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RESUMEN

EVALUACION Y COMPARACION DEL POTENCIAL DE OSTEOINDUCCION DE LA
COMBINACION DE thPDGF-BB Y thBMP-2 EN REGENERACION OSEA

Introduccion. 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. 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 regeneracién Osea
(osteoide) y osteoinduccion (factores de mineralizacion) del thPDGF-BB y rhBMP-2 en
defectos de tamafno 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 colocd esponja de colageno + 30ul a una concentracion de 100 pg/ml de rhPDGF-
BB; un grupo Experimental 2 al que se le colocd esponja de colageno + 30ul a una
concentracion de 100 ug/ml de thBMP-2; y un grupo Experimental 3, cual cual consistio en la
colocacién de esponja de colageno + 30ul a una concentracion de 100 pg/ml de rhPDGF-BB
+ 30ul a una concentracion de 100 pg/ml de rhBMP-2. Se dejé un periodo de cicatrizacion de
4 semanas y posteriormente se sacrificaron los especimenes.

Resultados Resultados. Tanto rhPDGF-BB como rhBMP-2 incrementaron la produccion de
osteoprotegerina y de osteopontina (p<0.05). La combinacion de ambos factores de
crecimiento también incremento la produccion de ambos factores de mineralizacion (p<0.01).
Resultados semejantes fueron encontrados en la produccion de osteoide por ambos factores.

Conclusion. La combinacion de ambos factores de crecimiento aumenta la regeneracion 0sea

demostrado por el incremento en la produccién de osteoide y de los factores de
mineralizacion osteopontina y osteoprotegerina.
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ABSTRACT

EVALUATION AND COMPARISON OF THE OSTEOINDUCTIVE POTENTIAL BY
COMBINATION OF rhPDGF-BB AND rhBMP-2 IN BONE REGENERATION

Introduction. Polypeptide growth factors are biological mediators that regulated key celular
events in the tissue reparation by binding to receptors. Bone is a source of growth factors with
important actions in the regulation of bone formation and resorption., among those, we can
find bone morphogenetic proteins (BMPs) and platelet derived growth factor (PDGF) and
others.

The aim of the present study was to evaluate bone regeneration postential (osteoid)
and osteoinduction (mineralization) of rthPDGF-BB and rhBMP-2 in surgically created
critical size defects in rat calvaria at 4 weeks healing.

Material and methods. A critical size defect was made in each calvarium in 16 rats. They
were divided into 4 groups: Control group (without growth factors); Experimental group 1,
adding sponge collagen + 30 ul rhPDGF-BB; Experimental group 2, adding sponge collagen
+ 30 pl thBMP-2 and Experimental group 3 defect filled with sponge collagen + 30 pl
rhPDGF-BB and 30 pl rhBMP-2. Animals were sacrified at 4 weeks; healing and formation
of new bone was evaluated by inmunohistochemistry.

Results. thPDGF-BB and rhBMP-2 enhances the production of osteoprotegerin and
osteopontin (p<0.05). The combination of both growth factors increases the production of
both mineralized factors (p<0.01). Similar results were found in the osteoid production by
both factors.

Conclusion. The combination of both growth factors enhances bone regeneration by
increasing osteoid production and expressing positive cells to osteopontin and
osteoprotegerin.



1. INTRODUCCION

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). El hueso es una fuente rica en
factores de crecimiento con acciones importantes en la regulacion de la formaciéon y
reabsorcion 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 Oseas (BMPs), Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Hill, 1998).

Las proteinas morfogenéticas 6seas son factores de crecimiento multifuncionales que
pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (Chen y cols.,
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 mas de 40 miembros relacionados con esta familia, incluyendo
BMPs, factores de crecimiento y de diferenciacion (GDFs), TGF-beta y sustancia inhibidora
de Miillerian (Wozney, 1989). Las BMP-2, -4, -7 y -12 han sido evaluadas para regeneracion
periodontal y de peri-implantes (Terranova y cols., 1987). De este grupo de proteinas, las
BMP-2 han sido las mas estudiadas para el tratamiento de regeneracion 6sea y periodontal
(Sigurdsson y cols., 1995).

Existen varios estudios que han demostrado el papel critico de la matriz extracelular

en la induccidn 6sea por BMP’s, en particular en la morfogénesis y regeneracion craneofacial



(Reddi y cols., 2000). Lee et al. demostrd que barreras ceramicas impregnadas con BMP-2
mejora la regeneracion craneo facial in vivo (Lee y cols., 2003).

La formacion dsea requiere de 3 componentes: una sefial osteoinductiva, un sustrato
adecuado en el que se entregue esta sefal y uno que actlie como un andamio para la nueva
formacion de tejido 6seo y responda a las células huésped capaces de diferenciarse dentro de
las células oOseas. Las senales responsables para la induccion de formacion 6sea son las
proteinas morfogenéticas 6seas (Reddi, 1992). La osteoinduccion es el proceso por medio de
cual las células madre mesenquimatosas en o alrededor del sitio hospedero son reclutadas
como cé¢lulas osteoprogenitoras para diferenciarse dentro de osteoblastos maduros (Jeong y
cols., 2005).

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 y cols., 1991).

Las actividades mitogenicas del PDGF y su liberacion por plaquetas sugiere un papel
en la cicatrizacion 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. (Marx y cols., 1998).



