-

P
brought to you by i CORE

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Repositori d'Objectes Digitals per a 'Ensenyament la Recerca i la Cultura

0

)

c

Aplicaciones de la biologia molecular =
©

en el aparato locomotor N
(proteina morfogenética 6sea) g
[}

<L

Current applications of molecular

biology in orthopedics
foboone morphogenetic protein)

JUAN-PABLO CARRILLO MATEOS*, BELEN CARRILLO RIVAS**

* SERVICIO DE CIRUGIA ORTOPEDICA Y TRAUMATOLOGIA. HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, SANTANDER.
* DEPARTAMENTO DE BILOGIA MOLECULAR. UNIVERSIDAD DE HAVARD. BOSTON, EEUU.

Resumen. La biologia molecular constituye actualmente la base
de la investigacion biomédica. Gracias a las modernas técnicas
de trascripcion inversa es posible obtener in vitro proteinas
humanas en gran cantidad. Un ejemplo de ello es la proteina mor-
fogenética 6sea recombinante humana (rhBMP), utilizada hasta
ahora en forma experimental debido la disparidad de resultados
observados en animales de experimentacion y en humanos.
Existen aln preguntas importantes que se deben responder
antes de poder usar estas moléculas en la préactica clinica habi-
tual. Los nuevos avances de la biologia molecular hacen pensar
que en el futuro la medicina cambiara dramaticamente, siendo el

Summary. Currently, molecular biology is the base of biomedi-
cal research. Thanks to reverse transcription techniques, it is
possible to obtain in vitro large amounts of human proteins.
One example is the recombinant human bone morphogenetic
protein (rhBMP), which is now used only in experimental and
clinical research due to the disparity observed between the
results on animal models and humans. There are important
questions that must be answered before rhBMPs can be rou-
tinely used. New advances in molecular biology indicate a
dramatic change in future medical practice, with genetic
manipulation in the immediate sight.

campo de la manipulacién genética el horizonte inmediato.

Introduccion. Desde hace aproximada-

mente dos décadas el mundo del saber

medico esth sometido a una serie de nue-
VOS conceptos que hacen presentir que, en
pocos afos, habra que variar los métodos y
formas que ahora usamos en nuestra profe-
sién. Hasta ahora los grandes cambios en €l
gue hacer medico han sido fruto mas de la
observacion que de la investigacion; como
el descubrimiento de la anestesia por Wells,
la antisepsia por Lister o los antibioticos
por Fleming. Pero el gran avance de la bio-
logia molecular con €l descifrado completo
del codigo genético y su manejo para cono-
cer sus expresiones vitales, las proteinas, ele-
mentos esenciales del ser vivo, ha hecho
gue esta rama del conocimiento, junto con
la fisca, sean las disciplinas de la ciencia
maés prometedoras actualmente.

Conceptos basicos de la Biologia
molecular. El gen se puede definir como
un segmento de é&cido desoxirribonucleico
(ADN), que codificalas claves esencides para
gue se reproduzcan los distintos caracteres de
la herencia; es € nicleo fundamental donde
se guarda la informacion genética. Los genes
se encuentran aineados formando los cro-
mosomas y su numero varia arededor de
100.000 en & hombre. Yahan sido identifi-
cados pero ain queda un largo trecho hasta
conocer sus expresiones proteicasy, dentro de
edas, cua es € segmento activo que las hace
distintas alas demas y, lo que es més dificil,
como se pueden modificar sus caracteristicas
en caso necesario. El premio Nobel James D.
Watson dijo (1):"No existe en la naturadeza
ninguna sustancia tan importante como el
ADN. Eslamoléculafundamental delavida,
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por que lleva en su estructura la informacion
hereditaria que determina la génesis proteica
Contiene las instrucciones que gobiernan €
crecimiento y divisién de la célula, y la dife-
renciacion de o6vulo fertilizado en multitud
de cdulas especializadas necesarias para la
vidade las plantas y los animales, y admite un
nimero cas infinito de variantes quimicas
intercambiables. EIl ADN ha sido |a base del
proceso evolutivo que ha generado los millo-
nes de formas de la vida que han ocupado la
superficie de la tierra desde hace cuatro mil
millones de afios. La extraordinaria capacidad
de las variantes del ADN para originar nuevas
formas de vida, con mayor aptitud para
sobrevivir de sus antecesores inmediatos, ha
hecho posible la aparicion de nuestra especie,
por su aptitud para comprender la naturaleza
de su entorno y utilizar estainformacion en la
evolucion de la existencia del hombre actual.
Este &cido €l ADN, entrafia la clave para que
el hombre que por su accion se ha desarrolla-
do, pueda en su dia conocer € origen y la
evolucion del proceso vital".

