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1. RESUMEN

1- RESUMEN

El tratamiento con implantes osteointegrados constituye una de las alternativas mas
idoneas para la sustitucion de dientes perdidos® *°, desplazando cada vez mas a la protesis
convencionales en todas sus posibilidades y sobre todo en su modalidad removible, cumpliendo
en muchos casos las expectativas funcionales y estéticas de los pacientes. A pesar de la evolucion
de las técnicas quirurgicas, la aparicion de nuevas superficies de implantes y los avances en el
campo de los biomateriales, hemos comprobado en la mayoria de las estadisticas actuales, un

(o1 - s 274
indice de fracasos entre un 5 y un 10% a los cinco afios™”* .

Una parte muy importante de la actuacion terapéutica en los campos de la Traumatologia,
Ortopedia, Cirugia Oral e Implantologia, se asienta sobre los principios bioldgicos de la
regeneracion oOsea, en que estdn implicados células, matriz extracelular y sefales

. . 4
osteoinductivas .

Los procedimientos para aumentar hueso en sentido vertical son cada vez més necesarios
el campo de la Implantologia. La insuficiente disponibilidad dsea para la estabilizacion de los
implantes, asi como de cualquier tipo de protesis convencional, es uno de los problemas mas

frecuentes en la practica implantoldgica, prostética e implantoprostética.

El aumento del sustrato 6seo mediante técnicas regenerativas, constituye una de las lineas
de investigacion mas importantes en la actualidad, por lo que los procedimientos de regeneracion
6sea han aumentado de forma considerable para mantener o reconstruir las dimensiones 0seas

verticales y horizontales que permitan insertar los implantes dentales en una posicion correcta™.

Para este propdsito se han desarrollado varias técnicas de regeneracion dsea que incluyen
el uso de injertos 6seos de tipo autdgeno (el hueso se injerta a partir de un hueso extraido del

propio cuerpo del paciente), en secciones, particulas o bloques, los injertos tipo heterdlogo,
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aloinjertos o xenoinjertos (el nuevo hueso proviene de animales, cadaveres o donantes), injertos
sintéticos (fundamentalmente compuestos de calcio y fosfato, materiales similares a los
componentes de los huesos), como sustitutos 6seos, biomateriales, membranas y factores de
crecimiento, que suelen emplearse de forma aislada o combinada para incrementar la cantidad de
hueso remanente de forma previa o simultaneamente a la colocacion de los implantes

. 22,75
osteointegrados®*".

Los injertos de tipo heterdlogo pueden reducir el tiempo quirurgico y la morbilidad que
provocan los injertos autoélogos, pero implican una serie de desventajas como el rechazo por
parte de los pacientes, asi como reacciones de tipo inmunologico®’. Los xenoinjertos han
demostrado ser materiales seguros’', pero su variacion en cuanto a su porosidad y propiedades

fisico-quimicas constituyen una limitacion importante en el campo de la ingenieria tisular.

De ahi que, tras numerosos problemas con los materiales 6seos procedentes de hueso
autologo, aloinjertos (humanos) y xenoinjertos (animales), se busque un sustitutivo 6seo 100%

sintético’’.

La regeneracion tisular es la respuesta que consigue la restitutio ad integrum del tejido
tras un trauma, a diferencia de la reparacion, donde el tejido que se forma es un tejido cicatricial,
con caracteristicas diferentes al original. En este sentido el hueso es el tinico tejido del organismo,
a excepcion del tejido embrionario, que se restituye totalmente tras una lesion®. La regeneracion
Osea origina una respuesta en la que estan involucrados los vasos sanguineos, las células y la

matriz extracelular.

. 24 - - :
Desde los estudios de Trueta™ se sabe de la importancia de los vasos sanguineos en la

osteogénesis.

Tras un trauma, se produce una respuesta inflamatoria y un hematoma inicial, con
hematies, plaquetas y fibrina, las células del coagulo liberan interleuquinas y factores de
crecimiento, originando la migracion de linfocitos, macréfagos, precursores de osteoclastos y

células mesenquimales pluripotenciales, estas sefiales moleculares promueven la diferenciacion
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hacia células endoteliales, fibroblastos, condroblastos y osteoblastos, dando origen a un nuevo
tejido fibrovascular, que reemplazara al coagulo inicial. Todo ello esta regido por una serie de

complejas interacciones entre factores de crecimiento, hormonas y citoquinas.

En este proceso va a ser fundamental el aporte vascular, la sintesis proteica y la

mineralizacion.

La capacidad de conseguir la regeneracion Osea es limitada, y es ahora, con un mayor
conocimiento acerca de los factores de crecimiento, cuando empiezan a aparecer estudios
esperanzadores en el campo de la regeneracion 6sea, basados en promover la diferenciacion, la
migracion y la proliferacion de las células involucradas en la misma®. Sin embargo, a pesar de
los experimentos en los que se ha obtenido excelentes resultados en modelos animales, los
procedimientos de aumento de hueso tienen una tasa de éxito relativamente baja, debido a las

76,77

infecciones, la exposicion del injerto en la cavidad oral o a la inestabilidad de los materiales™"’,

siendo el resultado una insuficiente ganancia de tejido'.

Para evitar estos problemas, se han desarrollado técnicas quirtrgicas cada vez mas
avanzadas y diferentes protocolos profilacticos. Los antibidticos y la correcta esterilizacion local
de la zona quirargica y el material se hacen esenciales para prevenir infecciones, sin embargo,
estos procedimientos ven muy limitada su accion cuando los sustitutos de hueso se exponen a los
agentes externos. Para limitar la exposicion de un implante, los avances quirurgicos van
encaminados a conservar tejidos de proteccion blandos para dar una buena cobertura a los

materiales de relleno’.

La estabilidad de un injerto es esencial para conseguir regeneracion 6sea predecible. La
estabilidad se consigue en ocasiones ayudandonos de membranas de colageno, mallas de titanio,
. . 76,78 ~ .. .

y otros tipos de aditamentos """. Pero el uso de tales coadyuvantes afiade complejidad, tiempo y
coste al procedimiento quirtrgico, lo que puede causar un incremento de la posibilidad de
.y . 1 .. .
exposicion del implante'. Su uso hace que estos procedimientos sean altamente sensibles a la
técnica quirurgica, observandose por este motivo un elevado niimero de complicaciones y

2,4,7-8

fracasos , por lo tanto, hay una apremiante necesidad para desarrollar materiales alternativos

y técnicas para ofrecer una intervencion més sencilla y més rentable’ sin perder eficacia.



REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

El material ideal para los procedimientos de aumento de hueso no sélo deberia ser
osteoconductivo, biocompatible y mecénicamente adecuado sin la necesidad de soporte
adicional, sino que deberia poder aplicarse usando procedimientos minimamente invasivos y
mantenerse estable con respecto a las superficies de hueso original sin exponerse a la cavidad
oral, el riesgo de infeccion debe ser reducido y ser capaz de mantener una buena estabilidad
mecanica'. Asi, el riesgo de exposicion de un implante y su estabilidad mecanica, se veria

claramente disminuido.

Los cementos de fosfato céalcico se han probado como materiales biocompatibles y

. , . .. ;. . . 15
osteoconductivos que podian inyectarse usando procedimientos minimamente invasivos 7.

El fosfato beta tricalcico, es absorbido por las células, a la vez que se autoregenera en el

8, compuesto de 100% de material sintético de composicion pura y similar a la estructura

hueso’
mineral de los huesos, biocompatible y osteogénico, debido a que es un material sintético, se
pueden evitar todos los problemas relacionados con la transmision de patdgenos y garantizar una
total seguridad biolégica®, formando cristales de carbonato tras la implantacién de ceramicas de
fosfato de calcio®.

En 1968, Kent y colaboradores79'80, desarrollaron una técnica de tunelizacion
subperiostica en la que se hace una pequena incisién sobre el reborde alveolar en la que el

periostio era separado y se introducian bajo ¢l particulas de hidroxyapatita que se inyectaban a

. N . . . 81
través de una pequefia aguja con un didmetro interno de 0.5 cm™".

Esta técnica fue desarrollada inicialmente para incrementar el volumen del reborde
alveolar y para estabilizar la mucosa remanente en desdentados totales®”. A pesar del éxito en la
aplicacion de prostodoncia removible, los estudios a finales de los ochenta, demostraron, que la
inestabilidad de las particulas inyectadas de hidroxiapatita, causaba la formacion de
encapsulaciones fibrosas de las mismas. La técnica fue util para la estabilizacion de protesis
removibles pero la capsula fibrosa no permitia la formacion de hueso®™**. Como los implantes

dentales comenzaron a usarse también para retencion de protesis inicialmente removibles, se fue
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perdiendo interés en la técnica de tunelizacion subperidstica debido a la pobre capacidad

regenerativa del hueso y la técnica dejo de utilizarse'.

AUTOR CIRUGIA INJERTO OBSERVACIONES FINALIDAD DEL
HISTOLOGICAS PROCEDIMIENTO
REGENERACION
Sitio Manejo tisular Material Lugar Estabilizacion
Kennet et al. MX Elevador Particulas Inyecciéon NR NR Estabilizacion Protesis
MD periostico H-A densas
Kennet et al. MX Elevador Particulas Inyeccién NR NR Estabilizacion Protesis
MD periostico H-A densas
+
Hueso autégeno
Kennet et al MX Elevador Granulos HA Inyeccién NR NR Estabilizacion Proétesis
MD periostico AF
Hueso autogeno
Vanassche et al. MX Elevador Hueso atégeno Inyeccion NR NR Estabilizacion Prétesis
MD periostico “F
HA
Melisch et al. MD Elevador Colageno Inyeccion NR NR Estabilizacion Prétesis
MX peridstico “F
HA
Marshall MD Elevador PFC + HA Injerto NR Tejido fibroso Estabilizacién Protesis
Periostico particulado e implantoprotesis
William et al. MX Elevador HA Inyecciéon Protesis NR Estabilizacion Protesis
MD Periéstico
Block and MX Elevador DFDB Inyecciéon NR NR Estabilizacion
Degen MD Peridstico implantoprotesis
Block MD Elevador DFDB Inyeccion NR NR Estabilizacion
Peridstico implantoprétesis
Hasson MX Elevador HA Bovina Inyeccion Membrana NR Estabilizacion
MD Periostico coliageno implantoprotesis
Smiler et al. MX Elevador Hueso autégeno Inyeccion NR 45% Hueso Estabilizacion
MD Periostico AF colageno neoformado implantoprétesis
HA
Kfir et al. MX Elevadores PRF Empaquetamiento  Membrana NR Estabilizacion
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MD Peridsticos PLGA implantoprotesis
secuenciales
Mazzocco MD Elevadores Hueso autégeno Injerto en bloque Tornillos NR Estabilizacion
Periosticos titanio implantoprotesis

. . 80-82,85,87,138,149,169-172
Tablal. Resumen estudios de aumento vertical hueso

El aumento de hueso por esta técnica no permite una vista directa del defecto subyacente;
sin embargo, esta técnica permite que la invasion en los tejidos sea minima. El procedimiento
requiere paciencia y delicadeza quirrgica para diseccionar y elevar el colgajo subperidstico
para permitir la formacién de un “bolsillo”. Aunque el material regenerativo se inserta

858 bor la posible

facilmente en el mismo, el aumento sin fijacion fue muy controvertido
desestabilizacion del injerto. Con la introduccion de las nuevas membranas y de los
materiales nuevos para aumento de hueso, varios articulos publicaron mejoras en la técnica
descrita por Kent®”™. La fijacién de una membrana sobre la tunelizacion ha mostrado éxitos
con el tiempo; sin embargo, la técnica es compleja y requiere un alto grado de destreza
quirtrgica y un alto tiempo operatorio. Una revision de la literatura revela que el estudio de

las técnicas y materiales para conseguir aumento de hueso en sentido vertical con cirugias

, . . . P , 1
minimamente invasivas han aumentado muy poco en las ultimas tres décadas .

Para incrementar el hueso de la cresta alveolar para la colocacion de implantes se
examino en un primer momento la respuesta de la superficie de hueso cortical a los cementos de
brushita. Mirtchi y colaboradores desarrollaron estos cementos en 1989*°*°. Inicialmente, este
material se usaba bajo la forma de granulos B-TCP presentados como bloques de cemento o

- 91-92
como pastas inyectables

. Los cementos de brushita inyectados con menos del 30% de B-TCP
raramente se usaban para los procedimientos de regeneracién 6sea. Pero estos cemenos estan
emergiendo como biomateriales prometedores para tratamientos Oseos gracias a su

biocompatibilidad, reabsorcion in vivo y aceptables propiedades mecanicas.

Estos cementos basados en brushita tienen la ventaja afiadida de ser biodegradables in vivo'.

La mayoria de los estudios posteriores que se desarrollaron in vivo evaluaron composiciones
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similares del cemento con altas concentraciones de B-TCP presentados como granulos o

93-94 . , . o . ..
. Las propiedades mecanicas y la facilidad de manejo de los cementos iniciales de

polvo
brushita era muy pobre, pero fueron mejorados para reducir el exceso de B-TCP y usando,
ademas, aditivos para aumentar el tiempo de manejo y reducir la porosidad *°, propiedades a
mejorar con los primeros cementos. A la vez, se van intentando para hacerlos menos viscosos y
asi poder inyectarlos en procedimientos minimamente invasivo, y varios estudios in vivo han
investigado dicha posibilidad ***’. Ademas, la capacidad de regenerativa de los cementos de

brushita ha sido tradicionalmente evaluada para defectos dseos ****.

Los cementos de brushita son un sistema de 4cido base, y asi pueden exponer a los tejidos a
condiciones de pH muy bajas. Para evitar esto, se han usado bloques y macrogranulos ***’ o
grandes excesos de B-TCP para minimizar la cantidad de acido usado, tanto que la mayoria de
estudios in vivo se centran en composiciones muy especificas de cementos de brushita que son
fundamentalmente macrogranulos de B-TCP °**°. De hecho, esto es lo que se conoce del

comportamiento in vivo de los cementos de brushita cuya matriz consiste predominantemente en

fosfato dicalcico dihidratado, con muy pocos o nada de macrogranulos B-TCP reactivos.

Los cementos de brushita se preparan mezclando una fase liquida con otra solida para formar
una pasta manejable que fragua produciendo un material duro. El objetivo de nuestro trabajo es
mejorar y desarrollar nuevos cementos de brushita cambiando la composicion de la fase liquida,
mientras que la fase solida se mantiene siempre como una mezcla de fosfato tricalcico (a-TCP),
monofosfato célcico y piro fosfato célcico. Finalmente, hemos realizado un estudio en un modelo
experimental animal, para evaluar la capacidad que tienen los materiales sintetizados para

regenerar hueso.

La esterilizacion de los cementos de brushita es necesaria para su aplicacion clinica, pero
solamente la técnica de irradiacion gamma es capaz de esterilizarlos sin dafiar sus propiedades.
No obstante, esta técnica es costosa y necesita medidas de seguridad especiales para controlar las
radiaciones nocivas. En este trabajo se ha evaluado una nueva técnica para esterilizar los

cementos de brushita basada en los fluidos supercriticos para esterilizar los cementos dseo de



REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

brushita y de metacrilato y serd la que seguimos en el proceso de esterilizacion de dichos

cementos para su uso en los animales de experimentacion.