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

regeneracion dsea en defectos de tamafio critico en ratas Sprague-Dawley.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Evaluar el potencial de regeneracion Osea (osteoide) y osteoinduccion (factores de
mineralizacion) del rhPDGF-BB y thBMP-2 en defectos de tamaiio critico en el craneo de

ratas Sprague-Dawley a las 4 semanas de cicatrizacion.



3. OBJETIVOS

3.2 Objetivos Especificos

» Evaluar el potencial de osteoinduccion del thPDGF-BB, thBMP-2, y la combinacion
de ambos factores de crecimiento a las 4 semanas de cicatrizacion analizando el
crecimiento del osteoide y la cantidad de células productoras de osteopontina y
osteoprotegerina

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

osteoide



4. ANTECEDENTES
4.1 Tejido Oseo

El hueso es un tejido vivo que tiene dos funciones primarias: soporte estructura y
metabolismo de calcio (Roberts y cols., 1987). Posee una matriz de proteinas colagenas que
esta impregnada con sales minerales, incluyendo fosfato de calcio (85%), carbonato de calcio
(10%) y una pequefia cantidad de fluoruro de calcio y fluoruro de magnesio (Dolin y cols.,
1974).

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 dsea y proteoglucanos (Young y cols., 1992; Robey y cols., 1993;
Mundlos y cols., 1997). La sialoproteina 6sea y la osteopontina contienen el péptido de
secuencia de adhesion de células Arg-Gly-Asp y pueden mediar la adhesion de osteoblastos y

osteoclastos a la matriz 6sea (Francis y cols., 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 ésea incuyendo adipositos. Estos
linajes de células se original del comin progenitor mesenquimatoso llamado célula madre

mesenquimatosa pluripotencial (Pittenger y cols., 1999).

4.1.1.1 Osteoblastos
Derivan de células pluripotenciales de origen mesenquimatoso (Yamaguchi y cols.,
2000), son las células secretoras mas activas en el hueso y son por lo general cuboidales o
ligeramente elongados y revisten un gran porcentaje (dependiendo de la edad y sitio

anatomico) de las superficies 6seas y son los principales responsables de la produccion de



matriz orgéanica del hueso (Holtrop y cols., 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 endoplasmico
rugoso, aparato de Golgi, granulos secretores y microtubulos. (McKee y cols., 1993; Scherft y
cols., 1990). Expresan proteinas como la osteocalcina, osteopontina, osteonectina y otros
proteoglucanos y factores sefalizadores solubles (BMPs, TGF-b, IGF I y II, IL-1 y PDGF)

(Grzesik y cols., 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
(lagunas) en el hueso y se definen como células de revestimiento alrededor de la matriz 6sea
(Bonucci, 1990; Marotti y cols., 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 y

cols., 1998).

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.
Estas células se diferencian en precursoras de osteoclastos (Roodman, 1996). La importancia

en la habilidad del hueso de responder a los factores biologicos y fuerzas funcionales es la



capacidad de los osteoclastos de reabsorber hueso. Ademas el acoplamiento de la reabsorcion
Osea con la formacidon dsea constituye uno de los principios fundamentales por las que se
necesita el remodelado de por vida (Hayden y cols., 1995; Puzas y cols., 1992; Turner y cols.,

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 y cols.,
2000). En ambas vias los osteoblastos juegan papeles tinicos en la formacion d6sea. 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 maduracion de los condrocitos
hipertroficos en la plantilla (Chung y cols., 1998). Este proceso de desarrollo del hueso y
cartilago sugiere que los osteoblastos y condrocitos se derivan de la misma célula progenitora
(Katagiri y cols., 2002). El RunX2 es un factor de transcripcion dseo-especifico que pertenece
a la familia de Runx y juega un papel critico en la formacion 6sea y maduracion de los
condrocitos in vivo (Qing y cols., 2007).

La formacién del hueso, la cual parece estar relacionada con la reabsorcién 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 formacion de osteoblastos. El
proceso donde el hueso es reabsorbido constantemente por osteoclastos y reemplazado por
hueso nuevo por osteoblastos se llama remodelado (Ducy y cols., 2000). Por una parte, los

osteoblastos tienen ademés 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 reabsorcioén 6sea. Por el contrario
la osteoprogeterina (OPG) también es producida por osteoblastos y es capaz de bloquear la
interaccion RANK/RANKL uniéndose al RANK vy asi, previniendo la diferenciacion y

activacion de osteoclastos y reduciendo la reabsorcion ésea (Gori y cols., 2000).

4.3 Factores de Mineralizacion
4.3.1 Osteopontina (OPN)

También se le conoce como citocina Eta-1 y consiste en 314 aminoacidos (Mahipal y
cols., 2010). Es secretada por glicofosfoproteinas adhesivas expresadas por muchos tipos de
células. Normalmente se produce en hueso, dientes, rifion y células epiteliales de
revestimiento y se encuentra en el plasma (Standal y cols., 2004). La OPN es una proteina
multifuncional y juega un papel importante en una variedad de procesos bioldgicos,
incluyendo la reabsorcion dsea, activacion de células inmunes, inhibicion de la calcificacion
vascular y remodelado de la matriz extracelular (Scatena y cols., 2007). Influye en la
homeostasis 6sea por la inhibicion de la deposicion mineral por la promocion de la
diferenciacion de osteoblastos y mejorando la actividad de estos (Standal y cols., 2004). La
funcion de la OPN en osteoclastos puede ser la promocion de adhesion de células y

quimiotaxis durante la reabsorcidon 6sea (Chellaniah y cols., 2003).

