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Resumen

El propésito de esta investigacion fue evaluar las caracteristicas osteoinductivas de las Proteinas
Morfogenéticas Oseas (PMO) parcialmente purificadas de hueso bovino, mediante implantacion
subcutanea en un modelo experimental lapino, para ser utilizadas posteriormente como material de
injerto 6seo en combinacion con un material osteoconductor. El procedimiento se llevo a cabo mediante
la implantacién subcutanea de ocho mg de PMO en la region dorsal a nivel de la escéapula, en 21
conejos de Raza Blanca de Nueva Zelanda, los cuales se distribuyeron en 6 grupos de evaluacion asi:
tres, seis, nueve, doce, veintiln dias y ocho semanas de evolucion, transcurridos estos tiempos se
retiraron los implantes para ser evaluados histopatolégicamente por microscopia 6ptica convencional
y asi caracterizar los diferentes elementos tisulares. Los resultados obtenidos se analizaron utilizando
el método factorial de correspondencias multiples con clasificacion jerarquica, el cual mostré que las
PMO estimulan la induccion de hueso en sitios ectopicos, teniendo actividad osteogénica ya que se
observé presencia de trabéculas 6seas en todas las muestras tomadas a partir del sexto dia post-
implante.

Palabras Clave: factores de crecimiento, implantes, osteoinduccion.

Introduccién

La correccion de defectos 6seos es un problema Entre los materiales biologicos utilizados se encuen-
que se plantea con frecuencia, motivo por el cual, ldgen las PMO, estas son péptidos producidos localmente
cirujanos utilizan distintas técnicas quirargicas y un@or los osteoblastos, regulados por mecanismos endo-
amplia gama de materiales de sustitucion 6sea. Estosnos. Se encuentran distribuidas a lo largo de las
materiales pueden ser de origen natural o sintétictbras colagenas del hueso normal, en células perios-
deben tener buenas propiedades mecanicas, ser ligrles y mesenquimales de la médula 6sea (15, 22, 25).
compatibles, es decir atoxicos, inertes desde el punto
de vista inmunitario, no carcinégenos, y favorecero Las PMO tienen propiedades osteoinductivas, se
inducir una respuesta en el tejido 6seo (1, 7, 12). consideran el mayor componente activo en el hueso
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desmineralizado, y hacen que las células recipientss injerto la proteina morfogenética 6sea extraida en

circundantes (mesenquimales indiferenciadas) se e fase | en tejido subcutaneo, a una dosis de 8 mg.

cluten y se diferencien en condroblastos o en célul&ara la sutura se utilizé sutura sintética absorbible

formadoras de hueso (osteoblastos), contribuyendo &#xon 3-0 (&cido Poliglicolico, Davis & Geck Inc). El

a la regeneracion del hueso por promocion de la prodysestoperatorio incluyd terapia antibiética con

cion 6sea desde células en el sitio del defecto (17, 18, 28)mpicilina via 1.M. a dosis terapéutica (10 mg/kg.)

cada 12 horas durante cinco dias, limpieza y desinfec-

Las PMO estimulan la actividad de induccién decion del &rea quirdrgica dos veces al dia con Povidone

hueso en sitios ectopicos u ortépticos, obteniéndosedine, hasta que la cicatrizaciéon superficial fue com-

un proceso de osificacion endocondral o intramembraleta (promedio 10 dias).

nosa, el cual es indistinguible entre PMO obtenidas de

diferentes especies (6,10, 20). Evaluacion clinica

El concepto de reemplazo éseo utilizando osteoin- Se evaluaron los siguientes parametros al examen
duccion es atractivo ya que el hueso inducido resultantéinico diario: aumento de la temperatura, edema,
es enteramente aut6logo y por lo tanto no habria morl§categorias leve, moderado y severo) exudado y toma
lidad del sitio donador ni limitaciones por disponibilidadde alimento
ni cantidad de material de injerto utilizado, reduciéndose
el tiempo de consolidacion y reconstruccion de defec- Evaluacion histolégica
tos Oseos (8, 11, 19).

