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RESUMEN

La matriz 6sea desmineralizada (MOD) es utilizada para reparar pérdidas de hueso debido
a su propiedad osteoinductiva. La osteoinduccion responde a la proteina constitutiva de la
matriz Osea, la bone morphogenetic protein-2 (BMP-2). El objetivo de la presente
experiencia consistio en establecer los acontecimientos celulares que conducen a la
reparacion de los defectos mediante la inmunodeteccion de las proteinas (BMP-2),
wingless int (WNT), Runx2, osteopontina (OPN) y osteocalcina (OC). Para la presente
experiencia se proces6 MOD por empleo de un protocolo modificado y estandarizado. El
producto se caracterizd por microscopia Optica y electronica e implante intramuscular. Se
emplearon 35 conejos a los que se les realizd un defecto 6seo ortopédico en uno de los
radios. En 30 animales, grupo tratamiento (Gt), los defectos se rellenaron con MOD,
mientras que los otros 5 conejos, grupo control (Gc), no recibieron tratamiento. A ambos
grupos se les realizé evaluacion radiologica a los 7, 15, 21, 30, 60 y 150 dias y en igual
periodo los animales del Gt fueron sacrificados para realizar estudios histologicos con
técnicas de rutina e inmunodeteccion de BMP-2, WNT, Runx2, OPN y OC. Los
preparados histologicos se fotografiaron y analizaron con un software para establecer la
densidad optica (DO) y densidad 6ptica integrada (DOI) de cada proteina y establecer el
grado de participacion de cada una de ellas en la proliferacion y diferenciacion celular que
concluyo con la reparacion de los defectos. Los resultados de las DO y DOI se analizaron
con ANOVA y Test LSD de Fisher. Las particulas de MOD poseian forma cuadrangular,
midieron 532,42 um y conservaban la arquitectura histologica de las cortezas Oseas. La
evaluacion radiologica mostrd reparacion completa entre los 30 y 60 dias post-tratamiento
solo en el Gc. Histologicamente se establecid que la reparacion se realizd por
osteoinduccion mediante osificacion transcondral. La proteina BMP-2 estimulo la
diferenciacion de las células mesenquimaticas (CM) que concurrieron, a la vez influyé en
la expresion de WNT; ambas interactuaron para que se manifieste Runx2 que posibilito la
proliferacion y diferenciacion de las CM en condrocitos y transdiferenciaran en células
osteoprogenitoras, preosteoblastos y osteoblastos. El analisis digital de las microfotografias
de las inmunodetecciones establecio que BMP-2, WNT y Runx2 tuvieron participacion
significativa (p<0,05) entre los 15 y 21 dias; OPN y OC también tuvieron especial
intervencion a los 15 y 21 dias y luego a los 150 dias. La MOD posee capacidad

osteoinductiva pues posibilita la transdiferenciacion del linaje celular dseo.



Summary

Demineralized bone matrix (DBM) is used to repair bone loss due to its osteoinductive
property. The osteoinduction responds to the constitutive protein of bone matrix, the bone
morphongenetic protein-2 (BMP-2). The aim of the present experience consisted in
establishing the cellular events/occurrences that lead to the repair of the defects by means
of immunodetection of the proteins (BMP-2), wingless int (WNT), Runx2, osteopontin
(OPN) and osteocalcin (OC). For the present experience, DBM is processed by means of a
modified and standardized protocol. The product is characterized by optic and electronic
microscopy and intramuscular implant. A bone defect was caused in one of the radius of
the 35 rabbits used in the experience. In 30 animals, the treatment group (TG), the defects
were filled with DBM, while the other five rabbits, the control group (CG), did not receive
treatment. Both groups were evaluated radiologically at 7, 15, 21, 30, 60 and 150 days, and
in the same period, the animals of the TG were killed to perform histological studies with
routine techniques and immunodetection of BMP-2, WNT, Runx2, OPN and OC. The
histological slides were photographed and analysed with a software to establish the optic
density (OD) and the integrated optic density (IOD) of each protein and to establish the
degree of participation of each of them in the cellular proliferation and differentiation that
concluded in the repair of the defects. The results of the OD and the IOD were analysed
with ANOVA and Fisher LSD Test. The DBM particles had a quadrangular form,
measured 532,42 um and kept the histological architectures of the bone cortexes. The
radiological evaluation showed complete repair between 30 and 60 days post-treatment of
the CG. Histologically, it was established that the repair was realized by the
osteoconduction through transcondral ossification. The BMP-2 protein stimulated the
differentiation of the mesenchimatic cells (MC) that gathered, while it influenced in the
expression of WNT. They both interacted to allow the manifestation of Runx2, which
made possible the proliferation and differentiation of the CM into chondrocytes and
transdifferentiation into osteoprogenitor cells, preosteoblasts and osteoblasts. The digital
analysis of the microphotographs of the immunodetections established that BMP-2, WNT
and Runx2 had significant participation (»p<0,05) between days 15 and 21; OPN and OC
also had a special intervention between days 15 and 21 and after day 150. The DBM has
osteoinductive capacity as it makes the transdifferentiation of the bone cellular lineage

possible.
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prominente. Las células emiten finas proyecciones citoplasmaticas
(flechas) hacia el Otd. Barra de escala: 2 um (Silva et al., 2015).
Microscopia electronica mostrando un osteocito (Ot) ocupando una
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canaliculo (Ca). Barra de escala 2 mu. (Silva et al., 2015)

Osteoclasto (OC) multinucleado (N) muestra ribete en cepillo (RB)
adyacente al sitio a la superficie de excavacion (flechas). Varias
vacuolas (V) se observan en citoplasma proximo al ribete en cepillo.
Barra de escala: 4mu. (Silva et al., 2015)

Vista tridimensional de BMP-2 nativa. Presenta un dimero representado
en colores azul y naranja. En verde se encuentran los puentes de
disulfuro. (Scheufler et al., 1999)

Representacion esquematica de la sefnalizacion osteogénica de BMP-2,
que induce la proliferacion y diferenciacion de las células
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preosteoblastos, osteoblastos inmaduros, osteoblastos maduros y
finalmente en osteocitos. Modificado de Gaurav ef al. (2011).

Via canonica de WNT. En ausencia de union de los ligandos WNT a su
receptor (izquierda), la P-catenina se degrada y los genes no se
transcriben. Sin embargo, cuando se activa la via (derecha) disminuye la
degradacion de la B-catenina, con lo que se acumula en el citoplasma,
desde donde puede ingresar en el nicleo y activar los factores de
transcripcion. APC: proteina de la poliposis adenomatosa del colon; [3-
cat: [B-catenina; cK: caseina-quiinasa; Dsh: dishevelled; GSK3:
glucdgeno sintetasa quinasa 3; sFRP: proteina soluble similar a frizzled;
SOST: esclerostina. En: Velasco y Riancho (2008)

Rol de la via canonica de WNT en la diferenciacion osteoblastica desde
las células mesenquimaticas (CM) mientras que inhibe la diferenciacion
en condrocitos y adipocitos. WNT aumenta la proliferacion de los
osteoblastos y mineralizacidon, mientras que bloquea la apoptosis de los
osteoblastos, la diferenciacion y activacion de los osteoclastos por
aumento de los gradientes de OPG/RANKL Esclerotin, que es un
inhibidor de la via candnica expresada por los osteocitos, que suprimen
la proliferacion y funcion de los osteoblastos. En: (Kubota ez al., 2009)
Modelo de activacion de la integrina avp3 del osteoclasto (OC) para la
migracion y adhesion a la matriz. (A) La integrina avp3 se encuentra en
estado basal (]|). Cuando el osteoclasto requiere trasladarse y adherirse a
la MEC, requiere que la integrina avB3 ubicada en las extensiones de
membrana se active (A) y acople al grupo RGD de OPN. (B) La union
con el factor de crecimiento (FC) cambia el cominio externo de avp3 de
estado basal a activo. El FC a través del receptor tirosin quinasa (RQT)
y la integrina inducen los reacomodamientos del citoesqueleo para el
desplazamiento del osteoclasto a través del grupo proteico Rho unido a
GDP que se activa fosforilizandose (GTP) . Modificado de Faccio et al.,
(2003).

Procesamiento de hueso para obtener matriz dsea desmineralizada. A)
Huesos largos obtenidos de los conejos despojados parcialmente de los
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tejidos blandos; B) los mismos huesos a los que les fueron extraidas las
epifisis, aun conservan la médula 6sea; C) cortezas Oseas diafisiarias
fragmentadas, lavadas y despojadas de tejidos blandos y restos de
médula 6sea; D) fragmentacion de las diafisis hasta obtener particulas
de MOD de tamafio deseado, a la izquierda molienda gruesa del hueso, a
la derecha molienda fina; E) las particulas de MOD suspendidas en HCI
0,5 N sobre un agitador magnético; F) aspecto de las particulas de
matriz 6sea luego de la desmineralizacion.

Procedimiento quirurgico de creacion del defecto 6seo ortopédico. A)
Abordaje quirurgico de la cara dorsal del antebrazo con exposicion del
tercio medio de la diafisis radial. B) Defecto 6seo ortopédico
experimental de tamafo critico en el radio creado por doble osteotomia.
C) Defecto tratado mediante relleno con MOD

Microscopia Optica y microscopia de alta resolucion de las particulas de
MOD. A) Particulas de MOD observadas en microscopio Optico. A)
Particula de MOD al microscopio Optico con fondo claro a 100X y
cuyas dimensiones fueron 570 um x 426 um. B) Particula de MOD
tefiida con hematoxilina y eosina en donde se apreci6 tincion basoéfila e
identifico a las osteonas conteniendo cada una de ellas un canal
ostednico (flechas) (HE) 400X; C) MOAR correspondiente a una
particula de matriz desmineralizada tefiida con azul de tolouidina
magnificacion 400X.

Microscopia electronica de barrido (SEM) de las particulas obtenidas
por los dos tipos molino empleados; A) particula producto de la
molienda a 5.000 r.p.m. observada a 400X, 300x y 1000x; B) particulas
de MOD procesadas con molino a 20.000 r.p.m. SEM 300X

Imagen SEM de una particula de MOD. A) se observan los bordes netos
de la particula; B) particula de MOD magnificacién de 100X (recuadro
superior izquierdo) y detalles de una osteona (flechas) observado a
700X.

Radiografia de un muslo de un conejo empleado para determinar
propiedades bioldgicas de la MOD. Imagen de la presencia de hueso
(1zq), el hueso nuevo sefialado por el circulo.

Conejo perteneciente al grupo tratamiento luego de 21 dias de
intervenido. El animal se encuentra haciendo uso funcional del miembro
derecho.

Radiografia control de conejo del Gc. El defecto no se encuentra
reparado y los extremos de las osteotomias se observan aguzadas con
signos de atrofia

Evolucion radiologica del radio en un conejo tratado con MOD; a los 15
dias (A), 21 dias (B), 30 dias (C) y 150 dias (D).

Corte histologico efectuado a los siete dias post-operatorio. Se observan
a las particulas de MOD rodeadas por células mesenquimaticas (CM)
haciendo contacto con éstas. HE 200X.

Corte histologico realizado a los 15 dias post-operatorios. A) Se observa
la presencia de particulas de MOD rodeadas por células
mesenquimaticas (CM), cartilago (C) y un area de osificacion (Os). HE
100X; B) sobre las particulas se observaron osteoclastos (flecha) en
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proceso de resorcion/remodelacion. HE 400X.

A) Condensacion de matriz acidofila (MA) conteniendo células de
citoplasma redondo y oval. En la superficie de la condensacion se
depositan osteoblastos (OB) y osteoclastos (OC). También coexisten
sectores de matriz acidofila laxo (MAL). HE 200X; B); En este periodo
se observaron trabéculas (T) sobre las que se asentaban osteoblastos
(OB) y osteoclastos (OC). Entre las trabéculas se hallan células
mesenquimaticas (CM) en relacion directa con pre osteoblastos y
osteoblastos (OB). HE 200X.

Area de osificacion a los 15 dias. A la izquierda de la microfotografia se
aprecia la presencia de tejido 6seo y a la derecha el tejido cartilaginoso.
Las flechas sefialan condroplastos de la matriz cartilaginosa
mineralizada conteniendo dos células. HE 400X.

Histopatologia de sector de defecto ortopédico tratado con MOD a los
21 dias post-operatorios. Hay una combinacion de espiculas Oseas
nuevas (E) y tejido condral (TC). Las espiculas contienen osteocitos
(estrellass) en su matriz y osteoblastos (flechas) en sus superficies. Junto
a grupos de osteoblastos de aprecian osteoclastos (Oc). HE 200X

Figura N°26. Histologia a los 30 dias post-operatorios. Trabéculas 6seas
(T) cubiertas por osteoblastos (Flechas). HE 200X.

Figura N°27. Histologia a los 30 dias post-operatorios. Tejido
cartilaginoso a partir del cual se estd llevando a cabo el proceso de
osificacion HE 200X.

Figura N°28. Corte histopatoldégico mostrando variedad de tipos de
celulares y de tejido. Por una parte, se aprecian espiculas (E) de hueso
nuevo que contienen osteocitos y osteoblastos (Ob) acompafiados de la
presencia de osteoclastos (Oc). En los espacios formados por las
espiculas se presentan células osteoprogenitoras y pre osteoblastos. A la
derecha de la fotografia se encuentra el tejido cartilaginoso (C) con
condrocitos hipertroficos (Ch) formando grupos isogénicos axiales.
Entre ambos tipos de tejido hay cartilago osificandose (Os) donde se
observan condroplastos (Cp) vacios. HE 400X.

Hueso nuevo producto de la reparacion de un defecto 6seo ortopédico
tratado con MOD. En ¢l se observa la presencia de trabéculas (T) oseas
maduras conteniendo vasos sanguineos (Vs) y osteocitos (*). En la
superficie interna de algunas de las trabéculas se observan osteoblastos
(Ob). HE 100X.

Hueso denso laminar (Hd) producto de la reparacion de defecto 6seo
ortopédico inducido por implante de MOD luego de 150 dias post-
tratamiento. La matriz contiene osteocitos (Oc) y entre las trabéculas
existen espacios con células de médula 6sea (M). HE 200X
Inmunomarcacién de BMP a los 7 dias. Se observan particulas de MOD
en las que se aprecia un incremento de la intensidad de marcacion en las
lagunas que ocuparon los osteocitos. 200X

Inmunodeteccion de WNT en las particulas de MOD a los 7 dias post-
tratamiento. 200X

Inmunodeterminacion de Runx2 en células fenotipicamente
mesenquimaticas (CM) en contacto y relacion directa con particulas de
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MOD. 400X.

Inmunomarcacion de OPN en las particulas de MOD. 100X.
Inmunomarcacién de OC en particulas de MOD a los siete dias post-
operatorio. 200X.

Inmunomarcacién de BMP-2 a los 15 dias post-tratamiento. A) Particula
de MOD rodeada por CM; B) Sector de hueso nuevo donde se observan
espiculas en cuya matriz se inmunodetect6 BMP-2 (*), al igual que en
los osteocitos que la componen encuentra. Entre las espiculas se
observan pre osteoblastos (POb) y osteoblastos (Ob) sefialando BMP-
2.200X.

Inmunomarcacion de BMP-2. A) Sector correspondiente a
condrogénesis iniciada en sector de células mesenquimaticas (CM) se
observa cartilago conteniendo condrocitos (Co) y sector de osificacion;
B) Andlisis digital de la fotografia en la cual se aprecia en rojo la
expresion de BMP-2. 200X.

Inmunomarcacion de BMP-2 en sitio de osificacion (Os) en
inmediaciones de cartilago (C). BMP-2 se halla sefialada en color
marrén en la matriz de las espiculas d6seas en formacion (*); en
osteoblastos (Ob), osteoclastos (Oc). En la matriz se aprecia rodeando a
los osteocitos y en €stos.

IHQ WNT de tejido de reparacion de defectos 6seos tratados con MOD.
Las particulas de MOD se hallan rodeadas por células mesenquimaticas,
del lado derecho el andlisis digital de la misma imagen muestra en color
rojo las células marcadas ITHQ 200X.

Inmunodeteccion de WNT. A) de tejido de reparacion de defectos dseos
tratados con MOD. En Ila micro fotografia superior se la
inmunomarcacion de WNT en células mesenquimaticas (CM), cartilago
(C); condrocitos hipertroficos (Ch) y sitio de osificacion (Os). B)
Analisis digital de la misma microfotografia en la que se muestra en rojo
la presencia de WNT. 200X.

Inmunomarcacion de WNT de en corte histologico de un sector de
reparacion conteniendo espiculas neoformadas. En la fotografia
superior, en el angulo superior izquierdo se observan células
mesenquimaticas (CM), espiculas en centro de la imagen sobre las que
se depositan osteoblastos (Ob); entre los espacios formados por las
espiculas las células osteoprogenitoras (*) y los pre osteoblastos
marcados en rojo como producto del andlisis digital de Ila
microfotografia. 200X.

Inmunodeteccion de Runx2 en células mesenquimaticas que rodean a
las particulas de MOD. 100X

Inmunodeteccion de Runx2. A) Runx2 se encuentra en los
preosteoblastos y condrocitos; B) Analisis digital de la microfotografia
en A) donde Runx?2 de se encuentra en color rojo. 200X.

Técnica IHQ de OPN de defecto 6seo ortopédico tratado con MOD 15
dias post-operatorio. OPN sefialada en las particulas de MOD y en las
células tipo mesenquimaticas. 100X.

Inmunomarcacion de OPN de defecto 6seo ortopédico tratado con MOD
15 dias postoperatorio. A) Tejjdo de matriz denso (MAD) tejido
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encuentra expresada en las CM vecinas al cartilago ( C). 200X.
Inmunodeteccion de BMP-2. En la fotografia se observa un sector con
espiculas (E) 6seas nuevas. BMP se encuentra sefialando en células
osteoprogenitoras (*), osteoblastos (Ob) presentes en las superficies
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nuevas. WNT inmunosefiala en las CM, tejido cartilaginoso (C),
condrocitos (Co), condrocitos hipertroficos proximos a los sitios de
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200X

A) Inmunomarcacion de Runx2 Corte histologico de seccion que
incluye sector de células mesenquimaticas (CM), sitio de condrogénesis
(CQG) y cartilago (C) al que se practicé IHQ para inmunodetectar Runx2.
200X. B) Analisis digital de la misma imagen, en color rojo se aprecia
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Inmunomarcaciéon de Runx2 A) Sitio de osificacion y tejido
cartilaginoso. Runx2 se inmunodetecto en el sector correspondiente a las
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el cartilago, algunos condrocitos marcaron Runx2; B) Analisis digital de
la fotografia A), en negro se sefala la inmunoexpresion de Runx2.
200X.
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interior ( < ). Los condroplastos y células internas marcadas por OPN (
) se fusionan entre ellas (>) creando espacios donde se depositan
osteoblastos (Ob) 400X.

Inmunodeterminacién de OC en sector de osificacion (Os). OC se
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donde la proteina se deposita en los bordes. En las espiculas (E) la
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Inmunomarcacion de BMP-2 a los 60 dias post-tratamiento. En la
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



El hueso es uno de los pocos 6rganos que conserva el potencial de regeneracion en la vida
adulta, pues posee capacidad de reparacion sin la formacion de cicatrices. Esta condicion le
cabe para la remodelacion y para la cascada de acontecimientos celulares y moleculares
que suceden en la curacion de las fracturas (Egermann et al., 2006; Nandi et al., 2010).

El tratamiento de defectos Oseos ortopédicos amplios constituye un desafio para los
cirujanos ortopedistas. Las razones obedecen a factores relacionados con el
comportamiento biomecanico del hueso afectado, especialmente si el sitio del defecto debe
soportar peso y presiones como consecuencia de las actividades fisicas del paciente, y, por
otro lado, por las caracteristicas del biomaterial utilizado para la reparacion del faltante

0seo.

1.1 Injertos Oseos y sustitutos 0seos

Los injertos 0seos, y en particular los autoinjertos, son el “estandar de oro” para el
tratamiento de defectos ortopédicos amplios. Un injerto de hueso se define como un
material implantado que promueve la curacion 6sea solo o en combinacién con otro/s
material/es (Elsalanty y Genecov, 2009), a través de la osteogénesis, osteoinduccion,
osteoconduccion (Albrektsson y Johansson, 2001).

El término osteoconduccion implica el crecimiento de hueso sobre un injerto d6seo. El
crecimiento puede realizarse sobre la superficie o hacia el interior a través de poros y
canales pre existentes (Albrektsson y Johansson, 2001). En tanto que osteoinduccion
implica que las células mesenquimaticas (CM) indiferenciadas pluripotentes provenientes
de los tejidos circundantes, de alguna forma son estimuladas para desarrollar el linaje de
células formadoras de hueso (Albrektsson y Johansson, 2001). Un sindénimo de
osteoinduccion, es el proceso por el cual se induce la osteogénesis (Wilson-Hench, 1987).
Los autoinjertos 6seos son la opcidn terapéutica que prevalece para la reconstruccion de
defectos Oseos pequefios. Tienen caracteristicas osteogénicas relevantes para la
consolidacion, modelado y remodelacion (Athanasiou et al., 2010). Entre las desventajas
de los autoinjertos se hallan el dolor y morbilidad del sitio donante (Pollock et al., 2001)
sumado a complicaciones en proceso de obtencion (Ehrler y Vaccaro, 2000).

Los aloinjertos y xenoinjertos han sido indicados para superar los riesgos asociados a los
autoinjertos, aunque su uso es complicado por poseer menor propiedad relativa de

incorporarse al huésped (Ehrler y Vaccaro, 2000). La inmunogenicidad y consiguiente
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rechazo, el secuestro del injerto, las infecciones y el riesgo potencial de transmision de
enfermedades son algunas de las desventajas (Shafiei et al., 2009; Parizi et al., 2012). Los
xenoinjertos, ademas conllevan los riesgos de transmision de enfermedades zoonoticas, y
el rechazo del injerto es mas probable y agresivo (Oryan et al., 2013). Para evitar las
complicaciones mencionadas existe interés creciente de los investigadores en hallar nuevos
materiales con capacidad osteoconductiva que sirvan de transporte de proteinas y
citoquinas con fines de sustituir los injertos 6seos (Nandi et al., 2010).

Un sustituto de hueso debe ser biocompatible, reabsorbible, de facil manejo, con
propiedades fisicas y quimicas similares a la de hueso esponjoso, libre de agentes
patoldgicos y costo adecuado (LeGeros, 2002). Adicionalmente, el material debe actuar
como una barrera mecénica para el crecimiento de tejido fibroso o la interposicion de
musculo en el defecto 6seo (Wang et al., 1988).

Los materiales empleados en calidad de injerto 6seo o sustitutos 6seos se dividen en varias
categorias que incluyen a los de base sintética como el fosfato de calcio o hidroxiapatita
(HA); y naturales como auto-, alo- y xenoinjertos, componentes minerales del hueso,
coladgeno, hueso desmineralizado (Dimitriou ef al., 2011) y productos de la bioingenieria
que combina biomateriales con osteoblastos o células de la médula 6sea (Li y Li, 2005; Xu
et al., 2009). Cada opcion posee ventajas y desventajas. Los alo- y xenoinjertos tienen
caracteristicas osteoinductivas y osteoconductivas pero carecen de las propiedades
osteogénicas que poseen los autoinjertos (Brydone et al., 2010; Dimitriou et al., 2011).

El componente mineral del hueso alogénico puede removerse mediante la accion de
soluciones 4cidas para obtener matriz dsea desmineralizada, con propiedades
osteoinductoras y osteoconductoras (Zimmermann y Moghaddam, 2011). La propiedad
osteoinductiva le es atribuida a la presencia de factores crecimiento presentes en la matriz
extracelular (Parikh, 2002).