4.3.2 Osteoprotegerina (OPG)
La Osteoprotegerina es un miembro de la superfamilia de receptores TNF, la cual consiste
en proteinas transmembranas que evocan la transducciéon de sefiales, mediante varias

respuestas bioldgicas, como citotoxicidad, apoptosis y células de supervivencia, proliferacion



y diferenciacién (Simonet y cols., 1997). Es una glicoproteina soluble secretada por varias
celulas mesenquimatosas como los osteoblastos y células de la médula 6sea (Kondo y cols.,
2004). La OPG se ha encontrado expresada en varios tejidos incluyendo pulmones, corazon,
rindn, estomago, higado, intestino, cerebro, glandula tiroides y hueso. La mayor accion
biologica de la OPG es la inhibicion de la diferenciacion y actividad de los osteoclastos
(Simonet y cols., 1997).

En un experimento realizado en el craneo de un ratén se encontrd que la OPG inhibe
la liberacion de osteoclastos del periostio y la adherencia de osteoclastos a la superficie dsea,
inhibiendo la reabsorcion 6sea.(O’Brien y cols., 2001). El factor de crecimiento transformante
(TGF-b1) (Murakami y cols., 1998), y las proteinas morfogenéticas dseas (BMP-2) (Hofbauer
y cols., 1998) aumenta los niveles de OPG mRNA en las células osteoblasticas. En otro
experimento se demostrd que el TGF-bl regula de manera negativa la osteoclastogénesis a
través de la induccion de OPG por las células del estroma 1y el balance entre OPG y
TRANCE/RANK en el ambiente local puede ser un determinante importante de la

reabsorcion Osea osteoclastica (Takai y cols., 1998).

4.4 Modelado y Remodelado 6seo

El hueso es un tejido metabdlicamente activo capaz de adaptar su estructura a los
estimulos mecanicos y reparar el dafio estructural a través del proceso de remodelado
(Robling y cols., 2006). El modelado y remodelado trabajan juntos en el crecimiento 6seo
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 Bésica Multicelular” o BMU. Esto indica que debe existir un mecanismo de

acoplamiento entre la formacion y reabsorcion (Frost, 1964).
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El modelado involucra sitios individuales de formacién o reabsorcion que cambian la
forma del hueso. El remodelado involucra secuencias de activacion celular (A), reabsorcion
osea (R) y formacion o6sea (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 afio (Midgett y cols., 1981), el hueso cortical se remodela cerca de 2-10% por afio. Ya que
solo una porcion 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).

4.5 Reparacion de Fracturas

La cicatrizacion de fracturas dseas 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

cicatrizacion 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 lra. 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 a-granulares.
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 coagulara. 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
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una conexion hemostatica para limitar la hemorragia ademas 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 sera 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 mecénica 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 fractura. A
mediados de la segunda semana, hay abundante cartilago suprayacente en el sitio de fractura 'y
comienza la calcificaciéon por el proceso de osificiacion endocondral. Los condrocitos
hipertroficos  secretan  primero  proteoglicanasas neutrales que degradan los
glucosaminoglicanos, ya que los niveles elevados de estos inhiben la mineralizacion.
Conforme procede el proceso de mineralizacion, la calcificacion del callo se vuelve maés
rigida y el sitio de fractura se considera inmovilizado internamente. Los capilares del hueso
adyacente invaden el cartilago calclficado y aumentan la tensién 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 reparaciéon de la
fractura después del reemplazo del hueso entretejido consiste en la reabsorcidon osteoclastica

de las trabéculas y la formaciéon de nuevo hueso a lo largo de las lineas de tension. El
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resultado de esta fase es una modificacion gradual de la region de fractura bajo la influencia
de las cargas mecanicas 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
sefalizacion 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 6sea 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.
3) La tercera etapa involucra la condrogénesis y proliferacion de condrocitos asi como
produccion 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.
Tabla I.- LOCALIZACION INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS FACTORES DE
CRECIMIENTO EN VARIOS TIPOS CELULARES EN LAS 4 ETAPAS DE

REPARACION DE FRACTURAS

Factor de Macroéfagos Capa Fibroblasto Condroblasto Osteoblasto
crecimiento cambiante mesenquimal

Etapa 2 + No presente

TGF-b No presente Etapa 4 -
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(Bourque y cols., 1993).

4.6 Regeneracion Osea

Los defectos 0seos causados por traumatismo, reseccion 6sea 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 cicatrizaciéon 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 dseos (Chatterjea y cols., 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 sefal osteoinductiva va a ser cumplida. Se obtiene regeneracion cuando se
combinan estos elementos en un medio adecuado y a su vez, estdn influenciados por un

entorno mecanico y vascular (Bernard 1991).

4.6.1 Injertos Oseos
Ellengaard et al. (Ellengaard y cols., 1973; Ellegaard y cols, 1974) y Nielsel et al. (Nielsen
y cols., 1980) reportaron que los materiales para injertos en defectos dseos periodontales
deben ser:
a) Osteoproliferativos (Osteogénicos), lo que ocurre cuando los osteoblastos forman
parte del injerto 6seo, como es el caso del trasplante 6seo autogeno, lo cual significa
que el nuevo hueso se forma por las células formadoras de hueso que se encuentran en

el material injertado.
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b) Osteoconductivo, el material injertado no contribuye a la formacién de nuevo hueso

per se sino que sirve como un andamio para la formacion dsea. Estos materiales
facilitan la formacion 6sea ya que sirven como un puente entre el espacio del hueso ya
existente y un lugar distante que no podria ocuparse con hueso.