La toma de biopsias para evaluacién histopatologica

Este estudio pretendi6é evaluar las caracteristica® realiz6 a los tres, seis, nueve, doce, veintiln y cin-
osteoinductoras de las Proteinas Morfogenéticas Oseasenta y seis dias a partir de la intervencion, mediante
(PMO) obtenidas en una investigacion anterior (14). unaincision sobre la region dorsal a la escdpula de 2.5

cm, bajo anestesia general mediante inyeccién intra-

Materiales y métodos muscular de ketamina a dosis terapéutica (20 mg/kg).

Seleccion del grupo de animales Las muestras obtenidas de un tamafio aproximado
de 2 cm, fueron sumergidas en formalina tamponada
Se utilizé el protocolo experimental F 981-93 deal 10% como liquido fijador. Se enviaron a patologia
ASTM (American Society for Testing and Materials,con las respectivas descripciones macroscopicas, las
organizacion americana encargada del desarrollo deales fueron destinadas a estudio mediante micros-
estandares internacionales de materiales, productaspia dptica convencional, descalcificAndose con acido
sistemas y servicios) para evaluar la reaccién de lodtrico al 5% en formalina al 10%, durante tres a cuatro
tejidos a biomateriales utilizados en injertos quirdrgicoslias, comprobando a diario el grado de descalcificacion,
Se trabajé con un nimero total de 21 conejos machgmra evitar que un sobretratamiento acido de las
raza blanca Nueva Zelanda de 75 dias de edad y M2iestras pudiera deteriorarlas. Una vez descalcifi-
kg peso promedio. Los cuales se distribuyeron endadas, las muestras fueron deshidratadas con alcohol
grupos de evaluacién y se realizaron biopsias a lagilico de concentracion creciente, pasadas por xilol y
tres, seis, nueve, 12, 21 y 56 dias de evolucion, papeeincluidas en parafina en un «Procesador de Tejidos

valorar las caracteristicas del implante. VIP 2000» de Bayer. Finalmente se realizaron seccio-
nes de 5 micras de espesor en un micrétomo motori-
Procedimiento quirdrgico zado Reichert 2025, que fueron tefiidas con el método

convencional de hematoxilina-eosina y el tricrémico
Los individuos fueron preparados para intervenciéde Masson, adecuado para caracterizar los diferentes
quirargica previa depilacién y lavado de la zona cosomponentes mesenquimales.
gluconato de clorhexidina al 0.2%, posteriormente con
alcohol isopropilico al 70%; anestesiados medianteos parametros valorados fueron:
inyeccién intramuscular de ketamina a dosis tera-
péutica (20 mg/kg). Se realizaron incisiones de 15 Trabeculaciones 6seas.
cm en la piel de la regién dorsal a la escapula, don@&e Tejido conectivo vascular (vasculitis).
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3. Infiltrado mononuclear. torio fue de tipo eosinofilico principalmente y células
4. Infiltrado polimorfonuclea (eosindfilos, neutrofilos). gigantes multinucleadas en forma leve.
5. Células gigantes.
6. Tejido de granulacion. Dia 12 La presencia de trabeculaciones 6seas
7. Necrosis.( leve, moderada, severa) continua siendo un hallazgo histopatol6gico caracte-
ristico, que para el grupo de animales de 12 dias postim-
Andlisis estadistico plante se acompafia de un abundante infiltrado de tipo

mixto (mononucleares y polimorfonuclerares), presen-
Los resultados obtenidos se analizaron aplicandna de tejido de granulacion y necrosis de coagulacion
el método de Andlisis Factorial de Correspondencigséase Figura 1).
Multiples con clasificacion jerarquica, cuyo objetivo
es permitir relacionar todas las variables de indo
cualitativo a fin de ver similaridades y disimilaridades
entre modalidades, entendiéndose por modalidad |
diferentes alternativas que adopta una variable.

Resultados
Observaciones Macroscoépicas

Se presentd un aumento leve de temperatura,
promedio 39.7°C al dia 2 de la implantacién en >
30% de los animales; no se observo alteracion alguiig.. =

; 4 e ir-eis
en el consumo de alimento y se presento un ederfia e - :
moderado entre los dias 2-5 posimplante en el 28% §| Ltji:r?pl:;ntEWdenua de formacion trabecular a los 12 dias
los animales.