El ADN consiste en una secuencia de
tres sub-unidades unidas quimicamente.
Cada sub-unidad consta de un azicar pen-
tosa (azlcar de cinco atomos de carbono en
forma de anillo), una base nitrogenada (ani-
llo heterociclico de aomos de nitrogeno y
carbono) y un grupo fosforilado (2). El azi-
car y el grupo fosforilado son comunes en
todas las sub-unidades. Pero lo que da los
caracteres diferencides a las moléculas de
ADN es €l orden sucesivo de las bases nitro-
genadas. Dichas moléculas son compuestos
quimicos estables que en un medio acuoso
liberan una grupo hidroxilo (OH). En los
acidos nucleicos ADN (desoxirribonuclei-
co) ¥y ARN (ribonucleico), en los que la
pentosa es una ribosa, las bases nitrogena-
das se dividen en dos grupos: las bases puri-
nicas Adenina (A) y Guanina (G), y las piri-
midinicas Citosina (C), Timina (T) y
Uracilo (U).

Los &cidos nucleicos son los depositarios
de la informacion genéticay los mediadores
de su transformacion en proteinas. Estan
constituidos por nucledtidos (sub-unidades
integradas por una base nitrogenada, un azu-

car pentosay un grupo fosfato), unidos entre
si por un enlace fosfodiester. Las moléculas
de ADN se componen de dos cadenas poli-
nucleotidicas enrolladas en espiral. La parte
azucarada y fosforilada forma el esqueleto
donde las bases nitrogenadas se asientan
mirando al interior, apareadas unas con otras
de forma que una base purinica se encuentra
siempre aineada con una pirimidinica. En €
ADN la adenina es complementaria de la
timina, y laguaninade lacitosina, las prime-
ras estén unidas por dos enlaces de hidrége-
no y las segundas por tres. En e ARN la
timina es sustituida por € uracilo.

Se pueden utilizar técnicas in vitro para
manipular el ADN; por gemplo, las dos
cadenas polinucleotidicas que lo constituyen
pueden cortarse por la accién de una enzima
de restriccion (restrictasa), volver a unirse
por la accion de otra llamada ligasa 'y repli-
carse por medio de una tercera que se deno-
mina polimerasa. En relacion con lalocaliza-
cion intracelular, el ADN se encuentra en el
nicleo y las mitocondrias. Por su parte €
ARN, que es sintetizado en €l nucleo por un
proceso llamado transcripcion del ADN,
después de sufrir ciertas modificaciones (dli-
minacion de intrones o regiones no codifi-
cantes, en inglés RNA splicing), migra a
citoplasmadonde dirige la sintesis de las pro-
teinas en un proceso llamado traduccién del
ADN. Por esta razén se le conoce como
ARN mensgjero (ARNmM). La traduccién de
las moléculas de ARN en una proteina se
lleva a cabo con la ayuda de otras moléculas
de ARN complementarias, Ilamadas ARN
ribosomial (ARNr) y ARN de traduccién
(ARNt). El ARNTr junto con un grupo de
proteinas forman los ribosomas que es com-
pleo molecular donde el ARNm es traduci-
do. El ARNt son las moléculas "adaptado-
ras' que reconocen los aminoacidos y el
grupo de tres nucledtidos especifico de cada
una de dlos (3,4). Latranscripciéon y la tra-
duccion de los genes localizados en las mito-
condrias se llevan a cabo en su interior.

Las proteinas son los productos finaes
gue expresan la informacion contenida en
los &cidos nucleicos e intervienen en todas
las reacciones organicas. Sus funciones fun-
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damentales son cataliticas, reguladoras,
estructurales, soporte mecanico, transporte,
acumulacion de substancias, movimiento,
reacciones inmunes. Todas las proteinas
provienen de un grupo de veinte aminoaci-
dos correspondiendo a cada una de dlos un
triplete de bases en € cddigo genético. En
estos compuestos organicos se encuentra un
grupo aminico y otro carboxilico unidos a
mismo aomo de carbono, diferenciandose
unos de otros por su estructura, solubilidad
en agua, sus cadenas laterales que pueden
variar en tamafio, y su carga €eléctrica (5).
Los aminoé&cidos se unen entre si por enla-
ces covalentes denominados enlaces pepti-
dicos formando cadenas. Las proteinas son
macromoléculas formadas por la asociacion
de una o méas cadenas de polipéptidos.