En este trabajo, se ha sintetizado y caracterizado un nuevo cemento que se compone de una
mezcla de fosfato monocalcico y a-TCP que fragua con acido glicolico. Una vez fraguado, el
cemento tenia una fuerza de tension diametral de 2,9 + 0,7 MPa, su composicion era de brushita y
B-TCP, y la media de tamafio de los cristales de brushita era de ca 2,6 = 1,4 m. Con el cemento ya
fraguado se fabricaron granulos con un tamaio entre 200 y 1000 um que fueron aplicados en
defectos 0seos en la calota de un grupo de conejos para evaluar in vivo la capacidad de

regeneracion Osea de este material®.

En el presente estudio in vivo, se evaliia una novedosa técnica utilizando biomateriles fluidos
para obtener un aumento vertical de hueso en conejos inyectando una pasta de cemento de
brushita en un tinel subperidstico en contacto directo con la cortical 6sea. Se prepararon dos
cementos de brushita con diferentes concentraciones de fosfato dicalcico y se implantaron in vivo
para investigar el efecto del cemento en el éxito o fracaso del aumento de hueso. Estudiando los
mecanismos del desarrollo de los iones hidrogeno de ambos cementos, intentaremos explicar las
diferencias bioldgicas observadas °. Cuatro semanas después de su implantacion el material
produjo un notable aumento de volumen 6seo, aparte de mejorar la densidad mineral 6sea y
ademas se pudieron observar signos de reabsorcion en el granulado. Los resultados demuestran
que este nuevo biomaterial puede ser considerado para el uso clinico en regeneracion 6sea como

una alternativa a otros materiales no reabsorbibles.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1- Hipdtesis de trabajo
2.2- Objetivos
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las técnicas de regeneracion dsea constituyen un procedimiento quirurgico valido para
aumentar la cantidad y la calidad de hueso en 4reas con insuficiente volumen oOseo,
previniendo, entre otras posibilidades la desestabilizacion de los implantes osteointegrados.
Los biomateriales para la estimulacion de la regeneracion 6sea, deberian combinar
propiedades osteogénicas, osteoinductivas y osteoconductivas. Ademas, deberian ser

reabsorbidos gradualmente y reemplazados por hueso nuevo.

La brushita se alza como material que cumple estas caracteristicas, en la sustitucion

por hueso neoformado.

Se parte de la hipdtesis: A mayor cantidad de TCP contenida en los granulos de
brushita, mayor capacidad osteogénica, osteoinductiva y osteoconductiva del material, asi
como mayor capacidad de degradacion progresiva y sustitucion por nuevo hueso; por tanto,
hay mayor aumento vertical de hueso neoformado en los animales tratados con cemento de

brushita con mayor concentracion de TCP.
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3. OBJETIVOS

Para verificar esta hipdtesis de trabajo, nos planteamos los siguientes objetivos:

1) Estudiar la liberacion de protones de diferentes formulas de cementos de brushita.

2) Aplicar y evaluar dos formulas de cementos de brushita en un procedimiento de
aumento de hueso minimamente invasivo.

3) Evaluar el efecto in vivo del nuevo biomaterial con técnicas de densitometria de rayos

X, microscopia optica e histomorfometria.
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4. INTRODUCCION

4.1. EL HUESO

1- Epifisis proximal
2- Epifisis distal
3- Cavidad medular

5- Superficie articular

6- Endostio

7- Hueso trabecular o esponjoso
8- Canal medular

El tejido 6seo es uno de los mas resistentes y rigidos del cuerpo humano. Es el constituyente
principal del esqueleto, junto con el tejido cartilaginoso’>, sirve de soporte a las partes blandas y
protege organos vitales, como los contenidos en el craneo, torax y columna vertebral. Aloja y

protege la médula osea, generadora de células sanguineas. Proporciona y apoya a los musculos
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esqueléticos, transformando sus contracciones en movimientos utiles, constituyendo un sistema de
palancas que amplia las fuerzas generadas en la contraccion muscular, sin olvidar su importante

. s a1 . . 2,39
funcion metabolica como reserva de calcio y fosforo™”".

El tejido 6seo es un tipo especializado de tejido conjuntivo formado por células y material

intercelular calcificado (matriz dsea).

Las funciones basicas de los huesos y del esqueleto son:

« Soporte: los huesos proveen un cuadro rigido de soporte para los musculos y tejidos

blandos.

« Proteccion: los huesos protegen cavidades corporales de posibles traumatismos. Por
ejemplo, el craneo protege el cerebro frente a los golpes, y la caja toracica, formada

por costillas y esternon protege los pulmones y el corazén.

« Movimiento: gracias a los musculos que se insertan en los huesos a través de los
tendones y su contraccion sincronizada, se produce el movimiento, transforma las
contracciones de los musculos en movimientos utiles que amplian las fuerzas

generadas en la contraccion muscular.®

« Homeostasis mineral: el tejido 6seo almacena una serie de iones y de minerales,
especialmente calcio y fosforo, ademas de otros iones, necesarios para la contraccion
muscular y otras funciones, cuando son necesarios, el hueso libera de forma
controlada dichos minerales a la sangre que los distribuye a otras partes del
organismo para mantener constantes las concentraciones en los liquidos organicos

(liquido intersticial, sangre y linfa)™.

« Produccion de células sanguineas: dentro de cavidades situadas en ciertos huesos,
el tejido conectivo denominado médula 6sea roja produce los hematies, mediante el

proceso denominado hematopoyesis.
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« Almacén de grasas de reserva: la médula amarilla consiste principalmente en
adipocitos con unos pocos hematies dispersos. Es una importante reserva de energia

quimica.

El tejido 6seo presenta propiedades fisicas como alta resistencia a la traccion y
compresion, cierta elasticidad, flexibilidad y bajo peso, asegurando maxima resistencia con

la mayor economia y peso minimo.

Otra de las caracteristicas del tejido 6seo es su anisotropia y la presencia de agua, en
torno al 3% en sujetos adultos sanos, que disminuye de forma progresiva con la edad, , lo cual
se traduce en que el hueso en edades avanzadas es mas rigido, por lo tanto, mas fragil y
quebradizo'®®, posee una gran respuesta a estimulos mecanicos, metabdlicos, nutritivos y
endocrinos, es un tejido dindmico en renovacidon constante durante toda la vida del

. g . 54
individuo™.
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4.1.1 ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS DEL TEJIDO OSEO

El tejido Oseo es una variedad de tejido conjuntivo que se caracteriza por su rigidez y su gran

resistencia tanto a la traccion como a la compresion.

El tejido Oseo posee zonas de variable densidad que se diferencian macro y
microscopicamente en areas de hueso compacto y areas de hueso esponjoso, sin limites netos
que las separen. El hueso compacto representa el 80% del volumen total del hueso y constituye
la mayor parte de la diafisis de los huesos largos, asi como de la parte externa de todos los

huesos del cuerpo.

Fig. 1. Figura extraida de “Histologia Bdsica” de Junqueira®

En el hueso compacto, la matriz 6sea forma laminas concéntricas alrededor de canales
longitudinales llamados conductos de Havers. Los canales de Volkmann comnican los canales
de Havers entre si y con la superficie interna y externa del hueso. A través de ambos canales se
extienden los vasos sanguineos, linfaticos y nervios del hueso. Los osteocitos se disponen en
pequefios espacios en las laminas denominadas “lagunas”, y poseen prolongaciones para
intercambiar nutrientes con el liquido intersticial y cada laguna dispone de una serie de

canaliculos que se conectan entre si y a los conductos de Havers, por donde se extienden las
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prolongaciones de los osteocitos (“calcoforos”). El sistema de Havers, u osteona, la forman un

conducto de Havers, las laminas concéntricas que lo rodean, las lagunas, los canaliculos y los

osteocitos. Las restantes 1aminas entre osteonas se llaman “laminas intersticiales”¢>.

Fig.2. Figura extraida de Atlas y textos de Histologia de Gartner®
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Fig. 3. Microscopia electronica de barrido en corte transversal de seccion de hueso.
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Est4 formado por la matriz 6sea, que es un material intercelular calcificado (Fig.4) y

por células.

Figura 4 Figura 5

Figura 6 Figura 7

Figura 8
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LA MATRIZ EXTRACELULAR OSEA

El hueso es un tejido heterogéneo, altamente anisétropo de tal manera que la matriz

intercelular muestra una estructura unas propiedades diferentes en los diferentes tipos de hueso.

a. Constituyentes organicos (matriz organica u osteoide)

Corresponde al 50% del peso seco del hueso (Fig.9), mas del 90% de ella corresponde a

fibrillas de coladgeno I, organizadas en laminillas de unos 5 um de grosor (Fig. 10).

Figura 9 Figura 10

El principal componente de la matriz 6sea es el colageno de tipo I que supone entre el 90 y
95% de la matriz organica. Las fibrillas de colageno son similares a las que se presentan en otros

tejidos y estan distribuidas aleatoriamente formando un entramado.

El siguiente producto en importancia es la osteonectina, una fosfoproteina que puede
interaccionar tanto con el colageno como con las sales inorganicas, es una proteina altamente
reactiva que se localiza preferentemente en las 4reas de mayor grado de calcificacion, la
osteonectina (también llamada SPRC o BM-40 (Secreted Protein Cystein Rich) esta codifica por el

gen 5q31.3-q32, su expresion descontrolada estd asociada a diversos tipos de cancer.
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La osteocalcina (también llamada Proteina Gla) se caracteriza por la presencia de tres

. , . . , . 4.5
residuos de acido g-carboxiglutamico .

Otras proteinas, no colagenosas, son la osteopontina (también llamada sialoproteina I) que se
une a la hidroxiapatita y es producida por los ostoblastos estimulados por Ia
1-a-1,25-dihidroxivitamina D, las proteinas 6seas morfogenéticas (BMPs) que juegan un papel
similar al de los factores de crecimiento y los proteoglicanos acidos que se encuentran en

concentraciones mayores en el area osteide en comparacion con la matriz calcificada’.

En cada laminilla 6sea, las fibrillas coldgenas estdn paralelas entre si, pero las laminillas
sucesivas alternan ordenadamente la orientacion de sus fibrillas en &ngulos rectos.. Esta
disposicion alternada de las fibrillas colagenas en laminillas sucesivas destaca particularmente al

observar cortes de hueso con microscopia de luz polarizada (Fig. 11).

Figura 11

El resto de los componentes  organicos
son principalmente glicoproteinas como la osteonectina, proteinas ricas en acido
g-carboxiglutdmico como la osteocalcina, y proteoglicanos de condroitin y queratan-sulfato,
son moléculas ricas en grupos acidos con gran tendencia a asociarse entre si, capaces de
unirse a calcio y que juegan un rol importante en el proceso de mineralizacion de la matriz

osea.
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PROTEINAS DE LA MATRIZ OSTEOIDE’

COLAGENO TIPO I
TIPO III
TIPO V
TIPO XII

PROTEOGLICANOS CONDROETIN SULFATO
DECORINA

BIGLICANO
HIALURONANO

PROTEINAS CON ACIDO | OSTEOCALCINA

CARBOXIGLUTAMICO , ,
PROTEINA DE LA MATRIZ CON ACIDO

CARBOXIGLUTAMICO

GLICOPROTEINAS OSTEONECTINA
FOSFATASA ALCALINA
PROTEINAS CON RGD:

- FIBRONECTINA

- TROMBOSPONDINA

- OSTEOPONTINA

- VITRONECTINA

- SIALOPROTEINAS OSEAS

PROTEINAS DEL PLASMA ALBUMINA
2 SH GLICOPROTEINA

FACTORES DE CRECIMIENTO IGF-1
IGF-II (INSULIN GROWTH FACTOR)

IGF (TRNASFORMING GROWTH
FACTOR BETA)

PDGF (PLATELET DERIVED GROWTH
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FACTOR)

Tabla 2. Proteinas de la matriz osteoide

b. Constituyentes inorganicos:

La matriz 6sea contiene abundantes sales minerales en forma cristalizada, en particular la
hidroxiapatita o fosfato tricélcico [Ca3(PO4),.(OH);], carbonato célcico y fosfato octacalcico. En
cantidades pequeiias se encuentran los sulfatos, fluoruros e hidroxido de magnesio, todas estas

sales se encuentran depositadas en una reticula formada por las fibras de coldgeno.

El proceso por el cual estas sales se depositan y cristalizan en la reticula se denomina
calcificacion. Aunque la dureza del hueso se debe a sus componentes minerales, sin la existencia de

la reticula de colageno, el hueso seria fragil.

Las fibras de coldgeno y otras proteinas presentes en la matriz aportan flexibilidad,
resistencia a la tension, si faltan las fibras de colageno o estan son defectuosas se producen
enfermedades como la osteogénesis imperfecta, también conocida como huesos de cristal; por el
contrario, si se eliminan las sales minerales del hueso por disolucion en un acido débil como la
formula del vinagre, resulta una estructura flexible, esponjosa y gomosa, son las sales minerales
inorganicas depositadas en el tejido osteoide, que confieren al tejido su rigidez y dureza y act@ian

como una reserva de sales minerales, sensibles a estimulos endocrinos.

Las mas abundantes son fosfato de calcio amorfo y cristales de hidroxidos de calcio y de
fostato llamados hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH),), que son cristales aplanados (30nm por 3 nm) y

se adosan a lo largo de las fibrillas colagenas, a intervalos de unos 67 nm.
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La superficie del cristal est4 hidratada y existe una vaina de agua e iones rodeandolo, lo que

facilita el intercambio de iones entre el cristal y el liquido intersticial.

El hueso no es completamente macizo, sino que muestra muchos espacios entre sus
componentes duros, por estos espacios discurren los vasos sanguineos que nutren las células 6seas
y reducen el peso del hueso, segin el tamafio y naturaleza de estos espacios, los huesos se

. . 4
denominan compactos o esponjosos””.

¢. Sustancia amorfa (matriz amorfa o sustancia fundamental)

Es un gel semiliquido muy hidratado en el que se encuentran embebidas las células y las
fibras, de forma que permite la movilidad de las células y la difusion de sustancias. Formada,
principalmente por glucosaminoglicanos, polimeros largos de disacéridos repetidos, que

pueden ser no sulfatado (4cido hialurénico) o sulfatados (heparina)™.

Aparecen asociados a proteinas, formando proteoglicanos, centros protéicos a los cuales
se enlazan de manera covalente varios glucosaminoglicanos y glucoproteinas de adherencia,
moléculas grandes que se encargan de asegurar los diversos componen consistente en fibras
microscopicas en forma de hilos, las fibras estdn dispersas en una matriz, un gel ligero
compuesto de polisacaridos, secretada por las células que unen los componentes de la matriz

extracelular entre si y a integrinas y proteoglicanos de la membrana celular.

El fibroblasto sintetiza coldgeno y glucosaminoglicanos de la sustancia amorfa.

