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RESUMEN

Introduccion. El tejido 6seo es una estructura fuertemente regulada, que desempefa un
papel esencial en diferentes funciones fisioldgicas.

Las proteinas morfogenéticas dseas son factores de crecimiento multifuncionales

que pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta. Las BMP
se derivan del hueso que inducen la formacion de cartilago y hueso in vivo. Esta
actividad conduce a una serie de desarrollo de procesos donde se incluyen la
quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion.
El hueso es una fuente rica en factores de crecimiento con acciones importantes en la
regulacion de la formacién y reabsorcion Osea, entre los que se encuentran, las
proteinnas morfogenéticas 6seas (BMPs), el factor de crecimiento derivado de plaquets
(PDGF), entre otros.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el potencial de regeneracion dsea
(osteoide) y osteoinduccion (factores de mineralizacion) del rhPDGF-BB y thBMP-2 en
defectos de tamafio critico en el craneo de ratas Sprague-Dawley a las 4 semanas de

cicatrizacion

Materiales y Métodos. El disefio de esta investigacion fue comparativo, abierto,
experimental y longitudinal. La mustra consistié en 16 ratas Sprague-Dawley, las cuales
se dividieron en grupos de 4, conformando asi un grupo Control, un grupo Experimental
1 al cual se le coloco esponja de colageno + 30ul a una concentracion de 100 pg/ml de
rthPDGF-BB; un grupo Experimental 2 al que se le colocé esponja de colageno + 30ul a
una concentracion de 100 pg/ml de rhBMP-2; y un grupo Experimental 3, cual cual
consistio en la colocacién de esponja de coldgeno + 30ul a una concentracion de 100
pg/ml de thPDGF-BB + 30ul a una concentracion de 100 pg/ml de thBMP-2. Se dejo
un periodo de cicatrizacion de 4 semanas y posteriormente se sacrificaron los

especimenes.

Resultados. Al comparar los 3 grupos experimentales, se observaron diferencias
significativas entre estos, en cuanto al conteo morfométrico de células inmunoreactivas

a los factores de mineralizacion estudiados en esta investigacion, dando como resultado,



que la combinacion de ambos factores produjo un mayor nimero de células

inmunoreactivas a comparacion de los resultados obtenidos individualmente.

Conclusion. La combinacion de ambos factores de crecimiento aumenta la regeneracion

6sea mediante la expresion de células positivas.



ABSTRACT

Introduction. Bone tissue is a highly regulated structure that plays an essential role in
various physiological functions.

The bone morphogenetic proteins are multifunctional growth factors belonging to the
superfamily of transforming growth factor beta. BMPs are derived from bone inducing
the formation of cartilage and bone in vivo. This activity leads to a series of process
development where chemotaxis, proliferation and differentiation are included.

Bone is a rich source of growth factors important actions in the regulation of bone
formation and resorption, including those found, bone morphogenetic proteinnas
(BMPs), growth factor derivative plaquets (PDGF), etc. .

The objective of this study was to evaluate the potential of bone regeneration (osteoid)
and osteoinduction factors (mineralization) of thPDGF-BB, and thBMP-2 in critical

size defects in the cranium of Sprague-Dawley rats at 4 weeks of healing

Materials and methods. The design of this research was comparative, open,
experimental and longitudinal. The above shows consisted of 16 Sprague-Dawley rats,
which were divided into groups of 4, thus forming a control group, an Experimental
Group 1 which was placed collagen sponge + 30ul at a concentration of 100 ug / ml
rthPDGF BB; An experimental group 2 to which was placed collagen sponge + 30ul at a
concentration of 100 ug / ml of thBMP-2; and an Experimental group 3, which involved
placing which collagen sponge + 30ul at a concentration of 100 .mu.g / ml rhPDGF-BB
+ 30ul at a concentration of 100 .mu.g / ml thBMP-2. a healing period of 4 weeks was

allowed and then the specimens were sacrificed.

Results. When comparing the 3 experimental groups, there were significant differences
between them in the morphometric count of immunoreactive cells to the mineralization
factors studied in this investigation, resulting in the combination of both factors
produced a greater number of immunoreactive cells to Comparison of the results

obtained individually.



Conclusion. The combination of both growth factors increases bone regeneration by

expression of positive cells.



1. INTRODUCCION

El tejido 6seo es una estructura fuertemente regulada, que desempeia un papel
esencial en diferentes funciones fisiologicas. A través de acciones autocrinas y
paracrinas participa en la hematopoyesis, influyendo en el destino de las células madre
hematopoyéticas. Existe ademas una serie de moléculas compartidas y también
multiples conexiones entre el sistema inmune y el tejido 6seo.

El hueso es una fuente rica en factores de crecimiento con acciones importantes
en la regulacion de la formacion y reabsorcion Osea, tales como Factor de crecimiento
derivado de insulina (I y II), la superfamilia del Factor de crecimiento transformante
beta (TGF-b), donde se incluyen las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), Factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

Las proteinas morfogenéticas 6seas son factores de crecimiento multifuncionales
que pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta. Las BMP
se derivan del hueso que inducen la formacion de cartilago y hueso in vivo. Esta
actividad conduce a una serie de desarrollo de procesos donde se incluyen la
quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion.

Las BMP-2, -4, -7 y -12 han sido evaluadas para regeneracion periodontal y de
peri-implantes. De este grupo de proteinas, las BMP-2 han sido las mas estudiadas para
el tratamiento de regeneracion Osea y periodontal. Existen varios estudios que han
demostrado el papel critico de la matriz extracelular en la induccidon dsea por BMP's, en
particular en la morfogénesis y regeneracion craneofacial.

La formacion 6sea requiere de 3 componentes: una sefial osteoinductiva, un
sustrato adecuado en el que se entregue esta sefial y uno que actie como un andamio
para la nueva formacion de tejido dseo y responda a las células huésped capaces de
diferenciarse dentro de las células dseas. Las sefiales responsables para la induccion de

formacion dsea son las proteinas morfogenéticas Oseas.



La osteoinduccion es el proceso por medio de cual las células madre
mesenquimatosas en o alrededor del sitio hospedero son reclutadas como células
osteoprogenitoras para diferenciarse dentro de osteoblastos maduros.

El PDGF es un polipéptido compuesto por dos cadenas y puede existir en 3
diferentes isoformas de dos productos de genes: AA, BB y AB. Sin embargo se han
descubierto otras dos isoformas: la C y D, las cuales se expresan en el epitelio
pigmentario de la retina (RPE) en el adulto.

Las actividades mitogenicas del PDGF y su liberacion por plaquetas sugiere un
papel en la cicatrizacién de heridas y reparacion de fracturas. Es possible que el PDGF
también juegue un papel en la reparacion 6sea después de la inflamacion, sobre todo
porque las acciones mitogénicas del PDGF se incrementan en presencia de las citocinas

liberadas durante este proceso.