Osteoinductivo, la formacion 6sea se induce en el tejido blando circundante que se
encuentra adyacente al material injertado. Esta induccion se da a través de mediadores
celulares que activan a las células formadoras de hueso, entre los mediadores que mas

se han estudiados encontramos a las proteinas 6seas morfogénicas (BMPs).

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 Autogeno, 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.

Injerto Alogeno, 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.

Injerto Xenogénico, el injerto es tomado de un donador de otra especie diferente.
Materiales Aloplésticos, los cuales son materiales sintéticos o inorganicos que se
utilizan como sustitutos de injertos 6seos (Newman y cols., 2010). Entre los diferentes
materiales disponibles, el hueso autdogeno permanece como el estandar dorado para la
regeneracion oOsea (Dragoo y cols., 1973; Froum y cols., 1983). Es un material
organico que forma hueso mediante osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccion

(Misch y cols., 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 orgdnica de hueso y se liberan durante la reabsorcion 6sea (Cheifetz
y cols., 1996) y se ha sugerido que juegan un papel en la remodelacion Osea a través de un
proceso de reabosorcion y formacion (Bonewald y cols., 1990; Erlebacher y cols., 1998;
Mohan y cols., 1984).

El hueso es una fuente rica en factores de crecimiento con acciones importantes en la
regulacion de la formacidn y reabsorcion dsea, 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 y cols., 1986; Frolik y cols., 1988; Taipele y cols., 1997). La
liberacion de estas proteinas como las proteinas morfogenéticas 6seas, 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 Oseo reparativo en estos sitios

(Schénherr y cols., 2000; Ramirez y cols., 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 y cols.,
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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 mas de 40 miembros relacionados con esta familia, incluyendo BMPs,
factores de crecimiento y de diferenciacion (GDFs), TGF-beta y sustancia inhibidora de
Miillerian (Wozney, 1989). Las BMP-2, -4, -7 y -12 han sido evaluadas para regeneracion
periodontal y de peri-implantes (Terranova y cols., 1987). De este grupo de proteinas, las
BMP-2 han sido las mas estudiadas para el tratamiento de regeneracion 6sea y periodontal
(Sigurdsson y cols., 1995).

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

Una funcion fundamental de las BMPs es inducir la diferenciacion de las células
mesenquimales hacia células del linaje osteoblastico para promover la maduracion y funcion
osteoblastica (Gitelman y cols., 1995).

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

La formacioén 6sea requiere de 3 componentes: una sefial osteoinductiva, un sustrato
adecuado en el que se entregue esta sefal y uno que actlie como un andamio para la nueva

formacion de tejido 6seo y responda a las células huésped capaces de diferenciarse dentro de
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las células oOseas. Las senales responsables para la induccion de formacion 6sea 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 y cols, 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 osteoinduccidén y se modulan por varios factores de crecimiento
derivados de la matriz del injerto y de citocinas (Jeong y cols., 2005).

La secuencia de los eventos de induccion 6sea 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 y cols., 1992). Aunque las BMPs
pueden inducir tanto la osificacion intramembranosa y endocondral, la evidencia sugiere que
las BMP-2 estimulan solo la osificacion intramembranosa normal dentro de defectos
periodontales creados quirtirgicamente en animales sin tener en cuenta la dosis (King y cols.,
1997).

Para mejorar la tasa de nueva formacion osea sin el uso de injerto 6seo autdégeno 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 y cols., 1999; Boyne y cols., 1997).

En un estudio se demostr6 que las BMP-2 inducen a la regeneracion dsea in vivo en
defectos en los craneos de las ratas (Shin y cols., 2010), asi como también posee propiedades
osteoinductivas y estimula la proliferacién de células peridsticas (Inoda y cols., 2004). Los

efectos de las BMP-2 en mandibulas y craneo también han mostrado cicatrizacion después del
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patron de desarrollo de formacion 6sea con el proceso normal de remodelacion (Toriumi y
cols., 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 colageno absorbible es una matriz de colageno bovino tipo I que es empapada con
una proteina morfogenética dsea antes de su implantacion quirtrgica. Muchos estudios han
evaluado varias tecnologias de BMPs, incluyendo rhBMP-2 con esponja de colageno
absorbible para aumento de proceso alveolar y oseointegracion de implantes endoseos (Huang

y cols., 2008).

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 y cols., 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 y cols., 1991).

El PDGF AA. BB y AB tienen acciones bioldgicas similares para las células del linage
osteoblastico. El PDGF BB es mas potente que las isoformas AA y el PDGF AB tienen
actividad intermedia (Centrella y cols., 1991). El PDGF tiene un papel importante tanto en la
quimiotaxis y proliferacion tanto de osteoblastos como de fibroblastos (Andrae y cols., 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 oOseas, ya que la
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angiogenesis es un evento importante en la regeneracion de nuevo tejido (Becerik y cols.,
2009).

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

Las actividades mitogénicas del PDGF y su liberacion por plaquetas sugiere un papel
en la cicatrizacion 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 demostr6é 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 reveld que el PDGF aumenta el nimero de
osteoblastos, y, como consecuencia, la formacion dsea. Estos resultados son consecuentes con
los efectos mitogenicos del PDGF in vitro, el cual incrementa la replicacion de
preoteoblastos, resultando en un numero aumentado de células osteoblasticas capaces de
formar hueso.