La funcion principal es la difusion de nutrientes y dar consistencia al tejido ya que retiene

el agua.
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CELULAS DEL TEJIDO OSEO

Al considerar las células del tejido 6seo es necesario diferenciar los elementos que
pertenecen estrictamente a dicho tejido de aquellos que pertenecen a la médula 6sea, los
progenitores de los osteoclastos son células hematopoyéticas también consideradas como células
Oseas, por consiguiente, se consideran como c¢€lulas Oseas las células progenitoras, los
osteoblastos, los osteocitos, las células tapizantes del hueso o de revestimiento 6seo (denominadas
por los anglosajones "bone lining cells") y los osteoclastos, aunque los tres primeros se consideran
como tipos celulares distintos, hay pruebas convincentes de que uno puede transformarse en otro y
es mas razonable considerarlos como estadios funcionales diversos de un mismo tipo celular.

También pueden distinguirse monocitos, linfocitos, macrofagos, adipocitos y células endoteliales®.

Células dseas?

ESTROMA MEDULAR TEJIDO OSEO

Stem Cells hematopoyéticas Osteoblastos

Stem cells mesenquimales

Pre-osteoblastos

Adipocitos Osteocitos
Macréfagos Osteoclastos
Mastocitos Pre-osteoclastos

Células endoteliales

Células linfoides

Tabla 3. Células 6seas

a. Células osteoprogenitoras

Son unas células no especializadas, derivadas del mesénquima que pueden experimentar

mitosis y transformarse en osteoblastos, estas células se encuentran en la capa interna del periostio,

en el endostio y en los canales perforantes y de Havers, ocasionalmente y bajo la influencia de




REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

factores de crecimiento como el TGFf (factor de crecimiento transformante §) algunas células

hematopoyéticas de la médula 6sea pueden diferenciarse a células osteoprogenitoras.

Se sabe desde los trabajos de Friedestein’ en 1976, y Owen’ en 1988, que de las células
mesenquimales embrionarias pueden originarse cinco estirpes celulares diferentes: fibroblastos,
osteoblastos, condroblastos, adipoblastos y mioblastos’, en respuesta a diferentes sefiales
moleculares que inician la cascada de activacion de diferentes genes, se encuentran en el periostio,
endostio y canales del hueso que contienen los vasos sanguineos son cé¢lulas alargadas con
citoplasma poco prominente, que proceden de las células mesenquimaticas primitivas y forman

una poblacion de células troncales capaces de dividirse.

Son células no especializadas derivadas del mesénquima, el tejido del que derivan todos los
tejidos conjuntivos. Se encuentran células osteoprogenitoras en la capa interna del periostio, en el
endostio y en los canales del hueso que contienen los vasos sanguineos, a partir de ellas se generan
los osteoblastos y los osteocitos para dar origen a células que se diferencian para dar lugar a

osteoblastos.

Fig. 13. Osteoblastos Fig. 14. Osteoblastos
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b. Osteoblastos

Los osteoblastos son células diferenciadas que sintetizan el coldgeno y la sustancia
fundamental 6sea, son células procedentes de las células mesenquimales pluripotenciales de la

. , . . . .. . 6 . . 4
médula osea, endostio , periostio y pericitos perivasculares’, su vida media es de 1 a 10 semanas

Los osteoblastos son células grandes (20-30um)*, poliédricas con largas y delgadas
prolongaciones citoplasmaticas que son rodeadas por el osteoide producido y que se asocian
mediante uniones del comunicacion (nexos o gap junction) con prolongaciones similares de los

osteoblastos vecinos (Fig. 3).

La diferenciacion osteobldstica viene determinada por la genética y los factores de

.. ’ . . ., 4
crecimiento, asi como por los marcadores de diferenciacion”.

a. Genética y marcadores de crecimiento: La diferenciacion hacia la especie
osteoblastica esta controlada por genes de la familia Hedgehog, por el factor

. .y ’ £y 7 8
de transcripcion Cbfa 1, y por proteinas morfogenéticas Oseas'.

b. Marcadores de diferenciacion: A medida que las células precursoras se van
diferenciando, expresan en la membrana celular proteinas especificas de su
funcion o marcadoras como el factor CBfa 1, colageno I, osteopontina,

. . . .8
fosfatasa alcalina, sialoproteina osea y la osteocalcina’.

Son las células que sintetizan la parte organica (colageno y glucoproteinas ) de la matriz 6sea
aun ritmo de 2-3 pm por dia y participan en la mineralizacioén de la misma, al expresar una enzima

, . . . . . ., . , 4
caracteristica, la fosfatasa alcalina, que permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 um por dia™ .

Se disponen siempre en la superficie 6sea, lado a lado, en una disposicion que recuerda al

epitelio simple. Los osteoblastos tienen dos destinos posibles: ser rodeados por la matriz 6sea que
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producen y pasan a ser osteocitos o permanecer en la superficie del tejido dseo recién formado,
aplanéndose y constituyendo las células de revestimiento 6seo, se ubican siempre en la superficie
del tejido dseo ya que este solo puede crecer por aposicion, constituyendo con el endostio una capa
protectora de la superficie 6sea, que juega un papel importante en la activacion del remodelado

6seo”.

Fig. 14. Osteocitos Fig. 15. Osteocitos

Son células que forman el tejido 6seo pero que han perdido la capacidad de dividirse por
mitosis, secretan coldgeno y otros materiales utilizados para la construccion del hueso y se
encuentran en las superficies O0seas y a medida que segregan los materiales de la matriz dsea, esta

los va envolviendo, convirtiéndolos en osteocitos.

Cuando estan en plena actividad (Fig. 1) su forma es cuboidea con un citoplasma basofilo,
que refleja su ergastoplasma muy desarrollado, tienen ademas un prominente aparato de Golgi, y
un reticulo endoplasmico rugoso de tamafio importante®, son células polarizadas que vacian sus
productos de secrecion por la zona del citoplasma en contacto con la matriz 6sea ya formada,

(matriz intercelular predsea o osteoide) (Fig. 2).
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OSTEORBLASTO

Forman una capa en las superficies de los huesos en

crecimiento, o como en el caso de la osificacion

astenide intramembranosa, rodean areas de osificacion, parte de su
momizesen califiesds  Membrana se encuentra en contacto con el borde osteoide,

llamandose asi el é4rea donde estd teniendo lugar la

Fig. 16. Oseoblasto . ., , . .
calcificacion, como otras células que fabrican activamente

proteinas, los osteoblastos tienen abundante reticulo endoplasmico rugoso y un area de Golgi muy
desarrollada, se reconocen facilmente vesiculas de pinocitosis cerca de la membrana responsables

de la secrecion del colageno.

El principal producto de los osteoblastos maduros es el coldgeno de tipo I que constituye el
90% de las proteinas del hueso, ademads, producen otras proteinas como la osteocalcina y las
proteinas Gla matriciales, y glicoproteinas fosforiladas incluyendo las sialoproteinas I y II, la
osteopontina y la osteonectina, las principales proteinas con actividad enzimatica producidas por
los osteoblastos son la fosfatasa alcalina y la colagenasa, que son las encargadas de sintetizar y

secretar la parte organica de la matriz 6sea durante su formacion .

Los osteoblastos son las células responsables de la formacion y organizacion de la matriz
extracelular del hueso y de su posterior mineralizacién, ademas liberan algunos factores que son

probablemente mediadores de la resorcion dsea.

Los osteoblastos participan también en el proceso de mineralizacion de la matriz 6rganica ya
que producen vesiculas de matriz, de unos 100nm de diametro, rodeadas de membana celular, que
acumulan Ca"" y POs= y son ricas ademés en fosfatasa alcalina y pirofosfatasa, enzimas que
capaces de generar iones PO4=, elevando su concentracion en el medio extracelular y creando

centros de nucleacion para el deposito de las sales minerales.
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Los osteoblastos:

- Sintetizan las proteinas coldgenas y no colagenas de la matriz organica del hueso.

- Dirigen la posicion de las fibrillas de la matriz extracelular.

- Contribuyen a la mineralizacion de la matriz osteoide, gracias a la fosfatasa alcalina.

- Median en la reabsorcion llevada a cabo por los osteoclastos a través de citoquinas

especificas’, como la osteoprogeterina (OPQG).

- Sintetizan factores de crecimiento”.

c. Osteocitos

Son las células mas abundantes del hueso (10 veces mas que los osteoblastos), y tienen forma
estellada y los procesos citoplasmaticos se hallan comunicados entre si a través de los conductos
calcoforos®, son las células propias del tejido 6seo formado, su citoplasma presenta ergastoplasma,

aparato de Golgi y puede presentar lisosomas.

Son células 6seas maduras derivadas de los osteoblastos que constituyen la mayor parte del

tejido 6seo, al igual que los osteoblastos han perdido la capacidad de dividirse.

Los osteocitos no segregan materiales de la matriz 6sea y su funcion es la mantener las
actividades celulares del tejido 6seo como el intercambio de nutrientes y productos de desecho.
Asi, controlan el remodelado 6seo, detectando las variaciones mecanicas de las cargas, fenomeno

. 11
denominado mecanotransduccion’ .
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Un cierto nimero de osteoblastos quedan atrapados en las lagunas de la matriz, una vez
mineralizada, pasando a ser osteocitos . Los osteocitos estdn interconectados por un sistema de
canaliculos aunque ya no excretan materiales de la matriz, los osteocitos pasan por varias fases de
maduracion hasta que quedan completamente rodeados por la matriz y se mantienen en un estado

de aparente reposo.

La fase formativa es la que tiene lugar cuando todavia mantienen una actividad osteoblastica
quedando atrapados en un tejido parcialmente osteoide. La fase de reabsorcion corresponde a un
periodo de la vida del osteocito en la que es capaz de resorber la matriz 6sea del borde de su laguna
(fase osteolitica) y, finalmente, en la fase degenerativa caracterizada por la picnosis y la
fragmentacion del nucleo, los osteocitos mueren. Se desconocen las causas de la degeneracion de
los ostecitos, pero mediante la determinacién de fosfatidilserina (marcador de apoptosis) en
cultivos de osteocitos, se ha observado que el flujo de fluido canalicular fisioldgico (0,6+0,3 Pa a
una frecuencia de 5 Hz) inhibe la apoptosis de los mismos, mientras que el estancamiento del fluido

la favorece.

El proceso de apoptosis parece mediado por Bcl-2 (proteina antiapoptotica) que se ve
aumentada cuando se aplica un estrés de cizallamiento sobre los osteocitos, se ha observado que
este fendmeno no afecta a los osteoblastos de superficie (lining cells), siendo especifico de los
osteocitos, esto confirma la hipotesis que el estrés del fluido interviene sobre el sistema canalicular

. . 2
pero no en las superficies del mismo’?.

Martin® establecié la hipotesis que los osteocitos, como mecanosensores, mantendrian
continuamente una sefal inhibitoria (de naturaleza molecular desconocida) con las células de
revestimiento para que no se inicie la remodelacion. Parece que las cargas normales mantendrian
esa sefial inhibitoria, y al tener un desuso importante desapareceria esa senal favoreciendo la
remodelacion, por otro lado en casos de sobrecarga moderada existirian microfracturas que podrian

inducir la apoptosis de los osteocitos®.
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Son capaces de sintetizar y de reabsorber, en forma limitada, a componentes de la matriz 6sea
("osteolisis osteocitica"), procesos que tienen importancia en la regulacion de la calcemia, cada
uno, banado por una delgada capa de liquido tisular, ocupa su laguna (Fig 17) y proyecta sus
prolongaciones citoplasmaticas por los canaliculos (Fig. 18), dentro de los cuales, toma contacto
con prolongaciones de osteocitos vecinos mediante uniones de comunicacion (Fig. 19), o con
células de revestimiento 6seo bafiadas por el liquido tisular del tejido conjuntivo que rodea a los

capilares sanguineos (Fig 20).

Son los responsables de mantener la matriz dsea, que se ubican en cavidades o lagunas
rodeadas por el material intercelular calcificado, su nutriciéon depende de canaliculos que penetran
la matriz 6sea y conectan unos con otros y con canales vasculares que penetran en el hueso o que se
ubican en las membranas conjuntivas que revisten la superficies del hueso (periostio y endostio),
ningun osteocito se encuentra a mas de una fraccion de mm de un capilar sanguineo, ya que ante un
trauma en el hueso, se origina hipoxia y necrosis de los osteocitos que estén a mas de 0.1 mm de un
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capilar intacto " .

Los osteoblastos y los osteoclastos se hallan en la superficie dsea, mientras que los osteocitos

estan en su interior.
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[ e

Fig. 17. Lagunas éseas Fig. 18. Prolongaciones osteocitos

OSTEQCITO

Fig. 19. Comunicaciones osteocitos Fig. 20. Osteocitos

d. Células de revestimiento 6seo

Las superficies inactivas del hueso estdn cubiertos por una capa de células planas muy
delgadas similares a las células endoteliales, al parecer derivan de los osteoblastos (mantienen una
actividad de fosfatasa alcalina) pero se desconoce cudles son sus funciones, se cree que su papel
mas importante es separar el fluido intersticial de los fluidos del hueso y contribuir a mantener las

concentraciones de calcio.
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OSTEOCITO DEGENERADO
La célula se encuentra en una laguna de contorna irregular, rodeada por compieto de matriz calcificada

Fig. 21. Osteocito degenerado

Son células aplanadas que revisten las superficie 6seas del interior de los huesos, y en su
mayor parte corresponden a osteoblastos inactivos(Fig. 22), que estan asociados entre si y con

prolongaciones de los osteocitos (Figs. 23 y 24).
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Fig. 22. Osteoblastos inactivos Fig. 23. Osteoblastos

Fig. 24. Osteoblastos

e. Osteoclastos

Son células moviles, gigantes y multinucleadas, se localizan adosadas a la superficie de

tejido 6seo que debe ser removido (Fig.1).

Los osteoclastos tienen un origen diferente, son células derivadas de los monocitos
circulantes que se asientan sobre la superficie del hueso, que proceden de las células madre
hematopoyéticas de la médula dseo, localizandose en las superficies 6seas firmemente asociadas a
la matriz dsea, y proceden a la destruccion de la matriz 6sea (resorcién ésea), siendo las células
responsables de la reabsorcion del tejido 6seo, que participan en los procesos de remodelacion de
los huesos y pueden encontrarse en depresiones superficiales de la matriz 6sea llamadas lagunas de

Howship.
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Fig. 25. Representacion esquematica de un osteoclasto. Esquema extraido de Texto Atlas de Histologia de

Gartner.*®

Los osteoclastos se forman por la fusion de varias células mononucleares derivadas de una
c¢lula madre sanguinea de la médula 6sea mostrando muchas propiedades de los macrofagos que
se caracterizan por disponer de una porcién de su membrana "arrugada" ,en forma de cepillo,
rodeada de un citoplasma libre de orgdnulos, llamada "zona clara" con la que se adhiere a la
superficie del hueso mediante integrinas (receptores especializados del hueso). El proceso de
resorcion se inicia cuando el aparato de Golgi de la células excreta lisosomas con enzimas capaces
de producir un microambiente acido por debajo de la membrana arrugada como consecuencia del
transporte de protones mediante la bomba de protones ATP-dependiente, el intercambio Na+/H+ y
la anhidrasa carbonica. Las enzimas lisosomales de los osteoclastos implicadas en este proceso son
cistein-proteasas como la catepsina y sobre todo, la fosfatasa acida tartrato-resistente (esta tltima
se utiliza como marcador del fenotipo osteoclastico), las enzimas lisosomales s6lo son liberadas en
la zona clara en las proximidades del borde arrugado produciéndose en este area las reacciones de
degradacion de la matriz que deben producirse antes que el medio acido disuelva las sales

minerales del hueso.
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La resorcion osteoclastica depende de una serie de factores reguladores externos como la
hormona paratiroidea, la 1,25-dihidroxivitamina D3 y la calcitonina, otros factores que afectan la

funcionalidad de los osteoclastos son los glucocorticoides y las prostaglandinas®.