2. HIPOTESIS

Debido a que los factores de crecimiento rhBMP-2 y rhPDGF-BB son
osteoinductivos, la combinacién de ambos factores de crecimiento acelerara el proceso
de produccion de los factores de mineralizacion y la regeneracion dsea en defectos de

tamarfio critico en ratas Sprague-Dawley.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Evaluar el potencial de regeneracion 6sea y osteoinduccion del thPDGF-BB y
rthBMP-2, evaluando la presencia de osteonectina y osteocalcina en defectos de tamafio

producidos intencionalmente en el craneo de ratas.
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3. OBJETIVOS

3.2 Objetivos Especificos

* Evaluar el potencial de osteoinduccion del rhPDGF-BB, rthBMP-2, y la
combinacion de ambos factores de crecimiento después de 4 semanas de
cicatrizaciéon analizando el crecimiento osteoide y la cantidad de células
productoras de osteonectina y osteocalcina

* Realizar un andlisis morfométrico para la determinacion de formacion de tejido

osteoide

11



4. ANTECEDENTES

4.1 Tejido Oseo

El hueso es un tejido vivo que tiene dos funciones primarias: soporte estructura y
metabolismo de calcio (Roberts et al., 1987). El tejido 6seo es una estructura
fuertemente regulada, que desempefia un papel esencial en diferentes funciones
fisioldgicas (Arboleyaa et al. 2013)
El tejido 6seo consiste principalmente en cristales de hidroxiapatita y varios tipos de
proteinas de la matriz extracelular incluyendo coldgeno tipo I, osteocalcina,
osteonectina, osteopontina, sialoproteina 6sea y proteoglucanos (Young et al., 1992;
Robey et al., 1993; Mundlos et al, 1997). La osteonectina es una glicoproteina ligada
del calcio que también tiene afinidad por el coldgeno; estd unida a las células dseas a
través de integrinas. Es una fosfoproteina que interacciona con colageno y sales
inorganicas. La osteocalcina La osteocalcina es una proteina no coladgena sintetizada
unicamente por el osteoblasto que se encuentra presente en la matriz 6sea y en la
circulacion, tendria un papel protagdnico protector en relacion al metabolismo
hidrocarbonado. Luego de su sintesis, la osteocalcina es carboxilada en tres residuos
glutamicos, lo que le confiere una gran afinidad por el mineral 6seo lo cual le permite

unirse a la hidroxiapatita presente en el hueso mineralizado. (Francis et al., 2006).

4.1.1 Células Oseas
El tejido 6seo esta compuesto por varios tipos de células mesenquimatosas tales
como osteoblastos, condrocitos, mioblastos y células de la médula 6sea incuyendo
adipositos. Estos linajes de células se original del comin progenitor mesenquimatoso

llamado célula madre mesenquimatosa pluripotencial (Pittenger y cols., 1999).

12



4.1.1.1 Osteoblastos

La formacion 6sea es dependiente del reclutamiento de un nimero suficiente de
osteoblastos a las superficies que han sido sometidas al ataque de los osteoclastos.
Proceden de un subgrupo de células madre mesenquimales con capacidad de
diferenciacion osteogénica. (Arboleyaa et al. 2013) (Yamaguchi et al., 2000), son las
células secretoras mds activas en el hueso y son por lo general cuboidales o ligeramente
elongados y revisten un gran porcentaje de las superficies dseas y son los principales
responsables de la producciéon de matriz orgdnica del hueso (Samuel et al. 2016)
(Holtrop et al., 1990). Cuando estan diferenciados por completo y secretan proteinas de
la matriz son considerados las células post-mitoticas que contienen un citoplasma rico
en organelos sintéticos y secretores tales como el reticulo endopldsmico rugoso, aparato
de Golgi, granulos secretores y microtibulos. (McKee et al., 1993; Scherft et al., 1990).
Expresan proteinas como la osteocalcina, osteopontina, osteonectina y otros
proteoglucanos y factores sefializadores solubles (BMPs, TGF-b, IGF 1 y II, IL-1 y
PDGF) (Grzesik et al., 1994).

4.1.1.2 Osteocitos

Después de su maduracion, los osteoblastos pueden someterse a apoptosis, se
encierran en una matriz como osteocitos o permanecen en la superficie 6sea como
células de revestimiento 6seo. Los osteoblastos que se convierten en osteocitos ocupan
espacios en el hueso y se definen como células de revestimiento alrededor de la matriz
osea (Bonucci, 1990; Marotti et al., 1990). La transformacion de osteoblastos a células
de revestimiento puede representar el fenotipo final del linaje de osteoblastos antes de
que la activacion de la secuencia de remodelado sea ocupada por esas células en esos
sitios (Parfitt, 1990). El destino final de las células de revestimiento es su muerte por

apoptosis (Jilka et al., 1998).
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4.1.1.2 Osteoclastos

Son células mieloides diferenciadas que se adaptan Unicamente a remover la
matriz de hueso mineralizado (Raggatt y cols, 2010). Se derivan de las CFU-GM
(Unidades formadoras de colonias de granulocitos-macréfagos), las células precursoras
de monocitos y granulocitos. Los osteoclastos son las células dseas mas abundantes (90-
95%) y las mas longevas, pues pueden alcanzar los 25 afios de supervivencia
(Arboleyaa et al. 2013). Cada osteoclasto posee un elevado numero (hasta 50) de
prolongaciones de morfologia dendritica que se distribuyen por el tejido circundante y
alcanzan la superficie, utilizando canaliculos por los que circulan pequenas moléculas,
como 6xido nitrico y prostaglandinas, que participan en una extensa red de sefializacion
que empieza a ser reconocida como una parte fundamental del control del remodelado
(Samuel et al. 2016).

La importancia en la habilidad del hueso de responder a los factores bioldgicos y
fuerzas funcionales es la capacidad de los osteoclastos de reabsorber hueso. Ademas el
acoplamiento de la reabsorcion Osea con la formacién Osea constituye uno de los
principios fundamentales por las que se necesita el remodelado de por vida (Hayden et

al., 1995; Puzas et al., 1992; Turner et al., 1998)

4.2 Formacion de Tejido Oseo

Durante la embriogénesis, el tejido 6seo se forma a través de dos vias
independientes: osificacion intramembranosa y osificacion endocondral (Karsenty,
1999; Yamaguchi et al., 2000). En ambas vias los osteoblastos juegan papeles unicos en
la formacion 6sea. En el caso de la osificacion intramembranosa, los osteoblastos son
diferenciados directamente a partir de células mesenquimales en la condensacion
mesenquimal. Por otra parte, en la osificacion endocondral, las células mesenquimales
se diferencian primero en condrocitos y forman una plantilla cartilaginosa. Entonces los
osteoblastos son diferenciados a partir de las células mesenquimatodas circundantes
inmediatamente después de la maduracién de los condrocitos hipertroficos en la
plantilla (Chung et al., 1998). Este proceso de desarrollo del hueso y cartilago sugiere
que los osteoblastos y condrocitos se derivan de la misma célula progenitora (Katagiri et

al., 2002). El RunX2 es un factor de transcripcion 6seo-especifico que pertenece a la
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familia de Runx y juega un papel critico en la formaciéon 6sea y maduracion de los
condrocitos in vivo (Qing et al., 2007).

La formacion del hueso, la cual parece estar relacionada con la reabsorcion dsea
para mantener la masa Osea, involucra la proliferacion y diferenciacion de las células
madre del estroma a lo largo de una via osteogénica que conduce a la formacioén de
osteoblastos. El proceso donde el hueso es reabsorbido constantemente por osteoclastos
y reemplazado por hueso nuevo por osteoblastos se llama remodelado (Ducy et al.,
2000). Por una parte, los osteoblastos tienen ademds de su papel como células
formadoras de hueso, la habilidad de regular la reabsorcion dsea a través de la expresion
del ligando del receptor activador (RANKL), el cual se une a su receptor RANK en la
superficie de las células pre-osteoclasticas, induciendo su diferenciacion y causando la

reabsorcion osea.

