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RESUMEN

I ntroduccion. Las proteinas morfogenéticas seas (BMPsBone
Morphogenetic Proteins) son un grupo de factores de crecimiento
con habilidad parainducir laformacion de hueso y cartilago. Mar-
shall Urist, en 1965, fue el primero que describi6 laactividad mor-
fogenéticadel hueso.

Objetivo. Eslavaloracién delarespuesta histol 6gicamediante
¢l conteo celular deun grupo experimental aloscuaesselesaplico
la proteina morfogenética ésea nimero 2 (rhBMP-2) y un grupo
que se degjé como control.

Material y métodos. Se utilizaron 26 ratas Wistar alas cuales
se les provoco un defecto 6seo en el cuerpo de la mandibula de
forma bilateral; al defecto del lado derecho se aplico la proteina
morfogenética dseatipo 2 (rhBMP-2) y en el lado contralateral se
dejo lacicatrizacién Gsea normal. Estas eval uaciones histol égicas
fueron observadas durante cinco tiempos, es decir: a la primera,
segunda, tercera, cuartay sexta semanas, respectivamente.

Resultados. Los resultados de este estudio se basaron en el
conteo celular (osteocitos, osteoblastos y osteoclastos), los cuales
son las células méas representativas en lasintesis delamatriz 6sea.
En todos | os grupos comparados, el lado experimental observé una
mayor cantidad de células precursoras (osteoblastos), por lo que
podemos concluir que larhBM P2 participade maneraactiva sobre
lasintesis de matriz Gsea, en comparacion con lacicatrizacion ésea
que sellevaacabo deformahabitual .

Palabras clave: Proteinas morfogenéticas, matriz 6sea, osteo-
citos, osteoblastos, osteoclastos.

Histological responseto the use of bone morphogenetic protein-
2 (rhBMP-2) in bonedefectsinduced in Wistar rats.
Experimental study

SUMMARY

I ntroduction. Bone morphogenetic proteins (BMPs Bone Mor-
phogenetic Proteins) are a group of growth factors with ability to
induce the formation of bone and cartilage. Marshall Urist in 1965,
was the first to describe bone morphogenetic activity.

Objective. Isthe assessment of histological response by the cell
count of an experimental group to which they applied the numbers
bone morphogenetic protein 2 (rhBMP-2) and one group was left as
control.

Material and methods. Wistar rats were used 26 to which
they caused a defect in the body of the mandible bilaterally, the
right side defect was applied bone morphogenetic protein-2
(rhBMP-2) and on the contralateral side was left normal bone
healing. These histological evaluationswere observed for five days,
ie the first, second, third, fourth and sixth weeks, respectively.

Results. The results of this study were based on cell counts
(osteocytes, osteoblasts and osteoclasts), which are most repre-
sentative cells in the bone matrix synthesis. In all groups compa-
red, the experimental side was a higher number of precursor cells
(osteoblasts), so we can conclude that the rhrBM P2 actively parti-
cipates in the synthesis of bone matrix, compared with bone hea-
ling that takes place as usual.

K ey words: Morphogenetic proteins, bone matrix, osteocytes,
osteoblasts, osteoclasts.
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Introduccién

Lahumanidad esta en constante evolucion y renovacion;
la medicina no puede estar apartada de este proceso. Es por
esto que cada dia se lucha no sélo por la simplificacion o
exactitud en los procedimientos quirdrgicos, sino también
€N CoNSeguir una recuperacion mas rapida que traiga consi-
go resultados 6ptimos para los pacientes, es por eso que la
rhBMP-2 es una alternativa mas en €l proceso de cicatriza-
cién Osea.

El presente estudio se enfocaa uso dela proteinamorfo-
genética dsea tipo 2 como material osteoinductor. Este tipo
de células contienen funciones y propiedades que, como su
nombre lo indica, morfogénesis, son sustancias que inician
el desarrollo de tgjidos y 6rganos, siendo inductoras a la
rapida formacion del hueso. Con estas proteinas que son
resultado de laingenieria genéticarevolucionada, se dismi-
nuirdn o incluso se sustituiran los materiales de sustituto
0se0.

