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RESUMEN: La regeneracion de defectos 0seos criticos requiere la utilizacién de biomateriales dseos. Asi, se han utilizados
agentes osteogénicos como la proteina morfogenética (rhBMP-2). El objetivo fue describir la formacion 6sea de defedtaéseos cr
en calota de ratas utilizando rhBMP-2 con distintos biomateriales. Se realizaron dos defectos 6seos criticos de 5 mmagde5 calo
ratas machos adultas divididos en grupo control (sin tratamiento) (C); autoinjerto + rhBMP-2 (A); fosfato tricalcico + il BMP-2
TCP); xenoinjerto de bovino + rhBMP-2 (B) y hidroxihapatita + rhBMP-2 (HA). A las ocho semanas post tratamiento, se realizo la
eutanasia y posterior analisis histolégico de los defectos. El grupo C no presentod formacion de tejido 6seo en el deésttodEios
grupos, se formo6 abundante tejido 6seo en los margenes, por lo tanto, el defecto presenté menor tamafio. El grupo Hé&aresenté fo
cion Osea trabecular con amplios espacios medulares y abundante tejido adiposo. El grupo B-TCP también present6 formacion 6sea
trabecular y la mayoria de las muestras presentaron puente 6seo en el defecto. El grupo B present6 particulas de tadderial injer
rodeado por trabéculas éseas y tejido conectivo. En el grupo A, todas las muestras presentaban puente dseo formadagor bloques
autoinjerto rodeado por tejido conectivo y 6seo. Es posible concluir que los defectos 6seos de 5 mm en calota de r&da sdtiaefec
que requieren utilizar biomateriales para la reparacion del defecto. El grupo B-TCP presento caracteristicas histolGgidiasamas p
la regeneracién 6sea lograda con el Grupo A.

PALABRAS CLAVE: BMP; rhBMP-2; Proteina morfogenética; Regeneracion ésea; Biomateriales.

INTRODUCCION

La regeneracion de defectos 6seos criticos requieri@, los sustitutos 6seos no son totalmente utiles, siendo
la utilizacién de biomateriales que permitan la instalacidgeontroversial su capacidad en neoformacién ésea.
de una secuencia que lleve a la reparacion 6sea (Schwartz-
Arad et al, 1997; Zeren, 2006). Historicamente, el Variables generales como edad del sujeto y el meta-
autoinjerto ha sido el gold standard debido a sus propiedelismo 6seo, junto a variables locales como la extension
des osteoconductoras, osteoinductoras y osteogénicas. d&hdefecto, calidad de hueso receptor y caracteristicas del
embargo, el mayor tiempo quirdrgico, morbilidad y potertejido blando en el cierre de la herida, juegan un papel im-
ciales complicaciones, hacen necesario buscar nuevaspEstante en este escenario (Greeal, 2005); casos com-
trategias para la regeneracion 6sea (Glatd, 2019). plejos de mayor necesidad en la técnica reconstructiva re-
quieren que la osteoconduccién de algunos biomateriales
El mercado actual ha entregado muchas opcionepyeda ser mejorada a través de la osteoinduccion de algu-
variedades de productos que son empleados como sustitas factores de crecimiento como la proteina 6sea
tos 6seos en cirugias reconstructiva dento-alveolar, tafesrfogenética (BMP) (Uribet al., 2019).
como los tipos aloplasticos, xenogénicos u homogénicos,
los cuales han demostrado resultados adecuados en algunos Las BMP son un conjunto de proteinas enddgenas
casos (Vandeweghet al, 2013; Tovaret al, 2014). Sin que pertenecen a la familia de factor de crecimiento
embargo, en situaciones de reconstrucciones de alta exigemnsformante beta (TGF-b) que tienen la capacidad de in-
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ducir hueso, cartilago y tejido conectivo (Carreitaal., La dosis de rhBMP-2 utilizada en cada defecto fue
2014a). La actividad biégica de la BMP es a través de estide 5ug de rhBMP-2. Se diluyeron 0,2i5 de rhBMP-2 en
mulos que desencadenan una formacion ésea endocondral2lZeml de suero fisioldgico, obteniendo las dosis adecuadas
esta manera, la matriz portadora de BMP hacia el sitio qera la administracion en cada defecto. La dosis de rhBMP-
receptor es fundamental, ya que se asocia a la concentraddine mezclada con el material de instalacion durante 10
de BMP que esté disponible (Li & Wozney, 2001). minutos para después ser aplicado en el defecto.

