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PRESENTACiON

Con esta presentacion se pretende introducir al lector en el tema objeto
de esta tesis, facilitando su lectura y permitiendo que el prefacio cumpla la

misién que le corresponde, anteponiéndose a la obra.

En todo trabajo cientifico no puede obviarse la inevitable influencia de
antecedentes en los que basar la experimentacion, pues la produccién del
intelecto humano esta conformada por una interminable cadena de herencias y

legados.

Como en todas las investigaciones, las aportaciones de otros cientificos
han sido base de nuestros logros, y merecedoras de agradecimiento, pues sin
tal legado hubiera sido imposible alcanzar los resultados obtenidos, en

beneficio de los pacientes, los colegas profesionales y el progreso cientifico.

El presente trabajo ha sido dirigido por profesores universitarios que han
ayudado a la doctoranda a descubrir lo que no es posible aprender durante la
carrera, cumpliéndose asi el principio basico que rige estos estudios, al poner
sobre la mesa cientifica descubrimientos hasta ahora inéditos, algo que no
hubiera logrado la autora de esta tesis sin el apoyo incondicional de sus
directores; sin su ayuda desinteresada; y sin su disponibilidad permanente a

resolver en todo momento las dificultades encontradas a lo largo del proceso.
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Son ellos quienes han planificado, organizado y controlado cada una de las
etapas del trabajo, mereciendo por ello sincera eterna gratitud de la
doctoranda, pues su intervencion ha permitido armonizar y concertar todos los

factores intervinientes, para alcanzar felizmente los objetivos propuestos.

Algunos autores han investigado la reduccion de masa 6sea en los
maxilares debido a pérdidas dentales, asi como las posibilidades de regenerar
hueso mediante la aplicacion de injertos o biomateriales, y se han estudiado las
distintas combinaciones de estos materiales con sustancias que podrian
potenciar dicha regeneraciéon 6sea y facilitar la reposicién protética de los
dientes perdidos.

Hasta el primer tercio del siglo XX, los investigadores eran personas que
se encerraban solos en laboratorios a experimentar las ideas y proyectos que
su privilegiada mente les sugeria. Pero en el siglo XXI esto no es factible, ni
productivo, ni eficaz, ni util, para alcanzar los elevados fines que demanda la
investigacién actualmente, donde el trabajo en equipo es la base para alcanzar
los objetivos que demanda el progreso de una sociedad moderna. Ello explica
la interdisciplinariedad de la presente tesis doctoral, implicando areas de
conocimiento pertenecientes a distintos ambitos del saber, con fin de
transversalizar los conocimientos en beneficio de un progreso cientifico,
tendente a mejorar la calidad de vida de los pacientes y el bienestar de la

sociedad en que estan inmersos.

El trabajo y los resultados obtenidos en la investigacion llevada a cabo

ha sido posible gracias a la estrecha colaboracién de cuatro especialidades:
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Odontologia, Cirugia Maxilar, Experimentaciéon Animal e Histologia,
representadas en la presente investigacion por los profesores Javier Montero,

Antonio Lépez-Valverde y Maria de los Angeles Pérez de la Cruz.

La escasa doctrina cientifica existente en el ambito odontolégico debido
a la reciente implantacion y desarrollo de esta especialidad médica, impulsa la
idea del presente trabajo a fin de contribuir al enriquecimiento de la
investigacion en este ambito, aportando conclusiones cientificas de indudable
valor, tendentes a facilitar el manejo de los tejidos éseos y minimizar la pérdida

Osea de los maxilares permitiendo mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Hemos valorado el efecto resultante de combinar dos compuestos
quimicos en condiciones no investigadas hasta ahora, analizando
cualitativamente el nivel de regeneracion o&sea producido, utilizando el

bifosfonato en estado de gel.

Los resultados de este trabajo confirman la hipétesis inicial del mismo,
comprobandose que la combinacion de alendronato de sodio gelificado con
beta fosfato tricalcico tiene un efecto potenciador en la regeneracion de

defectos en cubitos de conejos albinos de Nueva Zelanda.
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1. CONTEXTO SOCIODEMOGRAFICO Y CVLTVRAL

El progreso cientifico de la sociedad moderna, nos permite prolongar las
expectativas de vida, a la vez que expone a un envejecimiento de la poblacién
espanola, tal y como expone el Instituto Nacional de Estadistica (INE) en sus

datos demograficos de 2013 (INE, 2013).

Piramide de poblacion de Espana

edad 1 de enero de 2013
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Fig.1. Piramide de poblacién espafiola, enero 2013 (INE, 2013).

Este aumento de edad media de la poblacion, dificulta el mantenimiento
de la calidad de vida en términos generales, y en particular de la salud bucal,
por existir un notable incremento de las afecciones bucales que requieren
sustitucion protésica y sus correspondientes recambios.

Debido al envejecimiento progresivo de la poblacion, la incidencia y la
prevalencia de algunas enfermedades que afectan al hueso, como la

osteoporosis, se han incrementado estos ultimos afos.
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En 1995 Melton estimé la prevalencia de osteoporosis segun los criterios
de la OMS en mujeres de raza blanca mayores de 50 afos, siendo del 15%
cuando se mide en una de las tres localizaciones habituales (columna, cadera
o muifeca) y del 30% cuando se mide en todas ellas (Melton LJ, 1995). La
prevalencia aumenta con la edad desde el 15% para las edades comprendidas
entre 50 y 59 afos hasta una prevalencia mayor al 80% para las mujeres con
una edad superior a 80 afios (Rosen CJ, 2005).

El National Institutes of Health (NIH, 2000), en la conferencia de consenso
de 2000, redefinié la osteoporosis como “un trastorno esquelético caracterizado
por un compromiso de la resistencia 6ésea que predispone a las personas a un
aumento del riesgo de fracturas”.

La Osteoporosis es una enfermedad muy frecuente. Cerca de 3 millones
de personas la padecen en Espafa, la mayor parte de las cuales son mujeres.
Aproximadamente, 3 de cada 10 mujeres la sufren después de la menopausia
(AECO, 2013). Este tipo de enfermedades afectan directamente a la calidad y
cantidad de tejido 6seo remanente.

El envejecimiento de la poblacion determina un deterioro de los tejidos
organicos, en particular del tejido 6seo, con pérdida dental y 6sea del reborde
alveolar, a nivel de los maxilares.

La atrofia o reabsorcion del hueso alveolar relacionada con la pérdida
dental por traumatismos, caries o periodontitis puede comprometer la insercion
de los implantes dentales en una posicion prostodoncica ideal. En este sentido
es necesario el aumento de ese volumen &seo para realizar con éxito un
implante dental que garantice buenos resultados funcionales y estéticos a largo

plazo (Esposito M, 2006; Jensen SS, 2009).
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El factor mas influyente en el éxito de los implantes dentales es la
cantidad y calidad 6sea del tejido receptor. Estas se consideran ideales cuando
se mantienen dientes sanos en oclusiéon unos con otros, y se ven mermadas
cuando la caries o la enfermedad periodontal - consideradas las enfermedades
bucodentales mas comunes del adulto -, obligan a la extraccién dentaria.
Segun el Consejo General de Dentistas de Espafia las enfermedades
periodontales severas, que pueden desembocar en la pérdida de dientes,
afectan entre 5 - 11% de los adultos, como se puede observar en la Figura 2.
Entre el 85-94% de la poblacion espafiola mayor de 35 afos presenta algun

problema relacionado con las encias (Consejo de Dentistas, 2010).

SCALCULO
WENFERMEDAD MODERAD!

B ENFERMEDAD SEVERA

% de la poblacion

11

Fig.2. Porcentaje de poblacion espafiola con enfermedad periodontal. Segun la encuesta del
Consejo General de Dentistas de Espafa 2010.

Segun esta misma encuesta de 2010 a partir de los 35 afos de edad, la
caries es una enfermedad generalizada: entre el 92-94% de la poblacién adulta
tiene caries. Uno de cada dos jovenes espanoles (12-15 afios) tiene caries en
dientes definitivos y uno de cada tres tiene caries en dientes de leche (a los 5-6

anos) (Figura 3).



iNTR ODVCCiON

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

NN

L~
L~

B Porcentaje poblacién

5-6 afos 12 afios 15 afos 33-44 65-74

afos afios

Fig. 3. Porcentaje de la poblacion espafiola con caries segun la edad. Segun la encuesta del
Consejo General de dentistas de Esparia 2010.

Segun esta misma encuesta en 2010, la cantidad de dientes afectados de

caries aumenta con la edad, siendo mas del doble el numero de dientes con

caries a partir de los 65 anos (14 dientes) que en la edad adulta (6 dientes)

(Figura 4).

AEEEERERRERNS

® N om owm B
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12 afios 15 afios 33-44 afios 65-74 afos

Fig. 4. Numero de dientes afectados por caries segun la edad. Segun la encuesta del Consejo

General de dentistas de Espana 2010.

La extraccion dental como resultado de caries, trauma, lesiones

endodonticas, defectos del desarrollo o periodontitis avanzadas, origina en

muchas ocasiones deformidades Oseas de la cresta alveolar, que pueden

causar problemas estéticos y funcionales en la rehabilitaciéon del edentulismo, e

incluso a un impedimento para la colocacion de un implante.
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Como solucién, se propone por muchos autores la técnica de
preservacion alveolar o el empleo de injertos o sustitutos 6seos que mantengan
la altura y anchura de la cresta 0sea tras la extraccion dental, realizandose un
aumento del volumen 6seo tras una cirugia, de manera que se pueda realizar

una correcta rehabilitacion protésica.

2. EL NVESO

El estudio de biomateriales o farmacos destinados a la regeneracion del
tejido 6seo, necesita apoyarse en un conocimiento profundo de la anatomia y
biomecanica del hueso, asi como de los procesos que dan lugar al crecimiento
0seo y a la reparacién de fracturas. Estas son las razones por las que
describimos importantes conceptos del tejido éseo, que ayudan a comprender

Su composicion, estructura, propiedades y mecanismos de reparacion.

2.1 - OSTEOLOGIA

El tejido 6seo representa la parte principal del esqueleto y se caracteriza
por poseer una gran dureza y fortaleza asociada al minimo peso (Fawcett DW,
1995). Las funciones principales de este tejido son las de proteccion de
numerosos oérganos y soporte del cuerpo, ejercidas gracias a su resistencia,
dureza y elasticidad, asi como el control y mantenimiento de estas propiedades
realizado por medio de la adaptacién a las distintas situaciones biologicas
(Bauer TW, 2002), sirviendo a la vez como reservorio de iones calcio, fosforo y

otros, albergando también la médula ésea hematopoyética (Marifioso ML,
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1999; Geneser F, 2000;).

Si bien, el hueso se forma a partir del mesénquima, existen dos tipos
diferentes de osificacion. La primera, denominada “osificacion
intramembranosa”, se produce a partir de una membrana conectiva, y es la
propia de los huesos de la boveda craneal, el macizo facial, el maxilar inferior y
la clavicula. El resto de huesos que conforman el esqueleto se originan a partir
de un molde de cartilago que después es sustituido por una matriz 6sea,
proceso denominado “osificacion endocondral”.

El tejido 6seo presenta una caracteristica unica: la no formacion de capa
fibrosa cuando es dafiado, algo que le diferencia del resto de tejidos. La
respuesta del hueso ante cualquier agresion es la regeneracion de nuevo tejido
y su posterior remodelacion en la direccion de las tensiones locales, siendo
ocasionalmente suficiente la dinamica del organismo para reconstruir el
defecto. Sin embargo, en otros casos, las grandes cantidades de masa Osea
perdida pueden exigir la utilizacion de los injertos de tejido 6seo o el uso de un
biomaterial.

El hueso es un tejido conectivo mineralizado especializado que contiene
principalmente fosfato de calcio (45%), agua (20%) contenida principalmente
en la sangre y la médula ésea, y una matriz organica (35%) fundamentalmente
compuesta de colageno tipo |, osteonectina, osteocalcina, proteina morfogénica
del hueso, proteoglicano 6seo y sialoproteina 6sea . Su matriz mineral esta
formada por cristales de hidroxiapatita (HA) (Cai0(PO4)s(OH)2) de baja
cristalinidad (Figura 5) y deficiente en calcio (Ten Cate AR, 1986). El ratio de
componentes inorganicos / organicos es de aproximadamente 75 / 25 en peso

y 65/ 35 en volumen (LeGeros RZ, 2002).
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Fig.5. Estrutura cristalina de la hidroxiapatita.
(Imagen: Eric M. Rivera-Mufioz. ‘Biomedical engineering: frontiers and challenges’. Chap 4:
Hydroxyapatite-Based Materials: Synthesis and Characterization).

2.2 - COMPOSICION DEL TEJIDO OSEO

El hueso estda compuesto por una matriz ésea que representa alrededor
de un 98 % y células especificas que corresponden a un 2 %, estando un 20 %
de su volumen constituido por agua. El tejido éseo almacena casi el 99 % del
calcio del organismo lo que corresponde aproximadamente a 1.200 g de los
cuales so6lo 900 mg se encuentran en el liquido extracelular.

La composicion y estructura de los huesos estan sujetas a influencias
hormonales, metabdlicas y nutricionales multiples. El hueso esta compuesto
por dos partes: una mineral, dura e inorganica, y otra organica, en estrecha
relacion con la primera. La matriz tiene una funciéon de sostén aunque también
cumple tareas metabdlicas, estando formada aproximadamente por un 35% de
material organico (sobre todo fibras colagenas, proteinas Oseas vy

proteoglicanos), y un 65 % de sales inorganicas.
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Matriz organica

Esta compuesta por fibras de colageno predominantemente de tipo I, que
constituyen aproximadamente el 95% del componente éseo, y se encuentran
incluidas en una sustancia fundamental. Cada molécula de colageno esta
formada por una triple hélice de tres cadenas polipeptidicas a, dos cadenas a 1
y una cadena a 2, dispuestas sobre un eje comun constituyendo una unidad

fundamental como podemos observar en la Figura 6.

N-termino “' ,(~ g - ('-Mmrlno
SRR

Residwos de glicina

g

Fig.6. Estructura de la hélice de colageno.
(Imagen: http://www.biorom.uma.es/contenido/av_biomo/Mat3c.html)

Este colageno es sintetizado por los osteoblastos y proporciona al hueso
propiedades elasticas y de resistencia a la traccion, limita el movimiento de
otros componentes del tejido y de la matriz, modula la deposicion de cristales
de hidroxiapatita en el hueso y ademas tiene una funcién muy importante sobre
la regulacion y diferenciacién de diversas células y tejidos (Stevens A, 1998).

La sustancia fundamental esta formada por proteoglicanos, glicoproteinas
y diversas proteinas no colagenas (5%) sintetizadas por los osteoblastos (la

osteocalcina, osteopontina, osteonectina y sialoproteinas) (Barrére F, 2006).
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Las funciones de estas proteinas aun no estan bien definidas, pero se piensa
que participan en la regulacion del depdsito del componente mineral del hueso,
en el recambio y en la actividad celular 6sea.

La osteocalcina presenta la capacidad de unirse al calcio y normalmente
esta implicada en la inhibicion de la formacion 6sea mediante el retraso de la
nucleacion de los cristales de hidroxiapatita. Es empleada como marcador del
recambio 0seo, al ser liberada desde la matriz por la actividad osteoclastica y la
sintesis osteoblastica (Clarke B, 2008).

La osteopontina es una glicoproteina acida y fosforilada presente en
varios tejidos. Actia como un potente inhibidor de la formacién de
hidroxiapatita mediante la inhibicion del crecimiento cristalino (Hunter GK,
1996) y al igual que la sialoproteina, presenta la secuencia RGD que
promociona la adhesién celular y esta involucrada en la regulacién de la
movilidad de osteoclastos en los procesos de reabsorcion dsea.

La osteonectina, glicoproteina sintetizada por los osteoblastos, que
constituye el 2% del total del componente proteico del hueso en desarrollo,
provoca el aumento del numero de osteoblastos y la proliferacion vy
mineralizacion de la matriz. Esta unida a las células 6seas mediante integrinas
y ademas puede interactuar tanto con las fibras de colageno como con las
sales inorganicas, ya que presenta la capacidad de unirse al calcio (Boskey AL,
1989).

La sialoproteina 6sea, es una sialoglicoproteina acida que constituye el
15% de las proteinas no colagenas del hueso y estd involucrada en la
mineralizacion y el remodelado 6seo. Esta presente en la mayoria de los tipos

celulares del hueso, cartilago y dientes. Media en la unién de osteoblasto y
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osteoclastos en la matriz 6sea durante el proceso de remodelacién ya que
presenta la secuencia proteica RGD (Arginina-Glicina-Aspartato), que es el
minimo requisito estructural para la adhesion celular en células de mamiferos
(Wuttke M, 2001).

La enzima 6sea mas importante es la fosfatasa alcalina, que puede
encontrarse en el hueso tanto unida a la superficie celular de los osteoblastos,

como libre dentro de la matriz mineralizada.

Matriz mineralizada

La composicion del hueso es fundamentalmente mineral, hasta en un 50-
70%, representando la matriz organica un 20-40%, el agua un 5-10% vy los
lipidos menos de un 3%. Los componentes minerales mayoritarios de la matriz
del hueso son el calcio y el fosforo, en su mayoria en forma de cristales de
hidroxiapatita, pero también existen otros iones como el carbonato, el citrato, el
magnesio, el potasio y el sodio. Los cristales 6seos de HA, en comparacién con
los cristales geoldgicos, son mas pequenos, presentan un menor grado de
cristalizacion y sustitucion de grupos carbonato, caracteristicas que las hacen
mas solubles, manteniendo asi el metabolismo mineral.

La rigidez mecanica y la gran resistencia a la compresion y a la traccion
del hueso se debe a esta parte mineral.

Inicialmente la mineralizacion del hueso comienza en el colageno, donde
se depositan los cristales de hidroxiapatita en intervalos regulares. La
maduracion de la matriz esta asociada a la expresion de la fosfatasa alcalina y
algunas de las proteinas no colagenas, como la osteocalcina y sialoproteina

Osea. Estas proteinas fosforiladas se unen al calcio y al fosfato, provocando
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centros de nucleacion y formando cristales de fosfato de calcio. De esta forma,
estas proteinas ayudan a regular el depdsito mineral mediante la regulacion de
la cantidad y tamafio de los cristales de hidroxiapatita formados (Barrére F,
2006).

Algunos autores han descrito que, ademas de la mineralizacion mediada
por las proteinas, los condrocitos y osteoblastos sintetizan unas vesiculas
pequefias de matriz extracelular que actuan como microambientes protegidos,
donde las concentraciones de calcio y fosfato pueden aumentar hasta el punto
de provocar la formacion de cristales. La HA no es capaz de precipitar
espontaneamente, pero estas vesiculas contienen un centro de nucleacién
compuesto por proteinas y complejos de fosfolipidos, calcio y fosfato
inorganico, que es suficiente para provocar la precipitacion de cristales de HA.
Dentro de los promotores de la nucleacion mineral estan la proteina de la
matriz dentinaria 1 (DMP1) y la sialoproteina ésea (Hunter GK,1996; Clarke B,
2008).

La vitamina D tiene un papel indirecto sobre la estimulacion de la
mineralizacion de la matriz 6sea desmineralizada. Después de la absorcidon o
produccion de la vitamina D por la piel, el higado sintetiza 25-Hidroxivitamina D
y los rifiones seguidamente producen 1,25-dihidroxivitamina D (1,25-(OH).D)
que es activa biolégicamente, siendo responsable del mantenimiento de
concentraciones adecuadas de calcio y fosfato en el suero, permitiendo una
mineralizacion pasiva de la matriz no mineralizada del hueso. Esta accién la
realiza mediante la estimulacion de la absorcion intestinal de calcio y fosfato.
Ademas el 1,25-(OH);D en suero promueve la diferenciacion de osteoblastos y

estimula la expresion de fosfatasa alcalina, osteocalcina, osteonectina,
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osteoprotegerina (OPG) y una variedad de citocinas por los osteoblastos

(Clarke B,2008).

2.3 - CELULAS OSEAS

Son células de linaje mesenquimal que se encuentran en el interior del
periostio, endostio y médula ésea.

Son las responsables de producir, mantener y modificar la estructura del
tejido 6seo. El hueso posee una capa celular continua que se distribuye por
todas las superficies de la matriz 6sea, la que proviene de dos lineas
diferentes, el linaje osteoblastico, del que forman parte los osteoblastos, los
osteocitos y las células de revestimiento, y el linaje osteoclastico de origen

monocitario, conformado por los osteoclastos (Chavassieux P, 2003).

2.3.1 — Osteoblastos

Son células especializadas de origen mesenquimal responsables de la
formacion de la matriz osteoide y de la coordinacion del proceso de reabsorcidn
y formacién 6sea. Ademas secretan hormonas como la fosfatasa alcalina y la
hormona paratiroidea, importantes en el metabolismo 6seo (Fawcett DW,
1995) (Figura 7).

Su forma habitual es cubica y cuando se encuentran en actividad
sintetizadora su citoplasma se vuelve basofilo debido a la presencia de acido
ribonucleico (ARN), pero cuando estan en reposo son planas y su basofilia

disminuye. Derivan de los preosteoblastos, los que a su vez provienen de
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células precursoras pluripotenciales que también son capaces de diferenciarse
en condrocitos, fibroblastos, miocitos y adipocitos. Su citoplasma presenta un
reticulo endoplasmico rugoso abundante, un aparato de Golgi muy desarrollado
y numerosas mitocondrias, que le permiten sintetizar la fraccion organica de la
matriz 6sea, es decir, las fibras de colageno tipo I, las proteinas no colagenas y

los factores de crecimiento. (Mackie EJ, 2003)

Fig. 7. Imagen histologica de osteoblastos (circulo amarillo ) y linea de osteoide (flecha
naranja 7).

Estas células contienen grandes cantidades de fosfatasa alcalina, enzima
que se encuentra en su membrana plasmatica y parece ser la encargada de
regular la composiciéon de la matriz 6sea extracelular, ya sea inhibiendo o
favoreciendo el depdsito de sales minerales, por lo que desempefian un
importante papel en el control de la mineralizacion 6sea.

Los osteoblastos se disponen en las superficies donde se produce la
formacion activa de hueso, constituyendo grupos compactos de una capa de
espesor con su nucleo ubicado en el extremo mas alejado del area donde se

asientan. En la superficie externa de los huesos se situan en la capa mas
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interna del periostio y en la faz interna se encuentran entre el tejido y la medula
osea. Funcionalmente, no existe diferencia entre los osteoblastos periosticos y
los endédsticos, pero la actividad de los primeros origina cambios en la
morfologia del hueso, mientras que la de los segundos genera modificaciones
en la densidad de la masa Osea.

Estas células también participan en la primera fase de la reabsorcion
O0sea, dado que poseen receptores de superficie para factores endocrinos y
paracrinos que los inducen a producir una colagenasa que deja expuesta la
matriz 6sea mineralizada y también liberan factores que atraen a los
osteoclastos. El mecanismo de acoplamiento que liga la proliferacion
osteoblastica, y la formacién de hueso con las lagunas de reabsorcion
osteoclastica es comandado por diversos factores locales de crecimiento.

Los osteoblastos establecen contacto con los osteocitos y las células
osteoprogenitoras mediante uniones comunicantes. Se consideran células con
diferenciacién terminal, es decir, incapaces de dividirse, aunque si conservan
en parte la capacidad de proliferar. Al final de la fase de formacién del tejido
0seo, los osteoblastos se pueden convertir en osteocitos o células de

revestimiento (Mackie EJ, 2003).

2.3.2 — Osteocitos

Constituyen el componente celular mas abundante del tejido 6seo, ya que
el 90 a 95% de las células del hueso adulto son de este tipo, mientras que los
osteoblastos forman menos del 5% y los osteoclastos menos del 1%. Los

osteocitos son viables durante afos, incluso décadas, mientras que los
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osteoblastos viven unas semanas y los osteoclastos dias.

Son células 6seas maduras que se encuentran en el interior de una
laguna osteocitaria rodeada por matriz extracelular calcificada . Todos los
osteocitos se encuentran conectados entre si mediante prolongaciones que se
extienden por los canaliculos de la matriz vecina, de forma que son sensibles a
estimulos externos y a los esfuerzos a los que se somete al hueso (Fawcett

DW, 1995) (Figura 8).

Fig. 8. Imagen histologica de un osteocito (flecha naranja 7).

De aspecto estrellado, se encuentran integradas dentro de la matriz 6sea
mineralizada correspondiendo a osteoblastos que han experimentado una
transformacion terminal perdiendo gran parte de sus organelos. Los osteocitos
se sitlan en espacios o cavidades elipsoidales denominados lagunas
osteocitarias y mantienen contacto entre si y con las demas células, a través de

los conductos calcoéforos.
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Cada osteocito emite unos 50 procesos o anastomosis celulares que se
encuentran envueltos por un fluido rico en proteoglicanos, lo que les permite
una participacion activa en la transmision de sefales mecanosensitivas y en el
intercambio con su microambiente. Cuando los osteocitos quedan incorporados
en la matriz ésea, reducen su tamafo en alrededor de un 30% y posteriormente
continuan disminuyendo con la edad.

Ademas de la unidon de los osteocitos mediante los canaliculos, también
se produce a través de uniones tipo gap, igualmente presentes en las
comunicaciones entre osteocitos y osteoblastos (Nakahama K, 2010). Doty, en
1981 fue el primero en demostrar uniones gap entre células 6seas in vivo (Doty
SB, 1981). Estas uniones estan presentes entre todos los tipos celulares del
hueso, pero son particularmente abundantes entre osteoblastos y osteocitos,
en los extremos de las prolongaciones de los osteocitos. Las uniones tipo gap
son un tipo de interaccidén directa entre célula y célula, que forman canales
transmembrana y permiten la comunicacion de los citoplasmas entre las
células, permitiendo una difusién de iones, metabolitos y pequefias moléculas
de senalizacion de una célula a otra célula (Civitelli R, 2008).

Los osteocitos presentan diferentes funciones: participan de modo activo
en el recambio 6seo, realizan un intercambio de iones mediante su amplia red
de canaliculos que facilita el contacto entre la superficie celular y la matriz,
actuan como células mecano-sensitivas y juegan un papel importante en la

adaptacioén funcional del hueso (Aarden EM, 1994).
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2.3.3 — Osteoclastos

Son células méviles, gigantes y multinucleadas (pueden presentar desde
6 a 50 nucleos), que derivan de los precursores de la linea mieloide/monocito
que circula por la sangre después de su formacion en la médula ésea.

Alojadas en las lagunas de Howship, las cuales se deben a la accion
erosiva de la célula sobre el hueso subyacente, su actividad consiste en
reabsorber matriz 6se a regulada por los osteoblastos (Fawcett DW, 1995)

(Figura 9).