4.3 Factores de Mineralizacion

4.3.1 Osteonectina (SPARC)

Osteonectina, también Ilamada Sparc o BM-40, es una glicoproteina
multifuncional que pertenece a la familia de las proteinas matricelulares de la matriz
extracelular (Mahipal et al., 2010). Este grupo modula las interacciones entre la matriz y
las células e interviene en multiples funciones mas que jugar un papel en la estructura
celular (Standal et al., 2004). Se sabe que Sparc tiene una alta afinidad por los iones
calcio y fue descubierta por primera vez como el componente mayoritario de la matriz
extracelular de tejidos mineralizados. Mas tarde, se localizd Sparc en muchos otros
tejidos (Scatena et al., 2007). La expresion de Sparc es alta durante el desarrollo
temprano y disminuye durante la edad adulta. Sin embargo, su expresion aumenta en
tejidos que requieren cierto grado de renovacidn, reparacion o en tumorigénesis
(Scatena et al., 2007). Debido a que Sparc es capaz de interactuar con multiples
moléculas, se le han atribuido importantes funciones como antiadhesion, regulacion del

ciclo celular y actividad angiogénica (Rosset et al. 2016).
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4.3.2 Osteocalcina

La osteocalcina es una proteina no colagena sintetizada tUnicamente por el
osteoblasto que se encuentra presente en la matriz 6sea y en la circulacion, tiene un
papel protagdénico protector en relacion al metabolismo hidrocarbonado (Samuel et al.
2016).. Luego de su sintesis, la osteocalcina es carboxilada en tres residuos glutamicos,
lo que le confiere una gran afinidad por el mineral 6seo lo cual le permite unirse a la
hidroxiapatita presente en el hueso mineralizado (Arboleyaa et al. 2013).
Las medidas de osteocalcina sérica proporcionan un marcador especifico no invasivo
del metabolismo 6seo. La proteina contiene tres residuos del aminodcido dcido gamma-
carboxiglutamico (Gla) que en presencia de calcio, estimula la uniéon con la

hidorxiapatita y la subsiguiente acumulacion de matriz 6sea(Andrae et al. 2008).

4.4 Modelado y Remodelado 6seo

El hueso es un tejido metabolicamente activo capaz de adaptar su estructura a los
estimulos mecanicos y reparar el dafio estructural a través del proceso de remodelado
(Robling et al., 2006). El modelado y remodelado trabajan juntos en el crecimiento 0seo
para definir la forma apropiada esqueletal, mantener los niveles séricos de iones y
reparar regiones de hueso comprometidas estructuralmente (Frost, 1986).

Los osteoclastos y osteoblastos colaboran en el proceso de remodelado en lo que se
llama “Unidad Basica Multicelular” o BMU. Esto indica que debe existir un mecanismo
de acoplamiento entre la formacion y reabsorcion (Frost, 1964).

El modelado involucra sitios individuales de formacién o reabsorcion que cambian
la forma del hueso. El remodelado involucra secuencias de activacion celular (A),
reabsorcion 6sea (R) y formacion 6sea (F). La duracion del ciclo de remodelado ARF
(sigma) en el hombre es de 4 meses (Frost, 1986). El hueso trabecular se remodela a una
tasa de 20-30% por ano (Midgett et al., 1981), el hueso cortical se remodela cerca de 2-
10% por afio. Ya que solo una porcidon de la corteza esta en la fraccion metabdlica, la
tasa de remodelado para el hueso cortical es 3-10 veces menos que la del hueso

trabecular adyacente (Parfitt, 1983).
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4.5 Reparacion de Fracturas

La cicatrizacién de fracturas oOseas es un proceso que, a diferencia de la
cicatrizacion de tejido blando, conduce a la formacion de cicatriz y el resultado final de
una cicatrizacion normal es la regeneracion de la anatomia del hueso y devolverle la
funcion. Por lo general, la cicatrizaciéon de fracturas se completa de 6-8 semanas

después de la lesion inicial.

La reparacion de fracturas puede dividirse en 3 fases:
1) Fase inflamatoria

Inmediatamente después de la lesion se lleva a cabo la respuesta inflamatoria,
que alcanza su maximo en 48 horas y desaparece casi por completo en la 1ra. semana
post fractura. En el sitio de la lesion, el dafio vascular-endotelial resulta en la activacion
de la cascada del complemento, agregacion plaquetaria y liberacion de sus contenidos
agranulares. Los leucocitos polimorfonucleares (PMNs), linfocitos, monocitos y
macrofagos son atraidos al sitio de la herida y se activan para liberar citocinas que
pueden estimular la angiogénesis. La sangre extravasada se coagulard. El hematoma se
acumula dentro de los canales medulares entre la fractura y por debajo del periostio
elevado y el musculo. Esta formacion sirve como una conexion hemostatica para limitar
la hemorragia ademds de convertirse en una red de fibrina que proporciona las vias para

la migracion celular.

2) Fase de reparacion

Esta fase ocurre dentro de los primeros dias, antes de que la fase inflamatoria
termine y dura por varias semanas. El resultado de esta fase serd el desarrollo de un
tejido calloso reparativo en y alrededor del sitio de fractura, el cual serd reemplazado
por hueso. El papel del callo es aumentar la estabilidad mecéanica del sitio. Los
osteocitos localizados al final de la fractura se vuelven deficientes en nutrientes y
mueren. Durante esta fase, el callo puede estar compuesto por tejido conectivo fibroso,
vasos sanguineos, cartilago, hueso entretejido y osteoide.

La osificacion intramembranosa comienza dentro de los primeros dias de

fractura pero la actividad proliferativa parece cesar antes de las 2 semanas después de la
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fractura. A mediados de la segunda semana, hay abundante cartilago suprayacente en el
sitio de fractura y comienza la calcificacion por el proceso de osificiacion endocondral.
Los condrocitos hipertréficos secretan primero proteoglicanasas neutrales que degradan
los glucosaminoglicanos, ya que los niveles elevados de estos inhiben la mineralizacién.
Conforme procede el proceso de mineralizacion, la calcificacion del callo se vuelve mas
rigida y el sitio de fractura se considera inmovilizado internamente. Los capilares del
hueso adyacente invaden el cartilago calclficado y aumentan la tension de oxigeno. Esto

es seguido por invasion de osteoblastos, los cuales forman cartilago y hueso entretejido.

3) Fase de remodelado

Esta es la fase final y comienza con el reemplazo del hueso entretejido por hueso
laminar y la reabsorcion de los excesos del callo. El remodelado de la reparacion de la
fractura después del reemplazo del hueso entretejido consiste en la reabsorcion
osteoclastica de las trabéculas y la formacion de nuevo hueso a lo largo de las lineas de
tension. El resultado de esta fase es una modificacion gradual de la region de fractura
bajo la influencia de las cargas mecénicas hasta que se alcance la estabilidad 6ptima.
(Lieberman y cols., 2005).

Durante las etapas mencionadas anteriormente, se lleva a cabo la interaccion de
diferentes células via varios factores de crecimiento, citocinas, receptores y moléculas

de senalizacion intermedias:

1) Los macréfagos son unos de los principales tipos celulares presentes durante la
primera etapa de reparacion de heridas. El factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PFGF) es producido por macrofagos y es un potente estimulador de division dsea en

células de origen mesodérmico como condrocitos y fibroblastos.