Los papeles fundamentals del PDGF en el modelado y remodelado 6seo son:

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

2. Desencadenar la formacion 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 y cols., 1998).

20



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).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Diseiio 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 Relacion que guardan entre si los datos: Longitudinal

5.2 Poblacion del Estudio

5.2.1 Universo del Estudio

Se recopilaran las muestras de una poblacion perteneciente a ratas macho Sprague-
Dawley, de 450 gr. de peso, las cuales se mantendran bajo las determinaciones de la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999 en cuanto a especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

5.2.2 Tamaifio de la Muestra

n=7z"pq n=(1.96)%0.60)(0.40) =3.69=4

e2 (0.5)°

PCP Proporcion de Casos Positivos

PCN Proporcion de Casos Negativos
ES Error Estandar

Z Est Estadistico Z
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Con la féormula anterior y redondeando el resultado se obtuvo un nimero
representativo de 4 ratas por grupo de estudio, dando un total de 16 ratas, 3 laminillas
por cada especimen, dando un resultado de 12 laminillas por grupo, se estudiaran 10
campos por cada laminilla, por lo que seran 120 campos visualizados por grupo y en

total se observaran 480 campos.

5.2.3 Criterios de Inclusion
o Ratas macho de la cepa Sprague-Dawley.
o Ratas que hayan sido criadas en la unidad Experimental del Animal
Facility del Centro de Investigacion y Desarrollo de Ciencias de la Salud.
o Ratas de 12 semanas de edad.

o Ratas que tengan peso de 450 g.

5.2.4 Criterios de Exclusion
o Ratas que presenten cualquier tipo de alteracion al inicio o durante el
tratamiento experimental.

o Infeccion de la zona experimental.

5.2.5 Criterios de Eliminacion

o Ratas que fallezcan durante el curso de la investigacion.
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5.3 Descripcion del Procedimiento
1. Se crearan defectos bicorticales de 8 mm de diametro en el lado derecho del hueso

parietal con un micromotor y una trefina de § mm

2 mm
8 mm

2 mn

2. Se colocara:
o  Grupo Control.- No se le colocara ningun tipo de tratamiento.
o  Grupo Experimental 1.- Esponja de colageno + 30ul a una concentracion de
100 ug/ml de thPDGF-BB.
o  Grupo Experimental 2.- Esponja de colageno + 30ul a una concentracion de
100 ug/ml de thBMP-2.
o  Grupo Experimental 3.- Esponja de colageno + 30ul a una concentracion de
100 pg/ml de rhPDGF-BB y Esponja de colageno + 30ul a una
concentracion de 100 pg/ml de rhBMP-2.
3. Después de 4 semanas de cicatrizacion, se obtendra de cada rata una muestra de tejido
tratado con las proteinas antes mencionadas.
4. Posteriormente se proseguira a procesar la biopsia por medio de la técnica histologica
de parafina (Seran fijadas en formalina, descalcificadas utilizando la solucion de
Morse, por ultimo se colocaran en parafina).

5. Se proseguira a descalcificar la muestra con acido formico.
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6. Se realizaran cortes histoldgicos de 4 micras con un micrétomo.

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

8. Se realizard la técnica de inmunohistoquimica para analizar la presencia de
osteoprotegerina (OPG) y osteopontina (OP).

9. Analizar morfométricamente la presencia de células inmunoreactivas a los factores de

mineralizacion.

Ademas, de cada corte histologico se realizara un analisis morfométrico de la biopsia
obtenida. De cada zona se hardn 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 inclusiéon 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 continud 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 infiltracion del medio de inclusién y se prosiguio 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 observacion bajo el microscopio electrénico.
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Procedimientos adicionales para realizar la técnica de parafina

o Albimina de Meyer.

Procedimiento para preparar 5 tubos de 2ml: En una probeta de 10 ml poner una solucion
de cloruro sodico al 0,5 %, afiadir 0,5 gramos de Albtiimina de huevo, con ayuda de una
varilla de vidrio limpia mezclar la solucion con la albumina (sin agitar realizando
movimientos circulares con la varilla, si se agita se formara espuma que no es deseable). Con
ayuda de papel de filtro y un embudo filtrar la solucién. Mezclar a partes iguales la solucion
anterior con glicerol y volver a mezclar sin hacer espuma. Separa la solucion en tubos de 2 ml
y almacenar a 4° C. La solucion 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 X ml de alcohol etilico absoluto y se completa con

agua destilada hasta llenar los 100 ml. El resultado es una solucion de X %.
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 triton pH 7.2 — 7.4:
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1. Para?2 It de H,O,:
a. Fosfato de Sodio Dibasico (Na,HPO,): 43.6 gr.
b. Fosfato de Sodio Monobasico Monohidratado (NaH,PO4H,0): 12.8 gr.

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

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

1. Para 2 It de H,O,:
a. Fosfato de Sodio Dibasico (Na;HPO,): 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 solucién con el aparato pH-metro.

5.3.2 Técnica Inmunohistoquimica.
1. Colocar en estufa a 70 °C durante aproximadamente 5 minutos, hasta que se disuelva
la parafina.
2. Desparafinar con xilol durante 15 minutos 2 veces.
3. Se coloca en alcohol + xilol (250 ml de alcohol + 250 ml de xilol) durante 5 minutos.
4. 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.
5. Para eliminar la peroxidasa endogena, se colocan en una solucion de 500 ml de
Metanol + 4.95 ml de Peroxido de Hidrogeno al 30% (H,O, al 0.03%) durante 20
minutos.