El proceso de desmineralizacion al que es sometida la matriz dsea expone los factores de
crecimiento que contiene, incrementando asi las propiedades osteoinductoras (Kao y Scott,
2007). No obstante, y debido a que no posee resistencia estructural su uso primario se
limita a ser empleada a un entorno estructuralmente estable (Mahendra y Maclean 2007) y
en sitios que no deben resistir presiones por efecto del peso corporal y actividad fisica

(Hoffer et al., 2008)



En medicina veterinaria la matriz 6sea desmineralizada (MOD) demostré beneficios en la
reparacion temprana de fracturas (Servin-Trujillo et al, 2011), fracturas conminutas,
osteotomias niveladoras del plateau tibial, artrodesis y correcciones de osteotomias en
caninos (Dahners y Jacobs, 1985; Shih et al., 2005; Hoffer et al., 2008; Bigham-Sadegh et
al., 2013). También demostrd ser util para reparar defectos costales en caninos (Tang et al.,
2009) y equinos (Kawcak et al, 2000). La MOD también fue utilizada con resultados
beneficiosos en la curacion de defecto 6seos combinada con otros biomateriales (Lindsey
et al., 2006), con médula 6sea (Shih et al., 2005), vehiculizada de forma inyectable en
grandes defectos 6seos (Turner et al., 2003) y para resolver no uniones mediante inyeccion

percutanea (Tiedeman, ef al., 1991).

1.2. Tejido 6seo

El hueso es un tejido altamente especializado que en estrecha relacion con los ligamentos,
musculos y tendones posibilita la locomocidn; protege drganos vitales como a la médula
Osea, el cerebro, la médula espinal, el corazén y los pulmones; y tiene una funcién
metabolica que actuia como un reservorio de iones, en especial calcio y fosfato en el
mantenimiento de la homeostasis del medio interno (Zoch et al., 2016).

Durante la embriogénesis, el tejido conectivo, cartilago y hueso se diferencian a partir del
mesodermo difuso conocido como mesénquima. El mesénquima surge principalmente de
la linea primitiva y en segundo lugar de los segmentos del mesodermo y las capas
somaticas y esplacnicas laterales del mesodermo. El tejido 6seo se forma durante el
desarrollo fetal por dos mecanismos de osificacion: intramembranosa y endocondral.

La osificacion intramembranosa se lleva a cabo cuando las CM se agrupan, diferencian en
osteoblastos y luego en osteocitos a medida que comienzan a secretar y rodearse de matriz
extracelular mineralizada u osteoide, formando hueso. En la osificacion endocondral, las
CM también condensan y proliferan, pero en lugar de diferenciarse en osteoblastos, los
hacen en condroblastos y secretan matriz extracelular formando un modelo cartilaginoso
de un hueso. Los vasos sanguineos se infiltran en esta matriz, los condrocitos mueren por
apoptosis para ser sustituidos por osteoblastos que inmediatamente comienzan a secretar la
matriz 0sea hasta que finalmente se produce la sustitucion total del cartilago. Este
desarrollo continia incluso en los mamiferos adolescentes, como el crecimiento

longitudinal que sucede en las placas epifisarias o de crecimiento endocondral. La mayoria
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de los huesos se forman a través de la formacion endocondral, con la excepcion de los
huesos planos del craneo y diafisis de los huesos largos (Dietz y Morcuende, 2006).

Los componentes macromoleculares de la matriz 6sea son de tres tipos. El primer grupo
posee propiedades estructurales, incluye al coldgeno, acido hialurénico, decorina y
biglicano; el segundo grupo se caracteriza por una estructura de dominio modular e incluye
a versicano, trombospondina, fibronectina, osteonectina, y tenascina; y, el tercer grupo, no
posee motivos estructurales claros e incluye a la sialoproteina (SPB, por su sigla en inglés),
osteopontina (OPN), y osteocalcina (OC) (Robey, 1996). La complejidad de las
interacciones entre estos diversos componentes de la matriz y las células 6seas, hacen del
hueso una estructura estable y dindmica. El coldgeno que compone a la matriz extracelular
es de Tipo I, y representa hasta un 90% de la materia organica. El coldgeno Tipo I se
compone de trimeros de dos cadenas al y 02, que forman moléculas de triple hélice. El
colageno de cadenas a se produce como procolageno que posee extensiones amino (N-) y
carboxilo (C-) terminales (Figura N°1). La remocion enzimatica de las terminaciones N- y
C- no colagenas precede a la formacion de fibrillas colagenas. El colageno de Tipo III
también se encuentra en la matriz 6sea aunque su rol en el metabolismo 6seo es poco claro.
La rigidez de tejido 6seo se sustenta en la mineralizacion de la matriz 6sea con cristales de
fosfato tricalcico (Caio(PO4)s(OH)2) o hidroxiapatita (HA).

Posee dos linajes principales de células, los osteoblastos y los osteoclastos (Urist et al.,
1983; Vaananen ef al, 2000). Los osteoblastos y osteoclastos son responsables de la
dinamica del hueso durante el crecimiento y en la vida adulta. Los osteoblastos son las
células de revestimiento de las trabéculas y son responsables de la produccion de la matriz
Osea. Los osteoclastos son células multinucleadas que revisten a las trabéculas y son
responsables de la resorcion Osea. Durante la formacion de hueso los osteoblastos pueden
quedar incluidos en la matriz 6sea como osteocitos (Franz-Odendaal et al, 2006),
mantenerse como osteoblastos inactivos, como células de revestimiento o morir por

apoptosis (Manolagas, 2000).



AN
NH, COOH

Cadenas a

Propéptido N-terminal Propéptido carboxiterminal

Figura N°l. Representacion esquematica de una cadena de colagenoTipo I. El colageno se encuentra
formado por un trimero de dos cadenas al y una de a2. El trimero posee una longitud de 300 nm y en sus
extremos poseen una terminacion N- terminal y un grupo carboxilo terminal. Adaptado de Forlino y
Marini (2016).

1.2.1 Histologia e histogénesis del hueso

Basicamente hay dos tipos de hueso, el hueso esponjoso y el hueso compacto. El hueso
esponjoso se compone de muchas trabéculas que separan numerosas cavidades
intercomunicadas rellenas de médula 6sea o de tejido graso. Sin embargo, ambos tipos de
hueso poseen el mismo tipo de estructura histoldgica. En los huesos largos, el hueso
compacto se encuentra principalmente en la diafisis, mientras que el hueso esponjoso se
halla en las zonas metafisarias y la epifisis, rodeado de una fina capa de hueso
(Willenegger, 1971). Los huesos planos del craneo, escépula y pelvis usualmente poseen
un nlcleo de hueso esponjoso flanqueado por dos ldminas de hueso compacto.
Histologicamente hay dos variedades de tejido dseo: Oseo primario o inmaduro; y
secundario o maduro, o laminar. La diferencia entre los dos se basa en que los haces de
colageno, en el primero, se ubican al azar y en la segunda variedad lo hace en laminillas.

El tejido 6seo primario es el primer tejido 6seo formado durante la formacion de hueso. Es
temporal y se sustituye facilmente por el tejido dseo secundario en la mayoria de los sitios
del esqueleto. Ademés de la deposicion irregular de los haces de colageno, el hueso
primario se caracteriza por una menor cantidad de mineralizacion y una gran cantidad de
osteocitos en comparacion con el 6seo secundario.

El hueso secundario es la variedad encontrada en el esqueleto maduro. Las laminas de
hueso que lo caracterizan estan dispuestas en paralelo entre si o rodean concéntricamente
un canal central que contiene vasos sanguineos y nervios. Este complejo de laminillas
concéntricas se denomina sistema de Havers u osteon y es la unidad estructural del hueso

(Figura N°2). En ocasiones, dentro de las laminas se encuentran lagunas que contienen
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osteocitos. Los osteocitos emiten extensiones o procesos celulares que posibilitan el
contacto con otros osteocitos y osteoblastos. Los osteocitos son aun capaces de producir
matriz. Las osteonas se comunican entre si, con el endostio, la cavidad medular y el
periostio mediante los canales transversales y oblicuos de Volkman o canales perforantes
que atraviesan las laminillas de las osteonas. Durante el crecimiento y alin en el esqueleto
del animal adulto la remodelaciéon de la osteona es continua y estad directamente
relacionada con el montaje tridimensional de las fibrillas de colageno que influyen en la
deposicion de la fase mineral y las propiedades mecénicas del tejido (Guille Giraud et al.,
2003). Esto explica la gran variabilidad del tamafio y forma de las osteonas.

Las osteonas se hallan dispuestas en paralelo al eje longitudinal del hueso. Cada osteona
esta formada por capas coaxiales de fibrillas de colageno que se disponen helicoidalmente

alrededor de un canal central (Figura N°2).
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Figura N°2. Anatomia histologica del hueso en donde se aprecian los elementos que las constituyen y
la relacion entre ellos. Adaptado de Saladin (2007).

La bibliografia describe tres tipos de osteonas en base a su aspecto en el microscopio de
luz polarizada (Ascenzi y Bonucci, 1968). Las osteonas tipo brillantes, osteonas oscuras y
osteonas alternas. Las brillantes se aprecian completamente iluminadas, las oscuras no se
observan iluminadas y las alternas, que alternan laminas brillantes con oscuras. Las
variaciones luminicas responden a la disposicion de las fibras colagenas en las secciones

descalcificadas (Frank et al., 1955).



1.2.1.1. Osteoblastos

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um) de forma poliédrica, con citoplasma
basofilo, un reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi sustancial (Figura N° 3). Se
originan en las células madre mesenquimales (CMM) de la médula 6sea, endostio,
periostio y pericitos perivasculares (Canfield et al., 2000).

Son responsables de sintetizar a la MEC u osteoide a una velocidad de 2 a 3 mm por dia y
expresan a la fosfatasa alcalina (FA) que permite la mineralizacion a una velocidad de 1,2
mm por dia. Dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular, contribuyen a
la mineralizacion del osteoide a través de la fosfatasa alcalina, sintetizan factores de
crecimiento y la resorcion osteocldstica a través de la sintesis de citoquinas especificas
(Simonet et al., 1997).

Los osteoblastos y los osteocitos se comunican entre si por proteinas transmembrana o
integrinas, que actGan como un enlace entre células o entre una célula y la matriz
extracelular, lo que permite el paso de mensajeros tales como calcio, citoquinas y
prostaglandinas (Civitelli et al., 1993).

El promedio de vida de los osteoblastos es de 1 a 10 semanas al final de los cuales pueden
desaparecer través de la apoptosis. Aproximadamente un 15% se transforman en osteocitos
(15%) y células de revestimiento (Aubin y Liu, 1996). Ambos tipos de células representan
las etapas mas avanzadas de la maduracion. Las células de revestimiento son alargadas y
planas, con nucleos en forma de huso, y con escasas organelas. Pueden expresar los
marcadores osteoblasticos mencionados anteriormente, tales como sialoproteina Osea
(BSP), osteopontina (OPN), osteonectina (ON) y fosfatasa alcalina (FA), asi como receptor
de la hormona paratiroidea (PTH). Siguen siendo lo largo de la superficie interna,
formando con el endostio una capa protectora a la superficie 6sea, que desempeia un papel

importante en la activacion de la remodelacion osea.

1.2.1.2. Células de revestimiento

Son células aplanadas que revisten las superficies oseas del interior de los huesos, donde
tampoco se produce resorcion ni formacion de hueso (Miller ef al., 1989). Estas células,
que en su mayoria corresponden a osteoblastos, son de citoplasma aplanado presentan

organelas citoplasmaticas tales como aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico rugoso
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(Miller et al., 1989). Suelen presentar procesos citoplasmaticos que se extienden hacia los
canaliculos y hendiduras, también se observan entre las células de revestimiento y entre

¢éstas y los osteocitos (Miller ef al., 1989; Aarden et al., 1994) (Figura N°4).

Figura N°3. Osteoblastos (Ob) exhibiendo abundante citoplasma rugoso. Se hallan
adyacentes al hueso (B). Entre los osteoblastos y la superficie dsea se aprecia el
osteoide (Otd). La barra de escala representa 2.7 um. (Silva et al., 2015)

Figura N°4. Células de revestimiento (BLC) adyacente al osteoide (Otd) ubicado en
la superficie del hueso (B). presenta escaso citoplasma y nicleo (N) prominente.
Las células emiten finas proyecciones citoplasmaticas (flechas) hacia el Otd. Barra
de escala: 2 um (Silva et al,, 2015).

La actividad secretora de las células 6seas de revestimiento depende del estado fisiologico
del hueso, por lo que estas células pueden adquirir de nuevo su actividad, su tamafio y
adquirir la apariencia cuboidal (Donahue ef al., 1995). Las funciones de estas células no se
entienden completamente, pero se ha demostrado que previenen la interaccion directa entre
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los osteoclastos y matriz 6sea, cuando la resorcion 6sea no debe ocurrir, y también
participan en la diferenciacion de osteoclastos, la produccion de la osteoprotegerina (OPG)
y el activador del receptor del factor nuclear kappa-B ligando (RANKL) (Mosley, 2000;
Andersen et al., 2009). Por otra parte, las células de revestimiento del hueso junto con
otras cé¢lulas Oseas, son un componente importante de la BMU, una estructura anatémica

que esta presente durante el ciclo de remodelacion 6sea (Everts et al., 2002).

1.2.1.3. Osteocitos

Los osteocitos son las células mas abundantes en el hueso (10 veces respecto a los
osteoblastos). Una vez que la matriz se mineraliza, algunos osteoblastos quedan atrapados
dentro de ésta llegando a transformarse en osteocitos. Este proceso va acompafiado de
cambios morfoldgicos y ultraestructurales visibles, que incluyen la reduccion del tamaiio
de los osteoblastos, disminucion del nimero de organelas tales como aparato de Golgi,
disminucion de reticulo endoplasmatico rugoso, y la relacion nicleo-citoplasma aumenta
(Figura N°5). Como consecuencia le corresponden una disminucion de la sintesis y

secrecion de proteinas (Schaffler et al., 2014).

Figura N°5. Microscopia electrénica mostrando un osteocito (Ot) ocupando una laguna (La) en el
interior de la matriz 6sea. Se puede apreciar el nucleo (N) y al menos dos procesos
citoplasmaticos ocupando cada uno un canaliculo (Ca). Barra de escala 2 myu. (Silva et al., 2015)
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Los osteoblastos, osteoclastos y células Oseas de revestimiento se encuentran en la
superficie del hueso, mientras que los osteocitos se encuentran en el interior. Son células
estrelladas y se encuentran en el interior de lagunas, los procesos citoplasmaticos, o
filipodios, se comunican entre si a través de los canaliculos del hueso (Bonewald, 1999).
De esta manera los osteocitos, osteoblastos y células de revestimiento se organizan en un
sincitio de células interconectadas que forma una unica estructura, cuya funcién es la
mecanotransduccion (Rubin y Lanyon, 1987).

Los osteocitos transducen sefiales fisicas provenientes de la flexion o estiramiento del
hueso en actividad biologica. En respuesta a las fuerzas externas generan se genera un flujo
de fluidos a través de los canaliculos induciendo una variedad de respuestas hacia el
interior de los osteocitos. Se cree que el flujo de calcio a través de los filopodios estimula
la transmision de informacion entre los osteoblastos en la superficie del hueso y los
osteocitos en el interior (Jorgensen et al, 2003). Los mecanismos de sefalizacion
implicados en la mecanotransduccion incluyen la prostaglandina E2, la ciclo oxigenasa 2,
diversas quinasas, Runx2 y 6xido nitroso

Los osteocitos normalmente no expresan FA pero expresan OC, galectina 3, CD44, como
asi también varias proteinas de la matriz 6sea. Regulan el intercambio mineral entre los
fluidos provenientes de las lagunas y la red de canaliculos. Los osteocitos son activos
durante los procesos osteoliticos y posiblemente actuen como células fagocitarias porque

contienen lisosomas.

1.2.1.4. Osteoclastos

Son las células responsables de la resorcion Osea. Estas son células grandes (100pm), son
multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas (Figura N°6). Los osteoclastos contienen
fosfatasa acida resistente al tartrato que permite la defosforilacion de las proteinas. Los
osteoclastos se originan en las células madre hematopoyéticas de la médula dsea conocidas
como granulocitos y unidades formadoras de colonias (GM-CFU), precursores de
macrofagos y monocitos (Mundy, 1993).

Los osteoclastos tienen dos caracteristicas especiales en la membrana: la primera, de
aspecto rugoso donde tiene lugar la reabsorcion, y una segunda zona rica en
microfilamentos, con integrinas para anclarse a la matriz. De esta forma los osteoclastos se

mueven hacia el area a ser reabsorbida y luego se adhieren inmediatamente a la superficie
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de hueso mineralizado con el borde rugoso y sellar los bordes de la zona con las integrinas.
Particularmente la integrina avp3, reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) de la OPN
que se halla en el coldgeno y matriz osteoide (Sodek y Ganss, 2000; Lesley et al., 2000). A
este nivel el pH es acido, ya que secretan acidos (H") generados por la anhidrasa carbonica
Il y enzimas proteoliticas tales como colagenasas, metaloproteasas, la catepsina K,
glucuronidasa, etc. (Mundy, 1993), que inician la resorcion dsea por la solubilizacion de
primera lo organico y entonces la matriz mineral.

Los osteoblastos son fundamentales para la formacion de osteoclastos. Por lo tanto, el
factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) producida por los osteoblastos se
requiere en las primeras fases de la osteoclastogénesis para la formacion de células
gigantes multinucleadas.

La osteoclastogénesis se basa en la existencia de 3 moléculas clave: OPG
(osteoprotegerina, una proteina soluble sintetizada por los osteoblastos y pre-osteoblastos),
RANKL (un ligando situado en la superficie de los osteoblastos y pre-osteoblastos) y
RANK (un receptor de la anterior, situada en las membranas de los osteoclastos y pre-
osteoclastos). El RANKL (activador del receptor del ligando NFkB) (Simonet et al., 1997;
Burgues et al., 1999) es una citoquina de transmembrana perteneciente a la familia de TNF
(Lacey et al., 1998). La interaccion entre RANKL y su receptor RANK inicia la actividad
osteoclastica y la diferenciacion. Del mismo modo, los efectos de RANKL tanto in vivo
como in vitro son inhibidas por OPG. Cuando OPG y RANKL se unen, la unién entre
RANK y RANKL se inhibe, y por lo tanto la diferenciacion osteocldstica también se
inhibe. Por esta razon OPG, RANK y RANKL son importantes reguladores de la

osteoclastogénesis.

1.2.2. Matriz dsea

La matriz ¢sea estd comprendida por dos fases, una inorgénica y otra organica. La fase
inorgénica la conforman depositos minerales de HA y representa el 65% del peso; en tanto
la fase organica constituye el 25% del peso del hueso, y el 10% restante de la matriz es
agua. El 95% de la fase organica esta integrada por colageno tipo Iy el 5% restante son
proteinas no coldgenas. Entre las proteinas no coldgenas se encuentran las BMP, OC, OPN
y osteonectina (Bauer y Muschler, 2000; Colnot et al., 2005; Eppley et al., 2005). Estas

proteinas le confieren a la MOD propiedades osteoinductivas de diferenciacion de células
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mesenquimaticas en osteoblastos, y osteoconductivas, ejerciendo quimiotaxis sobre los

osteoblastos del hueso hospedador hacia la MOD (Lammi et al., 2006).

Figura N°6. Osteoclasto (OC) multinucleado (N) muestra ribete en cepillo (RB)
adyacente al sitio a la superficie de excavacion (flechas). Varias vacuolas (V) se
observan en citoplasma proximo al ribete en cepillo. Barra de escala: 4mpu. (Silva et
al., 2015).

1.2.3. Fase inorganica o mineral

El componente mineral del hueso representa el 65% de la masa 6sea. Esta formado por
calcio, fosfato y carbonato (en proporciones de 10:6:1) en forma de pequenos cristales de
hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH).. En los tejidos duros como dentina y hueso, el grupo OH"
puede ser sustituido con COs%*; Mg*", F- o HPO4™ (Boskey y Roy, 2008). En los huesos
largos, los cristales de apatita se depositan adquiriendo estructuras similares a columnas
que miden 20-40 nm de longitud por 3-6 nm de ancho (Gray, 1973). Los cristales de
apatita se depositan adoptando una orientacion en relacion a las fibras de colageno.
Especificamente, en el hueso, los cristales se encuentran dentro de las fibras individuales y
a lo largo de las superficies de fibrillas en el espacio extrafibrilar (Orgel et al, 2011; Veis y
Dorvee, 2013).

El plasma est4 sobresaturado en calcio y fosforo con respecto a la hidroxiapatita, por esa
razén las proteinas constitutivas inhiben la mineralizaciéon. Las proteinas con capacidad
adhesiva a favor de la mineralizacion, mientras que los proteoglicanos, magnesio, ATP y

pirofosfatos actuan como inhibidores (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006).
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La maduracion de la matriz 6sea se asocia con la expresion de la FA y varias proteinas no
colagenas incluidas OC, OPN y BSP. Se cree que estas proteinas que se unen al calcio y a
los grupos fosfatos contribuyen a regular la deposicion ordenada del mineral mediante la
regulacion de la cantidad y tamafio de los cristales de hidroxiapatita formados. Los
minerales inicialmente se depositan en las zonas los espacios que se generan entre los
extremos de las fibrillas de colageno (Landis, 1995).

Las vesiculas extracelulares de la matriz (VEM) sintetizadas por los condrocitos y
osteoblastos sirven como protectores del microambiente en donde las concentraciones de
calcio y fosforo pueden incrementar lo suficiente para precipitar y formar cristales. El
fluido extracelular normalmente no se encuentra hipersaturado con HA y por lo tanto no
precipita espontdneamente. Las VEM contienen proteinas y un complejo de fosfolipidos,
calcio y fosfato inorganico que se comportan como nucleadores que precipitan los cristales
de HA. No se encuentra determinada la forma en que las VEM contribuyen con la
mineralizacion en sitios especificos ubicados en los espacios existentes entre los extremos
de las fibrillas de coldgeno. Ya que aparentemente las vesiculas no estan dirigidas
directamente a esos sitios (Anderson, 2003). No existe evidencia que la HA proviene del
fosfato amorfo de calcio (Weiner et al., 2005). Conforme el hueso madura, los cristales de
HA aumentan de tamafio a la vez que disminuye el nivel de impurezas. El aumento del
tamafio de los cristales ocurre por crecimiento del cristal y por agregacion. Las
macromoléculas pueden unirse a la superficie de los cristales para establecer el tamafio,
forma y nimero de cristales formados.

Los promotores de los nucleadores incluyen en los dientes a la proteina de la matriz de la
dentina y en los huesos a la BSP. El coldgeno tipo I no es un promotor de la mineralizacion
osea. Las quinasas y FA regulan el proceso de mineralizacion. La FA 6sea incrementa la
concentracion local de fosforo, remueve los inhibidores de crecimiento de cristales de HA
y modifica las fosfoproteinas que controlan la capacidad de actuar como nucleadores. La
vitamina D juega un rol indirecto en el estimulo de la mineralizacién y desmineralizacion
de la matriz 6sea. Luego de la absorcioén o sintesis de vitamina D en la piel, el higado
sintetiza 25-hydroxivitamina D y subsecuentemente los rifiones producen 1,25-
dihydroxivitamina D [1,25-(OH)2D] biolégicamente activa. La 1,25-(OH)2D sérica es
responsable de mantener la calcemia y fosfatemia en concentraciones adecuadas que

permitan la mineralizacion pasiva de la matriz ¢sea. La vitamina 1,25-(OH)2D lo permite
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en primer lugar por estimulo de la absorcion intestinal de calcio y fosforo. Ademas
promueve la diferenciacion de los osteoblastos y estimula la expresion de FA, OC,
osteonectina, OPG, y una variedad de citoquinas. Influye en la proliferacion y apoptosis de
otras células esqueléticas, incluyendo a los condrocitos hipertroficos.