Fig. 26. Osteoclastos realizando la reabsorcion 6sea.

Se originan por fusion de monocitos que han abandonado la sangre circulante y pertenecen
de hecho al sistema de fagocitos mononucleares, contienen numerosos lisosomas y en la superficie
del osteoclasto que esta en contacto con la matriz a remover se distinguen dos zonas distintas (Fig.
2): un anillo externo o zona clara que corresponde a una especializacion de la superficie celular, la
membrana se asocia estrechamente al hueso que delimita el area que se va a reabsorber, y la region
central o borde estriado que presenta profundos repliegues de la superficie celular bajo los cuales se
concentran gran cantidad de lisosomas y mitocondrias, ademas de ergastoplasma y cisternas del

Golgi.
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La membrana de los lisosomas primarios se fusiona con la membrana celular que reviste a los
repliegues del borde festoneado, liberando las enzimas lisosomales hacia el exterior y produciendo
una acidificacion del microambiente que bafia al tejido 0seo a reabsorber, el borde festoneado
contiene ademds gran cantidad de vesiculas endociticas y lisosomas secundarios, indicando que
ocurre ademas un proceso de fagocitosis del material parcialmente solubilizado, por el ambiente

acido y la accion litica de las enzimas lisosomales®.

Fig. 27. Lisosomas Fig. 28. Lisosomas
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4.1.2- ESTRUCTURA SEGUN EL TIPO DE HUESO

Histoldgicamente, el hueso en un tejido conjuntivo mineralizado muy vascularizado e
inervado, que esta estructurado en laminillas de matriz osteoide calcificada, la disposicion de
.. . . . 4 .
estas laminillas es la que determina que el hueso sea cortical o esponjoso’, los dos contienen

células especializadas, matriz organica y fase mineral.

a. Estructura del hueso compacto o cortical

Constituye la mayor parte de la diéfisis de los huesos largos asi como de la parte externa de
todos los huesos del cuerpo, constituye una proteccion y un soporte, tiene una estructura de laminas
o anillos concéntricos alrededor de canales centrales llamados canales de Havers que se extienden
longitudinalmente, recubiertos de laminillas en disposicion concéntrica donde se situan los
osteocitos”, éstos estan conectados con otros canales llamados canales de Volkmann que perforan
el periostio y ambos canales son utilizados por los vasos sanguineos, linfaticos y nervios para
extenderse por el hueso, entre las ldminas concéntricas de la matriz mineralizada hay pequefios
orificios o lacunae donde se encuentran los osteocitos, para que estas células puedan intercambiar
nutrientes con el liquido intersticial, cada lacuna dispone de una serie de canaliculos por donde se
extienden prolongaciones de los osteocitos, los canaliculos estan conectados entre si, y

eventualmente a los canales de Havers.

El conjunto de un canal central, las laminas concéntricas que lo rodean, las lacunae,
canaliculos y osteocitos en ellas incluidos recibe el nombre de ostedn o sistema de Havers, las

restantes laminas entre las osteonas se llaman laminas intersticiales.

b. Estructura del hueso esponjoso o trabecular

A diferencia del hueso compacto, el hueso esponjoso no contiene osteonas, sino que las
laminas intersticiales estan dispuestas de forma irregular formando unos tabiques o placas llamadas
, .. . 4 .
trabéculas, en forma de red que delimitan cavidades areolares’, y estos tabiques forman una

estructura esponjosa en cuyo interior se dejan huecos que estan llenos de la médula dsea roja.
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Dentro de las trabéculas estan los osteocitos que yacen en sus lacunae con canaliculos que irradian
desde las mismas. En este caso, los vasos sanguineos penetran directamente en el hueso esponjoso
y permiten el intercambio de nutrientes con los osteocitos, estan formados por delgadas trabéculas
(Fig. 29), que, en los huesos ya formados, corresponden a tejido 6seo laminar (Figs. 30 y 31)
rodeadas por células de revestimiento 6seo; los osteocitos de las trabéculas Oseas se mantienen

desde los capilares sanguineos vecinos ubicados en la médula dsea.

La orientacion de cada trabécula y la disposicion de sus laminilllas 6seas mineralizadas esta
determinada por las tensiones mecénicas locales con el objeto de resistir distintas fuerzas a las que
son sometidos, asi como a fin de una mejor transmision de las mismas y si cambia la direccion de
los requerimientos mecanicos a que es sometida una trabécula (aumento de peso del individuo,

crecimiento u otro) ella debe cambiar su orientacion.

El hueso esponjoso es el principal constituyente de las epifisis de los huesos largos asi como

de los huesos cortos e iregulares.
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Fig. 29. Tejido 6seo laminar Fig. 30. Tejido 6seo laminar

Fig. 31. Tejido 6seo laminar

4.1.3- OSIFICACION

Es el proceso mediante el cual se forma el hueso se denomina osificacién. En el embrion,
existe un precursor del esqueleto formado por tejido cartilaginoso hialino y mesénquina

embrionario que ya tiene una forma caracteristica a partir de las seis semanas.
. . . 167
La formacién de hueso sigue dos procesos diferentes '
a. Osificacion membranosa:

La osificacion intramembranosa es la que produce preferentemente huesos planos, como su
nombre indica tiene lugar dentro de una membrana de tejido conjuntivo, en este proceso, algunas
de las células mesenquimatosas que forman las membranas de tejido conjuntivo son transformadas

en osteoblastos constituyendo un centro de osificacion alrededor del cual se va formando hueso.

Se pueden distinguir los siguientes pasos:
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Las células mesenquimatosas se agrupan en racimos en el centro de osificacion y se

transforman primero en células osteoprogenitoras y luego en osteoblastos.

Los osteoblastos segregan matriz 6sea y fibrillas de coldgeno hasta que quedan

rodeados por completo por hueso neoformado.

Cuando estan rodeados por completo por matriz dsea, los osteoblastos se transforman
en osteocitos formando lagunas y canaliculos entre ellos y las fibras de colageno

quedan atrapadas en la sustancia fundamental.
El depdsito de calcio y de sales minerales endurece la matriz dsea al cabo de unos dias

Mientras se produce la calcificacion de la matriz dsea aparecen las trabéculas o
espiculas 6seas que se unen en una estructura en forma de malla dando lugar al hueso
esponjoso, la lamina central de hueso esponjoso se recubre por cada uno de sus lados
por placas de tejido 6seo compacto. Una vez formado, el hueso plano crece de tamaio

mediante la adicion de mas hueso por sus bordes

célula
, mesenquimatosa

capilar

Osteoblasto osificacion

\'

. e / r bl e
A~ =L

Fig. 29. Elementos involucrados en la osificacion membranosa

Slulg
megenguimatosa

capllar
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b. Osificacion endocondral

Casi todos los huesos del cuerpo se forman a partir de estructuras cartilaginosas en las que la
osificacion se extiende desde el centro hasta los margenes, un proceso denominado crecimiento
aposicional. Al mismo tiempo la division celular de los condrocitos seguida de la secrecion de
sustancias que forman la matriz da lugar a un crecimiento intersticial. A partir de la semana 5 6 6 de
la gestacion, el modelo cartilaginoso del hueso largo estd completamente formado, el modelo
cartilaginoso desarrolla un periostio, y en el centro se desarrolla un collar, en el que los
osteoblastos (que se han diferenciado a partir de condrocitos) depositan hueso. Poco después de la
aparicion de este collar dseo, el cartilago comienza a calcificarse forméndose un centro de
osificacion primario al penetrar un vaso en el centro de la difisis,simultaneamente a la osificacion
endocondral que avanza desde la diafisis hacia las epifisis de forma la cavidad medular, creciendo

el hueso en longitud.

La diéfisis que una vez fué una masa sélida de cartilago hialino, es sustituida por hueso
compacto en el centro del cual la cavidad medular se llena de médula 6sea roja, cuando los vasos
penetran en las epifisis, se forma un centro de osificacion secundario, a partir del cual el proceso de
osificacion es similar al producido en el centro primario; estos centros de osificacion secundarios
suelen aparecer en el momento del nacimiento, con la diferencia de que se forma hueso esponjoso,
y no se desarrolla una cavidad medular, en los extremos de las epifisis queda una porcion
remanente de cartilago constituyendo el cartilago articular, y entre las epifisis y la diafisis se
mantiene la placa epifisaria, también cartilaginosa a partir de la cual el hueso ira creciendo durante

el desarrollo del nifio hasta desaparecer en la edad adulta.

La placa epifisaria constituye el lugar a partir del cual el hueso puede crecer en longitud
durante la infancia y adolescencia, en ella se distinguen varios tipos de estructuras o zonas que se

extienden sin solucidon de continuidad, siendo éstas :

« Zona de cartilago en reposo: cerca de la epifisis, consiste en condrocitos dispersos

que no proliferan y que sirven de punto de anclaje, uniendo las epifisis a las diafisis
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« Zona de cartilago en proliferacion: es una lamina formada por condrocitos, algo
mayores que los anteriores, que se encuentran apilados y experimentando una mitosis
activa y, como consecuencia de ésta, la capa se espesa y toda la placa crece

longitudinalmente

« Zonade cartilago hipertréfico o maduro: consiste en condrocitos mas grandes todavia
dispuestos de forma columnar. La division celular es, igualmente, la responsable del
crecimiento de la placa, aunque en este area, algunos de los condrocitos experimentan

cambios degenerativos asociados con depositos de calcio.

« Zona de cartilago calcificado: consiste en un area de tan solo algunas células de
espesor, en la que las células han muerto o estan proximas a morir como
consecuencia de que la matriz alrededor de ellas se ha calcificado, a medida que la
calcificacion progresa, este area se vuelve fragil siendo invadido por osteoblastos y

capilares, quedando una capa calcificada sélida entre la placa epifisaria y la diafisis.

Fig. 30. Esquema osificacion endocondral
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La region entre la diafisis y las epifisis en las que la matriz calcificada es remplazada por
hueso, se denomina metafisis’ . El crecimiento de la placa epifisaria est4 controlado por la hormona
del crecimiento producida por la pituitaria y por las hormonas sexuales, y durante el crecimiento, el
proceso de calcificacion y sustitucion por hueso hace que la diafisis sea cada vez mas larga,
permaneciendo constante la placa epifisaria. Si se produce una fractura que afecte a esta placa
(fractura epifisaria) la cicatrizacion de la misma, inhibe parcialmente el crecimiento del hueso
resultando un hueso algo mas corto que el contralateral, esto se debe a que por ser el cartilago un
tejido avascular, se consumen preferentemente los recursos de reconstruccion quedando
parcialmente marginado el crecimiento 6seo, en cambio, si la fractura afecta solo al hueso, al estar

este vascularizado, su cicatrizacion no afecta a la funcion de la placa epifisaria.

Fig. 31. Esquema osificacion endocondral. Figura extraida de Histologia Bésica de Junqueira®®
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4.1.4. REMODELACION OSEA

El remodelado 6seo consiste en la reabsorcion de una cantidad determinada de hueso llevada
a cabo por los osteoclastos, asi como la formacion de la matriz osteoide por los osteoblastos, y su
posterior mineralizacion. Este fenomeno tiene lugar en determinadas areas de la cortical

denominadas unidades bdsicas de remodelado éseo®* (BMU).

Al igual que la piel, la mayor parte del hueso se forma antes del nacimiento, pero es renovado

continuamente a lo largo de la vida.

El tejido 6seo no se encuentra nunca en reposo sino que constantemente se renueva, por lo
que es un tejido dindmico en constante formacion y reabsorcion, este proceso dinamico,
denominado proceso de remodelado, permite la renovacion de 5-15% del hueso total al afo, en

.. 6
condiciones normales.

El hueso es el unico tejido del organismo capaz de regenerarse, permitiendo la restituto ad
integrum tras el trauma’, incluso los huesos largos que al llegar la edad adulta han adquirido su
forma y tamafio definitivos son continuamente remodelados, destruyéndose hueso viejo que es
sustituido por hueso nuevo, este remodelado permite que el hueso pueda ser una reserva continua
del calcio que el organismo necesita para otras funciones, estando regulado por varias hormonas,

vitaminas y otros factores.



REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

FACTORES ESTIMULANTES DE LA |FACTORES ESTIMULANTES DE LA
REABSORCION OSEA FORMACION OSEA

Prastaglandinas Suterdeuquina

Lercolriencs é?mwmfww.hwa

Suterleuquinas (S01, 83, 86, $L10, L17)
Facglores e necrosis. tumoral (N Fa, I
Sactores estimulantes e colonias:

- Swanulociticas-macrofigicas (SNM-COF)

Factor inhibidor de Lo Leucemia (L3F)

Proteinas motfogeniticas def hueso (BINYP)
Factor e crecimiento fibroblastico (FGF)
Factor e crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
Sutenferén gamma (SFO)
Sactores de crecimienta simifares a la inoubina:
- 35841

- 8582

Fig. 4. Factores involucrados en remodelacion ésea

Cuando se produce una fractura, se coloca un implante osteointegrado o se realiza un injerto

para aumentar el sustrato 6seo, antes de la insercion de un implante, lo que se pretende es la

regeneracion Osea, es decir, la formacion de hueso nuevo que, tras un proceso de remodelado, sea

idéntico al preexistente”.

A dia de hoy, los conocimientos que se tienen sobre las alteraciones dimensionales que

ocurren en la cresta alveolar tras una extraccion dentaria, los procedimientos clinicos disponibles

para preservar la dimension de la misma, y los crecientes estudios en humanos y perros,

demuestran que la curacion del sitio edéntulo se caracteriza por una marcada reduccion del grosor

de la tabla 6sea vestibular y el adelgazamiento de la cresta alveolar, también se pone de manifiesto

que tras una extraccion dentaria y la inmediata colocacion de un implante, se produce también una
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alteracion dimensional de la cresta 0sea. Rellenar el alvéolo con un biomaterial no reabsorbible y
altamente osteoconductivo, esta enfocado a compensar la pérdida de hueso vestibular y a mantener

el maximo volumen de la cresta alveolar, para lo que podemos ayudarnos de los biomateriales®.

Osteoblastos enreposo Preosteoclastos

2. Activacion

Osteoclastos Células mononucleares

3. Resorcion 4. Inversion

Ostecbilastos
=]

o e A C Ty |
e S [ i =

o

5. Formacion

Il Hueso mineralizado [ ] Hueso recién mineralizado

Fig. 32. Esquema del ciclo de remodelacion 6sea.
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Las extracciones dentales se realizan debido a caries, fracturas e infecciones periodontales,
sin embargo, se ha prestado poca atencion a la subsecuente pérdida de volumen de cresta 6sea que,

inevitablemente, tiene lugar.