Fig.9. Imagen histolégica de un osteoclasto (flecha naranja 7).

Los osteoclastos al adherirse a la superficie de la pared 6sea empiezan a
generar prolongaciones irregulares las cuales, a su vez, se subdividen
formando terminaciones en borde estriado o en cepillo. Ademas de permitir el
aumento de la superficie celular, pueden formar escotaduras cuya funcion seria

la de retener calcio. En estas prolongaciones, también, se han podido observar
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microfibrillas de colageno en desintegracion (Mundy GR,1993).

Los osteoclastos reabsorben hueso durante los procesos normales de
remodelado y provocan una pérdida de masa 6sea en condiciones patoldgicas
donde su actividad de reabsorcion esta aumentada.

La reabsorcion O0sea es necesaria en muchos procesos esqueléticos. Es
un proceso obligatorio durante el crecimiento éseo, erupcién de los dientes y
curacion de las fracturas, ademas de ser necesaria para el mantenimiento de
un nivel adecuado de calcio en la sangre.

Los osteoclastos han desarrollado una maquinaria eficiente para disolver
los cristales de HA y degradar la materia organica rica en fibras de colageno. El
proceso de reabsorcidn requiere actividades celulares como son la migracién
de los osteoclastos al lugar de reabsorcién, su unién al hueso, la polarizacion y
formacion de los dominios de membrana, la disolucion de la HA, la degradacion
de la matriz organica y la eliminacion de los productos de degradacién de la
laguna de reabsorcion.

Previamente a la reabsorcion, los precursores de osteoclastos han tenido
que sufrir procesos de diferenciacion y mecanismos celulares de tal forma que
se fusionan los precursores mononucleares para formar el osteoclasto
multinuclear maduro.

Cuando se inicia la reabsorcion, los osteoclastos se polarizan,
apareciendo tres dominios de membrana diferentes: un borde festoneado, una
zona de sellado y un dominio funcional secretor. Simultaneamente, el
citoesqueleto sufre una pronunciada reorganizacion. Durante este proceso, el
citoesqueleto de actina forma un anillo de unién en la zona sellante, que

permite una unién fuerte a la matriz 6sea, de forma que deja un espacio
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cerrado entre el borde festoneado de los osteoclastos y la superficie ésea,
denominado laguna de reabsorcion. En esta laguna el osteoclasto va a secretar

protones y proteasas encargadas de la degradacion (Vaananen HK, 2000).

2.4 - ORGANIZACION ESTRUCTURAL DEL HUESO

Los huesos adultos, ya sean compactos O esponjosos, son
histolégicamente idénticos puesto que estan compuestos por capas
microscopicas o laminillas, que en el hueso compacto se encuentran
estrechamente empaquetadas. Se reconocen tres tipos de laminillas:
circunferenciales, concéntricas e intersticiales. Las laminillas circunferenciales
rodean todo el hueso adulto, formando su perimetro y las concéntricas
conforman gran parte del hueso compacto y forman la unidad metabdlica

basica del hueso compacto, llamada osteona (Figura 10).

S Hueso Conductos
(‘—’O';l ch0s compacto de Havers

Hueso 4€ Havers con un vaso Células vivas
CSponjoso s sanguineo

!

' | Canaliculos Matriz extracelular
entre células  (fibrillas de
Neaoe coldgeno
. y sustancia
sanguineos Cipsula fundamental)
protectora

Fig.10. Esquema de la organizacién estructural del hueso.
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La osteona es un cilindro de hueso, generalmente orientado a lo largo del
eje mayor que tiene un diametro de 200 um y una longitud de 1 a 2 cm. Posee
un eje neurovascular central, denominado canal haversiano, que esta
recubierto por osteoblastos y células osteoprogenitoras. Los conductos de
Havers adyacentes se encuentran interconectados por los conductos de
Volkman, que contienen vasos sanguineos, creando de esta manera una rica
red vascular a través del hueso compacto. Entremezcladas entre las laminillas
conceéntricas adyacentes, y llenando los espacios que hay entre ellas, se
encuentran las laminillas intersticiales, que son fragmentos de laminillas
concéntricas preexistentes, que adoptan multitud de formas (Ten Cate AR,
1986).

Rodeando el perimetro del hueso compacto hay una membrana de tejido
conectivo denso osteogénico que sirve de revestimiento muy sensible, dura,
fibrosa y bien vascularizada, llamada periostio.

Este periostio posee 2 capas: una externa muy vascularizada y una
interna que esta revestida por osteoblastos siendo la responsable del
crecimiento transversal del hueso (Baron R, 1993).

La capa del periostio mas cercana a la superficie 6sea es mas celular,
mientras que el periostio externo es mas fibroso, originandose en esta capa
externa, las fibras de Sharpey que penetran en la capa celular del periostio
extendiéndose dentro de las laminillas circunferenciales.

La superficie interna del hueso compacto y la superficie del hueso
esponjoso se recubren por el endostio, que es una delgada capa de tejido
conectivo rico en células que separa fisicamente la superficie del hueso de la

médula 6sea ubicada en su interior (Ten Cate AR, 1986). Ambas estructuras,
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periostio y endostio, presentan capacidad osteogénica (Hert J, 1972; Marie PJ,

1982; Jee Ws, 1993).

2.4.1 — Estructura global ésea

Los huesos del esqueleto presentan diferentes formas y tamanos que se
relacionan con su funcién especifica. Respecto a su estructura global, el tejido
0seo esta constituido por diferentes fases sdlidas y liquidas, que le otorgan la
caracteristica de ser junto a la dentina y el esmalte de los dientes, los Unicos

tejidos duros del organismo (Buckwalter JA, 1996)

2.4.2 — Estructura macroscopica osea

Los huesos poseen una estructura macroscopica comun y estan
constituidos por dos tipos de tejido 6seo: esponjoso o trabecular, que
representa alrededor del 20% del volumen total del hueso, el que se encuentra
en continuidad con el tejido éseo cortical o0 compacto, que corresponde a

aproximadamente al 80 %.

2.4.3 — Estructura microscopica 0sea

Considerando su estructura microscopica se puede distinguir tres tipos
diferentes de tejido 6seo.
2.4.3.1 — Hueso plexiforme

Corresponde a un hueso inmaduro que se encuentra en el tejido 6seo
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esponjoso y cortical de los individuos en crecimiento y que durante la
maduracion es sustituido gradualmente por hueso laminar desde los 14 6 16
anos. Esta ausente en el esqueleto adulto, aunque se puede formar cuando se
acelera la produccion de matriz ésea, como ocurre en los callos de fractura y
tumores 6seos.

El hueso plexiforme carece de una relacion estable entre el contenido
mineral y el colageno, de tal manera que su densidad mineral es muy variable,
a diferencia del hueso haversiano y el laminar, que se describen a continuacion

y que mantienen una relacion fija entre estos elementos (Proubasta I, 1999).

2.4.3.2 — Hueso haversiano

Se encuentra constituido por un conjunto de laminas concéntricas,
denominadas osteonas o sistemas de Havers. Las osteonas estan
conformadas por alrededor de 4 a 20 laminas Oseas, entre las cuales se
localizan los osteocitos. A nivel de la unidn entre las osteonas vecinas se
encuentra una delgada linea de cementacion, compuesta principalmente por
sustancia fundamental calcificada.

La microestructura de tipo osteonal o haversiana esta presente en el
hueso cortical maduro y se forma como resultado de la invasion vascular del
tejido 6seo ya existente, por lo que posee una menor resistencia mecanica y un
sistema circulatorio menos eficiente que el del hueso laminar (Proubasta |,

1999).
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2.4.3.3 — Hueso laminar

Las trabéculas del hueso esponjoso y los sistemas circunferenciales del
hueso compacto estan compuestos por una serie de laminas Oseas paralelas
entre si, que tienen un espesor que oscila entre 3 y 7 ym y estan formadas por
fibras colagenas dispuestas paralelamente unas con otras, aunque presentan
una orientacion distinta respecto de las fibras de laminas vecinas. En la interfaz
entre las laminas O6seas se encuentran las cavidades osteocitarias con sus
correspondientes células, cuya nutricion depende de los canaliculos existentes
en la matriz ésea, que permiten el intercambio de moléculas e iones entre los
capilares sanguineos y los osteocitos.

Las laminas del hueso laminar y las osteonas del hueso haversiano son
diferentes configuraciones geométricas del mismo material, pues en ambas
cada punto del tejido se situa, aproximadamente, a unos 100 ym de un vaso
sanguineo.

Tanto el hueso Ilaminar como el haversiano se encuentran
simultdneamente en el tejido 6seo humano. De esta manera, las diafisis de los
huesos largos estan conformadas por los sistemas circunferenciales externos e
internos que corresponden a hueso laminar, entre los cuales se encuentran el
sistema de Havers constituido por hueso osteonal y el sistema intermedio que
procede de restos de osteonas que fueron parcialmente destruidas durante el

crecimiento 6seo (Proubasta |, 1999).
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2.5 - TIPOS DE TEJIDO OSEO

Existen dos tipos de tejido 6seo bien diferenciados presentes en todos los
huesos del organismo; el hueso compacto y el hueso esponjoso o trabecular

(Ten Cate AR, 1986; Fawcett DW, 1995; LeGeros RZ, 2002,) (Figura 11).

o &
. .

Fig.11. Imagen macroscopica que muestra el hueso compacto cortical en la parte externa y el
reticulo de trabéculas del hueso esponjoso en su interior.
(Imagen: http://www.tienda.osteoiberica.com/Bloque-de-hueso-lliaca-Bicortical-20x-40-mm)

- El tejido 6seo compacto o hueso cortical, forma una masa compacta
sin espacios visibles, y presenta una mayor complejidad morfofuncional. Se
sitia en la zona externa de los huesos largos, en su parte diafisaria, y se
adelgaza hacia los extremos. Se trata de un tejido muy organizado que supone
el 80% del peso de los huesos y que les otorga su resistencia por poseer un
menor porcentaje de materia organica . El tamafo de los poros en este tipod e

hueso varia entre 1 y 100 ym (Figura 12).

Fig. 12. Imagen histolégica de hueso cortical.
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- El tejido 6seo esponjoso o hueso trabecular, esta compuesto por finos
listones u hojas, las trabéculas, que se orientan de forma paralela a las lineas
de fuerza, formando un delicado entramado que sirve de soporte y alberga a la
médula 6sea. Este tejido 6seo trabecular se situa en la zona interna del hueso,
sobre todo en los extremos de éste, llamado epifisis. Se trata de un tejido de
tipo reticular, con espacios interconectados por los vasos sanguineos y que
esta en contacto con la médula 6sea . Supone el 20% del peso de la masa
0sea, siendo su volumen diez veces mayor que el del hueso compacto. El
tamarfo de los poros en el hueso esponjoso varia entre 200 y 400 ym y su
extension y sus interconexiones son factores importantes que afectan a la
difusion de los nutrientes, la adhesion, migracion y expresion celular y al
crecimiento tisular, necesarios para la formacién ésea, la reparacién o la

regeneracion (Figura 13).

Fig. 13. Imagen histolégica de hueso esponjoso.
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2.6 - FUNCIONES DEL HUESO

El hueso es el depdsito de calcio y fosforo del cuerpo. En el cuerpo hay
alrededor de 1,2 Kg de calcio y aproximadamente 1 Kg de fosforo. Apenas el
1% del calcio se encuentra en tejidos blandos y fluidos fisiologicos. La cantidad
de calcio en sangre y fluidos permanece constante mediante un equilibrio que
se establece entre los huesos y la sangre. El 85% del fésforo se encuentra en
los dientes y en los huesos, encontrandose unicamente un 0,1% del fésforo en

el torrente sanguineo (Fawcett DW, 1995).

2.7 — ORIGEN EMBRIOLOGICO DEL HUESO

El hueso se forma de tres maneras diferentes: endocondral,
intramembranosa y sutural. La osificacion endocondral tiene lugar sobre un
modelo de matriz cartilaginosa, que precede inmediatamente al hueso. La
osificacion intramembranosa ocurre de manera directa dentro del tejido
conectivo. Finalmente, la formacidén de hueso sutural es un caso especial de
osificacion intramembranosa en la cual el hueso se ha formado a lo largo de los
bordes de las suturas (Ten Cate AR, 1986).

El hueso experimenta un crecimiento longitudinal y radial, denominado
modelacion, que ocurre durante el crecimiento y el desarrollo en la infancia y la
adolescencia. Por otro lado, ademas sufre procesos de remodelacion durante
la vida. El crecimiento longitudinal se produce en las placas de crecimiento,
donde el cartilago prolifera en la epifisis y metafisis de los huesos largos, antes

de que se produzca la mineralizacion y se forme el nuevo hueso primario.
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El tipo de crecimiento que tiene lugar a lo largo de todos los procesos de
remodelacion y formacion de tejido 6seo en los individuos adultos es el
crecimiento intramembranoso. Este es un crecimiento en el cual la
mineralizacion se va produciendo por la sucesiva cristalizacion de la
hidroxiapatita en el interior de una matriz de colageno. En un adulto, se
renueva alrededor de un 5% del hueso compacto y el 20% del hueso esponjoso
cada ano (Ten Cate AR, 1986), de acuerdo con las siguientes leyes (Allegrini S,

2008):

a) - Ley de Wolff de adaptabilidad mecanica del hueso (1869): “Cada
cambio en la forma y la funcién del hueso o sélo de su funcién, es seguida por
ciertos cambios definidos en su arquitectura interna e igualmente alteraciones
secundarias definidas en su conformacion externa de acuerdo con leyes
matematicas” (Goodship AE, 1979). El hueso es un tejido complejo y en
constante cambio capaz de autorrepararse y adaptarse a cargas nuevas. Los
estimulos mecanicos de presion y tension mediados por la presencia de los
elementos dentales permiten el mantenimiento de la forma y la densidad del
hueso. Este mecanismo de adaptacion reduce el riesgo de fracturas y mantiene

las caracteristicas morfoldgicas y funcionales del esqueleto (Bauer TW, 2002).

b) - Ley de la transformacion del hueso: “El hueso se crea donde es
necesario y se reabsorbe donde ya no lo es”. (Esto es lo que ocurre ante la
pérdida dentaria en el proceso alveolar maxilar y mandibular) (Allegrini S,

2008).
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Asi, la estimulacion biomecanica es quien determina que el hueso crezca
0 sea reabsorbido, de manera que ante una sobrepresion se da una activacion
osteoblastica y un crecimiento a favor de tension, y ante una falta de presién se
da una activacién osteoclastica y una reabsorcion por falta de tension . En el
hueso cortical, la remodelacion se produce desde el interior del hueso; en el
hueso esponjoso, por el contrario, la remodelacién se produce a través de la
superficie exterior de las trabéculas.

Existen dudas sobre la existencia de marcadores de la remodelacién
O0sea. Algunos autores, describen que la remodelacion estd marcada por el
reemplazamiento de hueso microdafiado por fatiga y que no es necesaria la
presencia de una sustancia que remodele todo el esqueleto (Parfitt AM, 2002).

Ademas, el hueso tiene sus propios mecanismos de reparacion que se
ponen en marcha, por ejemplo, en los casos de fracturas. Sin embargo, por
encima de un determinado tamafo en el defecto, el proceso natural de
consolidacion y reparacion de una fractura 6sea fracasa y el hueso no es capaz
de cubrir dicha merma. El tamafno critico del defecto, por encima del cual no
funciona el mecanismo de reparacion natural va a depender del sujeto y del
metabolismo del mismo.

Del mismo modo los modelos animales experimentales presentan un
rango de defecto critico, a partir del cual sin ayuda de otras sustancias no se
produce espontaneamente la regeneracion osea.

En el caso concreto de los conejos de Nueva Zelanda albinos, el defecto
critico en extremidad es de 2 a 5 mm de diametro (Monjo M, 2010; Sarahrudi K,

2008).
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2.8 - REMODELACION OSEA

El tejido 6seo es uno de los mas dinamicos del organismo y esta sometido
a una serie de procesos de: crecimiento, modelado, remodelado y reparacion.
De una forma esquematica podemos explicar los mecanismos celulares y
moleculares implicados en la remodelacion O6sea, mediante 5 pasos
consecutivos, que son: la activacion, la reabsorcion, el cambio, la formacién y

la terminacién (Raggatt LJ, 2010).

Activacion

El proceso de remodelacion comienza en la superficie de un area
pequefia de hueso quiescente, donde la membrana endéstica es digerida por
enzimas liberadas por las células de revestimiento 6seo. Asimismo, en opinion
de Martin (Martin RB, 2000) estas células son responsables de la activacion de
las Unidades Basicas Multicelulares (UBMs) en respuesta a sefales
provenientes de osteocitos u hormonas. Los osteoclastos no reabsorben hueso
si hay osteoide, es decir materia organica. De esta forma, son las células de
revestimiento, que sufren cambios morfolégicos, las que se encargan de
eliminar la matriz organica y dejar al descubierto el mineral éseo para que
actuen los osteoclastos (Chambers TJ, 1985). Posteriormente, se produce una
neoangiogénesis Yy la liberacion o reclutamiento de precursores de osteoclastos
desde el torrente circulatorio a la superficie 6sea (Férnandez-Tresguerres |,
2006).

Las sefales que hacen que se produzca el proceso de remodelacion

pueden ser, porque se produzcan microfracturas, que conllevan a la apoptosis

~ 33 ~



iNTR ODVCCiON

de osteocitos y la consiguiente activacion de la osteoclastogénesis; o por
cambios sistémicos de la homeostasis, donde intervienen las sefales

hormonales.

Reabsorciéon

Los osteoblastos expresan citoquinas, como CSF-1, RANKL y OPG,
modulado por la accion de la Parathormona (PTH). Las dos primeras actuan de
modo coordinado, aumentando su concentracion en respuesta a la PTH, y por
lo tanto activando a los osteoclastos. Mientras que la expresion de OPG se ve
reducida, activando también a los osteoclastos. Por otra parte, los osteoblastos
expresan, por accion de PTH vy/o estimulos mecanicos, las Matriz
Metaloproteinasas (MMPs), que son las encargadas de degradar el osteoide -
matriz no mineralizada-, de la superficie 6sea, dejando libres espacios de unién
RGD relacionados con las integrinas avB3, de osteoclastos en la matriz
mineralizada. De este modo, los osteoclastos se unen a la matriz Gsea
mediante la interaccion con las integrinas que presentan la secuencia RGD,
secuencias que se encuentran en proteinas de la matriz como la osteopontina y
sialoproteina, que fueron depositadas por los osteoblastos durante el ciclo
previo de formacion. De este modo comienza la reabsorcién mediada por los

osteoclastos.

Cambio
Seguidamente a la reabsorcion mediada por osteoclastos, las lagunas de
Howship quedan cubiertas con matriz de colageno desmineralizada sin digerir.

En un principio se penso que unas células mononucleares eran las encargadas
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de eliminar estos remanentes de colageno y preparar la superficie para la
consecutiva formacién 6sea mediada por los osteoblastos. Estudios posteriores
han concluido que estas células pertenecen a la linea celular de los
osteoblastos, concretamente se trata de células de revestimiento (Henriksen K,

2009).

Formacién

Durante el proceso de reabsorcion, se liberan moléculas embebidas en la
matriz 6sea, como IGF-I, IGF-Il y TGF-B. Este ultimo activa el reclutamiento de
células mesenquimales al lugar de reabsorcion.

Por otro lado, los osteocitos maduros, producen de forma basal
esclerostina, que es una molécula antagonista de las Proteinas Morfogenéticas
del Hueso (BMPs). La inhibicion en la expresién de esclerostina inicia la
formacion 6sea mediada por los osteoblastos e inhibe la reabsorcion,
favoreciendo un aumento de la masa désea. Ademas la inhibicion de la
esclerostina activa la ruta de senalizacion de Wnt, una ruta que regula la masa
O0sea y la funcion de las células éseas y que provoca la diferenciacion,
proliferacion y sintesis de matriz 6sea por los osteoblastos (Bennett CN, 2005;

Gaur T, 2005; Kogianni G, 2007).

Terminacion

Cuando una cantidad igual de hueso reabsorbido ha sido reemplazado, el
ciclo de remodelacién concluye. Al completarse la formacion del hueso es
completa, la secrecion de esclerostina por los nuevos osteocitos formados,

embebidos en la matriz durante la formaciéon de hueso, inhibe la ruta Wnt y
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provoca la terminacion del ciclo de remodelacion, entrando en un estado de
reposo. Ademas, las células de revestimiento vuelven a cubrir la superficie
O0sea de nuevo. De esta forma el ambiente de la superficie 6sea en reposo se
restablece y mantiene hasta que el préximo ciclo de remodelacion sea
activado.

Una vez mineralizada la matriz 6sea sintetizada, los osteoblastos pueden
sufrir apoptosis, revertir a células de revestimiento o pueden quedar atrapados

en la matriz mineralizada, diferenciandose a osteocitos.

2.9 - REPARACION OSEA

El tejido 6seo destaca de otros tejidos, entre otras caracteristicas, por su
poder de regeneracion. Cuando ocurre una lesién o fractura en el tejido 6seo
surgen una serie de fendbmenos que preparan al hueso para su reparacion.

Las fases iniciales de la reparacion de la fractura ocurren a partir de los
tejidos blandos. Las células reparadoras de la fractura son células
osteogénicas que proliferan a partir de la capa profunda del periostio, formando
un callo de fractura externo; y en menor medida las que proliferan a partir del
endostio, formando el callo interno. Cuando el periostio ha sufrido un gran
desgarro, las células reparadoras deben diferenciarse a partir de células
mesenquimatosas indiferenciadas de los tejidos blandos (Burchardt H, 1983).

Durante este proceso, se observa un crecimiento desmesurado del tejido
con capacidad osteogénica, formando una masa gruesa que se corresponde
con el callo de fractura. Las células de este tejido, se diferenciaran en
osteoblastos que a su vez sintetizaran hueso. Este proceso ocurre en los

extremos de la fractura y continia hasta la fusion. En el centro de la fractura
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(foco de fractura), donde el aporte sanguineo es mas escaso, se forma el
nuevo hueso a partir de cartilago. Las células osteoprogenitoras se diferencian

en condroblastos, que formaran cartilago y posteriormente, hueso primitivo.

3 ~ REGENERACION DE LOS DEFECTOS OSEOS

3.1 - DEFECTOS OSEOS DE LOS MAXILARES

El defecto de tejido 6seo en los territorios maxilares es uno de los
mayores problemas a los que se enfrentan los profesionales de la salud dental
en aquellos casos en los que se elige como opcion terapéutica restauradora la
colocacién de implantes osteointegrados o en los que es necesario el
tratamiento de defectos dseos ocasionados por traumatismos, enfermedades
congénitas, infecciones o tumores.

Los defectos 6seos de los maxilares obedecen a causas muy variadas,
como pueden ser las resecciones quirurgicas, las pérdidas traumaticas, la
dificultad de osificacion en edades avanzadas, las enfermedades periodontales
y peri-implantarias, las malformaciones congénitas, las lesiones tumorales, etc.
Estos defectos pueden dificultar la fase quirdrgica del tratamiento
implantolégico al encontrar un insuficiente volumen 6seo para la adecuada
colocacion de los implantes dentales (Lekovic V, 1997; Tripplet RG, 2000;
Bascones A, 2001; Zijderveld SA, 2005).

Entre las causas de pérdida dsea, son muy frecuentes los defectos 6seos
maxilares causados por la reabsorcion alveolar post-extraccidon; éste es un

fendmeno fisioldgico que ocurre tras la extraccion dentaria por el cual la cresta
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Osea alveolar ve disminuida su altura y su anchura original, en una cantidad
que puede variar entre distintas localizaciones e individuos (Palti A, 2002;
Darby |, 2008). La pérdida de la denticion natural da lugar a una reduccion de la
estimulacién fisica del hueso alveolar, produciéndose una reabsorcion Gsea
irreversible, cronica y acumulativa. Se han encontrado grandes diferencias
entre el maxilar y la mandibula, siendo la tasa de reabsorcion cuatro veces
mayor en la mandibula que en el maxilar (Allegrini S, 2008).

El mantenimiento del tejido 6seo de los maxilares tras cualquier cirugia
oral es un requisito fundamental para que la reposicion protética mediante
implantes dentales tenga un resultado 6ptimo. No obstante, una reabsorcion
variable de las tablas déseas suele ocurrir tras la exodoncia para generar
aposicion de hueso en el lecho alveolar. En el maxilar superior se desarrolla un
proceso de remodelacion alveolar con una progresiva atrofia ésea en sentido
vertical y vestibulo-palatina que se incrementa con la accion de la protesis
removible. La cicatrizacion del alveolo y su progresiva regeneracion osea suele
durar entre 4-6 semanas, aunque la remodelacion definitiva puede llegar hasta
los 4 meses (Amler LH, 1969).

Desde un punto de vista morfologico, a los 6-12 meses tras la pérdida
dental, existe una reducciéon de 5-7 mm en sentido horizontal o vestibulo
lingual, lo que representa casi el 50% de la anchura alveolar inicial. A estos
cambios horizontales se acompafan modificaciones en la altura o apico-
coronales con una reducciéon de 2 a 4,5 mm (Johnson K, 1969).

En los humanos el grado de reduccion de la altura y anchura del reborde
alveolar es maxima en los primeros 3 meses después de la extraccion, y tiende

a estabilizarse después de los 6-12 meses (Atwood DA, 1971). Esta
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remodelacion 6sea es consecuencia del traumatismo quirdrgico que supone la
exodoncia, al estimular la actividad osteoclastica con la consecuente
reabsorcion alveolar (Jahangari L, 1998) que se produce en las regiones
adyacentes al traumatismo (Shimizu M, 1998).

El fendmeno mas preocupante - que puede objetivarse en la practica
clinica diaria en los casos de pacientes de larga evolucién edéntula -, es la
reduccion del reborde residual (RRR) implicando esto que mantiene cierta
actividad catalitica durante largos periodos (Jahangari L, 1998).

La RRR complica el tratamiento reposicionador mediante prétesis,
limitando la funcion y la estética sobre todo cuando se opta por una
rehabilitacion implanto-protésica. Por ello se ha propuesto el uso unico o
simultdneo de distintas técnicas y biomateriales con el fin de minimizar esta
reabsorcion, entre las que destacan mantenimiento de raices sumergidas
(Ortega AJJ, 1991), injertos autégenos, alogénicos, xenogénicos (Wiesen M,
1998), biomateriales sintéticos (Hahn E, 1988), implantes inmediatos
postextractivos (Becker BE, 1998) o membranas de regeneracion tisular

(Lekowic V, 1998).

3.2 — REGENERACION DEL TEJIDO OSEO

El tejido 6seo puede ser regenerado por medio de las siguientes
estrategias: Osteogénesis, osteinduccion y osteoconduccion (Mendes SC,
2000).