2) La segunda etapa involucra la replicacion de fibroblastos y células

condroprogenitoras en la capa del periostio.
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3) La tercera etapa involucra la condrogénesis y proliferacion de condrocitos asi
como produccidon de matriz de cartilago. En esa etapa se sugiere que participa el Factor

de crecimiento derivado de insulina tipo I (IGF-I)

4) La ultima etapa involucra la produccion de hueso a través de osificacion
endocondral. El factor de crecimiento transformante beta (TGF-b) es un estimulador
potente de la division celular y de produccion de matriz en células de origen

condrogénico y osteogénico. (Bourque et al., 1993).

4.6 Regeneracion Osea

Los defectos Oseos causados por traumatismo, reseccion Osea debida a cirugia
ablativa o correccion de deformidades congénitas, son un problema comun en la
practica clinica. En la mayoria de los casos, la capacidad de cicatrizacion del cuerpo es
idonea para reparar el defecto, sin embargo existen casos donde el defecto es demasiado
grande o las condiciones no son las Optimas para permitir la cicatrizacion. En estos
casos es donde se requiere la ayuda de procedimientos de injertos 6seos (Chatterjea et
al., 2010).

La regeneracion es la renovacion natural de una estructura producida por el
crecimiento o diferenciacion de nuevas células y sustancias intercelulares para formar
nuevos tejidos o partes. La regeneracion del hueso requiere: sefiales osteoinductivas y
un sustrato adecuado en el cual la sefial osteoinductiva va a ser cumplida. Se obtiene
regeneracion cuando se combinan estos elementos en un medio adecuado y a su vez,

estan influenciados por un entorno mecanico y vascular (Bernard, 1991).

4.6.1 Injertos Oseos
Ellengaard et al. (Ellengaard et al., 1973; Ellegaard et al, 1974) y Nielsel et al.
(Nielsen et al., 1980) reportaron que los materiales para injertos en defectos 6seos
periodontales deben ser:
a) Osteogenicos, lo que ocurre cuando los osteoblastos forman parte del injerto

6seo, como es el caso del trasplante 6seo autdgeno, lo cual significa que el
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b)

nuevo hueso se forma por las células formadoras de hueso que se encuentran en
el material injertado (Guiol et al. 2015).

Osteoconductivo, el material injertado no contribuye a la formacion de nuevo
hueso per se sino que sirve como un andamio para la formacion osea. Estos
materiales facilitan la formacion dsea ya que sirven como un puente entre el
espacio del hueso ya existente y un lugar distante que no podria ocuparse con
hueso (Guiol et al. 2015)..

Osteoinductivo, la formacion 6sea se induce en el tejido blando circundante que
se encuentra adyacente al material injertado. Esta induccidn se da a través de
mediadores celulares que activan a las células formadoras de hueso, entre los
mediadores que mds se han estudiados encontramos a las proteinas Oseas

morfogénicas (BMPs) (Guiol et al. 2015).

4.6.2 Tipos de Injertos Oseos

Se han realizado muchas investigaciones clinicas y experimentos en animales en

cuanto a la colocacion de injertos 0seos, estos materiales injertados pueden clasificarse

en 4 categorias:

Injerto Autdgeno, el injerto se transfiere del mismo sujeto. Dentro de los sitios
donadores tenemos: 1) hueso cortical o 2) hueso cancelar y médula, ademas de
otros sitios como la cresta iliaca.

Aloinjerto, el injerto es de otro individuo de la misma especie. Entre estos
tenemos el 1) hueso esponjoso y de médula congelado y el 2) hueso liofilizado.

Xenoinjerto, el injerto es tomado de un donador de otra especie diferente.

Los materiales Aloplasticos, son materiales sintéticos o inorgdnicos que se

utilizan como sustitutos de injertos 6seos (Newman et al., 2010). Entre los diferentes

materiales disponibles, el hueso autégeno permanece como el estdndar dorado para la

regeneracion osea (Dragoo et al., 1973; Froum et al., 1983). Es un material organico que

forma hueso mediante osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccion (Misch et al.,

1993).
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4.7 Factores de Crecimiento

Los factores de crecimiento polipéptidos son una clase de mediadores biologicos
naturales que regulan los eventos celulares clave en la reparacion tisular, incluyendo la
proliferacion celular, quimiotaxis, diferenciacion y sintesis de la matriz mediante la
union a receptores de superficie especificos (Giannobile, 1996). Muchos factores de
crecimiento se encuentran concentrados en la matriz orgénica de hueso y se liberan
durante la reabsorcion 6sea (Cheifetz et al., 1996) y se ha sugerido que juegan un papel
en la remodelacion 6sea a través de un proceso de reabosorcion y formacion (Bonewald
et al., 1990; Erlebacher et al., 1998; Mohan et al., 1984).

El hueso es una fuente rica en factores de crecimiento con acciones importantes en
la regulacion de la formacidén y reabsorcidon Osea, tales cmo Factor de crecimiento
derivado de insulina (I y II), la superfamilia del Factor de crecimiento transformante
beta (TGF-b), donde se incluyen las Proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), Factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
(Hill, 1998).

La matriz extracelular del hueso es conocida por ser un reservorio de factores de
crecimiento (Hauschka et al., 1986; Frolik et al., 1988; Taipele et al., 1997). La
liberacion de estas proteinas como las proteinas morfogenéticas Oseas, proteinas
derivadas de plaquetas, factores de crecimiento derivados de la insulina y factor de
crecimiento transformante beta (TGF-b), después de una lesion o trauma, permiten la
presentacion de estos factores a las células Diana, iniciando un proceso 6seo reparativo

en estos sitios (Schonherr et al., 2000; Ramirez et al., 2003)

4.7.1 Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP)

Las proteinas morfogenéticas dseas son factores de crecimiento multifuncionales
que pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (Chen et
al., 2004). Las BMP se derivan del hueso que inducen la formacion de cartilago y hueso
in vivo. Esta actividad conduce a una serie de desarrollo de procesos donde se incluyen
la quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion (Wozney, 1989).

Se han identificado més de 40 miembros relacionados con esta familia, incluyendo

BMPs, factores de crecimiento y de diferenciacion (GDFs), TGF-beta y sustancia
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inhibidora de Miillerian (Wozney, 1989). Las BMP-2, -4, -7 y -12 han sido evaluadas
para regeneracion periodontal y de peri-implantes (Terranova et al., 1987). De este
grupo de proteinas, las BMP-2 han sido las mas estudiadas para el tratamiento de
regeneracion 0sea y periodontal (Sigurdsson et al., 1995).

La BMP-1 es una proteasa no relacionada con otras BMPs (Daluiski et al., 2001) y
no regula el crecimiento y diferenciacion de las células Oseas; es una proteasa que
rompe las fibras del procoldgeno, el cual es un péptido que se une y antagoniza las
acciones de las BMP-2 y -4 (Uzel et al., 2001). Las BMP-2, -4 y -6 son las que se
detectan mas facilmente en osteoblastos, donde juegan un papel autocrino en la
diferenciacion y funcion de células osteoblésticas (Canalis et al., 2003).

Una funcion fundamental de las BMPs es inducir la diferenciacion de las células
mesenquimales hacia células del linaje osteoblastico para promover la maduracioén y

funcién osteoblastica (Gitelman et al., 1995).

