cubos. La densidad de superficie del
hueso (BS/TV) vy la superficie especifica del hueso (BS/BV) pueden derivarse
facilmente dividiendo el volumen total o el volumen de hueso, respectivamente.
Como se senald anteriormente, la media de espesor trabecular (Tb.Th), la media
de la separacion trabecular (Tb.Sp), vy la media del nUmero trabecular (Tb.N)
deberdn basarse en cdlculos en 3D, es decir, es un método de la esfera de ajuste,
donde el grosor de la medida de las esferas y su separacion estdn enfocadas con
el objeto de determinar el didmetro de la mayor esfera posible que puede estar
instalada a través de cada voxel que estd completamente contenida dentro del
objeto (o de fondo) y luego promedie estos didmetros. Este enfoque produce un
espesor razonable promedio de la estructura o del fondo de la estructura dseq,
donde el ultimo refleja la media de la separacion trabecular (Figura 12)1¢6,



La media del nUmero frabecular se calcula como la inversa de la media de la
distancia entre la mitad del eje de la estructura, que se deriva a través del
método de la transformacidén de la distancia.

S
1

Figura 12. Representacion esquemdtica del algoritmo utilizado para el método directo de 3D para calcular
el grosor trabecular (A) y la separacion (B). Las distancias 3D se calculan por el ajuste esferas dentro de la
estructura (es decir, para evaluar el promedio del grosor frabecular) o dentro y al fondo (espacio de la
médula, es decir, para evaluar el promedio de la separaciéon trabecular). El didmetro medio de las esferas
representa el espesor del objeto, y la desviacion estdndar del didmetro representa la variabilidad en el
espesor del objeto. (Imagen obtenida del articulo Guidelines for bone microstructure assessment using uCT
-cortesia de Andrés Laib, PhD, Scanco Medical AG-).

Una ventaja de este enfoque para el cdlculo de la morfometria trabecular es que
no sélo se calcula por promedios, sino que también las medidas pueden ser
calculadas por medio de la variacidon de esas medidas y pueden ser expresadas
por la desviaciéon estandar. Varios estudios muestran que, el grado de anisotropia
(es decir, una descripcidon de cémo se orientan los elementos estructurales) junto
con la fraccién de volumen de hueso, pueden explicar una parte significativa de
las propiedades mecdnicas de una estructura en 3D. Por lo tanto, se han
propuesto varios métodos para estimar la anisotropia del hueso trabecular,
incluyendo los basados en la longitud media de intercepciéon (MIL), la orientacion
del volumen (VO), la distribucién de volumen de las formas frabeculares (SVD), y
la distribucién de la longitud de esas mismas formas (SLD).

Se desarrolld un indice denominado conectividad (Conn), el cual caracteriza la
redundancia de las conexiones frabeculares. La conectividad se deriva del
numero de Euler, dicho niumero es una medida topoldégica fundamental que
cuenta el nUmero de objetos, el nUmero de cavidades de la médula totalmente
rodeada por hueso, y el nUmero de conexiones que deben ser rotas para dividir la
estructura en dos partes. Dado que la conectividad depende del tamano de la
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estructura, es mds apropiada para presentar este indice como una densidad
[densidad de conectividad (Conn.D)] dividiéndola por el volumen total'é’.

Para estimar las caracteristicas de las trabéculas dseas, se mide el indice de la
estructura del modelo (SMI) que fue desarrollado por Hildebrand. Este indice es de
0 cuando las paredes trabeculares son perfectas, 3 para las barras/piso son
perfectas, y 4 para esferas perfectas. Sin embargo, aunque este indice fue
disenado para producir valores en el rango de 0 a 4, puede suceder que los
valores fuera de este rango produzcan valores muy altos o muy bajos de fraccion
de volumen del hueso, y la interpretacion de estos valores sea dificil'¢8.

Densidad mineral del tejido éseo

Aungue el microtomoégrafo se ha usado principalmente para generar informacion
acerca de la estructura ésea, también se puede utilizar para estimar la densidad
mineral del tejido (TMD, por sus siglas en inglés tissue mineral density). La TMD se
diferencia de la densidad mineral ésea (DMO) en la que la densidad mineral se
calcula a partir del valor medio de la atenuacion de sélo el tejido éseo y no
incluye los valores de atenuacion de voxels sin hueso, como se hace para la
densidad mineral ésea (ya sea por volumen o dreaq).

El coeficiente de atenuacion lineal medido por ulC, se puede convertir a la
densidad fisica (mg/cm?3 de HA), dependiendo de la densidad fisica y la densidad
de los electrones del hueso. Debido a que al igual que la cantidad de tejido
mineralizado y el grado de mineralizacién varian entre los huesos, el genotipo, o
los tiempos durante el crecimiento y envejecimiento, el uTC proporciona una
media para incorporar una medida de mineralizacion en un diseno de estudio
que es rdpido y no destructivo en comparacion con los métodos tradicionales
para evaluar mineralizacidn, como la microrradiografia cuantitativa, la
microscopia electronica de retrodispersion, o el contenido de ceniza’é¢-168,

Andlisis de datos 6seos mediante programa BoneJ

Para fines de investigacion, los huesos comUnmente se registraban por tomografia
computarizada (TC) y/o microtomografia (uTC), desafortunadamente, muchas de
esas imagenes pesaban mdas de 1 GB, y no existia un software gratis (la mayoria
requieren de una cuota costosa de licencia por equipo) que pudiera procesar
grandes conjuntos de datos (> 60 MB), o que tuviera todas las caracteristicas
requeridas.



Por lo cual, se desarrolld BoneJ, un programa que es funcional, flexible, de
procesamiento de imdgenes de dominio publico y el cual puede ser aplicado a
mediciones 6seas estdndares (programa validado <0,01%). BoneJ presenta varias
ventajas para los usuarios de software de morfometria ésea. Se integra con
diverso ecosistema de complementos de ImageJ, por lo que se puede realizar
una serie personalizable de procesos para obtener resultados experimentales de
una amplia gama de formatos de archivo de imagen sin tener que cambiar entre
los programas o plataformas. Ademds, se puede automatizar una secuencia de
pasos de procesamiento de imagenes con un macro y se pueden aplicar a un
lote de imd&genes, con esto se mejora el flujo de trabajo al reducir el tiempo
dedicado a ejecutar manualmente los comandos!é’.

Este programa estd disenado principalmente para medir la geometria del hueso,
pero los pardmetros no se limitan al hueso y se puede generalizar a muchas
espumas, vigas, particulas o poros, como lo que se encuentra en los alimentos,
materiales de ingenieria, estructuras bioldgicas y el suelo. A diferencia de los
programas comerciales, BoneJ estd disponible de forma gratuita; también es
independiente del hardware del escdner, por lo que se puede conseguir sin tener
que comprar un escdner y se puede utilizar en una ubicacién diferente al
dispositivo donde se adquirieron las imdgenes (que muchas veces se encuentran
alojados en hospitales, laboratorio de un colaborador o una instalaciéon de
sincrotréon, etc.). BoneJ estd escrito en el lenguaje de programacién Java, asi que
donde quiera que haya un entorno de ejecucion de Java (JRE), se puede utilizar
ImageJ y BonelJ. Java se puede instalar comunmente en Microsoft Windows, Unix
y sistemas operativos tipo Unix (incluyendo Mac OS X y GNU/Linux), por lo que
BoneJ es independiente del sistema operativo del sistema. Si el hardware, el
sistemna operativo y JRE son de 64 bits, el tamano de la imagen mdaxima que
puede ser procesada por BoneJ estd limitado sélo por la memoria fisica instalada.
El programa funciona en la mayoria de las computadoras modernas, pero para
procesar y visualizar grandes conjuntos de datos, se recomienda ejecutarlo en un
sistema de 64 bits con la mayor cantidad de memoria RAM y el mayor nUmero de
nUcleos de CPU como sea posible, y con un adaptador de graficos acelerados
por hardware. El libre acceso a los métodos complementa perfectamente el
requisito de muchas revistas para el acceso abierto a los datos y, ademds reduce
la barrera de la replicacién de los estudios. El desarrollo de programa es
financiado principalmente por becas de investigacion gubernamentales, por lo
que se propaga ampliamente para crear el mayor bien publico.
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Y. Definicion del problema

La necesidad de moléculas que promuevan la regeneracion oésea es
ampliamente reconocida. El problema a resolver radica en proponer una
formulacién capaz de promover y/o estimular la formacion de hueso, sin que este
crecimiento resulte incontrolable y/o ectdpico, replicando asi, los procesos
fisioldgicos normales para la formacién de hueso.

El estudio del cemento radicular a lo largo de los anos, ha derivado en grandes
aportaciones para la biologia molecular asi como para la regeneracion
periodontal. Recientemente, los estudios sobre CEMP1 y PTPLA/CAP se han
enfocado en la regeneracion de tejidos mineralizados en defectos &seos de
tamano critico en animales pequenos, obteniendo buenos resultados, por lo que
esto nos lleva a plantearnos:

sSe formard hueso en un defecto severo de la tibia del conejo, colocando el
péptido sintético derivado de la proteina de adhesidén del cemento radicular
(PTPLA/CAP) a diferentes tiempos (dos, cuatro y cinco meses)? y, en caso de
promover la neoformaciéon ésea, squé cantidad de hueso se formard? asi como,
scudl es la calidad/densidad del hueso formado con la aplicacion del péptido
sintético derivado de la proteina de adhesidn del cemento radicular
(PTPLA/CAP)2.



5. Juetificacion

Después de la sangre, el hueso es el tejido humano que se emplea con mds
frecuencia como injerto. La demanda de tejidos u ofros sustitutos para reconstruir
los defectos del aparato locomotor esta en constante aumento. Los injertos
tisulares se han impuesto progresivamente como posibilidad terapéutica en casi
todos los campos de la cirugia. La idea de trasplantar una parte de un organismo
sin vida a ofro vivo y enfermo, ha sido objeto de multiples intentos fallidos durante
décadas. El Registro Nacional Articular de Inglaterra, ha recopilado datos de
reemplazo de articulaciones de cadera y rodilla, conteniendo mds de 1,4 millones
de operaciones en dicho reporte (2003 al 2013); aunque otros autores recopilan
datos de 1.000.000 de prétesis articulares por ano en el mundo'’°. Se calcula que
anualmente se invierten 500 millones de dodlares en injertos éseos en los Estados
Unidos y se realizan 289 mil procedimientos anuales en los que se fiene que
colocar algun injerto 6seo''3. En México 1 de cada 12 mujeres mexicanas y 1 de
cada 20 hombres mexicanos de mds de 50 anos sufrirdn una fractura de cadera.
El costo directo total de las fracturas de cadera/injertos 6seos estimado en 2006
fue un poco mayor a 97 millones de dodlares (costo individual por evento de
4,365.50 ddlares); la estimacion para el ano 2025 varia de 213 a mds de 466
millones de ddlares y de 555 a 4,088 millones de ddlares para el ano 2050'71.

Debido a la gran afluencia y requerimientos de injertos &seos, es obvia la
necesidad de contar con alternativas al autoinjerto dseo, y en particular de
contar con un sustituto ideal del hueso'72 173,

Los defectos 6seos severos, representan un problema y un reto clinico en su
fratamiento, algunas de las opciones incluyen: autoinjerto vascularizados y no
vascularizados, aloinjertos, xenoinjertos, alopldsticos y protesis fabricadas a la
medida. Dentro de los cuales, los injertos de hueso autdlogo se consideran el
“estandar de oro” para el tratamiento de la regeneracidon éseq, sin embargo,
presentan algunos inconvenientes. Por lo cual, consta una fuerte necesidad
clinica en busca de alternativas para desarrollar materiales que superen los
inconvenientes de dichos injertos.