La matriz mineralizada extracelular debe ser considerada como algo mas que un simple
deposito de calcio y fosforo, ya que constituye una reserva de proteinas que participan en
la regulacion de la diferenciacion celular y en la integridad y la funcién del tejido 6seo

(Young, 2003).

1.2.3.2. Matriz organica

La matriz organica u osteoide constituye un tercio de la masa dsea. Se encuentra
comprendida por un 90% de proteinas de coldgeno (colageno tipo I: 97% y colageno tipo
V, 3%) y el 10% restante lo comprenden proteinas no coldgenas (PNC) (OC 20%,
osteonectina 20%, BSP 12%, proteoglicanos 10%, OPN, factores de crecimiento, BMP,
etc.).

1.2.3.2.1 Colageno

El 90% de la matriz extracelular (ECM) se compone de colageno, sobre todo de tipo I (>
95%) y tipo V (<5%). También se ha encontrado la presencia de pequefias cantidades de
colageno de tipo III, en relacion a las fibras de Sharpey, y el tipo XII, formadas bajo estrés
mecanico. En la molécula de colageno se encuentra la secuencia aminoacidica Arg-Gly-
Asp (RGD), que es reconocida por las integrinas superficiales de las células 6seas (Robey
et al.,1993). El colageno no tiene gran afinidad por el calcio, por esta razon otras proteinas,
genéricamente denominadas proteinas no colagenas (PNC) estdn implicadas en la

deposicion mineral.

1.2.3.2.2. Proteinas no colagenas

Las proteinas no colagenas (PNC) incluyen a la osteopontina (OPN), sialoproteina Osea
(BSP), osteonectina (ON) y osteocalcina (OC), que juega un rol en la regulacion de la
mineralizacion (Gadeau et al., 2001), permite la union de los osteoblastos y osteoclastos a
la matriz 6sea (Lakshmipathy y Verfaille, 2005; Dominici et al., 2006). En este grupo se

destacan proteoglicanos que representan el 10% de las proteinas no coldgenas. En la matriz

15



osteoide hay cuatro tipos de proteoglicanos: hialuronato y condroitin sulfato, que son
moléculas grandes que participan en las etapas iniciales de la morfogénesis Osea; vy,
biglicano y decorina que son moléculas mas pequenas y aparecen en las siguientes fases de

la formacion de hueso.

1.3. Matriz 6sea desmineralizada (MOD)

Urist (1965) observé que la implantacion de MOD en un sitio extra esquelético condujo al
desarrollo de un huesecillo. La proteina de la matriz 6sea responsable de esta induccion fue
denominada proteina morfogenética 6sea (BMP) (Urist, 1965; Lieberman et al., 2002).

Las propiedades osteogénicas de la matriz 6sea desmineralizada han sido estudiadas en
diversas especies animales para ser utilizados como auto- halo- y xenoinjertos. En ese
aspecto se estudio en equinos (Vail ef al., 1994; Douglas y Clarke, 1995), perros (Bigham-
Sadegh et al., 2013), aves (Sanaei et al., 2015), conejos (da Silva et al., 2003, Audisio et
al., 2015), ratas (Stevenson y Feighan, 1994).

La MOD halogénica posee mayor propiedad osteoinductiva que los injertos 6seos (Khan et
al., 2005; Bigham-Sadegh et al., 2015). Por este motivo en medicina veterinaria es
empleada para tratar fracturas y resolver no uniones, osteomielitis, grandes defectos
ocasionados por razones traumadticas y remocion Osea como tratamiento de neoplasias
(Ganesh et al., 1992; Kumar y Ramakrishna et al., 2001, Hoffer et al., 2008; da Silva et al.,
2012).)

La induccion de hueso heterotopico extra esquelético de parte de la MOD quedd
demostrado de forma contundente en el conejo, perro y bovino y de MOD humana en
ratones (xenoinjerto) Aliabadi et al., 2010). Sin embargo, la matriz alogénica nativa de rata
induce osificacion ectopica pero no en otras especies (Kirker-Head, 1995). Por lo tanto, las
restricciones relativas a las especies animales, y sus respuestas a las BMP se deben
considerar, y probablemente son de naturaleza inmunoldgica. Ademas, los procedimientos
de preparacion BMP y los vehiculos utilizados afectan sus propiedades osteogénicas (Cook
et al., 1994).

El proceso de desmineralizacion de la matriz provoca ligera alteracion de la arquitectura
osea (Figueiredo et al, 2011) a la vez expone los factores de crecimiento a las células
precursoras de los osteoblastos (Sandhu et al., 1999; Fleming Jr et al., 2000; Zimmermann

y Moghaddam, 2011) y disminuye las reacciones inmunogénicas por destruccion de los
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antigenos de superficie (Riley et al., 1996). Por esta razon, cuando la MOD es comparada
con otros tipos de injertos y materiales sustitutos de hueso, posee mayor capacidad
osteoinductiva (Ozdemir y Kit, 2011; Zimmermann y Moghaddam, 2011). La
desmineralizacion también destruye el ADN de virus motivo por el cual se obtiene un
producto inocuo de transmision de agentes etioldgicos infecciosos.

Por sus propiedades biologicas osteoinductivas y osteoconductivas, la MOD es empleada
en cirugia ortopédica, odontoldgica, craneofacial y de columna (Bauer y Muschler, 2000;
Eppley et al., 2005; Zimmermann y Moghaddam, 2011). Conserva la organizacion del
tejido original que le otorga el contenido de coladgeno tipo I que se comporta como un
elemento de sostén bioldgico a las células precursoras de los osteoblastos a pesar de la
pérdida de fuerza estructural que aporta la fase mineral preexistente (Lane ef al., 1999).
Los tipos de células que constituyen el hueso se originan a partir de células madre que dan
lugar a dos poblaciones de células osteogénicamente competentes: células
osteoprogenitoras determinadas (COPD), que se diferencian en células osteogénicas, y asi
garantizan el desarrollo, mantenimiento, reparacion y remodelacion del hueso; y células
osteoprogenitoras inducibles (COI), que necesitan un factor que induzca la diferenciacion
(Banks, 1992). Las COIs se puede encontrar en el tejido conectivo en general y también en
la médula 6sea. Pueden participar en la osteogénesis heterotdpica e influir en los procesos
de reparacion (Brighton ef al., 1992).

Durante el proceso de reparacion Osea, los factores de crecimiento tienen importantes
funciones tanto en el inicio y como en el mantenimiento de la diferenciacion y
proliferacion de células osteoprogenitoras y osteoblastos que contribuyen a la formacion de
hueso nuevo (Lind, 1998). Las BMPs se expresan durante las primeras etapas de
reparacion 6sea, y vehiculo es la matriz 6sea desmineralizada (Wozney, 1994).

La desmineralizacion de la matriz 6sea expone y activa a las BMPs. Las comparaciones
clinicas de éxito de los aloinjertos mineralizados respecto a los desmineralizados son
similares, aunque el patron de los primeros es osteoconductivo, mientras que los aloinjertos
desmineralizados se consideran osteoinductivos (Schwartz et al., 1998).

La funcion de la matriz parece ser la inmovilizacion de la proteina osteoinductora en un
sitio particular durante el tiempo suficiente para la induccion de hueso que se produzca

(Wosney, 1994). A medida que el MOD no tiene actividad osteogénica, la formacion de
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hueso que se produce responde a las propiedades osteoinductiva influida por la matriz
implantada (Tuli y Singh, 1978).

Lane y Sandhu (1987) caracterizaron a los fenomenos inductivos manifestados por la
MOD como una cascada de eventos secuencialmente interrelacionados, de forma como
sucede durante la osificacion endocondral. Observaron que histologicamente la formacion
de hueso intramembranoso con zonas de osificacién endocondral y la interfaz de recepcion
de implante de hueso.

Varias causas pueden explicar los diferentes resultados clinicos cuando en el tratamiento se
utiliza MOD. La causa puede ser el hecho que las proteinas osteoinductoras estan presentes
en cantidades insuficientes para provocar la formacion de hueso detectable, o que estan en
una forma inactiva. Otra explicacion puede asociarse con diferentes técnicas de
procesamiento de materiales, o bien a las caracteristicas de donante (Schwartz et al., 1998).
Presumiblemente cuanto mas minerales se extraen de la matriz 6sea, mas BMP queda
expuesta y en consecuencia se maximiza la propiedad osteoinductiva (Urist, 1965;
Mellonig et al., 1982).

El musculo tiene caracteristicas vasculares capaces de proporcionar células madre
mesenquimales que permiten la iniciacion de la formacion de hueso en respuesta a factores
osteogénicos existentes en homoinjerto trasplantado (Brown ef al., 1997; Solheim 1998).
El 4cido clorhidrico 0,6 N promueve la desmineralizacion eficiente de la matriz para la
obtencion de MOD a la vez que mantiene el potencial inductor 6seo, en tanto que cuando

es sumergida en etanol al 70% proporciona esterilizacion (Del Carlo et al., 2003).

1.4. Diferenciacion celular del tejido dseo

Las células madre mesenquimales (CMM) son células pluripotentes que se encuentran en
diversos sitios del cuerpo incluida la médula 6sea, el tejido adiposo, en los pericitos de los
vasos sanguineos, el higado y la sangre del cordon umbilical (Campagnoli et al., 2001;
Crisan et al., 2008; Byeon et al., 2010; Zhang et al., 2013). Las CMM tienen la plasticidad
de diferenciarse en multiples linajes celulares, dando lugar a los osteoblastos, pero también
a los condrocitos, adipocitos, fibroblastos, miocitos y neuronas (Chamberlain et al., 2007).
El desarrollo de los osteoblastos comienza con la proliferacion y el compromiso de las
CMM residentes en la médula 6sea y periostio (De Bari ef al, 2006). El proceso de

diferenciacion se encuentra controlado por factores de transcripcion especificos como
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Runx2 (Ducy et al., 1997) y osterix (OSX) (Nakashima et al., 2002). Ademas, Runx2 es un
gen maestro para la diferenciacion de las CMM hacia el linaje de células osteoprogenitoras
en osteoblastos (Komori et al.,, 1997). Durante este proceso se requiere la expresion de
genes especificos para sintesis de proteinas BMP y WNT (Grigoriadis ef al., 1988). Runx2
regula la transcripcion de los genes relacionados con la sintesis de FA, BSP y OC (Fakhry

etal., 2013)

1.4.1. Proteina morfogénica 6sea (BMP)

La proteina morfogénica del hueso (BMP, por su sigla en inglés) (Figura N°7) es miembro
de la superfamilia de los factores transformadores del crecimiento-f (TGF-B, por su sigla
en inglés) (Albrektsson y Johansson, 2001). BMP posee més de una docena de isoformas
identificadas, siendo las isoformas -2, -4, -5, -6 y -7 las que tienen marcada capacidad
osteogénica (Groeneveld y Burger, 2000).

Las BMP intervienen en la esqueletogénesis durante la etapa embrionaria y en la vida
adulta en la remodelacion y reparacion de las fracturas. Durante la embriogénesis
participan en la formacioén de hueso y cartilago (Yamaguchi et al. 2000) y estimulan la
diferenciacion de las células madre mesenquimales (CMM) hacia diferentes lineas
celulares como tejido adiposo, cartilago y hueso, e inhiben la osteoclastogénesis (Canalis et
al. 2003). Son las tinicas moléculas conocidas por ser inductoras de la regeneracion de
hueso y cartilago. De hecho, la reparacion 6sea no puede comenzar en ausencia de BMP-2
(Tsuji et al., 2006).

Las BMPs nativas, extraidas de la MOD, son capaces de inducir la formacién de hueso en
sitios ectopicos al esqueleto (Urist, 1965; Rivera et al, 2003). El hueso inducido se
desarrolla a través de un proceso similar al de osificacion endocondral, aunque con
patrones diferentes (Kawakami ef al., 1998). En tanto el proceso osteogénico iniciado por
extractos proteicos provenientes de hueso asemejan a la curacion de endocondral de las
fracturas (Yasko et al., 1992)

Las BMPs son los tnicos factores de crecimiento 6seo que inducen la diferenciacion de las
CM en condroblastos y osteoblastos (Kirker-Head, 1995; Lane, 2001). La BMP nativa
(obtenida del hueso), BMP recombinante -2, -4, y -7 son capaces de regenerar defectos

0seos de tamafo critico en ovejas, roedores, perros y primates cuando se asocia con
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colageno, MOD, HA, y polimeros biodegradables (Sciadini et al., 1997; Lane, 2001;
Granjeiro et al., 2005).

Figura N°7. Vista tridimensional de BMP-2 nativa. Presenta un
dimero representado en colores azul y naranja. En verde se
encuentran los puentes de disulfuro. (Scheufler et al, 1999).

La eficacia de BMP puede ser afectada por la concentracién a la que se encuentra,
hormonas, factores de crecimiento y la presencia de células diana. Ya sea que BMP haya
sido obtenida por técnicas de purificacion de tejido Oseo, mediante técnicas de
recombinacion, sea utilizada sola o asociada con distintas matrices, induce la osteogénesis
en diferentes especies animales (Groeneveld y Burger, 2000).

En las etapas iniciales de la crondro-osteogénesis BMP interactia con Runx2 provocando
que ésta sensibilice a las células a la accion de BMP, que a su vez estimula aun mas a
Runx2 a inducir el fenotipo osteobléstico (Phimphilai ef al., 2006).

BMP-2 y -4 no juegan un papel crucial en la proliferacion de condrocitos y la maduracion
durante el desarrollo endocondral del hueso (Shu et al, 2011). Por otra parte, BMP-7
induce la diferenciacion osteobléstica y acelera la mineralizacion de la matriz (Shen et al.,

2010) y su ausencia puede ser compensada por otras isoformas (Tsuji et al., 2010). La
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ausencia de BMP-2 y -4 en ratones da lugar a un deterioro severo de la osteogénesis
(Bandyopadhyay ef al, 2006). Los ratones que no sintetizan BMP-2 sufren fracturas
espontaneas que no se resuelven con el tiempo, incluso otros estimulos osteogénicos no
pueden compensar la ausencia de BMP-2 (Tsjui et al., 2006). También demostr6d efectos
sobre la mineralizacion de la matriz mediante el incremento de la expresion de OC (Huang
et al., 2010).

En condiciones 6ptimas BMP se desbloquea de la matriz 6sea y se expone con el fin de
participar en el proceso de induccion de hueso por estimulo diferenciacion de las células
mesenquimales en células 6seas (Lieberman et al., 2002).

La osteogénesis inducida por BMP comprende una cascada secuencial con tres fases
criticas: 1) la migracion y la mitosis de las células mesenquimales; 2) diferenciacion de las
c¢lulas mesenquimales en condroblastos y consecuente formacién de cartilago y, 3) la
sustitucion de cartilago por hueso (Figura N°8). Estos eventos secuenciales son
desencadenados por la unién de la fibronectina plasméatica a la MOD para la adhesion y
proliferacion de CM a los 3 dias post implantacion. La condrogénesis se observa después
de 5 dias y alcanza su punto maximo a las 7 u 8 dias. Luego de 9 dias se observa
hipertrofia del cartilago y mineralizacion de la matriz. La diferenciacion osteoblastica
depende de la angiogénesis y el nivel més alto se produce después de 10-11 dias (Pacicca
et al, 2003). Secuencialmente, el hueso endocondral recién formado se remodela y se
convierte en un sitio hematopoyético. La secuencia de eventos morfogenéticos en respuesta
a la matriz 6sea desmineralizada imita los acontecimientos iniciales de la morfogénesis

esquelético y en embriones de reparacion 6sea en adultos.

BMP-2
[Profiferacion Diferenciacién
Células . . Osteoblasto i
Mesenquimaticas Condrocito  Oteoprogenitor  Preosteoblasto naduro Dsmggﬁgo Osteocito

Pluripotentes

Figura N°8. Representacion esquematica de la sefializacion osteogénica de BMP-2, que induce la
proliferacion y diferenciacion de las células mesenquimaticas en condrocitos, células osteoprogenitoras,
preosteoblastos, osteoblastos inmaduros, osteoblastos maduros y finalmente en osteocitos. Modificado de
Gaurav et al. (2011).
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Para que se lleve a cabo la osteoinduccion de forma irreversible, basta que BMP actue por
un corto periodo de tiempo (Noel et al, 2004). Dependiendo del gradiente de
concentracion, BMPs puede ejercer quimiotactismo positivo sobre diversos tipos de células
(Wozney, 1992; Reddi y Cunningham, 1993) y actuar como agente mitogénico y de
diferenciacion (Reddi, 1994). En el hueso, las BMPs inducen la diferenciacion de las CM
en condroblastos y osteoblastos (Wozney, 1992). Esta tltima propiedad sugiere que BMP
es capaz de inducir la formacion 6sea directa u endocondral. Durante el proceso de
formacion de hueso ectopico asociado a la implantacion de BMP, la secuencia de eventos
recapitula el proceso de formacion de hueso que se observa durante el desarrollo
embrionario de los huesos largos y muchas de las propiedades BMP se pueden extrapolar a
partir de ese modelo (Ripamonti y Duneas, 1998).

BMP desempeiia un papel critico en la reparacion de las fracturas (Lieberman ef al., 2002).
En orden de regenerar hueso el proceso de reparacion de las fracturas comienza con el
reclutamiento de CM especificas para luego proliferar y diferenciarse en células
osteogénicas. La procedencia exacta de esas células no estd completamente establecida.
Sin embargo, la evidencia sefiala que derivan del tejido blando circundante, corteza 6sea,
periostio, médula d6sea y células procedentes de sitios hematopoyéticos distantes. Una vez
reclutadas las células se inicia una cascada de reacciones moleculares que implica la
produccion de una matriz conformada por colageno Tipo I y Tipo II. En este proceso
intervienen los miembros de los TGF-p en la condrogénesis y osificacion endocondral,
mientras que BMP-5 y -6 inducen la proliferacion celular en la osificacion
intramembranosa y en sitios periostales (Cho et al., 2002; Marsell y Einhorn, 2009). BMP-
2 demostr6 ser crucial para dar inicio con la cascada de reparacion, como quedo
demostrado en investigaciones efectuadas en ratones con inactividad de BMP-2, que
fueron incapaces de formar callo para reparar exitosamente fracturas (Tsuji et al., 2006). Si
los resultados se deben a los efectos sobre la proliferacion de CMM vy la diferenciacion o
efectos sobre la migracion de células estd todavia en debate entre los investigadores
(Marsell y Einhorn, 2011).

Los factores que afectan la capacidad de osteoinduccion de BMP son las concentraciones
en que se encuentra, la isoforma presente, composicion cualitativa, la posible presencia de

inhibidores, el correcto procesamiento de obtencidon y almacenamiento (Raval et al., 1996).
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Por otro lado, la dosis, la concentracion y el tiempo de accion de BMP son importantes

variables del resultado inductivo (Puleo, 1997).

1.4.2. Wingless int (WNT)

La denominaciéon de la proteina proviene de las dos primeras especies de donde fue
aislada. El nombre wingless proviene de Drosophila mallanogaster e int-1 del raton
(Wodarz y Nusse, 1998).

Las proteinas WNT -int constituyen una familia de glicoproteinas ricas en cisteina y de 39-
46 kDa que se encuentra implicada en el desarrollo embrionario, la induccion de tejido, la
polaridad axial (Gavin et al., 1990; Cadigan y Nusse, 1997) y la tumorigénesis (Miller,
2001). La cascada de sefializacion celular provocada por WNT se mantiene a través de los
procesos evolutivos entre una variedad de especies que van desde la hidra a los seres
humanos, incluyendo a Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis,
peces, la gallina, roedores y seres humanos (Behrens, 2000).

WNT actta a través de vias de sefializacion candnica y no candnica, siendo la candnica la
via méas ampliamente estudiada. Esta via es importante en los embriones en desarrollo, en
el mantenimiento de los tejidos adultos e interviene también en los procesos patologicos
(Logan y Nusse, 2004; Clevers, 2006; Fuerer et al., 2008). Los componentes de la via
canonica son: a) ligandos WNT: comprendidos por glicoproteinas que se unen al receptor
para iniciar la activacion de la via; b) receptores de membrana, comprendidos por las
proteinas frizzled y los co-receptores LRPS, -6 y kremen; c) efectores intracelulares donde
participan diferentes proteinas. Algunas de ellas son axina, proteinas de la poliposis
adenomatosa del colon (PAC), glucdgeno sintetasa quinasa 3-f (GSK3), B-catenina y las
proteinas dishevelled; d) Antagonistas: se describieron diversos tipos moleculares con
accion inhibidora sobre la via WNT entre las que se hallan esclerostina y proteinas
miembros de la familia dickkopf (Niehrs, 2006) (Figura N°9).

Si bien la candnica es la via que mejor se conoce (He et al, 2004; Kelly et al., 2004;
Huang y He, 2008) existen evidencias que estas sefiales las pueden activar también otros
mecanismos que utilizan mediadores diferentes a los de la via candnica. Estas vias no
canodnicas parecen estar implicadas en diversas fases del desarrollo embrionario (Sugimura

y Li, 2010).
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Figura N°9. Via canénica de WNT. En ausencia de union de los ligandos WNT a su receptor (izquierda), la
B-catenina se degrada y los genes no se transcriben. Sin embargo, cuando se activa la via (derecha)
disminuye la degradacién de la B-catenina, con lo que se acumula en el citoplasma, desde donde puede
ingresar en el nicleo y activar los factores de transcripcion. APC: proteina de la poliposis adenomatosa del
colon; B-cat: P-catenina; cK: caseina-quinasa; Dsh: dishevelled; GSK3: glucdgeno sintetasa quinasa 3;
sFRP: proteina soluble similar a frizzled; SOST: esclerostina. En: Velasco y Riancho (2008)

Al menos 7 de las 19 proteinas, WNT-1, -2, -3, -3b, -4, -8 y -10b, activan la via canénica
mediante la regulacion de los niveles de B-catenina y localizacion subcelular (Akiyama,
2000). En ausencia de WNT, B-catenina es fosforilada por la enzima (GSK-3p) y asi se
conjuga con ubiquitina. Cuando las WNT se unen a los receptores de superficie celular FZ
y LRP5/6, se inhibe la GSK-3p y la B-catenina hipofosforilada se estabiliza y transloca al
nucleo donde regula la expresion genética a través de la activacion de diversos factores de
transcripcion como el Tcf-Lefl (T cell factor/[ymphocyte enhancer factor o factor de
células T/factor potenciador linfoide (FCT)/FPL) (Gordon y Nusse, 2006). Esta via
canonica es importante en los embriones en desarrollo, en el mantenimiento de los tejidos
adultos e interviene también en los procesos patologicos (Logan y Nusse, 2004; Clevers,
2006; Fuerer et al., 2008).
Los reguladores de WNT son las proteinas Dickkopf (DKK), que competitivamente se
unen a LRP5/6 y previenen la activacion de la sefalizacion por acoplarse adicionalmente
con un co-receptor negativo denominado Kremen-1 (Bafico et al., 2001). Las proteinas
DKK, por lo tanto, regulan la homeostasis 0sea por interferencia con las sefiales de WNT
(Morvan et al., 2006)
Los reguladores de la formacion de hueso los constituyen la hormona paratiroidea,
prostaglandinas, BMP y las proteinas WNT. Las proteinas WNT se unen al receptor
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LRP5/6 y conducen a la activacion de una via de sefial que implica a GSK3 y B-catenina,
que impulsan la diferenciacion de las células mesenquimales en osteoblastogenesis (Miller,
2001). El regulador de la formacion de hueso inducidos por WNT es la proteina Dickkopf
(DKK), que se une competitivamente a LRP5/6 e impide la activacion. DKK requiere
ademds de un co-receptor negativo denominado Kremen-1 (Bafico et al, 2001) asi
proteinas DKK regulan la homeostasis 6sea por interferencia con la sefializacion de WNT
(Morvan et al., 2006).