6. Colocar en OH 50% durante 5 minutos.
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7. Lavar con solucion Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.
8. Lavar con solucion Buffer PBS con triton pH 7.2 - 7.4 durante 10 minutos.
9. Lavar con solucion Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.
10. Colocar pap-pen sobre la laminilla alrededor del corte histologico.
11. Incubacion del 1° anticuerpo:

a. Dilucion 1:500, Tul de Ac: 500 pl Buffer con triton, 166 pl por cada laminilla.

v Osteoprotegerina Goat Polyclonal IgG 200 pg/ml. Osteopontina Goat
Polyclonal I1gG 200 pg/ml

b. Durante 12 horas a temperatura ambiente.

12. Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucion Buffer PBS con
triton pH 7.2 -7.4 durante 15 minutos.

13. Incubacion del 2° anticuerpo:

o Dilucion 1:500, 1ul de Ac: 500 ul Buffer PBS con triton pH 7.2 — 7.4, 166 pnl

por cada laminilla.
a) Donkey Anti-Goat IgG 200 ug/0.5 ml

o Durante 2 horas a temperatura ambiente.

14. Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucién Buffer PBS sin triton
pH 7.2 — 7.4 durante 15 minutos.

15. Aplicacion de DAB al 0.05% + H,0, 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 ul por laminilla.

c. Durante 40 a 50 segundos.
16. Lavar con Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.

17. Deshidratar con alcoholes de menor a mayor concentracion:
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o OH 50% durante 5 minutos.

o OH 60% durante 5 minutos.

o OH 70% durante 5 minutos.

o OH 100% durante 10 minutos.
18. Se coloca en alcohol + xilol (250 ml de alcohol + 250 ml de xilol) durante 5 minutos.
19. Aclarar con xilol durante 15 minutos 2 veces.

20. 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.
2. Cambiar a xilol nuevo durante 5 minutos 2 veces.
3. Colocar en alcohol + xilol (250 ml de alcohol al 100% + 250 ml de xilol) durante 5
minutos.
4. Hidratar con alcoholes en grado decreciente:
o OH 100% durante 5 minutos.
o OH 70% durante 5 minutos.
o OH 50% durante 5 minutos.
5. Lavar con Buffer PBS sin triton pH 7.2 — 7.4 durante 5 minutos 2 veces.
6. Colocar en Hematoxilina de Harris durante 5 minutos.
7. Enjuagar con agua destilada 5 minutos 2 veces.
8. 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.
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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
3. Lavar en agua destilada
4. Sumergir en liquido Bouin durante 1 hr
5. Lavar con agua destilada hasta que desaparezca el color amarillo
6. Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos
7. Lavar con abundante agua corriente
8. Teiir en solucion Biedrich Scarlett-fucsina dcida durante 2 minutos
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
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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
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5.4 Variables
5.4.1 Dependientes
o Osteoinduccion: El tejido 6seo expresa factores de mineralizacion mediante la

aplicacion de thPDGF-BB o rhBMP-2

5.4.2 Independientes

o 30 ul a una concentracion de 100 pg/ml de rhPDGF-BB/ACS

o 30 ul a una concentracion de 100 pg/ml de rhBMP-2/ACS

o 30 ul a una concentracion de 100 ug/ml de thBMP-2/ACS + 30 pl a una concentracion

de 100 pg/ml de rhPDGF-BB/ACS.
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5.5 Consideraciones Eticas

Se recopilaran las muestras de una poblacién perteneciente a ratas macho Sprague-
Dawley, de 450 gr. de peso, las cuales se mantendran 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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5. RESULTADOS
En las fotomicrografias se observo la expresion de células positivas tanto a Osteopontina
como Osteoprotegerina. En los grupos control sin embargo no se observaron células positivas
(Fig 1) a comparacion de los grupos experimentales (Fig 2). Sin embargo los grupos
experimentales 3, los cuales consistieron en la combinacion de thPDGF-BB y rhBMP-2
tuvieron una mayor expresion de células positivas a ambos factores de mineralizacion a

diferencia de los grupos control y experimental 1y 2 (Figura 3 y 4).

Fig. 1 Grupo Control anti-Osteoprotegerina, intervalo 4 semanas de cicatrizacion 40X.
Técnica Inmunohistoquimica
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Fig 2. thBMP-2/ACS anti-Osteoprotegerina, intervalo 4 semanas de cicatrizacion 40X.
Técnica Inmunohistoquimica

Fig 3. rhPDGF-BB+rhBMP-2/ACS anti-Osteoprotegerina, intervalo 4 semanas de
cicatrizacion. Técnica Inmunohistoquimica
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Fig 4. thBMP-2/ACS anti-Osteopontina, intervalo 4 semanas de cicatrizacion. Técnica
Inmunohistoquimica

En las fotomicrografias de la tincion de Hematoxilina y Eosina en ninguno de los
grupos se observo un cierre completo del defecto, sin embargo hubieron diferencias en cuanto
al remodelado 6seo entre el grupo control y los diferentes tratamientos aplicados. (Fig 5, 6, 7

y 8)

Fig 5 Grupo Control anti-Osteoprotegerina, intervalo 4 semanas de cicatrizacion 10X. Tincion
Hematoxilina de Harris