Marshall R. Urist, en 1965, publicé enlarevistaScienceel
descubrimiento de unafamiliade proteinas osteoinductivas,
seguido por Wozney en la clonacién de proteinas morfoge-
néticas con técnicas de ADN recombinante, en 1988.

El hueso es un tejido conectivo gue consiste esencial-
mente en unamatriz extracelular mineralizaday células es-
pecializadas: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. La
matriz extracel ular estd compuestaen 65% de matriz inorga
nica, 22% de matriz organicay 9% restante por agua. El
principal componente orgénico delamatriz es el coldgeno
tipo I, que supone arededor de 90%, el restante 10% lo
componen una serie de proteinas no estructurales de me-
nor tamarfio, entre las que se encuentran la osteocalcina,
osteonectina, algunas fosfoproteinas, sialoproteinas, fac-
tores del crecimiento y proteinas séricas.?

Un defecto 6seo es un espacio en el hueso que finalmen-
te necesita ser rellenado con hueso nuevo. Para que se pro-
duzcael crecimiento en un defecto, esimportante que exista
un coagulo sanguineo, la conservacion de |os osteoblastos
y €l contacto con €l tejido vivo.®

La correccion de defectos 6seos es un problema frecuen-
te, motivo por €l cual seutilizaunaampliavariedad de mate-
riales de sustitucién 6sea. Estos materiales pueden ser de
origen natural o sintético; deben tener buenas propiedades
mecanicas, ser biocomptibles (esdecir, atdxicos), inertesdes-
de el punto de vistainmunitario, no carcinégenosy favore-
cer o inducir unarespuesta en €l tgjido 6seo.*

Entre los material es biol 6gicos utilizados se encuentran
las proteinas morfogenéticas, que son péptidos producidos
localmente por |os osteobl astos, regulados por mecanismos
endocrinos. Se encuentran distribuidas alo largo de las fi-
bras colagenas del hueso normal, en células periostales y
mesenquimales delamédula 6sea.

Watchel, en 1991, concluye quelastécnicasy materiales
en regeneracion 6sea para tratar los defectos éseos de los
maxilares son diferentes segin el tipo y lalocalizacién dela
atrofia®
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Actualmente los materiales mas utilizados son el hueso
del mismo paciente (autélogo), el aloinjerto, € xenoinjertoy
el aloplastico, sin embargo, através delos afioslainvestiga-
cion ha probado materiales biolégicos, polimeros, cerami-
cos, tratando de encontrar el material ideal quelosreemplace
y eliminelos problemas presentados al utilizarlos como mor-
bilidad del sitio donador, limitacién por disponibilidad, can-
tidad de hueso; asi como la posibilidad de transmisién de
enfermedades a utilizar hueso de cadéver.®

Los injertos Gseos tienen una doble funcion: mecanicay
biol 6gica, dependiendo del resultado clinico que se busgue,
una de sus funciones puede ser mas importante que la otra
en lainterfaseinjerto Gseo-huésped; existe unacompleare-
lacion donde multiples factores pueden intervenir en la co-
rrecta incorporacion del injerto, como pueden ser: zona de
implantacion, vascularizacion del injerto, interfase hueso-
huésped, técnicas de conservacion, factores locales y sisté-
micos diversos.’

De acuerdo con su estructura, 10s injertos pueden ser
corticales y esponjosos, cada uno posee determinadas ca-
racteristicas y cualidades. Por su origen han sido clasifica-
dos en:

« Autdlogos (autoinjertos): Estos se componen por tejido
tomado del mismo individuo, proporcionamejores resul-
tados, general mente tomadosintraoral mente deramaman-
dibular y mentén, extraoralmentedetibia, radio, costillas,
calotacraneal y crestailiaca.