Con el advenimiento de la ingenieria fisular, se abre una nueva opcion para la

regeneracion 6sed; que une los conocimientos de biologia celular, ingenieria
biomecdnica, biomateriales y ortopedia. En general, involucra la asociacion de

18  PTPLA/CAP




células con andamios naturales o sintéticos que reproduzcan asi, un modelo
tfridimensionall’4,

Las nuevas tecnologias terapéuticas de la ingenieria tisular, inducen la
regeneracion 6sea empleando factores de crecimiento, células osteogénicas,
membranas biocompatibles o la combinacién de estas medidas terapéuticas'’>,

La implantacion de péptidos (PTPLA/CAP) que induzcan la regeneracion dsea es
importante para la utilizacidon clinica en regeneracion ésea y periodontal, debido
a que poseen un alto potencial osteogénico, no son inmunogénicos, son faciles
de obtener y de manejar y no precisan costos elevados. Asi mismo, la utilizacion
de un vehiculo biocompatible acarreador (coldgena reabsorbible), facilita la
répida vascularizacién y por ende, la neoformaciéon ésea, disminuyendo asi, la
necesidad de la utilizacidn de sitios donadores de hueso (reduciendo su
morbilidad), resorcidn y desvitalizacion de los injertos, transmision de infecciones,
costos elevados, fisioterapia y anestesia general, entre otras.



6. Objetivoe

80

Objetivo general

e}

Determinar si el péptido sintético derivado de la proteina de
adhesion del cemento radicular (PTPLA/CAP) estimula la
regeneracion 6sea en defectos de tamano critico (10 mm) en la
tibia de conejos Nueva Zelanda.

Objetivos especificos

e}

Evaluar si el péptido sintético derivado de la proteina de adhesiéon
del cemento radicular (PTPLA/CAP) promueve la neoformaciéon ésea
con caracteristicas histoldgicas similares al hueso sano.

Determinar la cantidad de tejido neoformado por el péptido
sintético derivado de la proteina de adhesién del cemento radicular
(PTPLA/CAP) en el defecto de tamano critico en la tibia de conejos
Nueva Zelanda en los conejos experimentales en comparacion con
los conejos de los grupos conftroles.

Calcular la densidad del tejido neoformado por el péptido sintético
derivado de la proteina de adhesion del cemento radicular
(PTPLA/CAP) en el defecto de tamano critico en la tibia de conejos
Nueva Zelanda experimentales.
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7. Hipotesio

Hipotesis de trabajo

El péptido sintético derivado de la proteina de adhesion del
cemento radicular (PTPLA/CAP), induce la regeneracion ésea en
defectos segmentales de tamano critico en la fibia de conejos
Nueva Zelanda.

La regeneracién 6sea inducida por el péptido sintético derivado de
la proteina de adhesidén del cemento radicular (PTPLA/CAP), tendrd
las caracteristicas histoldgicas de un hueso sano vy vital.

Los grupos confroles 1 y 2 con el defecto segmental de tamano
critico ftibial, no regenerard hueso en comparacion al grupo
experimental.

Hipétesis nulas

El péptido sintético derivado de la proteina de adhesion del
cemento radicular (PTPLA/CAP), no induce la regeneraciéon ésea en
defectos segmentales de tamano critico (10 mm) en la tibia de
conejos Nueva Zelanda.

La regeneraciéon 6sea inducida por el péptido sintético derivado de
la proteina de adhesion del cemento radicular (PTPLA/CAP), no
tendrd las caracteristicas histoldgicas de un hueso sano vy vital.

Los grupos confroles 1 y 2 con el defecto segmental de tamano
critico tibial, regenerardn hueso en comparacién al grupo
experimental.



8. Metodologia

* Tipo de estudio
Estudio experimental: experimental, comparativo y abierto.

* Poblacion en estudio
Se utilizaron 9 conejos adultos blancos, cepa Nueva Zelanda, machos, de 6 meses
de edad (2,800 - 3,600 mg), criados en el bioterio de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

* Selecciény tamano de la muestra

Se llevd a cabo un muestreo no probabilistico. Se seleccionaron 9 conejos
(siguiendo el examen de Dunnett: multiples comparaciones de tratamientos
contra un andlisis de poder de control usando un resumen de las simulaciones del
grupo de contfrol y dos grupos de ftratamiento!, comparar la media del
tfratamiento con la media del control!7s,

Promedio de tamano de muestra de 3 para un tamano total de muestra de 9.
Este diseno logra un poder de 0,9945 y un poder pareado de 0.9945 utilizando el
Test de Dunnett. La tasa de error promedio es de 0.050 y la tasa de error en este
estudio, se calcula de 0.048 . El promedio de la desviacion estdndar de la
distribucion es 1.0 . Estos resultados se basan en 2000 muestras Monte Carlo de la
hipdtesis nula con distribuciones: N(MO S); N(MO S); y N(MO S) y las distribuciones
alternativa: N(MO S); N(MO S); y N(M1 S). Otros pardmetros utilizados en la
simulaciéon fueron: MO=0.0, M1 =5.0,y S =1.0177179,

» Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
Inclusiéon
Conejos machos, cepa Nueva Zelanda sanos, de 6 meses de edad (2,800 — 3,800
mg) obtenidos del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM).
Exclusidon
Conejos con enfermedades sistémicas, lesiones tisulares, con un peso menor a los
2,500 mg, y mayor a los 4,000 mg, conejos hembras.
Eliminaciéon
Conejos que desarrollen enfermedades &seas, fractura de tibia, osteomielitis,
necrosis avascular, infeccién tisular y muerte por causas no consecuentes al
estudio, como enfermedades infectocontagiosas (virus, hongos, baterias), las
cuales, en caso de presentarse, serdn evaluadas por un Médico Veterinario
Zootecnista.
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Variables (grupo experimental, grupo control 1 y grupo control 2, ver Tabla

9y 10)

‘ Tabla 9. VARIABLES INDEPENDIENTES

defectos de tamano

critico). Por tanto,
cualqguier defecto
que tenga
capacidad de

regeneracion

Definicion Escala
Variable conceptual Definicion operacional Clasificacion Categorias de
medicién
Edad Cantidad de anos, Edad del animal, Cuantitatfiva 4 a 8 meses Razén
meses y dias registrada en meses
cumplidos a la fecha cumplidos al
de aplicacién del momento de la cirugia
estudio. dada por el registro
del animal a la
enfrada al bioterio.
Peso Peso del conejo en Se tomard la medicion  Cuantitativa Gramos Intervalo
una bdscula del animal en ayunas, 2,800 - 3,000
granataria mediante una bdscula 3,001 - 3,200
estandarizada. granataria  regulada 3,201 - 3,400
en gramos. 3,401 - 3,600
3.601 - 3,800
Defecto 6seo  Defecto dseo de Bloque éseo de  Cuantitativa 1-5 paredes  Intervalo
segmental espesor total, que espesor total, éseqs=
abarca SUS seis producido con defecto 6seo
paredes 6seas micromotor y fresa no segmental
(incluyendo ambas quirtrgica. 6 paredes
tablas corticales). 6seqs=
defecto 6seo
segmental
Defecto 6seo  Los defectos dseos Defecto dseo de 10  Cuantitativa 0-7 mm = Intervalo
critico creados no mm de longitud, defecto no
regeneran medido durante la critico
espontdneamente a intervencidn 7.1 =10 mm=
lo largo de la vida quirdrgica con un defecto
del animal (también calibrador electrénico critico
conocidos como estandarizado.




espontdnea se
lamard de tamano
no critico.

Péptido
(PTPLA/CAP)

El gen de la proteina
de adhesién  del
cemento (CAP) se
localiza en el
cromosoma  10p13-
pl4, se considera un
splicing  alternativo
del gen PTPLA), tiene
140 aminodcidos vy
un peso molecular
de 14.920 KDa, su
carga eléctrica es
neufra (pl 7.78) y una
movilidad relatfiva de
54-57 Kda. Se ha
aislado,
caracterizado y
purificado a partir de
extractos de
cemento maduro
bovino y humano;
inmunolocalizado en
la maltriz del
cemento radicular,
en espacios
endosteales del
hueso alveolar y en
zonas
paravasculares
ligamento

del

periodontal; asi

como en
cementoblastos
putativos in vitro e in
Vivo.

Rollo de esponja (10 x
50 mm) gelatinosa
hemostatica

absorbible embebida
de péptido sintético
derivado de la
proteina de adhesién
del cemento radicular
(3,420 pg medido con
micropipetas

calibradas).

1.Con
péptido
2. Sin péptido

Cuantitativa

Tiempo

Medida efectuada
sobre los cambios
que se producen en
el universo;
secuencia actual de
eventos que estdn

Lapso que transcurre
entre el evento
quirdrgico y la
eutanasia del animal
para su andlisis
microtomogrdfico e

1.12
semanas (3
meses)
2.16
semanas (4
meses)

Cuantitativa

Razdn

8y
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ocurriendo (pasado,
presente y futuro).

histolégico,
programado
secuencialmente.

3.20
semanas (5
meses)

Tabla 10. VARIABLES DEPENDIENTES

. Definicion Definicién N g ) Escala
Variable conceptual . Clasificacion Categorias de
operacional medicion
Formacién de Tejido que Se hardn dos Cuantitativa 1.Micras Razén
tejido fibroso histopatolédgicament evaluaciones para 2.Unidades
e presenta matriz corroborar la Hounsfield
extracelular, presencia de tejido
Fibronectina fisular, fibroso:
fibroblastos,
proteoglicanos, 1.Cuando se observe
coldgena, histologicamente  la
miofibroblastos y presencia de fejido
células endoteliales. que presenta matriz
extracelular,
fibronectina tisular,
fibroblastos,
proteoglicanos,
colagena,
miofibroblastos y
células endoteliales;
observado a fravés
del microscopio
Sptico.
2.Cuando por
medicién
microtomogrdfica, las
unidades  Hounsfield
sean mds de 50 vy
menos de 90.
Formacién de Tejido que Se hardn dos Cuantitativa 1. Micras Razén
tejido histopatolédgicament evaluaciones para 2. Unidades
cartilaginoso e presenta matriz corroborar la Hounsfield
cartilaginosa, presencia de tejido
formacion de carfilaginoso:
lagunas,
condrocitos, 1.Cuando se observe




condroblastos y
pericondrio.

histologicamente  la
presencia de tejido
que presenta matriz
cartilaginosa,

formacion de
lagunas, condrocitos,
condroblastos y
pericondrio;

observado a fravés
del microscopio

optico. Se tomard en
cuenta el porcentaje
de tejido cartilaginoso
encontrado en la

brecha del defecto
6seo.

2.Cuando por
medicion
microtomogrdfica, las
unidades  Hounsfield

sean mds de 90 vy
menos de 130.

Formacion de
tejido 6seo

El hueso es un tejido
conectivo

especializado, cuya
matriz  extracelular
estd calcificada e

incluye las células
que lo secretan.
Tejido que

histopatolédgicament
e presenta matriz
bsea

(hidroxiapatita),
osteonas,
osteoblastos,
osteocitos y
osteoclastos.

Se hardn dos
evaluaciones para
corroborar la

presencia de
mineralizado:

tejido

1.Cuando se observe
histologicamente  la
presencia de tejido
que presenta matriz
6sea (hidroxiapatita),
osteonas,
osteoblastos,
osteocitos y
osteoclastos;
observado a fravés
del microscopio
optico. Se tomard en
cuenta el porcentaje

de mineralizacién
encontrado en la
brecha del defecto
6seo.

Cuantitativa

1. Micras
2. Unidades
Hounsfield

Razdén
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2. Cuando por
medicion
microtomogrdfica, las
unidades  Hounsfield
sean mds de 500 vy
menos de 1800.