Existen varios estudios que han demostrado el papel critico de la matriz extracelular
en la induccidon 6sea por BMP’s, en particular en la morfogénesis y regeneracion
craneofacial (Reddi y cols., 2000). Lee et al. demostr6 que barreras ceramicas
impregnadas con BMP-2 mejora la regeneracion craneo facial in vivo (Lee et al., 2003).

La formacion 6sea requiere de 3 componentes: una sefial osteoinductiva, un sustrato
adecuado en el que se entregue esta sefial y uno que actie como un andamio para la
nueva formacién de tejido 6seo y responda a las células huésped capaces de
diferenciarse dentro de las células dseas. Las sefiales responsables para la induccion de
formacion oOsea son las proteinas morfogenéticas oseas (Reddi, 1992). El potencial
osteoinductivo de las BMPs, en especial BMP-2, BMP-4 y BMP-7 las hace
clinicamente valiosas como alternativas para injertos 6seos (Gerhart et al, 1993).

La osteoinduccion es el proceso por medio de cual las células madre
mesenquimatosas en o alrededor del sitio hospedero son reclutadas como células
osteoprogenitoras para diferenciarse dentro de osteoblastos maduros. El reclutamiento y

diferenciacion son dos procesos caracteristicos de la osteoinduccion y se modulan por
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varios factores de crecimiento derivados de la matriz del injerto y de citocinas (Jeong et
al., 2005).

La secuencia de los eventos de induccidon dsea iniciados por BMP-2 se parece
mucho a la formacion de hueso endocondral durante la embriogénesis, lo cual sugiere
que las BMP-2 son un factor morfogenético que controla la osteogénesis (Rosen et al.,
1992). Aunque las BMPs pueden inducir tanto la osificaciéon intramembranosa y
endocondral, la evidencia sugiere que las BMP-2 estimulan solo la osificacion
intramembranosa normal dentro de defectos periodontales creados quirurgicamente en
animales sin tener en cuenta la dosis (King et al., 1997).

Para mejorar la tasa de nueva formacion dsea sin el uso de injerto 6seo autdogeno en
procedimientos de injertos de seno maxilar, muchos autores han estudiado la viabilidad
de los factores de crecimiento y citocinas para el aumento de seno maxilar, tales como
BMP-2 y BMP-7, con resultados positivos (Groenveld et al., 1999; Boyne et al., 1997).

En un estudio se demostrd que las BMP-2 inducen a la regeneracion dsea in vivo en
defectos en los craneos de las ratas (Shin et al., 2010), asi como también posee
propiedades osteoinductivas y estimula la proliferacion de células peridsticas (Inoda et
al., 2004). Los efectos de las BMP-2 en mandibulas y craneo también han mostrado
cicatrizacion después del patron de desarrollo de formacidon 6sea con el proceso normal
de remodelacion (Toriumi et al., 1991).

La esponja de colageno absorbible fue el primer vehiculo para las proteinas
morfogenéticas Oseas aprobado por la United States Food and Drug Administration. La
esponja de coldgeno absorbible es una matriz de colageno bovino tipo I que es
empapada con una proteina morfogenética o6sea antes de su implantacion quirurgica.
Muchos estudios han evaluado varias tecnologias de BMPs, incluyendo thBMP-2 con
esponja de colageno absorbible para aumento de proceso alveolar y oseointegracion de

implantes endoseos (Huang et al., 2008).
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4.7.2 Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas

Estudios in vitro han demostrado que el Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas (PDGF), el cual es secretado por plaquetas durante las etapas tempranas de
cicatrizacion de fracturas, es mitogenico para osteoblastos y se localiza en los sitios de
fractura tanto de humanos y ratones (Canalis et al., 1989).

El PDGF es un polipéptido compuesto por dos cadenas y puede existir en 3
diferentes isoformas de dos productos de genes: AA, BB y AB. Sin embargo se han
descubierto otras dos isoformas: la C y D, las cuales e expresan en el epitelio
pigmentario de la retina (RPE) en el adulto (Hughes et al., 1991).

El PDGF AA. BB y AB tienen acciones bioldgicas similares para las células del
linage osteoblastico. E1 PDGF BB es mas potente que las isoformas AA y el PDGF AB
tienen actividad intermedia (Centrel et al., 1991). El PDGF tiene un papel importante
tanto en la quimiotaxis y proliferacion tanto de osteoblastos como de fibroblastos
(Andrae et al., 2008). Ademas el efecto angiogénico del PDGEF, el cual es similar al
efecto del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es favorable para la
cicatrizacion de heridas dseas, ya que la angiogenesis es un evento importante en la
regeneracion de nuevo tejido (Becerik et al., 2009).

Tanto la isoforma AB y BB han demostrado ser estimuladores potentes de la
migracion y sintesis de DNA en el craneo de las ratas asi como en cultivos de células
humanas (Centrella et al., 1991).

Las actividades mitogénicas del PDGF y su liberacion por plaquetas sugiere un
papel en la cicatrizacién de heridas y reparacion de fracturas. Es posible que el PDGF
también juegue un papel en la reparacion 6sea después de la inflamacion, sobre todo
porque las acciones mitogénicas del PDGF se incrementan en presencia de las citocinas
liberadas durante este proceso.

Por otra parte, un estudio demostré que la administracion sistémica de PDGF en
ratas deficientes de estrogeno previene la pérdida de la columna vertebral (Mitlak et al.,
1996). El analisis histomorfométrico de estos animales revelé que el PDGF aumenta el
nimero de osteoblastos, y, como consecuencia, la formacion ésea. Estos resultados son

consecuentes con los efectos mitogenicos del PDGF in vitro, el cual incrementa la
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replicacion de preoteoblastos, resultando en un nimero aumentado de células

osteoblasticas capaces de formar hueso.

Los papeles fundamentals del PDGF en el modelado y remodelado dseo son:

1. Aumentar el numero de células necesarias para la formaciéon de hueso
(incluyendo los osteoblastos) en la zona de reparacion.

2. Desencadenar la formacién de capilares mediante su potente actividad
mitogenica

3. Estimular el desbridamiento de la zona

4. Proporcionar una fuente continua de factores de crecimiento para las
reparaciones Oseas (Marx et al., 1998).

El PDGF también ha demostrado potencializar la regeneracion del periodonto en

perros con periodontitis (Lynch et al.,, 1991), asi como en monos con periodontitis

experimental (Rutherford et al., 1992).

AN



5. MATERIALES Y METODOS

5.1Diseiio del Estudio

o Numero de muestras a estudiar: Comparativo

o Conocimiento que tienen los investigadores de los factores del estudio: Abierto
o Participacion del investigador: Experimental

o Tiempo en que suceden los eventos: Prospectivo

o Relacidon que guardan entre si los datos: Longitudinal

5.2Poblacion del Estudio

5.2.1 Universo del Estudio

Se recopilaron las muestras de una poblacién perteneciente a ratas macho
Sprague-Dawley, de 450 gr. de peso, las cuales se mantuvieron bajo las determinaciones
de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 en cuanto a especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

5.3 Descripcién del Procedimiento

1. Se creardn defectos bicorticales de 8 mm de diametro en el lado derecho del

hueso parietal con un micromotor y una trefina de 8 mm
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2 mm

8 mm

2 mn

2. Se coloco:

o  Grupo Control.- No se le coloco ningun tipo de tratamiento.

o Grupo Experimental 1.- se coloco esponja de colageno + 30ul a una
concentracion de 100 pg/ml de thPDGF-BB.

o Grupo Experimental 2.- se coloco esponja de colageno + 30ul a una
concentracion de 100 ug/ml de rhBMP-2.

o Grupo Experimental 3.- se coloc6 esponja de colageno + 30ul a una
concentracion de 100 pg/ml de rhPDGF-BB y una esponja de
coldgeno + 30ul a una concentraciéon de 100 pg/ml de thBMP-2.