El PCR (del inglés polymerase chain
reaccion) es uno de los grandes descubri-
mientos de este siglo que ha supuesto €l
gran avance de la biologia molecular. Fue
descubierto por Mullis, de la Universidad
de California, y por €llo se le concedio
premio Nobel en 1993. Por la accion de
una enzima llamada polimerasa permite
replicar cuantas veces se quiera un segmen-
to especifico del ADN gendmico, o secuen-
ciadel ADN codificante procedente de una
molécula de ARNm. Gracias a esa técnica,
un tramo de ADN puede replicarse y alma-
cenarse hasta indefinidamente. Gracias a
ésta técnica se puede trabajar con genes que
fisiologicamente se expresan en bgas canti-
dades, asi como introducir modificaciones
en las moléculas de ADN a conveniencia.

Como se obtiene la proteina morfo-
génetica (BMP) in vitro (Fig. 1). S toma-
mos como eemplo e aparato locomotor,
hablariamos de las proteinas morfogenéticas
0sees (BMP, del inglés bone morphogenetic
protein), las cuaes promueven y mantienen la
formacién del hueso (6). Actualmente se han
adado unas veinte proteinas morfogenéticas
con diferente actividad; las 2, 4 'y 7, son las
mas investigadas, y a parecer las activas. Todas
dlas proceden del grupo TGF-b (superfamilia
de polipéptidos responsables de los cambios
morfogenéticos). Actualmente se puede pro-

ducir in vitro la expresion de la BMP, y como
gemplo vamos a referirnos de la BMP-2/4
humana (7,8).

El ADN codificante dela BMP se obtie-
ne del ARNm que la codifica, € cua se
pueden aidar de las cdulas dseas. Por una
técnica in vitro llamada de transcripcion
inversa, el ARNm se convierte en una
molécula de ADN codificante por la accién
de la enzima conocida como transcriptasa
inversa. La nueva molécula de DNA se
puede producir en grandes cantidades por
la accion del PCR. Posteriormente se toma
el segmento de ADN codificante de la BMP
(Ilamado inserto), y por la accién combina-
da de una o varias enzimas de restriccion y
unaligasa, se insertadentro de una segunda
molécula de ADN |lamada vector de expre-
sién, que va a actuar como molécula porta-
dora. El vector de expresion lleva integrado
un promotor (segmento de ADN especifico
situado antes del gen) e cud va a dirigir la
produccion de la BMP en grandes cantida-
des dentro de una célula en la que se intro-
duce, llamada célula hospedadora.

Por un proceso llamado "transforma-
cion", la molécula de ADN sintetizada in
vitro (ADN codificante y
vector de expresion) se
introduce dentro de las
células hospedadoras, las
cuales pueden ser bacteria-
nas (8 o procedentes de
mamiferos (9). Dentro de
dlas la BMP comienza a
producirse con la maguina-
ria enzimética propia de la

-

célula, denominandose
proteina  morfogenética |

Gsea recombinante humana
(del inglés recombinant ,
human morphogenetic NN
protein, rhBMP). La pro-
duccion de larhBMP tam-
bién se puede hacer utili-
zando virus (7).
Dependiendo del tipo de
procedimiento  escogido | (i 7y
paralaobtencion delapro- | ~——
teina recombinante, esta se

- \" ‘ ufﬂ \‘:’,

Vol. 35 - N° 203 Julio-Septiembre 2000 407



408 Vol. 35 - N° 203 Julio-Septiembre 2000

REVISTA ESPANOLA DE CIRUGIA OSTEOARTICULAR

secreta @ medio de cultivo o se amacena
dentro de la cdula. Una vez sintetizada in
vitro, se procede a su purificacion.

Por regla general, para obtener un ato
grado de pureza se necesita combinar distin-
tos procedimientos. El mas corrientees d lla
mado "cromatografia de afinidad”, y se basa
en las interacciones que ocurren en la super-
ficie de las proteinas, utilizando estas propie-
dades para sdeccionar la proteina deseada
Este procedimiento ha sido utilizado por
NUMErosos grupos de investigacion para puri-
ficar la rhBMP-2/4 basandose en su capaci-
dad de unirse ala heparina (7,8).