* Seleccion de los grupos

Se constituyeron tres grupos de frabajo, dentro de los cuales, dos grupos fueron
de control. Los animales fueron asignados aleatoriamente a cada una de las
diferentes condiciones para formar asi, el total de la poblacion (N=9). Cada grupo
estuvo constituido por 3 conejos, detallados a continuacion:

Grupo 1 (experimental, n=3):

3 conejos a los cuales se les realizd el defecto segmental de tamano critico (10
mm) en la tibia derecha + colocacion de osteosintesis + Gelfoam® (esponja
gelatinosa hemostatica absorbible) embebida con 3,420 pg (3.4 mg) del péptido
sintético derivado de la proteina de adhesidon del cemento radicular PTPLA/CAP +
recubrimiento de dicho defecto dseo con OsseoGuard® (membrana de
coldgena reabsorbible).

Grupo 2 (control 1, n=3):

3 conejos a los cuales se les realizd el defecto segmental de tamano critico (10
mm) en la fibia derecha + colocacion de osteosintesis + Gelfoam® +
recubrimiento de dicho defecto 6seo con OsseoGuard®.

Grupo 3 (control 2, n=3):

3 conejos a los cuales se les realizd el defecto segmental de tamano critico (10
mm) en la tibia derecha + colocacién de osteosintesis + recubrimiento de dicho
defecto 6seo con OsseoGuard®.

* Métodos de registro y procesamiento
Los datos obtenidos, serdn capturados en una base de datos. Posteriormente, los
datos serdn codificados para ser analizados en el paquete estadistico SPSS.

* Plan de andlisis de los datos
Se redlizard un andlisis descriptivo para cada una de las variables involucradas.
Utilizando andlisis de varianza (ANOVA), con el programa estadistico SPSS.



esponja gelatinosa de
coldgena absorbible

esponja gelatinosa de
+ coldgena absorbible
péptido PTPLA/CAP +

membrana de coldgena

l

2 semanas PO 8 semanas PO 12 semanas PO 16 semanas PO 20 semanas PO

Rx Recambio de férula Sacrificio conejo Sacrificio conejo Sacrificio conejo
C

PRUEBA PILOTO

Este proyecto se realizd en el Laboratorio de Biologia Periodontal en conjunto con
el bioterio de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM). El estudio experimental se realizd bajo el Consentimiento de la Comisidon
de Etica. Los conejos se trataron segun las regulaciones legales de proteccion
animal'eo,

El objetivo de la prueba piloto, es identificar el tiempo operativo real de cada uno
de los procedimientos quirlrgicos, radioldégicos y tomogrdficos. Asi como,
estandarizar la logistica de cada procedimiento, modificar o implementar los
criterios que sean necesarios para el proyecto de investigaciéon. La finalidad de
practicar esta prueba en dos animales, fue mejorar y/o corregir, los problemas
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surgidos en el pre, frans y postoperatorio del primer animal fue realizada de una
forma secuencial para disminuir el ensayo-error para el segundo animal. Los
resulfados obtenidos de la prueba piloto, fueron de suma importancia para la
ejecucioén del proyecto de investigacion.

El primer y segundo cirujano asi como el equipo de apoyo (instrumentista,
circulante y técnico/encargado del bioterio), operaron a todos los animales tanto
como en la prueba piloto como en el resto de los procedimientos experimentales.

Dos conejos fueron solicitados al bioterio de la Facultad de Medicina de Ia UNAM,
los cuales se aclimataron en sus conejeras durante 7 dias.

El primer conejo fue sedado bajo los efectos sedantes inframusculares -ketamina
(35 mg/kg) + xylazina (5 mg/kg)- se realizé una incision de 3 cm en la zona anterior
de la tibia (en la unidn del tercio superior y medio de la extremidad inferior),
exponiendo la tibia. Se efectué una osteotomia en la unidn del tercio superior;
usando una calibrador electrénico, estandarizado y estéril, se midié un segmento
de longitud de 10 mm. El segmento éseo de 10 mm de la didfisis tibial, se removid
y se colocd en formol al 10% para su preservacion. Se colocd osteosintesis rigida
(una placa de titanio) en la brecha &ésea. La brecha del segmento
osteotomizado, no fue rellenado. El plano tisular profundo, fue cerrado con vicryl
5/0 y la piel con nylon 4/0. La herida quirdrgica se cubrié con Brosin® ungUento
(sulfato de neomicina, clorhidrato de ftfetraciclina, acetato de prednisolona,
vitamina A). La extremidad fue inmovilizada con férula de yeso. Inmediatamente
al acto quirdrgico, el animal fue trasladado al Departamento de Imagenologia de
la misma Division de Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) de la Facultad
de Odontologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM). Se
tomd la tomografia computarizada y una radiografia carpal. Se administrd
cefalexina (20 mg/kg) y meloxicam (0.6 mg/kg) durante cinco dias. El animal fue
examinado diariamente para valorar que la férula estuviese cumpliendo funcion.
Al décimo dia el animal presentd una gran escoriacion circunferencial a la férula
de yeso, por lo que la misma se retird con una sierra eléctrica. Se hicieron las
respectivas curaciones cutdneas y se colocd una férula tipo bota de fibra de
vidrio; se administré analgésico y antibidtico durante cinco dias. Al quinceavo dia
después del recambio de férula (de yeso a fibra de vidrio), el animal tuvo una
refractura del segmento osteotomizado/osteosintesis y desalojo de la férula. El
animal fue reintervenido para la reduccién de la fractura y se colocd una férula
tipo vendaje de Jones; se administré analgésico y antibiético durante siete dias. El
animal fue monitorizado en las subsecuentes semanas sin volver a presentar
complicaciones.

El segundo conejo fue intervenido con el procedimiento arriba descrito; las
modificaciones son las siguientes: la incision se hizo en el lado derecho de la tibia



y se aumentd la longitud de la incision a 5 cm para mejorar la visibilidad, el
vendaje de Jones tuvo una longitud mayor, agregdndosele dos reglas de
madera para darle soporte a la fijaciéon. Por tal motivo, la toma de la tomografia y
de la radiografia postquirirgica se modificaron ligeramente (posicidn) para
obtener resultados fidedignos. El seguimiento a corto plazo del animal fue
correcto y sin complicaciones.

TECNICA QUIRURGICA

Los 9 conejos Nueva Zelanda (2,800-3,800 mg) fueron operados con el
Consentimiento de la Comision de Etica de la DEPel de la Facultad de
Odontologia, UNAM. Los conejos se trataron segun las regulaciones legales de
proteccion animal. Todos los animales fueron climatizados en sus jaulas
individuales durante 7 dias con agua y alimento ad libitum, con ciclos de luz de 12
hrs iniciando a las 7 a.m., en cuartos a 18-22°C con el 30-70% de humedad.

Se formardn tres grupos diferentes, con 3 conejos en cada uno (ampliamente
descritos en pdrrafos anteriores). Un grupo experimental y dos grupos controles, sin
variacién de dosis y con estandarizacion de una misma técnica quirdrgica para
todo el estudio experimental.

Grupo 1 experimental: esponja gelatinosa hemostdtica absorbible (Gelfoam®) +
péptido PTPLA/CAP + membrana de coldgena (OsseoGuard®).

Bajo sedacién inframuscular -ketamina (35 mg/kg) + xylazina (5 mg/kg) se realiza
tricotomia de la pata derecha, se realiza antisepsia con yodopovidona espuma,
retirando el exceso con PBS (buffer fosfato salino, por sus siglas en inglés); se sujeta
la pata colocdndola en posicidn decubito lateral, se infiltra la regidn a intervenir
con lidocaina con epinefrina (0.5-1 ml/kg). Se realiza una incision de 5 cm en el
lado derecho de la tibia (en la unién del tercio superior y medio de la extremidad
inferior), se diseca por planos hasta localizar tejido duro y se expone la tibia. Se
efectUa una osteotomia recta en la unidn del tercio superior y medio de la tibia
usando un micromotor de baja velocidad vy fresa de fisura de carburo 701 L con
irigacién profusa de PBS; usando un calibrador electrénico calibrado vy
estandarizado, se mide un segmento de longitud de 10 mm y se marca con unad
segunda osteotomia lineal paralela. Se coloca una miniplaca de ftitanio
OsteoMed® (osteosintesis rigida), sistema 2.0 mm de 6 perforaciones con puente
de 10 mm, se fija con 3 tornillos de 2 x 8 mm en el segmento proximal y 3 tornillos
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de 2 x 10 mm en el segmento distal. Una vez colocada la mini placa, se procede
a hacer la ostectomia de 10 mm de la didfisis tibial, removiendo el segmento,
mismo que al ser retirado, se coloca en formaldehido al 10% para su preservacion
y ulterior control histoldgico. Se coloca una segunda miniplaca de titanio del
sistema 2.0 mm de 6 perforaciones con puente de 10 mm, paralela a la antes
descrita -en el lado contralateral de la futura brecha ésea-, ésta es fijada con
osteosintesis semirrigida (cerclaje circunferencial) con alambre calibre 20 .

Se retira el periostio que se encuentre adyacente al defecto éseo recién creado.
La brecha del segmento osteotomizado, es rellenada con un rollo de esponja
gelatinosa hemostdtica absorbible (Gelfoam®) embebida previamente con
péptido sintético derivado de la proteina de adhesidén del cemento radicular
PTPLA/CAP (Figura 13). El defecto &seo, asi como la esponja gelatinosa
hemostdtica absorbible, son recubiertos circunferencialmente con una
membrana de coldgena reabsorbible(OsseoGuard®). Se procede a cerrar por
planos fisulares, suturando el plano profundo con Vicryl® 5/0 y la piel con Nylon®
4/0. La herida quirdrgica se cubre con Brosin® ungUento (sulfato de neomicing,
clorhidrato de tetfraciclina, acetato de prednisolona, vitamina A). Se feruliza la
pata derecha con vendaje Robert Jones. En el postquirlrgico inmediato, el
animal es trasladado al Departamento de Imagenologia, DEPel-UNAM, donde se
toman los estudios correspondientes (fomografia computarizada y radiografia
carpal). Se administré cefalexina (20 mg/kg) y meloxicam (0.6 mg/kg) durante
cinco dias. Después de las cirugias, los animales continuaron enjaulados
individualmente con su régimen de agua y alimentos ad libitum. A la sexta
semana se hizo el recambio del vendaje Robert Jones y luego fueron sacrificados
siguiendo los principios éticos para su eutanasia (sobredosis de pentobarbital 50
mg/kg) a la 12ve, 16v@ y 20v@ semana obteniéndose las tibias derechas para su
andlisis.

Grupo 2 - control 1: esponja gelatinosa hemostatica absorbible (Gelfoam®) +
membrana de coladgena (OsseoGuard®).

Bajo sedacién intramuscular y usando la misma técnica quirdrgica para el Grupo
1, se realiza la ostectomia del segmento de 10 mm. Se realiza la osteosintesis rigida
y semirigida (miniplacas de titanio y cerclaje circunferencial). Se retira el periostio
adyacente al defecto 6seo. La brecha del segmento osteotomizado, es ocupada
con un rollo de esponja gelatinosa hemostdtica absorbible (sin péptido
PTPLA/CAP). EI defecto dseo vy la esponja gelatinosa hemostdtica
absorbible(Gelfoam®), son recubiertos con la membrana de coldgena
reabsorbible (OsseoGuard®). La herida quirdrgica es cerrada por planos muscular
y cutdneo. La incision es cubierta con Brosin® unglento. Se coloca vendaje



Robert Jones. En el postquirirgico inmediato, el animal es trasladado al
Departamento de Imagenologia, DEPel-UNAM, donde se toman los estudios
correspondientes (tomografia computarizada y radiografia carpal). Se administré
cefalexina (20 mg/kg) y meloxicam (0.6 mg/kg) durante cinco dias. El animal fue
examinado diariamente para valorar que la férula estuviese cumpliendo funcion.
A la sexta semana se hizo el recambio del vendaje Robert Jones. Los animales
continuaron en control en el bioterio. Fueron sacrificados a la 12ve, 16ve y 20ve
semana obteniéndose las tibias derechas para su andlisis.