Tejido conectivo :haces de fibras colagenas, fibroblastos
ZTejido 6seo en formacién, capa de osteoblastos rodeando las estructuras

EI dia 3’ se ObserVé un material amorfo con apqﬁ;fggg;%?edgfénulocitos neutrdfilos, eosindfilos y células plasmaticas.
riencia caseosa de color blanco amarillento y poco
consistente. Del dia 6 al 56, las muestras presentaron Dia 21 Se encontré severa trabeculacion 6sea en
una apariencia de masa redondeada, carnosa y endag-muestras analizadas. El infiltrado aparecié en canti-
sulada, muy vascularizadas y de consistencia firmedad leve a moderada formado por células de tipo poli-
morfonuclear y células gigantes multinucleadas. Como
Resultados histopatoldgicos en el caso anterior se evidencid formacion de tejido
de granulacion en forma moderada (véase Figura 2).
Dia 3. En el grupo de 3 dias la lesion se caracterizé
por la presencia de abundante infiltrado de tipo eosino- Dia 56 En el grupo de 8 semanas se detect6 la
filico el cual se localizé principalmente a nivel perivasformacién de una capsula de tejido conectivo denso
cular. El tejido conectivo circundante present6 necrosi@deando trabeculaciones 6seas abundantes y bien defi-
hemorragica. nidas, infiltrado inflamatorio mixto y tejido de granula-
cion (véase Figura 3).
Dia 6. Los hallazgos histopatoldégicos més
significativos para este grupo de animales fueron pre- Hallazgos asociados a formacién trabecular
sencia de trabeculaciones 6seas abundantes, hemo-
rragia severa, células gigantes multinucleadas en forma A partir de los 6 dias post implante, en todos los
moderada rodeando las trabéculas neoformadas, liggfiipos hubo formacién de trabéculas éseas abundantes
vasculitis y severa necrosis de coagulacion. y bien definidas, sélo en dos casos fue moderada con
variaciones en el grado de calcificacion segun el tiempo
Dia 9. En los conejos de este grupo se encontrde evolucion. Asi, en 16 de las muestras (76.2%) se
como en el caso anterior formacion severa de trabéavbservo severa trabeculacion 6seay en éstas siempre
las 6seas y tejido conectivo activo. El infiltrado inflamahubo infiltrado eosinofilico, siendo severo en el 83.3%
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Figura 2. Formacion trabecular a los 21 dias postimplante. Figura 3. Formacién 6sea a los 56 dias postimplante

1 Trabéculas de tejido 6seo recién formado, a. osteocitos, b. osteoblastos, c. matriz dsea
calcificada, d. osteoide, e. formacién médula 6sea.

2Reaccion inflamatoria en tejido conectivo, donde se observan linfocitos, macréfagos, células
plasmaticas, granulocitos neutréfilos y células gigantes.

1 Trabéculas 6seas, a. osteocitos, b. osteoblastos. 2. Vasculitis, 3. Reaccion inflamatoria en
tejido conectivo, donde se observan linfocitos, macréfagos y granulocitos eosindfilos.