La relacion entre la inflamacion y la remodelacion dsea alin no se encuentra totalmente
explicada. El factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a), una citoquina pro-inflamatoria
fundamental en la espondilitis esclerosante, es responsable de la induccion de Dickkopf-1
(DKK-1) y esclerotina (Heiland ef al., 2010) que regulan la formacién de hueso por
inhibicion de las proteinas WNT y proteinas BMP. Las dos tltimas son los principales
inductores de la osteoblastogénesis y nueva formacion de hueso (Lories y Luyten, 2007).
WNT regula la expresion de osteoprotegerina (OPQG), responsable de la inhibicion de la
osteoclastogenesis y por lo tanto de la resorcion dsea (Glass et al., 2006) atenuando la
influencia del receptor activador del factor nuclear kappa B ligando (RANKL) en los
osteoclastos y sus precursores (Boyle ef al., 2003) (Figura N°9).

Durante los procesos de osteogénesis WNT regula el nivel de expresion de sox9 (Gregory
et al., 2005), que influye en el compromiso de las células mesenquimales a un destino
esqueletogénico (Mori-Akiyama et al., 2003). WNT influye en la diferenciacion tanto en
osteoblastos (Luo et al., 2004) como en condrocitos (Rodda y McMahon, 2006) en los
animales adultos, existe abundante evidencia de que la sefializacion WNT regula la masa
6sea (Hartmann, 2006) (Figura N°9).

En modelos de osteogénesis distractiva realizados en ratones, WNT se incrementa en el
sitio de la lesion y durante las primeras etapas de la osteogénesis (Kasaai et al., 2012).
WNT7b induce la diferenciacion de los osteoblastos por la via candnica (Bennet et al.,
2005). En tanto WNT10b promueve la diferenciacion de osteoblastos por induccion de la
transcripcion de los factores osteoblastogénicos Runx2 y osterix; suprime la transcripcion

de los factores adipogénicos (Bennet et al., 2005; Kang et al., 2007).
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Figura N°10. Rol de la via canénica de WNT en la diferenciacion osteoblastica desde las células
mesenquimaticas (CM) mientras que inhibe la diferenciacién en condrocitos y adipocitos. WNT
aumenta la proliferacion de los osteoblastos y mineralizacion, mientras que bloquea la apoptosis de los
osteoblastos, la diferenciacion y activacion de los osteoclastos por aumento de los gradientes de
OPG/RANKL Esclerotin, que es un inhibidor de la via candnica expresada por los osteocitos, que
suprimen la proliferacion y funcién de los osteoblastos. En: (Kubota et al., 2009).

1.4.3. Runt related transcriptional factor 2 (Runx2)

Las proteinas Runx son factores de transcripcion eucariontes (Levanon et al., 2001; Lian et
al., 2003) siendo Runx2 el més relevante. Runx2 determina el linaje osteoblatico a partir
de las CM en las etapas iniciales de la osteogénesis y la inhibe en las etapas finales (Liu et
al., 2001; Komori et al., 2002). Runx2 es requerido para la diferenciacion in vitro de
osteoblastos, la formacion de huesos in vivo (Komori et al., 1997) y la maduracién de
condrocitos y mineralizacién del cartilago. Los genes diana de Runx2 comprenden tanto
los que contribuyen a la formacion 6sea como OC, OPN y BSP (Schoeder ef al., 2005)

El gen runx2 codifica al menos dos isoformas, la isoforma tipo I y la isoforma tipo II. La
1soforma tipo II se expresa en las células osteoprogenitoras en proliferacion, que conforme
se diferencia hacia osteoblasto se eleva la expresion de la isoforma tipo II, funcionalmente
relevante para la diferenciacion dsea (Xiao et al., 1999).

Para llevar a cabo el programa génico relacionado a la expresion de genes de fenotipo
0seo, es necesario que Runx2 se asocie con la proteina Cbfl}, formando un heterodimero
(Kundu et al., 2002; Yoshida et al., 2002) que permite que incremente su afinidad por el
DNA (Speck y Stacy, 1995). Las regiones del DNA a las que se une el heterodimero
Runx2/CbfB, se localizan en el correspondiente al promotor de sus genes blanco. Al unirse

a secuencias tan especificas de ADN, Runx2 provee una plataforma donde puedan
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ensamblarse estratégicamente complejos macromoleculares regulatorios (Stein et al., 2003;
Stein et al., 2004).

Un punto critico en la osteogénesis normal es el estricto control de la expansion
proliferativa de las CM, osteoprogenitoras, preosteoblastos y osteoblastos inmaduros (Liu
et al., 2002). Los bajos niveles de Runx2 en células mesenquematicas osteoprogenitoras y
en osteoblastos inmaduros activamente proliferativos no indica necesariamente la
maduracion osteoblastica (Lee et al, 2000). Ello se debe a que Runx2 es regulado
negativamente por el ciclo celular de los preosteoblastos y osteoblastos inmaduros. Sin
embargo, a pesar de los bajos niveles, la asociacion de Runx2 a los promotores de los
genes blanco en los cromosomas durante la mitosis permite que se mantenga el
compromiso de estas células con el linaje 6seo. Este también regula a Runx2 a través de
mecanismos no establecidos (Young et al., 2007). El extremo carboxi de RUNX2 media
interacciones con un numero de proteinas reguladoras incluyendo SMADs (Zhang et al.,
2000).

La importancia de Runx2 en la osteogénesis se demostrod en ratones que no codificaban a
esta proteina cuando no se registré osteogénesis endocondral e intramembranosa (Lee et
al., 2000). Para que Runx2 posea actividad se requiere la produccion autocrina de BMP,
por lo que actlian cooperativamente para estimular la expresion de genes de osteoblastos
(Phimphilai et al., 2006).

Runx2 determina el linaje osteoblastico a partir de las CM induciendo su diferenciacion en

estadios tempranos e inhibiéndolo en etapas mas tardias (Liu et al., 2001; Komori, 2002).

1.4.4. Osteopontina

La osteopontina (OPN) es una proteina que fue aislada por primera vez del tejido 6seo
(Giaghelli y Steitz, 2000) y més tarde fue hallada en otros tejidos y érganos como rifiones,
placenta, musculo liso y epitelio secretor (Denhardt y Gou, 1993; Weber, 2001; Naldini et
al., 2006;). Interviene en un amplio rango de funciones bioldgicas que incluye respuestas
inflamatorias, angiogénesis, cicatrizacion de heridas, tumorigénesis de caninos y felinos
(Ozmen et al., 2015), mineralizacion extra esquelética (Choi et al., 2008) sobrevida y
migracion celular y mineralizacion y remodelacion Osea.

OPN es sintetizada por varios tipos celulares entre las que cuentan los osteoclastos,

osteoblastos, condrocitos, macréfagos, células activas T y células epiteliales, endoteliales
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del musculo liso, fibroblastos y células tumorales. Se encuentra en tejidos como el hueso,
actla como citoquina pro-inflamatoria y juega un importante rol regulando procesos
inflamatorios (O’Regan et al., 2000).

Es la proteina no colagena que mas abunda en la matriz extracelular. Es una glicoproteina
fosforilada (McKee et al., 1993) perteneciente a la familia de proteinas SIBLING (Small
Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins) (Fisher et al., 2001; Fisher and Fedarko,
2003). Las proteinas SIBLING poseen una secuencia aminoacidica compuesta por
Arginina-Glicina-Aspartato, o secuencia RGD, que permite la interrelacion con la integrina
avf3, la proteina de transmembrana CD44 e hidroxiapatita (Sodek y Ganss, 2000; Lesley et
al., 2000). Estas interacciones posibilitan la quimiotaxis de los osteoclastos, la motilidad y
anclaje al hueso (Weber et al., 1996; Chellaniah y Hruska, 2003; Zhu et al., 2004) (Figura
N°11).

OPN se encuentra in situ en los osteoblastos quienes la secretan a la matriz 6sea donde se
deposita durante los procesos de osificacion endocondral e intramembranosa (Chellaniah et
al., 2003). Interviene en la proliferacion y diferenciacion osteoblastica acompaiada con
aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina (FA) (Moore et al., 1991; Jang y Kim,
2005). La deteccion de osteocalcina y elevado nivel de sintesis de la OPN se presentan en
el estadio avanzado de hipertrofia de los condrocitos y posterior diferenciacion en células
similares a los osteoblastos (Lian et al., 1993)

La OPN secretada por los osteoblastos se localiza en la superficie dsea donde interacciona
con la integrina ayfB3; para facilitar el anclaje de los osteoclastos y probablemente OPN
también proporciona sefiales quimicas para su programa de diferenciacion celular y
posterior activacion funcional y metabdlica (Lakshmipathy y Verfaille, 2005; Dominici et
al., 2006).

OPN posee un importante rol en la mineralizacion de matriz 6sea y remodelacion del hueso
(Fisher y Fedarko, 2003). El papel de OPN en la mineralizacion del hueso resulta poco
claro, posiblemente modula la formacion de HA, ya sea previniendo el crecimiento de
cristales en sitios que pueden resultar inapropiados, tales como el osteoide, o regulando el
incremento del tamafio y forma (Hunter, 2013).

Las cargas electronegativas del 4cido glutamico y acido aspartico asi como el putativo
motivo de unién de OPN al Ca**, motivan que OPN se una fuertemente a la hidroxiapatita

(HA; Caio[PO4]s]OH]2). Se comporta como un potente inhibidor del proceso de

28



mineralizacion, ya que la uniéon de OPN con HA inhibe el crecimiento de los cristales de
HA (Hunter et al., 1996; Steitz et al., 2002; Pampena, ef al., 2004).

Estudios realizados en ratones deficientes en OPN mostraron poseer mayor contenido de
HA vy cristalinidad en comparacion con los animales normales (Boskey et al., 2002). Estas
observaciones sugieren que OPN actia como regulador negativo en la formacion de HA.
OPN cumple diversas funciones durante la reparacion de las fracturas. La deficiencia de la
proteina no colagena altera el funcionamiento de multiples tipos celulares que resultan en
retraso de la neovascularizacion temprana, alteraciones en la organizacion de la matriz
extracelular y reduce las propiedades biomecanicas del hueso (Duvall et al., 2007)

Las cargas y descargas mecdnicas a las que son sometidos los huesos inducen la expresion
de OPN para generar la migracion de los osteoclastos posibilitando la motilidad y anclaje
de estas células (Ishijima ef al. 2001).

OPN también demostré ser un supresor de la formacidn Osea osteoblastica durante
remodelacion por la descarga mecanica de (Ishijima ef al, 2001; Gross et al., 2005). Su
deficiencia deteriora significativamente la capacidad de hueso para resistir la propagacion

de grietas incipientes (Thurner ef al., 2010).

1.4.5. Osteocalcina (OC)

Desde la década de los afios 1970 y 1980 OC es considerada un producto metabolico
especifico de los osteoblastos (Price ef al., 1976; Charles ef al., 1985; Sanches et al., 2009)
y es la PNC que es mas abunda en la matriz 6sea (Wolf, 1996). Es una pequena proteina
que se halla constituida por tres residuos de 4cido y-carboxiglutdmico (GLA)
preferencialmente expresada por los osteoblastos y posee la capacidad de unirse a iones de
calcio. Su rol exacto en el hueso no se encuentra completamente comprendido, aunque se
tiene la certeza que interviene en la biomineralizacion de la matriz (Neve et al., 2012).

En modelos caninos de osteogénesis distractiva los niveles elevados de TGF- fueron
acompafiados por menores niveles de OC después de la iniciacion de la osteogénesis por
distraccion (Lammens et al., 1998). Estas observaciones sugieren que TGF-B suprime la
maduracion de osteoblastos al retrasar la diferenciacion de los osteoblastos en la fase de

mineralizacion de la osteogénesis distractiva.
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Figura N°11. Modelo de activacion de la integrina avp3 del osteoclasto (OC) para la migracion y
adhesion a la matriz. (A) La integrina ovp3 se encuentra en estado basal (||). Cuando el osteoclasto
requiere trasladarse y adherirse a la MEC, requiere que la integrina avB3 ubicada en las extensiones de
membrana se active (A) y acople al grupo RGD de OPN. (B) La unién con el factor de crecimiento
(FC) cambia el cominio externo de avp3 de estado basal a activo. El FC a través del receptor tirosin
quinasa (RQT) y la integrina inducen los reacomodamientos del citoesqueleo para el desplazamiento del
osteoclasto a través del grupo proteico Rho unido a GDP que se activa fosforilizandose (GTP) .
Modificado de Faccio et al, (2003).

Los osteoblastos sintetizan OC s6lo en la etapa final de la final de su diferenciacion
celular, luego que concluy¢ la etapa de proliferacion y bajo el control de Runx2 (Carvallo
et al., 2008). También ha sido hallada, aunque en bajos niveles, en la médula 6sea de
megacariocitos y plaquetas en sangre periférica (Thiede et al, 1994), en células
progenitoras endoteliales (Gossl ef al., 2008), en células del musculo liso vascular (Spronk
et al., 2001), en el cerebro, el intestino y el rifion (Fleet y Hock, 1994).

La mayor parte de la fraccion carboxilada de OC sintetizada por los osteoblastos se
deposita en la matriz 6sea, mientras que la fraccion no carboxilada que no es adsorbida por
la HA y circula en el torrente sanguineo como OC sérica (Lee et al., 2000). Esta fraccion
sérica es empleada como marcadora del metabolismo 6seo, incluso seria mas sensible que
la FA (Delmas et al., 1990).

La vitamina D estimula directamente la transcripcion de OC, (de hecho, el gen es receptivo
a la vitamina D receptivo) mientras que la vitamina K regula los procesos de carboxilacion.

Ademas, diversos factores de crecimiento, hormonas o citoquinas pueden modular la
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produccion de OC a través de las vias de sefalizacion o la interaccidon con factores de
transcripcion que actuan sobre la region promotora del gen de la OC. Este gen es
generalmente inactivo durante la proliferacion odteoblastica, mientras que se transcribe en
abundancia durante la diferenciacion de los osteoblastos (Villafan-Bernal et al., 2013).

Los autores consultados hacen referencia a los mecanismos intimos de accion de los
factores de crecimiento, citoquinas e indicadores metabolicos durante la proliferacion,
diferenciacion y maduracion celular del linaje osteogénico durante la vida embrionaria e in
vitro. Esa descripcion no se hace como resultado de los implantes de MOD en defectos
Oseos ortopédicos. El aporte de conocimientos en relacion a los fendmenos celulares de
proliferacion y diferenciacion celular y la interaccion de las proteinas que participan en
€sos procesos, permitird determinar la forma que se reparan lo defectos 0seos tratados con
MOD. A partir de esos conocimientos se podran establecer los principios de tratamientos

que requieran re-establecer la base dsea.
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CAPITULO 2
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

32



2. Hipotesis

Los defectos 6seos ortopédicos experimentales son factibles de ser tratados con matriz dsea

desmineralizada (MOD), logrando la activacion de procesos de proliferacion y

diferenciacion celular, durante la regeneracion y remodelacion dsea.

2.1. Objetivo general

Identificar los fendémenos de proliferacion y diferenciacion celular durante la reparacion de

defectos 6seos ortopédicos tratados con matriz 6sea desmineralizada (MOD).

2.2. Objetivos especificos

Estandarizar un protocolo de obtencion de matriz 6sea desmineralizada.
Caracterizacion de la matriz 6sea desmineralizada a través de microscopia Optica,
microscopia optica y microscopia de electronica de barrido.

Establecer las propiedades osteogénicas de la MOD por implante intramuscular en los
musculos biceps femoris.

Efectuar seguimiento y evaluacion radioldgica de los defectos ortopédicos tratados con
MOD.

Analizar la evaluacion del uso funcional del miembro de los animales en estudio.
Obtener muestras de tejido 6seo de los sitios de reparacion de los defectos ortopédicos
alos 7,15, 21, 30, 60 y 150 dias post-implante.

Identificar y establecer histolégicamente el procedimiento de reparacion de los defectos
ortopédicos.

Establecer la inmunoexpresion, densidad oOptica y densidad Optica integrada de las
proteinas BMP-2, WNT, Runx2, OPN y OC en tejidos de reparacion y diferenciacion
celular.

Relacionar las DO y DOI con los acontecimientos tisulares durante la reparacion.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA
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3.1. Obtencion, procesamiento y almacenamiento de matriz 6sea desmineralizada

La MOD empleada fue obtenida mediante la estandarizaciéon de un protocolo basado en
métodos previamente informados (Reddi y Huggins, 1972; Urist et al., 1973; Hallfeldt et
al., 1995; Concannon et al., 1997; Rabie et al., 2000; Rivera et al., 2003; Han et al., 2005)
y publicado por el tesista (Audisio ef al., 2014).

Se emplearon diafisis de huesos de conejos procedentes de frigorifico, a los que
inmediatamente de haber sido sacrificados les fueron extraidos los fémures, las tibias y los
himeros en condiciones de asepsia. Las didfisis fueron tratadas en un solo grupo, que
incluyd remocioén de los tejidos blandos, luego se lavaron con abundante agua destilada a 4
°C para prevenir la accion enzimatica en los tejidos (Yazdi ef al, 1991). Las diafisis se
seccionaron en piezas de 5 a 10 mm y luego fueron fragmentadas en un molino de
cuchillas a 20.000 rpm (Yellowline A10, IKA, Alemania) hasta obtener particulas de 200 a
750 um. Al hueso triturado le fueron extraidos los lipidos sumergiéndolo en una solucion
de cloroformo:metanol en proporcion 1:1 durante 12 horas, manteniendo una relacion 1:30
de hueso:solucion (Figura N°12).

El hueso fue lavado con agua destilada a 4 °C y luego fue sometido a la accion de una
solucion de acido clorhidrico (HCI) 0,6 N a razon de 25 meq/g de hueso durante 48 horas
con agitacion permanente a 4 °C (Figura N°12) La MOD obtenida se lavo con agua
destilada hasta estabilizar el pH en 7,0 y conservada en alcohol etilico 70° a 4 °C hasta su
uso en proporcion de 30 partes de alcohol por cada parte de matriz (Junqueira Del Carlo et
al., 2003; Han et al., 2005; Audisio et al., 2014).

A los efectos de caracterizar a la MOD, se tomaron tres muestras. A la primera le fueron
determinados residuos lipidos, la segunda fue analizada mediante microscopia Optica,
microscopia de alta resolucion (MOAR) y electronica de transmision (SEM); y la tercera

se empled para comprobar las propiedades osteoinductivas y osteoconductivas.

3.2. Caracterizacion de la matriz 6sea desmineralizada (MOD)

La MOD fue caracterizada para establecer las caracteristicas de las mismas como asi
también la capacidad osteogénica al ser aplicada en un modelo animal. Se procedi6 a
establecer si las particulas contenian lipidos como asi también los aspectos microscopicos

opticos y electrénico.
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3.2.1. Determinacion de fraccion lipidica

La muestra de MOD fue suspendida en dicloremetano y luego centrifugada a 500 r.p.m.
durante 5 minutos Una fraccion del centrifugado se analiz6 con cromatografo gaseoso con
detector de masa (GC-MC) (GCMS-QP2010, Shimazdu, Japén) que emplea helio como

gas carrier.

E

Figura N°12. Procesamiento de hueso para obtener matriz 6sea desmineralizada. A) Huesos largos
obtenidos de los conejos despojados parcialmente de los tejidos blandos; B) los mismos huesos a los que les
fueron extraidas las epifisis, alin conservan la médula 6sea; C) cortezas Oseas diafisiarias fragmentadas,
lavadas y despojadas de tejidos blandos y restos de médula 6sea; D) fragmentacion de las diafisis hasta
obtener particulas de MOD de tamafio deseado, a la izquierda molienda gruesa del hueso, a la derecha
molienda fina; E) las particulas de MOD suspendidas en HC1 0,5 N sobre un agitador magnético; F) aspecto
de las particulas de matriz 6sea luego de la desmineralizacion.
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3.2.2. Caracterizacion microscopia optica, microscopia de alta resolucion (MOAR) y
electronica de transmision

3.2.2.1. Microscopia optica (MO)

Se tomaron dos muestras, la primera se coloco sobre un portaobjetos para observar las
particulas en el microscopio Optico a pequefio aumento y establecer sus dimensiones y
caracteristicas; a la segunda muestra se la deshidratd en una bateria de etanol en
concentraciones crecientes, luego se sumergid en xileno y embebid en parafina y resina
sintética. Se realizaron cortes de 5 pm que fueron montados en portaobjetos de vidrio y
tefiidos con hematoxilina y eosina (HE).

Para realizar la tincion con HE se procedid a desparafinar las muestras en dos pasos, el
primero en estufa a estufa 60 °C durante 10 minutos y posteriormente se sumergieron 2
veces durante 10 minutos cada una en xilol. Luego de hidrataron en una bateria de
alcoholes en concentraciones decrecientes de 100°, 95° y 70° de 1 a 2 minutos. Luego se
lavaron 2 veces en agua destilada (10 minutos cada una) y dos veces en solucion tampon
fosfato salino (PBS pH 7,2), 10 minutos cada uno. La técnica se realiz6 a temperatura
ambiente. Luego la muestra se traslado a un coplin conteniendo la hematoxilina aluminica
de Harris durante 3-5 minutos. Las muestras se lavaron con agua corriente hasta que el
agua se aclard. Luego se aplico eosina al 0,5% durante 15 a 30 segundos y se lavd con
agua destilada. Se deshidraté en forma progresiva con sucesivos bafios de alcohol, cada
vez menos hidratados 70° — 80° — 90° — 96° — 100°; del alcohol 70° a 96° permanecieron
30 segundos y en el alcohol 100° 10 minutos y montados con Entellan (Merck, Alemania).
Los cortes se observaron en un microscopio optico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania). La
adquisicion de las imagenes se realizO con una camara digital Powershot G6 de 7.1
megapixels (Canon INC, Japon) adosada al microscopio 6ptico. Estas se procesaron con el

software AxioVision Release 4.6.3 (Carl Zeiss, Alemania).

3.2.2.2. Microscopia de alta resolucion (MOAR)

Las muestras destinadas a MOAR se fijaron en glutaraldehido al 2,5% en solucion tampon
fosfato de Sorensen (PBS) (0,1 M, pH 7,4) durante a 4 °C. Se lavaron dos veces con PBS.
Se re-fijaron con tetroxido de osmio al 1% durante 1 hora a temperatura ambiente.