Grupo 3 - control 2: membrana de coldgena (OsseoGuard®).

Bajo sedacién intframuscular y usando la misma técnica quirdrgica para el Grupo
1, se realizard la ostectomia del segmento de 10 mm. Se coloca la osteosintesis
antes mencionada. Se retirard el periostio que se encuentre adyacente al
defecto Gseo, y éste es recubierto con una membrana de coldgena
reabsorbible (OsseoGuard®). Se cierran los planos muscular y cutdneo. La herida
quirdrgica se cubre con Brosin® ungUento y se coloca vendaje Robert Jones. En el
postquirirgico inmediato, el animal es trasladado al Departamento de
Imagenologia, DEPel-UNAM, donde se foman los estudios correspondientes. Se
administré cefalexina (20 mg/kg) y meloxicam (0.6 mg/kg) durante cinco dias. El
animal fue examinado diariamente para valorar que la férula estuviese
cumpliendo funcidén. A la sexta semana se hizo el recambio del vendaje Robert
Jones. Los animales continuaron en control en el bioterio. Fueron sacrificados a la
12va, 16vey 20v@ semana obteniéndose las tibias derechas para su andlisis.

Figura 13. Fotografia clinica donde se observa el defecto dseo producido en la tibia, asi
como la esponja reabsorbible embebida con el péptido, antes de ser colocada en el
defecto critico y segmental.
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PROCEDIMIENTO QUIRURGICO EXPERIMENTAL

A confinuacion se detalla visual y cronolégicamente el procedimiento quirdrgico
de un animal experimental (conejo 12).

g. Primera osteotomia lineal, h. Medicién y segunda osteotomia lineal, i. Colocacion de mini
placa y tornillos de fitanio



m. Colocacién de segunda mini placa de titanio con cerclajes de alambre, n. Membrana de
colagena reabsorbible, o. Cierre circunferencial de defecto segmental critico

p. Sutura por planos tisulares, q. Cierre de piel y colocacién de antiséptico, r. Férula de Robert
Jones
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CONTROLES POSTQUIRURGICOS RADIO Y TOMOGRAFICOS INMEDIATOS

Conejo Conejo Conftrol 1 Conejo Conftrol 2
Experimental (Con 1) (Con 2)
(Exp)

Conejo Experimental (Exp) Conejo Conftrol 2 (Con 2)



MICROTOMOGRAFIA

El uso de alta resolucioén
de microtomografia
computarizada de
imagenes (uIC) para
evaluar la morfologia
tfrabecular y cortical ha
crecido enormemente,
por lo tanto, los andlisis
morfomeétricos deben
basarse en algoritmos 3D

Figura 14. Microtomdgrado Albira del Instituto Nacional de Cancerologia, México.
que no se basen en Una revoluciéon en sistemas de imagen preclinica en PET / SPECT / CT.

suposiciones acerca de

la estructura subyacente

siempre que sea posible (Figura 14). Inicialmente se habia propuesto la medicién
de unidades Hounsfield con el fin de otorgar de manera sencilla una evaluacioén
sobre las caracteristicas del tejido neoformado (asi como los cambios en la
densidad mineral 6sea, BMD) ya que las Unidades Hounsfield (UH) determinan
valores de atenuacion de los tejidos, teniendo una caracteristica propia cada
uno de ellos. El microtomoégrafo crea toda una nueva clase de detectores de PET
de alta resolucién sin zonas muertas para no comprometer la sensibilidad; la curva
de calibracion de las Unidades Hounsfield (usando wun filiro triple de
hidroxiapatita), da como resultado la densidad mineral ésea (g/cms3). El sistema
Albira estd fabricado para medir las unidades Hounsfield (UH), sin embargo, no
estd calibrado en unidades de atenuaciéon (UH), con lo que obtendriamos una
curva de calibracién para convertir UH en densidad mineral 6sea, DMO (BMD, por
sus siglas en inglés, bone mineral density) en g/cm3; para lo cual, fue necesario la
utilizaciéon de un blogue de hidroxiapatita ("Hydroxyapatite Phantom™) para la
calibracién y estandarizaciéon del aparato. La calibracién es necesaria para
relacionar los valores fomogrdaficos con los valores minerales equivalentes,
normalmente en miligramos por centimetro cubico (mg/cm3) de hidroxiapatita de
calcio (HA) de un filtro/fantasma (“hydroxyapatite phantom™) de estado sélido.
Debido a la excelente linealidad de los sistemas modernos de ulIC, la calibracion
es posible con sélo dos puntos, aunque algunos fabricantes utilizan hasta cinco
puntos, cubriendo un rango de 0 hasta 1000 mg/cm?3 de HA (Figura 15).

Las mediciones de la densidad del tejido o la densidad aparente deben ser
reportados en miligramos por centimetro cubico de HA en lugar de los valores
generales tomogrdficos con el objetivo de minimizar la dependencia del
fabricante (los diferentes sistemas a menudo utilizan diferentes escalas y valores
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tomogrdficos). Son muchos los factores (por ejemplo, la correccion de haz de
endurecimiento, etc.) los que pueden influir en los resultfados de densidadpor lo
que la calibracion debe readlizarse rutinariomente de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

La curva de calibraciéon se puede utilizar posteriormente para obtener unidades
de DMO para muestras de hueso reflejado con el sistema Albira CT (Figura 16).
Este protocolo de aplicacién proporciona instrucciones para generar una curva
de calibracidon de densidad mineral ésea. Se proporcionan directrices para la
generacion de volumenes apropiados de interés (VOI) para fantasmas y regiones
del espécimen!60-162, 180,

Los resultados representativos que se utilizan en este protocolo, estdn basados en
un estudio en ratones, en lo cuales, se hizo una serie de tomas microtomogrdaficas
a los fémures de los roedores utilizando el filtro/fantasma de hidroxiapatita.

Se registraron los valores medios. Se utilizd la formula de la curva de calibracion
para convertir los resultados de la unidad de atenuacién a las unidades de DMO
.Una imagen de rayos X en 2D también fue \
adquirida mediante el In-Vivo MS PRO FX. La
densidad de los huesos largos del fémur se
analizd  utilizando el Software  Densidad
Carestream Molecular Imaging el cual permite
analizar una radiografia de imdgenes planas.

La formula curva de calibracion se utilizd para
convertir los resultados de la unidad de
atenuacion a las unidades de DMO. Ex vivo se
volvieron a hacer las mediciones anteriormente

realizadas con Albira CT BMD, rayos X en 2D vy el Figura 15. “Hydroxyapatite Phantom”
. cdlibracién del sistema Albira.

Software Densidad Carestream Bone,

proporcionando resultados similares y diferencias

estadisticamente significativas para todos los animales (p = 0,02 ). Mientras que el

protocolo se validé en un modelo murino puede ser posible adaptarlo por lo

tanto, a un método para otras especies, incluyendo muestras ex vivo de conejo.

Después de estandarizar la densidad ésea, se modificd el método para la lectura
y recoleccion de los datos, debido a que por lo pequeno y poco mineralizado de
las trabéculas 6seas, no eran estadisticamente significativos los resultados del
tejido neoformado, por tal condicién, se hizo una busqueda mdas estricta para la
lectura del hueso mineralizado en pequenas especies. Por lo que al informar sobre
los resultados de uTC en pequenas especies, el conjunto minimo de variables que

para la



se deben utilizar para describir la morfometria ésea trabecular incluye fracciéon del
volumen &éseo y el nimero, el grosor y la separacién trabecular. El conjunto
minimo de variables que se deben utilizar para describir la morfometria cortical
6sea incluye: el area total de la seccion transversal, el drea de cortical éseq, la
fraccion de drea del hueso cortical, y el grosor cortical.

Bone Density Calibration (Hounsfield to g/lccm) Curve

y=0.0006x + 1.1209
R?=0.9975

Bone Equivalent Densities
(g/ccm)

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Phantom Insert Attenuation Units (HU)

Figura 16. Curva de cadlibracion oésea utilizando el

"Hydroxyapatite Phantom™
El drea osteoide y mineralizada formada como efecto de los tratamientos, se
normalizd al area total del defecto de tamano critico. Los resultados se analizaron
ufiizando el programa AxioVisionLE 4.3.6 Software (Zeiss, Alemania).
Adicionalmente las muestras de cada condicién (12, 16 y 20 semanas), se
analizaron por medio de pTC utilizando un sistema tridimensional, para su posterior
evaluacion (con el objeto de visualizar el volumen del nuevo hueso formado y
cuantitativamente examinar la microarquitectura del téjido éseo regenerado).

La toma de microtomografias se realizé en un PET, SPECT, CT Albira® en el Instituto
Nacional de Cancerologia, Deparfamento de Medicina Nuclear. Se utilizd una
fuente de rayos X de 35 micras (tamano nominal de punto), 50 kVp mdx, 1 mA
max, CT-Good HD-LV, con un offset de 158 mm. La reconstrucciéon 3D se realizd a
maxima intfensidad de proyecciones con el software del aparato. Para evaluar la
calidad/densidad del hueso neoformado, se midid la densidad 6sea de las
imdgenes tomadas con el microtomoégrafo por medio del programa Bone J, se
realizaron fres mediciones por muesira en la zona del defecto y del hueso conftrol
(adyacente) de la tibia, para comparar ambas densidades, los datos resultantes
se analizaron con una prueba de ANOVA.

El Técnico Radidlogo, fue estandarizado (CCl .92, IC 95%). Los datos obtenidos,
fueron capturados en una base de datos. Posteriormente, los datos se codificaron
para ser analizados en el paquete estadistico SPSS. Se realizd un andlisis
descriptivo para cada una de las variables involucradas, utilizando andlisis de
varianza (ANOVA).
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HISTOMORFOLOGIA

Las tibias desarticuladas fueron procesadas en el Laboratorio de Patologia Bucal
de la DEPel-UNAM. Los especimenes se encontraban fijados en formaldehido al
10% vy fueron descalcificados con EDTA 10%, pH 7.4 disuelto en 0.5% de
formaldehido a 4°C por 10 dias. De ellos, se obtuvieron cortes histoldgicos a 5
micras de grosor para realizar la finciéon con hematoxilina y eosina como control
para las inmunofluorescencias. Se realizaron finciones especificas hacia fenotipo
condroide: azul de alciano (3%) y safranina, para determinar la presencia de
subpoblaciones celulares que expresen las glicoproteinas de fenotipo
condrobldstico; tricromica de Masson (que nos ayuda a determinar la
mineralizacion de las fibras de coldgena) .

El andlisis histomorfoldgico se hizo mediante microscopia optica (Carl Zeiss,
Alemania), se utilizé el sofftware Pro Plus® del mismo microscopio. Se tomaron
microfotografias de los cortes histolégicos con el fin de analizar las zonas
correspondientes a los bordes del defecto, la naturaleza del material regenerado
y observar los patrones de regeneracion o6sed, la presencia de reaccion
inflamatoria, la presencia de ftejido conectivo, condroblastos, condrocitos,
osteocitos, osteonas, conductos de Havers, zonas de mineralizacion, osteoblastos,
vascularizacién, osteoclastos y matriz osteoide.

El Patdlogo certificado fue estandarizado y se compararon sus respectivas
mediciones (CCI .92, IC 95%). Los datos obtenidos, fueron capturados en una base
de datos. Posteriormente, los datos se codificaron para ser analizados en el
paqguete estadistico SPSS. Se realizd un andlisis descriptivo para cada una de las
variables involucradas, utilizando andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de t
pareada.