Actualmente se encuentra aprobado el uso de la pro-  En cada rata se realizaron dos defectos 6seos criticos
teina morfogenética recombinante humana tipo 2 (rh-BMEe 5 mm de diametro en cada calota. Los grupos fueron dis-
2) por la FDA con una matriz de esponja de colageno, diibuidos al azar en los 30 defectos 0seos de los animales.
embargo, esta matriz presenta desventajas, tales como, Gada animal fue marcado con un namero en la cola con
liberacion rapida de la rhBMP-2 y una reabsorcién aceleratfpiz indeleble. En una tabla fueron anotados cada defecto y
en comparacion con la formacion 6sea (Caregied, 2014b). el grupo de pertenencia, luego fueron ocultados hasta des-
Ademas, para obtener buenos resultados y generar tejido gseés de obtener los resultados. Los defectos éseos se divi-
se utilizan dosis suprafisiolégicas, lo que conlleva a compliieron en 5 grupos: grupo control (sin tratamiento) (C);
caciones como edema, eritema, dolor o incluso infeccién. autoinjerto + rhBMP-2 (A)3-TCP + rhBMP-2 (B-TCP);

xenoinjerto bovino + rhBMP-2 (B) y HA + rhBMP-2 (HA).

Una matriz ideal debe ser biocompatible, biodegradaben cada grupo se incluyeron 5 defectos 6seos los cuales fue-
de una manera predecible, resistente a la tension y a la coaon analizados a las 8 semanas de realizada la cirugia expe-
presion, esterilizable y facil de manipular. El objetivo de lamental.
matriz es trasportar y mantener la rhBMP-2 en el defecto

0seo, promoviendo el reclutamiento de células La cirugia para cada defecto fue realizada bajo anes-
mesenquimaticas y posterior diferenciacion de las célulessia mediante ketamina 80 mg/kg y xilacina 10 mg/kg
osteoprogenitoras. intraperitoneal (CONICYT, 2009). Antes de iniciar el pro-