de los casos. Por el contrario, no se observé infiltradsiendo moderada su presencia en el 28.6%. La necrosis
mononuclear en el 58.3% de las muestras con formacidbservada fue severa en el 42.9% y no se presento
trabecular severa, ademas en el 78.9% de éstas, neseel 47.6% (véanse Tabla 1y Figuras 4y 5).
evidencio vasculitis. La observacion de vasculitis sélo se
presentd en dos muestras de forma moderada y severaDiscusion
pertenecientes a los dias 6 y 21 respectivamente; en el
resto de los periodos no se evidenci6 esta variable. La induccion 6sea fue demostrada en 1965 por
Urist (9, 21, 26) quien observo que después de la im-
La presencia de trabéculas 6seas se acompafiaptemtacion en tejido blando las células mesenquimales
la mayoria de los casos con formacion de tejido deerivasculares fueron inducidas a diferenciarse en car-
granulacion, de acuerdo a la evaluacion estadistica #lago y por ultimo en hueso. Las PMO han demostrado
el 70% de las muestras. una actividad osteogénica significativa en numerosos
modelos animales incluyendo los conejos (2, 5, 16)
No hubo presencia de infiltrado polimorfonuclearEn el presente trabajo, la aplicacién subcutdnea de las
neutrofilo hasta el noveno dia de evolucion y fue seve®MO en conejos condujo a la formacion 6sea.
en el 19% de los casos; a partir de este dia todas las
muestras se caracterizaron por presentar infiltrado tipo Boyanet al(3) describieron que durante la osifica-
mixto (mononuclear moderado, polimorfonuclear deién endocondral inducida por implantacion subcutanea
moderado a severo) ademas tejido de granulacion.o intramuscular de matriz 6sea desmineralizada, las
células de tejido conectivo respondieron diferencian-
La presencia de células gigantes siempre se acodnse en condroblastos que sintetizan y secretan matriz
pafio de formacion trabecular, exceptuando un casge cartilago especifico, incluyendo colageno tipo Il y
A diferencia de la presencia de necrosis que se idengiroteoglicanos. La matriz cartilaginosa es calcificada,
fico en el 52.4% de los casos. vascularizada y eventualmente reemplazada por
nuevas formas de tejido 6seo.
Hallazgos generales independientes de la
formacién trabecular De acuerdo con Wozney (24, 25), el efecto mas
especifico observado para estas proteinas es la dife-
En términos generales se observé desde el primenciacion de las células progenitoras mesenajes
periodo de evaluacion (3 dias) la presencia de infiltraden diferentes tipos de células que incluyen condroblastos
polimorfonuclear eosinofilico en diferentes grados, coy osteoblastos. Efectos similares se obtuvieron en este
rrespondiendo a una presentacion severa en el 28.@&%iudio, al presentarse un 76.2% de formacion trabecular
de los casos, mientras en el 47.6% fue moderado. Cosea con evidente actividad osteoblastica.
relacion a las células gigantes se evidenciaron en el 52.4%
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Tabla 1. Coordenadas, contribuciones y cosenos cuadrados de las modalidades activas en los ejes 1 a 5.

MODALIDADES

COORDENADAS

CONTRIBUCIONES

COSENOS CUADRADOS

IDEN ETIQUETA P.REL DIST. 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4

1. TRABECULAS

MOSE - MODERASA OSEA 119 950 -193 -110 -1.35 110 -.09 9.3 4.1 6.5 5.6 .0 .39 A3 .19 .13 .00

SOSA - SEVERA OSEA 9.52 31 .36 .07 .27 .07 -18 26 a1 21 2 1.4 042 .02 .24 .02 .10

NOP1 - NO PRESENTO 179 6.00 -65 35 -55 -1.11  1.02 16 .6 16 8.7 8.3 .07 .02 .05 .21 17
CONTRIBUCION ACUMUL.  13.6 49 103 145 9.7

2. TEJIDO DE GRANULACION

LGRA - LEVE GRANULACION .60 2000 117 -113 -35 -70 -89 17 2.2 2 12 21 .07 .06 .01 .02 .04

MGRA - MODERADA GRANULACION 417  2.00 61 -41 -16 -20 .82 33 20 .3 6 124 .19 .8 .01 .02 .33

SGRA - SEVERA GRANULACION 595 110 -37 47 -41 .09 -44 1.8 3.8 3.0 2 5.2 .13 .20 .15 .01 .18

NOP2 - NO PRESENTO 179 6.00 -57 -23 186 4 -14 12 3 184 11 2 .05 .01 .57 .03 .00
CONTRIBUCION ACUMUL. 8.0 83 220 3.1 199

3. INFILTRADO MN

LMN - LEVE MN .60 20.00 1.78 .6 -58 293 215 4.0 .6 .6 201 123 16 02 .02 43 .23

MMN - MODERADA MN 417  2.00 .86 -55 -07 -34 -38 6.5 3.6 1 1.9 27 37 15 .00 06 .07

SMN - SEVERA MN .60 20.00 .60 105 -9 1.09 -2.61 5 19 14 28 181 02 06 .04 06 .34

NOP3 - NO PRESENTO 7.14 .75 .70 .18 A6 -14 .26 7.4 N .6 .5 2.2 65 04 .04 03 .09
CONTRIBUCION ACUMUL.  18.3 6.8 27 253 353