INMUNOFLUORESCENCIA

Para detectar CEMP | y coldgenas involucradas en la osificacion endocondral, las
laminillas se desparafinaron en xileno (2 veces por 10 minutos), se deshidrataron
en concentraciones decrecientes de etanol (100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%)
durante 9 minutos, seguidas de un lavado con PBS al 10x (5 minutos). Las
secciones se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-PEP-CAP, anti-coldgena
ll, anfi-coldgena X y anti-coldgena Xl a una concentracion de 1:100 diluido en
BSA, se centrifugd a 14,000 rom por 1 minuto y se dejé incubado durante toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron con PBS 10X mds Tween 1X (por 5



minutos) y 2 lavados mds de PBS 10X (5 minutos) y se incubaron con el anticuerpo
secundario cabra anti-conejo y la enzima conjugada Isotiocinato de fluoresceina
siguiendo las instrucciones del fabricante a una concentracién de 1:75 diluido en
10X PBS por 2 horas a temperatura ambiente. Al término de este tiempo, se
realizaron los lavados de la misma forma descrita en la incubacién del anticuerpo
primario, se montaron con DABCO. Todos los lavados se realizaron con agitacion
constante.
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9. Reoultadoo

Los blogues osteotomizados y las tibias desarticuladas fueron incluidas en
formaldehido al 10%. Se procesaron en el Laboratorio de Patologia Bucal de la
DEPel-UNAM; las brechas/puentes tisulares se fenieron con azul de alciano,
tricrémica de Masson y safranina para ser examinadas por medio de microscopia
optica. Todos los andilisis histomorfométricos fueron analizados por un Patdlogo
Bucal certificado (CCI0.92). Ver anexo.

Las siguientes microfotografias fueron tomadas a 10x (Figuras 17 a 20). El animal en
cuestion es el experimental con 5 meses de seguimiento. Las microfotografias
corresponden a la zona mds representativa de la neoformacion tisular. Notese
qgue el modelo de crecimiento es endocondral, teniendo zonas de cartilago
hipertréfico y otras tantas de hueso mineralizado con respecto a los controles 1y 2
(Figura 21 a 27).

Figura 17. Tricromica de Masson

Tincidon especifica para coldgena, tinendo la
coladgena de azul; roja cuando ya esta
mineralizada.




Figura 18. Azul de alciano

Tincién especifica para glicoproteinas hacia
fenotipo condrobldstico de color azul.

Figura 19. Safranina

Tincidn especifica para condroblastos.
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Figura 20. Hematoxilina y Eosina

Tincién base para la referencia de las
inmunofluorescencias.

Se observa fragmento de hueso cortical y trabecular, ambos vitales, entremezclados con abundantes dreas de
tejido hematopoyético, constituidas principalmente por médula amarilla, el hueso se dispone entremezclado
con diversas dreas de tejido conjuntivo laxo y denso bien vascularizado. Se observa también un drea
transicional de formacion ésea, drea comprendida por cartilago activo que denota dreas de transformacion
dsea y un drea que comprende una zona de fibrosis.
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Figura 21. Corte histoléogico de segmento osteotomizado (10 mm) de la tibia de conejo
Nueva Zelanda, considerado como el hueso de referencia para los controles (hueso
sano), Tricromica de Masson, 5 x. Fotografia aumentada de tamano para apreciar las
caracteristicas histolégicas del hueso de los conejos.

En el corte histoldgico se observa fragmentos de hueso cortical (a), trabecular (b) y compacto (c) vitales,
entremezcladas con extensas dreas de tejido conjuntivo denso y laxo bien vascularizado (d) y médula éseaq,
principalmente amarilla, se observan también escasas dreas de hemorragia (e).
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Figura 22. Corte histolégico a los 5 meses (20 semanas), CONEJO EXPERIMENTAL,
Tricromica de Masson, 5 x.

Se observa un fragmento de hueso vital, el cual presenta diversas dreas de calcificacién, el hueso cortical y trabecular
es vital (a), presenta hacia el centro del corte una extensa zona de fibras de coldgena dispuestas en forma
condensada (b), se observa también una zona de cartilago vital el cual estd activo y estd generando calcificaciéon
6sea de tipo endocondral (c). Estas dreas se encuentran enfremezcladas con dreas de tejido hematopoyético
correspondiente a médula amarilla y en menor grado roja (d); dispuesto todo sobre una matriz de tejido conjuntivo
fibroso denso y laxo bien vascularizado (e).

Figura 23. Corte histolégico a los 5 meses (20 semanas), CONEJO CONTROL 1 (esponja
gelatinosa hemostatica absorbible + membrana de coldgena), Tricromica de Masson, 5

Se observan dos fragmentos dseos compuestos por hueso vital, cortical y trabecular entremezclado con dreas de
médula amarilla y roja (a). Hacia el centro se observa abundante tejido fibroso compuesto por coldgeno dispuesto
todo sobre tejido conjuntivo fibroso denso y laxo abundantemente vascularizado (b), se observa proliferacidon epitelial

(c).



Figura 24. Corte histolégico a los 5 meses (20 semanas), CONEJO CONTROL 2
(membrana de coldgena), Tricromica de Masson, 5 x.

Se observan dos fragmentos de tejido dseo compuesto por hueso cortical y trabecular vital

entremezclados con dreas de médula amarilla (a). En el centro se observa un drea de hemorragia
mezclada con plasma.

Figura 25. Corte histologico a los 4 meses (16 semanas), CONEJO EXPERIMENTAL,
Tricromica de Masson, 5 x.

Se observa un fragmento éseo constituido por hueso cortical y frabecular enfremezclado con dreas de
médula amarilla y roja (a); se observan también dreas de reparacién fibrosa mezcladas con dreas de
cartilago activo y vital, que se encuentran generando un drea de calcificacion del tipo endocondral (b).
Dispuesto todo sobre dreas de tejido conjuntivo fibroso denso y laxo bien vascularizado (c).

106 PTPLA/CAP




Figura 26. Corte histolégico a los 4 meses (16 semanas), CONEJO CONTROL 1,
Tricromica de Masson, 5 x.

» ‘ -

Se observan dos fragmentos dseos constituidos por hueso laminal y trabecular vitales (a), entremezclados
con médula amarilla y extensas dreas de hemorragia reciente y plasma dispuestos sobre tejido
conjuntivo fibroso denso y laxo bien vascularizado (b).

Figura 27. Corte histolégicoa los 4 meses (16 semanas), CONEJO CONTROL 2, Tricromica
de Masson, 5 x.

Se observan dos fragmentos dseos compuestos por hueso vital, cortical y frabecular (a) entremezclado
con escasas dreas de médula amairilla (b). Hacia el centro, en la brecha dsea, no se observa tejido (c).



Inmunofluorescencias

Las laminillas se observaron al microscopio de fluorescencia, tomando fotografias
a 20x y 40x utilizando el programa (Zeiss, Thornwood, NY). Dichas imdgenes se
utilizaron para la descripcion de la expresion de la inmunotincion celular. Las
laminillas de inmunofluorescencia fueron comparadas con su correspondiente
laminilla tenida con la tincién de rutina (hematoxilina y eosina), en orden para
establecer la relacion topogrdfica entre las dreas positivas. La positividad e
infensidad de la inmunotincion, fueron evaluadas de acuerdo al consenso de
diferentes evaluadores, como se ha descrito en articulos relacionados, tomando
como pardmetros: negativo (-), positivo ligero (+) y positivo intenso (++).

Las inmunofluorescencias fueron positivas hacia los marcadores condrobldsticos y
CEMP |, colagenas involucradas en el proceso de osificacion endocondral;
matriz (SOX9, factor de ftranscripcidon), X cartilago hipertréfico y X1 cartilago
hipertréfico (SOX9, factor de transcripcion).

CEMP |
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Microtomégrafo

Las imagenes fueron adquiridas en el microtomoégrafo Albira, Laboratorio de Fisica
Médica e Imagen Molecular uPET/SPECT/CT, Unidad de Investigacion Biomédica
en Cdncer INCan-UNAM acargo del Dr. Luis Alberto Medina, del Instituto Nacional
de Cancerologia.

Muestras 6seas

Se recibieron muestras 6seas de la tibia de conejos con un defecto segmental de
10 mm, el hueso se mantenia unido con dos placas de titanio. Se reporta que en
el caso del grupo experimental, el defecto inicialmente fue cubierto con material
reabsorbible embebido con un péptido (PTPLA/CAP), el grupo 2 o control 1, el
defecto fue rellenado Unicamente con material reabsorbible y el grupo 3 o
control 2, no fue recubierto con ningun tipo de material o péptido.

Micro-Tomografia Computarizada (nTC)

Se realizé uTC de alta resolucidon en un equipo Albira ARS (Oncovisidn, Espanal)
con los siguientes pardmetros: 45 kVp, 0.4 mA, tamano de pixel de 20um y de
voxel de 20 x 20 x 20 um3. NUmero de proyecciones: 600 y tiempo por proyeccion:
1 segundo. La reconstruccion de las imdgenes se realizd con el propio software
del equipo Albira utilizando el método de Retroproyeccdn Filirada (FBP).

Andlisis de regeneracion 6sea

El andlisis se basd en una evaluacion histomorfométrica de las propiedades
estructurales del hueso frabecular en la zona regenerada (Figuras 28 a 30). Se
evaluaron los siguientes pardmetros, utilizando las utilidades del software BoneJ
dentro del paquete de andlisis ImageJ (Figura 31):

* Densidad volumétrica (% BV/TV): porcentaje de hueso trabecular en
el Volumen de Interés (VOI) analizado.

* Espesor frabecular (Tb.Th): espesor promedio de la tfrabécula (mm).

* Espacio frabecular (Tb.Sp): espacio promedio infratrabecular (mm).

* NUmero frabecular (Tb.N): NUmero promedio de trabécula por
unidad de longitud (1/mm).
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Figura 28. Grupo 1 (experimental)

L:1.7599 ww: 2.5085
;055 em

Se observa la neoformacidén ésea por medio de las trabéculas dispuestas a lo largo de la brecha critica.

Figura 29. Grupo 2 (confrol 1)

Se observa tejido fibroso con zonas pequeias de mineralizacién en la zona mesial de la brecha critica.

Figura 30. Grupo 3 (confrol 2)

No se observa ningun tipo de tejido neoformado en la zona mesial de la brecha critica.



Figura 31. Secuencia para la reconstruccion 3D asi como para la obtencién de la
densidad odsea (descrita ampliamente en los antecedentes). Modelo

experimental.
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El andlisis de estos pardmetros se realizd sobre un VOI de 2.5 x 2.5 x 2.5 mm?3
posicionado en una seccidn de hueso regenerado, tal como se ilustra en las
siguientes figuras (Figura 31 a 33).

Figura 32. Se presentan los cortes fransversal, coronal y sagital del segmento de tibia
de los conejos experimentales respectivamente. El recuadro en amarillo indica la
ubicacion y mdrgenes del VOI sobre el tejido dseo regenerado. Se observa una
mejor estructura trabecular en el conejo experimental a los 5 meses.

Figura 33. Cortes transversal, coronal y sagital del segmento de tibia de conejo
confrol. Aunque se observa una pequena estructura dsea en el borde del corte
del segmento, ésta no es cuantificable para los pardmetros de interés. Se observa
un artefacto geométrico en forma de cruz que es resultado de la presencia de la
ldmina de titanio, el cual se intensifica al no haber tejido dseo en el espacio vacio.
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La siguiente Tabla nUmero 11 muestra el andlisis de los resultados. Los valores de
referencia se calcularon en una seccidon del hueso fuera del defecto y de la
region regenerada. Se realizd el cdlculo de densidad 6sea, resultando en 1.55
g/cc.