El proceso alveolar, con su correspondiente volumen, es lo que necesitamos conservar tras
una extraccion, o lo que tenemos que regenerar en muchos casos para poder reemplazar el diente
perdido con implantes, este proceso alveolar podria definirse como el tejido 6seo que rodea un
diente totalmente erupcionado, se limita coronalmente por el hueso marginal de las paredes del
alvéolo mientras que una linea imaginaria parte el fondo del alvéolo en una direccion perpendicular
al eje axial de la raiz que lo limita apicalmente, por encima de tal linea, se encuentra el hueso basal
de la mandibula o del maxilar, las paredes del alvéolo se llaman lamina propia alveolar y la
estructura dura remanente es el hueso alveolar. En la lamina propia alveolar, las fibras de Sharpey
conectan el ligamento periodontal con el hueso alveolar y el esqueleto, en el lado contralateral del
ligamento periodontal, las fibras de Sharpey conectan el ligamento periodontal con el cemento y la
dentina del diente. Al igual que el cemento dental, la ldmina propia del hueso alveolar es una

estructura dependiente del diente , por tanto, tras una exodoncia se pierde gradualmente®.

Para contestar por qué se pierde hueso vestibular tras una extraccion dentaria, es importante
resefar que el hueso alveolar vestibular es més estrecho que su homdlogo lingual, ademas, el hueso
vestibular frecuentemente es s6lo hueso alveolar y, consecuentemente, desaparece tras la

. 2629
exodoncia™ .

El proceso de curacion del alvéolo tras una exodoncia puede dividirse en tres fases
principales: primero la inflamatoria, luego la proliferativa y, finalmente, la remodelativa®.
Después de una extraccion dental, la forma del proceso alveolar serd el resultado de la
remodelacion del hueso que tiene lugar en la diltima fase de la remodelacion 6sea”®*’. El modelado

0seo es igual en la zona bucal y lingual del proceso alveolar, pero sera la pared bucal, mas delgada,
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la que tenga una pérdida vertical mas evidente. Ademas, el sitio desdentado se caracterizara por

., , . 26,28 31
una marcada reduccion del grosor de la cresta 6sea vestibular™ ",

El primer paso para preservar el volumen del hueso alveolar tras la exodoncia es intentar
hacer la extraccion de de forma atraumatica para preservar la integridad de las paredes del hueso.
Los instrumentos para la misma deberian usarse de modo que la raiz no se fuerce bucalmente para
evitar la fractura de la tabla 6sea vestibular®. Otro concepto muy extendido entre los profesionales
es que la colocacion de un implante inmediato postextraccion evitaria tanta atrofia de la cresta. Los
estudio sobre modelos caninos demostraron, sin embargo, que la colocacion de un implante en el
sitio de exodoncia inmediatamente tras la misma, no siempre prevenian el remodelado 6seo y se

26-28

puede producir una pérdida vertical sustancial de la pared vestibular™ ", y existen varios estudios

que han confirmado que la colocacidon inmediata del implante es incapaz de prevenir la pérdida

osea >

, ademas, el implante inmediato es un procedimiento arriesgado que puede incluir
alteraciones en la cresta como recesiones de los tejidos blandos periimplantarios que podrian

conllevar indeseables efectos estéticos.

Recientemente, varios estudios sobre humanos y sobre animales han ido enfocados a evaluar
la hipotesis de que la introduccion de un biomaterial en el alvéolo inmediatamente después de la
extraccion dentaria representaria una solucion para la pérdida de proceso alveolar. Los estudios
clinicos randomizados han demostrado que con un xenoinjerto como seria el hueso bovino
liofilizado, insertdndolo en el alvéolo inmediatamente después de la exodoncia, puesto que es un
material osteoconductivo, compensa en parte el colapso de la tabla 6sea tras la exodoncia, pero es
un material no reabsorbible, tiene un buen efecto de andamiaje, por lo que podria ser una opcion
relativamente buena para mantenimiento de la cresta Osea, pero no regenerard fielmente un buen

. 30,35
soporte 0seo nuevo™ .

Otros estudios preclinicos se han llevado a cabo usando injertos bifasicos, con ceramicas de

2,36

fosfato calcico con plasma rico en plaquetas™", con algunos mejores resultados, o incluso injertos
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bifasicos de hidroxiapatita y p-TCP (Bone ceramic®)’’, en los que se han observado buenas
propiedades; la eficiencia de estas ceramicas en las que se une HA/TCP, estd continuamente
demostrada por los resultados de los estudios clinicos, sin embargo, existen diferencias importantes
en la tasa de regeneracion del hueso y la reconstruccion 6sea, al emplear el sustituto 6seo sintético;
estas diferencias en rendimiento y eficiencia se pueden vincular al sitio de la operacion, al paciente
y a la técnica quirurgica, estdn vinculadas fundamentalmente también a las caracteristicas quimicas
(HA, TCP, mixtos bifasicos) y las estructuras (poros, superficie especifica de la constitucion de

cristal de la ceramica)®*®’,

a. Remodelacion de trabéculas en el hueso esponjoso:

El cambio en la forma de una trabécula se realiza mediante dos procesos coordinados que

ocurren en zonas precisas de la trabécula a remodelar:

- Crecimiento por aposicion de la trabécula por accion de los osteoblastos que
depositan laminillas sucesivas de tejido 6seo, en la zona en que existe un

requerimiento mecanico.

- Remocion del tejido dseo de la trabécula por accion de los osteoclastos en los sitios

en que no esta sometido a tracciones ni a compresiones (Figs. 33 y 34).

Fig. 33. Accion osteoclastos Fig. 34. Accion osteoclastica
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Los investigadores han descubierto que la estructura de los huesos humanos es
enormemente diferente a la que previamente se creia , los hallazgos tendrian implicaciones en

coémo se tratan algunos desordenes debilitantes de

los huesos. Hueso con
) ) Hueso Normal Osteoporosis
Se ha descubierto, estudiando Ia .

mineralizacion en huesos de caballo usando una
herramienta de analisis como es la RMN, que las
caracteristicas de dureza y rigidez de los huesos
son predominantemente debidas a la presencia de
azucares especializados, no solo proteinas, como

se creia anteriormente, sus hallazgos podrian tener

impactos radicales en los tratamientos para la

Vista microcopia

. . . 12 i i i
osteoporosis y otros desordenes O6seos “. Vista microcopia

Fig. 35. Esquema hueso osteoporotico

Durante muchos afios se mantuvo la opinién de que el coldgeno y otras proteinas eran la llave
molecular responsables de estabilizar la estructura 6sea normal, esta creencia ha sido la base de
algunas de las medicaciones actuales para los desordenes Oseos y la sustitucion de material 6seo,
del mismo modo, los investigadores prestan poca atencion al rol de los azlicares (carbohidratos) en
el complejo proceso del crecimiento 6seo, se ha encontrado que los azucares, particularmente
proteoglicanos y glicosaminoglicanos, parecen jugar un papel tan importante como el de las
proteinas en el control de la mineralizacion o6sea, el proceso por el cual los huesos de reciente

., . . . 12
formacion son endurecidos con minerales como el fosfato de calcio™~.



REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

4.2 ESTADO ACTUAL DE LAS INVESTIGACIONES EN CEMENTOS

CALCICOS ¥

Las técnicas de regeneracion de hueso constituyen un procedimiento quirdrgico para
incrementar la cantidad y la calidad de hueso en areas donde el volumen insuficiente de huesos
hace peligrar la estabilizacion de los implantes osteointegrados. Los biomateriales para la
estimulacion de la regeneracion Osea deberian combinar las capacidades de osteogénesis,
osteoinduccion y osteoconduccion, ademas, deberia poder reabsorberse y ser reemplazado
gradualmente por hueso neoformado. El uso de varios sustitutos 6seos ha sido descrito para la
regeneracion Osea, sin embargo, sOlo los injertos autélogos retinen todas las propiedades
mencionadas, siendo el material ideal (gold standard), sin embargo, la limitada disponibilidad de
injertos en las areas intraorales y las posibles complicaciones post-operatorias asociadas al empleo
de injertos extraorales, fuerza a los profesionales a usar otros biomateriales en la regeneracion

oseal> !

. Aunque historicamente, el hueso autdlogo ha sido considerado el material ideal, su
empleo implica ciertas desventajas, como la necesidad de dos zonas quirurgicas, el limitado

volumen de injerto para la rehabilitacion de grandes defectos y una elevada morbilidad®”.

Una alternativa a los autoinjertos, son los aleinjertos (injertos de otro individuo de la misma
especie), tales como hueso el hueso lifolizado y desmineralizado (DFDBA), procedente de bancos
de tejidos, desafortunadamente, hay mucha controversia hacia la capacidad de osteoinduccion de
estos materiales'®, ademas del riesgo de reacciones inmunolégicas y de transmision de infecciones,
actualmente, solo las proteinas morfogenéticas (BMP) parecen tener las propiedades de

. ., ., , .. . 17-22
osteoinduccion y osteoconducion pero su uso estd muy limitado debido a su alto coste "™*.
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Las propiedades osteoconductivas ofrecidas por los sustitutos naturales 6seos de origen
animal (xenoinjertos), tales como el colageno y la hidroxiapatita bobina solucionan algunas de las

. .. . 17-18
limitaciones de los injertos autogenos' '*.

El hueso bovino era uno de los mas empleados en el campo dental dentro de los xenoinjertos,
estos productos necesitan una preparacion compleja de proteinizacion, eliminacion de agentes
infecciosos, y esterilizacion por rayos gamma, después de estos procesos aun mantiene un variable
volumen de proteinas diferentes al colageno y coldgeno de tipo 1, pero mantiene la estructura

esponjosa.

Los productos de origen animal pueden producir alergias, transmitir agentes contaminantes
(EBS) incluso inmuundgenos, este tipo de técnica requiere controles obligatorios de sanidad, y
muchas veces es imposible obtener el 0% de riesgo que se obtiene con las estructuras sintéticas.
Especificaciones reguladoras en paises, como Francia, prohiben a los pacientes asistidos con
ambas técnicas de regeneracion Osea ser donantes de sangre de por vida, esta regulacion es fruto de

la imposibilidad de dar garantias en este tipo de técnicas’ 2.

Las técnicas de aloinjerto y xenoinjerto no se reabsorben facilmente debido a su alta
densidad, después de 14 afios, particulas de hueso bovino son facilmente observables en pacientes
. . , . -, 71,142 , , . e .
sin ningun signo de reabsorcion , de ahi que, cada vez mas, se recurra a los sustitutos sintéticos,
fundamentalmente los basados en hidroxiapatita o en fosfato tricdlcico, existe una multitud de
sustitutos sintéticos. El funcionamiento y los resultados varian en funcién de la proporion de

HA/TCP, la proporcién entre estos dos componentes es crucial en la fabricacion del biomaterial, ya
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que controlan los parametros de reabsorcion 6sea y la regeneracion del hueso. EI TCP es mas
soluble que la HA, asi pues la reabsorcion del biomaterial sera proporcional a la cantidad de TCP
que contenga, por lo tanto, es posible asociar HA y TCP en proporciones variables en funcion de la
aplicacion del material. El porcentaje de porosidad (macro y microporos) es muy importante para
la colonizacion del material por los fluidos bioldgicos, cuanto mas permeable es el material para las

4 r . : : 68,71
células, mas eficiente es el crecimiento del hueso™™ .

Por ejemplo, la composicion del hueso bovino es muy similar a la hidroxiapatita del hueso
humano, ya que contiene una proporcion de calcio/fésforo de 1.67, idéntica a la existente en la

1821 su matriz mineral contiene cristales de calcio de 100 um de diametro,

hidroxiapatita humana
presentando asi propiedades morfolégicas y estructurales muy similares a las del hueso
humano'”"’. Ademas, la topografia rugosa del Bio-Oss® favorece el anclaje de los osteoblastos, la
. ., o . . 20
proliferacion y la sintesis de la matriz 6sea en su superficie™, y es actualmente, uno de los
biomateriales mas frecuentemente usados en los procedimientos regenerativos, sin embargo, los
materiales basados en hidroxiapatita tienen una reabsorcion muy lenta in vivo, lo que puede
aumentar en varios meses el proceso de maduracion del hueso neoformado, asi, el futuro se enfoca

al desarrollo de los biomateriales reabsorbibles con propiedades osteoconductivos y

osteoinductivos .

Estudios recientes, han demostrado que los nuevos cementos de brushita producen una

., . , . . . . 14
regeneracion vertical en defectos 6seos mayor que la hidroxiapatita bovina .
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Fig. 36. Seccion de calota de conejo injertada con Nuevo material de brushita. El biomaterial estd rodeado de
tejido 6seo y puede observarse neoformacion ésea en las zonas donde se ha reabsorbido la estructura del injerto™.
Seccion ampliada x 20

el i % : :

Fig. 37. Seccion de calota de conejo injertada con Nuevo material de brushita. La fotografia muestra
.7 r . .r . . 41 .7 .

neoformacion ésea en una orientacién laminar en contacto con el material. Seccion ampliada x 40.
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= Fig. 38. Seccion de calota de conejo injertada con Blo Oss. Se

muestran nuevas zonas de neoformaczon dsea creciendo en la superficie de los granulos de Bio-Oss'*. Seccion
ampliada x 10

i Fig. 39. Seccion al microscopio de injerto de Bio-Oss. Se
observan osteoblastos formandose sobre la superficie de los granulos de Bio-Oss, pero no se ve reabsorcion en
los mismos'*. Seccién ampliada x 20

Las condiciones ideales de los biomateriales destinados a la regeneracion 6sea han variado
desde los requisitos iniciales de biocompatibilidad y osteoconduccién, y deben estimular una
respuesta biologica y celular adecuada, deben ser reemplazados de forma progresiva por nuevo
tejido, surgiendo la denominada “ingenieria de tejidos™’. La reabsorcion del biomaterial no debe
ser demasiado rapida para permitir la colonizacion de los poros por células madre, que deben ser
diferenciadas entre osteoblastos y osteoclastos, debe haber un equilibrio 6ptimo entre reabsorcion

y crecimiento interno de hueso, sin pérdida de volumen'*



REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

El biomaterial debe formar un sélido material arquitectonico bioactivo, que gracias a la
interaccion de los fluidos biologicos y a las células del medio ambiente favorecen la colonizacion
progresiva del hueso a fin de sustituir totalmente la matriz por hueso vivo, arquitectonicamente

similar al hueso existente en el paciente®®*’.

Las distintas formas de los minerales basados en fosfato calcico son de gran utilidad en
odontologia y cirugia ortopédica, estos materiales estan compuestos de los mismos elementos que
se encuentran en el hueso y por ello son bien tolerados por el organismo mostrando gran capacidad

osteoconductora y osteoinductora.

Los materiales con base de fosfato calcico pueden ser de origen natural, como el hueso

humano, el coral, y el hueso animal, o sintéticos como las ceramicas y cementos.