» Homologos (aloinjertos): Se componen de tejido toma-
do de un individuo de la misma especie, no relacionado
genéticamente con el receptor. Existen trestipos de aoin-
jertos 6seos. congelados, desecados (liofilizados) y des-
mineralizados.

* |sogénicos (isoinjertos): Se componen por tejido tomado
de un individuo genéticamente relacionado con €l indivi-
duo receptor.

» Heterologos (xenoinjertos): Se componen de tejido to-
mado de un donador de otra especie (principal mente bo-
Vinoy porcino).

* Sustitutosno éseos (aloplasticos): Injertosnaturaleso sin-
téticos (lashiocerdmicascomo € fosfatotricdcico, hidroxia
patitas sintéticas, cristales bioactivosy los polimeros).2

Es importante definir 1os tres mecanismos basicos de la
regeneracion osea:

» Osteogénesis: Eslacapacidad quetiene€ injerto detrans-
ferir células viables (células progenitoras), depende ex-
clusivamente de la supervivenciade las células trasplan-
tadas, principa mente de los preosteoblastos y osteoblas-
tos; se origina principal mente en hueso esponjoso, debido
a su répida revascularizacion, que puede ser completa a
las dos semanas, mientras que el cortical puede llevar
varios meses.

 Osteoinduccion: Esla capacidad que tiene €l injerto de
estimular |as células mesenquimatosasindiferenciadasen
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células 6seas, iniciapor medio delatransformacion de cé-
lulas mesenquimatosasindiferenciadas delazonarecepto-
ra a células osteoformadoras en presencia de moléculas
reguladoras del metabolismo éseo. Dentro de este grupo
existen las proteinas morfogenéticas.

Osteoconduccion: Es un proceso lento y prolongado,
donde €l injerto tiene la funcion de esgueleto, éste es
progresivamente colonizado por vasos sanguineos 'y cé-
lulas osteoprogenitoras de la zona receptora, que valen-
tamente reabsorbiéndolo y depositando hueso nuevo.®

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs Bone Mor-
phogenetic Proteins) son un grupo de factores de crecimien-
toy citocinas conocidas con habilidad parainducir laforma-
cion de hueso y cartilago. Urist, en 1965, fue el primero que
describi6 €l descubrimiento de la actividad morfogenética
del hueso.®

LaBMP-2 es una proteina osteoinductora que existe na-
turalmente en el ser humanoy que es producida por |os oste-
oblastosy almacenadaen lamatriz mineral. Puede ser elabo-
rada por recombinacion de ADN, creando unaréplicaexacta
delaproteinanatural .

Selellamarecombinacion porque unavez aislado el gen,
esmodificado y recombinado en un ADN comUnmente utili-
zado paralaproduccion celular, o sea que, recombinante se
refierealainsercion o recombinacién de un gen paralapro-
duccion de una célula especificat

Aparecido dos Santos, en el 2005, mencion6 que los pri-
meros estudios sobre los procesos que determinan la neo-
formaci6n Gsea en sitios desprovistos de tejido 6seo, fueron
basados en el descubrimiento de Urist, quien lo describio
como una sustancia inductora presente en la matriz 6sea.
Las célulasinductoras de las célulasinducidas eran prove-
nientes de histiocitos y células de tejido conjuntivo peri-
vascular.®

Alaoui, en el 2009, describié que hastala fecha son més
de veinte BMPs humanas que han sido identificadas, de las
cualesBMP-2 y BMP-7 son las mas conocidas. Aln existen
cosas por mejorar como: laafinidad de unién alosreceptores
especificos de BMPs, disminucion de la sensibilidad a los
inhibidores de BMP naturales, un mejor perfil deinmunoge-
nicidad y aumento de solubilidad y estabilidad.**

Matin, en 2001, estudié la reabsorcion Gsea posterior a
extracciones dentales en ratas Wistar, a las cuales se les
coloco gelatinas de écido poliléctico con rhBMP-2 en unos
alveolos y otros se mantuvieron como control. Después de
sacrificar se hicieron estudios morfol 6gicos e histol égicosy
se demostro el aumento de cantidad y calidad de hueso en
menor tiempo en los alveol os en los que se colocé rhBMP-2
en relacion alos que no fue colocada.’?