Seguidamente se lavaron dos veces en PBS y se deshidrataron en concentraciones
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crecientes de acetona. Se procedid luego a la pre-inclusion en resina epoxi EMbed 812 1:1
en acetona 100% durante toda la noche a temperatura ambiente y posteriormente a una
inclusion en EMbed 812 a 60 °C, durante 24 horas. A través de un ultramicrétomo manual
(Sorvall MT-1A, DuPont, USA), utilizando cuchillas de vidrio, se obtuvieron cortes
semifinos de 0,25 mm. Se emplearon 10 cortes los que fueron colocados sobre portaobjetos
de vidrio y tefiidos con azul de toluidina sobre una platina termostatizada, para permitir la
entrada del colorante al tejido incluido en la resina. Los cortes se observaron en un
microscopio optico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania). La adquisicion de las imagenes se
realizd con una camara digital Powershot G6 de 7.1 megapixels (Canon INC, Japon)
adosada al microscopio Optico. Estas se procesaron con el software AxioVision Release

4.6.3 (Carl Zeiss, Alemania).

3.2.2.3. Microscopia electronica de transmision (SEM)

La muestra se fij6 con glutaraldehido al 2,5% y mas tarde se procedi¢ a deshidratarla con
etanol en una serie de concentracion creciente. Luego fue secada por punto critico
empleando diéxido de carbono (Denton Vacuum DCP1), fijada con cinta bifaz sobre
soporte de aluminio y recubierta con oro Denton Vacuum DeskIV (22-24 nm de espesor).
La muestra se examin6 en un microscopio JEOL Modelo JSM 6480 LV SEM (Japén). La
adquisicion de imdgenes y las mediciones morfométricas se realizaron con software

original del equipo.

3.2.3. Determinacion de las propiedades biologicas de la MOD

Se emplearon 10 conejos de la raza neozelandesa, sexualmente maduros, de 2,5 a 2,8 kg,
los que fueron mantenidos en jaulas individuales, alimentados con una férmula balanceada
comercial y agua potable ad-libitum. Las condiciones de bienestar animal, asi como las
condiciones experimentales de los animales fueron aprobadas por el Comité de Etica de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto.

Los animales se dividieron en grupo tratamiento (GT) n=8 y grupo control (GC) n=2 para
proceder a realizar las intervenciones quirurgicas. Los individuos fueron sedados y
anestesiados con 1,5 mg/kg de xilacina y 40 mg/kg de ketamina IM. Se acondicion6 uno de
los miembros posteriores para ser intervenido en condiciones de asepsia y proceder a

implantar MOD de forma intramuscular. Luego de realizar una incision de
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aproximadamente 2 cm en la cara lateral del muslo, se efectudé un bolsillo en el musculo
biceps femoral (m. biceps femoris). El bolsillo se rellen6 con 100 mg de MOD vy el
musculo y la piel se suturaron con poligalactina. Los animales recibieron terapia
antiinflamatoria (ketoprofeno 0,1 mg/kg IM; Kalmavet, Lab. Zoovet) y antibioticoterapia
de amplio espectro (clorhidrato de oxitetraciclina, 50 mg totales IM) durante 3-5 dias VO.

Se realizaron proyecciones latero-mediales de los miembros a los 30 dias postquirurgico.
En cada radiografia se emplearon 60 kVp y 10 mA a una distancia de foco de 40 cm y
tiempo de exposicion de 0,4 segundos. Se establecié que la presencia de una imagen
radiodensa en el sitio del implante seria considerada como positiva a la presencia de hueso

nuevo extraesquelético.

3.3. Implantes de MOD en defectos dseos ortopédicos

Se emplearon 35 conejos de la raza neocelandeza de sexualmente maduros que fueron
atendidos segun las pautas de bienestar animal de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.
Durante el tiempo que durd la experiencia los animales se mantuvieron en jaulas
individuales alimentados con una férmula comercial de alimento balanceado y agua ad-
libitum.

Luego de un periodo de adaptacion a las condiciones de confinamiento los conejos fueron
sedados con 0,1 mg/Kg de acepromacina (Acedan® inyectable, Lab. Holliday Scott,
Argentina) y anestesiados con 40 mg/Kg de ketamina IM (Ketamina 50®, Lab. Holliday
Scott, Argentina). Uno de los miembros toracicos se acondiciond para ser intervenido en
condiciones de asepsia. A los efectos de obtener analgesia del miembro se procedi6 al
bloqueo del plexo braquial mediante administracion de lidocaina al 2%.

Se realiz6 una incision en la cara dorsal del antebrazo que permiti6 identificar los musculos
extensores de la mano. Los musculos se disecaron para exponer al radio para proceder a
crear un defecto ortopédico de tamafio critico, cuyas minimas dimensiones impiden la
reparacion espontanea durante la vida del animal. La longitud del defecto equivale a 1,5
veces el diametro del hueso (Schmitz y Hollinger, 1986). El diametro de cada radio se
determin6 mediante radiografias de control pre-operatorio. Cuando se expuso al radio se
realizaron dos osteotomias paralelas y transversales al eje longitudinal con una distancia
entre ambas de 1,5 veces el diametro 6seo. Los defectos de 30 animales se recibieron

tratamiento mediante relleno con MOD vy constituyeron el grupo tratamiento (GT) (Figura
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N°13); en tanto que 5 animales no recibieron tratamiento y conformaron el grupo control
(GC). Los musculos extensores fueron suturados con poligalactina con puntos separados.
El tejido subcutaneo y piel también se suturaron con el mismo material segin técnicas de
rutina.

Concluidas las intervenciones los conejos permanecieron en jaulas individuales.
Diariamente recibieron antibioticoterapia y terapia antiinflamatoria (ketoprofeno 0,1 mg/kg
IM; Calmavet, Lab. Zoovet) durante 5 dias. Diariamente durante 8-10 dias los conejos
recibieron atencion de las heridas (lavado, desinfeccion y control de puntos de sutura)
como asi también eran examinados para evaluar condiciones de salud.

A los efectos de evaluar los procesos histologicos de reparacion de los defectos dseos
ortopédicos experimentales con MOD, se conformaron subgrupos de tratamiento (SgT) de
5 animales cada uno. A cada (SgT) le fue asignado un periodo de sobrevida post-quirtrgica
a los efectos de proceder a realizar estudio histoléogico e inmunohistoquimico de la
reparacion Osea. Los conejos del SgT1 fue sacrificado a los 7 dias post-operatorio, El Sgt2
a los 15 dias, el Sgt3 a los 21 dias; el SgT4 a los 30dias; el Sgt5 a los 60 dias y el SgT6 a
los 150 dias. Los animales del GC fueron sacrificados a los 60 dias post-operatorio.

Los animales de cada subgrupo tratamiento fueron sacrificados al concluir el periodo de
sobrevida establecido, a los 7, 15, 21, 60 y 150. De cada cadaver se recuperaron las
porciones de las diafisis que contenian los defectos tratados. Las muestras se fijaron con
formol salino tamponado, se deshidrataron con baterias de alcoholes de graduacion
creciente, para ser incluidos en parafina. Se realizaron cortes histologicos correspondiente
a los defectos provocados y tratados de aproximadamente 4 pum con micrétomo
(Microtom®, USA) y montaron 3-4 cortes sobre cada portaobjeto. Los cortes histoldgicos
se tifiieron con hematoxilina-eosina (HE) para el reconocer estructuras tisulares e
inmunomarcar RUNX2, WNT, BMP, OPN, OCN mediante técnica de

inmunohistoquimica.

3.3.1. Inmunodeteccion de BMP-2, WNT, Runx2, OPN y OC

Para la realizacion de estas técnicas se utilizaron los cortes histoldgicos obtenidos segun el
punto 3.2. Los mismos fueron desparafinados mediante dos pasajes por xilol de 15 minutos
cada uno. Posteriormente se rehidrataron con baterias de alcoholes de graduacion

decreciente de 5 minutos cada uno. Luego se lavaron 2 veces en agua destilada (10 minutos
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Figura N°13. Procedimiento quirtrgico de creacion
del defecto 6seo ortopédico. A) Abordaje quirurgico
de la cara dorsal del antebrazo con exposicion del
tercio medio de la diéfisis radial. B) Defecto 6seo
ortopédico experimental de tamafio critico en el
radio creado por doble osteotomia. C) Defecto
tratado mediante relleno con MOD

cada una) y dos veces en solucion tampon fosfato salino (PBS pH 7,2), 10 minutos cada
uno. La técnica se realiz6 a temperatura ambiente. Antes de la primera incubacion con los
anticuerpos los portaobjetos conteniendo los cortes fueron tratados con 3% (v/v) de
peroxido de hidrégeno por 5 minutos y lavados con PBS pH 7,2. Luego fueron incubados
con el primer anticuerpo correspondiente al receptor buscado durante una hora a
temperatura ambiente en camara humeda cdmara hiimeda (Runx2 (27-K): sc-101145
dilucion 1:200; Wnt-3 (H-70): sc-28824 dilucion 1/200; BMP-2 (N-14): sc-6895 dilucion
1/200; Osteocalcin (FL-100): sc-30044, dilucion 1:200 y OPN AKm2A1:sc-21742 dilucion
1/50; todos de Santa Cruz Biotechnlogy Inc, USA). Posteriormente fueron lavados con
PBS (2 lavados de 10 minutos cada uno) e incubados durante 20 minutos con el segundo
anticuerpo biotinilado (compuesto por inmunoglobulinas biotiniladas anti-conejo, anti-
raton y anti-cabra). Luego de ser lavados con PBS (2 lavados de 10 minutos cada uno)

fueron tratados con el complejo de streptavidina conjugada con peroxidasa por 20 minutos
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(LSAB®+Systems HRP, Dako Cytomation). Luego del periodo de incubacion fueron
lavados con PBS (lavados 10 minutos cada uno) y tratados con la solucion de sustrato
cromogeno 3,3 -diaminobenzidina (DAB) durante 15 minutos. Posteriormente, los cortes
histologicos fueron contrastados con hematoxilina de Mayer por 50 segundos, lavados con
solucion de hidréxido de amonio al 0,08% por 30 segundos, deshidratados en bateria de
alcoholes de concentracion creciente y montados con Entellan (Merck) para ser observados
en un microscopio optico Axiophot (Carl Zeis, Alemania). La adquisicion de imagenes se
realiz6 mediante una camara digital Powershot (G6, 7.1 megapixeles (Canon INC, Japon)
adosada al microscopio Optico y el procesamiento de las mismas a través del software
AxioVision 4.6.3 (Carl Zeis, Alemania).

En las técnicas IHQ se consideraron positivas a BMP-2, WNT, Runx2, OPN y OC cuando
se inmunomarquen con color marréon a la matriz extracelular, células mesenquimaticas,

pre-osteoblatos, osteoblastos, osteocitos, condrocitos y osteoclastos.

3.3.2. Analisis de densitometria optica (DO) y densitometria éptica integrada (DOI)

Se adquirieron iméagenes de los cortes inmunomarcados con aumento 200X. Las imagenes
adquiridas correspondieron a las particulas de MOD, tejido osteocondroide, a la fase de
osificacion y del hueso nuevo trabecular y maduro hallados en los defectos 6seos a los 7,
15, 21, 30, 120 y 150 dias post-operatorio. Las iméagenes capturadas se introdujeron en
software Image J 1.49b (Media Cybernetics, USA) para cuantificar la expresion de BMP-2,
WNT, Runx2, OPN y OC. El software convirtié el color marron correspondientes a las
expresiones de cada proteina en una escala de grises que se extendié de 0 a 255 (0 = blanco
y 255 = negro). Con los valores obtenidos se calcul6 la densidad optica (DO) y densidad
optica integrada (DOI). La densidad optica se determind segun la formula DO = Logio
(IT/IT); donde IT es la intensidad transmitida (equivale a 255) y la II que es la intensidad
incidente que corresponde a el valor de la media de grises de la imagen analizada por el
software. La densidad optica integrada (DOI) se obtiene del producto entre la DO y la
unidad de superficie expresada en micras cuadradas (u?) ocupada por la expresion de las
proteinas en estudio segin la formula DOI = (DO *AREA). El resultado de ambas
formulas se expres6 en unidades arbitrarias (UA) (Vasconcellos et al., 2014). Las
imagenes adquiridas también fueron observadas con aumento a 40X y 100X para analizar

aspectos citoplasmaticos que resultaran de interés.
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3.4. Evaluacion radiologica

Se realiz6 seguimiento radioldgico en los miembros intervenidos a los 15, 21, 30, 60 y 150
dias post-operatorios. Los conejos se colocaron en posicion de decubito lateral con el
miembro objeto de estudio en contacto con el chasis que contenia la pelicula radiologica.
Se efectuaron proyecciones latero-medial empleando 60 kVp y 10 mA a una distancia de
foco de 40 cm con tiempo de exposicion de 0,4 segundos. Las radiografias se emplazaron
en un negatoscopio y se fotografiaron con una cdmara marca Kodak© de 12 megapixeles.
Cada fotografia fue analizada con el software ImageJ 1.49b (Media Cybernetics, USA). Se
estipuld6 que la presencia de una imagen radiodensa en el sitio del implante seria
considerada como positiva a la presencia de hueso nuevo. En tanto se consideraria al
defecto reparado cuando el hueso nuevo ocupara la totalidad del defecto y tuviera
integracion con los extremos de las osteotomias. Una vez que las imagenes se introdujeron
en el software se procedi6 a medir la longitud del radio, la longitud del defecto, la

superficie del defecto y la presencia de hueso nuevo que rellenaba el defecto.

3.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las DO y DOI correspondiente a BMP, WNT, Runx2, OPN y OC
como asi también de los datos provenientes de las radiografias de los defectos Oseos
tratados se introdujeron en el software Infostat (Di Rienzo ef al., 2010) para ser analizados
con un ANAVA, los resultados se compararon con un test LSD de Fisher con una

significacion estadistica definida como p<0,05.
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CAPITULO 4
RESULTADOS y DISCUSION
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4.1. Caracterizacion de MOD
4.1.1.Residuos lipidicos
Los andlisis realizados a las particulas de MOD para determinar la presencia de

residuos lipidicos resultd negativo.

4.1.2. Caracterizacion microscopia

4.1.2.1. Microscopia optica y microscopia optica de alta resolucion (MOAR)

Las particulas que se observaron con fondo blanco presentaron forma cuadrangular y sus
bordes eran bordes lisos y redondeados (Figura N°13 A). En tanto que en las particulas
teniidas con HE se identificaron las unidades funcionales del hueso cortical, la osteonas. En
ellas, claramente se observaron los conductos osteonicos centrales rodeados por las
lamelas o laminas dispuestas en forma concéntrica conteniendo las lacunae o lagunas
(Figura N° 13 B).

La técnica MOAR se observo con mayor definicion y detalles los elementos estructurales
del hueso cortical previamente anunciados con la técnica y tincion convencional con HE.
El azul de toluidina tifé de forma homogénea los cortes MOAR, en tanto los cortes tefiidos

con HE se mostraron basofilos (Figura N° 13 C).

4.1.2.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Durante la estandarizacion del protocolo de procesamiento y conservacion de MOD, se
efectuaron pruebas de molienda con dos molinos que poseian distintas conformaciones de
cuchillas y velocidades. El primero disponia de cuchillas con bordes cortantes y 5.000
r.p.m. mientras que el segundo molino las cuchillas no tenian filo y desarrollaba una
velocidad de 20.000 r.p.m. Las comparaciones realizadas por SEM mostraron que como
resultado de la accion del primer molino las particulas poseian forma ligeramente cilindrica
y superficie irregular. Las fibras de coldgeno se observaron seccionadas en varios sitios y
poco compactas (Figura N° 14 A). Con el segundo molino se obtuvieron particulas de
bordes netos (Figura N°15 A), tamafio uniforme al igual que su geometria, que fue
cuadrangular (Figuras N° 14 B y 15) y aspecto compacto (Figura N° 15 B).

Las observaciones realizadas con SEM mostraron que las particulas poseian forma

cuadrangular con una dimension media de 532,42 pm (+181,14). En la superficie de las
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particulas se reconoci6 la disposicion horizontal de las osteonas y en los cortes
transversales se identificaron los conductos centrales cuyo didmetro fue de 13,45 um
(£6,49) y las lamelas o laminas concéntricas conteniendo las /acunae o lagunas (Figura

N°16).

Figura N°14. Microscopia optica y microscopia de
alta resolucion de las particulas de MOD. A)
Particulas de MOD observadas en microscopio
optico. A) Particula de MOD al microscopio Optico
con fondo claro a 100X y cuyas dimensiones fueron
570 pm x 426 um. B) Particula de MOD tefiida con
hematoxilina y eosina en donde se aprecid tincion
basofila e identifico a las osteonas conteniendo cada
una de ellas un canal ostednico (flechas) (HE)
400X; C) MOAR correspondiente a una particula de
matriz desmineralizada tefiida con azul de
tolouidina magnificacion 400X.

Figura N°15. Microscopia electronica de barrido (SEM) de las particulas obtenidas por los dos empleados; A)
particula producto de la molienda a 5.000 r.p.m. observada a 400X, 300x y 1000x; B) particulas de MOD
procesadas con molino a 20.000 r.p.m. SEM 300X
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Figura N°16. Imagen SEM de una particula de MOD. A) se observan los bordes netos de la particula; B)
particula de MOD magnificacion de 100X (recuadro superior izquierdo) y detalles de una osteona (flechas)
observado a 700X.

4.1.3. Propiedades bioldgicas de la MOD

Durante el periodo que duro la experiencia ninguno de los animales intervenidos manifesto
signos y sintomas producto de reacciones inflamatorias o complicaciones post-operatorias
locales o sistémicas. Las radiografias tomadas de los miembros posteriores mostraron en
correspondencia con el sitio del implante la presencia de una imagen densa fusiforme en
dicho sitiocompatible con hueso nuevo y en correspondencia con los sitios de implantes

extra esqueléticos de MOD (Figura N°17).

Figura N°17. Radiografia de un muslo de un conejo empleado para determinar propiedades biologicas de la
MOD. Imagen de la presencia de hueso (izq), el hueso nuevo sefialado por el circulo.
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4.2. Modelo animal

En el lapso de tiempo de estudio no se registraron muertes o complicaciones como
secuestros producto del rechazo a los implantes. En ese sentido los miembros intervenidos
no mostraron edemas inflamatorios y emanacion de ningin tipo de secreciones
provenientes de las heridas o sitios de los implantes de MOD.

Una vez que las intervenciones concluyeron los animales ingirieron alimentos y agua a las
6 o 12 horas. Los conejos hicieron uso funcional de los miembros intervenidos a los 2-3

dias de haberles realizado los tratamientos (Figura N°18).

Figura N°18. Conejo perteneciente al grupo tratamiento luego de 21 dias de intervenido. El animal se
encuentra haciendo uso funcional del miembro derecho.

4.3. Analisis radiologico

El andlisis radiologico mostrd que los radios poseian una longitud media de 69,6 +1,51
mm. Los defectos midieron 8,65 £0,70 mm y sus superficies 28,88 +4,55 mm?. En tanto la
longitud relativa de los defectos respecto a la longitud del hueso fue 12,44% +1,15 (Tabla
N°1). Los defectos tratados repararon completamente luego de 60 dias, mientras que los
defectos de los animales control a los 150 dias no curaron y los extremos de las

osteotomias se apreciaron atrofiadas (Figura N°19).
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Tabla N°1

Longitud del radio y dimensiones de los defectos dseos de tamafio critico
(longitud y area de superficie)
Conejo No Longitud del =~ Longitud del Longitud del Area del
radio (mm) defecto (mm) defecto/longitud del radio  defecto (mm?)
Grupo tratamiento

1 69 8,23 11,92% 27,109
2 70 8,38 11,97% 37,581
3 69 7,75 11,23% 22,380
4 70 8,19 11,70% 32,148
5 72 7,96 11,05% 32,700
6 66 9,58 14,51% 26,440
7 70 8,99 12,84% 26,953
8 70 9,80 14,00% 24,490
Grupo control

1 70 8,43 31,783
2 70 9,22 27,240

Figura N°19. Radiografia control de conejo del GC. El defecto no se encuentra reparado y los
extremos de las osteotomias se observan aguzadas con signos de atrofia.

A los 15 dias post-operatorio se observo reaccion periosteal y la presencia de hueso nuevo.
Las imagenes de hueso nuevo poseian ligera forma triangular orientadas hacia el centro de
los defectos. A los 21 dias post-operatorios estas porciones de hueso nuevo se encontraban
fusionadas entre si y a la corteza inmediata de la ulna. Entre los 30 y 60 dias el hueso
nuevo ocupaba la totalidad del defecto y hacia el dia 150 la imagen mostraba remodelacion
periostica (Figura N°20).

Hacia el dia 15 el hueso nuevo ocupaba 6,43+1,51 mm? del defecto, equivalente al 22,47%
de su superficie. A los 21 dias el nuevo hueso cubria 9,94 1,64 mm?, el 34,97% de los
defectos. Hacia el dia 30, 18,18 £2,96 mm?, el 63,45% de la superficie de los defectos.
Luego de 60 dias post-operatorios el 26,62 +7,08 mm?, 88,33% del defecto, se encontraba
ocupado por hueso producto de la reparacion. Finalmente, hacia el dia 150 los defectos

contenian el 28,72 +£5,00 mm? de hueso nuevo, el 100% de los defectos (Tabla N°1). La
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cantidad relativa de hueso que ocupaba la superficie de los defectos a los 15 dias fue de
22,48% (min: 15,76; max: 28,48), a los 21 dias: 34,97% (min: 30,71; max: 48,45), a los 30
dias 40: 63,45% (min: 60,56; max: 71,75). A los 60 dias post-operatorios la superficie
relativa de hueso fue el 88,83% (min: 80,02; max: 99,05) y la cantidad relativa de hueso a
los 150 dias fue de 100%, sin embargo, la reaccién promovida por el periostio generd un
callo 6seo que agregd volumen a la region.

El analisis estadistico de los resultados indico diferencias significativas entre los 15, 21 y
30, mientras que no se registraron diferencias significativas a entre los 60 y 150 dias

(p>0,05).

L
Figura N°20. Evolucion radiologica del radio en un conejo tratado con MOD; a
los 15 dias (A), 21 dias (B), 30 dias (C) y 150 dias (D).
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4.4. Analisis histologico

4.4.1. Analisis histologico realizado con tincion de Hematoxilina Eosina (HE).

Los estudios histologicos realizados a las muestras obtenidas de los animales
pertenecientes al GT, segin la secuencia temporal post-quirirgica, demostraron la
reparacion completa de los defectos al término de los 60 dias. Mientras que los cortes
histopatologicos realizados a los animales del GC mostraron que los espacios
correspondientes a los defectos se encontraban ocupados por tejido conectivo. Las
observaciones de la reparacion de los defectos correspondientes a cada periodo de estudio
se describen a continuacion.

A los 7 dias post-tratamiento se identificaron a las particulas de MOD basofilas de forma
poliédrica irregular. No se observaron células inflamatorias y ni células de la serie blanca
entre las particulas y entre éstas y los musculos que las rodeaban. Las particulas se
encontraban rodeadas por células aguzadas morfoldégicamente similares a células
mesenquimaticas, que estaban dispuestas de forma paralela a la superficie de las particulas

haciendo contacto con éstas (Figura N°21).
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Figura N°21 Corte histologico efectuado a los siete dias post-operatorio. Se observan a las
particulas de MOD rodeadas por células mesenquimaticas (CM) haciendo contacto con éstas. HE
200X.
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A los 15 dias post-operatorios se identificaron sectores con caracteristicas histologicas
distintas. Se apreciaron particulas de MOD, espiculas 6seas (formaciéon de hueso nuevo
que comienza con el desarrollo de una matriz 6sea formada por redes de fibras delgadas
con depositos mineralizados), pequefias areas de tejido cartilaginoso y cartilago en proceso
de osificacion.