cedimiento se realiz6 el rasurado y antisepsia con povidona
Entendiendo que algunos biomateriales presentgndada junto a infiltracion con lidocaina 2 % + epinefrina
adecuadas caracteristicas en la conduccion 6sea, el objetiv®0.000 diluida a 0,5 % con una dosis maxima de lidocaina
de esta investigacion fue describir la formacion 6sea de adle-7 mg/kg (CONICYT). Se realiz6 una incision longitudinal
fectos Gseos criticos en calota de ratas utilizando rhBMPs@bre la linea media sagital en la piel de la calota desde el
con distintos biomateriales. hueso frontal al occipital. Se efectud la elevacion del colga-
jo de espesor total, exponiendo el tejido dseo para realizar
dos defectos 0seos bi-corticales mediante trefinas de 5 mm
MATERIAL Y METODO de didmetro externo, bajo irrigacion continua para dismi-
nuir el calor producido por el corte, cuidando no dafiar la
duramadre. Se verificd la hemostasia e integridad de la
Se realizé un estudio experimental en modelo anituramadre y se aplico el material seleccionado (Fig. 1). La
mal con 15 ratas Sprague dawley machos, de 16 semamegpsicion del periostio y sutura se realizé con vicryl 4-0,
sanos y sexualmente maduros, con un peso de 375 a 50@igntras que en piel se utilizé nylon 4-0. En esta investiga-
aproximadamente. Las ratas fueron mantenidas en coran la eutanasia de los animales se realizo a las 8 semanas,
ciones de humedad, temperatura y luz estandar, alimeniéizando una sobredosis de ketamina 160 mg/kg y xilacina
das con pellet comercial y agad libitumdurante todo el 20 mg/kg. Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo
experimento. El proyecto de investigacion, junto al prot@on las directrices de la Guia para el Cuidado y Uso de Ani-
colo de trabajo, fue aprobado por el Comité Etico Cientifiamales de Laboratorio (2011).
de la Universidad de La Frontera (N° Folio 009/17).
Las muestras de calota fueron obtenidas mediante
Se utilizé6 rhBMP-2 derivada dEscherichia coli osteotomias realizadas con sistema piezo eléctrico
(NOVOSIS-Dent, CGBio Inc., Seongnam, Korea). Lo¢Piezotome, Acteon Satelec, Francia); posteriormente fue-
biomateriales utilizados como matriz para la administracigon fijadas en formalina tamponada al 10 %, pH 7,4, por 48
conjunta con rhBMP-2 fueron; 1) aloinjerfafosfato horas, descalcificadas en EDTA tamponado al 10 % por un
tricalcico (3-TCP) (Excelos BioAlpha Inc, Korea), 2) periodo de tres meses, deshidratados en una bateria de alco-
xenoinjerto bovino (Bio-Oss, Geistlich, Switzerland, 0,25 holes ascendentes e incluidos en parafina (Histosec, Merck).
1 mm) y 3) aloinjerto hiodroxiapatita (HA) (IngeniOS HA,Se realizaron cortes en sentido coronal gen5de grosor
Zimmer Dental Inc, USA 0,25 - 1 mm). en un micrétomo (Microm HM 325, Thermo Fisher
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Scientific Inc., Waltham, MA, USA) y las laminas histolégicas fuerotras presentaron en la zona del defecto particu-
tefiidas con Hematoxilina & Eosina (HE) para su analisis. La visualizas del material injertado. En algunas muestras
cion de los cortes se realizd con un microscopio de luz Leica® DM2088las particulas se encontraban rodeadas por
LED vy la fotografia con una camara digital Leica® MC170 HD. trabéculas éseas anguladas, ya que la disposi-
cién espacial de éstas se relacionaban con la
forma del material instalado. El tejido conectivo
RESULTADOS presentaba predominio de coladgeno y
fibroblastos y era mas escaso entre las
trabéculas. En algunas muestras el puente esta-
Tejido 6seo de calota normalEl tejido 6seo de calota de rata estaba foba formado sélo por particulas de material in-
mado principalmente por tejido 6seo compacto, revestido por una memfadado rodeado por tejido conectivo (Fig. 3D).
na periéstica de tejido conectivo que contenia vasos sanguineos que atrave-
saban el tejido 6seo, asegurando la irrigacién del hueso. El tejido 6seo d@rmpo HA + rhBMP-2 (HA). El limite entre
pacto estaba compuesto por lamelas 6seas dispuestas paralela a la subégfidlo 0seo pre-existente y el tejido 6seo for-
cie, con multiples osteocitos ubicados en sus lagunas y por lamehaslo estaba bien definido. En los margenes del
concéntricas de las osteonas. En la zona media de la calota, se obserdabacto, se observd superficie de osificacion
osteonas cuyo canal central era de mayor diametro, lo que permitia mayesentando un defecto de menor tamafo. El
vascularizacién de la zona (Fig. 2). grosor del tejido formado en el defecto era me-
nor al grosor del hueso parietal. Al centro del
Grupo control (C) (sin tratamiento). El limite entre el tejido éseo pre- defecto presentaba tejido conectivo organizado
existente y el tejido 6éseo formado era evidente. En los margenes del defexnt los espacios medulares en formacion teji-
to, se observaban superficies de osificacion con reduccion del tamaficldeddiposo (Fig. 3E).
defecto. La zona central del defecto no presenté tejido 6seo, se caract#r

por la presencia de tejido conectivo laxo, con presencia de vasculariza.
y celularidad. En la zona superficial del defecto, las fibras colagenas era- - -
mayor densidad y presentaban una disposicion mas uniforme que en Ia
profunda (Fig. 3A).

Grupo autoinjerto + rhBMP-2 (A). El limite entre el tejido 6seo pre-exis-|
tente y el tejido 6seo formado era definido. En la mayoria de las muestre
observé un cierre total del defecto 6seo, no obstante, en algunas ain pr

taban remanentes de bloques de autoinjerto. El tejido 6seo formado el

tipo compacto que se caracterizaba por presentar lamelas aun desorge
das con presencia de pequefios espacios medulares ubicados principa
te en la zona media, entre la zona superficial y profunda. El tejido form' LR
en el defecto no logré el mismo grosor que el hueso parietal, mientras q ‘f £
periostio se encontraba organizado en la periferia con abundantes vaso S
guineos (Fig. 3B).