‘ Tabla 11. Regeneracion ésea

ZBV/TY To.Th To.Sp Ses To. N
Conejo Tiempo . (mm) Std. bev (mm). Estdan. (1l/mm)
Densidad Espesor (mm) Espacio (mm) Numero
volumétrica | frabecular trabecular trabecular
Referencia tejido sano 79.0 0.0133 0.0091 0.0042 0.0024 57
Control 1 3 meses 6.9 0 0.0010 0.0008 0.0010 70
Control 1 4 meses 8.0 0.001 0.0011 0.0020 0.0012 70
Control 1 5 meses 13.2 0.001 0.0013 0.0022 0.0012 67
Control2 | 3 meses 0.2 0.001 0.0010 0.0004 0.0008 80
Control2 | 4 meses 03 0.002 0.0016 0.0006 0.0009 82
Control2 | 5meses 05 0.002 0.0014 0.0006 0.0009 80
Expe”;“emo' 3 meses 34.1 00033 | 00017 | 00039 | 0.0027 101
Expe”;“emo' 4 meses 47.7 0.0046 0.0029 0.0063 0.0051 92
Expe”;“emo' 5 meses 623 0.0075 0.004 0.0083 0.008 63

Densidad volumétrica (% BV/TV): porcentaje de hueso trabecular en el Volumen de Interés (VOI)
analizado; Espesor trabecular (Tb.Th): espesor promedio de la frabécula (mm); Espacio trabecular
(Tb.Sp): espacio promedio intratrabecular (mm); Numero frabecular (Tb.N): NUmero promedio de
trabécula por unidad de longitud (1/mm).

Dendidad volumétrica
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El caso de la densidad volumétrica, el control 1 (0.001) y control 2 (0.000), si hay
diferencias con respecto al grupo experimental (donde no hay diferencia). Es
decir, el grupo experimental si muestra una densidad volumétrica similar al del
tejido sano (0.063). Para espesor trabecular, el control 1(0.001), control 2 (0.001) y
el grupo experimental (0.022), si muestran diferencias, es decir, son diferentes al
tejido sano. En lo que respecta al espacio trabecular, el control 1 (0.235) y el
grupo experimental (0.098) si son similares al tejido sano, el control 2 no lo es
(0.001). Para el niUmero trabecular, el control 1 (0.007) y el control 2 (0.001), no son
parecidos al hueso sano, el grupo experimental (0.132) si es similar al tejido sano.
Ver tablas en la seccién A en el apartado de anexo.

La correlaciéon entre el tiempo y las mediciones éseas son las siguientes: en el caso
de la densidad volumétrica si son significativas (0.05), es decir, que a mayor
tiempo, mayor formacién de la densidad volumétrica (relacion entre los 3 a 4
meses -0.023-, de los 4 a los 5 meses -0.028- y de los 3 a 5 meses -0.005-
respectivamente). Para el espesor frabecular, entre el tiempo de 3 y 4 meses -
0.018-, la correlacion es significativamente diferente, por lo tanto, a mayor tiempo,
si existe un aumento de espesor frabecular, pese a que entre los 4 a 5 meses -
0.082-, no se observa correlacién. Si hay diferencia de medias, entre el primer
periodo parece que hay mayor actividad para la formacion del espesor
frabecular que los meses siguientes. En el espacio trabecular, entre el mes 4 a 5
meses -0.025- se observa una correlaciéon estadisticamente significativa, por lo
cual, una vez que se formd el espesor trabecular, los siguientes meses se hace
mdas amplio el espacio trabecular. No hay correlacion ni diferencia de medias en
el nimero trabecular esto se puede deber al corto tiempo de la duracion del
estudio o al tamano de la muestra (3 a 4 meses -0.162-, 4 a 5 meses -0.889-, 3 a 5
meses -0.727-). Ver tablas en la seccidn B en el apartado de anexo.



10. Discusgion

El hueso humano es 03 millones de pacientes que sufren de defectos éseos

considerado el debidos a accidentes de trafico y enfermedades éseas

injerto 4seo  Unico o 800 000 injertos 6seos al ano en todo el mundo

que cumple con las 0 40% de Ia poblacion mundial sufre algin grado de periodontitis

caracteristicas de o 500 millones de délares en injertos éseos al afo

osteogénesis,

osteinduccién y _ _

osteoconduccidn Estos porcentajes se incrementan ano con ano, por lo que la
] U ! demanda de materiales para la reparacion y regeneracion

sin  embargo, en 6sea es urgente y el mercado industrial es enorme

algunas ocasiones

conlleva mas

riesgos que

beneficios, como los recaudos por fransmisiones virales (el riesgo actual de
transmision viral a través de injerftos musculoesqueléticos una vez realizados los
controles que exige la normativa de la Asociacidn Americana de Bancos de
Tejidos es de 1 caso por millén), cicatrices, dolor, necesidad imperiosa de sitio
donante y procedimientos con costos elevados, entre otros. De esta forma se
minimiza cada vez mds el uso de estos injertos como primera eleccién en la
rehabilitacion de defectos 6seos'®!.

Empero, no se puede hacer a un lado los requerimientos mundiales para obtener
injertos 6seos; sélo por citar un ejemplo, se prevé que las fracturas de cadera en
todo el mundo aumenten de 1.2 millones (1990) a 2.6 millones para el 2025y a 4.5
millones para el 2050, suponiendo que no haya ningun cambio en la incidencia
especifica por edad y sexo'82,
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En los Ultimos anos, los avances tecnoldgicos han
permitido mejorar sustancialmente los métodos para
la sintesis de biomateriales de origen odontolégico!'ss,
como la Proteina de Adhesion del Cemento
Radicular (Cementum Atftachment Protein o CAP,
por sus siglas en inglés) la cual, es una proteina que
se caracteriza por promover selectivamente la
migracion, adhesion y mineralizacion de células
putativas cementobldasticas a partir de una
poblacidn heterogénea de células derivadas del
ligamento periodontal'®45, Como vya se habia Figura 34. Profeina CAP en el cual se
planteado  anteriormente, CAP es  aislada 3§f§;“’ ol pépfido senalado de. color
Unicamente en la matriz de cemento'?, localizada en

cementoblastos'® y en cemento!s, producida por lineas celulares derivadas de
tumores de cemento!?; por lo que se conoce que CAP estd fuertemente asociada

con el fenotipo cementobldstico’>.

En los hallazgos encontrados en nuestros resultados, la regeneracion dsea estd
presente en todos nuestros animales experimentales, esto es compatible con los
datos encontrados en la literatura: la proteina no solamente promueve la
adhesion selectiva de células osteobldsticas, sino también entre las células del
ligamento periodontal, las cuales se unen fuertemente a CAP y las cuales,
también son capaces de formar, in vitro (Figura 34), un tejido mineralizado
parecido al cemento!#4,

El proceso de biomineralizacidon ocurre en los diversos sistemas bioldgicos, en
donde la formacién y oganizacion estd altamente regulada. En los vertebrados,
los cristales de hidroxiapatita constituyen la fase mineral, la cual se deposita en la
matriz orgdnica. Recordando, para que ocurra la nucleacion de los cristales de
hidroxiapatita es necesario que haya una fuente saturada de iones de calcio y
fosfatos, y la participacion de una o varias biomoléculas. También se ha
demostrado que las proteinas asociadas a la formacidén de cristales, son proteinas
ricas en aminodcidos dcidos (acido aspdrtico, dcido glutdmico y serina), con alta
afinidad por la hidroxiapatita, como es el caso de nuestro péptido PTPLA/CAP. La
proteina CAP tiene regiones acidicas y ricas en serina, SSDED (42-46), SEAGEDRE
(53-60), y EVSFPS (125-130). Es una proteina de 140 aminodcidos de los cuales 4
son residuos dacido aspdartico (2.9%), 8 residuos de dcido glutdmico (5.7%) y 12
serina (8.6%); y su carga eléctrica es neutra (pl 7.72). Pitaru y cols?>. demostraron
que CAP tiene alta afinidad por la hidroxiapatita y por la fase mineral de la



superficie radicular, estudios que también explican nuestros hallazgos. Los
resultados muestran que CAP, es capaz de inducir la formacién de cristales de
calcio desde el dia 1 de cultivo (las esférulas formadas tienen una relacion de
Ca/P que indican una fase mineral estable: hidroxiapatita); nosotros demostramos
que la neoformacidén ésea presenta trabéculas éseas con una densidad mineral
compatible con hidroxiapatita.

Ya se menciond que CAP/PTPLA es un
splicing alternativo (isoforma 2) del
gen CAP/PTPLA y que el andlisis in
siico de CAP/PTPLA muestra que el
splicing alternativo ocurre en el sitio
activo de PTPLA (isoforma 1), y que sus
15 aminodcidos del carboxilo terminal
son Unicos y distinfos a los de la
proteina PTPLA (isoforma 1); basados
en los resultados obtenidos por CAP,
se fundamenta que el péptido
PTPLA/CAP induce un cambio celular
mineralizante,

osteobldstico/cementoblastico, Figura 35. Cristales de hidroxiapatita inducidos en un sistema liore
de células en presencia del péptido. se observa la formacion de
mosirando un aumento en la microesferas y disposicién de los cristales en forma de hojuelas y

actividad de la fosfatasa alcalina, asi  cristales poliédricos.

como de la formaciéon de nédulos de

calcio, debido a que modula la expresidon de proteinas asociadas al proceso de
mineralizacion.

Los resultados obtenidos en las brechas osteotomizadas de los conejos
experimentales demuestran regeneracion o6sea basado en un modelo
endocondral (importante remarcar que el periostio fue removido, por lo que la
regeneracion 6sea obtenida en nuestros resultados, no tiene relacion con la
induccioén celular del periostio)'84,

Si bien se sabe que los condrocitos son las células presentes en varios tipos de
cartilago y son responsables del crecimiento y el mantenimiento del tejido, éstos
son células Unicas que realizan multiples funciones, incluyendo la sintesis de matriz
y la degradacion de la misma, que en otros tejidos se lleva a cabo por mds de un
tipo de célula (por ejemplo, la formacién de hueso por los osteoblastos y la
resorcion 6sea por los osteoclastos). La formacién y eliminaciéon (remodelacion)
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de los tejidos cartilaginosos requiere la proliferacion celular regulada, crecimiento,
sintesis de proteinas de matriz extracelulares, producciéon y la activacion de las
enzimas que degradan la matriz, y en algunos casos, calcificacion de la matriz y
la muerte celular!ss,

El carfilogo que es un tejido altamente especializado, estd constituido por
condrocitos y pocas células progenitoras, que se organizan en varias capas,
como la capa fibrosa mineralizada de condrocitos hipertréficos y maduros que se
encuentran en contacto directo con el hueso subcondral; la matriz extracelular
(ECM, por sus siglas en inglés, exfracellular matrix) de los condrocitos que es
distinta de la de otros tejidos conectivos. Vinatier explica que la ECM se compone
de una red de fibras coldgenas que dan al tejido su forma, la fuerza y la fuerza de
tracciéon y, proteoglicanos que dan resistencia a la compresion. Contiene grandes
cantidades de proteoglicanos agrecano que estdn unidos con polimeros de
dcido hialurénico a través de una proteina de enlace y predominantemente,
colagena ll ( 80-20 % de la colagena total), IX y XI'8¢,

Con respecto a la osificacion endocondral, dependiendo de su origen, los huesos
muestran distintos modos de formacidn y propiedades de senalizacién distintas,
que deben tenerse en cuenta cuando se estudia la biologia del hueso o su
aplicacion a entornos clinicos.

Placa de crecimiento tibial de ratén

Zona de descanso

Figura 36. Organizacién de un cartilago de
crecimiento tibial murino de 15 dias de edad.
Microfotografia de hematoxiina de Weigert/azul de
alciano/rojo sirio. Se pueden distinguir diferentes zonas
de la placa de crecimiento de acuerdo a los
cambios en la morfologia y la disposicién de las
células. Tomado de: Hypertrophic differentiation of
chondrocytes in osteoarthritis: the developmental
aspect of degenerative joint disorders, Rita Dreier,
Arthritis Research & Therapy 2010, 12:216.