La osteogénesis es la formaciéon de hueso nuevo que se produce a partir

de las células presentes en el injerto, las cuales sobreviven al transplante,
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proliferan y se diferencian a osteoblastos.

La osteoinduccidn es la transformacion de las células mesenquimales
indiferenciadas  perivasculares de la zona receptora en células
osteoformadoras.

La osteoconduccion consiste en el crecimiento de tejido vascular y
células osteoprogenitoras dentro del andamiaje que presenta el injerto.

En condiciones normales el hueso sano esta llevando a cabo
continuamente procesos de remodelacion 6sea. Como ya hemos explicado, la
remodelacion &ésea consiste en un equilibrio continuado de creacion y
destruccion de hueso, como proceso dinamico y continuado que adapta el
hueso a esfuerzos localizados (Allegrini S, 2008) y le otorga la capacidad de
autorrepararse. Sin embargo, existe un tamano de defecto critico, a partir del
cual, el hueso no es capaz de emprender la reparacion empleando los
procesos de osteogénesis propios. Por tanto, cuando el defecto es de un
tamafo mayor que el defecto critico, se hace necesario el empleo de algun tipo
de sustituto 6seo (Khan Y, 2008).

El sustituto 6seo ideal deberia poseer las tres cualidades implicados en la
regeneracion osea (osteogénesis, osteoconduccion y osteoinduccién), por lo
que el hueso autdgeno continua considerandose como el referente, al ser el
unico injerto que reune este requisito. Disponemos también de otros sustitutos
0seos, como son los aloinjertos o los xenoinjertos, que se diferencian del
anterior en la ausencia del potencial osteogénico (Kao ST, 2007) y de los

injertos de origen sintético (Mohan BG, 2013).
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3.2.1 — Sustitutos 6seos

Denominamos sustitutos 6seos a todos aquellos tejidos o materiales que
se pueden emplear para rellenar defectos del hueso, con el fin de lograr la
regeneracion y reparacion del tejido éseo. De acuerdo con esto, podemos
reconocer dos tipos fundamentales de sustitutos: los injertos 6seos y los

biomateriales (Hollinger JO, 1996; Finkemeier CG, 2002; Delloye C, 2003)

3.2.2 — Injertos Oseos: tipos

Un injerto se define como un o6rgano o tejido que se utiliza para su
implante o trasplante (Minsk L, 2005). El injerto 6seo en un fragmento de hueso
que se puede implantar en un area del esqueleto para restaurar el capital 6seo
perdido. (Burchardt H, 1983; Stevenson S, 1998; Stevenson S, 1999).

En la actualidad, el injerto de tejido 6seo ocupa el segundo lugar en
cuanto a numero de trasplantes de tejidos, siendo tan sdlo superado por el
numero de transfusiones de tejido sanguineo (Giannoudis PV, 2005; Shegarfi
H, 2009)

Durante las ultimas décadas se han desarrollado diversas técnicas
quirurgicas para mejorar las situaciones clinicas de falta de hueso descritas
anteriormente, mediante la utilizacion de injerto de hueso autdlogo, aloinjertos,
hueso de origen animal o sustitutos dseos sintéticos; ademas, pueden usarse
ciertos factores de crecimiento, expansion de la cresta alveolar y otros
tratamientos que se estan ensayando actualmente, como son las terapias

genéticas (Sethi A, 2000; Tripplet RG, 2000; Le Guéhennec L, 2004;
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Giannoudis PV, 2005; Zijderveld SA, 2005; Fischer J, 2011).

Los distintos tipos de injertos O6seos pueden poseer alguna de las
siguientes cuatro propiedades (Giannoudis PV, 2005; McAllister BS, 2007):

Osteogénesis: viene dada por la presencia en el propio injerto de células
con capacidad de diferenciarse en osteoblastos y osteocitos.

Osteoinduccion: es la capacidad de estimular las células mesenquimales
del huésped para diferenciarse en células osteoblasticas que formen hueso.
Este concepto, establecido en 1965 con la formacién 6sea heterotdpica
inducida por la familia glicoproteica de los morfogenes, conocidas como
Proteinas Morfogenéticas del Hueso (BMPs).

Osteoconduccion: describe la facilitacion y orientacion de los vasos
sanguineos y la creacion de nuevos sistemas haversianos; es decir, sobre un
soporte fisico se lleva a cabo el proceso de colonizacion y proliferacion sea.

Osteointegracion: describe la union en superficie del hueso del huésped

con el material de injerto.

PROPIEDADES DE LOS INJERTOS OSEOS

_ OSTEOGENESIS OSTEOINDUCCION OSTEOCONDUCCION | OSTEOINTEGRACION

Contiene factores de

Contiene células Unién de la superficie

crecimiento que Soporte para la nueva
CARACTERISTICAS vitales con capacidad T formacion fsea deﬁ;zs;a}; el
gsleogénica formacién dsea
_ -Autoinjerto. -Autoinjerio
Autoinjerto -Aloinjerto -Xenoinjerto -Xenpinjerto
e -Aloplastico, -Alopldstico

Tabla 1. Propiedades de los distintos tipos de injertos dseos.

El material de injerto 6seo ideal no deberia ser solo un sustituto 6seo, sino
un material de regeneracion que se reabsorba completamente de modo

simultaneo a la formacion del hueso nuevo. Ademas, los productos derivados
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de su descomposicion deberian ser reutilizados para aumentar la masa ésea.
Serviria como matriz por sus propiedades osteoconductoras para permitir la
formacion de hueso y preservar el espacio, previniendo la invasién del mismo
por tejido blando y conectivo. Y por ultimo no deberia conllevar riesgos
inmunologicos (Foitzik C, 2003).

El injerto 6seo puede ser de varios tipos, segun su origen y las
caracteristicas del receptor, de tal manera que los diferentes tipos quedan
definidos por la relacion genética existente entre el donante y el receptor

(Friedlaender GE, 1987; Goldberg VM, 1987).

3.2.2.1 — Autoinjertos

Consiste en utilizar hueso del propio paciente y esta considerado el
material de eleccion preferente, ya que obtiene las mejores caracteristicas
biolégicas. Es osteogénico, al contener células osteogénicas viables y
proteinas de la matriz 6sea, asi como osteoconductor y osteoinductor (Tabla 2),
y ademas no provoca reacciones inmunoldgicas (Le Guéhennec L, 2004;
Giannoudis PV, 2005). Se puede obtener tanto de zonas extraorales
(principalmente de la cresta iliaca) como de zonas intraorales (cresta alveolar
edéntula, exdstosis, torus, tuberosidad maxilar, rama mandibular, etc....), y la
eleccion de la zona va a determinar la reabsorcion y comportamiento posterior
del injerto (Minsk L, 2005; Schlegel KA, 2006).

Los principales inconvenientes del autoinjerto 6seo son su disponibilidad
limitada (Le Guéhennec L, 2004; Giannoudis PV, 2005) y la problematica

asociada con su obtencion, es decir, afectacion de estructuras anatémicas

~ 43 ~



iNTR ODVCCiON

indemnes, morbilidad quirdrgica afiadida, prolongacién del tiempo quirurgico,
riesgo de infeccion y dolor postoperatorio.

Otros de los factores que influyen en el éxito de estos injertos son: el
origen embriologico del hueso utilizado, ya que sufre menos reabsorcion si es
de origen membranoso que si es de origen endocondral; la tasa de
revascularizacion del injerto, que es mejor en los de hueso esponjoso que en
los corticales; las caracteristicas estructurales y biomecanicas, la fijacién del
injerto en el lecho receptor, la orientacién del injerto y la disponibilidad de
factores de crecimiento locales (Hallman M, 2008). Por otro lado, el hueso
autégeno presenta desventajas, como la morbilidad quirurgica ocasionada en la
zona donante del injerto (Kalk VW, 1996; Nkenke E, 2001; Nkenke E, 2002;
Nkenke E, 2004). Ademas, sufren una reabsorcion considerable y tienen una
viabilidad limitada debido a la falta de vascularizacion. Hay autores, como
Esposito et al., que en su revision sistematica del afno 2006 sobre técnicas de
aumento 6seo, ponen de manifiesto que el hueso autégeno podria no ser
siempre la mejor eleccion (Esposito M, 2006). Estas desventajas son las que
han obligado a los clinicos e investigadores a desarrollar diversos sustitutos
0seos que puedan utilizarse con éxito en el tratamiento implantolégico con
compromiso 6seo (Jensen SS, 1996; Kalk VW, 1996; Norton MR, 2002;

Schnettler R, 2004; Giannoudis PV, 2005;).

3.2.2.2 — Aloinjertos

Consiste en tejido 6seo procedente de un donante de la misma especie

(Hallman M, 2008). Se obtiene de bancos de tejidos humanos y normalmente
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se produce en dos formas: congelado deshidratado descalcificado o no, porque
son las formas que producen menor inmunogenicidad. Es mejor la segunda
opcion, pero tienen limitaciones, como son los resultados clinicos variables y la
potencialidad para transmitir enfermedades y producir reacciones
inmunoldgicas.

Es osteoconductor, en menor grado, osteoinductor, pero no osteogénico,
ya que no contienen células viables, y esto ultimo es lo que ocasiona que su
integracion en el hueso del paciente sea mas lenta que en el caso de los
autoinjerto aunque el proceso sea similar (Tabla 2) (Le Guéhennec L, 2004;

Giannoudis PV, 2005; Minsk L, 2005; Hallman M, 2008).

CARACTERISTICAS DE LOS AUTOINJERTOS Y ALOINJERTOS

Msro. OSTEOCONDUCCION | OSTEOINDUCCION | OSTEOGENESIS |

AUTOINJERTO
-Esponjoso
-Cortical

ALOINJERTO

-Esponjoso

W L No No

HHE

= - No No

Tabla 2. Caracteristicas de los distintos tipos de injertos 6seos.
(Adaptada de Giannoudis PV, 2005)

Sus propiedades mecanicas y bioldgicas son variables y depende de los
sistemas de conservacion y esterilizacion empleados previamente. Se utiliza
principalmente en forma de injerto libre, ya sea esponjoso, cortical o

corticoesponjoso, para el tratamiento de variados defectos 6seos segmentarios
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o cavitarios (Burchardt H, 1983; Fernandez de Retana P, 1993; Garbuz DS,

1998).

3.2.2.3 — Isoinjertos

Es un injerto que se obtiene e implanta entre individuos genéticamente
idénticos, como es el caso de los gemelos univitelinos o animales de

laboratorio procedentes de un mismo ovocito (Elves MW, 1975).

3.2.2.4 — Xenoinjertos o heteroinjertos

Injerto que se implanta entre individuos de especies diferentes. Es el
centro de interés de muchos estudios debido a que se puede conseguir con
facilidad, sin embargo, su capacidad inmunogénica, tanto de las células como
de la matriz organica, limita su utilizacibn y hace necesaria su
desproteinizacion.

Existen diferentes preparados de heteroinjertos éseos disponibles, siendo
los mas conocidos los huesos de Kiel y Oswestry, de origen bovino. Presentan
las mismas ventajas que los aloinjertos, pero carecen de capacidad
osteoinductora siendo sus propiedades biomecanicas deficientes, debido a los

procesos de conservacion y esterilizacion.
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4 ~ BiOMATERIALES

Los biomateriales son aquellas sustancias o combinaciones de
sustancias, naturales o sintéticas, o combinacién de sustancias, que pueden
implantarse en el organismo para tratar, restituir, sustituir o aumentar un érgano
o tejido, entre los cuales se encuentra el tejido 6seo.

El implante de un biomaterial genera la reaccién de los tejidos vivos
receptores, produciéndose un proceso inflamatorio de cuantia variable que
concluye con la cicatrizacion (Williams DF, 1992; Vallet-Regi M, 2000).

La respuesta de los tejidos puede favorecer la incorporacién del material
o acelerar la regeneracion de una lesion. Este es el caso de los implantes de
cementos Oseos y vidrios bioactivos basados en fosfatos de calcio, en que los
biomateriales interactuan directamente con los componentes del tejido 6seo y
el proceso resultante permite la reparacion del defecto éseo (Clément J, 2001;

Ginebra MP, 2004).

4.1 - BIOMATERIALES COMO SUSTITUTIVOS OSEOS

Los biomateriales que tienen utilidad como sustitutivos 6seos son los
que al ser implantados tienen la capacidad de promover la regeneracion o
reparacion 0sea, por lo que pueden ser empleados con éxito en tratamientos
odontoldgicos con pérdida de tejido 6seo, como cirugias de exodoncias,
solucion de cavidades Oseas generadas por la resecciéon de tumores o para
rellenar defectos 6seos. Se considera que los biomateriales ideales son

aquellos que progresivamente son sustituidos por tejido 6seo neoformado en el
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hueso receptor. (Delloye C, 2003; Vallet-Regi M, 2000; Bauer TW, 2002;
Greenspan DC, 1999)

Un biomaterial 6ptimo en la sustitucién 6sea debe ser osteoconductivo,
para lo cual necesita proporcionar un armazoén que facilite los fendmenos 6seos
reparativos; ser estructuralmente resistente, para aportar el mejor soporte
biomecanico hasta su reemplazo por el tejido &éseo neoformado; vy
biorreabsorbible, es decir, capaz de ser degradado progresivamente sin
generar productos toxicos.

Teniendo en cuenta los numerosos estudios y lineas de investigacion
que actualmente se desarrollan para clasificar los biomateriales nos ha
parecido pertinente emplear una clasificacion simplificada de los distintos
biomateriales que probadamente - tanto en investigacion basica como en
clinica - tienen utilidad como sustitutivos 6seos.

De esta forma, hemos ordenado en tres grupos generales los materiales
que permiten restaurar el capital 6seo perdido y que corresponden a los
biomateriales ceramicos, los biomateriales poliméricos y los biomateriales
compuestos (Mainard D, 1997). Destacando entre ellos las ceramicas de
fosfatos de calcio porque son comparativamente similares a la fase mineral del

hueso.

4.2 - BIOMATERIALES CERAMICOS

Los estudios relacionados con las ceramicas para su aplicacién en el
campo de la medicina, comienzan hace poco mas de 25 afos. El interés por los

biomateriales ceramicos se debe a que en su mayoria corresponden a oxidos
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metalicos, por lo cual no presentan oxidacidn ni corrosion en el medio biologico
y poseen una gran dureza que los hace muy resistentes a la friccién y el
desgaste (Hench LL, 1998; Greenspan DC, 1999; LeGeros RZ, 2002).

La utilizacion de ceramicas especificamente disefiadas para la
reparacion, reconstruccion y reemplazo de partes dafadas o enfermas del
cuerpo, supuso una revolucién en cuanto al uso de estos materiales. Las
ceramicas utilizadas para este propdsito también se conocen con el nombre de
bioceramicas (Hench LL, 1998).

Las ceramicas son los biomateriales mas parecidos al componente
mineral del tejido 6seo, por lo que presentan una buena compatibilidad y
capacidad de osteointegracion. Sin embargo, su aplicacién en areas que deben
soportar cargas, es un problema no resuelto, dado que son rigidas y
quebradizas (Daculsi G, 1998).

Un reciente estudio (Markovic S, 2011) ha mostrado las grandes
similitudes fisico-quimicas que existen entre la hidroxiapatita obtenida de
mandibula humana y una hidroxiapatita carbonatada sintética en polvo,
producida mediante precipitacion quimica. Con la excepcion del pirofosfato de
calcio, la mayoria de los fosfatos de calcio usados in vivo son ortofosfatos de
calcio, es decir, contienen el grupo ortofosfato (PO,4>), siendo la propiedad mas
importante la solubilidad en agua, lo que permite predecir su comportamiento in
vivo (Bohner M, 2000).

Teniendo en cuenta las caracteristicas de la respuesta que generan en
el tejido circundante, los biomateriales ceramicos se pueden clasificar en tres

grandes grupos (Hench LL, 1991):
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a) Ceramicas bioinertes. Poseen una elevada estabilidad in vivo, gran
resistencia mecanica y 6ptima biocompatibilidad. Tienen una influencia nula o
muy pequefa en el tejido éseo aledafio y su principal representante es la
alumina.

b) Ceramicas bioactivas. Tienen propiedades osteoconductivas y
enlazan directamente con el hueso vivo. Sin embargo, sus propiedades
mecanicas son inferiores a las de las ceramicas bioinertes. A este grupo
pertenecen los vidrios bioactivos y las ceramicas de fosfatos de calcio.

c) Ceramicas biorreabsorbibles. Después de su implantacion son
progresivamente reemplazadas por tejido 6seo neoformado. Para ello debe
existir una adecuada correlacion entre las velocidades de reabsorcién del
biomaterial y de regeneracién del hueso. En este grupo se puede clasificar los
cementos de fosfatos de calcio.

También se pueden clasificar segun su composicion:
a) Hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(OH),)
b) Fosfato tricalcico (Caz(PO4)2)
c) Fosfato calcico bifasico (mezcla de hidroxiapatita y B-fosfato tricalcico)
d) Apatita no sinterizada o calcio-deficiente
Estan disponibles en forma de bloques o particulas, densos o porosos.
(LeGeros RZ, 2002; Giannoudis PV, 2005)

Una de sus caracteristicas mas importantes es la porosidad, y son tan
importantes por la interconexion de los poros (Hsu YH, 2007), como por el
tamano de los mismos, siendo ideal que el tamaino del poro de una ceramica se
aproxime al del hueso esponjoso, es decir 565um. Se pueden introducir

macroporosidades afiadiendo pordgenos volatiles, que proporcionan una matriz
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para la colonizacion celular, o microporosidades que permiten la circulacién de
los fluidos corporales (Passutti N, 1997; LeGeros RZ, 2002; Le Guéhennec L,
2004; Giannoudis PV, 2005; Allegrini S, 2008). La biocompatibilidad de las
ceramicas deriva de su composicidén quimica, que contiene iones comunmente
encontrados en el ambiente fisioldgico (calcio, potasio, magnesio, sodio, etc.) y
otros iones con poca toxicidad para los tejidos como aluminio y titanio. Las
ceramicas son fragiles y sélo se pueden utilizar en zonas del esqueleto que no

sean sometidas a grandes cargas (Vaccaro AR, 2002).

4.2 1 - Ceramicas a base de fosfatos de calcio

La aplicacion de ceramicas de fosfato de calcio como posibles sustitutos
de hueso se ha investigado por diferentes autores. Inicialmente, estos
materiales no eran reabsorbibles, pero si biocompatibles, y permitian el
crecimiento del tejido 6seo en el interior de sus poros. Esta propiedad bioactiva
depende del intercambio idnico con el hueso huésped y los fluidos organicos,
ya que en su proceso de degradacion son capaces de liberar iones Ca*' y
PO, y difundirse localmente estimulando la osteogénesis (osteoinduccion) y
permitiendo la colonizacion 6sea en el interior de sus poros (osteoconduccion)
(Andrades JA, 1999).

La respuesta 6sea a las ceramicas de fosfato de calcio depende
directamente de la naturaleza exacta de cada ceramica. Los progresos en el
campo de la bioingenieria han dado como resultado nuevos biomateriales y en
particular, las ceramicas de fosfato de calcio han recibido maxima atencién

dada su buena biocompatibilidad. Los avances continuos en el campo de los
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biomateriales de fosfato de calcio han producido resultados espectaculares en
cuanto a su biocompatibilidad y capacidad para estimular la osteogénesis. Sin
embargo, la naturaleza y grado de respuesta del tejido éseo huésped parecen
depender de las caracteristicas de los materiales: composicion quimica, textura
de la superficie, porosidad y densidad, asi como de la forma y el tamafo
(Andrades JA, 1999).

De modo aislado, las ceramicas sintéticas no poseen propiedades
osteogénicas ni osteoinductoras, y muestran un soporte estructural minimo;
pero cuando se colocan junto a hueso sano, se deposita una capa de osteoide
directamente en la superficie de la ceramica, sin una interfase de tejido blando,
consiguiendo que el osteoide se mineralice y el hueso resultante quede
remodelado (Giannoudis PV, 2005).

Los fosfatos de calcio pueden utilizarse junto a matrices de colageno o
mezclados con pegamentos de fibrina, los cuales forman una red en la que los
minerales pueden cristalizar y aportar proteinas importantes en el proceso
(Hallman M, 2008, Takahasi 2009). También es posible su combinacion con
proteinas como las BMPs o con células madre de la médula 6sea del paciente
(Passutti N, 1997, Vaccaro AR, 2002).

Existen muchos estudios clinicos que analizan la eficacia de los
biomateriales combinados con los pegamentos de fibrina. Esta combinacién
tiene un impacto positivo en la adhesion a las paredes de los defectos éseos y
en el manejo del material. El futuro de esta combinacion podria estar en la
asociacion con factores de crecimiento, como por ejemplo, las proteinas
morfogenéticas éseas, que juegan un importante papel en la embriogénesis, y

ademas actuan en la diferenciacion de las células mesenquimales a
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osteoblastos, siendo importantes en la curacion y remodelaciéon ésea. Otra
combinacion posible seria con células de la médula 6sea. La combinacion de
células, fibrina y bioceramicas podria ser un sustituto éseo ideal para
reconstruccion ésea (Le Guéhennec L, 2004).

Asi, por ejemplo, el estudio de Le Nihouannen, del afio 2007 (Le
Nihouannen D, 2007), investiga las propiedades mecanicas y osteogénicas de
los granulos de ceramica bifasica de fosfato de calcio (hidroxiapatita 60: -
fosfato tricalcico 40), macro y microporosos asociados a pegamentos de fibrina.

En este estudio se observd, que tanto en espacios intramusculares de
ovejas, como en defectos 6seos criticos en conejos, la ceramica producia
formacion de hueso nuevo, con fibras de colageno ordenadas, osteocitos y
sistemas de osteonas. Se encontrd tejido éseo mineralizado y maduro en
contacto directo y unido a los granulos de la ceramica, tanto dentro como entre
los mismos. La via de formacion de este hueso parece ser intramembranosa, y
su estructura es similar a la del hueso esponjoso. Ademas, al aumentar el
tiempo de implantacion, aumentaba la cantidad de tejido mineralizado. Esto
parece estar a favor de la existencia de propiedades osteoconductoras y
osteoinductoras para este material.

Se propone la teoria de que el material produce una reaccion
inflamatoria, que atrae células mesenquimales indiferenciadas, que proliferan y
se diferencian para formar hueso nuevo. Ademas, el coagulo formado por el
pegamento de fibrina - similar al producido en fracturas 6seas - es degradado
en los primeros dias, lo que atrae a cantidad de células osteoprogenitoras,

entre otras. Seguidamente se produciria una neovascularizacion de la zona,
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con producciéon de abundante matriz extracelular por los osteoblastos, que sera
mineralizada posteriormente.

El estudio de Takahashi en el afio 2005 (Takahashi Y, 2005) evalua las
caracteristicas de las esponjas de gelatina combinadas con (B-fosfato tricalcico
como matriz para las células madre mesenquimales desde el punto de vista de
sus propiedades mecanicas, y la mejora de la osteoinduccién por la
incorporacion del 3- fosfato tricalcico. En los resultados del trabajo, se encontré
que las células adheridas a todos los tipos de esponjas de gelatina (que
contenian distinta cantidad de B-fosfato tricalcico y distinto tamafio de particula)
lo hicieron en un numero similar, y estaban uniformemente distribuidas por la
esponja. La morfologia de las células si dependia del tipo de esponja, siendo
mas planas cuanto mayor era la cantidad de (B-fosfato tricalcico que contenian
las esponjas. La densidad celular aumentaba en muestras con poco B-fosfato
tricalcico, y se hacia significativa para esponjas que contenian entre un 75-90%
de B- fosfato tricalcico. Igualmente, se observd formacion ésea en la parte
periférica de la esponja, en todos los casos, comprobandose que las células se
distribuian uniformemente en el interior de las esponjas, pero no se vio nuevo
hueso en el interior.

Los resultados de este trabajo sugieren que el [(-fosfato tricalcico
funciona por si mismo aumentando la diferenciacion osteoblastica de las
células madre mesenquimales. Ademas, se sugiere que la aplicacion de B-
fosfato tricalcico combinado con gelatina, solucionaria uno de los problemas de
esta ceramica, que es su dificil manejo clinico; y ademas permitiria que la
forma del material se adaptase a la forma del defecto 6seo a rellenar. Sin

embargo, se trata de un estudio in vitro, y se necesitarian mas estudios, tanto
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in vitro como in vivo para comprobar si ambos materiales, al combinarse
mejorarian sus propiedades osteogénicas y de manejo, o no.

Se distinguen dos tipos de fosfatos de calcio: los obtenidos por
precipitacion a partir de una solucion acuosa a temperatura ambiente,
conocidos como fosfatos de calcio de baja temperatura, y los obtenidos por una
reaccion térmica, conocidos como fosfatos de calcio de alta temperatura.

Estos ultimos son los tradicionalmente usados en medicina,
encontrandose entre ellos el B-fosfato tricalcico: B-TCP: B-Cas(POs),. Este
compuesto se obtiene a temperaturas de 650°C por varios mecanismos, Yy
difiere del fosfato tricalcico unicamente en la estructura cristalina. Es
biodegradable (por via osteoclastica) y se usa como sustituto 6seo en granulos,
bloques o cemento. El fosfato tricalcico poroso desaparece a medida que el
hueso nuevo crece. La capa superficial del fosfato tricalcico incrementa la union
con el hueso adyacente, al que se une directamente, lo que estimula la
reabsorcion por los osteoclastos y la formacion de hueso nuevo por los
osteoblastos en la zona donde se reabsorbe el implante (Fujita R, 2003; Fujita
R, 2003(2)).

Ademas de la importancia que tiene su porosidad y la interconexion
entre los poros en la respuesta celular, la respuesta inflamatoria, la formacion
de hueso, el crecimiento de vasos sanguineos en el interior - para ello el
tamafo del poro debe superar las 400um - y la reabsorcion de la ceramica (von
Doernberg MC, 2006; Walsh WR, 2008; Ghanaati S, 2010; Bashoor-Zadeh M,
2011; Feng B, 2011), se ha mostrado que la microestructura de las particulas

del B-fosfato tricalcico afecta tanto a la respuesta inflamatoria inicial, como a la
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reabsorcion del biomaterial y al metabolismo del hueso neoformado (Okuda
2007; Ghanaati S, 2010).

El principal problema de estos materiales son sus propiedades
mecanicas, por lo que se intentan desarrollar materiales bioactivos que mejoren
las caracteristicas de éstos para semejarlas a las del hueso vivo.

El primer uso in vivo de B-fosfato tricalcico fue llevado a cabo por Albee
et al. en 1920 (Albee FH, 1920).