Sobre la superficie de las particulas se observaron osteoclastos y fibras colagenas
conteniendo células morfologicamente alargadas (Figura N°22). Las fibras colagenas y
células estaban dispuestas de forma paralela a la MOD. A partir de los distintos sitios de
contacto se observo condensacion de células fenotipicamente mesenquimaticas que emitian
prolongaciones coldgenas de aspecto denso, acidofilas y forma de espiculas (Figura N°23
B). En contacto con la matriz densa también habia tejido laxo Este poseia células delgadas
y aguzadas que se continuaban en osteoblastos cuboidales que apoyaban en la superficie de
las espiculas (Figura N°23 A) mientras que la matriz albergaba osteocitos que aun poseian
la morfologia de osteoblastos.

El tejido cartilaginoso presentaba condrocitos hipertréficos que se continuaban con el
tejido Oseo trabecular y ademds presentaba sitios de osificacion. Los condrocitos
hipertroficos que se encontraban en las inmediaciones de la osificacion estaban rodeados
por matriz, otros habian desaparecido dejando condroplastos vacios que forman lagunas o
condroceles sobre los que se depositan osteoblastos y osteoclasto. Los condroceles
coalescian para ser colonizados por osteoblastos y osteoclastos. En los lugares de
osificacion no se observd invasion de vasos sanguineos. En estos sitios se pudieron
detectar matriz condral en proceso de mineralizada y condroplastos ocupados por dos
células (Figura N°24).

A los 21 dias en el interior de los defectos no se hallaron particulas de MOD. Habia tejido
cartilaginoso, areas de cartilago en proceso de osificacion y espiculas Oseas y ademas
albergaba numerosos osteocitos (Figura N°25).

El tejido cartilaginoso se hallaba contiguo a las espiculas ¢seas. Los condrocitos tendian a
conformar lineas sinuosas similares a los grupos isogénicos observados en cartilago de
crecimiento. En éstos el tamaiio de las células variaba de menor a mayor en direccion a los
sitios de osificacion. En inmediaciones a los sitios de osificacion habia condroplastos
vacios y condroceles que era ocupado por osteoblastos y osteoclastos en clara formacion

de espiculas. En la matriz de las espiculas se diferenciaba la presencia de osteoide
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Figura N°22. Corte histologico realizado a los 15 dias post-operatorios. A) Se observa la
presencia de particulas de MOD rodeadas por células mesenquimaticas (CM), cartilago (C) y un
area de osificacion (Os). HE 100X; B) sobre las particulas se observaron osteoclastos (flecha) en
proceso de resorcién/remodelacion. HE 400X.
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Figura N°23. A) Condensacion de matriz acidofila (MA) conteniendo células de citoplasma
redondo y oval. En la superficie de la condensacion se depositan osteoblastos (OB) y osteoclastos
(OC). También coexisten sectores de matriz acidofila laxo (MAL). HE 200X; B); En este periodo
se observaron trabéculas (T) sobre las que se asentaban osteoblastos (OB) y osteoclastos (OC).
Entre las trabéculas se hallan células mesenquimaticas (CM) en relacion directa con pre
osteoblastos y osteoblastos (OB). HE 200X.
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Figura N°24. Area de osificacion a los 15 dias. A la izquierda de la microfotografia se aprecia la
presencia de tejido 6seo y a la derecha el tejido cartilaginoso. Las flechas sefialan condroplastos de la
matriz cartilaginosa mineralizada conteniendo dos células. HE 400X.

Figura N°25. Histopatologia de sector de defecto ortopédico tratado con MOD a los 21 dias post-
operatorios. Hay una combinacion de espiculas 6seas nuevas (E) y tejido condral (TC). Las espiculas
contienen osteocitos (estrellass) en su matriz y osteoblastos (flechas) en sus superficies. Junto a
grupos de osteoblastos de aprecian osteoclastos (Oc). HE 200X
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sintetizado por los osteoblastos y depositados sobre la matriz de cartilago pre existente En
este periodo también se detectd abundante cantidad de espiculas Oseas sobre las que se
hallaban osteoblastos cuboidales. (Figura N°25).

A los 30 dias post-operatorios en los defectos se observo existencia de trabeculas, zonas de
cartilago y zonas osificacion. Las trabéculas combinaban areas de tinciones acidofilas con
basofilas. Las tinciones acidofilas se encontraban ubicadas en las superficies de las
trabéculas y se correspondian con la presencia de los osteoblastos cuboidales adheridos a

sus superficies (Figura N°26).

4§ - - "0\\%- A2 :
Figura N°26. Histologia a los 30 dias post-operatorios. Trabéculas 6seas (T) cubiertas por osteoblastos
(Flechas). HE 200X.

El tejido cartilaginoso estaba conformado por condrocitos orientados en lineas sinuosas y
se continuaban con zonas de osificacion, de forma similar a lo observado a los 21 dias
(Figura N°27). Las areas de osificacion no presentaban invasion de vasos sanguineos.
Entre el tejido 6seo y cartilaginoso habia un area de transicion que se diferenciaban por los

cambios tintoriales en la matriz y variedad de tipos celulares que incluia cartilago con
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condrocitos, cartilago en osificacion con sectores donde se apreciaban espiculas dseas entre

las cuales habia preosteoblastos y osteoblastos (Figura N°28).

llevando a cabo el proceso de osificacion HE 200X.

Figura N°27. Histologia a los 30 dias post-operatorios. Tejido cartilaginoso a partir del cual se esta

Figura N°28. Corte
histopatologico mostrando
variedad de tipos de celulares
y de tejido. Por una parte, se
aprecian espiculas (E) de
hueso nuevo que contienen
osteocitos y osteoblastos (Ob)
acompailados de la presencia
de osteoclastos (Oc). En los
espacios formados por las
espiculas se presentan células
osteoprogenitoras y pre
osteoblastos. A la derecha de
la fotografia se encuentra el
tejido cartilaginoso (C) con
condrocitos hipertroficos (Ch)
formando grupos isogénicos
axiales. Entre ambos tipos de
tejido hay cartilago
osificandose (Os) donde se
observan condroplastos (Cp)
vacios. HE 400X.
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A los 60 dias el hueso que repar6 los defectos dseos era de tipo denso que limitaba una
cavidad ocupada por células de la médula 6sea. El hueso denso emitia trabéculas hacia
dicha cavidad (Figura N°29).

Luego de 150 dias de haber sido tratados los defectos ortopédicos, el hueso que los
reparaba estaba comprendido por hueso denso laminar conteniendo osteocitos. En otros
sitios, el hueso laminar presentaba osteonas cuyos contornos no eran circulares u ovales,
eran irregulares. El hueso laminar emitia trabéculas también de hueso denso. Entre los
espacios intertrabeculares espacios intertrabeculares habia células de la médula o6sea

(Figura N°30).

2hi#. A% &‘.: gt &t oA K M by
Figura N°29. Hueso nuevo producto de la reparacion de un defecto dseo ortopédico tratado con MOD
60 dias post-operatorio. En ¢l se observa la presencia de trabéculas (T) dseas maduras conteniendo
vasos sanguineos (Vs) y osteocitos (*). En la superficie interna de algunas de las trabéculas se
observan osteoblastos (Ob). HE 100X.
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Figura N°30. Hueso denso laminar (Hd) producto de la reparacion de defecto 6seo ortopédico inducido
por implante de MOD luego de 150 dias post-tratamiento. La matriz contiene osteocitos (Oc) y entre las
trabéculas existen espacios con células de médula 6sea (M). HE 200X.

4.4.2. Anailisis con técnicas de inmunohistoquimica para BMP-2, WNT, Runx2, OPN
y OC

Los resultados de las inmunomarcaciones de BMP-2, WNT, Runx2, OPN y OC se

describen a continuacion en tanto que las DO y DOI para cada molécula estudiada se

presentan en la Tabla N°2.

A los 7 dias post-operatorio BMP-2 se encontrd en la matriz de las particulas, con mayor

intensidad en las lagunas donde se alojaron los osteocitos (Figura N°31). En éstas, la media

de la DO fue 0,14 (£0,11 min: 0,05-max: 0,63) en tanto que la DOI se encontré en 0,77

(£0,86 min: 0,03-max: 3,41) (Tabla N°2).

La proteina WNT se inmunodetectd en las células mesenquimaticas (CM) ocupando los

espacios entre las particulas de MOD. La DO para WNT fue 0,10 (+0,05; min:0,04-

max:0,21) y la DOI 3,15 (+4,66; min :0,09-max: 21,07) (Figura N°32) (Tabla N°2).
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Por su parte, Runx2 se inmunodetecté en grupos de células aglomeradas en relacion con
las particulas de MOD (Figura N°33). La DO para Runx2 fue 0,13 (0,04 min: 0,08-max:
0,23) y Ia DOI 0,39 (0,51 min: 0,02-max: 2,00) (Tabla N°2).

La OPN se distribuy6é en forma homogénea en la matriz, con mayor intensidad en los

canales centrales de las osteonas y lagunas de los osteocitos (Figura N°34). La DO fue 0,08
(£0,09; min: 0,008-max: 0,50) y DOI 1,64 (£2,11; min: 0,05-max: 7,37) (Tabla N°2).

OC inmunomarco en la matriz de las particulas de MOD (Figura N°35). La DO y DOI
fueron 0,20 (+0,05; min: 0,13 max: 0,30) y 1,97 (£1,90; min: 0,05 max: 7,38) (Tabla N°2)

respectivamente.

Tabla N°2

Densidades Opticas (DO) y Densidades Opticas Integradas (DOT) de BMP, Runx2, WNT, OPN y OC en Cada Periodo Estudiado

BMP Rumx2 WNT OFN 0oC
Do DOIL DO DOL DO DOI DO DOL DO DL
7 0,14 0,77 0.13 0,39 0,10 315 0,08 1.64 0,20 1.97
dias | (0,11 (=0,86) (=0,04) (=0,51) (20,05) (=4,68) (=0,09) (=2,11) (=0,05) (=1,900
(min: 0,05  (min: 0,03 | (min:0.08 mn002 | (min 0,04 (min009 | (min:0,008 (min-0,05 min: 0,13 (min: 0,05
max:0,63)  maxid4D) | max0230) maxd00) | méx021) max2l0T) | max0350) max:7,37) méx-0.30) maxn:7.38)
15 0,14 3,33 018 1,21 0.31 5,27 0,20 926 0.28 5,19
dias | (0,03 (5,100 (=0,07) (=1,47) (=0,12) (£5,98) (=0,09) (=11,92) (=0,07) (=2,67)
(min: 0,04  (min: 0,20 | (min:0,11  (min0,17 | (min 007  (mn006 | (min0,11 (min:0,97 (min: 0,12 | (min: 1,36
mac031) max:2092) | max0308 maxd97) | méx044) max231T7) | max)33) max:-32.60) méx:0.39) | max12.47)
21 0,20 349 0,30 0,38 0,14 1.77 0,17 .22 034 0,53
dias | (0,03 (=1,96) (=0,08) (=0,28) (=0,05) (=2,01) (=0,03) (£3,22) (=0,15) (=0,66)
(min: 0,12 (min: 1,26 | (min:0.26  (min:030 | (mn0,11 (min:0,25 | (min:0,11; (min:2,83 (min: 0,20 | (min: 0,11
max:027)  max:897) | max037)  max:087) max:027) max:§.17) max:).28) max:13.78) mix:(.54) max:1.89)
30 0,18 2,07 0.21 0,72 0,19 6,45 0,14 252 026 8.46
dias | (0,08 (£2,14) (=0,09) (+1,05) (£0,06) (£7,42) (=0,06) (£3,23) (0,22 (=12,%)
(min: 0,14 (min: 0,45 | (min:0,08  (min:0,01 | (mn0,11 (min:0,06 | (min:0,08; (min:0,09; (min: 0,09 | (min: 0,40
mac027)  mde:320) | mix043) maxd97) | maw 0.26) max2] 76) | max(.28) max:8.07) méx:0.95) | max49.83)
[ 020 1.52 0.29 0.15 0,39 0.97 0,10 0.48 021 3.06
dims | 2008 (188 ©002) (009 ©0,17) =207 (=0,07) (0,60) (20,06 @242
(min: 0,11  (min: 0,16 | (min026 (min006 | (mm017 (min0001 | (min001;  (minD01; (min: 0,12 | (min: 0,01
max:0.40)  max:768) | max03d)  méx028) | méx037 max:320) | maw021) man:1,61) méx-0,31) max:3 70}
150 | 01 338 022 0,02 036 027 033 3.80 0.0 4724
dims | (2008 (2630 (=0.01) (£0,02) =0,12) (£0.23) (0,41 (=3.36) (£0.24) (=3.68)
(min: 0,10 (min: 0,62 | (min021 (min001 | (mn:026  (min003 | (min014;  (min127 (min: 0,05 | (min: 0,51
mix:027) max 1670 | max023) mix005 | méx055) mix062) | max097) méx-§.37 méx-0,37) méx:9.60)
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Figura N°31. Inmunomarcacion de BMP a los 7 dias. Se observan particulas de MOD en las que se
aprecia un incremento de la intensidad de marcacion en las lagunas que ocuparon los osteocitos. 200X

e d P

. = "%~
Figura N°32. Inmunodet

. Fd . b ;
eccion de WNT en las particulas de MOD a los 7 dias post-tratamiento. 200X.
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Figura N°33. Inmunodeterminaciéon de Runx2 en células fenotipicamente mesenquimaticas (CM) en
contacto y relacion directa con particulas de MOD. 400X.
= o = ¥ == a3
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Figura N°35. Inmunomarcacion de OC en particulas de MOD a los siete dias post-operatorio. 200X.

Luego de 15 dias de tratamiento BMP-2 inmunomarc6 en las particulas de MOD presentes
segun las caracteristicas observadas ya descriptas y en las CM que las rodeaban (Figura
N°36 A). BMP-2 se detectd ademas en las superficies de la matriz de las espiculas Oseas
rodeando a los osteocitos atrapados en la matriz y en los osteoblastos que se asentaban en
la superficie de la matriz 6sea nueva. En la matriz de las espiculas se encontraba
distribuida de forma heterogénea con mayor densidad rodeando a los osteocitos (Figura
N°36 B). Ademas, BMP-2 se inmunodetecté en las CM contiguas al cartilago, en los
condrocitos planos cercanos a esas células, y también en algunos condrocitos hipertréficos
inmediatos a los sectores de osificacion. En particular BMP-2, en el cartilago se la detecto6
en condrocitos planos e hipertréficos. En los lugares de osificacion se la encontrd en los
condrocitos hipertréficos y en los limites de los condroplastos. En los espacios formados
por la fusion de los condroplastos vacios, BMP-2 se detectdé en las superficies donde
asentaban los osteoblastos inmunomarcados (Figura N°38). En el hueso nuevo producto de
la osificacion se encontrd en los osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y en la matriz 6sea
(Figura N°37). En esta etapa de la reparacion la DO para BMP fue 0,14 (+0,05; min: 0,04-
max: 0,31) y la DOI 3,55 (£5,10; min:0,20-méx:20,92) (Tabla N°2).
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La proteina se encontré en WNT inmunomarc6 en las CM que rodeaban a las particulas de
MOD (Figura N°39), en las CM donde se realizaba la condrogénesis, en los condrocitos
del cartilago y en los sitios de osificacion (Figura N°40). En sectores donde predominaban
espiculas Oseas nuevas, inmunosefialo en las células osteoprogenitoras, condrocitos
hipertréficos, preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos (Figura N°41). La DO para WNT
fue 0,31 (+0,12; min: 0,07-max: 0,46) y la DOI 5,27 (£5,98; min: 0,06-max: 23,17) (Tabla
N°2).

La proteina Runx2 se inmunodetectd en las CM que se hallaban entre las particulas de
MOD (Figura N°42) y en condensaciones de ese tipo celular (Figura N°43). En otros sitios
de la reparacion Runx2 se inmunodetectd en condrocitos y en células fenotipicamente
similares a condrocitos, preosteoblastos y osteoblastos. En este periodo de la reparacion la
DO fue 0,18 (£0,07 min: 0,11 max: 0,309) y la DOI registrada fue 1,21 (1,47 min: 0,17
max: 4,97) (Tabla N°2).

Por su parte, la OPN se encontr6 en las particulas de MOD y en las CM que las rodeaban
(Figura N°44) en el tejido de matriz densa contiguo, en las espiculas de hueso nuevo y en
los sitios de osificacion. En los sitios de matriz densa OPN se encontraba distribuida en
forma homogénea y granular. En el tejido vecino a de matriz laxa, OPN también se
inmunodetectd (Figura N°45).

En los lugares de osificacion, OPN se expreso en la matriz extracelular que se estaba
mineralizando. De esa forma se evidencio la transicion de la MEC de cartilago a dsea
(Figura N°46). En los condrocitos hipertroficos proximos a las areas de osificacion, en los
bordes de los condroplastos también se depositaba OPN confiriendo un aspecto circular u
oval. También se inmunodetectd en los bordes de los condroceles que coalescieron y en los
osteoblastos que arribaron a ocupar esos sitios provenientes de la proliferacion de
preosteoblastos también marcados para OPN (Figura N°47). En las espiculas Oseas se
inmunodistribuyé de forma heterogénea en la matriz, con mayor intensidad en las
superficies de las mismas y rodeando a los osteocitos incluidos en ella. En los espacios
conformados por las espiculas se inmunomarcaba en los preosteoblastos, osteoblastos y
osteoclastos (Figura N°47 A y B), en sus citoplasmas y en las membranas celulares. Luego

de 15 dias de tratamiento, la densidad optica de OPN fue de 0,20 (+0,09;
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Figura N°36. Inmunomarcacion de BMP-2 a los 15 dias post-tratamiento. A) Particula de MOD

rodeada por CM; B) Sector de hueso nuevo donde se observan espiculas en cuya matriz se
inmunodetectd6 BMP-2 (*), al igual que en los osteocitos que la componen encuentra. Entre las
espiculas se observan pre osteoblastos (POb) y osteoblastos (Ob) sefialando BMP-2.400X.
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Figura N°37. Inmunomarcacion de BMP-2. A) Sector correspondiente a condrogénesis iniciada en
sector de células mesenquimaticas (CM) se observa cartilago conteniendo condrocitos (Co) y sector
de osificacion; B) Analisis digital de la fotografia en la cual se aprecia en rojo la expresion de
BMP-2. 200X.
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Figura N°38. Inmunomarcacion de BMP-2 en sitio de osificacion (Os) en inmediaciones de
cartilago (C). BMP-2 se halla sefialada en color marrén en la matriz de las espiculas éseas en
formacion (*); en osteoblastos (Ob), osteoclastos (Oc). En la matriz se aprecia rodeando a los
osteocitos y en éstos. 400X.

Figura N°39. IHQ WNT de tejido de reparacion de defectos dseos tratados con MOD. Las particulas de
MOD se hallan rodeadas por células mesenquimaticas, del lado derecho el analisis digital de la misma

imagen muestra en color rojo las células marcadas IHQ 200X.

ok
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Figura N°40. Inmunodeteccion de WNT. A) de tejido de reparacion de defectos dseos tratados con

MOD. En la micro fotografia superior se la inmunomarcacion de WNT en células mesenquimaticas
(CM), cartilago (C); condrocitos hipertroficos (Ch) y sitio de osificacion (Os). B) Analisis digital de
la misma microfotografia en la que se muestra en rojo la presencia de WNT. 200X.

68



> i A (e L

] % Ry : B
Figura N°41. Inmunomarcaciéon de WNT de en corte histolégico de un sector de reparacion
conteniendo espiculas neoformadas. En la fotografia superior, en el angulo superior izquierdo se
observan células mesenquimaticas (CM), espiculas en centro de la imagen sobre las que se
depositan osteoblastos (Ob); entre los espacios formados por las espiculas las células
osteoprogenitoras (*) y los pre osteoblastos marcados en rojo como producto del analisis digital de
la microfotografia. 200X.
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min: 0,11-max: 0,33) mientras que la DOI era 9,26 (£11,92; min: 0,97-max: 32,60) (Tabla
N°2).

La osteocalcina al igual que BMP-2 y OPN inmunomarcé en las particulas de MOD y en
las superficies de las nuevas espiculas generadas con la reparacion. Alli se inmunoexpreso
también en los osteoblastos y osteocitos (Figura N°46). La DO y DOI respectivamente
fueron 0,28 (+0,07; min: 0,12 max: 0,39) y 5,19 (+2,67; min: 1,36 max: 12,47) (Tabla
N°2).

Figura N°42. Inmunodeteccion de Runx2 en células mesenquimaticas que rodean a las particulas de
MOD. 100X.
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Figura N°43. Inmunodeteccion de Runx2. A) Runx2 se encuentra en los preosteoblastos y condrocitos; B)

Andlisis digital de la microfotografia en A) donde Runx2 de se encuentra en color rojo. 200X.

Figura N°44. Inmunomarcacion de OPN en defecto 6seo ortopédico tratado con MOD 15 dias post-
operatorio. OPN sefialada en las particulas de MOD y en las células tipo mesenquimaticas. 100X.
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Figura N°45. Inmunomarcacion de OPN de defecto dseo ortopédico tratado con MOD 15 dias
postoperatorio. A) Tejjdo de matriz denso (MAD) tejido mesenquimatico de matriz laxa (MAL)
inmunomarcada por OPN igual que los osteoblastos (Ob) y osteoclastos (OC) 400X; B) OPN en las
células de la matriz laxa (*) y osteoclastos (OC). 400X.

7 jf_ = - Figura N°46. A) OPN inmunodetectada en las
o= espiculas oseas (Es) en la superficies y rodeando a
r los osteocitos (Oc), en osteoclastos (Ocl) y
osteoblastos (Ob) THQ OPN 400X; B) Analisis
;h digital de la microfotografia en E) en negro se

b destacan los sitios inmunomarcados por OPN, THQ
£ ﬂg OPN 400X.C) Microfotografia en la que se observan
'~ matriz densa (MAD), -cartilagp ©, zona de
: osificacion (*), el recuadro indica sitio de transicion
~~ de matriz 6sea y cartilago donde OPN se encuentra
—1_  en la matriz densa y no en la matriz del cartilago
) (4rea enmarcada). 400X.
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Figura N°47. Inmunomarcacion de OC (OC>) en la superficie de las espiculas dseas (E) nuevas, en los
osteoblastos (Ob) y osteocitos (*). También se halla en la matriz rodeando a estos tltimos. 200X.

La técnica de IHQ efectuada a los 21 dias post tratamiento inmunolocaliz6 a BMP-2 en las
CM vecinas al cartilago nuevo (Figura N°48), en las células osteoprogenitoras,
preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos. En los sitios de osificacion y en la matriz de las
espiculas dseas se mostrd inmunodistribuida rodeando a los osteocitos (Figura N°49). En
este periodo post-operatorio la DO fue 0,20 (+0,05; min: 0,12-max: 0,27) y para la DOI
3,49 (£1,96; min: 1,26-méax: 8,97) (Tabla N°2).

La proteina WNT inmunoexpresé en las células CM y en las células precursoras de tejido
condral. En los condroplastos y condroceles; y aisladamente en condrocitos hipertroficos
que se encontraban cercanos a los lugares de osificacion (Figura N°50). La DO y DOI a los
21 dias post-operatorio fue 0,14 (+0,05; min: 0,11-max: 0,27) y 1,77 (£2,01; min: 0,25-
max: 6,17) respectivamente (Tabla N°2)

La proteina Runx2 se inmunlocalizé en los sitios donde de condrogénesis y en condrocitos
(Figura N°51). Donde se realizaba la osificacion se encontrd en los preosteoblastos y en
condrocitos hipertréficos (Figura N°52). La DO registré 0,30 (0,06 min: 0,26 max: 0,37)
DOI: 0,58 (£0,28 min:0,30 max:0,87) (Tabla N°2).
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Figura N°48. Inmunodeteccion de BMP-2 a los 21
dias post-implante de MOD. A) fotografia incluye
un sector de células mesenquimaticas (CM)
pluripotentes, cartilago (C) y sitio de osificacion. La
inmunomarcacién se aprecia en las células CM
pluripotentes, condrocitos (Co) y sector de
osificacion (Os). B) Analisis digital de la misma
fotografia, en rojo se expresan la sefializacion de
BMP. THQ BMP 200X.; C) BMP se encuentra
expresada en las CM vecinas al cartilago ( C). 200X.