Unavez sintetizadala BMP por técnicas in
vitro, se pasapor una columna de ssfarosa que
tiene heparinaincorporada. Un lavado especid
arrastra los productos no deseados (por gem-
plo, otras proteinas que encuentran en €
medio de cultivo, etc). Después de los lavados,
se pasa una solucién sdina por la columna
haciendo que larhBMP se separe de la hepari-
nay se puedarecuperar obteniendo as rhBMP
altamente purificada. Procedimientos adicio-
nales pueden llevarse a cabo para obtener aln
mayor indice de pureza, como la utilizacion de
geles de proteinas para adar distintas formas
proteicas obtenidas en € proceso de cromato-
grefia de afinidad (7) o la HPLC (dd inglés
high preformace liquid comatrography). La
rhBMP-2 purificada se ha mostrado eficaz
induciendo la formacién del hueso en anima-
les de experimentacién (7,10-15).

La induccidon y diferenciacion del hueso
dependen de diversos factores mecanicos,
como las fuerzas fiscas y d microclima en la
matriz extracelular, asi como de factores mole-
culares. Los factores mecénicos se pueden
reconstruir utilizando otros materides como
el colageno, hidroxiapatita, glicoproteinas
involucradas en la adhesién celular y proteo-
glicanos (6). Estos materides pueden actuar
como portadores de la proteina morfogenéti-
cacontribuyendo ala regeneracién 6sea (6,9).
Por gjemplo, Ripamonti et a (10,11) induje-
ron ala formacion de hueso en pericraneos de
mandriles, con la implantacion de rhBMP-7
en combinacién de una matriz de colageno
insoluble, aidada de bovinos o mandriles.
Otros estudios mostraron la potente habilidad

oste-inductiva de la rhBMP-2 en congos
cuando esta fue implantada en € cubito junto
con microparticulas de acido glicolico polilac-
tico usado como portador (15).

En relacion con los factores moleculares,
la interaccién de la BMP con sus receptores,
asl como la cascada de sefides moleculares
gue esta unidon desencadena, son de gran
importancia para la formacién de teido
0se0. Nifuji et a (6), mostraron que la
implantacién de BMP-2/4 en el mesodermo
y ectodermo dorsal del embrion de pollo,
donde se expresan ligandos de BMP y sus
receptores, perturba la cascada de sefides
moleculares que esta unién desencadena.
Estos resultados sugieren la posible conexion
entre las BMPy € desarrollo del esqueleto.

Consideraciones actuales. Los estu-
dios en animdes de experimentacién han
dado unos resultados provisionales que
hicieron concebir unas esperanzas desmesu-
radas en cuanto a su interpretacion. Asi, se
supone que la BMP tiene efecto osetoin-
ductivo para restaurar los defectos de masa
0sea, acelera la formacion dsea en las artro-
desis vertebrales, ayuda a la osteo-integra-
cion en los implantes protésicos, ayuda en
la revascularizacion de los injertos Gseos y
tiene un papel determinante en la restaura-
cion de los defectos osteocrondrales.

Los estudios en animales de experimen-
tacién han dado unos resultados dispares
con los obtenidos en seres humanos, existen
una serie de problemas alin no resueltos que
enumeramos:

a) Que dosis es la correcta en € humano.

b) Cual eslasuperficie a"cubrir'" por laBMP.

¢) Cuanto tiempo debe permanecer la pro-
teina en contacto con el hueso y cua es
la duracion de su capacidad activa.

d) Cual es e mejor vehiculo de transporte

(en inglés carrier).
€) Cuando y como se elimina.

f) Cuales son sus posibles efectos adversos
g) Cual es su mecanismo de accién exacto

De acuerdo con nuestra informacion,
los estudios realizados han producido resul-
tados desiguales. Por €ello, se han restringido
las aplicaciones de este producto hasta tanto
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no se aclaren por completo los puntos ante-
riormente resefiados.

Se hapropuesto que cada ser humano tiene
una compatibilidad especifica para cada una
delas proteinas sintetizadas. S ponemos como
gemplo la sangre, para que no se produzcan
problemas en las transfusiones no es suficiente
gue sea delamisma especie. Quizés habraque
estudiar algunos factores desconocidos hasta
ahora en cuanto ala BMP, pero que en nues-
tra opinion, no invalidan € gran éxito que
supone haber conseguido su obtencidn obten-
cién, y su importantisima proyeccion futura

El conocimiento del genoma humano,
con su indiscutible importancia, es solo €
campo de trabajo futuro. Por ahora no se
conoce en gque cromosoma se ubican los
genes de la osteogenesis y la condrogénesis
y, a parecer, no existe sdlo un gen que los
regula sino que pueden existir varios con
distintas expresiones proteicas que, s bien
son osteogenéticas, 10 pueden ser en distin-
to grado segun las condiciones especificas
del medio donde actien. Cuando de iden-
tifiquen los nicleos activos de las diversas
proteinas que influyen en la osteogénesis se
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