El estudio in vitro e in vivo de Franco et al. (Franco J, 2006) mostré que
la superficie del B-fosfato tricalcico es colonizada en primer lugar por proteinas
y células, y posteriormente por tejido fibrovascular con una intensa actividad
angiogénica y ribetes de células multinucleadas que proceden a la remocién
del material. El progreso de esta colonizacion hacia el interior del material
depende de su porosidad. En una segunda fase, la matriz proteica extracelular
que embebe fragmentos del material se mineraliza, quedando englobado el -
fosfato tricalcico en su interior. ElI material va siendo sustituido progresivamente
por matriz extracelular tipica. A nivel clinico, Plenk Jr et al. (Plenk Jr H, 2007)
mostraron la progresiva reabsorcion del B-fosfato tricalcico en elevaciones de
seno en humanos y su sustitucion por hueso nuevo, aunque sehalaron la
lentitud con la que esto tiene lugar. Kondo et al. (Kondo N, 2005) estudiaron el
comportamiento del B-fosfato tricalcico al implantarlo en el fémur de ratas
mediante la tincidon para TRAP, inmunohistoquimica de la proteina EDI e
hibridacién in situ de procolageno, osteopontina y osteocalcina; mostraron que
la osteoconduccién se manifiesta de manera muy temprana (4 dias), seguida
de una reabsorcién del material y reemplazo del mismo por hueso nuevo, de

manera que a los 56 dias, las areas del material eran significativamente mas
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pequefias que en los 4 y 7 dias, sugiriendo una reabsorcion cronologica.
Habiendo sido estudiado el comportamiento inicial y a corto plazo, el estudio de
Ye et al. (Ye F, 2007) confirmé la seguridad y la estabilidad a largo plazo del
hueso neoformado y de este tipo de ceramicas implantadas en cerdos en un
estudio de 4,5 afios de duracion. También se demostré la estabilidad a largo
plazo (5 anos) en elevaciones de seno en humanos en el estudio de Velich et al
(Velich N, 2004).

Una investigacion muy reciente de Zhao et al. (Zhao J, 2011) ha
estudiado la expresion genética y los mecanismos moleculares tempranos que
se producen tras la implantacién de B-fosfato tricalcico en defectos artificiales
creados en la mandibula de perros beagle, utilizando para ello un andlisis
histolégico, un andlisis de microarrays, un IPA (Ingenuity Pathways Analysis,
variante del andlisis de redes gendmicas in silico), una PCR a tiempo real y una
PCR con transcriptasa inversa; todo ello a los 4, 7 y 14 dias tras la implantacion
y comparandolo con un grupo control en el que no se utilizé material de relleno.
El analisis histolégico revela la presencia de fibroblastos, células inflamatorias y
linfocitos a los 4 dias, hueso nuevo y tejido conectivo fibroso a los 7 dias y a los
14 dias un relleno completo del defecto por hueso regenerado en el grupo en
que se utilizé - fosfato tricalcico; mientras que en el otro grupo, a los 4 dias se
encontrd tejido conectivo inflamatorio, a los 7 dias hueso nuevo en el area
periférica de la lesién, y pequefias area de hueso nuevo a los 14 dias. El
analisis de la expresion de genes reveld que los perfiles de expresion genética
eran similares a los 4 y 7 dias, pero muy diferentes a los 14 dias, reflejando la
presencia de osteoblastos involucrados en la formacion de hueso vy

osteoclastos involucrados en la reabsorcion del B-fosfato tricalcico. Los
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resultados de este estudio concluyen que el beta fosfato tricalcico intensifica los
procesos de curacion ésea.

Por tanto, entre los sustitutos sintéticos de tipo ceramico, el B-fosfato
tricalcico es un material biocompatible, reabsorbible y osteoconductor que ha
sido utilizado ampliamente para la reparacién de defectos éseos, ya que
permite por sus caracteristicas fisicoquimicas la infiltracion de células
osteogénicas y la conservacién del espacio rellenado con éxito en diversas
areas de la biologia (Liu G, 2007; Gan Y, 2008; Kasten P, 2008), veterinaria
(Franch J, 2006), medicina (Linovitz RJ, 2002; Ogose A, 2002; Gaasbeek RDA,
2005; Ogose A, 2005; Ogose A, 2006; Momma F, 2008) y odontologia (Foitzik
C, 2003 Horch HH, 2006; Aguirre-Zorzano LA, 2007; Zafiropoulos GG, 2007;
Déri F, 2008; Yamauchi K, 2010; Ono D, 2011).

Se ha sugerido también que podria utilizarse como vehiculo para
factores de crecimiento que estimulen la formacion 6sea, lo cual aumentaria la
respuesta osteogénica y mejoraria los resultados clinicos (Aybar B, 2004; Byun
H, 2008). A este respecto, en un reciente ensayo clinico multicéntrico
randomizado reciente (Stavropoulos A, 2011) se ha mostrado que la
combinacién del factor de crecimiento y diferenciacion recombinante humano 5
con B-fosfato tricalcico iguala los resultados que ofrece la combinacion de
hueso autégeno y B-fosfato tricalcico en elevaciones de seno; pudiendo
eliminarse por tanto el uso de hueso autégeno, disminuyendo las
complicaciones asociadas al mismo.

Ademas, estudios in vitro sobre ingenieria tisular han mostrado que la
combinacién de [B-fosfato tricalcico poroso con células osteoprogenitoras

derivadas de la médula ésea seguida de un cultivo en un medio osteogénico,
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da lugar a un material compuesto con una buena actividad osteogénica,
mejores propiedades mecanicas y menor biodegradabilidad (Dong J, 2002). En
este sentido Gan et al. (Gan Y, 2008) utilizaron una combinacién de B-fosfato
tricalcico y células madre derivadas de la médula ésea para la fusién espinal
posterior en 41 pacientes con éxito clinico en el 95% de los casos; y Shayesteh
et al. (Shayesteh YS, 2008) utilizaron una combinacion de [(-fosfato
tricalcico/hidroxiapatita con células madre derivadas de la médula ésea para la
elevacion de seno maxilar en 6 pacientes con éxito clinico de los 30 implantes
colocados en el 93% de los casos. Un reciente estudio de Xia et al. (Xia L,
2011) utilizé el B-fosfato tricalcico granulado como vehiculo para células de la
médula 6sea modificadas genéticamente para BMP-2 y Nell-1; encontrando
una mejora en la formacion 6sea a las 2 y 8 semanas de implantacion en
elevaciones sinusales en conejos debido al efecto sinérgico de estos dos genes
en la diferenciacion celular osteogénica de las células utilizadas. Por el
contario, Maréchal et al. (Maréchal M, 2008) no encontraron mejores resultados
al afnadir células del periostio a una matriz de - fosfato tricalcico para la
reparacion de defectos 6seos en el craneo de conejos, quiza como ellos
mismos senalaron, porque las células utilizadas no fueron las adecuadas a este
proposito.

El B-fosfato tricalcico ha sido utilizado en estudios sobre diferentes
modelos de experimentacion animal (perros Beagle, conejos de Nueva
Zelanda, ratas Winstar y cerdos) para probar su capacidad como biomaterial en
la regeneracion 6sea (Comuzzi L, 2002; Suba Z, 2004; Artzi Z, 2004; Jensen
SS, 2005; Boix D, 2006; Jensen SS, 2006; Alam S, 2007; Fiorellini JP, 2007;

Masago H, 2007; Nakajima Y, 2007).
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La siguiente tabla resume los resultados de algunos estudios realizados

con fosfatos de calcio en modelos animales (Tabla 3).

ESTUDIOS CON FOSFATO TRICALCICO SOBRE ANIMALES

Conuzzi (2002)

Artzi (2004)

Suba (2004)

Jensen (2006)

Boix (2006)

Nakajima (2007)

Masago (2007)

Alam (2007)

Fiorellini (2007)

Frota (2011)

Yang (2013)

Ibara (2013)

ESPECIE

Cabras

Perros

Perros

Cerdos

Perros

Perros

Conejos

Conejos

Perros

Ratas

Conejos

Ratas

TECNICA

Relleno defectos
alrededor de
implantes
Defectos
mandibulares
Preservacion
alveolar

Defectos
mandibulares

Preservacion
alveolar

Defectos
mandibulares

Defectos maxilares

Defectos
mandibulares

Defectos
mandibulares

Defectos en calota
craneal

Defectos 8mm de
didmetro

Decorticacion de
calota de 4 mm?

TIEMPO Y
VARIABLES
ESTUDIADAS

12 semanas.
Histologia

3,6,12,y,24 meses.
Histomorfometria
6,12y 24 semanas.
Histomorfometria

8 semanas.
Histomorfometria

3 meses.
Histomorfometria

8 meses.
Histologia e
histomorfometria

1,2 y 5 meses.
Histologia

24,812 y 24 sem.
Histologia,
histomorfometria e

inmunohistoquimica.

5 meses.
Histologia e
histomorfometria

7,15y 30 dias.
Histologia

2 'Y 8 semanas.
Histologia e
histomorfometria

10y 35 dias.
Histologia e
histomorfometria

CONCLUSIONES

Relleno casi
completo de los
defectos
Curacién ésea
demostrada
Regeneracion dsea
completa
Regeneracion éseay
reabsorcion
material adecuadas
Preservacion
integridad reborde
alveolar
Relleno de los
defectos por hueso
nuevo, permanencia
del material
El3-TCP se
reabsorbe en 5
meses, dando lugar
a hueso nuevo
variable
El 3-TCP produce
formacion de hueso,
reabsorcion muy
lenta
65% de porcentaje
de contacto hueso-
implante. Exito de
los implantes
No diferencias entre
lado control (sin
relleno) y lado f3-
TCP

El3-TCP produce
formacién de hueso

El 3-TCP presenta
buena
osteoconduccion y
biocompatibilidad

Tabla 3. Estudios realizados en modelos animales con fosfatos de calcio.
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El B-fosfato tricalcico también se ha utilizado con éxito a nivel clinico, en
cirugia e implantologia oral (Piatelli A, 1996; Szabo G, 2005; Zijderveld SA,

2005; Horch HH, 2006; Ormianer Z, 2006; Suba Z, 2006; Velasco-Ortega E,

2008; Tetsch J, 2010; Schulten, 2013) (Tabla 4).

ESTUDIOS SOBRE HUMANOS CON FOSFATO TRICALCICO

Piatelli (1996)

Osteoconduccion y
biocompatibilidad.
Buena regeneracion

Relleno de defectos

. % 6 meses. Histologia
por quistectomias

Szabo (2005)

i 100% éxito implantes
Zijderveld > 12 meses. Resultados

(2005) Elevacién de seno clinicos usando /§TCP Vs

autégeno
Ormianer Cetige 1 e 19,2 meses. 97,6% supervivencia
1065 implantes en o .
(2006) S onds damentadas Resultados clinicos de los implantes

Suba (2006)
Ridgway (2008)

Velasco Ortega
(2008)

Tetsch (2010)

periodontales

Elevacion de seno

Elevacion de seno

Schulten (2013)

Relleno de defectos

Regeneracion
periodontal en 13 de
16 dientes tratados

6 meses. Histologia

0 P

176 meses. Resultados 97_’1 . de_ exito sin

clinicos y radiolégicos S T
hueso bovino y STCP

Regeneracion ésea y
altura adecuadas.
(no necesario utilizar
membranas)

6 meses. Resultados
clinicos, radiolégicos e
histomorfométricos

Tabla 4. Estudios realizados en humanos con fosfatos de calcio.
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S ~ BiFOSFONATOS

Los Bifosfonatos (BFs) son conocidos desde mediados del siglo X,
habiendo sido sintetizados por primera vez en Alemania en 1865. El etidronato,
fue el primer BF usado para el tratamiento de enfermedades humanas, el cual
fue sintetizado hace mas de 100 afios. Los BFs se emplearon a nivel industrial
principalmente como inhibidores de la corrosion o como agentes en la industria
textil, fertilizantes, y aceites industriales. Igualmente, su capacidad para inhibir
la precipitacion del carbonato de calcio de forma similar a los polifosfatos,
estimuld su utilizacion en medicina.

Solo en las Uultimas tres décadas, han sido desarrollados como
medicamentos a raiz de la publicacion de un informe en 1968 para diversas
enfermedades Oseas, en odontologia y en alteraciones del metabolismo del
calcio (Fleisch H, 1998).

Su investigacion derivd de estudios anteriores realizados con
pirofosfatos inorganicos, encontrandose que el plasma y la orina contenian
compuestos inhibidores de la precipitacion de fosfato de calcio y que parte de
esta actividad inhibitoria era debida al pirofosfato inorganico, un compuesto que
no se habia descrito previamente en la literatura cientifica. Fue entonces
cuando el pirofosfato demostré que afectaba in vitro la formacién y disolucién
de los cristales de fosfato de calcio. Este efecto fue similar con el carbonato de
calcio y, por esta razon, habian sido utilizados en detergentes (Fleisch H,
1998).

El valor clinico potencial del BF fue primeramente apreciado en la

década de los 1970, y los esfuerzos de investigacion se centraron en el
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desarrollo de compuestos mas potentes en la actividad antirreabsortiva, pero
sin capacidad para inhibir la mineralizacién.

Al compararlo con productos como el etidronato, se vio una diferencia 10
veces menor entre las dosis que inhibe la mineralizacién y la dosis que reduce
la reabsorcion 6sea. En contraste, el perfil del clodronato, que surgié de los
primeros estudios, perfila que esto podria no ser una propiedad universal de los
BFs y, de hecho, la inhibicién de la resorcion ésea podria ser facilmente
alcanzada sin ningun tipo de alteracién de la mineralizacion. Mas tarde, la
introduccion de los primeros sustituyentes nitrogenados, en productos analogos
como el alendronato y el pamidronato, llevé al desarrollo de BFs adicionales en
los que la inhibicion de la reabsorcion ésea era claramente separable de
cualquier efecto sobre la mineralizacién (Russell RGG, 2008).

Los bifosfonatos constituyen una de las alternativas terapéuticas mas
eficaces para la prevencion de fracturas en las mujeres con osteoporosis, y sus
acciones sobre la masa 6sea y la mejora de fracturas han quedado plenamente

demostradas.

5.1 — Caracteristicas quimicas

Los BFs son compuestos quimicamente estables derivados del
pirofosfato (P-O-P) en los que el oxigeno central de la molécula se ha sustituido
por un carbono (P-C-P). Hay un compuesto que se produce de manera natural
en los organismos, en el cual dos grupos fosfato estan unidos por esterificacion
a una molécula de oxigeno (Drake MT, 2008; Russell RGG, 2008); mientras

que los BFs estan caracterizados por dos uniones C-P (Figura 14).
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O R'O

Fig.14. Estructura quimica basica de los bifosfonatos. La cadena R' cuando es un OH, el grupo
de unién a la hidroxiapatita mejora. La cadena R" determina la potencia.

Si las dos uniones estan localizadas en el mismo atomo de carbono, el
compuesto es llamado bifosfonato geminal (Fleisch H, 1998). En la literatura
estos compuestos son llamados normalmente “Bifosfonatos”. Aunque esto no
es totalmente correcto ya que los bisfosfonatos no geminales también son BFs,
se adopta esta nomenclatura para simplificar (Fleisch H, 1998). La estabilidad
es conferida por esta sustitucion de un atomo de carbono en vez del atomo de
oxigeno para conectar los dos fosfatos (Russell RGG, 2008).

La estructura P-C-P permite un gran numero de posibles variaciones, ya
sea por cambio de las dos cadenas laterales en el carbono o por esterificacion
de los grupos fosfato. Esta unién P-C-P actua como “gancho 6seo” y es
esencial para la unién a la hidroxiapatita. Cada BF tiene sus propias
caracteristicas quimicas, bioquimicas y bioldgicas, las cuales implican que no
es posible extrapolar los resultados de un compuesto a otro con respecto a sus
acciones (Fleisch H, 1998).

La modificacion de la estructura quimica de los bifosfonatos ha ampliado
las diferencias entre las concentraciones efectivas de BF necesarias para la

actividad antireabsortiva en relacién a los que inhiben la mineralizacion de la
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matriz 6sea, haciendo que las concentraciones circulantes de todos los BFs
qgue se utilizan actualmente en la practica clinica sean activos para la inhibicion
de la reabsorcion esquelética.

Los conocimientos sobre la farmacocinética de los bifosfonatos
provienen de estudios realizados en animales de experimentaciéon y en
humanos (Sansom LN, 1995; Porras AG, 1999; Ylitalo P; 1999; Pérez-Lopez
FR, 2003).

Son pirofosfatos que se absorben en minima proporcién via oral (1% de
la dosis) y ello siempre que se ingieran en ayunas, de lo contrario
practicamente se anula la absorcion. Un dato de interés es que dicha
proporcion de absorcion intestinal no presenta saturacion en el rango de dosis
de utilidad clinica, lo que permite incrementar la dosis absorbida aumentando la
dosis ingerida. Al pasar a la sangre se fijan rapidamente al hueso por la alta
afinidad de la molécula P-C-P por la hidroxiapatita, importante componente
inorganico 6seo. Por ello, se fijan en las superficies éseas que se encuentran
en remodelado, donde se incorporan rapidamente en la matriz ésea en
formacion para quedar alli depositados. El farmaco no fijado se elimina por la
orina. Una vez fijado en el tejido éseo, comienza su accion cuando se inicia un
ciclo de remodelado en la zona en que se encuentra. Los osteoclastos, al crear
la laguna de resorcion, quedan expuestos al bifosfonato, que se incorpora en
parte a su citoplasma, produciéndose sus efectos en los mismos. Los
bifosfonatos tienen una vida media larga en el hueso porque quedan fijados
hasta que en esa zona en concreto se inicia la resorcion y asi se explica que su
efecto biolégico se continua ejerciendo mucho después de haberse suspendido

su administracién (Greenspan SL, 2002).
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5.2 — Clasificacion de los bifosfonatos

Los distintos bifosfonatos se pueden clasificar (Brown DL, 1999) en
funcibn de su mecanismo de accion: bifosfonatos nitrogenados o
aminobifosfonatos (que actuan a través de la via bioquimica del mevalonato) y
bifosfonatos no nitrogenados (que actuan a través de ATPasas). La diferencia
entre los BFs viene dada por la unién al carbono geminal de la cadena lateral
R” y la presencia o ausencia de un atomo de nitrdgeno o no en dicho grupo

(Senel FC, 2010).

5.2.1 - Bisfosfonatos no nitrogenados

Dentro de este grupo los mas conocidos y empleados en clinica son el
etidronato, el clodronato y el tiludronato. Estan en el uso comun hoy en dia
(Marx RE, 2003). Son rapidamente metabolizados por lo osteoclastos e
inactivan un analogo no hidrolizable del adenosin trifosfato que induce la

apoptosis (Woo SB, 2006) (Figura 15).

T 9 T 89 &
0=f-g-f=o 715
O OH O 0 Ccl O 0=P-C-P=0
(1-Hidroxietilideno}-bis- (Disclorometileno)-bis- [[{4%0;%“”%;]_
fosfonato fosfonato metileno]bis-fosfonato
ETIDRONATO CLODRONATO TILUDRONATO

Fig.15. Formulas de bifosfonatos no nitrogenados.
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5.2.2 - Bifosfonatos nitrogenados

Los BFs de nueva generaciéon o BFs Nitrogenados (BFs-N) pamidronato,
zoledronato (Marx RE, 2003), alendronato, ibandronato y risendronato (Woo
SB, 2006; Senel 2010) son los BFs que contienen nitrégeno y son mucho mas
potentes (Marx RE, 2003; Woo SB, 2006). Por lo tanto, se acumulan en el
hueso y tienen un efecto continuo cuyo resultado estd relacionado
posiblemente con las necrosis 6seas (Marx RE, 2003). Tienen dos acciones
principales como son la inducciéon de otro analogo del adenosin fosfato que
induce apoptosis, y la inhibicion de la Farnesil Pirofosfato Sintetasa (FPFS), la
cual es una enzima que forma parte de la via del mevalonato encargada de la

sintesis del colesterol (Figura 16).

CH
NH; ') NH; e
o crlv o N S CHa | ACe Y
| |2_|2 i cl)- Cf."z Ol‘ ?fcf‘lhhlo o c‘h o c? CHE O|
o=f—-¢—-f-0 0-P—C—P-0 0=P—-C-P=0 R 0=P—C—P=0
- - | S L AL 0O=P—C—P=0
0" OH © O OH O 0" OH O i i 1T
) L 3 O OH O O OH O
(3-Aming-1- [1-Hidroxi-2-(1H- (4-Aming-1- [1-Hidoxi-3- [1-Hidroxi-2-(3-
hidroxipropilideno)bis- imidazol-1- hidroxibutilideno)bis- (metilpentiiamina)propil piridinil}-etilidenc]bis-
fosfonato il)etilideno]bis-fosfonato fosfonato denoibis-fosfonato fosfonato
PAMIDRONATO ZOLENDRONATO ALENDRONATO IBANDRONATO RISENDRONATO

Fig. 16. Formulas de los bifosfonatos nitrogenados.

La siguiente tabla (Tabla 5) muestra la formulacion de BFs mas
empleados en la practica clinica actual, en la que aparece su hombre comercial
y el genérico, el laboratorio de fabricacion, las dosis existentes, si son
nitrogenados o no y su fecha de aprobacion por la FDA para su uso en

pacientes (Woo SB, 2006; ADA 2006; Montoya JM, 2010).
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Ny . Fecha de
Nombre Nombre Fabricacion y Formas de Contienen iy
o q Ny Ny ot aprobacion
genérico comercial localizacion dosificacion nitrogeno
por la FDA

Etidronato
disodico

Tabletas de

Clodronato Bonefos® Schering AG, 400y 800
- 2 . mgr NO No aprobado
disédico (Canada) Berlin, Germany
Ampollas de
60 mg/mL IV
Tiludronato
disédico
Tabletas de
Merck & Co.Inc. 5,10, 35,70 29
Alendronato Fosamax® Whitehouse mg .
g . iy SI septiembre
disodico Fosavance® station, New Solucién oral
de 1995
Yersey de 70 mg/
75mL

Alendronato
sodio plus
vitamina D3

Aredia® Novartis
Pamidronato Linoten® Pharmaceuticals Viales de 30, SI 31 octubre de
disédico Pmifos® Esast Hanover, 60y 90 mgIV 1991
Xinsidona® New Yersey

Risedronato
sodico
Risedronato Procter&Gamble  Tabletas de
2 Actonel con . 12 agosto de
sodico plus . Pharmaceuticals 35y 500 mg SI
: calcio® L S . 2005
calcico Cincinnati, Ohio de calcio
Acido
zoledronico
16 de mayo
Roche Tableta de de 2003
: Laboratories 2,5 mg 24 de marzo
® )
Ibanfi - nato Boniva Inc. Nutley, New Tableta de SI de 2005
soédico Bondronat® A
Jersey 150 mg 6 de junio
3mg/3mL IV 2006

Tabla 5. Formulacion de los bifosfonatos mas empleados.
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5.3 — Mecanismos de accioén de los bifosfonatos

Estudios pioneros en la década de 1960 demostraron que los BFs eran
capaces de inhibir la calcificacion uniéndose a los cristales de hidroxiapatita
(HA), lo que llevd a la hipotesis de que en la regulacion de los niveles de BF
podria estar implicado el mecanismo por el que se regula la mineralizacion
osea (Drake MT, 2008).

Los bifosfonatos actuan fundamentalmente inhibiendo la resorcion 6sea
mediante su accidn sobre los osteoclastos de dos maneras: disminuyendo la
diferenciacién y reclutamiento de precursores de los osteoclastos formados a
partir de las células hematopoyéticas primitivas y disminuyendo la actividad y
funcionalidad de los osteoclastos, y en algunos casos produciendo la apoptosis
de estas células.

Los efectos fisicoquimicos de la mayoria de los BFs son muy similares a
los de sus analogos naturales PFls (Drake MT, 2008). Asi pues, inhiben la
formacion y agregacion de cristales de fosfato de calcio, incluso a
concentraciones muy bajas, bloquean la transformacion de fosfato de calcio
amorfo a HA y retrasan la agregacion de cristales de apatita.

Los BFs también retrasan la disolucion de los estos cristales de HA,
motivo por el cual se investiga la accion de estos compuestos en la reabsorcion
del hueso in vivo (Fleisch H, 1998).

Los BFs son preferentemente incorporados en las localizaciones donde
hay una remodelacién désea activa, lo que comunmente se produce en zonas

caracterizadas por recambio esquelético acelerado.
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Ademas de su capacidad inhibidora la calcificacion, los BFs inhiben
también la degradacién de HA, lo que efectivamente suprime la reabsorcion de
hueso. Estas propiedades fundamentales de los BFs es lo que ha llevado a su
utilidad como agentes clinicos. Mas recientemente, se ha sugerido que los BFs
también pueden limitar la funcion de apoptosis de los osteoblastos y la de los
osteocitos (Drake MT, 2008).

Sus efectos estan mediados por la inhibicibn de los osteoclastos.
Aunque su modo especifico de inhibicién es desconocido, han sido aportadas
varias hipotesis:

- Inhibicién del desarrollo de osteoclastos a partir de monocitos.

- Aumento de la apoptosis de los osteoclastos.

- Estimulacién del factor de inhibicion de osteoclastos.

- Prevencion del desarrollo de osteoclastos a partir de los precursores de
la médula ésea.

- Reduccion de la actividad de los osteoclastos.

- Reduccion en la replicacion de las metaloproteinasas de la matriz.

Como resultado se produce la reduccién de la actividad osteoclastica,
junto a la reduccién de la reabsorcion Osea, apoyando todo esto las
indicaciones publicadas. Sin embargo, la osteoclasia normal es vital para el
recambio 60seo y la viabilidad de los huesos. Los osteocitos se desarrollan a
partir de los osteoblastos, los cuales han segregado cristales de HA en una
matriz de colageno mineralizada, conocida como hueso mineralizado, que
luego encierra al osteocito.

La osteoclasia normal reabsorbe el hueso no vital y libera citocinas,

como la Proteina Morfogenética Osea (PMO) y los factores de crecimiento de
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la insulina 1y 2 (ILG1 y de ILG2), que normalmente inducen a las células
madre mesenquimales, y a los osteoblastos premitéticos, a diferenciarse en
hueso activo formando osteoblastos. La interrupcion de este ciclo homeostatico
por la inhibicién eficaz en la resorcion ésea, da como resultado la acumulacién
de osteocitos no vitales y microfracturas de la antigua matriz mineral (Marx RE,
2003).