4. INFILTRADO PMN EOSINOF

LEOS - LEVE EOSINOF 179 6.00 1.02 71 -69 147 -61 3.9 2.6 25 152 2.9 17 08 .08 36 .06

MEOS - MODERADO EOSINOF 595 110 10 -76  -18  -45 .15 1 9.9 .6 4.7 .6 01 52 .03 18 .02

SEOS - SEVERA EOSINOF 3.57 25 .18 11 33 -41 .13 2 125 12 2.4 3 01 .49 .04 07 .01

NOP4 - NO PRESENTO 1.19 9.5 15 -57 97 128 -26 5.7 11 3.3 7.6 4 24 .03 .10 17 .01
CONTRIBUCION ACUMUL.  10.0  26.1 76 299 4.2

5. INFILTRADO PMN NEUTRO

LNEU - LEVE NEUTRO 119 950 .83 139 -34 148 167 17 6.6 4 103 149 07 .20 .01 23 .29

MNEU - MODERADO NEUTRO 179  6.00 .69 -1.17 90  -22 .40 18 7.1 4.3 3 13 08 .23 .13 01 .03

SNEU - SEVERO NEUTRO 238 425 -33 43 112 10 -.26 .6 13 9.0 a1 7 03 .04 .30 00 .02

- NOP5 - NO PRESENTO 714 075 -02 -08 -54 -22 -29 .6 a1 6.3 14 27 05 .01 .39 07 11

CONTRIBUCION ACUMUL. 47 151 200 121 196

6. VASCULITIS

MVAS - MODERADA VASCULITIS .60 20.00 -1.99 -1.40 -1.96 .89 .04 5.0 3.3 6.8 19 .0 20 10 .19 04 .00

SVAS - SEVERA VASCULITIS .60 20.00 34 -22 -42 -118 .30 1 1 .3 3.3 2 01 00 .01 07 .00

NOP6 - NO PRESENTO 11.31 A1 .09 .08 A3 .02 -.02 2 2 .5 .0 .0 07 07 0.15 0 0
CONTRIBUCION ACUMUL. 53 3.7 7.7 51 3

7. CELULAS GIGANTES

LCEL - LEVE CELULAS 357 250 119 -61 -04 12 27 107 3.8 .0 2 11 57 5 .00 01 .03

MCEL - MODERADA CELULAS 179 6.00 -156 -95- 1.16 .48 .38 9.2 4.6 72 16 12 41 15 22 04 .02

SCEL - SEVERA CELULAS 119 950 -79 -66 242 74 .00 1.6 15 209 2.6 .0 07 .05 .62 06 .00

NOP7 - NO PRESENTO 595 110 -.09 78 -11 -36 -27 .1 105 2 31 20 01 .56 .01 12 .07
CONTRIBUCION ACUMUL.  21.7 204 28.3 75 4.3

8. NECROSIS

LNEC - LEVE NECROSIS 1.19 95 -39 197 -29 -68 .98 4 133 .3 22 5.1 .02 41 .01 .05 .10

SNEC - SEVERA NECROSIS 536 133 -8 -25 .22 .07 .06 8.7 .9 .8 A 1 .57 .05 .04 .00 .00

NOP8 - NO PRESENTO 595 110 .87 -17 -14 .07  -25 9.4 5 .3 a1 17 .68 .03 .02 .01 .06
CONTRIBUCIONACUMUL. 185 14.7 1.4 24 6.8

Permite evaluar la calidad de representacion de las distintas modalidades evaluadas para establecer tipologias y grupos cuando se elabora el andlisis de cluster. Las coordenadas, la contribucién
y los cosenos cuadrados, permitieron establecer cuales modalidades estan definiendo los ejes de los cuadros y por lo tanto definen el factor a establecer. En el centro se retine lo mas frecuente
o comun a las observaciones. Entre més se aleja del centro, menos frecuente es.