[
\
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Fig 6 thPDGF-BB/ACS anti-Osteoprotegerina, intervalo 4 semanas de cicatrizacion 10X.
Tincion Hematoxilina de Harris

Fig 7. thBMP-2/ACS anti-Osteoprotegerina, intervalo 4 semanas de cicatrizacion 10X.
Tincion Hematoxilina de Harris
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Fig 8. thPDGF-BB/ACS, intervalo 4 semanas de cicatrizaciéon 40X. Flecha sefala el limite
del tejido 6seo sano

En el grupo experimental 3, donde se aplico la combinacion de ambos factores de
crecimiento, pudo observarse una mayor actividad celular, asi como también la presencia de
células osteoclasticas, indicando asi un remodelado 6seo aumentado en comparacion con los

otros grupos experimentales (Fig 9, 10, 11, 12y 14).
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Fig 9. thPDGF-BB+rhBMP-2/ACS anti-Osteopontina, intervalo 4 semanas de cicatrizacion
10X. Tincion Hematoxilina de Harris

Fig 9 thPDGF-BB+rhBMP-2/ACS anti-Osteoprotegerina, intervalo 4 semanas de
cicatrizacién 10X. Tincion Hematoxilina de Harris
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Fig 10. rhPDGF-BB+rhBMP-2/ACS anti-Osteoprotegerina, intervalo 4 semanas de

cicatrizacion 40X. Flecha sefiala la presencia de osteoclasto activado. Tincién Hematoxilina
de Harris.

. 1‘

b
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\

Fig 11. thPDGF-BB+rhBMP-2/ACS, intervalo 4 semanas de cicatrizaciéon 10X. Tricromico
de Masson
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Fig 12. thPDGF-BB+rhBMP-2/ACS, intervalo 4 semanas de cicatrizaciéon 40X. Tricromico
de Masson. Flecha sefala la presencia de células activadas (osteoclastos)
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6.1 Estadistica Descriptiva

En el grupo Control, al cual no se le colocd ningin tratamiento, se obtuvo un
promedio de 2.46 células positivas a Osteoprotegerina, con una desviacion estandar de 1.40.
El valor minimo fue de 0 y el maximo de 7 célula positiva a Osteopontina. En el grupo
Experimental 1 el cual consistié en la aplicacion de de 30 pl a una concentracion de 100
pug/ml thPDGFBB/ACS y se obtuvo una media de 6.0 células positivas con una desviacion
estandar de 2.09. Experimental 2, al cual se le aplicé o 30 pl a una concentracién de 100
ug/ml de hBMP-2/ACS, se obtuvo un promedio de 7.29 células positivas con una desviacion
estandar de 2.18. El valor minimo fue de 1 y el maximo de 13 células positivas a
Osteopontina. Por ultimo, el grupo Experimental 3, el cual consistio en la aplicacion de 30 pl
a una concentracion de 100 pg/ml de thPDGF-BB/ACS + 30 pl a una concentracion de 100
pg/ml de rhBMP-2/ACS obtuvo un promedio de 17.46 células que inmunoreactivas a
Osteopontina con una desviacion estandar de 4.88. El valor minimo fue de 8 y el maximo de

33.(Ver Tabla 1 y Gréafico 1)

25

Grafico 1. Promedio de células positivas a

Osteoprotegerina
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Tabla | Estadistica descriptiva de la Osteoprotegerina seguin el grupo de estudio

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestra
Curtosis

Coeficiente de asimetria
Rango

Minimo

Maximo

Suma

Cuenta

Nivel de
confianza(95.0%)

CONTROL

2.466666667
0.128519546
3

3
1.407861083
1.982072829
-0.178843218
-0.013502122
7

0

7

296

120
0.254481536

TRAT 1

6.008333333
0.191374153
6

7
2.096398806
4.394887955
-0.787748922
-0.128069343
10

1

11

721

120
0.378939936

TRAT 2

7.291666667
0.199577928
8

8
2.186266659
4.779761905
1.164673078
-0.586904931
12

1

13

875

120
0.39518423

TRAT 3

17.46666667
0.445634495
18

21
4.881681301
23.83081232
0.186762943
0.330387781
25

8

33

2096

120
0.882400808

En cuanto a la estadistica descriptiva de la Osteopontina, en el grupo Control, se

obtuvo una media de 0 células inmunoreactivas a este factor de mineralizacion. En cuanto al

grupo Experimental 1, el promedio de células positivas fue de 4.19, con una desviacion

estandar de 1.44, un valor minimo de 0 y un valor maximo de 10. El grupo Experimental 2

obtuvo una media de 4.12 células inmunoreactivas con una desviacion estandar de 1.69 y un

valor minimo de 0 y un valor maximo de 11. Por ultimo, los valores obtenidos en el grupo

Experimental 3, fue un promedio de 10.06 células positivas a Osteoprotegerina, la desviacion

estandar fue de 4.43, el valor minimo fue de 1 y el maximo de 24. (Ver Tabla 2 y Gréafico 2).
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16 Grafico 2. Promedio de células positivas a