Figura N°49. Inmunodeteccion de BMP-2. En la fotografia se observa un sector con espiculas (E) oseas
nuevas. BMP se encuentra sefialando en células osteoprogenitoras (*), osteoblastos (Ob) presentes en las
superficies espiculares y osteocitos (Oc). 200X.
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OPN se evidenci6 en los sitios de osificacion, en el citoplasma de los condrocitos
hipertroficos proximos al hueso nuevo y en los bordes de los condroplastos que los
contenian. En estos sectores la matriz extracelular se hallaba tefiida por la hematoxilina sin
presencia de OPN. En las espiculas directrices OPN estaba presente en la matriz
extracelular, en el osteoide, en los osteocitos, osteoplastos y osteoclastos. En las lineas de
erosion los osteoclastos que expresaban OPN en el citoplasma se hallaban en contacto con
la matriz extracelular en los sitios inmunomarcados por OPN. En las lineas de erosion los
osteoblastos cuboidales se encontraban depositando osteoide inmunomarcado por OPN
(Figura N°53 A)

En las espiculas OPN inmunomarcdé en la matriz extracelular de las trabéculas,
osteoblastos, osteoclastos y osteocitos. En los espacios intertrabeculares OPN se encontrd
en la matriz y en las células alli presentes (Figura N°53 B). En esta fase de la reparacion la
DO fue 0,17 (£0,05; min: 0,11-méx:0,28) en tanto la DOI se registr6 en 6,22 (+3,22;
min:2,83-max:13,78) (Tabla N°2).

OC se inmunodetectd en las espiculas 6seas nuevas, alli se encontré distribuida de forma
heterogénea en la matriz de las mismas y rodeando a los osteocitos, también marcados por
OC (Figura N°54). La DO para OC en este estadio de la reparacion fue 0,34 (£0,15; min:
0,20 max: 0,54) en tanto la DOI se encontr6 en 0,53 (£0,66; min: 0,11 max: 1,89) (Tabla
N°2).

Luego de 30 dias, BMP-2 se expresd en condrocitos, en el tejido cartilaganoso y en los
osteoblastos cuboidales que cubrian las superficies de las trabéculas y en la matriz de las
mismas (Figura N°55). Los registros indicaron que la DO fue 0,18 (£0,06; min: 0,14-méx:
0,27) y DOI 2,07 (¥2,14; min: 0,45-méx: 5,20) (Tabla N°2).

La proteina WNT se hall6 en los osteoblastos y preosteoblastos (Figura N°56). El andlisis
de las densidades fue DO 0,19 (£0,06) (min: 0,11-max: 0,26) y DOI 6,45 (£7,42)
(min:0,06-max:21,76) (Tabla N°2).
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Figura N°50. Inmunodeteccion de WNT a los 21 dias. A) En sector de espiculas dseas nuevas. WNT
inmunosefiala en las CM, tejido cartilaginoso (C), condrocitos (Co), condrocitos hipertroficos proximos a
los sitios de osificacion (Os), preosteoblastos (POb) que se encontraban entre las trabéculas (E), y en
osteocitos (Oc) trabeculares. B) Analisis digital de la misma microfotografia, en negro se destaca la
presencia de WNT. 200X
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Figura N°51. A) Inmunomarcacion de Runx2 Corte histologico de seccion que incluye sector de células
mesenquimaticas (CM), sitio de condrogénesis (CG) y cartilago (C) al que se practico IHQ para
inmunodetectar Runx2. 200X. B) Analisis digital de la misma imagen, en color rojo se aprecia la
inmunomarcacion de Runx2. 200X.
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Figura N°52. Inmunomarcacién de Runx2 A) Sitio de osificacion y tejido cartilaginoso. Runx2 se
inmunodetect6 en el sector correspondiente a las directrices y espiculas dseas, en los pre osteoblastos y
osteoblastos. En el cartilago, algunos condrocitos marcaron Runx2; B) Analisis digital de la fotografia A),
en negro se sefiala la inmunoexpresién de Runx2. 200X.

En relacion a Runx2, se encontrd en los preosteoblastos. En el cartilago se presento en el
30,21% de condrocitos hipertroficos contiguos a los sitios de osificacion (Figura N°57). En
tanto las DO y DOI para Runx2 fue 0,21 (+0,09) (min: 0,08-max: 0,43) y 0,72 (£1,02)
(min: 0,01-méx: 4,97) respectivamente (Tabla N°2).

OPN se encontrd en los mismos sitios histologicos reportados a los 21 dias. En el tejido
cartilaginoso se hallaba en algunos condrocitos hipertroficos cercanos al lugar de la
osificacion. En los lugares de osificacion algunos condroplastos se hallaban
inmunomarcados, otros se fusionaban y contenian osteoblastos que también
inmunomarcaban OPN (Figura N°58). Era elemento constitutivo de las trabéculas dseas, en
ellas presentaba densidades heterogéneas de mayor densidad dptica en los osteocitos y en
la matriz que los rodeaba. A los 30 dias la DO fue 0,140 (min: 0,082-max: 0,284) y la DOI
2,522 (min: 0,086-max: 8,074) (Tabla N°2).

OC se expreso en la zona de osificacion del cartilago, particularmente en los osteoblastos y
en las superficies de las directrices en formacion. Asimismo, se presentaba distribuida en
forma heterogénea en la MEC de las espiculas Oseas en formacion, donde ademas
inmunomarcaba en los osteocitos, superficie espicular y osteoblastos. En los lugares donde
predominaban las trabéculas 6seas, OC se encontr6 en la matriz y osteocitos; los
osteoblastos no se encontraban sefialados (Figura N°59). Respecto a la DO, ésta fue 0,26

(£0,22; min: 0,09 max:0,95) y la DOI 8,46 (£12,8; min: 0,40 max:49,83) (Tabla N°2).
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Figura N°53. Inmundeteccion de OPN a los 21 post-tratamiento. A) La imagen incluye cartilago (C) tejido
mesenquimatico donde las células mesenquimaticas (CM) se encuentran marcadas, un area de osificacion
(Os) donde se identifican células fenotipicamente semejantes a condrocitos hipertroficos sefialando OPN
(<); en el area de osificacion habia osteoblastos (Ob) marcados por OPN al igual que en la matriz
extracelular dsea (*) de las espiculas (E). 200X; B) espiculas 6seas (E) con presencia heterogénea de OPN
que poseen osteocitos (Oc) en sus matrices igualmente sefialadas conteniendo, sobre sus superficies se
hallan osteoblastos (Ob) y osteoclastos (OC) marcando OPN al igual que los pre osteoblastos que ocupan los
espacios inter espiculares. 400X.
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Figura N°54. Inmunodeteccion de OC. La proteina se encuentra inmunomarcada de forma heterogénea
(*) en la matriz de las espiculas 6seas rodeando a los osteocitos (Oc), preosteoblastos (POb), osteoblasto
(Ob). 400X.

Figura N°55. A) Inmunomarcacion de BMP-2 en los preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos, 400X. B)
analisis digital de la fotografia A donde se destaca en rojo los sitios inmunomarcados por BMP-2. 400X
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Figura N°56. Inmunomarcacion de WNT. A) Inmunolocalizacion de WNT en los osteoblastos presentes en
la superficie de las trabéculas y en los preosteoblastos que se encuentran en los espacios intertrabeculares;
B) analisis digital de la microfotografia A, en rojo se destaca WNT. 200X.
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Figura N°57. Inmunomarcaciéon de Runx2. A) Runx2 se encuentra en los preosteoblastos (POb) y

B

osteoblastos (Ob); B) analisis digital de la fotografia (A) donde se aprecia en rojo la marcacion de Runx2.

200X.
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Figura N°58. Inmunomarcacién de OPN a los 30 dias post-tratamiento de defectos ortopédicos con MOD.
A) cartilago franqueado a la izquierda por células mesenquimaticas (CM) y a la derecha y arriba por
cartilago (C) en proceso de osificacion (Os). 200X. B) osificacion del tejido cartilaginoso, los condrocitos
mas alejados comienzan manifestando OPN en sus citoplasmas (>), mas tarde sefiala en los bordes de los

condroplastos (4 )algunos condroplastos contiene dos células en su interior (< ). Los condroplastos y
células internas marcadas por OPN ( <= se fusionan entre ellas (>) creando espacios donde se depositan
osteoblastos (Ob) 400X.
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Figura N°59. Inmunodeterminacion de OC en sector de osificacion (Os). OC se inmunodetecta en grupos
celulares (Gceel) contenidos en condroplastos donde la proteina se deposita en los bordes. En las espiculas
(E) la matriz posee OC se deposita homogeamente (*). Los osteoblastos (Ob) y osteocitos (Oc) sefialan
tambén a la proteina. 200X

A los 60 dias post-operatorio, BMP-2 inmunomarcé en la matriz 6sea, con mayor densidad
en los canales osteonicos y osteocitos aislados (Figura N°60). La DO registrada en este
periodo fue 0,20 (£0,08; min:0,11-max:0,40) y la DOI fue 1,52 (£+1,88; min:0,16-
max:7,68) (Tabla N°2).

En tanto WNT se inmunomanifestod en los osteocitos y células de la médula 6sea presente
entre los espacios trabeculares (Figura N°61). La DO registrada fue 0,39 (+0,17; min: 0,17-
max: 0,57) y la DOI 0,97 (+2,07; min: 0,001-max:5,20) (Tabla N°2).

Por otra parte, Runx2 se encontr6 en el hueso denso producto de la reparacion de los
defectos, en los osteocitos y células de la médula 6sea (Figura N°62). Las DO y DOI a los
60 dias de tratamiento fue 0,22 (£0,01; min:0,21-méx:0,23) y 0,02 (£0,02; min:0,01-
max:0,05) (Tabla N°2).

La proteina OPN se hallaba distribuida de forma heterogénea en el hueso laminar, en la

matriz de las trabéculas. En el hueso laminar también se encontr6 en los osteocitos y en la
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matriz que constituyen las laminas. En el hueso trabecular se encontraba en la superficie de
sobre las que localizaban osteoblastos morfologicamente planos. (Figura N°63). La DO fue
0,10 (£0,07; min: 0,01-max: 0,21) y la DOI 0,48 (£0,60; min: 0,01-méx: 1,61) (Tabla
N°2).

La OC se manifestd en la matriz extracelular de las trabéculas déseas, en los osteocitos y
osteoblastos (Figura N°64). La DO fue 0,21 (+0,06; min: 0,12 max:0,31) y la DOI 3,06
(£2,42; min: 0,01 max:9,70) (Tabla N°2).

Figura N°60. Inmunomarcaciéon de BMP-2 a los 60 dias post-tratamiento. En la microfotografia se observa
hueso nuevo denso o cortical sefialando BMP-2 en la matriz y con mayor intensidad en los canales y
lagunas ostednicas. 100X.
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Figura N°61. Inmunomarcacion de WNT en las trabéculas (T) dseas, osteocitos (Oc) y células de la médula
oOsea a los 60 dias post-operatorio. 100X

Figura N°62. Inmunodeteccion de Runx2 efectuada a los 60 dias post-operatorio en hueso cortical
producto de la reparacion de defecto ortopédico.100X.
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Figura N°63. Inmunomarcacioén de OPN a los 60 dias post-operatorio. OPN se encuentra distribuida
homogéneamente en la matriz dsea (*) y en mayor intensidad en los osteocitos (Oc). 200X.

Figur N°64. Inmunodeteccion de OC a los 60 dias post-tratamiento. La misma se encuentra distribuida
homogéneamente en la MEC (*), en osteoblastos (Ob) y osteocitos (Oc). 200X.
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Luego de 150 dias BMP-2 se hall6 distribuida en la matriz 6sea, en los contornos de los
canales osteonicos y osteocitos (Figura N°65). La DO fue 0,19 (£0,08; min: 0,10-max:
0,27) y la DOI era 3,88 (£6,30; min: 0,62-max: 16,70) (Tabla N°2).

WNT se encontrd en escasos osteocitos y en las células de la médula dsea presentes entre
los espacios trabeculares (Figura N°66). La DO fue 0,36 (£0,12; min: 0,26-max: 0,55) y
DOI10,27 (£0,23; min: 0,03-max: 0,62) (Tabla N°2).

En cuanto a Runx2, ésta fue inmunodetectada en osteocitos que ocupaban las lagunas de
las osteonas (Figura N°67). La DO en este periodo estudiado fue 0,22 (+0,01; min: 0,21 -
max: 0,23) y la DOI, 0,02 (£0,02; min: 0,01 - max: 0,05) (Tabla N°2).

La OPN estaba distribuida en la matriz 6sea en donde se presentaban en depodsitos
circulares en concordancia con las laminas concéntricas de las osteonas (Figura N°68). La
DO fue 0,35 (#0,41; min: 0,14-max: 0,97) y la DOI ,80 (£3,36; min: 1,27- max: 8,37)
(Tabla N°2).

OC inmunosenald de forma homogénea en la MEC del hueso laminar denso como asi
también en los osteocitos (Figura N°69). La DO en este periodo de estudio fue 0,05 (+0,24;
min: 0,05 méx: 0,37) y la DOI 4,24 (£3,68; min: 0,51 max: 9,60) (Tabla N°2).
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Figura N°65. Inmunomarcacion de BMP-2 en hueso denso laminar luego de 150 dias post-tratamiento.
BMP-2 se encuentra en la matriz y en mayor densidad optica en los canales ostednicos (CnO) y en las
lagunas que ocupan los osteocitos (*). 200X.
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Figura N°66. Inmunomarcacion para WNT luego de 150 dias post-tratamiento. WNT se encuentra en
ciertos osteocitos y células de la médula 6sea. 200X.

Figura N°67. Inmunomarcacion de Runx2 en osteocitos (Oc) luego de 150 dias post-tratamiento en
hueso denso laminar (*). 200X.
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Figura N°68. Inmunomarcacion de OPN a los 150 dias post-tratamiento. La proteina se encuentra
distribuida en la en la matriz 6sea (*) del hueso denso laminar, depositada en correspondencia con las
lamelas de las osteonas (DOPN) y en los oluego de 150 dias post-tratamiento. OPN conforma depodsitos

en concordancia con la lamelas de las osteonas (DOPN. También se encuentra en los osteocitos (Oc).
200X.

[ ) »

Figura N°69. Inmunodeteccion de OC en hueso denso laminar (*) y en osteocitos (Oc) luego de 150 dias
post-tratamiento. 200X.
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4.5. Densidad optica (DO) y densidad optica integrada (DOI)

En la Tabla N°2 se retnen los resultados de las medias de las DO y DOI halladas a los 7,
15, 21, 30, 60 y 150 dias de cada molécula estudiada. Esos valores fueron empleados para
trazar graficos de lineas a efectos de cuantificar la participacion de BMP-2, WNT, Runx2,
OPN y OC en los distintos periodos estudiados en la reparacion de los defectos 6seos

La DO de BMP-2 indic6 que ésta tuvo un incremento a los 21 dias y luego decayo a los 30
para elevarse hasta los 60 dias y decaer levemente a los 150 dias (Figura N°70). Por su
parte, la DOI mostré marcada intensificacion a los 15 dias, que se sostuvo hasta los 21 dias
a partir de los cuales descendid hasta los 60 y para aumentar hacia los 150 dias (Figura
N°71).

La DO de WNT tuvo un valor basal a los 7 dias, aumento hacia el dia 15 para decaer a los
21 dias e incrementarse hasta los 60 dias, a partir de los cuales descendid hasta alcanzar
valores proximos a cero (Figura N°72). La DOI tuvo un comportamiento disimil en
relacion a la DO; ya que tuvo un aumento a los 15 dias a partir del valor basal de los 7
dias; luego decay6 a los 21 dias y nuevamente se elevo hasta los 60, para luego descender
levemente a los 150 dias (Figura N°73).

Para Runx2, la DO tuvo un comportamiento bifasico con dos picos que alcanzaron valores
similares a los 21 y 60 dias. Luego descendié hasta los 150 dias alcanzando valores
similares a los 30 dias (Figura N°74). Por otro lado, la DOI de Runx2 mostr6 un alto nivel
de densidad a los 15 dias y fue disminuyendo hacia los 150 dias, alcanzando valores
cercanos a cero a excepcion del dia 30 donde tuvo un leve incremento (Figura N°75).

Los registros observados de DO para OPN indican que ésta se duplico a los 15 dias, a
partir de los cuales descendio hasta los 60 dias, para ascender considerablemente hacia el
dia 150 (Figura N°76). En cuanto a la DOI, si bien tuvo un comportamiento similar, se
manifestd6 marcadamente a los 15 dias para descender hasta los 60 dias y luego
incrementarse hacia el dia 150 (Figura N°77).

La DO de OC registrd incremento hasta el dia 21 a partir de los cuales descendid hasta los
150 dias (Figura N°78). La curva de DOI mostrd picos de maxima densidad a los 15 y 30
dias alternados con decaimiento de las densidades a los 21 y 60 dias para finalizar con un

leve aumento a los 150 dias (Figura N°79).
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Figura N°70. Representacion grafica de las medias de las DO de BMP en el periodo de estudio.
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Figura N°71. Representacion grafica de las medias de las DOI de BMP en el periodo de estudio.
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Figura N°72. Representacion grafica de las medias de las DO de WNT en el periodo de estudio.
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Figura N°73. Representacion grafica de las medias de las DOI de WNT en el periodo de estudio.
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Figura N°74. Representacion grafica de las medias de las DO de Runx2 en el periodo de estudio.
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Figura N°75. Representacion grafica de las medias de las DOI de Runx2 en el periodo de estudio.
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Figura N°76. Representacion grafica de las medias de las DO de OPN en el periodo de estudio.
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Figura N°77. Representacion grafica de las medias de las DOI de OPN en el periodo de estudio.
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Figura N°78. Representacion grafica de las medias de las DO de OC en el periodo de estudio.

Medias de la Densidad Optica Integrada de OC

Densidad Optica Integrada

L= I B LE R FE R O = L =

Figura N°79. Representacion grafica de las medias de las DOI de OC en el periodo de estudio.

La DO de OC registrd incremento hasta el dia 21 a partir de los cuales descendi6 hasta los
150 dias (Figura N°76). La curva de DOI mostr6 picos de maxima densidad a los 15 y 30
dias alternados con decaimiento de las densidades a los 21 y 60 dias para finalizar con un

leve aumento a los 150 dias (Figura N°77).
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4.6. Resultados estadisticos

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en los seguimientos radioldgicos mostrd
diferencias significativas entre los controles realizados a los 15, 21 y 30 dias, mientras que
no se registraron diferencias significativas entre las areas cubiertas de hueso nuevo a los 60
y 150 dias (p>0,05).

El analisis ANOVA y test comparativo LSD de Fisher para las DO de BMP-2 cre6 dos
grupos de comparacioén con los que se establecid que hubo diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) en las observaciones realizadas a los 7 y 15 dias respecto a los 21 y
60 dias y no hubo diferencias en las observaciones a los 30 y 150 dias (Tabla N°3). En
relacion a la DOI el ANOVA y Test LSD Fisher gener6 dos grupos de comparacion
mediante los cuales se establecid que hubo diferencias significativas (p>0,05) entre los
controles de 7,15, 21 y 150 dias y no hubo diferencias entre los 30 y 60 dias post-
tratamiento (Tabla N°4).

Tabla N°3
Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
para las densidades 6pticas (DO) de BMP-2
Media Clasificacion 1 Clasificacion 2
7 dias 0,14 A
15 dias 0,14 A
30 dias 0,18 A B
150 dias 9,19 A B
60 dias 0,20 B
21 dias 0,20 B
() Medidas con una letra comtin no son significativas diferentes (p>0,05)
Tabla N°4

Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
para las densidades dpticas integradas (DOI) de BMP-2

Media Clasificacion 1 Clasificacion 2
7 dias 0,77 A
60 dias 1,52 A B
30 dias 2,07 A B
21 dias 3,49 B
15 dias 3,55 B
150 dias 3,88 B

() Medidas con una letra comun no son significativas diferentes (p>0,05)
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Para WNT, el ANOVA y la comparacion de las medias mediante el Test LSD de Fisher
para DO gener?6 tres grupos de clasificacion, el primer grupo incluy6 a las medias de los
15, 60 y 150; el segundo grupo lo constituyeron las medias de los 21 y 30 dias y el tercer
grupo las medias de los 7 y 21 dias. La clasificacion permitié establecer que no hubo
diferencia significativa entre las medias de los 15, 60 y 150 dias. La comparacién de las
medias clasificadas establecioé que no hubo diferencias estadisticamente significativas a los
21 dias. Las medias, que se vieron incrementadas entre los grupos, indicé que la DO tenia
diferencia  estadisticamente  significativa  (p>0,05) entre las técnicas de
inmunohistoquimicas realizadas del grupo de clasificaciéon 1 (15, 60 y 150 dias) con las
medias del grupo de clasificacion 2 (21 y 30 dias), mientras que la DO a los 7 dias poseia
diferencia (p>0,05) con las medias los grupos 1 y 2 (a excepcion de los 21dias) (Tabla
N°5). El mismo andlisis estadistico arroj6 que para DOI hubo diferencias significativas
(p>0,05) entre las medias de los 30 dias respecto a los 60 y 150 dias (Tabla N°6).

Respecto a Runx2, el test comparativo LSD de Fisher para las medias de las DO estableci6
3 grupos comparativos. Al primer grupo lo conformaron las medias de los controles
realizados a los 7 y 15, al segundo grupo las medias de los dias 15 y 150 dias y al tercer
grupo las medias tomadas a los 21, 30, 60 y 150 dias. Entre los grupos hubo diferencia
significativa (p>0,05) entre las medias de los 7 dias, respecto a las medias correspondientes
alos 21, 30 y 60 dias (Tabla N°7). Con referencia a la DOI, el Test LSD Fisher indic6 que
hubo diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los dias 7 y 150 (Tabla N°8§).
Para OPN el andlisis de contraste LSD Fisher también conformo6 tres grupos de
clasificacion. Entre estos grupos hubo diferencias significativas (p>0,05) a los 7, 21 y 150
dias (Tabla N°9).

Las medias de la DOI también compusieron tres grupos de clasificacion. En la
comparacion efectuada por el Test de Fisher de las medias de los DOI establecio que las
medias del primer grupo (7 y 60 dias) poseian diferencias significativas (»>0,05) con la
media de los 15 dias (tercer grupo de clasificacion) (Tabla N°10).

El ANOVA vy analisis de contraste LSD Fisher de OC para la DO conform6 dos grupos de
clasificacion. Entre estos grupos hubo diferencias significativas (p>0,05) entre las medias
de los 7 y 60 dias con respecto a los 15, 21 y 150 dias (Tabla N°11). Las medias de la DOI

también compusieron dos grupos de clasificacion el primero estaba integrado con las
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medias de los 7, 15, 21, 60 y 150 dias y el segundo grupo lo integraban las medias de los
dias 15, 30 y 150 dias. En la comparacion efectuada por el Test de Fisher hubo diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) entre las DOI de los 7, 21 y 60 dias respecto a los
30 dias y no hubo diferencias a los 15 y 150 dias (Tabla N°12).