Marukawa, en el 2002, investigo el uso derhBMP-2 en
perros, a los cuales les implanté cilindros de titanio con
cémaras huecas en el extremo apical, que fueron llenadas
unas con rhBMP-2 y otras como control. Los resultados
después de sacrificar alos animal es en di stintos momentos
y el andlisis delas muestras demostraron que en sitios con-
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finados alrededor de los implantes dentales, la rhBMP-2
induce la regeneracion ésea en una posicion intimaal im-
plantey lacantidad de hueso formado fue tres veces mayor
enlosimplantes con rhBMP-2, que el lado control, durante
€l mismolapso.®®

Podemaos citar que las BM Ps presentan diversas posibili-
dades de aplicacién en la Odontologia u otras areas del co-
nocimiento que envuelvan la diferenciacion celular, ya que
representan un grupo distinto de factores inductores capa-
ces de estimular células mesenquimaéticas en células espe-
cializadas induciendo la neoformacion éseay lareparacion
del tejido 6seo.®®

Material y métodos

El presente estudio se desarroll6 en las instal aciones del
bioterio del Hospital Central Militar y en el Departamento de
PatologiaBucal delaUnidad de Especialidades Odontol gi-
cas. Serealiz6 en 26 ratas de raza Wistar, machos, con edad
de dos meses y peso aproximado de 250 g, los cuales esta-
ban sanos durante €l tiempo que duré €l estudio y a los
cuales se les provocaron defectos 6seos mandibulares en
region de cuerpo mandibular deformabilateral hastallegar a
hueso esponjoso, dichos defectos fueron realizados mediante
una fresa de boladel nimero 6; estableciendo cinco grupos
(una, dos, tres, cuatro y seis semanas), los cuales se identifica
ron debido a tiempo en que se sacrificaron los especimenes,
todos los especimenes tuvieron en la hemiarcada mandibular
derechad defecto tratado con proteinas morfogenéticas, mien-
trasqueenlahemiarcadaizquierdasedejé € proceso normal de
cicatrizacion 6sea o sea€l control.

Enlafase quirdrgicase utilizd instrumental basico de ci-
rugia. Aproximadamente cinco minutos antes del procedi-
miento se indujo la sedacion del animal con una mezcla de
clorhidrato de ketaminay clorhidrato de xilazina viaintra-
muscular previo pesaje del espécimen en labasculaparaes-
tablecer lacantidad de medicamento autilizar parasurelgja-
cion.

Serealizé incisién lineal sobre el cuerpo mandibular del
lado derecho, previo protocolo de antisepsiaintray extraoral
y colocacién de campos quirdrgicos estériles, se levantd
colgajo mucoperiéstico para exponer superficie 6seay pro-
vocar un defecto con unafresade bolade carburo del nime-
ro6.

Unavez realizado el defecto 6seo en el lado derecho dela
mandibulase colocaron 20 L de proteinamorfogenéticadsea
tipo 2 (rhBMP-2) aunaconcentracion de 0.9 pg/mL (Figura
1). Yacolocada la proteina morfogenética 6seatipo 2 en €l
defecto provocado, se reposiciond el colgajo y se suturd
convicryl MR5-Q.

Se realizd el procedimiento sobre el lado derecho en el
cual se coloco laproteinamorfogenéticadseaNo. 2; sellevo
acabo el mismo procedimiento sobre el ladoizquierdo conla
diferenciaque en €l lado izquierdo unavez que seincidio y
selevant6 el colgajo mucoperidsticoy se provoco el defecto
con fresadeboladel nimero 6, sereposicion6 €l colgajoy se
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Figura 1. Proteina morfogenética
Osea tipo 2 (rhBMP-2) homogénea ya
reconstituida. Fuente: Directa.