Grupo b-TCP + rhBMP-2 (B-TCP). El limite entre el tejido éseo pre-|

existente y el tejido 6seo formado es definido. El grosor del tejido formado =~ _ ) ) '

en el defecto era menor al grosor del hueso parietal. La mayoria de las nllzu%stl Defecm de 5 mm de diametro realizado en
ota de rata Sprague dawley. HA. Defecto con

tras presentaron puente 6seo. El tejido 6seo formado préximo a los marf%‘?omapama A. Defecto con autoinjerto.

nes del defecto era de tipo compacto cuyas lamelas ain estaban desorgani-

zadas; el hueso formado en el centro del defecto era de tipo trabecular con

amplios espacios medulares. En las muestras que no presentaban pQéaeUSION

Oseo, el tejido conectivo mostraba abundantes fibras colagenas, y en algu-

nos sectores se observé colageno calcificado dispuestos alrededor de pe-

quefas trabéculas (Fig. 3C). El defecto critico es un modelo utiliza-
do en diferentes investigaciones para analizar

Grupo xenoinjerto bovino + rhBMP-2 (B). El limite entre el tejido 6seo |a eficiencia de algunos materiales. El uso de

pre-existente y el tejido 6seo formado era definido. El grosor del tejido featas presenta la ventaja de ser un modelo de

mado en el defecto era menor al grosor del hueso parietal. Todas las nfée#-manejo, bajo costo y de uso confirmado
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paracion junto al material instalado
(si fuesen utilizados injertos) (Wang
& Boyapati, 2006). El tipo de defec-
to 6seo define en gran parte la forma
fisica del injerto a ser utilizado, in-
tentando un posicionamiento adecua-
do junto a la disminucion de espa-
cios entre el injerto y el lecho recep-
tor (Nishimuraet al, 2004).

— . S j o600 um, .

et S - e

Fig. 2. Tejido 6seo de calota de rata Sprague dawley. A. Se observaba tejido 6seo compgcto EI((j:IeIfe(;to Cm'c?. gengrad(;) %n
(*) y lamelas 6seasH) dispuestas paralela a la superficie. B. En la zona media se obse modelo tfue confirmado, dado

osteonas, cuyos canales centrales permiten la presencia de vasos sanguineos. que en el grupo control no se obser-
v6 formacion 6sea. Por otra parte, los

biomateriales utilizados en esta in-
vestigacion han sido utilizados en
otras investigaciones y procedimien-
tos clinicos, por lo tanto, este estu-
dio se presenta como un analisis al
desarrollo actual de la cirugia de re-
construccion del proceso alveolar
maxilar y mandibular.

La proteina 6sea morfoge-
nética es uno de los factores de cre-
cimiento que tiene la ventaja de ser
un potente inductor 6seo (Freitgis
al., 2015); la aplicacién desarrollada
en cirugia maxilofacial y en
implantologia oral ha sido exitosa en
su mayoria, aunque las técnicas es-
pecificas para aumentos 0seos de la
zona alveolar han sido limitadas
(Uribeetal, 2017). Tedricamente, la

J i . presencia del material osteocon-

- Fig. 3. Corte histologico de defecto dseo deyctor (matriz) y el osteoinductor

5 mm de diametro realizado en calota de rat?factor de crecimiento rhBMP-2) ten-

Sprague dawley. (A) Grupo control, sin tra—d p . . la f L.
tamiento; (B) Grupo autoinjerto + rhBMP-2; ,rlan una_smergla para la formacion
(C) Grupo b-TCP + rhBMP-2; (D) Grupo 9s€aen difereas lugares del defec-
xenoinjerto bovino + rhBMP-2; (E) Grupo t0; Sin embargo, nuestros resultados
HA + rhBMP-2. iniciales muestran una formacion
Osea principalmente desde la peri-
feria hacia el centro del defecto, lo
gue limita la potencialidad de los ha-
llazgos observados en esta investi-
gacion