3. Después de 4 semanas de cicatrizacion, se obtuvo de cada rata una muestra de
tejido tratado con las proteinas antes mencionadas.

4. Posteriormente se prosiguid a procesar la biopsia por medio de la técnica
histologica de parafina (las muestras fueron fijadas en formalina, descalcificadas
utilizando la solucion de Morse, por tltimo se colocaron en parafina).

5. Se descalcificaron las muestras con acido formico.

6. Se realizarén cortes histoldgicos de 4 micras con un micrétomo.

7. Se realizaron tinciones con Hematoxilina y eosina y con Tricrémico de Masson
para determinar el crecimiento del osteoide mediante un analisis morfométrico.

8. Se realizd la técnica de inmunohistoquimica para analizar la presencia de

osteonectina y osteocalcina.
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9. Se analiz6 morfométricamente la presencia de células inmunoreactivas a los

factores de mineralizacion.

Ademas, de cada corte histoldgico se realizara un analisis morfométrico de la
biopsia obtenida. De cada zona se realizaron a su vez 10 conteos sistematicos y

ordenados con el microscopio de campo claro a un aumento de 40X.

5.3.1 Técnica Histologica de Parafina

Posterior a que las muestras se fijaron con formalina al 3.7% y se
desmineralizaron, se prosiguid a iniciar el proceso de inclusion con parafina.
Posteriormente se llevo a cabo el proceso de deshidratacion, en el cual se emplearon
alcoholes de menor a mayor concentracion (del 50% hasta alcohol absoluto al 100%).

Se continu6 con el proceso de aclaracion, en el cual las muestras se colocaron en
alcohol + xilol durante una hora y posteriormente en xilol tres veces. Una vez aclaradas
las muestras se llevd a cabo la infiltraciéon del medio de inclusién y se prosiguid a
calentar la parafina en el horno a 60°C. Posterior a esto las biopsias fueron sumergidas
en la parafina liquida y orientadas y se dejaron durante una hora. Una vez solidificados
los bloques se desprendieron del vaso de plastico y se dejaron secar al aire.

Por ultimo se llevaron a cabo los cortes en micrétomo con un grosor de 4um

para su posterior observacién bajo el microscopio de campo claro.

Procedimientos adicionales para realizar la técnica de parafina
o Albumina de Meyer.

Procedimiento para preparar 5 tubos de 2ml: En una probeta de 10 ml poner una
solucion de cloruro sodico al 0,5 %, afadir 0,5 gramos de Albumina de huevo, con
ayuda de una varilla de vidrio limpia mezclar la solucidon con la albimina (sin agitar
realizando movimientos circulares con la varilla, si se agita se formard espuma que no
es deseable). Con ayuda de papel de filtro y un embudo filtrar la solucion. Mezclar a

partes iguales la solucion anterior con glicerol y volver a mezclar sin hacer espuma.
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Separa la solucion en tubos de 2 ml y almacenar a 4° C. La solucién debe extenderse

sobre los portaobjetos a temperatura ambiente.

o Formaldehido.

En una probeta de 100 ml poner 10 ml de Formaldehido al 37% y llenar a 100 con
agua destilada. La concentracion final de formaldehido es 3.7 %. A ésta solucion se la
denomina formalina.

o Preparacion de Alcoholes a diferentes concentraciones.

En una probeta de 100 ml se depositan 10 ml de alcohol etilico absoluto y se
completa con agua destilada hasta llenar los 100 ml. El resultado es una solucién de 10
%.

o Preparacion de Alcohol-Xilol.

En una probeta de 1000 ml se colocan 250 ml de alcohol etilico absoluto + 250 ml
de xilol, para después llevarlos a un recipiente de vidrio. El resultado es una solucion de
50% alcohol — 50% xilol.

o Buffer PBS.
Solucion Buffer PBS (Phosphate Buffered Saline) sin tritén pH 7.2 — 7.4:
1. Para2ltde HyO,:
a. Fosfato de Sodio Dibésico (Na;HPOy): 43.6 gr.
b. Fosfato de Sodio Monobasico Monohidratado (NaH,PO4H,0): 12.8 gr.

2. Revisar el pH de la solucion con el aparato pH-metro.

Solucion Buffer PBS (Phosphate Buffered Saline) con triton pH 7.2 — 7.4:

1. Para 2 It de H,Ox:
a. Fosfato de Sodio Dibésico (Na;HPOy): 43.6 gr.
b. Fosfato de Sodio Monobasico Monohidratado (NaH,PO4H,0): 12.8 gr.
c. Triton X-100: 2 ml.

2. Revisar el pH de la solucion con el aparato pH-metro.
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5.3.2 Técnica Inmunohistoquimica.

1.

12.

13.

Colocar en estufa a 70 °C durante aproximadamente 5 minutos, hasta que se
disuelva la parafina.
Desparafinar con xilol durante 15 minutos 2 veces.
Se coloca en alcohol + xilol (250 ml de alcohol + 250 ml de xilol) durante 5
minutos.
Hidratar con alcoholes en grado decreciente:

a. OH 100% durante 5 minutos.

b. OH 90% durante 5 minutos.

c. OH 70% durante 5 minutos.

d. OH 60% durante 5 minutos.

e. OH 50% durante 5 minutos.
Para eliminar la peroxidasa endogena, se colocan en una soluciéon de 500 ml de
Metanol + 4.95 ml de Perdxido de Hidrogeno al 30% (H,O, al 0.03%) durante
20 minutos.
Colocar en OH 50% durante 5 minutos.
Lavar con solucién Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.
Lavar con solucién Buffer PBS con triton pH 7.2 - 7.4 durante 10 minutos.

Lavar con solucion Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.

. Colocar pap-pen sobre la laminilla alrededor del corte histologico.

. Incubacion del 1° anticuerpo:

a. Dilucion 1:500, 1pul de Ac: 500 pl Buffer con triton, 166 ul por cada
laminilla.
v" Osteocalcina Goat Polyclonal IgG 200 pg/ml.
v Osteonectina Goat Polyclonal IgG 200 pg/ml
b. Durante 12 horas a temperatura ambiente.
Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucion Buffer PBS
con triton pH 7.2 -7.4 durante 15 minutos.
Incubacion del 2° anticuerpo:
o Dilucion 1:500, 1ul de Ac: 500 ul Buffer PBS con triton pH 7.2 — 7.4,
166 pl por cada laminilla.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

a) Donkey Anti-Goat IgG 200 pg/0.5 ml
o Durante 2 horas a temperatura ambiente.
Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucion Buffer PBS sin
triton pH 7.2 — 7.4 durante 15 minutos.
Aplicacion de DAB al 0.05% + H,0O; al 0.04%:
a. 2 ml de Buffer PBS sin triton pH 7.2 — 7.4 + 0.001 gr de DAB + 2.7 ul
de H,0,.
b. 166 pul por laminilla.
c. Durante 40 a 50 segundos.