A nivel celular se ha comprobado a través de estudios in vitro e in vivo
que los bifosfonatos interfieren con la diferenciacion de células precusoras de
osteoclastos maduros (Watts NB, 2003), inhiben el reclutamiento de los
osteoclastos, con menor adhesiéon de los mismos a la superficie 6sea, inhiben
su activacion y estimulan su apoptosis, por lo que su vida media es menor
(Hughes DE, 1991; Reszka AA, 1999; Hiroi-Furuya E, 1999; Wang XM, 2000;
Senaratne SG, 2000; Suri S, 2001). Por otro lado inhiben la apoptosis de los
osteocitos, con lo que aumenta su vida media (Plotkin LI, 1999). En resumen,
los bifosfonatos provocan una menor actividad biolégica de los osteoclastos y
una mayor estabilidad y vida media de los osteocitos.

Los BFs también pueden tener efectos potenciales sobre otras células
que intervienen en el proceso de recambio como son los osteoblastos o los
osteocitos. Al contrario de lo que ocurre con los osteoclastos, parece que los
BFs protegen a los osteocitos de la apoptosis. Experimentalmente, la potencia
individual de los BFs en los osteocitos es independiente de su capacidad como
inhibidores de la actividad osteoclastica (Russell RGG, 2008).

La vida media de los BFs en la circulacion es bastante corta, con un
rango que ronda entre los 30 minutos hasta las 2 horas (Senel FC, 2010). Sin

embargo una vez incorporados al tejido 6seo y encerrados en el esqueleto,
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pueden persistir por mucho afnos, y solo seran detectados cuando el hueso sea
destruido por el recambio del mismo. Aunque la precision en la determinacion
de la vida media biolégica sigue a debate, debido a la falta de técnicas para
determinar los niveles de BFs en orina y suero, las estimaciones; y sobre todo
para los BFs mas potentes como alendronato; sugieren una vida media
biolégica en humanos de mas de 10 afios después de una unica dosis
intravenosa (IV) (Drake MT, 2008; Senel FC, 2010; Fleisch H, 1998). Debido a
la larga vida bioldgica que presentan los BFs hay que valorar la existencia de
efectos adversos de estos tratamientos.

En la homeostasis normal del hueso, la reabsorcién osteoclastica esta
estrechamente ligada a la deposicion osteoblastica y ambas funciones son
esenciales para la reparacion de las microlesiones fisiolégicas. El uso
prolongado de BFs puede suprimir el volumen de hueso hasta el punto de que
tales microlesiones persistan y se acumulen. El resultado es un hueso
hipodinamico con una competencia biomecanica disminuida. Aunque la funcion
osteoblastica también se reduce durante el tratamiento con BFs, la
mineralizacién continua genera un hueso duro y fragil con una apariencia
osteopetrosa y un mayor riesgo de fractura. Por lo tanto, algunos expertos
advierten que los beneficios de un uso prolongado de los BFs deben ser
cuidadosamente sopesados frente a los posibles efectos negativos de la
supresion excesiva del metabolismo 6seo. Otros sostienen que aunque el uso a
largo plazo de los BFs puede retrasar la curacion de las fracturas o la
remodelacion lenta del callo de fractura, puede no afectar a la mineralizacion

del hueso o a sus propiedades mecanicas (Woo SB, 2006).

~T72 ~



iNTR ODVCCiON

5.4 — Aplicacion clinica de los bifosfonatos

Como ya ha sido mencionado anteriormente una de las caracteristicas
farmacoldgicas mas importante de todos los BFs es su extremadamente alta
afinidad por el mineral 6seo y su consiguiente depdsito en el hueso, en relacién
a otros tejidos. Esta alta afinidad por el mineral éseo permite a los BFs alcanzar
una elevada concentracioén local en todo el esqueleto.

En consecuencia, los BFs se han convertido en los farmacos de
tratamiento primario para los trastornos esqueléticos caracterizados por un
exceso de remodelacién ésea desequilibrada, en la que los osteoclastos, y las
actividades de los osteoblastos, no estan bien acoplados, lo que lleva a una
excesiva reabsorcidén ésea mediada por los osteoclastos (Drake MT, 2008).

Los BFs son ampliamente utilizados en el tratamiento de las
enfermedades Oseas como la osteoporosis, enfermedad Paget y la
hipercalcemia, asi como el dolor éseo relacionado con el cancer (Melo MD,
2005; Marx RE, 2005; ADA 2006).

Los primeros trabajos clinicos con etidronato fueron hechos en el
tratamiento de los desordenes de la calcificacion, asi como en la miositis
osificante progresiva o fibrodisplasia osificante progresiva, y en la enfermedad
de Paget, en la cual han demostrado ser notablemente mas efectivos que
ninguno de los tratamientos previos. Debido a la fuerte afinidad de los BFs por
el hueso mineral, otro uso clinico precoz y continuo que se le dio, fue como
agente de escaneado del hueso para detectar metastasis O6seas y otras

lesiones esqueléticas.
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Durante los afos 70 los BFs empezaron a ser usados como agentes
terapéuticos en oncologia y han llegado a establecerse ampliamente para el
tratamiento y la prevencion de complicaciones esqueléticas asociadas con
mieloma multiple o metastasis 6seas derivadas del cancer de mama, prostata,
y otros 6rganos, conduciendo a un aumento en el uso de estos compuestos
para la prevencién de metastasis 6seas (Melo MD, 2005).

En la osteoporosis posmenopausica, los BFs reducen los marcadores
del recambio celular, incrementan la densidad del hueso mineral en la espina
lumbar y la cadera, y reduce el riesgo de fracturas de todo tipo. Los BFs
también son empleados en el tratamiento de osteoporosis glucocorticoide-
inducidas, y en los nifios con osteogénesis imperfecta (Russell RGG, 2008).

Los BFs inhiben la accion de los osteoclastos, las células responsables
de la desmineralizacion 6sea. También han demostrado inhibir la proliferacion
de células tumorales y la posible inhibicion de la angiogénesis. Estas
caracteristicas afnadidas han hecho a los BFs utiles en el tratamiento de las

metastasis 6seas.

5.5 — Complicaciones asociadas a los bifosfonatos

Los datos publicados de toxicologia animal, son escasos, pero la
administraciéon aguda, subaguda, y cronica de los BFs ha demostrado en
general poca toxicidad. Esto vendria explicado por su rapida incorporacion al
tejido calcificado y por lo tanto a la corta presencia en la circulacion.

Al igual que en los animales, los estudios en humanos han revelado

unos pocos efectos adversos significativos, pero se debe tener precaucién con
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ellos, pues solo se ven de vez en cuando, y no es seguro que sean realmente
causa de los farmacos (Fleisch H, 1998).

Cuando los BFs se administran por via oral pueden causar dolor de
estdbmago, asi como la inflamacion y erosiones a nivel del eséfago.

Los BFs intravenosos ocasionalmente provocan la aparicion de fiebre y
sintomas parecidos a la gripe tras la primera infusion sin que se suelan repetir
en las perfusiones posteriores.

El efecto secundario mas grave de los BFs en el campo de la odontologia

es la osteronecrésis mandibular.

Osteonecrosis maxilar (ONM)

Desde 2004 (Ruggiero SL, 2004), han aparecido numerosos informes de
casos que sugieren asociar que el uso de estos farmacos con una enfermedad
llamada Osteonecrosis Mandibular (ONM), que tiene muchas similitudes con la
osteomielitis. Si bien han aparecido mutiples publicaciones que relacionan el
tratamiento con bisfosfonatos y la ONM (Filleul O, 2010) ya sean para
enfermedades hematoldgicas u osteoporosis (Pazianas M, 2007).

Las recientes revisiones sistematicas de casos publicados y no publicados
indican que el uso de bifosfonatos se asocia con una incidencia de la ONM de
menos de 1 de cada 100.000 pacientes tratados por afo (Khosla S, 2007),
habiendo sido identificados como factores para el desarrollo de la misma, la
edad superior a 60 afos, el sexo femenino y un tratamiento dental agresivo,
previo al tratamiento (Pazianas M, 2007).

Segun la American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons

(AAOMS), la osteonecrosis maxilar por BFs esta diagnosticada en pacientes
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con una historia de tratamiento actual o anterior con un bifosfonato, que
presenta hueso expuesto no cicatrizado en la region maxilofacial, el cual ha
continuado durante mas de ocho semanas, sin historia de radioterapia previa
en la mandibula (Erkan M, 2009; Senel FC, 2010). Las ocho semanas de
duracion coinciden con la franja de tiempo donde la mayoria de los traumas,
exodoncias y cirugias orales resuelven con el cierre de los tejidos blandos, y ya
no se presentaria hueso expuesto. En el caso de que la lesion sea espontanea,
o la historia de su duracién se desconozca, el periodo de ocho semanas se
empezara a contar desde que la lesion es documentada por un clinico (Khosla
S, 2007).

La AAOMS ha creado una clasificacion basada en estadios clinicos para
categorizar a los pacientes con riesgo de padecer ONM o que ya la estan
sufriendo, con la intencion directa de facilitar las guias de tratamiento, asi como
recoger los datos y asegurar el pronéstico de estos pacientes. Los diversos

estadios son los siguientes:

Categoria de riesgo: pacientes expuestos a BFs orales o IV pero sin

evidencias clinicas de hueso expuesto.

- Estadio 1: aparece hueso expuesto pero asintomatico. No hay evidencia
de infeccion o de inflamacion significativa del tejido blando de la zona
regional o adyacente.

- Estadio 2: caracterizado por hueso expuesto asociado a dolor, e
inflamacion del tejido blando subyacente, o presencia de infeccion
secundaria.

- [Estadio 3: hueso expuesto asociado con dolor, inflamacién de los

tejidos blandos adyacentes, o infeccion secundaria, junto con fractura
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patolégica, una fistula extra oral o evidencias radiograficas de la

extension de la osteolisis al borde inferior.

La incidencia se define como el numero de nuevos casos dentro de un
grupo de poblacion definido y durante un periodo de tiempo predeterminado. La
incidencia real de la osteonecrosis maxilar se desconoce actualmente, ya que
las cifras difieren entre los distintos autores entre 0,8 - 12% para BFs IV (Bagan
J, 2008; Erkan M, 2009). Esta incidencia en tratamientos oncoldgicos se
encuentra en 1 a 10 por cada 100 pacientes (Drake MT, 2008; Estilo CL, 2008).
El riesgo de osteonecrosis maxilar parece ser sustancialmente menor entre los
pacientes tratados con BFs por via oral en terapia para la osteoporosis, con
una incidencia estimada de aproximadamente 1 de cada 10.000 a 1 de cada
100.000 por paciente y afio, aunque esta estimacién se basa en datos
incompletos (Drake MT, 2008; Bagan J, 2008; Erkan M, 2009). Esto puede ser
debido a que el numero de pacientes varia de unas series a otras y hay pocos
estudios prospectivos. Ademas hay que tener en cuenta la variacion en la vida
media de estos farmacos que puede llegar hasta los 10 afios, y esta todavia
por determinar su efecto acumulativo en el hueso (Bagan J, 2008).

También debemos considerar el tipo de BF empleado para el tratamiento
de la enfermedad de base. En el caso del alendronato, el BFs mas
comunmente prescrito por via oral, se aprecia una incidencia espontanea de
ONM de aproximadamente 0,7 casos por cien mil personas al afio expuestas.
Pero otro problema afadido para conocer la verdadera incidencia, es que no se
suele establecer, una verdadera relacion causa y efecto entre ONM y BFs

(ADA 2006).
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5.6 — Alendronato

El ALN es un aminobisfosfonato cuyo principio activo es el 4-amino-1-
hidroxibutilideno-1,1-bisfosfonato (Figura 17). El alendronato se localiza
preferentemente en las zonas de resorcion Osea activa mediada por

osteoclastos, denominadas "fosas de resorcion”.

N||'12
Rt
O=P—-C—-P=0
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(4-Amino-1-
hidroxibutilideno)bis-
fosfonato

ALENDRONATO

Fig.17. Estructura del Alendronato.

5.6.1 — Propiedades farmacoldgicas

El alendronato es un bifosfonato de segunda generacion, primer farmaco
qgue no solo previene la pérdida de hueso sino que origina su endurecimiento.
Se trata de un potente inhibidor de la resorcion 6sea, pero a diferencia del
etidronato (bifosfonato de la primera generacion) no inhibe la mineralizacién
Osea, siendo esta la razon por la que se ha utilizado este compuesto para

realizar el presente estudio.

El ALN no se metaboliza en los animales ni en el hombre. Tanto en unos

como en otro, la eliminacion tiene lugar por excrecion renal. La semivida de
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eliminacién terminal es de aproximadamente un afo en la rata, de tres afnos en

el perro y mas de 10 afios en la mujer osteoporética.

En el hombre, una dosis oral de 10 mg es tan eficaz como la dosis de
1500 mg de etidronato para reducir la hipercalcemia en las enfermedades
Oseas tumorales. Tiene una absorcion digestiva muy baja por lo que es
necesario su administracion en ayunas para mantener su biodisponibilidad del

0,76 % con dosis que oscilan entre 5y 80 mg.

El alendronato esta indicado en el tratamiento y la prevencion de la
osteoporosis en las mujeres post-menopausicas y para el tratamiento de la
enfermedad de Paget. También estd indicado en el tratamiento de la
osteoporosis inducida por corticoides, y se esta investigando su utilidad en la
hipercalcemia asociada como la osificacion maligna y heterotépica.

A los 3-6 meses del inicio del tratamiento con ALN a 10 mg/dia los
marcadores bioquimicos de la remodelacion 6ésea disminuyen a valores
préximos a la media para las mujeres postmenopausicas (Bone HG, 2000). En
diversos estudios se en encontrado incrementos de la densidad Osea en
columna vertebral del 8% y en cadera del 7% en un plazo de 3 afos, con
aumentos algo menores a dosis de 5 mg/dia (Liberman UA, 1995). EI
seguimiento a largo plazo demuestra que los valores de la Densidad Mineral
Osea (DMO) de la columna vertebral siguen aumentando durante al menos 7
afnos y que la DMO de otras localizaciones se mantiene, asi como los valores
bioquimicos de recambio éseo dentro del rango normal para las mujeres

premenopadusicas (Tonino RP, 2000).
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5.6.2 — Mecanismo de accion

Como otros bifosfonatos, el alendronato inhibe la actividad de los
osteoclastos y la resorcion ésea. Al unirse a las sales de calcio, el alendronato
bloquea la transformacién de fosfato de calcio a hidroxiapatita y, por lo tanto,
inhibe la formacién, agregacion y disolucidon de cristales de hidroxiapatita en el
hueso. Mientras que la inhibicion de los cristales de hidroxiapatita puede
explicar los efectos del farmaco sobre la inhibicion de la mineralizacion 6sea
observada en dosis altas, no explica sus efectos sobre la resorcion dsea, ni se
conoce el mecanismo por el cual los bisfosfonatos inhiben esta resorcién. El
alendronato se localiza preferentemente en los lugares donde hay resorcion;
sin embargo no interfiere con el reclutamiento y fijacién de los osteoclastos.
Ademas, el alendronato es internalizado por los osteoclastos causando la
rotura del citoesqueleto de los mismos, con desgaste del borde plegado lo que
podria conducir a una pérdida de la capacidad para reabsorber el hueso. El
mecanismo molecular de estos efectos no es conocido. Ademas, los
macrofagos y los osteoblastos también pueden intervenir en los efectos del
alendronato. Se ha comprobado que el farmaco inhibe la produccion de

interleukina-1b (IL), IL-6 y TNF por los monocitos (Lourwood DL, 1998).

Se requiere la administracién continua de alendronato para mantener la
supresion de los osteoclastos sobre la resorcion de las superficies dseas recién
formadas. En los pacientes con la enfermedad de Paget, el alendronato reduce
directamente la resorcion dsea lo que termina en una disminucion significativa
de la fosfatasa alcalina sérica y de los marcadores urinarios de la degradacion

O0sea. El alendronato aumenta ligeramente los niveles de la hormona
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paratiroidea. En las mujeres con osteoporosis postmenopadusica, el alendronato
aumenta significativamente la densidad 6sea de la espina dorsal y la cadera a
los 3 meses, sin que este aumento tenga lugar a expensas de otros huesos

esqueléticos.

Para mantener el aumento de la masa Osea, se requiere un tratamiento
continuo. Los exdamenes histologicos después de un afio de tratamiento revelan
que la formacién ésea es normal tanto en su estructura como en su contenido
mineral. Se ha observado en estudios clinicos que el alendronato disminuye la
fosfatasa alcalina durante 12 semanas al menos después del tratamiento y las
osteocalcinas durante por lo menos 30 semanas. Estas reducciones fueron
dosis-dependientes (Harris ST, 1993). El alendronato ocasiona un descenso
significativo en los niveles séricos y urinarios de calcio en pacientes con
hipercalcemia maligna. Previene la progresién de la enfermedad osteolitica y
alivia el dolor 6seo severo. En estudios comparativos se ha comprobado que el
alendronato es mas eficaz que el clodronato en la hiperosteolisis maligna

(Rizzoli R, 1992).

5.6.3 — Efectos secundarios

Las reacciones adversas mas frecuentes secundarias al ALN son las
gastrointestinales tales como dolor abdominal, dispepsia, estrefimiento,
diarrea, flatulencia, ulcera esofagica, hemorragia digestiva alta, disfagia,
distension abdominal y regurgitacion acida. También puede producir dolor
musculoesquelético, reacciones cutaneas, cefalea, escleritis y uveitis
raramente. Son infrecuentes las gastritis, esofagitis y uUlceras esofagicas y

excepcionales las estenosis esofagica o perforaciones gastrointestinales.
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6 ~ OTROS FARMACOS O SVSTANCIAS POTENCIALMENTE iMPLiCADOS EN LA

REGENERACION OSEA

Existen numerosos farmacos implicados en el metabolismo 6seo,
utilizados habitualmente en el tratamiento de otras enfermedades, que también
pueden tener su implicacién en los trastornos que afectan a la calidad y
cantidad oOsea.

Estos medicamentos o sustancias son muy diversos y numerosos;
encontramos desde hormonas, como la Hormona Paratiroidea (PTH) (Esbrit P,
2013) o la insulina (Park AG, 2013); las proteinas morfogenéticas del hueso
(BMPs) (Stancoven BW, 2013); proteinas de esqueleto marino (Green DW,
2013); algunos principios activos con propiedades mucoliticas, como la N
acetilcisteina (Lee YH, 2013); hasta polimeros como el Acido polilactico-co-
glicdlido (PLGA) (Nath SD, 2013). Aparecen también estudios sobre unas
lactonas esteroideas, los witandlidos, que fueron aisladas por primera vez del
‘cerezo de invierno” (Withania somnifera), en concreto la Witaferina A,
(Khedgikar V, 2013).

Otras combinaciones utilizadas en el estudio de la regeneracion 6sea
son la colagena-polivinilpirrolidona (clg-PVP) (Furuzawa CZ, 2005), se trata de
una mezcla irradiada por rayos de colagena porcina tipo | atelopeptidica y
polivinilpirrolidona (colagena PVP, clg PVP, FIBROQUEL®).

Una familia de compuestos utilizados en el tratamiento del colesterol, las
estatinas, estan siendo estudiadas en procesos de regeneracion Osea

obteniendo efectos positivos, en particular la simvastatina (Nath SD, 2013).
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Como ejemplo de la ingente informacién acerca de los agentes en fase
de experimentacién para la regeneraicon 6sea, hemos constatado que, a fecha
3 de octubre de 2013, realizando una busqueda en la base de datos PubMeq,
utilizando la siguiente estrategia de busqueda con las palabras clave “drugs
AND bone regeneration” se obtienen 1546 resultados.

En la Figura 18 se presenta la grafica del numero de publicaciones
existentes en la que podemos observar el crecimiento exponencial que esta

teniendo el uso de este tipo de farmacos.

Numero de Publicaciones
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Fig. 18. Grafica que muestra el crecimiento exponencial en el nimero de publicaciones sobre
estos farmacos.

Es deseable que toda esta inversion de capital humano y financiero en la
busqueda de agentes potenciadores de la regeneracién del hueso permita
mejorar tanto el abordaje terapéutico como el prondstico de los pacientes que

presentan pérdida de masa Osea.
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OBJETiVOS

En este trabajo nos planteamos como objetivo general valorar los resultados
radiograficos e histologicos de la aplicacion tépica de alendronato de sodio
combinado con un biomaterial sintético formado por beta fosfato tricalcico
(KeraOs®) sobre defectos 6seos calibrados en cubitos de conejos de Nueva

Zelanda albinos.

Los objetivos especificos del estudio son:

1. Analizar radiografica e histolégicamente los patrones de regeneracion
Osea de defectos cilindricos de 3x3 mm en cubitos de conejos de Nueva
Zelanda albinos para valorar si se consigue una restitutio ad integrum a

lo largo de un periodo de seguimiento maximo de 12 semanas.

2. Evaluar el patrén de crecimiento éseo en defectos cilindricos de 3x3 mm
realizados en cubitos de conejos de Nueva Zelanda albinos, cuando el
defecto se rellena con biomaterial sintético formado por beta fosfato

tricalcico.

3. Analizar cualitativamente el efecto de la combinaciéon de un biomaterial
sintético formado por beta fosfato tricalcico y alendronato de sodio
gelificado, sobre la regeneracion de defectos 6seos cilindricos de 3x3

mm practicados en cubitos de conejos albinos de Nueva Zelanda.

~ &5 ~



ITII. MATERIAL Y
METODO



MATERIAL Y METODO

El titulo de este capitulo es suficientemente expresivo de su contenido,
pues en él se exponen los materiales empleados durante la investigacion, asi

como la metodologia de trabajo seguida en el estudio realizado.

1 ~ MATERIALES

Se han utilizado los tres materiales selectivos mas aconsejados en
investigaciones precedente, con resultados que confirman la bondad cientifica

de los mismos.

1.1 - Biomaterial KeraOs®

El biomaterial sintético utilizado en la fase experimental ha sido disefado
y fabricado por la empresa Keramat S.L. (A Corufia. Espana), con el nombre
comercial KeraOs®, formado por beta-Fosfato Tricalcico (R-TCP; Cas(POs).)
con una pureza superior al 99%.

Keramat S.L. es una empresa de base tecnolégica fundada en 1999
cuya principal actividad se centra en el disefo, desarrollo, fabricacion y
comercializacion de biomateriales ceramicos para regeneracion oOsea, con
aplicacion en los campos de la Odontologia, Cirugia Maxilofacial,
Traumatologia, Neurocirugia y Veterinaria.

La morfologia de KeraOs® presenta unas caracteristicas estructurales
unicas basadas en su microporosidad, obtenida mediante la aplicacion de

protocolos de fabricacién especificos, presentando la citada microporosidad
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magnitudes en torno a 1um, junto a un disefio basado en dominios céncavos y
convexos, que conducen a una macroporosidad debido al empaquetamiento de
los granulos en la zona del defecto, con un tamafo medio de poros
interconectados de 300um, necesario para la adhesién de los factores

biolégicos de crecimiento implicados en el proceso de regeneracion osea.

Fig. 1. y Fig. 2. Microestructura del biomaterial KeraOs®.

El biomaterial reacciona superficialmente con el medio fisiolégico donde
se encuentra, disolviéndose al precipitar la hidroxioapatita en su superficie, lo
que condiciona la aparicion de osteoblastos y fibras de coladgeno encargados
de la formacién de hueso inmaduro. Este se estructura y madura, continuando
la reabsorcion de KeraOs® hasta su total sustitucion por hueso neoformado.

Este biomaterial presenta la ventaja de carecer de actividad
inmunoldgica, debido a su origen sintético, o que permite anticipar los
resultados y garantizar la estabilidad regenerativa, consiguiendo maxima
efectividad en la regeneracion 6sea y aumentar la capacidad de
osteoconduccion, consiguiendo un excelente mantenimiento del volumen y

estabilidad primaria del implante (Keramat S.L., A Corufia).
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El KeraOs® esta indicado en:
¢ Rellenos de cavidades éseas post-extraccion.
e Reconstrucciones crestales.
e Recubrimiento de fenestraciones.
e Defectos intradseos en periodoncia.
¢ Regeneracion 6sea en expansion.
e Lesiones furcales.

e Exposiciones radiculares.

El producto se presenta envasado en sistema de doble bilister,
especialmente disefiado para ser empleado como vaso Dappen, de manera
que el profesional pueda hidratar los granulos de KeraOs® preferentemente con
sangre del propio paciente, o suero fisiolégico, antes de su aplicacion en el
defecto 6seo. Existen dos formatos en funcion del tamano de particula: de 0.25
a 1.00 mm (presentaciones: 0.5, 1 y 2 cc) y de 1.00 a 2.00 mm
(presentaciones: 1 y 2 cc) (Figura 3). Para este trabajo se han utilizado las

particulas de 0,25 a 1 mm en presentacion de 0,5 cc.
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Fig. 3. Formato comercial del biomaterial KeraOs®
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1.2 - Alendronato de sodio

La sal sodica del acido alendronico ha sido el producto empleado en el
trabajo, como solucién de alendronato de sodio, formula genérica de la casa
Normon™™- que cumple la farmacopea europea 62 edicidn (91/155/ CEE), cuya
expresion molecular es C4H12NNaO;P, - 3H,0 (Figura 4).

El alendronato de sodio es un polvo cristalino de color blanco, soluble en
agua, muy poco soluble en metanol y practicamente insoluble en cloruro de
metileno, que presenta un pH entre 4 y 5.

La concentracion de compuesto utilizada en la investigacion ha sido de
20 mg/ml, para los dos grupos de muestra. Siguiendo las recomendaciones de
la patente de Binderman y Yaffe (United States patent. US 2002/0107228.

2002).

LENDRONAT

W ANALISIS: K
LOTE: BW10(

Fig. 4. Bote de la presentacion del alendronato de sodio (Laboratorios Normon T'M').
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1.3 - Membrana de colageno

Se ha utilizado una membrana reabsorbible de colageno Bio-Gide®,
(Figura 5) de la casa comercial Geistlich, para proteger la zona de implantacion
del biomaterial y evitar el desplazamiento de los granulos a los tejidos

adyacentes, asi como para prevenir la contaminacion del injerto.

Geistlich

Bio-Gide

Q

25x25mm

LEADING REGENERATION

Fig. 5. Membrana de colageno Bio-Gide®.

Describimos en este apartado el animal seleccionado en nuestra
experimentacion, el area de aplicacion de los materiales, las instalaciones y la

técnica aplicada.

1.4 - Modelo animal de experimentacion

De acuerdo con la bibliografia existente, el conejo de Nueva Zelanda albino
(Figura 6) constituye un modelo animal reproducible para la valoracion de la
regeneracion Osea, presentando una gran facilidad en el abordaje para la
colocacion del material regenerativo y la creacion de defectos, al ser un animal

décil, de facil manejo y relativamente econdémico.
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Fig. 6. Foto y esquema del esqueleto del conejo de Nueva Zelanda albino.

En este estudio se ha experimentado con 32 hembras de conejos
adultos de raza Nueva Zelanda albinos. La edad de los mismos oscila entre los
20 y los 22 meses de edad. El peso medio de los animales fue de 3,79 Kg
(rango: 3 — 5,1 Kg).