N N

para evaluar la regeneracion 6sea. Algunos requisitos para  rhBMP-2 y thBMP-7 puede acelerar la formacion
el adecuado desarrollo de la reparacion dsea incluyen el @gea (Uribeet al, 2017), pero también puede acelerar la
rre primario del tejido blando, presencia de angiogénesiuccion para la formacion de osteoclastos asociados a la
que permita la irrigacion sanguinea de los tejidos, presengéabsorcion prematura de hueso mediante activacion y se-
de células mesenquimales no diferenciadas, mantencion &glglizacion de RANKL-RANK , lo cual ha sido confirmado
cuada del lecho quirurgico y estabilidad de la region en rgarcialmente en algunos estudios (Kanekal, 2000;
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Seehermast al, 2010). Esto podria justificar algunos resul- La porosidad que puedan presentar estos biomateriales
tados inciertos presentados en algunas publicaciones sobriatabién juegan un rol importante ya que la migracion celular
aplicacion clinica de rhBMP-2, como el de Rahal (2018), através de los canaliculos se veria afectada cuando estos son
quienes demostraron que rhBMP-2 indujo la reabsorcion 6seay pequefios, disminuyendo la opcidn de flujo vascular,
prematura basada en osteoclastos, lo que podria reducir lafeientras que cuando aumenta mucho en tamafio, disminuye
macion 6sea total al ser comparada con otros modelos de iIasresistencia mecanica del material (Alist¢ral,). De la
talacion de rhBMP-2. En esta investigacion se han observad@sma manera, el tamafio de las particulas de los biomateriales
resultados descriptivos que indican estados de formacién 6§eaen un protagonismo importante, ya que tamafios menores
avanzada con diferentes matrices de rhBMP-2 en algunos gta-particulas de biomaterial contribuyen a una mayor forma-
pos, de forma que aquellos que presentaron menor nivelaén 6sea (Klippett al, 2013), entregando mayor versatili-
reparacion pudieron ser influenciados con una reabsorcion 6ded a las técnicas reconstructivas. Estos elementos influyen
precoz asociada a estos fendmenos de formacion eela reparacion de defectos, donde la rhBMP-2 puede ser un
osteoclastos. En esta direccion, la matriz de la rhBMP-2 juactor positivo para la neoformacion 6sea.
ga un rol importante ya que su velocidad de degradacion ge-
nera un espacio mayor para la neoformacion 6sea.
CONCLUSION

Por otra parte, estudios preclinicos realizados indican
una relacion inversa dosis-efecto, lo que implica que la apli-
cacion de una dosis superior a la éptima de rhBMP-2 (no con-  Es posible concluir que todos los materiales utiliza-
firmada en humanos o0 modelos animal), puede influir negaties en esta investigacion en conjunto con rhBMP-2 son Uti-
vamente en la formacion 6sea, retrasando la maduracion dielapara la reparacion ésea; sin embargo, el hueso autégeno
misma (Wikesjcet al, 2008 a y b). Esta variable también pudenuestra un avanzado estado de reparacion, mientras que
influenciar las observaciones realizadas en esta investigaciotrps materiales como el bovino se encuentran con persis-
donde el hueso autdgeno se presenté como el material de mggacia de particulas dentro del defecto, limitando la regene-
rendimiento cuando se analizaron en conjunto con los otn@ion de tejido 6seo. El puente dseo fue observado en casi
tipos de materiales. todos los grupos, sin embargo, la formacién 6sea distante

de la periferia del defecto siempre fue menor, demostrando

La matriz utilizada para la aplicacion de rhBMP-2 tieuna limitada capacidad de establecer diferentes centros de
ne relevancia para la estabilizaciéon ésea en formacion y pasificacion. Un analisis de mayor extension debe ser reali-
conseguir resultados clinicamente adecuados (Ruimaé&; zado para entender de mejor forma el rol de la rhBMP-2
Alisteret al, 2019); de esta manera, el vehiculo osteoconducjainto a diferentes biomateriales.
gue permita actuar como matriz para la regeneracién 6sea debe
ser adecuadamente valorado, de forma que entregue estabili-
dad mecénica y permita la regeneracion en el sitio. AGRADECIMIENTOS
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