14 Osteopontina
12
10
8
6 _|_ T
4
2
0
CONTROL rhPDGFbb rhBMP-2 rhPDGFbb - rhBMP-2
Tabla | Estadistica descriptiva de la Osteopontina segun el grupo de estudio
CONTROL TRAT 1 TRAT 2 TRAT 3
Media 0.9875 4.19375 4.125 10.06875
Error tipico 0.076266817 0.193140398 0.212751885 0.429468909
Mediana 1 4 4 8
Moda 0 5 4 6
Desviacion estandar 0.096470741 1.443054267 1.691122139 4.432399744
Varianza de la muestra 0.093066038 3.968514151 5.242138365 21.51096698
Curtosis -0.739907851 -0.655001103 -0.761310986 -0.788072394
Coeficiente de 0.493369351 0.133757878 0.247664138 0.547172932
asimetria
Rango 4 10 11 23
Minimo 0 0 0 1
Maximo 4 10 11 24
Suma 158 671 660 1611
Cuenta 160 160 160 160
Nivel de 0.150626675 0.381451555 0.420184168 0.848199468

confianza(95.0%)
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6.1 Estadistica Inferencial

En cuanto al andlisis de varianza de la muestra tanto de Osteoprotegerina como de
Osteopontina, si existio diferencia significativa entre grupos, dando como resultado que tanto
el grupo experimental 1 y 2 fueron superiores al grupo control, sin embargo entre ambos
tratamientos no existio diferencia significativa. No obstante el grupo experimental 3 mostro

mayor diferencia en comparacion con los demas grupos. El valor de P fue de <0.05.
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7. DISCUSION
La presente investigacion tenia por objetivo la evaluacion del potencial de
regeneracion 6sea, por medio del crecimiento del osteoide y de osteoinduccion 6sea mediante
la expresion de factores de mineralizacion del hBMP-2 y thPDGF-BB en defectos de tamatfio

critico en el craneo de ratas Sprague- Dawley 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 region maxilofacial. Anatdmicamente, el craneo consiste en dos corticales con regiones
de hueso esponjoso similares a la mandibula. Este modelo animal ha sido ampliamente
utilizado en diversas investigaciones (Schmitz y col., 1986, Takagi y col., 1982., Marden y
col., 1994, Ahn y col., 2003). Dentro de las ventajas que podemos encontrar al utilizar este

modelo animal estan:

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

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

3. Serequieren 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 regién maxilofacial

6. La preparacion de los tejidos del especimen es facil de realizar
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Esta investigacion consistido en un grupo control y tres grupos experimentales. A los
animales del grupo control, tinicamente se le realizd el defecto de tamafio critico con una
trefina de 8§ mm y no se le colocd ningun agente osteoinductor, que promoviera la
regeneracion osea del defecto en cuestion. A las 4 semanas de cicatrizacién no se observo la
presencia de células positivas a ninguno de los factores de mineralizacién previamente
colocados (Osteopontina y Osteoprotegerina), por lo que tampoco hubo regeneracion del
defecto, esto concuerda con los resultados obtenidos en investigaciones previas (Schmitz y
col., 1986), donde se acepta que los defectos de tamafio critico no cicatrizan por si solos, a

menos que se les coloque algiin agente osteoinductor.

En 1982 Urist fue de los primeros en realizar un estudio realizado en el craneo de
ratas, en el cual se corrobord 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 dsea craneal. Consecuentemente,
solo puede considerarse el craneo adulto como prueba vélida para cualquier sustituto de

injerto dseo, incluyendo las BMP (Takagi y col., 1982).

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

osteogénesis y sin la presencia de efectos secundarios y/o complicaciones (Ahn y cols., 2003).

Estudios previos han reportado que la aplicacion de PDGF aumenta el volumen de

tejido Oseo in vivo. En la cicatrizaciéon de fracturas, el PDGF-BB se observa fuertemente
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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 y col., 2003).
El PDGF es un potente estimulador de division celular en células de origen mesenquimatoso
(Bowen-Pope y col., 1985). A diferencia del grupo experimental donde se aplico thBMP-
2/ACS, el grupo donde se aplic6 thPDGF-BB/ACS obtuvo menos células inmunoreactivas a

los factores de mineralizacion.

Tanto el rhBMP-2 como el rthPDGF-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 formacion de la osificacion intramembranosa (Rasubala y col., 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 osea. Entre los
tratamiento 1 y 2 los resultados fueron muy similares, aunque no hubo un cierre completo del
defecto. En el tratamiento 3, el cual consistid en la combinacion de ambos factores de
crecimiento, la zona del defecto se identifico una mayor actividad celular, en la cual, los
patrones de osificacion Osea se observaron mas irregulares y de aspecto basofilo intenso,
ademas de la presencia de células osteoblasticas y osteoclasticas, las cuales son parte

importante en el proceso de remodelado 6seo (Raggatt L], 2010).

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
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de ambos factores produjo un mayor numero de células inmunoreactivas a comparaciéon de los
resultados obtenidos individualmente. En lo referente a los resultados entre ambos factores de
mineralizacion, también se observé cierta diferencia entre estos, hubo un mayor conteo de

células inmunoreactivas a Osteoprotegerina en comparacion con Osteopontina.

Por lo anterior se aceptd la hipotesis 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 acelerd el proceso de regeneracion 6sea en defectos de tamaio critico

en el craneo de ratas Sprague-Dawley
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8. CONCLUSIONES
La presente investigacion demostré6 que la combinacion de rhPDGF-BB y thBMP-2
aumento el potencial de regeneracion osea en los defectos de tamafio critico a 4 semanas de

cicatrizacion

Aunque tanto la Osteopontina y la Osteoprotegerina estuvieron presentes, el que se
expresd aun mas fue la Osteoprotegerina, 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 osteoclésticas, dando como resultado la presencia de remodelado 6seo en

la zona del defecto.
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