Todos presentaron buen estado de salud y permanecieron un minimo de
14 dias en periodo de aclimatacion en el Animalario Departamental de la
Universidad de Salamanca antes de iniciar el estudio.

Los animales fueron tratados siguiendo las normas de la Directiva
2003/65/CE del Parlamento Europeo y el Consejo, de 22 de julio de 2003 y el
Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccién de animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos (B.O.E de 21 de
octubre de 2005). Actualmente la norma aplicable es el real Decreto 53/2013
de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, B.O.E. de 8 febrero 2013, en vigor desde el dia siguiente de su
publicacion.

La zona de implantacion fue el hueso cubito, ya que presenta una menor

morbimortalidad, al permitir la movilidad del conejo.
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1.5 - Instalaciones

La infraestructura experimental basica pertenece al Departamento de
Cirugia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca, dado que
las caracteristicas del proyecto exigian un espacio adecuado para la

experimentacion. Este departamento cuenta con:

a) Laboratorios:

e Laboratorio 1.7 para trabajo con animales de experimentacion,
dotado de instalacion fija de aire acondicionado, mobiliario vy
elementos necesarios para la realizacion de modelos experimentales
quirurgicos con animales pequefios y medianos.

e Laboratorio 1.8a para el desarrollo de las técnicas de determinacion
en todo tipo de muestras, dotado de instalacion fija de aire
acondicionado, gases (O, y CO,), vacio, mobiliario y de todos los
instrumentos necesarios para el desarrollo de las técnicas de
determinacién que se exponen mas adelante.

e Seminario para mantener reuniones de trabajo, dotado de sistema
informatico, con sistemas de proyeccion fijos y mobiliario.

e Almacén para el material fungible.

b) Instrumentos:
Limpieza y esterilizacion:

e Sellador de bolsas de autoclave (Selecta Sealcom 600).

e Esterilizador por gases Amprolene AN74i.
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e Autoclave Raypa Steam Sterilizer.

e Bano de ultrasonidos Branson 2510.

c) Anestesia:
e 2 ventiladores para pequefos animales SRI.

e 4 bombas de infusion Braun.

d) Cirugia:

e Lupa quirurgica NIKON con sistema de video incorporado.
e 2 aspiradores portatiles semiautomaticos.

e 2 mesas de quirdfano robotizadas para animales medianos.
e 2 bisturies eléctricos.

e Fuente de luz fria Schott.

e) Almacenamiento de muestras y reactivos:

e Congelador -80°C: Forma Scientific -86 freezer.
e 3 Congeladores -20°C.
e 3 Refrigeradores 4°C.

f) Estabulacién de animales:

e Animalario Departamental de la USAL.

g) Equipamiento general:

e Termodesinfectador Miele.
e Armario de seguridad para productos inflamables y corrosivos.
e Balanza de precisién: Precisa 2052.

e Material informatico al uso para todos los sistemas especificados.
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2 ~ METODO

2.1 - Técnica experimental

El protocolo experimental realizado en este trabajo cuenta con el apoyo
del Comité de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca y con

el comité de bioética (expediente num. 251. 3 junio 2010).

2.1.1 — Protocolo anestésico

Se realizé una sedacién con diazepan intramuscular (Valium® 10 mg/ml)
y una instauracién anestésica mediante Ketamina intramuscular (Ketolar® 50
mg/ml) (Figura 7), tras la cual se practico una anestesia local infiltrativa de

Articaina con Epinefrina al 4% (0.12 mg/kg) (Artinibsa®) (Figura 8).

Fig. 7. Ampollas de Diazepam (10 mg/2 ml) y Ketamina (50 mg/ml) utilizadas en la sedaciéon y
anestesia de los animales.
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Fig. 8. Fotos del anestésico local (Artinibsa®) y del sistema de inyeccién (aspijet®)

2.1.2 — Protocolo quirurgico

Material quirargico:
Se han empleado materiales quirurgicos utilizados habitualmente en el
campo de la odontologia y la implantologia oral, como son:

« Jeringa de anestesia local autoaspirativa (Aspijet®).
e Bisturi (hoja n°® 15).
e Periostotomo Goldman-Fox.
e Periostotomo Prichard.
o Blefarostato.
e Pinzas de Adson con y sin dientes.
e Tijera de diseccion.
e Porta-agujas de Mayo.
e Tijera de hilos de Mayo.
e Caja quirurgica de implantes dentales:
- fresa de inicio de lanza.
- fresa de 1.5 mm de diametro.
- fresa de 2 mm de diametro.

- fresa de 3 mm de diametro.
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e Vaso Dappen.
e Cucharilla de legrado.
e Sutura reabsorbible (poliglactina trenzada - Vicryl® 5/0).

e Sutura no reabsorbible (seda 4/0).

Técnica quirargica:

A todos los animales se les aplic6 el mismo protocolo quirurgico bajo
sedacion, anestesia general y local, de forma aséptica en el laboratorio del
Departamento de Cirugia de la Universidad de Salamanca (Figura 9).

La zona de implantacién, como ya se ha indicado, fue la diafisis de
ambos cubitos. Tras realizar una incision lineal con bisturi, se diseco por planos
(Figura 10), bajo irrigacion con suero salino fisiolégico a 18°C, practicando 2
ostectomias estandarizadas cilindricas de 3 mm de diametro y 3 mm de
profundidad en cada cubito, con una separacién minima de 2 mm, iniciadas con
una fresa de lanza de implantes, denominada fresa guia o de inicio, que marca
el orificio (Figura 11) y se prosiguid ensanchando el orificio con fresas de
menor a mayor diametro progresivamente, hasta alcanzar los 3 mm (Figura

12).

Fig. 9. Aislamiento del campo quirurgico.
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Fig. 10. Incision lineal.

Fig. 12. Aspecto final de las dos ostectomias.
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En total se realizaron 4 ostectomias en cada animal, 2 en cada cubito,
una proximal y otra distal, con el fin de obtener 4 muestras distintas para
estudio. De manera aleatoria se optd por el cubito derecho o izquierdo como
emplazamiento del biomaterial o del alendronato.

En el cubito se seleccionan igualmente de manera aleatoria la
ostectomia proximal o distal para la colocacion del biomaterial, que llamaremos
a partir de ahora Muestra Biomaterial (B), en la que se colocara unicamente el
KeraOs®; y en la otra ostectomia, que llamaremos Muestra Control (C), no se
colocara ningun material, permitiendo que la cicatrizacion y regeneracion osea
se realice siguiendo su curso normal. Debemos sefalar que el defecto
realizado al hacer la ostectomia se acerca al rango del defecto critico en
extremidad de conejos de Nueva Zelanda albinos, por lo que previsiblemente
no existira regeneracion.

Igualmente, se selecciona de manera aleatoria la ostectomia proximal o
distal para la colocacion del gel de alendronato, que llamaremos a partir de
ahora Muestra Alendronato (A), y en la otra ostectomia, que llamaremos a
partir de ahora Muestra Alendronato + Biomaterial (A+B), se colocara el
biomaterial KeraOs® junto con el gel de alendronato (Figura 13).
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Qstectomia
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Ostectomia
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Fig.13. Grafica de las muestras de estudio.
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Como ya hemos sefialado anteriormente en las muestras A y C, donde
no se colocd biomaterial, previsiblemente no habra regeneracion 6sea, ya que
la ostectomia se acerca al rango de defecto critico en extremidad de conejos
de Nueva Zelanda. Estas muestras no han sido estudiadas, tras verificar que
no existe regeneracion de los defectos realizados en ninguno de los grupos de
seguimiento.

En este trabajo se van a analizar y comparar unicamente las muestras B
y A+B, en las que si existen fendbmenos de sintesis, regeneracion y
remodelacion osea.

Las cirugias de cada animal se realizaron simultaneamente en ambos
cubitos, colocandose el biomaterial KeraOs® (Figura 14) mediante una
cucharilla de legrado (Figura 15) en el seno de las ostectomias realizadas

(Figura 16).

Fig. 14. Vaso Dappen con el biomaterial KeraOs®.
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Fig. 15. Cucharilla de legrado para la colocacion del biomaterial.

Fig. 16. Aplicacion del biomaterial KeraOS® sobre el defecto dseo.

Impregnamos con gel de alendronato el biomaterial KeraOs® antes de
colocarlo en el defecto correspondiente A+B (Figura 17). Y en la ostectomia de

la muestra A, utilizamos una jeringuilla para vehiculizar el gel (Figura 18).
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Fig. 18. Gel de alendronato vehiculizado con jeringuilla.

Tras la implantacion de los materiales se colocé una membrana de
colageno (Bio-Gide®) para evitar el desplazamiento y la contaminacién de los
mismos (Figura 19). Los planos musculares se suturaron con sutura absorbible
de 5/0 (Vicryl® Ethicon) (Figura 20). El tejido subcutaneo vy la piel (Figura 21) se
cerraron con material trenzado no absorbible 4/0 (Mersilk®. Ethicon) (Figura

22).
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Fig. 19. Membrana de colageno colocada e inicio de la sutura con Vicryl®.
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Fig. 21. Sutura cutanea con puntos simples de seda.

~103 ~



MATERIAL Y METODO

Fig. 22. Sutura irreabsorbible de seda 4/0.

Una vez finalizada la cirugia se colocé un vendaje no compresivo en
ambas patas delanteras de los conejos, para minimizar el movimiento de la
articulacion.

Durante la primera semana de seguimiento los animales se controlaron

diariamente en el Animalario Departamental de la Universidad de Salamanca.

2.2 — Seguimiento y recogida de muestras

El seguimiento de los animales se hizo durante 13 semanas,
subdividiendo los conejos en cuatro subgrupos para analizar el grado, calidad y
velocidad de la osteogénesis entre las muestras tratadas con biomaterial
unicamente (B) y las muestras tratadas con la mezcla de biomaterial y
alendronato (A+B).

Fueron divididas las muestras en dos grandes grupos: el grupo 1
formado por todas las muestras con biomaterial B, y el grupo 2 compuesto por

las muestras que contenian biomaterial y alendronato A+B. Estando cada uno
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de ellos formado a su vez por 4 subgrupos, correspondientes al tiempo de

seguimiento, tal y como se detalla en la siguiente tabla (Tabla 1):

Tiempo de GRUPO 1 GRUPO 2
seguimiento BIOMATERIAL BIOMATERIAL +

ALENDRONATO

6 semanas Subgrupo 1B Subgrupo 2B
(7 sem) n=10 n=10

12 semanas Subgrupo 1D Subgrupo 2D
(13 sem) n=5 n=5

Tabla 1. Subdivisién de grupos de animales de experimentacion (Grupo 1y Grupo 2), segun el
periodo de seguimiento.

Durante la primera semana del periodo postoperatorio, fue observado
dos veces al dia el estado general del animal de estudio, y posteriormente
hasta el final del trabajo las revisiones fueron realizadas diariamente en el
Animalario de la Universidad de Salamanca.

Tras el periodo de seguimiento de cada grupo se sacrificaron los
animales para tomar las muestras de la regeneracion o0sea. Las eutanasias de
los animales siguieron el protocolo del animalario Departamental de la
Universidad de Salamanca, mediante pentobarbital s6dico endovenoso (EV) en

dosis de 60 mg/Kg.
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2.2.1. Manejo de las muestras

Una vez aisladas las partes de estudio donde estaban implantados los
materiales, se realizé la limpieza de los tejidos y se fijaron en formol salino al
4%.

Las muestras fueron remitidas individualmente al Departamento de
Anatomia e Histologia Humanas (Laboratorio de Histologia) de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Salamanca.

Todas las muestras obtenidas fueron numeradas y clasificadas segun el

grupo al que pertenecian y el tiempo de seguimiento (Tabla 2).

TIEMPO DE N2 MUESTRA GRUPO1 N2 MUESTRA GRUPO 2
SEGUIMIENTO (CEMENTO) (CEMENTO +ALENDRONATO)

5 dias 54 55

2 semanas 57 56

4 semanas 58, 61, 63, 64,79, 81, 82 59, 60, 62, 65, 78, 80, 83
5 semanas 44,74, 66 45,75,77

6 semanas 31,33,34,71,73 30,32, 35,70,72
7 semanas 48, 53, 85, 86, 89 49,52, 84,87, 88
9 semanas 28, 46, 51 29,47,50

10 semanas 27 26

11 semanas 43 42

12 semanas 39, 40, 66, 68 38,41, 67,69

13 semanas 36 37

Tabla 2. Distribucién exacta del periodo de seguimiento en cada conejo (numeracién de la
muestra).
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2.3. — Protocolo radiolégico

Preparacién
Una vez recibidas las muestras éseas, se lavaron con suero fisioldgico
para eliminar restos de formol y se realizaron las radiografias de las piezas

completas (Figura 23).

Fig. 23. Radiografia del cubito del animal nimero 26: Se observa el orificio distal vacio y el
cemento colocado en el lecho proximal.

Técnica empleada
Para la realizacién de todas las radiografias digitales se empleé un

aparato de rayos X portatil (Modelo adx4000 de la marca Dexco).

2.4. — Protocolo histologico

Fijacion
Una vez radiografiados, los huesos se post-fijaron en formol salino al
10%, hasta que se realizd el procesado de las muestras, no descalcificadas,

para su estudio histolégico momento en el que las piezas dseas se volvieron a
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lavar con suero fisiolégico y se realizé un serrado macroscépico en porciones
que incluyeron hueso normal, hueso neoformado y material implantado (Figura
24).

Las porciones Oseas se introdujeron en cassettes (Figura 25),
adecuadamente etiquetados, y se deshidrataron empleando disoluciones de
graduacion creciente de etanol (70°, 80°, 90° y 95°), estando embebidas cada
dia en cada una de ellas, hasta llegar a etanol absoluto, donde se mantuvieron

durante 48 h.

Fig. 24. Corte de la muestra n°® 57.

Fig. 25. Introduccién en cassette de la pieza n°® 57.
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Inclusién

La inclusion de las muestras Oseas se realiz6 en metilmetacrilato en
estado liquido durante 15 dias a 4°C y en agitacion.

Los componentes de dicho metilmetacrilato son:

- 800 ml M-metacrilato (mondmero estabilizado de hidroquinona).

- 160 ml Nonifenol poliglicol-éter acetato (Plastoid N).

- 16 ml Dibutil-ftalato.

- 40 g Peroxido de benzoilo (este catalizador se adiciona de inmediato).

Una vez preparada la mezcla se guardé en un frasco cerrado y en
nevera a 4°C.

Por otro lado se prepararon unos cilindros de vidrio con una base de
metilmetacrilato polimerizado que fueron empleados como soporte para la
posterior inclusion de las muestras de tejido 6seo. Para ello, los tubos de vidrio
se rellenaron con la mezcla de metilmetacrilato hasta una altura de 2.5 cm, se
cerraron herméticamente con parafilm y se dejaron en la estufa a 32°C durante
2 0 3 dias para que polimerizase.

Una vez que las piezas Oseas fueron incluidas en metilmetacrilato
liquido, se pasaron a los cilindros con bases de metilmetacrilato ya
polimerizado. Utilizando un tubo con la base de metilmetacrilato se introdujo la
pieza Osea, siendo muy importante su orientacion, junto con una etiqueta de
papel cebolla con la referencia de la muestra, se recubri6 de metilmetacrilato
liquido, se etiquetd el tubo por fuera, y se tapé con parafilm para que no entrara
aire, tras lo cual se introdujeron los tubos en la estufa a 32°C para su

polimerizacion durante 5 - 6 dias.
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Seguidamente se rompidé el tubo de vidrio, quedando el bloque
polimerizado con la muestra ésea que iba a ser cortado con una sierra de cinta

para desbastar la muestra, antes de realizar los cortes definitivos (Figura 26).

Fig.26. Fotografias las piezas dseas embebidas en los bloques de metilmetacrilato.

Corte de las muestras
El bloque fue serrado y lijado para obtener un tamafio que permitiera su

manejabilidad, y se colocé en el microtomo (Microm HM 350 S) (Figura 27).

Fig.27. Microtomo. Técnico realizando cortes.
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Tanto el bloque como la cuchilla se pincelaron con alcohol de 70°
constantemente para mantenerlos humedecidos durante el proceso. Los
primeros cortes se realizaron con un grosor de 30 ym hasta llegar a la pieza
O0sea, momento a partir del cual se comenzo6 a cortar a 5 ym, desechando los
primeros cortes obtenidos.

La gelatinizacién de los portaobjetos se realizd calentando el agua a
55°C para disolver la gelatina. Una vez enfriado se anadié glicerina y fenol.
Para gelatinizar el porta se puso una gota de gelatina sobre él y se extendio
con ayuda de otro porta.

Los cortes de 5 pm se colocaron sobre un portaobjetos previamente
gelatinizado con gelatina de Haupt (Composicion gelatina de Haupt: 1 g de
gelatina, 100 ml de agua destilada, 15 ml de glicerina, 2 g de fenol) y fueron
impregnados por encima con unas gotas de alcohol de 95° y, pasados 5
minutos, se cubrieron con un film de polietileno y se aplanaron con un rodillo de
goma para que el film cubriera toda la superficie del portaobjetos, donde se
encontraba el corte.

Los portas se fueron colocando uno encima del otro en una prensa con
soportes de madera o metacrilato de 5 a 8 mm de grosor. Apretando la prensa
hasta encontrar resistencia, momento a partir del cual se mantuvieron en la
estufa 24 h a 60° C. Transcurrido ese tiempo, se quité el film de polietileno que
cubria el portaobjetos, y se desplastifico el corte introduciendo los portas en
una solucion de metil-acetato durante 55 minutos. Posteriormente, se lavaron
en soluciones decrecientes de alcohol (100 - 70%) y por ultimo, se procedio a
la tincidbn de las muestras: tincidon Tricromico de Goldner y tincion de Von

Kossa.
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Protocolo de tinciones
Las microfotografias que se presentan en este trabajo han sido
realizadas con las técnicas que se exponen a continuacion, por lo que se

obviara su descripcién en cada una de las figuras presentadas.

TRICROMICO DE GOLDNER (Figura 28 y 29)

Para esta técnica de tincién se ha utilizado la Hematoxilina férrica de
Weigert 5°: formada por dos compuestos:
Weigert A (concentrada x2):
Hematoxilina (2g) + Alcohol 960 (100ml).
Weigert B:
Percloruro de hierro (1,169)
HCI (10ml) + Agua destilada (5ml): 1ml
Agua destilada 98ml
Mezclar a partes iguales las soluciones A y B sdlo antes de su uso. Se
introducen los portas con el material a estudiar en la solucion de hematoxilina y
posteriormente se siguen los siguientes pasos:
e Agua corriente 10"
e Ponceau de xilidina 40:

200 ml agua destilada.

2 g Ponceau de xilidina.
0,4 ml acido acético glacial.
1 g fucsina acida.

e Lavado rapido en acido acético al 1%.

e Lavado rapido en agua destilada.
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Se diferencian las preparaciones histolégicas con acido fosfotungstico -
Orange G 10";

200 ml agua destilada.
2 g acido fosfotungstico.
1 g orange G.

e Lavado rapido en 4cido acético al 1%.
e Lavado rapido en agua destilada.
e Verdeluz 15"

200 ml agua destilada
0,4 g verde luz
0,4 ml acido acético glacial

e Lavado rapido en acido acético al 1%.
e Lavado rapido en agua destilada.

e Deshidratar y montar

Fig. 28. Técnica de Tricrémico de Goldner (materiales utilizados).
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Fig. 29. Imagen obtenida con la técnica del Tricromico de Goldner (4x).

Con esta tincion observamos la sustancia osteoide en rojo o fuxia y el

hueso en azul turquesa.

VON KOSSA (Figura 30)
Los portas con el material 6seo a estudiar se procesaron en las
siguientes soluciones durante los tiempos adecuados como se indica:
¢ Nitrato de plata al 3% durante 5 min.
e Agua destilada x2 veces durante 5 min.
e Formol-carbonato de sodio durante 5 min:

10 mg de carbonato de sodio.
150 ml de agua destilada.
50 ml de formaldehido al 37%.

e Agua corriente 10 min.
e Sulfato de sodio al 5%, 5 min.
e Agua corriente, 10 min.

e Ponceau de xilidina 45 min.
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e Lavado rapido en acido acético al 1%.

e Lavado rapido en agua destilada.

¢ Diferenciar en acido fosfotungstico-Orange G 15 min.
¢ Lavado rapido en acido acético al 1%.

e Lavado rapido en agua destilada.

e Deshidratar y montar.

Fig. 30. Imagen obtenida con la técnica de Von Kossa (2x).

Con la tincion de Von Kossa observamos en rojo anaranjado la sustancia

osteoide y en negro el hueso mineralizado.

Protocolo fotografico
Las fotografias de las preparaciones histologicas tefiidas tanto con
Tricromico de Goldner como con Von Kossa, se efectuaron mediante una lupa

Zeiss Stemi 2000-C con una fuente de luz Zeiss KL1500 electronic acoplada a
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una camara Nikon digital camera DXm 1200, de este modo se obtiene una
imagen completa del corte histolégico (Figura 31).

Las imagenes microscépicas de las muestras histoldgicas se captaron
utilizando una maquina fotografica Nikon digital Sight DS-smc acoplada a un
microscopio Optico Nikon eclipse 90i, y digitalizadas directamente por un

programa capturador de imagenes MetaMorph Meta Imaging Series 6.1.

Fig. 31. Camara fotografica Nikon acoplada al microscopio 6ptico.

2.5. VARIABLES DE RESULTADO

Para este estudio hemos utilizado dos tipos de variables, una en funcion
de las radiografias realizadas el dia de la eutanasia en el tiempo de
seguimiento correspondiente, realizando una valoracién cualitativa directa del
operador; y otra histoldgica siguiendo el método utilizado por Kaynak.

Este método semicuantitativo-cualitativo subjetivo, similar al descrito por

Kaynak, siguiendo los nueve parametros que se exponen a continuacion:
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1. Presencia de restos de los materiales implantados (cemento y ALN).
2. Presencia de signos de inflamacion.

3. Presencia de signos de necrosis.

4. Presencia de regeneracion de la cortical diafisaria.

5. Presencia de lineas de osteoide.

6. Presencia de macrofagos con restos del material implantado en su

citoplasma.
7. Presencia de células gigantes.
8. Presencia de calcificacion del tejido 6seo neoformado.

9. Presencia de granulos de material implantado encapsulados por

tejido conectivo.

Se valoraran estos parametros en funcién de si estan presentes en
los cortes histoldgicos o no, y en qué grado, segun la escala:

*k%*

- ausencia, * leve, ** moderado, ***abundante

~{17 ~



IV. RESVLTADOS



RESVLTADOS

La exposicion de los resultados se realizara de acuerdo a la sistematica
siguiente, en primer lugar se describiran los hallazgos correspondientes a los
distintos grupos experimentales: Grupo | (cemento) y Grupo |l (cemento mas
alendronato), por orden cronoldgico y dentro de cada grupo se describiran
primero los hallazgos radiolégicos posteriores a las eutanasias para a
continuacion exponer los hallazgos histolégicos en microscopia, de una manera

descriptiva.

De los 32 conejos, 2 murieron antes de haber alcanzado el seguimiento
previsto, no obstante han sido evaluados como parte de un ensayo piloto de los
meétodos de analisis radiograficos e histoldgicos, y forman parte del subgrupo

A.

i~ GRVPO { (CEMENTO)

El grupo 1 esta constituido por aquellos animales a los que en la
intervencion quirurgica tras practicarles la ostectomia se les coloco unicamente
el cemento. Dentro de este grupo los animales, tal y como muestra la Tabla 2
de Material y Método, se concentraron en subgrupos con intervalos de tiempo
de supervivencia de 4 semanas (n=8), 5 semanas (n=3), 6 semanas (n=5), 7
semanas (n=5), 9 semanas (n=3) y 12 semanas (n=4) y a efectos de
seguimiento se presentan menor numero de casos a 5 dias (n=1), 2 semanas
(n=1), 10 semanas (n=1), 11 semanas (n=1) y 13 semanas (n=1).

Se describiran en primer lugar aquellos subgrupos que presentan mayor

numero de casos, 4, 6, 9 y 12 semanas, utilizando el resto de muestras con las
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fechas de menor numero de casos para suplir los posibles defectos en la

cronologia de la lesion.

1.1 - Subgrupo 1A (4 - 5 semanas y n=10)

Este subgrupo estd formado por 10 animales cuya numeracion se
presenta en la Tabla 2 de Material y Método.

La Figura 1 constituye la imagen radiologica representativa de la lesién a
las 4 semanas de la colocacion del cemento del caso 63. El aspecto
radiografico de un defecto sin rellenar presenta a la derecha la di&fisis con una
marcada reaccion periostica suprayacente, y a la izquierda la lesién rellena de
KeraOs® que adapta la morfologia de pequefos granulos redondeados con
espacios mas claros entre ellos. Los granulos se han extendido en el interior de
la cavidad medular. No observandose granulos de cemento en el exterior de la
pieza ésea.

Para este subgrupo de seguimiento el estudio histoldgico revela a bajo
aumento (2X) que de fuera a dentro de la lesién se evidencia una reaccién
conectiva, asociada al periostio (Figura 2). La cortical diafisaria no se ha
regenerado, si bien existe un pequefo puente de tejido dseo neoformado en la
porcion interna medular, asi mismo se observan granulos de cemento
constituidos por un material amorfo, pulverulento (Figura 2). A mayor aumento
(4X) se ve el contorno irregular de las espiculas 6seas neoformadas asociadas
a los granulos de cemento, mostrando contacto directo entre el tejido 6seo vy el
cemento, y en otras zonas, asociacion del cemento con tejido conectivo (Figura

3). El tejido éseo prosigue su proceso de neoformacion (Figura 3). El estudio
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detallado (10X) permite (Figura 4) delimitar la interfase cemento-tejido
conectivo, mas celular en la vecindad del cemento y mas fibroso segun nos
alejamos del granulo de cemento (Figura 4). El tejido conectivo en la vecindad
de cemento adopta la morfologia de proyecciones a modo de papilas que se
introducen en el espesor del cemento (Figura 5). El tejido éseo situado en la
vecindad del cemento, no muestra signos de sintesis 6sea encontrandose ésta
en las caras de la trabécula 6sea alejadas del cemento (Figura 5 y Figura 6). La
sintesis O0sea se caracteriza por la presencia de una banda de osteoide con
osteoblasto englobado (Figura 6), hilera de osteoblastos (Figura 6) y médula
O0sea hematopoyética (Figura 6). En la otra cara de la trabécula se observa
tejido 6seo primario, inmaduro, en contacto directo con el cemento (Figura 6).
En otras zonas se observa la relacién del cemento con tejido conectivo celular
constituido por células de habito fibroblastico y macréfagos (Figura 7). Es
posible observar zonas de formacion inicial de hueso inmaduro (Figura 7). A
mayor aumento el estudio de las papilas conectivas (Figura 8) muestra la
poblacién celular fibroblastica y los macréfagos que albergan material
granugiento similar al cemento en su citoplasma (Figura 8). Este material se
observa también en algunas células de habito osteoblastico en relacion con la
sintesis 6sea (Figura 9) aunque en otras areas no esta presente (Figura 10).