Las ceramicas son productos inorganicos, vidriosos € i6nicos que se preparan a altas
temperaturas, poseen excelentes propiedades mecanicas pero carecen de la posibilidad de ser
moldeadas o adaptadas al lugar de aplicacion quirtirgica y su estructura suele consistir en cristales
grandes, las mas usadas son las ceramicas de fosfato calcico, que pueden clasificarse en funcion de
la reaccion que producen como™*:

- Ceramicas bioinertes: representadas fundamentalmente por los compuestos de
alimina y 6xido de zirconio, se han empleado mucho en zonas de carga funcional
como la cadera, debido a su excelente resistencia mecanica y durabilidad.

- Ceramicas bioactivas o biovidrios: con capacidad de adhesién directa al hueso
mediante la formacion de una capa de apatita en la interfase, fueron ideadas por

~ 40-42
Hench en los afios 70 .
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- Ceramicas bioreabsorbibles, con capacidad de degradacion progresiva y sustitucion
por hueso neoformado. El fosfato tricalcico (Casz(POs),) , y la hidroxiapatita,
Cajp(PO4)s(OH),, son las més usadas, siendo mas soluble y con mayor degradacion el

TCP?’ (fosfato tricalcico).

Los derivados del fosfato célcico , y en concreto, las bioceramicas se emplean en cirugia oral
y craneofacial, odontologia, cirugia ortopédica, traumatologia y como relleno 6seo en cirugias
. 51 . , . . .
resectivas tumorales” . Existen més de 50 preparados comerciales disponibles en el mercado y se
. - . 39 ;
realizan alrededor de 250000 injertos 6seos anuales’ . El TCP ayuda a regenerar las células del
.. , 61 . . . . 1, . ,
tejido 6seo’, si se une con hidroxiapatita, una de las estructuras bioldgicas mas cercana a la
composicion natural del hueso (apatita), junto con una tasa de reabsorcion controlada y una
adhesion celular integrada y capacidad de regeneracion Osea, la rapida disolucion del cristal

6263 E| sustituto de hueso

permite la formacion de cristales de apatita dsea, generando nuevo hueso
debe responder a una funcidn principal: regenerarse a cargo de la arquitectura del hueso vivo

(mismas propiedades mecénicas que el hueso original). Si es implantado en el hueso esponjoso,

¢ste adquirira estas propiedades, mas atn que el cortical.

El sustituto de hueso que permita propiedades mecdnicas serd gracias al potencial

osteoconductivo’’.

Las condiciones ideales de los biomateriales destinados a la regeneracion 6sea han variado
desde los requisitos iniciales de biocompatibilidad y osteoconduccion, deben estimular una
respuesta bioldgica y celular adecuada y deben ser reemplazados de forma progresiva por nuevo

tejido*™*.
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Los cementos se preparan a partir de una mezcla de polvo y liquido que carece de
propiedades mecanicas interesantes, pero una vez inducida la reaccion de fraguado, se convierten
en una pasta moldeable que al endurecer adquiere propiedades mecanicas de un solido, y puede
adaptarse a la forma necesaria durante la intervencion quirurgica u odontoldgica. Ademas su
estructura microcristalina les otorga una gran 4area superficial, facilitando su uso como
vehiculizantes de liberacion controlada de farmacos 100, estas cualidades de los cementos de fosfato
calcico estan provocando un creciente interés por los mismos reflejado en el aumento exponencial
del numero de trabajos publicados en los Ultimos afos, que ya supera al de ceramicas de fosfato

calcico.

Los cementos 6seos estan divididos en dos familias: cementos de fosfato calcico y cementos

poliméricos de metilo metacrilato.

Los cementos de fosfato calcico son materiales biocompatibles y biodegradables que
pueden inyectarse y ser utilizados en procedimientos quirurgicos tan variados como:

1) Fijaciones de fracturas, dando estabilidad a las mismas y reduciendo la

necesidad de injertos'".

2) Vertebroplastias y kifoplastias'%*.

3) Reparaciones craneales y reconstrucciones oseas .

4) Endodoncia como sellador pulpar, siendo una alternativa a los irritantes selladores de

ZnO-E 104105

5) Recubrimiento de pulpa dental, como alternativa a los citotdxicos cementos de zinc,

: . .. 105-106
composites y ionomeros de vidrio .
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Resumen de las propiedades y utilidades de los cementos dseos

Cemento F. compresion Osteoconduccién Reabsorcion Tratamientos
Dentales Médicos
Hidroxiapatita ---- 180MPa Si Muy lenta Ttos. Canal Fijacion fractura

Fijacion implantes ~ Vertebroplastia
Recubrimiento pulpar Craneoplastia
Defectos periimplante Craneoplastia
Fosfato célcico Defectos periodontales Aumento nasal
Fracturas tibia
Quiste 6seo
Defectos craneo

Brushita ----------- 30 MPa Si Rapida En estudio Fijacion tornillos
Craneoplastia
Vertebroplastia

Sulfato célcico 45 MPa Si Muy rapida | Defectos periodontales Kifoplastia
Obturacion temporal ~ Vertebroplastia
Elevacion seno'”

Conservacion alvéolo

Postexodoncia

Polimetilmetacrilato 5,2 GPa No Nula Base protesis Kifoplastia
Vertebroplastia
Fijacion fractura
Artroplastia cadera
Craneoplastia
Hemangioma
Mieloma

Tabla 5. Propiedades y utilidades de los cementos cdlcicos

Los cementos de metacrilato son materiales poliméricos, faciles de manejar, radiopacos y
tienen buenas propiedades mecanicas, tiempos de fraguado, e inyectabilidad '”’, no obstante, el
metacrilato es menos biocompatible que el fosfato calcico, fragua en una reaccién exotérmica
irritante, y no puede ser reabsorbido por el organismo'®, ademas el residuo que liberan estos
cementos aumenta la reabsorcion Osea ya que provoca la produccion de sustancias como la
interleukina-1, el factor de necrosis tumoral, la prostaglandina E2, la Interleukina-6 y la

109-112,

calcetonina relacionadas con la reabsorcion osea ; por estas razones los cementos de fosfato
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calcico estan siendo investigados como alternativa a los cementos de metacrilato y a las ceramicas
Oseas abriendo muchas puertas en el horizonte de los materiales para regeneracion Osea tanto en

traumatologia y odontologia (como en endodoncia, cirugia oral, odontologia conservadora e

: 113
implantologia’ ).
Compaiiia Nombre Cemento Componentes Producto final
ETEX 4-BSM Polvo: ACP 50%, DCPD 50% HAP
Embarc Solucion: H20 (Solucion salina)
Biobon
Stryker-Leibinger Corp BoneSource Polvo: TetCP 73%,DCP 27% HAP
Liquido: H20,Na2HPO4 Y NAH2PO4
Cementek Polvo: 4a-TCP, TetCP, Na Glicerofosfato HAP
Solucién: H20, Ca(OH)2, H3PO4
Cementek LV Polvo: 4-TCP, TetCP, Na Glicerofosfato, dimetilsiloxano
Solucioén: H20, Ca(OH), H3PO4
Biomet Calcibon Polvo: 4-TCP 61%, DCP 26%, CaCO3 10%, PHA 3% HAP
Solucion: H20, NaH2PO4
Mimix Polvo: TetCP, a-TCP, C6H407Na3, 2H20
Solucion: H20, C6H807
Quick-Set Mimix Polvo: ND HAP
Solucion: ND
Mitshubishi Materials Biopex Polvo: 4&-TCP 75%, TetCP 18-20%, DCPD 5%, HA 0-2% HAP
Solucion. H,O, succinato sodico 12%, condroetin sulfato
sodico 5-5,4%
Biopex-R Polvo: 4&-TCP, TetCP, DCPD, HA, Mg3(POs),, NaHSO5 HAP
Solucién: H,O, succinato sodico 12%, condroetin sulfato
Sodico 5-5.4%
Kyphon KyphOs Polvo: 4-TCP 77%, Mg3(POs), 14%, MgHPO, 4.8%, HAP
SrCO; 3.6%
Solucion: H,O, (NHy),, (3.5 M)
Skeletal Kinetics Callos Polvo: ND HAP
Solucion: ND
Shangai Materials Co. Rebone Polvo: TetCP, DCP HAP
Solucion: H,O
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Synthes-Norian Norian CRS Polvo: 4-TCP 85%, CaCOs 12%, MPCM 3% HAP
Norian SRS Solucién: H,O, Na,HPO,
Norian SRS Fast Set Putty[ Polvo: ND HAP
Solucion: ND
ChronoOS Inject Polvo: 4&-TCP 73%, MCPM 21%, MgHPO, 3H,0 5% Brushita
Kasios Eurobone Polvo: 4-TCP 98%, NasP,0; 2% Brushita
Solucion: H20, H3PO4
CalciphOs VitalOs Polvo:

- Componente 1: 4-TCP 1,34g, NaH,P,0,0,025g, H,O
PBS 0.05M Ph 7.4

- Componente 2: MCPM 0.78g, CaSO,H,0 0.39¢g, H,O
H;PO, 0.05M

Tabla 6. Cementos oseos comercializados

Brown y Chow en 1986, fueron los primeros en desarrollar un cemento de fosfato célcico

ortopédico/dental que producia hidroxiapatita después de fraguarm, a partir de entonces se han

desarrollado diferentes formulaciones de cementos de hidroxiapatita que emplean varios

precursores de la reaccion de fraguado ''>. Un cemento de fosfato calcico con una diferencia

esencial al propuesto por Brown y Chow es el cemento de brushita, descrito por Lemaitre en 1987,

que se obtiene mezclando monofosfato calcico con fosfato tricalcico

117-118

. Existen, dependiendo

del resultante de la reaccion quimica, dos familias de cementos de fosfato calcico: cementos de

hidroxiapatita (HAP) y cementos de dihidrato de fosfato dicalcico (DCPD o Brushita).

Hasta ahora, la mayoria de los estudios se han concentrado en el desarrollo de los cementos

de hidroxiapatita por tres razones principales:

1) Estéa presente en el hueso.

2) Tiene buenas propiedades mecanicas.

3) Fragua con un pH neutro.
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A pesar de estas ventajas que tienen los cementos de hidroxiapatita, los cementos de brushita
han levantado recientemente un gran interés debido a su capacidad de ser reabsorbidos por el

13,118
", se ha comprobado que se

organismo de manera mucho mas rapida que la hidroxiapatita
encuentra en defectos negativos de hueso, tratados con Bio-Oss y con cementos basados en
Brushita, que el aumento de hueso es menor en los tratados con Bio- Oss, por lo que los néveles
cementos de brushita producirian mejor regeneracion vertical de hueso que el Bio-Oss'?, justo 4
semanas tras la implantacion de los dos materiales en huesos de calota de conejo, muestra

reabsorcion del material basado en cementos de brushita, mientras que el Bio-Oss permanece sin

14
reabsorber .

Los granulados de hidroxiapatita bovina, han sido usados extensamente en la regeneracion de
hueso por ser un material osteoconductivo, aunque su lenta reabsorcion compromete la calidad de

o . 13-14
la regeneracion dsea a lo largo del tiempo ™.

La reabsorcion de la hidroxiapatita es debida principalmente a la accidon celular y esta
limitada a la superficie del material, ya que las células no pueden penetrar la estructura
microporosa del cemento y este se mantiene estable en el organismo durante periodos superiores a
12 meses'">, los cementos de brushita son més solubles y reabsorbibles que los de hidroxiapatita al

pH fisiologico de 7,4.

Por los motivos anteriormente expuestos, el uso de los cementos de brushita esta enfocado a
situaciones en las que se necesita regeneracion dsea, mientras que los cementos de hidroxiapatita se

utilizan cuando la reabsorcion del material es innecesaria, como en los procesos de vertebroplastia
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o de obturaciones dentales, en la tabla se muestra la lista de cementos de fosfato calcico

. q- . .. 119
comercializados hasta el momento junto con sus composiciones .

Los cementos de brushita se preparan mediante una reaccion acido-base que ocurre entre el
fosfato tricélcico beta y protones donados por un fosfato célcico acido como el fosfato monocalcico
dihidrogeno, o simplemente aportados mediante una solucion de un 4cido como el fosforico o el
sulfurico. Aunque estos cementos son biocompatibles y reabsorbibles, tienen un tiempo de
fraguado demasiado rapido, y son demasiado viscosos lo que ha limitado su empleo clinico'*’, los
cementos de brushita han sido mejorados incorporando en su composicion sustancias que
prolongan el tiempo de fraguado y mejoran las propiedades mecanicas y el manejo de los mismos,
se han utilizado con éxito retardantes quimicos como el pirofosfato sodico, iones de citrato, iones

121'122, también se han

de fitatocitrato y citrato de sodio, para prolongar el tiempo de fraguado
ensayado diferentes soluciones 4cidas como precursoras de la reaccioén de fraguado con el fin de
mejorar las propiedades mecanicas del cemento y su inyectabilidad; en un principio se us6 agua
destilada, 4cido fosforico y el 4cido sulfirico'?, a los que posteriormente se afiadieron polimeros

123
, se ha

como el &cido hialurénico y goma de xantham mejorando el manejo del cemento
demostrado recientemente que con el uso de aditivos poliméricos gelificantes en la fase liquida del

., . 100
cemento aumenta la cohesion del mismo .
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4.3- DESCRIPCION DE LOS MINERALES QUE CONSTITUYEN LOS

CEMENTOS CALCICOS.

4.3.1 BRUSHITA

Brushita es el nombre que se le otorga al mineral de fosfato calcico dibasico
dihidratado de formula Ca(HPO4) . 2H20; que cristaliza en una celdilla monoclinica de

dimensiones a= 5,83 A; b=15,19 A; c=6,26 A; =116,47°.

Su peso molecular es de 172,10. Su composicion por peso es la siguiente:
Calcio (23,29 %), Fosforo (18,0 %), Hidrogeno (2,93 %), Oxigeno (55,78 %), o también:
H,0 (26,17 %), CaO (32,59 %), P,Os (41,24 %).

Es practicamente insoluble en agua, poco soluble en 4cido acético y soluble en HCI o
HNO;3, se usa en odontologia en la pasta de dientes, en la alimentacion, en la fabricacion de

vidrio y en fertilizantes'**.

La estructura cristalina de la brushita consiste de laminas compactadas de cadenas
paralelas en las que los iones de calcio estan coordinados por seis &tomos de oxigeno de los
aniones de fosforo, y por 2 atomos de oxigeno de las moléculas de agua. La brushita contiene
2 tipos de moléculas de agua, una con un angulo H-O-H igual a 106,6° y la otra con 105,4°.
Las uniones de hidrogeno de estas moléculas varian entre si, el primer tipo de molécula tiene
enlaces de hidrégeno de forma lineal mientras que el segundo tipo los tiene con angulos de
167,3° y 165,8° '%. La brushita es un electrolito solido con una capa de moléculas de agua
adsorbidas sobre su superficie que con sus uniones de hidrogeno contribuyen a la emigracion

- . 126
protdnica en el complejo .