Zona proliferativa

Zona prehipertréfica

Zona hipertréfica

Zona de invasiéon




La osificacion endocondral (OE) es importante para el desarrollo, crecimiento y la
reparaciéon de los huesos largos. La OE es iniciada por la formacién de “plantillas”
(oremolde, esbozo) de cartlago de los futuros huesos, constituido por células
progenitoras mesenquimales, que se condensan y se diferencian en condrocitos
(Figura 36). Dentro de estos esbozos de hueso, las células del cartilago
diferenciado transitan a tfravés de una cascada de acontecimientos
temporoespaciales de los Ultimos eventos diferenciados que secuencialmente
incluyen proliferacion y varias etapas de maduracién, que terminan en la
hipertrofia de los condrocitos. Después de la invasidon de vasos sanguineos desde
el hueso subcondral, la mayoria de las células hipertréficas se someten a
apoptosis y el esbozo de cartilago es remodelado por hueso trabecular.

Cada fase de OE estd acompanada por un cambio en la forma celular o arreglo
celular y la expresidon de un repertorio especifico de proteinas. La colagena |,
ademds de las coldgenas lll y V, es el principal componente fibrilar de células
progenitoras mesenqguimales indiferenciadas. Después de la diferenciacién en
condrocitos, las células dejan de producir colagena |, lll, y V, para empezar a
expresar los componentes del cartilago tipicos, incluyendo coldagenos I, IX, y X'y
los proteoglicanos agrecano.

Durante esta etapa de diferenciacion, los condrocitos en reposo son pequenos,
uniformes y se caracterizan por tener bajas tasas de proliferacion. Estas células se
producen solas o en parejas, y en el resto de la zona de la matriz extracelular
ocupan mads espacio que las células. En la etapa proliferativa adyacente, los
condrocitos se dividen varias veces y las células planas se organizan en columnas
longitudinales. Ahora, el repertorio de expresion incluye: coldgenas I, VI, IX, Xl
matrilina 1 y agrecano. Durante la prehipertréfia, se expresa Ihh (por sus siglas en
inglés, Indian hedgehog). También, la diferenciacion en condrocitos hipertréficos
induce la produccién de coldgena X187,

Durante la formacién de hueso endocondral, los condrocitos hipertréficos actuan
como una interfaz funcional esencial entfre el cartilago y el hueso, mediante el
acoplamiento de la condrogénesis a la osteogénesis. La formacién de hueso
endocondral es confrolada por una variedad de factores y vias de senalizacion.
Los condrocitos hipertroficos expresan una serie de factores de crecimiento vy
proteinas de la matriz, y muchas lineas de evidencia circunstancial sugieren su
participacion en la osteogénesis. La osteogénesis se produce en lugares
adyacentes a los condrocitos hipertréficos. Esta regla se aplica a todos los huesos
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endocondrales, grandes 0 pequenos, sin excepcidon. Existen multiples articulos que
apoyan esta aseveracion'ss,

Chung (2001) reportd que la manipulacion de la senalizacion del PTHrP (péptido
relacionado la hormona paratiroidea o con su receptor) de los condrocitos en
ratones, conducia a la aparicion o desaparicion de los condrocitos hipertroficos
sin cambiar la senal de la PTHrP en los otros tejidos, de tal forma que, su aparicion
o desapariciéon influenciaba la osteogénesis de los tejidos adyacentes durante el
desarrollo del hueso endocondral; estas observaciones también establecen que
los condrocitos hipertroficos son responsables de la invasidon vascular. A fin de
verificar el papel de los condrocitos hipertréficos a nivel celular, se trabajé con
ratones quiméricos que fueron sometidos a hipertrofia ectdpica en la placa de
crecimiento, y la formacién de condrocitos hipertréficos ectépicos fue asociada
con la formacion de hueso ectdpico. Por multiples estudios se sabe que las
lesiones cartilaginosas tienen una pobre capacidad de cicatrizacién debido a su
falta de regulacién sistémica, y de inervacidon e irrigacion. Ademds, los
condrocitos que estdn rodeadas por una matriz extracelular, a diferencia de la
mayoria de los tejidos, no pueden migrar del sitio sano intacto al de la lesion. Las
lesiones que estdn en el hueso subcondral, pueden inducir una reaccion sistémica
y generar tejido reparativo. El nuevo tejido consiste predominantemente de
coldgena tipo |, que resulta en la formacion de fibrocartilago'®?.

Con lo cual, se acepta la hipdtesis de trabajo, sustentando que la neoformacion
cartilaginosa y 6sea del péptido sintético derivado de la proteina de adhesion del
cemento radicular, (PTPLA/CAP) influye como un inductor/estimulador de la
regeneracion o6sea en defectos segmentales de tamano critico, con
caracteristicas histoldgicas y con una densidad ésea similar al de un hueso sano y
vital.

Tomando en cuenta las consideraciones y los criterios que debe cumplir un injerto
ideal, pocos son los materiales que cubren estas caracteristicas (tener capacidad
para producir hueso por proliferacién celular de osteoblastos viables
transplantados 6 por osteoconduccién de células a lo largo de la superficie del
injerto, poseer la facultad de producir hueso por osteoinduccion de las células
mesenquimatosas recogidas en el injerto, remodelacion del hueso inicialmente
formado en hueso laminar maduro, mantenimiento del hueso maduro a través del
tiempo sin que la funcion cause pérdida del mismo, permitir la estabilidad del
implante cuando es colocado simultdneamente con el injerto, bajo riesgo de
infeccion, facil de utilizar, baja antigenicidad y alto nivel de seguridad/infecciones



cruzadas). Con lo anteriormente expuesto, el péptido PTPLA/CAP y cubre la
mayoria de los requisitos para los materiales injertables ideales. De hecho, las
aplicaciones clinicas son bastas (ingenieria tisular, fracturas complejas, fusion
espinal, injertos dseos, tratamiento de defectos 6seos debido a trauma, remocion
de lesiones neopldsicas, infecciones O&seas, alteraciones craneofaciales,
integracion 6sea de implantes dentales y ortopédicos, reparacion de defectos
6seos secundarios a periodontitis, preservacion alveolar e injertos de elevacion de
seno maxilar, tratamiento de fracturas por osteoartritis u osteoporosis, entre ofras).
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11. Concluoiones

En los Ultimos anos, la ciencia de la ingenieria tisular ha ampliado notablemente
sus aplicaciones ortopédicas y odontoldgicas incrementando el niumero de
estrategias integrales, desde sus sistemas de liberacion hasta los nuevos sustitutos
6seos. Las tecnologias terapéuticas de la ingenieria tisular, inducen la
regeneracion ¢sea empleando factores de crecimiento, y células osteogénicas,
entre otros; sin embargo, existe una nueva opcién, el péptido PTPLA/CAP
aparentemente sin efectos secundarios indeseables. El péptido incrementa e
induce la regeneracion ésea en una mayor extension y mds rapidamente, lo cual,
evidentemente, mejora la efectividad clinica e impacta en el costo del
tfratamiento.

Todos nuestros resultados sugieren que el péptido maximiza la regeneracion ésea
(probablemente incrementa la diferenciacion de células progenitoras hacia
osteoblastos/condroblastos para formar tejido ¢seo) hasta del 70% en un modelo
endocondral. La colocaciéon de 3,420 ug de péptido sintético derivado de la
proteina de adhesion del cemento radicular PTPLA/CAP, en los defectos
segmentales y criticos de las tibias de los conejos experimentales, mostraron
osteoregeneracién en la mayor parte de la brecha.

Con base en estos resultados, se abre una posibilidad mds para los tratamientos
clinicos (Ingenieria ftisular, fracturas complejas, fusidn espinal, injertos &seos,
tratamiento de defectos Oseos debido a trauma, remocion de lesiones
neopldsicas, infecciones dseas, alteraciones craneofaciales, integracion désea de
implantes dentales y ortopédicos, reparacion de defectos éseos secundarios a
periodontitis, preservacién alveolar e injertos de elevacidn de seno makxilar,
tratamiento de fracturas por osteoporosis, etc.), ya que sus ventajas clinicas con
respecto a otros substitutos dseos son multiples: no promueve el sobrecrecimiento
6seo, no presenta efectos colaterales (hematomas idiopdticos, presion en el
tracto intestinal, calcificaciones arteriales, presidon sobre los froncos nerviosos), no
produce reaccién inmune o rechazo, es muy bien tolerado por los sujetos
(mamiferos), es osteoinductivo, desempena un papel similar a la proteina nativa,
promueve el depdsito de sales de calcio y fosfato, nucleacion de cristales de
hidroxiapatita, y controla el autoensamble del proceso de mineralizaciéon in vivo,
facil de sintetizar artificialmente, bajo costo de produccién (gran escala), el
péptido tiene una masa molecular pequena, por lo que la formulacién puede ser
mds abundante y evita el uso de biotecnologia de proteinas recombinantes
(BMP). Empero, aunque los resultados son consistentes en los efectos positivos de



osteoregeneracion, esta investigacion abre la posibilidad de trabajar en nuevas
lineas de investigacion acerca del uso a largo plazo, multiples dosificaciones, uso
en huesos no largos y farmacocinética, entfre ofras.
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drcuio)

) Fechc de

Conelo: o Edcc:

nacimiento:

Fecha de Peso al ]

) , Pesc al cia

Ingreso ol ingresar ol o

, , de la cirugla:

Dioterqr biatere:

Fecha de )
) Cirujano:

crugia:

1¢* agyudante: 2% qyudante: Circulonte:
Compicaclones quinirgicas: |
Observaciones quirirgices: |
Colocacién  de:jencerar en  un ) ) ]
Péptico Esponja gelatinosa mMembrana coldgena

Antibiético:itecn

aj

Anglgésico:
(fecha)

vendcje de

Jones:jtecha de

cambios)

Radiografia:itech
aj

Tomogrefic:(tech
aj

- =

[techq]

Observeciones:




Bitdcora (IOTERIO)

MO PTPLA/CAP




Especificaciones del microtomégrafo Albira

PET System and Capabilities

Detector Type LYSO single crystal, PSPMT and PET electronics

Number of Detectors Eper rirgup to 3 rings

Degtth of Interaction Correction .S':(:;i g:lt;(:;« Ol correction based upen the distribution of the fght detected
Sensitivity Greater Than Irrg 9% 2rirg 5% 1ring: 3%

Resolution Center FOV (mm) Jrrg <13 2rrg <12 Tring: <13

FOV (transaxal mm) B0

FOV (axial men) Jrirg 148 2rrg 94 Tring: 40

SPECT System and Capabilities

Detector Type Csl (Na) single Crystal, PSPMT, and SPECT electronics, 2 detectons per instrument
Maxirwam Sensitivity (cps/MBq) $108: 000 5102 650

Energy Range (keV) SY08: 30 - 400 S102: 40-250

Energy Discrimination 4% at 140 eV

Collimators Provided SY08: 1 pinhole, @ pinhale SY02: 1pinkole, 5 pinhele

FOV (men) 5108: 30 - 140 $102:20-80

Reconstruction Times <= S min

Acquisition Times (60 projections) <= 30 min

Minimum Resolution {mm) SI08: <= 04 S¥02:<=08

CT System and Capabilities

Minimum Voxel Size (um) <35 um

Xeriry Focad Spot Size (Noeviral jam) kL3

Energy Range (kVp) 050

Max Current (mA)

FOV (transaxial x axia mm) 70x70

Detector Pixels 2400 x 2400

Physical Specifications

Footprim (W xDxMm) 22x05x6

Recommended Area (WxDxHm) Ix25x2

Sore Size W05 mem

Anirmal Moritaring ::\;:;rtilev m‘ :aar;:ra Flows users 1o Monitor the status of their mouse
Compatible with Mast Commercial Gas Anesthesia Yes

Comr S e e e ot o o
Electrical Requirements MOVAC 15A 220VAC BA




Escalas de medicion, Unidades Hounsfield

‘ Caracterizacion de los tejidos

Unidades Hounsfield

Aire -1000
Agua 0
MdUsculo 35-70
Tejido fibroso 60-90
Cartilago 80-130
Hueso trabecular 150-900
Hueso cortical 900-1800
Dentina 1600-2400
Esmalte 2500-3000

Calidad 6sea

Densidad Unidades Hounsfield(88)
D1 1250
D2 850-1250
D3 350-850
D4 150-350
D5 <150

Prueba de Coeficiente de correlacion
histomorfométricos.

infraclase (CCl, 0.92) de andlisis

Coeficiente de correlacion intraclase

Correlaci()g Intervalo de confianza 95% Prueba F con valor verdadero 0
intraclase Limite Limite
inferior superior Valor gll gl2 Sig.
Medidas individuales ,929% ,857 ,966 | 27,207 29 29 ,000
Medidas promedio ,963° ,923 ,983 | 27,207 29 29 ,000

medidas son fijos.

a. El estimador es el mismo, ya esté presente o no el efecto de interaccion.
b. Coeficientes de correlacion intraclase de tipo C utilizando una definicion de coherencia, la varianza inter-

medidas se excluye de la varianza del denominador.