En la cavidad medular se observan los granulos de cemento (Figura 11)
rodeados fundamentalmente por tejido conectivo celular (Figura 11) y en
ocasiones se presenta alguna espicula ésea neoformada (Figura 12). La
vascularizacion es normal (Figura 11) y entre las células fibroblasticas se

encuentran numerosos adipocitos (Figura 12). A mayor aumento (20X) se
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observa el cemento, las trabéculas 6seas neoformadas inmaduras (Figura 13) y
algunas células multinucleadas (Figura 13).

La técnica de Von Kossa (Figura 14) corrobora los hallazgos
previamente descritos con la técnica de tricromico de Goldner y demuestra que
el hueso neoformado no es deficiente en calcio, es de tipo inmaduro, no
laminar y el cemento presenta apetencia por la plata (Figura 14).

En resumen en este subgrupo, se observa, persistencia del cemento,
leve induccion de la osteogénesis, buena tolerancia citoldgica, no se observan
fendmenos inflamatorios, ni necrosis, la presencia de macrofagos es habitual y
ligada a la reabsorcién del cemento, existen pocas células multinucleadas, la
vascularizacion es normal y no se encuentran fenédmenos de encapsulacion de
cemento por parte del tejido conectivo. La cortical diafisaria del orificio

quirurgico no esta regenerada, solo hay presencia de tejido conectivo.

~122 ~



RESVLTADOS

Fig. 1. Radiografia de la inyeccién de cemento con una supervivencia de 4 semanas y cilindro
de metacrilato con la pieza del animal n° 63.

Fig. 2. Tricrémico de Goldner (2x). Reaccion conectiva asociada a periostio.
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Fig. 4. Tricromico de Goldner (10x). Interfase entre cemento y tejido conectivo.
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Fig. 6 Tricrémico de Goldner (20x). Hilera de osteoblastos y medulla ésea hematopoietica.
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Fig. 8. Tricrémico de Goldner (40x). Detalle de las papilas conectivas.
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Fig. 9. Tricromico de Goldner (40x). Trabécula y células de habito osteoblastico.

o_‘iq, % -
"h/- . .

Fig. 10. Tricrémico de Goldner (40x). Trabéculas sin habito de células osteoblasticas.
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Fig. 12. Tricrémico de Goldner (10x). Espicula 6sea neoformada.
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Fig. 14. Técnica de Von Kossa (2x). Hueso neoformado, inmaduro y no laminar.
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1.2 - Subgrupo 1B (6 - 7 semanas y n=10)

Este subgrupo esta formado por los casos 31, 33, 34, 71, 73, 48, 53, 85,
86 y 89.

Las imagenes radioldgicas correspondientes a este subgrupo
experimental presentan granulos de cemento mas separados que en el grupo
anterior (Figura 15), con un contorno mas irregular (Figura 15) y una moderada
reaccion periostica (Figura 15).

El estudio histologico revela la integracion del material (Figura 16), bien
con tejido 6seo (Figura 16) o bien con tejido conectivo (Figura 16). En el caso
de que los granulos de cemento se relacionen con tejido 6seo, en algunas
areas, se presentan fendmenos de remodelacién 6sea con formacion de hueso
secundario asociado a conductos vasculoconectivos rodeados de hueso en
proceso de sintesis (Figura 16). Mas compleja es la relacién con el tejido
conectivo (Figura 16), ya que en algunas zonas, el cemento esta rodeado por
tejido conectivo fibroso (Figura 17) con o sin hueso primario limitante con el
cemento (Figura 17), que puede presentar fendbmenos de osteosintesis,
generalmente en la cara alejada del cemento (Figura 18), o en la vecindad de
este (Figura 19). Los fendmenos de sintesis 6sea estan constituidos por hileras
de osteoblastos (Figura 19), asociadas a tejido conectivo y macrofagos con
restos de cemento en su citoplasma (Figura 19), interesante resefiar que el
tejido Oseo sintetizado en estrecha relacion con el cemento, es de tejido
secundario (Figura 19). En otras zonas (Figura 20) el cemento no forma hueso
alrededor sino que esta recubierto por una capa de macréfagos con particulas

de cemento en su citoplasma y externamente se encuentran fasciculos de
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células de habito fibroblastico. EI hueso neoformado sufre procesos de
remodelacion (Figura 21) y se relaciona con la médula ésea amarilla (Figura
20) y médula 6sea roja (Figura 22) sin necrosis ni signos inflamatorios (Figura
22). La técnica de Von Kossa (Figura 23) corrobora los hallazgos del tricrémico
de Goldner y es posible observar zonas de cemento asociadas a hueso (Figura
23 y Figura 24), a tejido conectivo (Figura 23 y Figura 24) y a veces una misma
particula de cemento presenta en parte de su perimetro tejido conectivo y en el
resto tejido 6seo (Figura 23 y Figura 24).

El orificio quirdrgico practicado en la cortical diafisaria, no asociada al
cemento, no presenta signos de regeneracion o0sea, encontrandose invadida
por tejido conectivo (Figura 25).

En resumen en este subgrupo, se observa igual que en el primer
subgrupo, persistencia del cemento. No existe necrosis ni signo inflamatorios.
En algunas zonas en las que los granulos de cemento se relacionen con tejido
0seo, se presentan fendmenos de remodelacion 6sea con formacién de hueso.
La cortical diafisaria del orificio quirdrgico no esta regenerada, solo hay

presencia de tejido conectivo
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Fig 15. Radiografia y cilindro de metacrilato de la muestra. Granulos de cemento separados.
Animal 34.

S

Fig. 16. Tricrémico de Goldner (4x). Cemento rodeado de tejido 6seo y tejido conectivo.
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Fig. 17. Tricrémico de Goldner (20x). Cemento rodeado de tejido conectivo.

Fig. 18. Tricrémico de Goldner (4x). Cemento rodeado de fendmenos de osteosintesis.
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Fig. 19. Tricrémico de Goldner (40x). Fendbmenos de osteosintesis en la vecindad del cemento.
Linea de osteoide.

Fig. 20. Tricrémico de Goldner (20x). Cemento rodeado de macréfagos que contienen
particulas de cemento en su interior.
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Fig. 21. Tricrémico de Goldner (20x). Hueso neoformado con procesos de remodelacion.

Fig. 22. Tricrémico de Goldner (20x). Médula ésea roja cercana al cemento.
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Fig. 24. Técnica de Von Kossa (4x). Particulas de cemento rodeadas de tejido 6seo vy tejido
conectivo.
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Fig. 25. Técnica de Von Kossa (2x). Orificio quirdrgico invadido por tejido conectivo.
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1.3 - Subgrupo 1C (9 semanas y n=3)

Este subgrupo esta formado por los casos 28, 46 y 51.

Las imagenes radiologicas del subgrupo de 9 semanas postlesion
muestran los granulos de cemento con una apariencia apolillada, contornos
irregulares y mayor espacio intergranular (Figura 26).

El estudio histolégico a bajo aumento (2x) corrobora la apariencia
radiolégica y afnade un incremento de la superficie granular recubierta de tejido
0seo de espesor variable (Figura 27). A mayor aumento (4x) se observa que
muchos granulos se encuentran fragmentados con frecuentes puentes de tejido
06seo entre ellos (Figura 28). No obstante algunas zonas granulares estan
recubiertas principalmente por tejido conectivo adyacente a médula Osea
amarilla (Figura 29). El detalle de la Figura 30 muestra la estructura de tejido
conectivo, constituida por una zona interna compuesta por macréfagos y una
zona externa formada por fibroblastos y fibras conectivas (Figura 30). El tejido
0seo perigranular muestra fendmenos de sintesis 6sea, mas abundantes en la
cara interna, alejada del cemento (Figura 31). En la Figura 32 (20x) se muestra
una estructura de tejido 6seo, adyacente a restos de cemento con fendmenos
de remodelacién, asociada a tejido conectivo fibroso. En algunas zonas, el
aspecto es mas abigarrado presentandose ademas el tejido 6seo con
fendmenos de sintesis y remodelacion ya descritos (Figura 33), zonas con
pequefos restos de cemento asociadas a escasas colecciones de macréfagos
con granulos de cemento en su citoplasma (Figura 33).

En resumen, los animales pertenecientes a este grupo presentan un
mayor recubrimiento de tejido &éseo, mayor fragmentacion granular, mas

fendmenos de sintesis y remodelacion 6sea, y en algunas zonas, el cemento
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no ha estimulado la sintesis de tejido 6seo, estando rodeado por macréfagos y
tejido conectivo moderadamente fibroso. No se observaron signos inflamatorios

cronicos, ni fendmenos de necrosis.
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Fig. 26. RX. Granulos de cemento con contornos irregulares y espacios intergranulares.

Fig. 27. Tricromico de Goldner (2x). Cemento recubierto de tejido éseo.
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Fig. 28. Tricrémico de Goldner (4x). Granulos de cemento fragmentados por puentes de tejido
6seo.

N L T ]

Fig. 29. Tricrémico de Goldner (4x). Cemento rodeado de tejido conectivo adyacente a médula
Osea amarilla.
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Fig. 31. Tricrémico de Goldner (10x). Tejido éseo con fendmenos de sintesis.
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Fig. 33. Tricrémico de Goldner (10x). Macréfagos con granulos de cemento en su citoplasma.
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1.4 - PUENTE entre subgrupos (10 semanas:n=1y 11 semanas:n=1)

Antes de describir los hallazgos correspondientes a las 12 semanas de
evolucion, se describiran a modo de puente los cambios correspondientes a los
animales de 10 semanas (animal 27) y 11 semanas (animal 43), bien
entendiendo que se trata fundamentalmente de cambios cuantitativos , mayor
recubrimiento de los granulos de cemento por tejido 6seo que se evidencia
tanto radiolégica (Figura 34) como histolégicamente (Figura 35), presencia de
hueso deficientemente calcificado (Figura 36), fendbmenos de remodelacion
Osea (Figura 36 y Figura 37) y presencia de nidos de macréfagos con restos de
cemento en su citoplasma (Figura 36 y Figura 37), asi mismo , existen algunas
zonas con un débil infiltrado inflamatorio crénico (Figura 36). Los fendmenos de
sintesis O0sea constituidos por hileras de osteoblastos asociados a sustancia
osteoide son frecuentes (Figura 38). Con la técnica de Von Kossa se
evidencian los granulos de cemento de morfologia irregular rodeadas por
hueso o tejido conectivo (Figura 39), y en algunas areas el tejido 6seo
neoformado presenta conexién fisica con el hueso cortical diafisario (Figura
39). En otras zonas, hay granulos de cemento que estan rodeadas casi
exclusivamente por tejido conectivo y médula ésea (Figura 40). A mayor
aumento el tejido conectivo es de tipo fibroso (Figura 41) y la médula 6sea

adyacente puede ser amarilla o hematopoyética (Figura 41).
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Fig. 34. Radiografia y cilindro de metacrilato de la muestra 27. Granulos de cemento en un
animal de 10 semanas de evolucion después de haber realizado la inyeccion de dicho cemento

(animal n° 27).

1000pm

1000um

Fig. 35. Tricrémico de Goldner (2x). Cemento recubierto por tejido éseo.
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Fig. 36. Tricrémico de Goldner (10x). Hueso débilmente calcificado y fendmenos de
remodelacion 6sea.

¢
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Fig. 37. Tricrémico de Goldner (10x). Macréfagos con resto de cemento en su citoplasma y
células gigantes.
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Fig. 39. Técnica de Von Kossa (2x). Granulos de cemento de morfologia irregular.
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Fig. 40. Técnica de Von Kossa (4x). Granulos de cemento rodeados por tejido conectivo y
médula ésea.

|  100upm | —

Fig. 41. Técnica de Von Kossa (10x). Médula ésea amarilla o roja adyacente al hueso.
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1.5 - Subgrupo 1D (12 - 13 semanas y n=5)

Este subgrupo esta formado por los casos 39, 40, 66, 68 y 36.

El grupo de las 12 semanas (animales 39, 40, 66 y 68) se caracteriza
radiologicamente por una disminucidon del tamafno de los granulos, asociado a
un aumento del espacio intergranular (Figura 42). Con la técnica de Goldner se
observa proliferaciéon 6sea con signos de osteosintesis (Figura 43) y granulos
de cemento asociado al hueso (Figura 43) y rodeados por tejido conectivo
(Figura 43). A mayor aumento (4x) se observa la compleja relaciéon espacial
entre los granulos de cemento de contorno irregular y las multiples estructuras
O0seas neoformadas que se presentan como espiculas, trabéculas, o
formaciones gruesas con actividad osteosintética (Figura 44). El conectivo que
rodea a los granulos de cemento presentan como caracteristica los macréfagos
con granulos citoplasmaticos de cemento ya descritos en grupos anteriores,
pero ademas existen frecuentes células multinucleares (Figura 45 y Figura 47)
que en este grupo alcanzan su maxima expresion. Asi mismo los fendmenos
de sintesis 0sea (Figura 44, Figura 45 y Figura 46) se ven acompanados por
fendbmenos de remodelacion representados por osteoclastos (Figura 45 y
Figura 46).

La técnica de Von Kossa muestra el hueso neoformado, bien calcificado
y los granulos de contorno irregular rodeados por tejido conectivo (Figura 48). A
mayor aumento se observan las trabéculas éseas anastomosadas (Figura 48),
pequefias formaciones 6seas y granulos irregulares con poca afinidad por la
plata (Figura 49). A mayor aumento se muestra la proliferacion 6sea asociada a

granulos de cemento (Figura 50), granulos de cemento no asociada a hueso
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(Figura 49 y Figura 50) y acumulos de células macrofagicas y multinucleadas
de cuerpo extrano (Figura 50).

En resumen, en este subgrupo se observan signos de osteosintesis y
remodelacion Osea y presenta pequefios e irregulares restos de cemento.
Existen frecuentes células gigantes multinucleares que en este grupo alcanzan

su maxima expresion. Presencia de hueso neoformado bien calcificado.
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Fig. 42. Radiografia y cilindro de metacrilato de la muestra 40. Granulos de cemento con
aumento del espacio intergranular (animal n°40).

Fig. 43. Tricromico de Goldner (2x). Proliferacion 6sea con signos de osteosintesis.
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Fig. 45. Tricromico de Goldner (10x). Macrofagos y células multinucleadas.
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Fig. 47. Tricrémico de Goldner (20x). Células multinucleadas.
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Fig. 49. Técnica de Von Kossa (4x). Granulos de cemento y trabéculas éseas.
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Fig. 50. Técnica de Von Kossa (20x). Células macrofagicas y multinucleadas de cuerpo
extrafio.
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2. GR'VPO 2 (CEMENTO CON ALENDR ONATO)

El grupo 2 esta constituido por los animales a los que se le practico la
ostectomia y a continuacion se les colocé cemento impregnado con gel de
alendronato.

El conjunto de animales que forman este grupo se haya expuesto en la
Figura 28 de Material y Método. El tiempo de evolucion desde la lesion hasta
la eutanasia fue de 5 dias, 2, 4,6, 7,9, 10, 11, 12 y 13 semanas.

Para la exposicion de los resultados se ha agrupado este grupo en
subgrupos 2A, 2B, 2C y 2D teniendo en cuenta el tiempo de evolucion desde el

acto quirurgico hasta la eutanasia.

2.1 - Subgrupo 2A (4 - 5 semanas y n=10)

Este subgrupo esta formado por los casos 59, 60, 62, 65, 78, 80 y 83;
45,75y 77, y los hallazgos radiolégicos correspondientes a 4 semanas (n=7) y
5 semanas (n=3).

Radiolégicamente (Figura 51) se observan los granulos de cemento mas
alendronato ocupando el area diafisaria adyacente a la lesion, estos granulos
pueden individualizarse aunque estan relativamente compactados. Se observa
asi mismo la lesidén central, sin cemento, a la derecha del conjunto de los
granulos, sin reaccidon 6sea aparente radioldgicamente.

Histologicamente, las fotos panoramicas muestran la presencia de los
granulos que se extienden por la cavidad medular (Figura 52), asi como la

existencia de finas trabéculas de hueso neoformado (Figura 52). Con la técnica
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de Von Kossa las formaciones de cemento y alendronato presentan en esta
etapa una gran apetencia por la plata (Figura 53) y se confirma la existencia de
finas trabéculas 6seas neoformadas que se extienden en la cavidad medular,
presentando algunas de éstas continuidad fisica con la superficie interna de la
cortical diafisaria (Figura 53).

A mayor aumento (4x) (Figura 54), algunos granulos de cemento con
alendronato se encuentran rodeados por tejido conectivo (Figura 54 y Figura
55) constituido por fibroblastos, macrofagos con granulos intracitoplasmicos del
producto inyectado (Figura 54 y Figura 55), y puede observarse en la vecindad
médula ésea amarilla sin alteraciones (Figura 54). En conjunto la fagocitosis y
fragmentacién del producto es mayor que en el subgrupo homénimo (Subgrupo
1A) a cuyos animales solo se les administré cemento.

Se observan asi mismo células gigantes multinucleadas (Figura 55). En
otras zonas, prima la formacion de tejido 6seo (Figura 56) observandose en la
vecindad de los granulos de cemento, hueso neoformado con organizacién
trabecular (Figura 56). En la vecindad de hueso neoformado es frecuente la
presencia de células multinucleadas de habito osteoclastico (Figura 57).

En otras zonas (Figura 58) se observa una marcada induccién de la
formacién de tejido 6seo (Figura 58) que adopta la forma de finas trabéculas
anastomosadas entre si formando una red en cuyo interior se observan los
restos de material con alendronato (Figura 58). A mayor aumento (4x) se
observa la estrecha relacion del tejido 6éseo neoformado con los restos de
cemento mas alendronato (Figura 59) que en algunas areas es adyacente, sin
tejido interpuesto (Figura 59) mientras que en otras se encuentra tejido

conectivo separando el material de tejido 6seo (Figura 59) Es interesante
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resefiar que el hueso neoformado presenta signos de sintesis activa en
muchas zonas (Figura 59 y Figura 60) y fendbmenos de remodelacion ésea
como atestiguan los conductos vasculares presentes en su interior (Figura 59 y
Figura 60).

La presencia de macrofagos cargados de restos de cemento es
constante también en ésta area aunque predomine la neoformacion Gsea
(Figura 60).

La Figura 61, resume los hallazgos de éste grupo, a saber, el material en
contacto con tejido conectivo y macréfagos (Figura 61), el material en relacion
directa con el hueso neoformado (Figura 61), los fendmenos de sintesis 0sea
activa con osteiode y osteoblastos (Figura 61) y finalmente los fendmenos de
remodelacion con canales vasculares (Figura 61). En las fases iniciales se
puede observar la sintesis de tejido 6seo en relacion con el material (Figura
62), mientras que en otras areas, sin causa diferencial aparente el material se
rodea de tejido conectivo (Figura 62). El material administrado no produce
alteraciones en la médula 6sea amarilla (Figura 62), ni en la médula roja,
hematopoyética (Figura 63). La sintesis de tejido 6seo puede producirse,
indistintamente, en la cara trabecular proxima al material (Figura 64), como en
la cara alejada del mismo (Figura 64). El tejido conectivo interpuesto esta bien
vascularizado (Figura 65), y en algunas zonas ademas de los macrofagos se
observan células gigantes multinucleadas (Figura 65).

Con la técnica de Von Kossa (Figura 66, Figura 67 y Figura 68) se
confirma la descripcion previa de la trama reticular 6sea englobando los

granulos de material argirdfilos.
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La Figura 67 muestra la formacion de tejido éseo intentando obliterar el
defecto cortical quiruargico central vecino a la zona de material.

La Figura 68 muestra a mayor aumento (4x) la proliferacién reticular
O0sea en relacion con el material, con marcados fendmenos de sintesis y
remodelacion.

En resumen, este subgrupo 2A muestra una mayor sintesis 6sea en
cantidad y calidad que el subgrupo homénimo (subgrupo 1A) al que sélo se le
administré6 cemento. La cortical diafisaria presenta formaciéon de tejido 6seo

intentando obliterar el defecto.
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Fig. 51. RX. Granulos de cemento con alendronato. A la derecha lesion con alendronato
(animal n° 62).

Fig. 52. Tricromico de Goldner (2x). Granulos de cemento con alendronato y finas trabéculas
de hueso neoformado.
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Fig. 53. Técnica de Von Kossa (2x). Finas trabéculas éseas neoformadas en la cavidad
medular.

T,

54. Tricrémico de Goldner (4x). Granulos de cemento con alendronato rodeados de tejido
conectivo.
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omico de Goldner (10x). Células multinucleadas.

55. Tricr

de Goldner (10x). Hueso neoformado alrededor del cemento con alendronato.

7

omico

56. Tricr
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58. Tricrémico de Goldner (2x). Induccién de la formacion de tejido 6seo.
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60. Tricrémico de Goldner (10x). Cemento y alendronato rodeado de tejido conectivo y
fendmenos de remodelacion 6sea.
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62. Tricromico de Goldner (20x). Cemento y alendronato rodeado de tejido conectivo.
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63. Tricrémico de Goldner (20x). Médula roja, hematopoyética con células gigantes
multinucleadas.

64. Tricrémico de Goldner (20x). Trabécula 6sea con sintesis de tejido 6seo.
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>

65. Tricrémico de Goldner (20x). Cemento y alendronato en el centro relacionado con

macréfagos y células multinucleadas.

66. Técnica de Von Kossa (2x). Granulos de material (cemento mas alendronato) rodeados de

una trama reticular.
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67. Técnica de Von Kossa (2x). Zona de inyeccion del material con tejido 6seo intentando
obliterar dicha zona.

68. Técnica de Von Kossa (4x). Proliferacion reticular con fenédmenos de sintesis y
remodelacion 6sea.
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2.2 - Subgrupo 2B (6 - 7 semanas y n=10)

Este subgrupo esta formado por los casos 30, 32, 35, 70 y 72; 49, 52,
84, 87 y 88, y esta constituido por los animales a los que se les administro
cemento mas alendronato y se estudio la evolucién de la lesion a las 6 (n=5) y
7 (n=5) semanas.

Radiolégicamente la Figura 69 a las 7 semanas muestra el conjunto de
granulos de material presentando una densidad menor asociada a areas de
densidad similar a la que presenta la cortical diafisaria (Figura 69).

Histologicamente, la perforacion cortical central, no presenta
regeneracion 0sea con la excepcion de un pequefio puente incompleto
subperiostico (Figura 70). A bajo aumento (2x) (Figura 71), el area de
colocacion de material presenta los granulos de aspecto heterogéneo rodeados
por hueso constituido por robustas formaciones anastomosadas (Figura 71),
con signos de sintesis activa (Figura 71). A mayor aumento (4x) se afirma la
composicidn heterogénea de los granulos constituidos por una parte mas
densa, minoritaria y otra menos densa, mas abundante (Figura 72).

La neoformacion dsea esta muy desarrollada y las trabéculas son mucho
mas gruesas aunque siguen presentando fendmenos de sintesis (Figura 72).
En la vecindad del material, se encuentran areas de tejido conectivo, con
macrofagos y células gigantes, y zonas de hueso opuestas directamente al
material (Figura 73). Este hecho es evidente en algunas areas (Figura 74)
donde se observa hueso directamente situado sobre el material (Figura 74) y
en la cara mas alejada de ésta trabécula fenbmenos de sintesis 6sea (Figura

74). En areas sin contacto evidente con el material se observa médula 6sea
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adiposa bien vascularizada (Figura 75) y fendbmenos de sintesis 6sea (Figura
75).

En conjunto en este subgrupo el tejido 6seo se ha desarrollado
notablemente englobando los granulos de material (Figura 76). La cortical

diafisaria presenta un pequefo puente incompleto subperidstico.
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Fig. 69. RX. Granulos de cemento y alendronato en animales de 6 - 7 semanas post colocacion
de biomaterial y alendronato (animal n°® 84).

Fig. 70. Tricrémico de Goldner (4x). Perforacidon cortical central.
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hueso.

Fig. 72. Tricromico de Goldner (4x). Granulos con cemento y alendronato con diferentes
densidades.
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Fig. 73. Tricrémico de Goldner (10x). Tejido conectivo con macréfagos y células gigantes entre
el material (cemento mas alendronato) y tejido 6seo.

Fig. 74. Tricrémico de Goldner (10x). Sintesis 6sea en la trabécula y material (cemento mas
alendronato) rodeado por tejido éseo.
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Fig. 75. Tricrémico de Goldner (10x). Médula 6sea adiposa bien vascularizada y fendmenos de
sintesis 6sea.

Fig. 76. Tricrdmico de Goldner (4x). Granulos de material (cemento mas alendronato) rodeados
de tejido 6seo.
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2.3 - Subgrupo 2C (9 semanas y n=3)

Este subgrupo estd formado por los casos 29, 47 y 50, y por los
animales a los que se les administré alendronato mas cemento y se estudio la
evolucion a las 9 semanas (n=3).

El estudio radiolégico muestra el conjunto de los granulos de material de
aspecto heterogéneo, como ya se evidencia en el subgrupo anterior, mostrando
una densidad radioldgica variable (Figura 77).

El estudio histologico muestra la zona de implantacion del material
(cemento mas alendronato) y algunas zonas constituidas por granulos
rodeadas por tejido conectivo laxo y hueso (Figura 78) mientras que en otras al
igual que se observo a las 6-7 semanas, se observan los restos de los granulos
de material rodeados por gruesas trabéculas 6seas (Figura 79 y Figura 80). Los
granulos de material presentan un aspecto heterogéneo (Figura 79) y en las
zonas no recubiertas por tejido 6seo son frecuentes los macrofagos y las
células gigantes (Figura 80). En la zona central del conjunto de granulos estos
se hallan englobados en una densa red de gruesas trabéculas Oseas
ribeteadas de sustancia osteoide (Figura 81 y Figura 82), signo de la
persistencia de la sintesis 6sea (Figura 82). En otras areas el hueso
neoformado presenta menos signos de sintesis 6sea, signo que muestra la
estabilizaciéon progresiva de la estructura 6sea (Figura 83).