La brushita es el fosfato célcico menos estable seglin la regla de paso de Oswald y

siendo una fase metaestable en condiciones fisioldgicas. Por ello es mucho mas reabsorbible
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que la hidroxiapatita y que el fosfato tricalcico beta '2'?’. De hecho, la brushita puede
reabsorberse a una velocidad ligeramente superior a la de neoformaciéon de hueso lo cual es

muy interesante en procesos de regeneracion 0sea 130

La velocidad de disolucion de la brushita es de 4.26 x 10-4 mol-m-2-min-1 a pH de
5,5. Este valor es 3,4 veces mas rapido que el del &-TCP (1,26 x 10-4), y mucho mas rapido
(300 veces) que el de la hidroxiapatita carbonatada 1,42 x 10-6, que es la hidroxiapatita con

) ., , 131
velocidad de reabsorcién mas alta ',

En el hueso, la brushita es una de las primeras fases de fosfato célcico que se forma en

el comienzo de la nucleacion y crecimiento de los cristales de HAP siendo un mineral

importante en el crecimiento de la hidroxiapatita in vivo'*”.

T

Fig. 40. Imagen brushita
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Fig. 41. Composicion atomica brushita

4.3.2- FOSFATO TRICALCICO p O EHITLOCKITA

Fig. 42. Whitlockita (Jeff Weissman/Photographic Guide to Mineral Species)
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Es un fosfato célcico tribdsico y terciario conocido también como “bone ash” o
“ceniza de hueso”, su forma cristalizada se conoce como también como whitelockita y es la
que observamos en la figura 43. Su estructura quimica es Cas(POys),. El peso molecular es
310,2 D, su densidad es de 3,13g/cm3 y su forma de cristalizacion es trigonal-ditrigonal
piramidal con dimensiones de celda: a = 10,33 A; ¢ = 37,103 A; Z =6. La composicion en
peso es: calcio (38,76 %); fosforo (19,97 %) y oxigeno (41.27%). O también: CaO (54,24 %);
PO, (61,24 %); H3PO4 (63,19 %); P,0s(45,76 %). Se suele presentar como un polvo blanco

sin sabor.

Es insoluble en agua, alcohol o acido acético; es soluble en HCl y HNOs, se usa en la
industria del vidrio, de los productos lacteos, en polvos dentales para pulir, en porcelanas,
ceramica, en la industria alimenticia, textil, y en piensos de animales. También se utiliza
como antiacido [Casa Merk Index]. El a-Fosfato tricalcico tiene buena biocompatibilidad,
bio-reabsorcion y osteoconduccion, por ello se usa desde hace afios en el ambito quirargico

de la regeneracion 6sea’ "' .
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4.3.3- MONOFOSFATO CALCICO

Fig. 43. Unidad de celda del mono fosfato calcico.

También se puede llamar fosfato monocalcico, fosfato calcico monobasico, bifosfato

calcico, fosfato clasico primario o calcio superfosfato.

Su estructura quimica es la siguiente: CaH4(PO4)2 . H20; su peso molecular es de
252,09 D y su composicion en peso es: Ca (15.90%), P (24.58%), O (57%), H (2%), tiene
sabor acido fuerte, densidad de 2,20g/cm3, parcialmente soluble en agua, se descompone en
H3PO4 y en sal insoluble dibdasica o tribasica, es soluble en HCl, HNO3 y en acido acético,
se utiliza en los bicarbonatos para la fabricacion del pan, en las harinas y como complemento

. . . 134
alimenticio 7.
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3.4- MATERIAL IDEAL PARA LA REGENERACION OSEA

El material ideal para regeneracion Osea, ademés de ser biocompatible,
osteoconductor, osteoinductor y osteogénico, debe tener buenas propiedades mecanicas, ser
facil de manejar, facil de adaptar y debe tener una velocidad de reabsorcion equiparable a la

velocidad de crecimiento Oseo.

La osteoconduccion es la capacidad de una material para guiar y soportar la
neoformacion de hueso (por ejemplo la hidroxiapatita). La osteoinduccion es la capacidad de
un material para estimular la diferenciacion de células mesenquimales en células
osteoformadoras (por ejemplo las proteinas morfogenéticas), y la osteogénesis es la
capacidad de crear hueso donde antes no lo habia mediante transporte celular (por ejemplo
las células osteoprogenitoras). El unico material que cumple todas estas cualidades es el

autoinjerto 0seo.

La mandibula humana, tiene un modulo de elasticidad de 96,2 +40,6 MPa y su
componente de hueso trabecular tiene una fuerza de compresion de 3,9 MPa £2,7 [95]. El
fémur humano, tiene un modulo de elasticidad de 15200 MPa, la fuerza compresion del
hueso cortical esta en torno a 170 MPa '*°, aunque estos valores descienden con la edad nos
dan una idea de las importantes diferencias que hay entre los distintos huesos del cuerpo y los
materiales de regeneracion 6sea deben de cubrir las necesidades especificas de cada caso. La
facilidad de manejo y adaptabilidad estd limitada en los injertos en forma de bloque y forma
granular, lo contrario sucede con los cerdmicos disefiados con CADCAM vy los cementos
6seos que se adaptan de manera excelente a los defectos que hay que tratar'' *° | La
velocidad de reabsorcion in vivo del biomaterial debe ser similar a la de la neoformacion del

hueso, que tiene un valor de 20 pm/dia. En la siguiente tabla mostramos algunos de los

biomateriales empleados en regeneracion dsea y sus propiedades.
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Propiedades de distintos biomateriales para regeneracién ésea

Materiales inorganicos Materiales organicos Combinaciones
MATERIAL Fosfato caclcico-sulfato calcico vidrio Polimeros y plasticos Composites
Ceramicas Cementos
COMPOSICION  Ceramicas de Hidroxiapatita coralina HAP Poliéster: Poliglicdlico Combinaciones
Ceramicas de Hidroxiapatita bovina Brushita Polilactico componentes
Ceramicas de Hidroxiapatita sintética Sulfato céalcico Polibutirolacton organicos e
Ceramicas de TCP Policaprolactona inorganicos
Ceramicas bifasicas Poliamidas: Polipéptidos
Sulfato célcico Polianhidrido
Biovidrio Poliorotoesteres
Polifosfacenos
FORMA Ceramica porosa Liquido/Soélido Plastica sélida Distintas formas
Ceramica granulada
Ceramica en bloque
DEGRADACION HAP: muy lenta HAP: lenta Hidrolisis Depende composicion

TCP: rapida
Sulfato calcio: Muy rapida

Brushita: rapida
Sulfato célcico: Rapida

Bioglass: seglin composicion

PRODUCTOS Calcio y fosfato Calcio y fosfato Moléculas inorganicas Depende composicion
PROPIEDADES  Biocompatible Biocompatible Biocompatible Destintos grados de
Osteoconductivo Osteoconductivo Buenas propiedades Biocompatibilidad
Porosidad definida Porosidad no definida  Buenas propiedades Osteoconductividad
No moldeable Moldeable mecanicas iniciales y manejabilidad
Se fija mal en defectos Se fija bien en defectos pero empeoran con el tiempo
Radiopaco Radiopaco No radiopaco Radiopaco
Inyectable Flexible

No moldeable

Tabla 7. Propiedades biomateriales para regeneracion osea

Los materiales ideales para los procedimientos de aumento vertical de hueso no sélo
deberian ser osteoconductivos, biocompatibles y fuertes mecanicamente, sino que deberia poder
ser aplicado en procedimientos minimamente invasivos y mantenerse estable en las superficies
Oseas originales, de este modo, la exposicion al implante y la infeccion podrian prevenirse y

conseguirse mas facilmente una buena estabilidad mecanicas.

1- En cuanto a los materiales de regeneracion dsea inorgdnicos:
, . . . eye PR R
- Las ceramicas (como son los biovidrios formados por silicatos calcicos, o el Cerasorb™, que

contiene TCP), son materiales que tienen propiedades mecdnicas muy favorables.
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Sin embargo, son materiales que se sintetizan a muy altas temperaturas, lo que da
origen a cristales muy grandes, por lo que se reabsorben muy lentamente, ademas, tienen el

inconveniente de que no pueden mezclarse con particulas bioactivas, como son los antibidticos.

Los cementos se sintetizan a temperatura ambiente, lo cual hace que se den particulas
mas pequefias que se reabsorben mas rapidamente, y aportan la ventaja de poder incorporarles

particulas bioactivas, convirtiéndose en vehiculo para las mismas.

Se usan mucho algunos como el sulfato célcico dihidratado, la hidroxiapatita, y

actualmente comienzan a verse las ventajas del uso de la brushita.

La brushita es CaHPO4 2H,0. Es un material reabsorbibles y biocompatible, tiene
muy aceptables propiedades mecanicas, aunque no tanto como la hidroxiapatita; la ventaja que
ofrece frente al sulfato de calcio, es que éste tltimo se reabsorbe a una velocidad mas rapida que

la velocidad de regeneracion del hueso.

La velocidad de reabsorcion de la brushita es la mas parecida a la velocidad de

regeneracion Osea.

Presenta un pH acido al sintetizarse, pero a dia de hoy, ya no supone un problema al
fabricarse granulado ya que al introducirlo en suero salino, cambia su pH y se convierte en

hidroxiapatita, por lo que hacerlo granulado también soluciona este inconveniente.
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2- En cuanto a los materiales de regeneracion dsea orgdnicos:

- El polietinelglicol es muy biocompatible pero tiene malas propiedades mecanicas.

- El polilacticoglicolico es muy usado, muy caro y origina reacciones inflamatorias, aunque no
de las mas graves.

- La caprolactona y el metilmetacrilato eran muy usados, pero también originan muchas
reacciones inflamatorias.

- Los cementos de fosfato de calcio son materiales biocompatibles y osteoconductivos que
pueden ser inyectados en procedimientos minimamente invasivos como las vertebroplastias y la
kifoplastias, entre estos cementos, los cementos basados en brushita, tienen la ventaja afiadida de
ser biodegradables in vivo, ademas, este tipo de material podria tener especial interés en los

procedimientos de aumento de hueso minimamente invasivos.

Sin embargo, los cementos de brushita se preparan en condiciones de acidez, y podrian bajar
el pH de los tejidos circundantes cuando se aplican in vivo, pudiendo comprometer la

biocompatibilidad del material y la supervivencia del procedimiento quirargico.

Se han llevado a cabo varios estudios para analizar el pH de los cementos de brushita, sin
embargo, ninguno ha comprobado la evolucion del pH en un ambiente dindmico con continuos

cambios en las soluciones de incubacion.
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4.5- REGENERACION OSEA CON GRANULADO DE CEMENTO DE

BRUSHITA

El hueso es el unico tejido del organismo capaz de regenerarse completamente después de un

137 . . .
, no obstante, esta capacidad es limitada, como se observa

trauma (restitution ad integrum)
después de una extraccion dental, por ejemplo, después de la extraccion se pierden 2mm de
hueso durante los primeros 2 meses, y posteriormente se sigue reabsorbiendo el hueso a un ritmo

de 2 mm por afo, lo cual provoca dificultades a la hora de aplicar algunos tratamientos

dentales'®,

El gran desarrollo de la cirugia dental e implantologica en los tltimos afos ha sido posible
gracias a la investigacion en técnicas quirargicas y en biomateriales, pero la falta de hueso sigue
siendo un problema biologico a solucionar, dedicaindose muchos esfuerzos para encontrar una

forma de prevenir o de tratar la atrofia de la cresta alveolar '*%.

Para obtener la regeneracion Osea necesaria se han probado diversos materiales
osteoconductores que aportan una matriz apropiada para guiar la nueva formacion de hueso, los
materiales pueden ser de origen bioldgico (autoinjertos oseos, gel de fibrina, hueso
desmineralizado liofilizado, quitosano, hidroxiapatita bovina, coldgeno...etc.) o sintéticos (acido
poli  (lactico-co-glicolico),  fosfato  tricalcico, sulfato  cdlcico,  hidroxiapatita

sintética...etc.)®140147

Los materiales sintéticos estan ganando creciente interés porque son mas baratos y no
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presentan los problemas indeseados de infecciones y reacciones inmunitarias relacionados al uso
de materiales de origen humano o animal, recientemente, los fosfatos calcicos han empezado a
utilizarse en las clinicas demostrando en estudios in vivo su aptitud como injertos 6seos en

cirugia dental con un futuro prometedor! %4147,

La composicion quimica de los materiales de fosfato calcico es apropiada para preparar
matrices y estructuras porosas que pueden favorecer la proliferacion de células y vasos
sanguineos durante los procedimientos de regeneracion dsea '**. Para conseguir un aumento de la
cantidad de hueso y también de su cualidad, es necesaria una velocidad de reabsorcion aceptable
que permita el crecimiento del hueso a medida que se va eliminando el material, la mayoria de
los fosfatos calcicos, como HAP, tiene una velocidad de reabsorcion muy lenta que dificulta la

formacion de hueso nuevo durante muchos meses después de su implantacion.

Existen algunos fosfatos célcicos como el a-TCP y el DCPD que tiene una capacidad de

reabsorcion aceptable.

Estudios recientes in vivo han demostrado que el a-TCP es capaz de promover el deposito de
calcio, aumenta la actividad de la fosfatasa alcalina, se reabsorbe y tiene mejor compatibilidad

133,136,144, 145, 147, 148
que el a-TCP .

La importancia de los cementos basados en brushita viene de su capacidad de descomponerse

. TR . . 130
en ambientes fisiologicos y ser reabsorbida por el organismo .

La brushita se disuelve al menos 3 veces més rapido que la HAP o el a-TCP'*. Sin embargo,
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la eliminacién de la brushita de la zona implantada es compleja y depende de distintos procesos
fisiologicos’, seglin estudios in vivo parte de la brushita es convertida en HAP después de 2
semanas de su implantacion, y a las 8 semanas, la actividad de remodelado mediada por células
osteoclasticas es predominante'”’. Esta conversion en HAP no es deseada porque desacelera la
velocidad de reabsorcion, y ocurre a través de una reaccion quimica que libera protones y puede
acidificar severamente el pH local comprometiendo la biocompatibilidad del material, se han
dedicado muchos estudios a impedir esta conversion en HAP y a conseguir la reduccion del pH,

afiadiendo sales de magnesio o aumentando la fraccion de a-TCP en el cemento.

El potencial regenerativo de los cementos de fosfato calcico ha sido estudiado aplicandolos
en forma de pasta de fraguado, pero recientemente, su uso en forma de granulos o bloques
fabricados a partir del cemento ya fraguado estd ganando interés debido a dos ventajas
principales:

- Primera, la preparacion del cemento ya fraguado se realiza a bajas temperaturas lo cual permite
afiadir agentes activos durante la reaccion de fraguado.
- Segunda, la mayor fraccion superficie/volumen de los granulos del cemento fraguado es mas

apropiada para un liberacion controlada de medicamentos'"’.

Ademas, se sabe que la transformacion de brushita en HAP depende del pH local entre otros
factores'*’, al afiadir el cemento al hueso en forma de granulos en vez de pasta, se puede ayudar a

controlar mejor el cambio del pH local y la transformacién de DCPD en HAP'*.

Los estudios in vivo aportan los datos necesarios para poder empezar los analisis clinicos.