4 Modelo de efectos mixtos de dos factores en el que los efectos de las personas son aleatorios y los efectos de las

c. Esta estimacion se calcula asumiendo que no esta presente el efecto de interaccion, ya que de otra manera

no es estimable.

casos
Estadisticos de fiabilidad N %
Alfa de N de Casos  Validos 30 100,0
Cronbach elementos Excluidos® 0 0
,963 2 Total 30 100,0

Resumen del procesamiento de los

a. Eliminacion por lista basada en
todas las variables del
procedimiento.
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Secc
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>

n

DATASET ACTIVATE Conjunto_de datosl.

T-TEST
> /TESTVAL=79
/MISSING=ANALYSIS
/VARIABLES=DV1 DV2 DV3
/CRITERIA=CI(.95).
Prueba T

[Conjunto_de_datosl] C:\Users\NATHALIE\Documents\FABIOLA.sps

Estadisticos para una muestra

T-TEST

/TESTVAL=0.0133
/MISSING=ANALYSIS
/VARIABLES=ET1 ET2 ET3
/CRITERIA=CI(.95).

Prueba T

[Conjunto_de_datosl] C:\Users\NATHALIE\Documents\FABIOLA.sps

Estadisticos para una muestra

Desviacién Errortip. de la
N Media tip. media
DVt 3 9,3667 3,36502 1,94279
bv2 3 13333 15275 ,08819
DV3 3 | 48,0333 14,10295 8,14234
Prueba para una muestra
Valor de prueba=79
95% Intervalo de confianza para
Diferencia de la diferencia
t gl Sig. (bilateral) medias Inferior Superior
)] -35,842 2 ,001 -69,63333 -77,9925 -61,2742
Dv2 | -891,996 2 ,000 -78,66667 -79,0461 -78,2872
DV3 -3,803 2 063 -30,96667 -66,0003 4,0670
T-TEST

/TESTVAL=0.0024

/MISSING=ANALYSIS
/VARIABLES=ESPAT1 ESPA2 ESPA3
/CRITERIA=CI(.95).

Prueba T

[Conjunto_de_datosl] C:\Users\NATHALIE\Documents\FABIOLA.sps

Estadisticos para una muestra

Desviacién Errortip. de la
N Media tip. media
ESPAT1 3 | 001667 ,0007572 ,0004372
ESPA2 3 | 000533 ,0001155 ,0000667
ESPA3 3 | 006167 ,0022030 ,0012719
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0.0024
95% Intervalo de confianza para
Diferencia de la diferencia
t al Sig. (hilateral) medias Inferior Superior
ESPAT1 -1,677 2 235 -,0007333 -,002614 001148
ESPA2 -28,000 2 ,001 -,0018667 -,002154 -,001580
ESPA3 2,961 2 ,098 ,0037667 -,001706 ,009239

Desviacidn Errortip. de la
N Media tip. media
ET1 3 | 000667 ,0005774 ,0003333
ET2 3 | 001667 ,0005774 ,0003333
ET3 3 | 005133 ,0021502 ,0012414
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0.0133
95% Intervalo de confianza para
Diferencia de la diferencia
t al Sig. (hilateral) medias Inferior Superior
ET1 -37,900 2 ,001 -,0126333 -,014068 -011199
ET2 -34,900 2 ,001 -,0116333 -,013068 -,010199
ET3 -6,579 2 ,022 -,0081667 -,013508 -,002825
T-TEST
/TESTVAL=57

/MISSING=ANALYSIS
/VARIRBLES=NT1 NT2 NT3
/CRITERIA=CI(.95).

Prueba T

[Conjunto_de_datosl] C:\Users\NATHALIE\Documents\FABIOLA.sps

Estadisticos para una muestra

Desviacidn Errortip. de la
N Media tip. media
NT1 3 | 69,000000 1,7320508 1,0000000
NT2 3 | 80,666667 1,1547005 6666667
NT3 3 | 85333333 19,8578280 11,4649223
Prueba para una muestra
Valor de prueha= 57
95% Intervalo de confianza para
Diferencia de Ia diferencia
t gl Sig. (hilateral) medias Inferior Superior
NT1 12,000 2 ,007 12,0000000 7,697347 16,302653
NT2 35,500 2 ,001 23,6666667 20,798232 26,535102
NT3 2,471 2 132 28,3333333 -20,996246 77,662913
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Prueba T

[Conjunto_de_datosl] C:\Users\NATHALIE\Documents\FABIOLA.sps

E di de as relaci d
Desviacién Errortip. de la
Media N tip. media
Par 1 E1ENSIDADVOLUMETRIC 127333 5 1705397 PP
EENS'DADVOLUMETR'C 18,6667 3 25,43665 14,68586
Par2 DENSIDADVOLUMETRIC 18,6667 3 p— Bp—
DENSIDADVOLUMETRIC 25,3333 3 3263776 18,84342
Vi
Par3  DENSIDADVOLUMETRIC | 437333 3 17,95337 10,36538
,?ENS'DADVOLUMETR'C 25,3333 3 3263776 18,84342
Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacion Sig.
Par1 DENSIDADVOLUMETRIC
Aly
DENSIDADVOLUMETRIC 3 999 023
A2
Par2 DENSIDADVOLUMETRIC
A2
H 3 999 028
DENSIDADVOLUMETRIC
A3
Par3 DENSIDADVOLUMETRIC
Aly
DENSIDADVOLUMETRIC 3 1,000 005
A3
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para
Desviacién Errortip. de la la diferencia
Media tip. media Inferior Superior t al Sig. (hilateral)
Par1  DENSIDADVOLUMETRIC
1-
DENSIDADVOLUMETRIC | -4:93333 752219 4,34294 -23,61949 13,75282 1,136 2 374
A2
Par2 DENSIDADVOLUMETRIC
A2-
DENSIDADVOLUMETRIC | -6.66667 731118 422111 -24,82864 11,49531 -1,579 2 1255
A3
Par3 DENSIDADVOLUMETRIC
Al -
DENSIDADVOLUMETRIC | -11.60000 14,68571 8,47880 -48,08132 24,88132 -1,368 2 1305
A3
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Prueba T

[Conjunto_de_datosl] C:\Users\NATHALIE\Documents\FABIOLA.sps

Estadisticos de muestras relacionadas

Desviacidn Errortip. dela
Media N tip. media
Par1 ESPESORTRA1 | ,0014333 3 00169214 ,00097696
ESPESORTRA2 | ,0025333 3 ,00185831 ,00107290
Par2 ESPESORTRA2 | 0025333 3 00185831 ,001072890
ESPESORTRA3 | ,0035000 3 ,00350000 ,00202073
Par3 ESPESORTRA1 | ,0014333 3 00169214 00097696
ESPESORTRA3 | ,0035000 3 ,00350000 ,00202073
Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacion Sig.
Par1 ESPESORTRAT1Yy
ESPESORTRA2 1,000 018
Par2 ESPESORTRA2Yy
ESPESORTRA3 992 082
Par3 ESPESORTRA1Y
ESPESORTRA3 988 100
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para
Desviacion | Errortip. de la la diferencia
Media tip. media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1 ESPESORTRAT -
ESPESORTRA -00110000 100017321 00010000 | -,00153027 | -00066973 | -11,000 2 008
Par2 ESPESORTRA2-
ESPESORTRA3 -,00096667 00167432 100096667 | -,00512590 00319256 | -1,000 2 423
Par3 ESPESORTRA1-
ESPESORTRA3 -,00206667 00184752 00106667 | -,00665616 00252283 | -1938 2 192




Estadisticos de muestras relacionadas

Desviacion Errortip. de la
Media N tip. media
Par1 ESPACIOTRA1 | ,0017000 3 00191572 00110604
ESPACIOTRA2 | 0029667 3 00297041 00171497
Par2 ESPACIOTRA2 | ,0029667 3 00297041 00171497
ESPACIOTRA3 | ,0037000 3 00406325 00234592
Par3 ESPACIOTRA1 | ,0017000 3 00191572 00110604
ESPACIOTRA3 | ,0037000 3 00406325 ,00234592
Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacion Sig.
Par1 ESPACIOTRA1 y
ESPACIOTRA2 3 991 085
Par2 ESPACIOTRA2y
ESPACIOTRA3 3 999 025
Par3 ESPACIOTRA1Y
ESPACIOTRA3 3 996 060
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para
Desviacion | Errortip. de la la diferencia
Media tip. media Inferior Superior t ql Sig. (bilateral)
P Eggﬁg:gﬁ:g - 00126667 00110151 00063596 -,00400298 00146965 -1,992 2 185
PACIOTRA2 -
Fara EgPAglgTRM -,00073333 00110151 00063596 - 00346965 00200298 -1153 2 368
ESPACIOTRAT -
Fard ESPACIOTRA3 -,00200000 00216333 ,00124900 -,00737401 00337401 -1,601 2 250
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Estadisticos de muestras relacionadas

Desviacion Errortip. de la
Media N tip. media
Par1 NUMEROTRA1 83,6667 3 15,82193 913479
NUMEROTRA2 81,3333 3 11,01514 6,35959
Par2 NUMEROTRA2 81,3333 3 11,01514 6,35959
NUMEROTRA3 70,0000 3 8,88819 513160
Par3 NUMEROTRA1 83,6667 3 15,82193 913479
NUMEROTRA3 70,0000 3 8,88819 513160
Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacion Sig.
Par1 NUMEROTRA1Yy
NUMEROTRA2 3 968 162
Par2 NUMEROTRA2Yy
NUMEROTRA3 3 -174 889
Par3 NUMEROTRA1Yy
NUMEROTRA3 3 - 416 7127
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para
Desviacion | Errortip. de la la diferencia
Media tip. media Inferior Superior t gl Sig. (hilateral)
fard mgmg:gsﬁ;' 233333 585047 3,38296 12,22239 16,88905 690 2 562
Fal2 mgmg:gsgg' 11,33333 15,30795 8,83805 -26,69372 4936039 | 1,282 2 328
A mmg:ggﬁ;' 13,66667 21,12660 12,9745 -38,81472 66,14806 | 1,120 2 379
Estadisticos de muestras relacionadas
Desviacion Error tip. de
Media N tip. la media
Par1 A 47186 35 1,30251 ,22017
B 4 9697 35 98505 ,16650
Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacion Sig.
Par1 AyB 35 920 ,000
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
conﬁanza para la
Desviacion | Errortip. de diferencia
Media ip. la media Inferior Superior t al Sig. (bilateral)
Par1 A-B -25114 55256 09340 -44095 -06133 -2,689 34 011
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