Figura 2. Defecto 6seo provocado. En la imagen se muestra el defec-
to 6seo que se provoco en el lado derecho de la mandibula. Fuente:
Directa.

Figura 3. Colocacion de la rhBMP-2. En esta imagen se observa la
colocacion de la rhBMP-2 sobre el defecto 6seo que se provocéd sobre
el lado derecho de las ratas wistar.

Fuente: Directa.

suturd con vicryl MR5-0, se dejé llevar acabo el proceso nor-
mal de cicatrizacion Gsea.

Se sacrificaron lasratas Wistar y se obtuvo sus mandibu-
las(Figura 2), lascuales se colocaron enformol al 10%, y se
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transportaron al laboratorio para su proceso que inicié con
una descalcificacion de las muestras al sumergirse en acido
nitrico (HNO,) a 10%, posteriormente en &cido nitrico al 5%
paracompletar su proceso, unavez que ya estaban descal ci-
ficadas se obtuvieron los cortes del area donde se provocé
el defecto 6seo (Figura 3) y se evalué la respuesta histol 6-
gica, observando la evolucion de la formacion de la matriz
osteoide mediante el conteo celular (Figura 4).

Resultados

Serealizo € andlisishistolégico alos 19 animales de expe-
rimentacién que sobrevivieron al periodo postoperatorio
mediante €l conteo celular en €l Servicio de Patologiade la
Unidad de Especialidades Odontol dgi cas establ eciendo cin-
co grupos; determinando la respuesta histol 6gica mediante
€l conteo celular de la zona en donde se provoco el defecto
0seo ala primera, segunda, tercera, cuartay sexta semanas
delaaplicacion delarhBMP-2 aun aumento de 40X (Figu-
ras 5-9).

Discusion

El presente estudio confirmala capacidad osteoinductura
delaproteinamorfogenéticadseatipo 2 (rhBMP-2), através
del conteo celular formando una mayor cantidad de matriz
osteoide que en €l lado control sin mostrar reacci6n inmuno-
|6gicaalguna.

L arespuesta histol 6gicamostradapor lasrhBMP-2 en este
estudio demuestra un alto grado de proliferacion de células
osteoinductoras en € defecto 6seo en comparacion con la
respuesta obtenida durante € proceso de cicatrizacién normal
del hueso, esto coincide con Marukawa el cua observé una
mayor cantidad de células osteoinductoras arededor de im-
plantes dentales con laaplicacion delarhBMP-2.

Con los resultados obtenidos en este estudio, en €l cua se
observé unamayor cantidad de célulasqueintervinieronenla

Figura 4. Area del defecto provocado. Imagen que muestra el defecto
el cual se delimita para su observacion histolégica. Fuente: Directa
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Figura 5. Comparacién osteoblastica a la 1/a. semana. Gréfica que
representa la diferencia en el conteo celular con osteoblastos entre
ambos grupos. Fuente: Directa.
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Figura 6. Comparacién osteoblastica a la 2/a. semana. Gréfica que
representa el conteo celular de osteoblastos a la segunda semana.
Fuente: Directa.

sintesisdemeatriz osteoideen d ladod cua seaplicdlarhBMP-
2, podemos relacionarlos con los obtenidos por Matin, en €
2001, € cua demostré aumento de calidad y cantidad 6seaen
menostiempo con lacolocacién derhBMP-2.

Lacapacidad osteoinductoradelarhBMP-2 nosdejauna
idea clara de las ventgjas que ofrece este producto en com-
paracién con lacicatrizacién éseanormal, o incluso con los
sustitutos 0seos osteoconductores que se comercializan
actualmente en el mercado, reafirmando lo que observo
Wikesj6, en el 2009, quien concluy6 demostrando €l poten-
cial osteoinductor através del aumento de reborde alveolar
paralacolocacion deimplantes.