Lavar con Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.

Deshidratar con alcoholes de menor a mayor concentracion:
o OH 50% durante 5 minutos.
o OH 60% durante 5 minutos.
o OH 70% durante 5 minutos.
o OH 100% durante 10 minutos.
Se coloca en alcohol + xilol (250 ml de alcohol + 250 ml de xilol) durante 5
minutos.
Aclarar con xilol durante 15 minutos 2 veces.

Montaje con entellan y cubreobjetos.

5.3.3 Tincion con Hematoxilina de Harris.

1.

Colocar las laminillas durante 30 minutos en xilol para eliminar los
cubreobjetos.
Cambiar a xilol nuevo durante 5 minutos 2 veces.
Colocar en alcohol + xilol (250 ml de alcohol al 100% + 250 ml de xilol)
durante 5 minutos.
Hidratar con alcoholes en grado decreciente:

o OH 100% durante 5 minutos.

o OH 70% durante 5 minutos.
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o OH 50% durante 5 minutos.
Lavar con Buffer PBS sin triton pH 7.2 — 7.4 durante 5 minutos 2 veces.
Colocar en Hematoxilina de Harris durante 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada 5 minutos 2 veces.

Sl

Deshidratar con alcoholes en grado creciente:
o OH 50% durante 5 minutos.
o OH 70% durante 5 minutos.
o OH 90% durante 5 minutos.
o OH 100% durante 5 minutos.
o OH 100% durante 5 minutos.
9. Colocar en alcohol + xilol (250 ml de alcohol al 100% + 250 ml de xilol)

durante 5 minutos.

10. Aclarar con:
a. Xilol durante 5 minutos 2 veces.

11. Montar con entellan y un cubreobjeto
5.3.4 Tincion de Masson

1. Desparafinar los portaobjetos
* Estufa durante 30 minutos a 60°
* Sumergir en xilor durante 10 a 15 min
2. Hidratacion
* Alcohol absoluto 5 minutos.
* Alcohol 95° durante 5 minutos
* Alcohol 70° durante 5 minutos
Lavar en agua destilada
Sumergir en liquido Bouin durante 1 hr
Lavar con agua destilada hasta que desaparezca el color amarillo
Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos

Lavar con abundante agua corriente

© N » kW

Teiiir en solucidén Biedrich Scarlett-fucsina dcida durante 2 minutos
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9. Lavar con agua destilada
10. Colocar en solucion acido Fosfomolibdico-fosfotungstico
11. Lavar con agua destilada
12. Teiiir en azul de anilina durante 5 minutos
13. Lavar con agua destilada
14. Deshidratar
* Alcohol 95 por 2 minutos
* Alcohol 100 por 5 minutos
15. Aclaramiento (Xilor por 5 minutos)

16. Montaje

5.4 Consideraciones Eticas

"Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la
ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion I, investigacion sin riesgo, no requiere
consentimiento informado.

Titulo séptimo. De la investigacion que incluya la utilizacion de animales de

experimentacion. Capitulo unico. Articulos 121-126

Se recopilaran las muestras de una poblacion perteneciente a ratas macho
Sprague-Dawley, de 450 gr. de peso, las cuales se mantuvieronn bajo las
determinaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 donde se citan
las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.
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6. RESULTADOS

Los resultados del studio muestran la activacion de la osteonectina y
osteocalcina en defectos inducidos en craneos de ratas por medio de BMP y PDGF. El
grupo control, al cual no se le colocé ninglin tratamiento, se obtuvo un promedio de
0.45 células positivas a Osteocalcina, con una desviacion estdndar de 0.5. El valor
minimo fue de 0 y el maximo de 1 célula positiva a Osteocalcina. En el grupo
Experimental 1, al cual se le aplic6 30 ul a una concentracion de 100 pg/ml de rhPDGF-
BB/ACS y se obtuvo una media de .35 células positivas con una desviacion estandar de
.5. En el grupo Experimental 2, al cual se le aplicé 30 pl a una concentracion de 100
png/ml de thBMP-2/ACS, se obtuvo un promedio de 4.50 células positivas con una
desviacion estandar de .5. Por ultimo, el grupo Experimental 3, el cual consisti6 en la
aplicacion de 30 pl a una concentracion de 100 ug/ml de thPDGF-BB/ACS + 30 pul a
una concentracion de 100 pg/ml de thBMP-2/ACS obtuvo un promedio de 4.5 células

que inmunoreactivas a Osteocalcina con una desviacion estandar de .5.

En cuanto a la estadistica descriptiva de la Osteonectina, en el grupo Control, se
obtuvo una media de O células inmunoreactivas a este factor de mineralizacion. En
cuanto al grupo Experimental 1, el promedio de células positivas fue de 2.5, con una
desviacion estandar de .5. El grupo Experimental 2 obtuvo una media de 2 células
Inmunoreactivas con una desviacion estandar de .72. Por ultimo, los valores obtenidos
en el grupo Experimental 3, fue un promedio de 4.5 células positivas a Osteonectina, la

desviacion estandar fue de .30.
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Figura 1. Fotomicrografia de craneo de
rata, se observa tejido 6seo. Grupo
Control. Tincién tricromico de Masson

Figura 2. Fotomicrografia de craneo de rata, se
observa tejido 6seo. Grupo Control. Tincion
tricromico de Masson

;

Figura 3. Fotomicrografia de crdneo de rata,
se observa tejido Oseo tratado con PDGEF.
Tincion tricromico de Masson

Figura 4. Fotomicrografia de craneo de
rata, se observa tejido 6seo tratado con
PDGF. Tincidn tricromico de Masson

Figura 3. Fotomicrografia de craneo de
rata, se observa tejido Oseo tratado con
BMP. Tincidn tricromico de Masson

Figura 7. Fotomicrografia de craneo de
rata, se observa tejido Oseo tratado con
BMP. Tincidn tricromico de Masson
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Figura 4. Fotomicrografia de craneo de rata,
se observa tejido 6seo tratado con PDGF y
BMP. Tincidn tricromico de Masson

Figura 8. Fotomicrografia de craneo de
rata, se observa tejido 6seo tratado con
PDGF y BMP. Tinciéon tricromico de
Masson

-

A 4
PR et !
b3,

] >z
“ i

o A K

| g S 2 {

<8

o, 2., - ~
£ Y .
- S | * . w

Q.‘;.’/‘ SR - \‘
e e > \

e <X ¥ -

e T Y & e
~ - P. g
~ -~ * A [N
V o N N

Figura 9. Fotomicrografia de craneo de
rata, se observa tejido Oseo con
inmunoreactividad a osteocalcina.

Figura 12. Fotomicrografia de craneo de
rata, se observa tejido conectivo adyacente
al hueso con células inmunoreactivias a
osteocalcina.
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Tabla 1. La grafica muestra media y desviacion estandar de células inmunoreactivas a
osteocalcina y osteonectina en conjunto con PDGF para TX1, BMP para TX2 y

combinacion de BMP/PDGF para TX3.
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Tabla 2. La grafica muestra media y desviacion estandar de de células inmunoreactivas

a osteocalcina en conjunto con BMP, PDGF y una combinaciéon de BMP/PDGF.
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Tabla 3. La grafica muestra media y desviacion estandar de células inmunoreactivas a
osteonectina en conjunto con BMP, PDGF y una combinacién de BMP/PDGF.