La técnica de Von Kossa, muestra la proliferacion ésea abundante,

aunque persisten los granulos de material (Figura 84).
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En resumen, en este subgrupo 2C, se muestra la estabilizacién
progresiva de la estructura 0sea. Una densa red de gruesas trabéculas 6seas

ribeteadas de sustancia osteoide, signo de la persistencia de la sintesis 0sea.
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Fig. 77. RX. Granulos de cemento mas alendronato con densidad variable de animales de 9
semanas de evolucion (animal n°® 47).
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Fig. 78. Tricrémico de Goldner (2x). Zona de colocacion del material (cemento mas
alendronato) y granulos de dicho material rodeados por tejido conectivo.
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79. Tricrémico de Goldner (4x). Restos de material (cemento mas alendronato) rodeados por
gruesas trabéculas dseas.

80. Tricrémico de Goldner (10x). Macrofagos y células gigantes cercanos al material (cemento
y alendronato).
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82. Tricrémico de Goldner (4x). Sintesis dsea entre el material (cemento mas alendronato) y las
trabéculas éseas.
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84. Técnica de Von Kossa (4x). Proliferacion 6sea y trabéculas 6seas.
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2.4 - Subgrupo 2D (12 - 13 semanas y n=5)

Este subgrupo esta formado por los casos 38, 41, 67 y 69; 37. Son
animales a los que se le administr6 cemento mas alendronato y fueron
sacrificados a las 12 semanas (n=4) y 13 semanas (n=1).

Los signos radioldégicos muestran la evolucion del conjunto de granulos,
que en conjunto disminuyen en densidad (Figura 85).

En el estudio histolégico con la técnica de Goldner existe el fendbmeno
consistente en la existencia de pequefnos granulos de unas 500y de diametro
(Figura 86 y Figura 87) que no han inducido la formacion de hueso (Figura 86 y
Figura 87) y se encuentran rodeadas por una capsula de tejido fibroso
externamente (Figura 87) e internamente por una capa de macréfagos y células
gigantes multinucleadas. (Figura 88).

A mayor aumento (20x) se evidencia la estructura de la capsula fibrosa
(Figura 89), los macréfagos con el citoplasma cargado de cemento (Figura 89)
y entre estas formaciones encapsuladas se observa médula d6sea rica en
adipocitos, bien vascularizadas (Figura 89).

Con la técnica de Von Kossa se observan estas formaciones (Figura 90)
que presentan una marcada argirofilia (Figura 90) y un contorno irregular
atribuible a la actividad fagocitica de los macrofagos y células multinucleadas
que las rodean (Figura 91).

Para concluir este subgrupo se observa con la técnica de Von Kossa, la
proliferacion 6&sea, confirmando la tendencia evolutiva de los subgrupos
precedentes (Figura 92) y por tanto en este subgrupo se afirman todos los

hechos de proliferacion, sintesis y remodelado 6seo descritos en los otros
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subgrupos de esta serie (Figura 92). Siendo éste el unico subgrupo en el que
aparecen granulos de cemento encapsulados por tejido conectivo, lo que nos

indica una regeneracion 6sea mas rapida que la reabsorcion del cemento.

~182 ~



RESVLTADOS

Fig. 85. RX. Granulos de cemento y alendronato de animales de 12 y 13 semanas de evolucion
después de la inyeccion (animal n° 69).

Fig. 86. Técnica de Von Kossa (2x). Proliferacion, sintesis y remodelado 6seo.
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Fig. 87. Tricrémico de Goldner (4x). Pequefio granulo (cemento mas alendronato) rodeado de
tejido conectivo.

Fig. 88. Tricrémico de Goldner (10x). Detalle de la anterior, observandose macroéfagos y células
gigantes.
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Fig. 89. Tricrémico de Goldner (20x). Macrofagos y células gigantes en el tejido conectivo.

Fig. 90. Tricromico de Goldner (10x). Médula 6sea rica en adipocitos bien vascularizada.
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Fig. 91. Tincidon de Von Kossa (4x). Granulo con material (cemento mas alendronato) que
presenta una marcada argirofilia.

Fig. 92. Tincidon de Von Kossa (10x). Detalle de la anterior observandose contornos irregulares
en el granulo rodeado de macréfagos y células multinucleadas.
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3 ~RESVMEN DE RESVLTADOS

Desde el punto de vista histolégico se produjeron diferencias entre los
dos grupos desde el primer subgrupo de seguimiento a las cuatro semanas.
En la siguiente tabla (Tabla 1) se resumen todos los hallazgos descritos

anteriormente.

HALLAZGOS HISTOLOGICOS

PARAMETROS GRUPO 1 GRUPO 2

FE [ Tw e [ [ [ [ 2 [0

Presencia de restos
de los materiales
implantados

Presencia de signos

de inflamacion

Presencia de signos
de necrosis

Regeneracion de la
cortical diafisaria

Lineas de osteoide .
Presencia de

macrofagos con
restos de material

Calcificacion del 5 5 *x
tejido 6seo

neoformado

Presencia de células
gigantes

*%

Presencia de granulos
de material
encapsulados

Tabla 1. Hallazgos histoldgicos.
Leyenda: - ausencia, * escaso, ** moderado, *** abundante.
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En la siguiente Tabla (Tabla 2) se resumen las principales imagenes
histolégicas de los resultados de cada subgrupo. En ella se visualizan las

diferencias existentes en las panoramicas a los aumentos 2x y 4x.

(subgrupos A)

(subgrupos B)

(subgrupos C)

(subgrupos D)

Tabla 2. Imagenes histolégicas que resumen los hallazgos obtenidos.
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Debemos especificar que no se han analizado las que contenian sélo
alendronato, ni las muestras control que no contenian ningun material, al no
haberse objetivado regeneracion 6sea en ninguno de los subgrupos de
seguimiento.

En la Figura 93, que corresponde al subgrupo de menor tiempo de
seguimiento, podemos observar que no existe regeneracion y que la cortical
Osea se ve interrumpida en la zona donde se realizé el defecto (tincion de
Tricromico de Goldner). En la Figura 94, que corresponde al segundo subgrupo

de seguimiento, se observa igualmente que no hay fendmenos de sintesis

Osea, y la cortical sigue interrumpida en la zona de la ostectomia.

Fig.93. y Fig. 94. Tricrémico de Goldner (2x) a las 4 y 7 semanas, que muestra como la cortical
se ve interrumpida en la zona del defecto.

Si analizamos el ultimo subgrupo de seguimiento (Figura 95) obtenemos
las mismas imagenes que en los anteriores, pues no se aprecia ningun tipo de

regeneracion en la zona de estudio.
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Fig. 95. Tricrémico de Goldner (2x) a las 12 semanas de seguimiento sin regeneracion del
defecto.

En las Figuras 96 y 97 también se observa con una tincion diferente, Von
Kossa, que el defecto es critico y no se regenera en ninguno de los subgrupos

de seguimiento.

Fig. 96 y Fig. 97. Tincidon de Von Kossa (2x) sobre el mismo animal de la Fig.13,alas 4y 7
semanas de seguimiento, donde se constata que no existe regeneracién de la cortical.

En el ultimo subgrupo de seguimiento, a las 12 semanas (Figura 98)
tampoco se observan fendmenos de sintesis 6sea, con la técnica de Von

Kossa.

Fig. 98. Técnica de Von Kossa (2x) a las 12 semanas de seguimiento.
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En este trabajo hemos evaluado la regeneracion osea tras la realizacion de
un defecto cilindrico en cubitos de conejos de Nueva Zelanda albinos, mediante
pruebas radiologicas e histoldgicas, tras la aplicacion topica de alendronato de
sodio gelificado combinado con un biomaterial sintético formado por beta
fosfato tricalcico (KeraOs®).

El alendronato es un potente inhibidor de la resorcion ésea, siendo
habitualmente empleado en el tratamiento de enfermedades sistémicas con
aumento de la destruccién del mismo, tales como la enfermedad de Paget
(Sahni M, 1993; Yaffe A, 1995), la hipercalcemia tumoral, las metastasis 6seas
(Cohen H, 1988; Fleisch H, 1991) y la osteoporosis (Siris E, 1999). La
administracién topica de alendronato a una concentracion de 20mg/ml, tras
cirugia mucoperiostica en maxilar en un modelo experimental en ratas consigue
una reduccién de la resorcion 6sea alveolar a nivel de los maxilares, tal y como
describieron Yaffe et al. (Yaffe A, 2000).

Por otra parte el alendronato aumenta la formacién 6ésea mediante la
inhibiciéon de la remodelacion mediada por los osteoclastos (Rogers MJ, 2003;
Russell RGG, 2007). Segun Mathov el alendronato puede también aumentar la
proliferacion de los osteoblastos (Mathov |, 2001; Von Knoch F; 2005; Im Gl,
2004), asi como prevenir su apoptosis (Plotkin LI, 1999; Plotkin LI, 2005), lo
que tiene efectos favorables en la formacién de nuevo tejido 6seo.

La eleccion de la concentracion del bifosfonato empleado en nuestro
estudio se basa en la patente de Binderman y Yaffe del afio 2002 (Binderman I,
2002), comercializada por el Hospital Clinico Universitario de Salamanca. Este
trabajo cuenta con el apoyo institucional de la Universidad de Salamanca,

habiendo sido subvencionada por el Plan Propio de Ayudas a la Investigacion.

~192 ~



DiSCVSiON

El estudio experimental se ha realizado en las instalaciones del Animalario
Departamental y los laboratorios del Departamento de Cirugia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Salamanca.

La utilizacion del conejo de Nueva Zelanda albino como animal de
experimentacion es ampliamente aceptada y utilizada para este tipo de
investigaciones (Chacon GE, 2006; Tekin U, 2008; Kigik D, 2011;
Tsetsenekou E, 2012), debido a que sus costes son razonables, requiere una
infraestructura que generalmente se encuentra disponible en los laboratorios de
cirugia experimental y su intervencién y manipulacion resultan sencillas. Su
tamano y estructura dsea cubital permiten el uso de materiales comercializados
y utilizados en odontologia humana (fresas de implantes, trefinas...), si bien
existe controversia sobre la extrapolacion de resultados ya que el entorno en el
que se practica la cirugia en este modelo animal, no esta en continuo contacto
con una flora bacteriana, como sucede a nivel de los maxilares humanos. El
cubito de conejo presenta facilidades operatorias de acceso quirurgico, aunque
la medula 6sea dificulta la colocacion y fijacidon del biomaterial, ya que tiene
poca consistencia y los granulos de material pueden perder la localizacion
deseada.

Existe un posible efecto sistémico del alendronato cuando se emplea de
manera topica, debido a una absorcion a nivel de la médula dsea, si bien
consideramos que la mayor parte del alendronato es abrosvida localmente,
como demuestra Yaffe en un estudio precedente en el que describe su gran
afinidad por el hueso (Yaffe A, 1999). En ese trabajo, Yaffe objetivd que tras la
aplicacion topica en la zona de los molares de mandibula de rata mediante

esponjas embebidas en la solucién del bifosfonato, la mayor absorcion de
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alendronato (10%) se produce en el lecho quirdrgico, mientras que unicamente
el 0,2% se encuentra en la tibia, probablemente como consecuencia de la
extravasacion y la difusion del alendronato a través de la herida quirurgica, tal y
como describe su autor.

Los principales hallazgos de nuestro trabajo muestran que tras 12
semanas de seguimiento no se objetiva una reparacion completa de los
defectos realizados, independientemente del material empleado, ya sea beta
fosfasto tricalcico, alendronato o la combinacién de ambos.

El beta fosfato tricalcico contribuye a la formacion de hueso desde la
cuarta semana de seguimiento, observandose la mayor calcificacion a partir de
las 12 semanas.

La combinacién de alendronato de sodio y beta fosfato tricalcico acelera
la regeneracion de los defectos, apreciandose una mayor calcificacion del
hueso neoformado a partir de las 9 semanas.

En los defectos 6seos en los que no se colocd biomaterial sintético no se
aprecia ningun tipo de regeneracion 6sea, permaneciendo la cortical diafisaria
interrumpida hasta las 12 semanas, siendo este el ultimo grupo de seguimiento
analizado en nuestro estudio. Podemos por lo tanto considerar que el defecto
cilindrico de 3 mm de diametro y 3 mm de profundidad es un defecto critico en
este modelo de estudio. Algunos autores han obtenido este mismo rango de
defecto critico en estudios sobre cortical de tibia de conejos de Nueva Zelanda
(Monjo M, 2010), mientras que otro investigadores describen tamaros
superiores en el mismo modelo animal, 5 mm en fémures (Sarahrudi K, 2008) y

6 mm en tibias (Calvo-Guirado JL, 2012).
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La eficacia de la aplicacion del alendroanto de manera local ha sido
valorada por varios autores. Omi, estudiando tibias de conejos Japoneses
blancos (Omi H, 2007) compara dos vias de administracion del alendronato,
sistémica y local, demostrando que con la aplicacion local se obtienen mejores
resultados tanto en la formacion de hueso como en la disminucion de la
resorcion O0sea, probablemente ya que el alendronato es captado directamente
por los ostecolastos.

Otros investigadores preconizan la aplicacion del alendronato en
solucion salina inoculada subcutaneamente, objetivando una mayor formacion
Osea debido a la gran afinidad de esta sustancia con el hueso, a la vez que se
reduce la resorcién en el lecho quirurgico (Van Beek ER, 1997; Altundal H,
2004; Altundal H, 2005; Altundal H, 2007).

La aplicaciéon de este bifosfonato mediante la impregnacién de implantes
dentales con una solucion de alendronato colocados directamente en contacto
con el hueso, ha sido también estudiada por otros autores en distintos modelos
animales, como tibias de ratas (Aspenberg P, 2008) y mandibulas de perros
(Meraw SJ, 1999). Los resultados de estos estudios revelan que hay un
aumento de la cantidad y densidad del hueso en la zona de contacto con
dichos implantes.

Trabajos publicados con posterioridad al inicio de nuestra investigacion
han corroborado que el alendronato puede ser administrado en formato gel de
manera local, tal y como hemos realizado en nuestro proyecto, obteniendo
resultados favorables en el aumento de la formacion 6sea (Praddeep AR, 2012;

Sharma A, 2012).
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Las ventajas de esta presentaciéon en gel son, en primer lugar la facilidad
en el manejo del producto, favoreciendo la aplicaciéon del mismo, ya que se
adhiere mejor a los tejidos. Permite administrar en dosis unica el alendronato
en el momento de la cirugia, sin necesidad de realizar infiltraciones
subcutaneas posteriores, que condicionan la aparicion de dolor, a la vez que
danan los tejidos circundantes en los dias siguientes a la intervencion, y
evitando asi los efectos adversos de la administraciéon sistémica que necesita el
empleo de dosis mas altas (Astrand J, 2004).

Trabajos similares al nuestro (Niu S, 2012), que han empleado como
modelo animal el conejo de Nueva Zelanda, y combinado el alendronato con un
biomaterial ceramico a base de hidroxiapatita, evidencian que la aplicacion
local tiene muchas ventajas frente al tratamiento sistémico, ya que permite la
utilizacién de dosis iniciales mas bajas (Omi H, 2007). Omi al comparar en un
estudio de distraccion 6sea en conejos, tres dosis distintas de alendronato
(baja, media y alta), demostré que la aplicacion local en bajas dosis era la mas
efectiva en la formacion ésea (Omi H, 2007). En el estudio de Niu, que utiliza
implantes impregnados en diferentes soluciones, se comparan dos tipos de
bifosfonatos segun su afinidad por el hueso (alta afinidad: alendronato y baja
afinidad: risendronato), objetivandose diferencias significativas entre ambos, ya
que los implantes impregnados en alendronato mejoran la osteointergacion, la
estabilidad y aumentan la densidad 6sea alrededor del implante, respecto al
grupo control y al grupo de risendronato (Niu S, 2012).

Publicaciones recientes han evidenciado que la aplicacion local de
alendronato, tal y como la hemos realizado en nuestro trabajo, reduce el riesgo

de osteonecrosis mandibular, grave complicacion habitualmente objetivada tras
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la cirugia bucal, cuando el paciente ha sido previamente tratado con
bifosfonatos de forma sistémica durante largos periodos de tiempo (Abtahi J,
2013).

La concentracion de alendronato empleada varia mucho de unos
trabajos a otros dependiendo de la via de administracion, del modelo animal
utilizado y de los objetivos del estudio. En los estudios en los que la aplicacion
es subcutanea, las dosis varian de 0,25 mg/kg/dia, en ratones (Van Beek ER,
1997) y en ratas Wistar (Altundal H, 2004; Altundal H, 2005; Altundal H, 2007) a
0,5 mg/Kg/dia en mandibula de ratas (Kaynak D, 2003).

La utilizacidon en gel de alendronato es mas reciente y los estudios
existentes al respecto emplean una concentracion efectiva al 1% en pacientes
con enfermedad periodontal (Praddeep AR, 2012; Sharma A, 2012). En su
trabajo clinico Sharma describe una serie de 66 defectos intradseos tratados
con gel de ALN al 1% o el gel placebo, con unos tiempos de seguimiento de 2 y
6 meses, evaluando varios parametros (indice de placa, indice de sangrado de
surco, profundidad de sondaje y el nivel de insercion) y valorando la
regeneracion del defecto 6seo mediante un software de analisis radiografico.
Objetivando una reduccion de la profundidad de sondaje y una ganancia en el
nivel de insercion, asi como un mayor porcentaje de relleno éseo en los
defectos (Sharma A, 2012). En el estudio de Pradeep utilizan una muestra de
70 defectos siguiendo el mismo protocolo de estudio que en el trabajo de
Sharma y obteniendo resultados similares (Pradeep AR, 2012), Estos estudios
se consideran experimentales y preliminares, por lo que los resultados

obtenidos no son concluyentes ni respecto a la concentracion utilizada ni a los
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efectos, al no existir evidencia cientifica sobre la comparacion de las distintas
concentraciones.

Un estudio del afio 2000 en ratas, en el que se emplean esponjas de
gelatina embebidas de una solucibn con alendronato a diferentes
concentraciones (0, 1, 5, 20, 40 mg/ml) aplicadas directamente sobre el hueso,
revelé que la concentracion mas efectiva para la reduccion de la pérdida ésea
en cirugias periodontales de exposicion 6sea mediante colgajos era de 20
mg/ml (Binderman |, 2000). Dos afos después, Binderman y Yaffe, patentaron
un método para prevenir 0 minimizar la resorcion 6sea que se produce tras una
cirugia periodontal, aplicando de manera topica un bifosfonato impregnado en
una esponja de gelatina (Binderman |, 2002). Esta patente describe
alendronato sédico con una concentracion de 20 mg/ml, misma concentraciéon
que hemos utilizado en este trabajo, corroborando con nuestros resultados, que
la aplicacion topica en una dosis Unica a esa concentracion accelera la
formacién de hueso.

En nuestro proyecto hemos empleado el beta fosfato tricalcico como
biomaterial sintético para la regeneraciéon 6sea, comprobando que al aplicarlo
en un defecto critico produce un aumento del volumen 6seo. Kaynak en dos
estudios paralelos plantea la posibilidad de reducir la pérdida 6sea combinando
el alendronato con biomateriales de regeneracion 6sea (Kaynak D, 2000;
Kaynak D, 2003). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que
al ser combinado con el alendronato en gel, la regeneracion del hueso es mas
rapida, extensa y efectiva (Tabla 2 Resultados).

El alendronato ha sido combinado con distintas sustancias y materiales,

tratando de lograr con ello un efecto sinérgico. Tal es el caso del estudio
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realizado por Aspenberg (Aspenberg P, 2008) en tibias de ratas en el que se
emplearon implantes impregnados con alendronato y se realizaron inyecciones
diarias de PTH, subdividiendo la serie en 4 grupos: control, BF, PTH y BF +
PTH. Los resultados revelaron que la combinacion de estas dos sustancias
aumenta el efecto de regeneracion 6sea respecto a los resultados obtenidos
tras la aplicacion de cualquiera de los dos compuestos individualmente y del
grupo control (Aspenberg P, 2008).

Otras publicaciones describen la combinacién de tetracilcinas y
alendronato, para valorar la pérdida 6sea en mandibulas de ratas Wistar,
demostrando que esta combinacion tiene un efecto sinérgico sobre la reduccién
de la pérdida de hueso (Yaffe A, 2003).

Nuestro estudio ha evidenciado que la regeneracion de los defectos
0seos en las muestras con beta fosfato tricalcico comienza a realizarse en el
primer subgrupo de seguimiento en la cuarta semana. Sin embargo en todas
las muestras durante el seguimiento en nuestro estudio se objetivan restos de
dicho cemento hasta pasadas 12 semanas, en el que éstos son irregulares y de
pequeno tamano. Existen trabajos que tratan de solucionar este hecho
consecuencia de la lenta reabsorcion del cemento, estudiando otros
biomateriales a base de brushita o nuevos alfa fosfatos tricélcicos
macroporosos (Mifo-Farina N, 2009), que presentan una mayor tasa de
reabsorcion.

Los resultados de nuestro estudio muestran una clara diferencia entre
los dos grupos evaluados, siendo el grupo 2, tratado con la combinacién de
beta fosfato tricalcico y alendronato en gel de manera tépica, el que presenta

mayor calcificacion del tejido 6seo neoformado desde la novena semana de
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seguimiento. Al igual que describié Meraw, consideramos que la aplicacion
tépica del bifosfonato acelera la formacion 6sea (Meraw SJ, 1999), ya que el
alendronato tiene una gran afinidad por el hueso mineralizado, y esta
demostrado que los efectos del mismo se ejercen sobre su superficie dsea
(Van Beek ER, 1997).

Un reciente estudio de Escudero et al. (Escudero ND, 2012) revela que
en los animales tratados con BFs se encuentran células gigantes o “giant or
large osteclasts”, que presentan numerosos nucleos en su interior, y que estan
separadas de la superficie 6sea, objetivandose la presencia de células
mononucleares entre estos osteoclastos y el perimetro del hueso. Estos datos
concuerdan con dos estudios anteriores in vivo, uno de ellos en nifios con
osteogénesis imperfecta tratados con risendronato (Cheung MS, 2009) y el otro
en pacientes osteoporoticos tratados con alendronato (Weinstein RS, 2009).
Nuestros resultados corroboran estos hallazgos, al visualizar este tipo de
células gigantes unicamente en el grupo 2, tratado con la alendronato (Figura
63).

Se observa también que en este grupo 2 la cortical diafisaria presenta
fendmenos de sintesis 6sea dirigidos a obliterar el defecto, sin llegar a cerrarlo,
desde la cuarta semana, por lo que en este grupo la formacién 6sea es mas
rapida que en el grupo 1. En concordancia con estos resultados obtenidos
sobre hueso cortical, estudios en distraccion de mandibula en conejos,
objetivan que la aplicacién de alendronato acelera la formacion de hueso nuevo
en el defecto 6seo (Tekin U, 2008; Nuguk D, 2011).

En la ultima fase de seguimiento, realizada a las 12 semanas, se

observaron en el grupo 2 restos de cemento encapsulados por tejido conectivo,
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consecuencia de un aumento de la capacidad regenerativa del alendronato, ya
que solo se han encontrado en el grupo 2 (alendronato y beta fosfato tricalcico),
lo que indicaria una regeneracion 6sea mas rapida que la propia reabsorcion
del cemento, demostrando que el alendronato asociado al beta fosfato tricalcico
aceleraba la formacion ésea. Si bien se puede considerar que se trata de un
secuestro del cemento, debido a la micro movilidad de los granulos, ya que no
estan adecuadamente contenidos en una base sélida, si no que se trata de
medula ésea hematopoyética.

Nuestros resultados entran en controversia con algunas investigaciones
que demuestran que la aplicacion de alendronato subcutaneo reduce la
formacion de hueso en los primeros 10 dias de seguimiento (Aguirre JI, 2010).
Estos resultados dispares pueden deberse a que en nuestro estudio no se
realiza sobre alveolos post extraccion en mandibula de rata, si no de defectos
provocados en cubitos de conejo de Nueva Zelanda, por lo que el hueso que
debe regenerase no es del mismo origen ni tiene la misma vascularizacién, el
modelo animal es diferente, y la administracién del alendronato no es unica y
se realiza en dosis mas elevadas, por lo que los efecto del bifosfonato puede
ser menores (Omi H, 2007).

Otros trabajos realizados sobre implantes y utilizando el mismo modelo
animal de experimentacion que en nuestro estudio (Chacon GE, 2006;
Tsetsenekou E, 2012) obtienen resultados que no evidencian diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos control y los grupos tratados
con alendronato sistémico, si bien, dichos trabajos evaluan la osteintegracion

de los implantes colocados, no la regeneracion 6sea de un defecto.
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Nuestros resultados difieren de los obtenidos en el estudio de Bodde
sobre implantes colocados en coéndilos femorales de conejos, (Bodde EW,
2008) con 6 y 12 semanas de seguimiento. En este trabajo no se encontraron
efectos positivos del bifosfonato en el aumento de la densidad mineral y del
volumen 0Oseo alrededor del implante. A las 12 semanas, el grupo tratado con
alendroanto tuvo un porcentaje de hueso en contacto con el implante inferior
que en el grupo control, con una capsula fibrosa a su alrededor, ya que el
alendronato parece generar una respuesta toxica que pudo contribuir a la falta
de una correcta cicatrizacion 6sea (Bodde EW, 2008). Esto sugiere que el
efecto del alendronato sobre la actividad de los osteoblastos (Von Knoch F,
2005) puede ser mas importante en el aumento de la formacion 6sea durante la
cicatrizacion de defectos 6seos, que los efectos inhibitorios de dicho
bifosfonato sobre la actividad de los osteoclastos (Cottrell JA, 2010).

Los estudios futuros para caracterizar los tipos de células y cuantificar
los factores relacionados con los osteoblastos y osteoclastos en el defecto
0seo, deberian proporcionar una mejor comprension de como estos farmacos
alteran localmente la formacién del hueso. Permitiendo elaborar un modelo de
aplicacion con caracteristicas mas especificas para lograr una regeneracion

Osea Optima.
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En relacion con los resultados obtenidos en nuestro estudio sobre la

regeneracion 6sea de los defectos cilindricos de 3 mm de diametro y 3 mm de

profundidad en cubitos de conejos de Nueva Zelanda albinos, concluimos que:

1.

Para el periodo de seguimiento evaluado de doce semanas, no se
consigue una restitutio ad integrum, ni de forma espontanea ni de forma
inducida con beta fosfato tricalcico, alendronato o la combinacion de

ambos compuestos.

La aplicacion del biomaterial de beta fosfato tricalcico en los defectos
0seos realizados condiciona una actividad osteoconductora de la
regeneracion 6sea desde la cuarta semana, alcanzando el mayor grado

de calcificacion a partir de las doce semanas de seguimiento.

La combinacion del biomaterial con alendronato de sodio gelificado

potencia la accion regeneradora, reduciendo el tiempo de la misma, que

alcanza el mayor grado de calcificacion a partir de la novena semana.
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