Laaceleracion producida en laneoformacion éseacon la
aplicacion de la proteina morfogenética Gseatipo 2 através
del conteo celular, pone de manifiesto ladiferenciaen lare-
accion histolégica de este tejido, produciendo resultados
semejantes a Sailhan, quien determind en su estudio sobre
distraccion ésea observando un aumento en la aceleracion
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[1 sin BMP

Il Con BMP

Figura 7. Respuesta osteobléastica a la 3/a. semana. Gréfica que mues-
tra la diferencia en el conteo osteoblastico entre ambos grupos. Fuen-
te: Directa.
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Figura 8. Respuesta osteobléastica a la 4/a. semana. Gréfica que mues-
tra la diferencia en la respuesta celular entre ambos grupos de estudio.
Fuente: Directa.

delaformacion 6seaen los grupos alos cuales seles coloco
la rhBMP-2 en comparacion a la distraccion que no se le
coloco citada proteina.

L a respuesta histol 6gica mostrada en este estudio es una
afirmacion mas sobre €l uso y €l potencial que presenta la
rhBMP-2 en el proceso de osteoinduccién.

Conclusiones

Al final de este trabajo de investigacién se concluy6 que
son muchas las ventajas que ofrece € uso de la proteina
morfogenéticatipo 2, lacual serelacionacon lacalidad del
hueso producido, €l tiempo en lacicatrizaci6n, labiocompa:
tibilidad mostrada con los tejidos y los diferentes usos en
los que se puede aplicar.

La respuesta mostrada durante el proceso de cicatriza-
cién, nos confirma que es una aternativa mas en la neofor-
macién y conservacion 6sea, yaque induce larespuesta his-
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Figura 9. Respuesta osteobléastica a la 6/a. semana. En esta gréfica se
sigue presentando mayor nimero de células osteoblasticas presentes
en el grupo experimental. Fuente: Directa.

tol 6gica en menor tiempo en comparacion con laformacion
dematriz 6seade formahabitual.

Hay mucho camino por recorrer con este producto inno-
vador, €l cual hasido unaimportante aportacion alainvesti-
gacion, logrando su biocompatibilidad, reduciendo al maxi-
mo los efectos no deseados, luchando constantemente en la
mejora para desarrollar las técnicas dptimas y sencillas du-
rante su aplicacion.

Debido a los resultados obtenidos en este estudio se
sugiere su aplicacion en tratamientos que requieran la co-
locacién de sustitutos éseos (los cuales sélo presentan
caracteristicas osteoconductoras), ya sea empleandolos en
sustitucion de estos o en combinacion con los mismos,
paraofrecer unaalternativaeficaz en laconservacion de pro-
cesos alveolares y correccion de defectos 6seos a los pa-
cientes que lo requieran.

Este trabajo de investigacion ha presentado resultados que
muestran un mayor niimero de células encargadas de sinteti-
zar matriz 6sea formada mediante el uso de larhBMP-2 en
comparacion de larespuesta de cicatrizacion éseanormal.

Este producto innovador requiere de muchos mas estudios
y aplicaciones clinicas, siendo una opcion su colocacion en
los pacientesdel Servicio de CirugiaMaxilofacial, querequie-
ran tratamientos que implique la colocacion de sustitutos
0se0s los cuales solo presentan capacidad osteoconductora,

como, por gjemplo, en defectos de rebordes aveolares, pato-
logias quisticas o tumorales, en €l cierre de fisuras palatinas,
cirugiareconstructivamaxilofacial, en colocacion deimplan-
tesdentalesy elevacién de seno maxilar, en distracci6n osteo-
génicay, finamente, en laconservacion ésea. Espor €llo que
debido a los resultados encontrados en este trabajo y en in-
vestigaciones clinicas podemos sugerir la utilizacion de este
producto en combinacion con los sustitutos 6seos.
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