Tabla N°5
Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
para las densidades 6pticas (DO) de WNT
Media Clasificacion 1 Clasificacion 2 Clasificacion 3

60 dias 0,39 A
150 dias 0,36 A
15 dias 0,31 A
30 dias 0,03 B
21 dias 0,14 B C
7 dias 0,10 C

(' Medidas con una letra comtn no son significativas diferentes (p>0,05)

Tabla N°6
Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
para las densidades dpticas integradas (DOI) de WNT
Media Clasificacion 1 Clasificacion 2

30 dias 6,45 A

15 dias 5,27 A B

7 dias 3,15 A B

21 dias 1,77 A B

60 dias 0,97 B

150 dias 0,27 B

() Medidas con una letra comiin no son significativas diferentes (p>0,05)
Tabla N°7
Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
para las densidades opticas (DO) de Runx2
Media Clasificacion 1 Clasificacion 2 Clasificacion 3

7 dias 0,13 A
15 dias 0,18 A B
150 dias 0,22 B C
30 dias 0,24 C
60 dias 0,29 C
21 dias 0,30 C

(D Medidas con una letra comuin no son significativas diferentes (p>0,05)
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Tabla N°8

Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
para las densidades opticas integradas (DOI) de Runx2

Media Clasificacion 1 Clasificacion 2
150 dias 0,02 A
60 dias 0,15 A B
7 dias 0,39 A B
21 dias 0,58 A B
30 dias 0,93 A B
15 dias 1,21 B

() Medidas con una letra comtin no son significativas diferentes (p>0,05)

Tabla N°9
Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
para la densidad éptica (DO) de OPN
Media Clasificacioén 1 Clasificacion 2 Clasificacion 3

7 dias 0,08 A
60 dias 0,10 A B
30 dias 0,14 A B
21 dias 0,17 B
15 dias 0,20 B C
150 dias 0,35 C

() Medidas con una letra comiin no son significativas diferentes (p>0,05)

Tabla N°10
Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
Para la densidad éptica integrada (DOI) de OPN
Media Clasificacion 1 Clasificacion 2 Clasificacion 3

60 dias 0,48 A
7 dias 1,64 A
30 dias 2,52 A B
150 dias 3,80 A B C
21 dias 6,22 B C
15 dias 9,26 C

() Medidas con una letra comiin no son significativas diferentes (p>0,05)
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Tabla N°11

Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
Para la densidad éptica (DO) de OC

Media Clasificacion 1 Clasificacion 2
7 dias 0,20 A
60 dias 0,21 A
30 dias 0,26 A B
15 dias 0,28 B
150 dias 0,32 B
21 dias 0,34 B

(1 Medidas con una letra comtn no son significativas diferentes (p>0,05)

Tabla N°12

Resultado de las comparaciones de las medias del test LSD de Fisher
Para la densidad éptica integrada (DOI) de OC

Media Clasificacion 1 Clasificacion 2
21 dias 0,53 A
7 dias 1,97 A
60 dias 3,06 A
150 dias 4,24 A B
15 dias 5,19 A B
30 dias 8,46 B

() Medidas con una letra comtn no son significativas diferentes (p>0,05)

4.7. Discusion

A los fines de garantizar el abastecimiento de MOD alogénica para el experimento y que
ademds conservara las propiedades osteoinductiva y osteoconductiva, se resolvid
estandarizar un protocolo en base a los previamente publicados Urist, 1965; Urist et al.,
1973; Halfeldt et al., 1995; Han et al., 2005). Una vez obtenida la matriz desmineralizada
se procedid a caracterizar el producto obtenido segin propiedades histologicas y
biologicas, entendiendo como propiedad bioldgica a la capacidad de generar hueso nuevo
en el sitio donde es implantado, incluso en sitios extra esqueléticos (Urist, 1965) u
osificacion heterotopica (Vanden Bossche y Vanderstraeten, 2005).

El modelo animal y quirargico seleccionado fue empleado con anterioridad en
investigaciones similares (da Silva et al., 2003; Bigham et al., 2008) y respondi6 a la
necesidad de evitar sistemas de fijacion interna o esquelética externa que pudieran

interferir con el proceso de reparacion. Las investigaciones referidas a las propiedades e
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indicaciones clinicas de MOD suelen utilizar matrices de origen comercial (Wang et al.,
2001; Louis-Ugbo et al, 2004; Peterson et al., 2004; Acarturk y Hollinger, 2006;
Wildemann et al., 2007; Hoffer et al., 2008; Bae et al., 2010; Markel et al., 2012; Bigham
et al., 2013; Bigham et al., 2015; Brown et al., 2016), provenientes de bancos de tejidos
(Han et al., 2003; Rodrigues y Filho, 2005; Boudrieau, 2009), y en menor grado, procesada
por los respectivos equipos de investigacion (Kawcak et al,, 2000; Bigham et al., 2008;
Koga et al., 2016).

Los procedimientos no generaron traumatismo quirdrgico severo en los animales, pues
tanto los conejos del grupo tratamiento como del grupo control tuvieron pronta
recuperacion clinica que se tradujo en la ingesta de alimentos y agua como asi también
pronto retorno del uso funcional del miembro intervenido. Los conejos que recibieron
tratamiento no registraron sintomas compatibles con rechazos como fiebre, secreciones,
edematizacion del miembro involucrado, entre otros.

A diferencias de otros protocolos para procesar MOD, en el empleado en la presente
experiencia primero se procedi6 a la molienda de los fragmentos hasta obtener las
particulas de tamafo deseado. El motivo respondid a facilitar la accion de los solventes
para retirar los lipidos de las particulas y con ello garantizar una adecuada accion de la
solucion 4cida.

En nuestro estudio se utilizo cromatografia gaseosa para determinar residuos lipidicos en la
MOD, la bibliografia consultada no refiere el uso de esta técnica. Hunter et al., (2011)
emplearon la técnica de GC-MS para determinar residuos de alandronato en MOD
humana. El protocolo de desmineralizacion fue de facil ejecucion y no requirid
equipamiento de complejidad. El procedimiento demand6 aproximadamente 36 horas para
obtener un producto osteoinductivo (Audisio et al., 2014).

Entre los factores que se tuvieron en cuenta para garantizar la osteoinduccion de la MOD
fue la edad de los animales de los cuales se obtendria las didfisis para procesar. En ese
sentido se resolvido emplear huesos largos de conejos jovenes, pues poseen mayor
contenido de la proteina BMP que los animales adultos (Zhang et al., 1997).

La decision de emplear el molino cuyas cuchillas giraban a una velocidad de 20.000 r.p.m.
se debid a que se queria garantizar un tamano y forma de las particulas que contribuyeran
con la osteoinductividad. De forma similar a Sampath y Reddi (1984), se obtuvieron

particulas cuyas superficies y formas resultaron homogéneas que midieron entre 200 y 750
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um, brindando resultados osteoinductivos que permitieron la reparacion de defectos 6seos
ortopédicos de tamafio critico. Es importante de destacar que el tamaio de las particulas de
MOD influye en la interaccion con las células mesenquimaticas, pues si son demasiado
pequeiias pueden ser reabsorbidas sin provocar osteoinduccion (Sampath y Reddi, 1984) y
si resultan muy grandes se comportan como cuerpos extrafios (Sampath y Reddi, 1984;
Vail et al., 1994; Zhang et al., 1997; Kliippel et al., 2013; Koga et al., 2016).

Con posterioridad al implante de las particulas de MOD, las células mesenquimaticas se
pondrian en contacto con las moléculas de BMP-2 para dar inicio a la proliferacion y
diferenciacion en condrocitos y osteoblastos. Para que la BMP-2 ejerza su propiedad
osteogénica, ésta requiere encontrarse unida a un carrier especifico (Peel et al., 2003) que
la retenga en el sitio del implante y en las concentraciones requeridas (Uludag et al., 2001;
Woo et al., 2001); y la MOD es el vehiculo natural. Cuando los osteoclastos intervinieron
absorbiendo a las particulas de MOD expusieron a las moléculas de BMP-2 contenidas en
el interior de la matriz y asi prolong6 la accion sobre las CM liberandose entre 15 y 21 dias
post-tratamiento.

En referencia a la concentracion de la solucion acida y tiempo de exposicion a la que
fueron sometidas las particulas de hueso, no alteraron la arquitectura histologica de la
matriz. Si la concentracion se hubiera incrementado con el fin de acortar el tiempo de
desmineralizacion la arquitectura histologica se habria alterado aumentando el tamaifio de
los poros de la matriz (Figueiredo et al., 2011). Por otra parte, Pietrzak et al., (2011)
reportaron que cuando los bafios acidos son prolongados se afecta negativamente la
osteoinductividad pues BMP, que difunde hacia la solucién, lo hace en mayor cantidad sin
considerar la cantidad de mineral que se desaloja de la matriz.

Los estudios realizados por microscopia Optica y electronica mostraron que las particulas
de MOD conservaron la arquitectura histoldgica caracteristica del hueso que permitio la
interaccion con las CM y los osteoclastos a las que reconocen.

Nuestro método posibilitd La conservacion de las propiedades fisico quimica y logrando
que las CM hallaran un medio propicio para iniciar la reparacion. Este principio de
osteoinductividad es el que se comprobd en los desafios bioldgicos cuando se implanto la
MOD en los musculos biceps femoris (Kawakami et al., 2001).

En nuestra experiencia las caracteristicas y propiedades analizadas de la MOD son

consistentes con la hipotesis de Urist (1970) de que el carrier ideal para las BMPs debe
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permitir una liberacion de la proteina durante las primeras 24 horas post-implantacion y
sostenerse en las semanas subsecuentes. Por esta razon, el tiempo de exposicion de BMP a
las CM puede ser critico para que se inicie y sostenga la formacion de hueso. Aunque otras
investigaciones concluyen en que la expresion de BMP por un corto periodo de tiempo es
suficiente y de caracter irreversible para inducir la formacion de hueso (Noél et al., 2004).
En cuanto a las observaciones radiologicas el patrén de reparacion de los defectos parecia
indicar que la reparacion de los mismos se estaba realizando por osteoconduccion. No
obstante, las observaciones histologicas mostraron que la reparaciéon se realizd por
osteoinduccion.

La esterilizacion de la MOD tiene como objetivo erradicar microorganismos contaminantes
producto de la manipulacién incluso la potencial presencia de virus presentes en el hueso
cortical (Swenson y Amoczkv, 2003). El alcohol etilico mostr6 ser un medio de
conservacion eficaz y seguro pues no se registraron infecciones y/o abscesos producto de
contaminaciones por microorganismos, y preservo las propiedades osteoinductiva y
osteoconductiva. A la vez es econdmico y de facil manipulacion respecto a las
metodologias reportadas (Han et al., 2005; Wong et al., 2014).

La MOD implantada que no era identificada en las iméagenes radioldgicas tomadas a los 7
dias post-tratamiento puede ser analizada en dos sentidos. En primer término, se puso de
manifiesto la eficiencia de la desmineralizacion. Diversas técnicas y protocolos de
desmineralizacion generaron MOD que radioldogicamente demostraban densidades
variables (Paskalev et al, 2006; Ozdemir y Kit, 2011). En segundo lugar, las
comparaciones radioldgicas permitieron establecer el progreso de las reparaciones de los
defectos cuantificando incremento relativo del hueso nuevo que los ocupaba (Audisio et
al., 2014).

En el presente trabajo de tesis, mediante técnicas histologicas de rutina y técnicas
inmunohistoquimicas se estudiaron las expresiones de las fases de proliferacion, sintesis,
maduracion y mineralizacion de la matriz para poner en evidencia a las proteinas BMP,
WNT, Runx2, OPN y OC. A través de estas proteinas se establecieron los cambios
celulares e histologicos que concluyeron en la reparacion de los defectos Oseos
ortopédicos.

La inmunodetecciéon de BMP-2, OPN y OC en las particulas de MOD fue predecible por

cuanto son proteinas constitutivas de la matriz 6sea desmineralizada MEC 06sea. Estas son
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proteinas no coldgenas constitutivas de la matriz organica, siendo OPN la proteina que mas
abunda luego del colageno (Oldber et al., 1986), mientras que las marcaciones de WNT y
Runx2 respondieron a la actividad de las CM que arribaron, proliferaron y luego se
diferenciaron hacia el linaje dseo.

Las particulas de MOD oficiaron de vehiculo de la proteina BMP-2 para ser ofrecida a las
CM que arribaron al defecto. Las células que ocupaban los espacios existentes entre las
particulas de MOD inmunosefialaron OPN, WNT y Runx2. La presencia de OPN sugiere
que ésta se encontraria cumpliendo el rol de adhesion que posibilita la migracion y
sobrevida celular por interaccion de la secuencia aminoacidica Arg-Gli-Asp (RGD) con las
integrinas de membrana (Sodek y Ganss, 2000; Lesley et al., 2000; Standal et al., 2004).
La manifestacion de WNT en las CM se relaciona con el rol que ésta posee en la
esqueletogénesis (Mori-Akiyama et al., 2003) mediante diferenciacion de los osteoblastos
y condrocitos (Luo et al., 2004; Rodda y McMahon, 2006).

La inmunnosefializacion de BMP, WNT y Runx2 durante la proliferacion y diferenciacion
celular como asi también los cambios que se producen a nivel de la agregacion y
condensacion de las CM durante la reparacion de los defectos, se condice con funciones de
esas proteinas en la embriogénsis e in vitro (Rawadi et al., 2003, Fujita et al., 2004;
Phimphilai et al., 2006). Para que se inicie esta primera etapa de la reparacion se requiere
adecuado tamafio de las particulas de MOD y que a la vez sean reconocidas tanto por las
CM vy osteoclastos. La conjugacion de estos elementos posibilitdé que la BMP desempetie
un rol critico para la osteoinduccion, la agregacion y compactacion de las CM,
condensaciones pre-cartilaginosas con posterior diferenciacion en condrocitos (Yoon et al.,
2005; Barna y Niswander, 2007) a la que se suma y complementa Wnt (Nelson, 2008).
Otros autores como producto de sus investigaciones embriologicas le atribuyen las
condensaciones a la expresion de Runx2 (Lenger ef al., 2002; Smith ef al., 2003; Komori,
2005).

Cabe destacar, que en el presente ensayo los osteoclastos reabsorbieron por completo a las
particulas de MOD entre los 15 y 21 dias post-implante, por lo que resulta evidente que
actuaron en consecuencia al reconocimiento de la matriz 6sea como tal. Esto se posibilita
por la presencia de OPN. Con dicha proteina se lograria el anclaje de los osteoclastos a la

matriz dsea (Reinholt ez al., 1990).
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En nuestro estudio, la reabsorciéon de la MOD inici6 la reparacion por osteoinduccion
como ya lo establecieron otros autores (Urist, 1965; Forel et al., 1993; Kao y Scott, 2007.
La MOD de conejo, al igual que la proveniente de hueso cortical de perro (Forel et al.,
1993) mostro6 capacidad osteoinductiva, a diferencia de la MOD de caballo (Kawcak et al.,
2000) y babuino (Ripamonti, 1991) donde la formacion de hueso nuevo se realizé a por
aposicion y no por osificacion endocondral.

La osificacion transcondral seria el modelo de reparacion que se presentd en los defectos
Oseos ortopédicos tratados con MOD. Con la tincion de HE y las inmunomarcaciones de
BMP, WNT, Runx2, OPN y OC se obtuvo informacién que analizada en su conjunto
sustenta la transdiferenciacion y con ella la osificacion transcondral. Este modelo de
osificacion se observd en la experiencia a partir de los 15 dias y se hizo mas evidente a los
21 y 30 dias post-implante de MOD de forma similar a los reportes de Kawakami et al.,
(1998, 2001)

La osteogénesis transcondral también requirid de una matriz de cartilago. Solo que el
cartilago, tal lo observado, no tuvo origen embrionario, sino que se gener6 a partir de la
proliferacioén, condensacion y diferenciacion de las CM desencadenada por BMP-2 en
coordinaciéon con WNT; que a la vez posibilitaron la expresion de Runx2 (Grace et al.,
2011). Este nuevo tejido condral posee caracteristicas similares al cartilago hialino de las
placas de crecimiento en cuanto posee condrocitos pre-hipertroficos e hipertroficos, pero
que también contendrian células condro osteoprogenitoras. En ellos, se expresaron BMP y
Runx2 y en menor proporcion WNT. La expresion de BMP y WNT corresponden con los
reportes que dan cuenta que intervienen en la diferenciacion de los condrocitos a
condrocitos hipertroficos (Wang et al, 2013; Takegamia et al., 2016). La forma de
intervenir seria a través de Runx2 que regula la transcripcion de los genes que controlan el
ciclo celular de los condrocitos y de esta forma su capacidad proliferativa y de
diferenciacion celular (Galindo et al., 2005; Galindo ef al., 2007).

La evidencia de la transdiferenciacion se halla también a nivel de algunos condrocitos
hipertréficos del cartilago en los sitios proximos a la osificacion. Esta observacion se debe
a que se trata de células condro osteoprogenitoras, fenotipicamente semejantes a los
condrocitos, y que no son condrocitos hipertroficos maduros (Lian et al., 1993; O’Regan et

al., 2000). Cabe mencionar que la OPN y la fosfatasa alcalina (FA) son los primeros
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indicadores metabodlicos de los osteoblastos inmaduros (Zohar et al., 1998; Aubin et al.,
1995).

La sintesis y deposito de OPN en la transdiferenciacion también podria estar cumpliendo la
funcién de posibilitar la adhesion de los osteoblastos y osteoclastos a las nuevas espiculas
Oseas en formacion entre los dias 15 y 21 del ensayo. El depdsito de BMP-2 en estos sitios
aporta estimulo a los nuevos osteoblastos y promueve la proliferacion de células
precursoras de osteoblastos y preosteoblastos (Granjeiro et al., 2005), de igual forma como
sucedid con las células mesenquimaticas tal como lo reportaron Pizette y Niswander
(2000).

En el hueso inmaduro reportado entre los 21 y 30 dias post-tratamiento los osteoblastos
continuaron proliferando producto de la actividad de BMP-2 que continud
inmunomarcando en los preosteoblastos y osteoblastos que se encontraban en los espacios
intertrabeculares y sobre la superficie de las trabéculas. La migracion de los osteoblastos
estaria relacionada con el quimiotactismo positivo que ejerce Runx2 sobre éstos mediante
un mecanismo de retroalimentacién, como sucede en las fracturas dseas (Fujita et al.,
2004).

La proteina Runx2 es clave en la osteogénesis, a través de ella se transcriben las sefiales
bioquimicas necesarias para influir en el ciclo celular y con la proliferacion y
diferenciacion celular estimulando o deprimiendo la actividad de las células y de los
mediadores que éstas producen, en coincidencia con Stricker et al., (2002), Runx también
se expreso, en los estadios avanzados de los condrocitos hipertroficos y osteoblastos.
Promovi¢ la diferenciacion de los osteoblastos en las etapas iniciales y la inhibi6 en etapas
posteriores de maduracion celular. La diferenciacion de células mesenquimaticas en
osteoblastos se produjo por la intervencion de Runx2 en diferentes fases del ciclo celular.
Cada una de esas fases se caracteriza por un patron particular de la expresion genética de
los marcadores metabolicos de los osteoblastos (Bruderer et al., 2014). Runx2 posibilito la
expresion de OPN, OC (Kern et al., 2001), FA, BSP, OPN y coldgeno Tipo I (Ducy et al.,
1996; 1997).

Conforme avanz6 la reparacion, los osteoblastos fueron quedando atrapados en su propia
matriz donde algunos desaparecieron por apoptosis y otros se diferenciaron en osteocitos y

células de revestimiento.
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El estudio de la DO y DOI posibilito establecer la presencia/ausencia de las cinco proteinas
estudiadas y a la vez cuantificarlas. Las cuantificaciones contribuyeron a establecer el
grado de participacion de cada proteina en el momento analizado como asi también
concluir acerca de las o interacciones entre ellas.

Las cinco proteinas se manifestaron a partir de los 7 dias post-operatorio. La presencia de
BMP-2, OPN y OC en las particulas de MOD corrobora que son elementos constitutivos
de la matriz y que persisten a pesar del proceso de desmineralizacion. No obstante, no
existen reportes que indique valores de la DO y DOI en matriz desmineralizada. Por otra
parte, la expresion de WNT inducida por BMP-2, no solo a través de la via canonica, al
igual que con Runx?2 indicé la presencia de las CM pluripotentes marcando el inicio de la

cascada de eventos de proliferacion y diferenciacion celular.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES
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El protocolo modificado de desmineralizaciéon permitié obtener un producto
osteoinductible confiable cuyas propiedades fisicas y biologicas quedaron bien
establecidas.

El proceso de molienda influyé en la osteoinductividad de la MOD pues se
obtuvieron particulas de tamafio y forma uniformes que contribuyeron en la
interaccion con el medio donde se implantd y con el acceso y adhesion de las
células mesenquimaticas que arribaron para iniciar la reparacion.

La evidencia histologica establecié que la reparacion de los defectos se llevo a
cabo por intermedio de la capacidad osteoinductiva de la MOD.

El alcohol etilico es un medio efectivo para conservar a la MOD en condiciones
de asepsia y a la vez preservar las propiedades osteoinductivas.

La inmunodeteccion de BMP-2, WNT, Runx2, OPN y OC proporcionaron la
cronologia de la diferenciacion celular que concluy6 en la reparacion y curacion
de los defectos 6seos ortopédicos experimentales La osteoinduccion comenzéd
cuando las células mesenquimaticas que concurrieron al sitio tratado con la
MOD se pusieron en contacto con la BMP-2 contenida en la matriz
desmineralizada. A partir de ese momento por accion de BMP-2 en esas CM se
desencaden6 una cascada de acontecimientos bioquimicos que propicio la
sintesis de WNT, y ambas interactuaron posibilitando la expresion de Runx2.
La proteina Runx2 permite el arribo de diversas citoquinas que celularmente se
manifiesta en la proliferacion y diferenciacion celular.

La reparacion se efectud por osificacion transcondral mediante un proceso de
transdiferenciacion de un tipo de linaje celular que serian los condro
osteoblastos.

La determinacion de la inmunoexpresion de las proteinas BMP-2, WNT,
Runx2, OPN y OC mediante la densidad oOptica y densidad Optica integrada
posibilito establecer el grado de participacion y de significancia de cada una de
ella en la diferenciacion celular, tipos de células y en los periodos de estudios.
La sintesis y depdsito de OPN en la transdiferenciacion también podria estar
cumpliendo la funcién de posibilitar la adhesion de los osteoblastos y
osteoclastos a las nuevas espiculas 6seas en formacion. El deposito de BMP en

estos sitios aportaria estimulo a los nuevos osteoblastos y promoveria la
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proliferacion de células precursoras de osteoblastos y preosteoblastos, de igual

forma como sucedio6 con las CM.

Se modifico y estandarizo un protocolo de desmineralizacion de matriz 6sea con capacidad
osteoinductiva comprobada, que cuando se la implantd en defectos 6seos ortopédicos
indujo la reparacion por induccion de hueso nuevo. Las técnicas histologicas tradicionales
e inmunohistoquimicas para BMP-2, WNT, Runx2, OPN y OC permitieron establecer las
caracteristicas y cronologia de la proliferacion y diferenciacion celular. La tesis aporta
conocimiento a nivel celular de la reparacion de defectos 6seos ortopédicos tratados con

MOD que podra ser empleado en la curacion de defectos 6seos amplios.
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