Segun Reedi (13), después de que el hueso esgn este estudio se evaluaron los hallazgos histopa-
desmineralizado y es injertado subcutaneamente, f§lagicos durante los dias 3, 6, 9, 12, 21 dias y 8 semanas
prOIiferaCién de células meseanimaleS ocurre a IOSy?'se observod gue unavez las proteinas fueron implan-
dias, hay diferenciacién de condroblastos a los 5 di%as hubo formacién trabecular después del sexto
nyfmaCién de Cartl'lago dentro de los 7 dias SigUientQﬁa, con una marcada fibrop|asia gue se acompaﬁé de
ala implantaCién, la invasion vascular Yy la CaICiﬁcaCiéﬁhf”trado eosindfilo en diferentes grados y células epi_
del cartilago comienzan 9 dias después de la implagsiioides proximas a un tejido conectivo capsular. La
tacion y la formacion de hueso de 10 a 11 dias. Ldiferenciacion celular, la presencia de trabéculas y la
formacion de médula 6sea y proliferacion de célulagascularizacion son hallazgos compatibles con los re-
hematopoyéticas se presenta dentro de 3 semangsrtados por otros autores (4, 5, 16). Los resultados
Histologicamente se observé formacion de huesgemostraron que las PMO estimularon la sintesis y la
lamelar entre 8 y 12 semanas. produccion de trabeculaciones 6seas a partir del sexto

dia post-implante.
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Figura 4. Hallazgos Histologicos

En el plano factorial, se aprecia que lo mas frecuente es LVA o ausencia de él (NOPG). No
presenta infiltrado de PMN neutréfilos NOP5. SOSA presentacion de trabéculas dseas: severa.

Necrosis. Se asocia con la NO presencia de tejido de granulacion y células gigantes:
severa. SMN: Infiltrado severo de mononucleares. Se asocié mas con LNEU Infiltrado de
neutréfilos leve, eosinofilia leve y no presencia de células gigantes. trabéculas 6seas:
modera-da. Se asocié con (vasculitis moderada), con MCEL (células gigantes: moderada)
y con la no presencia de NOP4. MNEU moderado infiltrado neutréfilos. Se asocia con leve
granulacion LGRA. : granulacién severa, se asocié con la no presencia de trabéculas y
células gigantes, con severo infiltrado de neutrdéfilos y con severa eosinofilia. MGRA moderada
granulacién se asoci6 con severa vasculitis, con no presencia de necrosis, con moderada

infiltracion de MN y leve presencia de células gigantes.
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Figura 5. Relacion de periodos de evaluacion con los hallazgos
histolégicos

Dia 3. se asocia con trabéculas éseas severa, SGRA severa granulacién, no presencia de
células gigantes, SNEU infiltrado severo de neutrdfilos. SNEC necrosis severa, no se
present6 tejido de granulacion, células gigantes SEVERA y no present6 infiltrado PMN. Dias
9y 12. no se presento diferencia apreciable y se caracterizé por NO presencia de necrosis,
trabéculas 6seas severas, moderada necrosis (MNEC) leve LVAS leve vascularizacion. 56
Dias: Caracterizacion similar al dia 9, 12 y 21, salvo moderada granulacién y trabéculas éseas

moderada.

A las siguientes personas: Yamile Acosta, Directora Centro de Servicios de Salud, SENA;
Marta Quintero Directora Centro Agropecuario La Salada, SENA;Augusto Gonzalez MV y Neila
Moreno. Centro Agropecuario La Salada, SENA; Laboratorio de Patologia, Escuela de Medicina
Veterinaria, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia.

Summary

Osseous Graft-New Alternative. Phase Il. Evaluation of the osteoinductive properties of partially
purified bone morphogenetic proteins, subcutaneously implanted in an experimental lapin model.

The purpose of this research was to evaluate the osteoinductive characteristics of partially purified
bone morphogenetic proteins from bovine bone, through subcutaneous implantation in an
experimental lapin model, to be used later as bone graft material mixed with an osteoconductive
material. The procedure was carried out through subcutaneous implantation of 8 mg of BMP in the
dorsal region at scapula level, in 21 New Zealand rabbits. They were distributed into 6 evaluation
groups at 3,6,9,12,21 days and 8 weeks of evolution, when the implants were removed and sent to
histopatologic evaluation through convencional optic microscopy to characterize different tissue
elements, that included bone neoformation. The results were analyzed with multiple correspondence
factorial method with jerarquic classification, and showed that BMP stimulate bone induction in
ectopic sites, having osteogenic activity, because osseous trabeculae were noticed in all samples

taken since day 6 post implantation.

Key words: grafts, growth factors, osteoinduction.
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