Al comparar los 3 grupos experimentales, se observaron diferencias
significativas entre estos, en cuanto al conteo morfométrico de células inmunoreactivas
a los factores de mineralizacion estudiados en esta investigacion, dando como resultado,
que la combinacion de ambos factores produjo un mayor nimero de células
inmunoreactivas a comparacion de los resultados obtenidos individualmente. En lo
referente a los resultados entre ambos factores de mineralizacion, también se observo
cierta diferencia entre estos, hubo un mayor conteo de células inmunoreactivas a

Osteocalcina en comparacion con Osteonectina.
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7. DISCUSION

La presente investigacion tenia por objetivo la evaluacion del potencial de
regeneracion osea, por medio del crecimiento del osteoide y de osteoinduccion
mediante la expresion de factores de mineralizacion del rhBMP-2 y thPDGF-BB en

defectos de tamafio critico en el craneo de ratas a las 4 semanas de cicatrizacion.

Un defecto de tamafio critico se define como una herida intradsea, la cual no
cicatrizard de manera espontanea durante el periodo de vida de un animal. En las ratas
los defectos de tamafio critico en el craneo deben ser de 8 mm de didmetro. La valvula
craneal puede definirse como la porcion del esqueleto que se extiende desde el reborde
supraorbital posteriormente hasta la protuberancia occipital externa. Una de las razones
por las que se realiza en el craneo este tipo de defectos, es debido a que el craneo tiene
muchas similitudes con la regién maxilofacial. Anatdmicamente, el crdneo consiste en
dos corticales con regiones de hueso esponjoso similares a la mandibula. Este modelo
animal ha sido ampliamente utilizado en diversas investigaciones (Schmitz et al., 1986,
Takagi et al., 1982., Marden et al., 1994, Ahn et al., 2003). Dentro de las ventajas que

podemos encontrar al utilizar este modelo animal estan:

1. Son animales econdmicos y por tanto pueden adquirirse varios.

2. Los procedimientos quirdrgicos en el hueso craneal son relativamente
faciles de realizar

3. Se requieren pequefias cantidades del agente experimental

4. Los agentes particulados o gelatinosos son adecuados para la
implantacion en este tipo de defectos.

5. Las semejanzas del craneo con la region maxilofacial

6. La preparacion de los tejidos del especimen es facil de realizar

Esta investigacion consistid en un grupo control y tres grupos experimentales. A

los animales del grupo control, inicamente se le realiz6 el defecto de tamaiio critico con
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una trefina de 8§ mm y no se le colocd ninglin agente osteoinductor, que promoviera la
regeneracion 6sea del defecto en cuestion. A las 4 semanas de cicatrizacion no se
observo la presencia de células positivas a ninguno de los factores de mineralizacion
previamente colocados (Osteonectina y Osteocalcina), por lo que tampoco hubo
regeneracion del defecto, esto concuerda con los resultados obtenidos en
investigaciones previas (Schmitz et al., 1986), donde se acepta que los defectos de
tamafio critico no cicatrizan por si solos, a menos que se les coloque algin agente

osteoinductor.

En 1982 Urist fue de los primeros en realizar un estudio realizado en el craneo
de ratas, en el cual se corroboré que el craneo adulto es una fuente limitada de
osteoblastos y de nuevo hueso, por lo que los precursores de osteoblastos deben ser
reclutados desde el tejido conectivo perivascular para que se complete la regeneracion
6sea craneal. Consecuentemente, solo puede considerarse el craneo adulto como prueba
valida para cualquier sustituto de injerto Oseo, incluyendo las BMP (Takagi et al.,

1982).

Los resultados obtenidos en uno de los grupos experimentales en esta
investigacion, al que se le coloco 30ug de rhBMP-2/ACS concuerdan con los obtenidos
en estudios anteriores. En 1994, Marden y col. demostraron por primera vez que la
rthBMP-2 podia restaurar los defectos 6seos de tamafo critico en ratas, ademas que la
osteoregeneracion se acelerd al colocar una mayor dosis de thBMP-2 (Marden et al.
1994). Asi mismo, en 2003 se aceptd que la esponja de coldgeno (ACS) podia actuar
como un vehiculo ideal para promover la osteogénesis y sin la presencia de efectos

secundarios y/o complicaciones (Ahn et al. 2003).

Estudios previos han reportado que la aplicacion de PDGF aumenta el volumen
de tejido Oseo in vivo. En la cicatrizacion de fracturas, el PDGF-BB se observa
fuertemente expresado en los osteoblastos y en los precursores de condrocitos,
sugiriendo asi, los efectos estimulatorios de este factor de crecimiento en la formacion
de hueso (Rasulaba et al. 2003). EI PDGF es un potente estimulador de division celular

en células de origen mesenquimatoso (Bowen-Pope et al. 1985). A diferencia del grupo
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experimental donde se aplic6 thBMP-2/ACS, el grupo donde se aplico rthPDGF-

BB/ACS obtuvo menos células inmunoreactivas a los factores de mineralizacion.

Tanto el rhBMP-2 como el thPDGF-BB tienen diferentes funciones bioldgicas
en la cicatrizacion de fracturas. En un estudio realizado en mandibulas de ratas donde
combinaron ambos factores de crecimiento, concluyeron que los dos tienen un papel
fundamental durante la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos y condrocitos
durante la cicatrizacion de fracturas mandibulares, por ello también son importantes en
la estimulacion de quimiotaxis celular, en particular el BMP-2 participa en todas las
etapas de reparacion de fracturas y es importante en la formacién de la osificacion

intramembranosa (Rasubala et al., 2003).

Al analizar el crecimiento del osteoide entre los grupos, también hubieron
diferencias entre grupos. En el grupo control no se observaron indicios de regeneracion
6sea. Entre los tratamientos 1 y 2 los resultados fueron muy similares, aunque no hubo
un cierre completo del defecto. En el tratamiento 3, el cual consistié en la combinacién
de ambos factores de crecimiento, la zona del defecto se identifico una mayor actividad
celular, en la cual, los patrones de osificacion 6sea se observaron mas irregulares y de
aspecto basofilo intenso, ademds de la presencia de células osteoblasticas y
osteoclésticas, las cuales son parte importante en el proceso de remodelado Oseo

(Raggatt LJ, 2010).

Por lo anterior se aceptd la hipdtesis de la presente investigacion, la cual fue que
debido al potencial osteoinductivo de los factores de crecimiento thPDGF-BB y BMP-
2, la combinacion de ambos aceler6 el proceso de regeneracion osea en defectos de

tamaiio critico en el craneo de ratas a las 4 semanas de cicatrizacion.
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8. CONCLUSION

La presente investigacion demostrd que la combinacion de thPDGF-BB y thBMP-2
aumentd el potencial de regeneracion 6sea en los defectos de tamafo critico a 4

semanas de cicatrizacion en craneos de ratas.

Aunque tanto la Osteonectina y Osteocalcina estuvieron presentes, el que se

expres6 aun mas fue la Osteocalcina, demostrando asi que el grupo con mayor

potencial de osteoinduccion fue el de la combinacion thPDGF-BB+rhBMP-2/ACS.

Si bien no hubo un cierre completo del defecto, se pudo observar una mayor
actividad celular en el tratamiento de thPDGF-BB+rhBMP-2/ACS, con la presencia
tanto de células osteoblasticas como osteoclasticas, dando como resultado la

presencia de remodelado dseo en la zona del defecto.
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