3,150

Los cementos de fosfato calcico han sido ensayados en diversos modelos animales , existen
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dos modelos in vivo para examinar la capacidad de los biomateriales como injertos 6seos: el
modelo del defecto de tamaiio critico y el modelo de la camara dsea de titanio, en ambos casos, el
defecto creado tiene que ser lo suficientemente grande como para que el hueso adyacente no

pueda rellenarlo de manera espontanea'™" ">,

La mayor parte de las investigaciones de osteoconducion de biomateriales in vivo han sido
realizadas utilizando el modelo del defecto de tamafo critico, de esta manera el hueso
neoformado es evaluado a medida que progresa desde las paredes y suelo del defecto hacia el

material.

En cirugia oral, el hueso neoformado tiene que crecer en una direccion vertical emergiendo
de la superficie del hueso alveolar'*®. El modelo de la cAmara de titanio es més apropiado para
cuantificar la regeneracion vertical del hueso, en éste se introducen unas barreras en el defecto
6seo que impiden la formacion lateral del hueso y permiten su crecimiento solo de una manera
vertical al suelo del defecto y hacia el cuerpo del biomaterial como se ve ilustrado en la

ﬁgura153,154—156 )

Hemos desarrollado y probado un material que combinara caracteristicas de reabsorcion y
osteoconducion, hemos disenado y sintetizado un nuevo tipo de cemento de DCPD/B-TCP que
fragua utilizando una solucion de acido glicolico (DCPD/ B-TCP/GA) y muestra propiedades
fisicoquimicas y mecanicas interesantes. El acido glicolico es empleado en la reaccion de
fraguado del cemento por su capacidad para estimular la secrecion de la interleukina 6 que es un
factor importante en el remodelado 6seo y puede beneficiar las propiedades biologicas del

. -, 15 .
cemento aumentando su velocidad de reabsorcion'®’, con este cemento se fabricé un granulado
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que luego injertamos en unas camaras de titanio adaptadas a la calota de un grupo de conejos y se

evaluo a la capacidad regenerativa de hueso de este nuevo biomaterial.

A B

= o
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Fig. 43. Representacion esquemadtica de las dos posibles formas de evaluar la regeneracion dsea in vivo: a)
regeneracion dsea con una direccion indefinida, y b) regeneracion osea vertical.

El tejido 6seo es representado como el fondo amarillo, las direcciones del crecimiento con las flechas rojas y los
obstaculos utilizados para limitar el crecimiento del hueso se representan como las lineas negras de trazo

grueso.
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5. JUSTIFICACION

5.JUSTIFICACION

Los biomateriales son todos aquellos compuestos organicos o inorganicos, que son capaces
de sustituir partes del organismo humano. Cuando los tejidos vivos comienzan a envejecer o
sufren un trauma o enfermedad, es obligado el cambio, sustitucion o restitucion del mismo. El
reto que tiene ante si el disefio de biomateriales nace del hecho de tener que reemplazar a tejidos
vivos cuyas propiedades fisicas son el resultado de milenios de evolucidon y optimizacion natural,
con la particularidad de que el tejido vivo tiene la capacidad de crecer, de regenerarse y de

repararse en caso de sufrir dafio.

El estudio de la obtencién de biomateriales es uno de los temas de investigacion que
actualmente consumen mas medios econdmicos y humanos junto con el de las investigaciones
sobre el cancer y las enfermedades cardiovasculares. El poner a punto materiales que no tengan
ninguna reacciéon perjudicial con los tejidos vivos, y que, ademas, posean buenas propiedades

mecanicas y quimicas, supone uno de los retos tecnolégicos y humanos mas importantes.

Deben responder a un compromiso en sus propiedades resultante de la conjuncion de varios
factores fisicos, fisiologicos, clinicos y técnicos, que deben ser tenidos en cuenta a la hora de su
disefio con el fin de lograr un 6ptimo que se aproxime a la estructura viva a reemplazar, aunque
existen materiales que cumplen amilliamente las condiciones de tipo mecanico, son muy pocos

. o 42
los que satisfacen todas las requeridas .

La principal condicién que tiene que cumplir un biomaterial es la de la biocompatibilidad, es
decir, no producir reacciones de rechazo por parte de los tejidos vivos, pero un material es
biocompatible, si es capaz de favorecer los procesos vitales de las células que lo rodean, otra
condicion necesaria del biomaterial que posea unas condiciones mecanicas, de médulo elastico,
resistencia a la traccion o a la compresion, modulo viscoso, etc., quedaran similares a las del

.. , e 41 . . .
tejido 6seo que se pretenda sustituir *, sin embargo, como ya hemos mencionado anteriormente,
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las condiciones ideales de los biomateriales destinados a la regeneracion 6sea han variado desde
los requisitos iniciales de biocompatibilidad y osteoconduccion y, deben estimular una respuesta

biologica y celular adecuada y deben ser reemplazados de forma progresiva por nuevo tejido®”"*.

El empleo de materiales sintéticos mejora en parte las desventajas que presentan los injertos
autdlogos (material ideal) y ademas aportan otras ventajas como el empleo de sustancias activas
de liberacion local, siendo usados como vehiculo para la liberacion de sustancias

farmacologicamente activas®”**

, otras de las ventajas de algunos materiales sintéticos, como es
el caso de los fosfatos calcicos, es la posible incorporacion de iones a su estructura, dando
excelentes resultados y demostrando la capacidad de desarrollar el comportamiento bioldgico de
sus homologos sin sustitucion y permitiendo la alteracion de ciertas propiedades

- 39,49 (o S
fisico-quimicas™ ™", lo que seria objeto de otro estudio mas concreto.

La incorporacion de los implantes osteointegrados en el campo de la odontologia ha
resultado ser una solucion fiable que se emplea de una manera habitual en la practica diaria. La
insercion de implantes implica un trauma 6seo que tenderd a cicatrizar de forma natural con la
aposicion de nuevo hueso, pero la ausencia de hueso en determinadas zonas estratégicas para la
cinsercion de los implantes desemboca, en muchos caso, en fracaso de la técnica, para ello se
busca mejorar la regeneracion 6sea mediante materiales osteoinductivos, osteoconductores u

osteogénicos.

Nuestra hipdtesis analiza la regeneracion 6sea del hueso con un material, la brushita, que,
segun la hipotesis de trabajo, permitird obtener materiales osteoconductores con mejores

propiedades fisico-quimicas, obteniéndose una buena regeneracion 6sea in vivo.
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6. MATERIAL Y METODO

6. MATERIAL Y METODO
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6. MATERIAL Y METODO

6.1. MATERIAL DE EXPERIMENTACION

Los siguientes reactivos fueron utilizados para producir el polvo del cemento:
- Carbonato calcico
- Dihidrogeno fosfato calcico dihidrato
- Fosfato monocalcico

- Pirofosfato sodico.

Se han utilizado reactivos de la casa Sigma Aldrich. Para preparar las soluciones
acidas que reaccionan con el polvo del cemento se utilizo:

- Acido glicolico (Casa comercial Sigma-Aldrich)

- Acido acético (Casa comercial Merk)

- Acido citrico (Casa comercial Panreac)

Para producir las soluciones y geles de silice se utilizo:
- Acido fosférico
- Aerosil® (aditivo para mejorar la viscosidad de las resinas epoxi, poliéster y otros
fluidos)
- Hidroxido de sodio (Panreac)
- Condroitin sulfato, (Sigma-Aldrich).

Todos los reactivos fueron adquiridos con la mayor pureza.

El cemento se fabrico preparando una fase liquida y una fase sélida que se mezclaron

posteriormente.
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6.1.1- PREPARACION DE LA FASE SOLIDA DEL CEMENTO

a. Sintesis de fosfato tricdlcico beta

Para fabricar el fosfato tricalcico f se homogenizé con un mortero una mezcla
estequiométrica de carbonato calcico e hidrofosfato calcico dihidratado y se calent6 a 900°C

durante 14 horas en un horno (Heraeus; Hanau kr-170).

La reaccion quimica de formacion del fosfato tricalcico beta viene dada por la
ecuacion:

CaC03 + 2C3HPO4 ZHQO — Ca3(PO4)2 + TSHQO + TCOZ

La composicion del producto obtenido se analizo con difraccion de rayos X
(difractémetro X Pert PRO® de Pananalytical) comprobandose que se habia sintetizado

fosfato tricalcico  puro.

b. Sintesis del polvo de cemento

Para obtener el polvo del cemento, se mezclaron manualmente y a temperatura
ambiente, en un mortero dentro de una camara de flujo laminar, 1,428 g de fosfato tricalcico

con 0.8 g de fosfato monocalcico y 0,012 g de pirofosfato sodico.

El polvo de cemento obtenido se almacen6 en una secadora hermética (RHX 5CX, de
Galaxiser Pharmaceutical Machinery Company) con gel silice para mantenerlo en un

ambiente seco ya que el cemento se degrada con la humedad.
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6.1.2.- PREPARACION DE LA FASE LIQUIDA DEL CEMENTO

a. Soluciones de 4cidos carboxi: Acido Citrico Acido Glicélico Acido Acético, Acido

Fosforico.

Se usan estos acidos ya que mejoran, sobre todo en el caso del acido citrico, las

: . 13
propiedades mecanicas del cemento final .

Se prepararon soluciones de 4cido acético, glicdlico y citrico a concentraciones de 0,5
M; 1,0 M; 1,5 M; 2,0 M; 2,5 M; 3,0 M y 3,5 M. El analisis de pH de las soluciones se realiz6
mediante un pH-metro digital Mettler Toledo (MP230), y también se calculod

matematicamente a través del pKa especifico de cada acido.

Las lecturas del pH-metro fueron contrastadas con el pH tedrico correspondiente a la
molaridad de cada solucion écida. El pH tedrico fue calculado a partir del pKa si HA es un
acido débil, A- es su cation y la formula de ionizacion del acido se escribe:

HA<~ H++ A

La constante de acidez (Ka) se define: El pKa es una constante caracteristica de cada
acido, y valor para los acidos empleados en nuestros experimentos se da en la tabla 7, estando

pKa en base logaritmica 10 y Ka su niimero natural correspondiente.

PKa de los acidos carboxi investigados

Acido Acético Acido  Acido Glicélico  Acido Citrico AcidoFosforico
pKal 4.75 3.83 3.15 2.12
pKa2 - - 4.77 7.21
pKa3 - - 5.19 12.7

Tabla. 7. PKa de dcidos utilizados (a 2, 1y 0.5M)
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Cabe destacar que en el caso de los 4cidos citrico y fosforico solo empleamos su
primer pKa ya que pKa 2 y 3 del acido acético y acido glicdlico no es registrable con este

pH-metro.

El valor de la Ka viene dado por la ecuacion:

Ka=log" pKa

Una vez obtenido el valor del Ka de cada acido se procedido a calcular la
concentracion de H+ en cada solucion:
Ka[HA]
[H']=

[A]

En los acidos débiles [HA] = la molaridad del 4cido y [HA] = 1-[H'] como
[H'] = [A] resulta:
[H'][H] [H']2
Ka= =
1-[H'] 1-[H']

Una vez obtenido el valor [H+], se obtiene el pH mediante la ecuacion que lo define, la
ecuacion de Sorensen'®, de este modo se puede calcular el pH de cada solucion 4cida en
relacion a su molaridad.

pH =log [H+]

El cemento usado en este estudio serd una mezcla de B-TCP y Brushita, siendo la sintesis del
mismo:
a. Para sintetizar el B-TCP:

CaCO; + Ca(HPO4) 2H,0 a 900° C
Carbonato calcico mas brushita

El C se evapora, al igual que el hidrégeno del H,O, quedando:
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CaO + Ca(HPO4) = Ca3(PO4)2
La forma 3 es mas reabsorbibles que el isdémero a (que se consigue sintetizando el TCP a una

temperatura de 1200°C), por lo que es el isomero de eleccion para regeneracion Osea.

b. Para sintetizar el material de estudio

H'PO;™ + Ca3(POy4), _ Ca(HPO,) 2H,0 + Ca3(PO,),
80-90% Brushita 10-20% B-TCP

Se le afiade 4cido glicélico como retardante de la reaccion de fraguado.

Si se afiade Condroitil 4 sulfato (glucosaminoglicano que se encuentra en el hueso), se
mejoran sus propiedades inductivas, por ser por si mismo una sustancia bioactiva y

osteoinductiva.
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6.1.3 - TRATAMIENTO DEL CEMENTO CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

La materia puede encontrarse en distintos estados siendo los mas comunes el liquido,
el solido, el gaseoso y el plasmatico. El estado en el que se encuentra una sustancia depende
al mismo tiempo de su composicion, de la presion y de la temperatura, sin embargo, son
patrones ligables, asi el efecto de aumento o disminucién de presion va ligado al de la

temperatura y viceversa.

Algunos compuestos y elementos pueden tener un estado adicional llamado estado
supercritico que reune las propiedades de los liquidos y de los gases, ocurre cuando un gas se
encuentra a una presion tan alta que deberia convertirse en liquido, pero le resulta imposible

por la alta temperatura a la que se encuentra.

En el diagrama de fases, la presion y temperatura minima a la cual una sustancia pasa
al estado supercritico se denomina punto critico. Sustancias tan comunes como el agua, el
metanol o el didoxido de carbono, cuando se les somete a presiones y temperaturas por encima
de unos ciertos valores, adquieren simultdneamente propiedades de los liquidos y de los
gases que los hace muy utiles para la obtencidn, separacion, purificacion o tratamiento de

muchos productos.

La cuestion esencial es que los asi denominados fluidos supercriticos poseen
densidades proximas a la de los liquidos, por lo que disuelven muchas sustancias, mientras
que, como gases que realmente son, pueden penetrar facilmente dentro de materiales porosos

y arrastrar fuera la sustancia que nos interese.

El CO2 pasa al estado supercritico cuando esta a una temperatura superior a los 31,1
°C y por encima de 73,8 bar de presion. En el estado supercritico el CO2 tiene propiedades
unicas que pueden ser utilizadas en aplicaciones como extraccion de moléculas, sintesis de

aerogeles, tratamientos antisépticos y esterilizacion de materiales.
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Fig. 44. Diagrama de fases del dioxido de carbono.

Los cuatro métodos mas comunmente utilizados en la esterilizacién de materiales

biomédicos son la exposicion a 6xido de etileno (EtO), la radiacion gamma, la autoclave y el

calor seco.

El primero de los métodos mencionados consigue la esterilizacion mediante la

introduccion del biomaterial en una atmodsfera de 6xido de etileno al 100 %.

La esterilizacion con radiacion gamma es realizada mediante la exposicion del

biomaterial a una radiacion minima de 21,5 KGy, la esterilizacion con autoclave se consigue

al introducir el material en una atmosfera de humedad al 100 % con una temperatura minima

de 121 °C. Finalmente, la esterilizacion con calor seco se logra al calentar el material a altas

temperaturas durante periodos de tiempo que varian entre 160 y 170 °C durante 4-2 horas,

respectivamente.
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Cada uno de los métodos mencionados tiene sus ventajas y limitaciones a la hora de
esterilizar biomateriales, asi, el autoclave es un método bastante econdémico y eficaz de
esterilizacion, pero no se puede emplear con materiales sensibles a la humedad a
temperaturas superiores a 121 grados, de la misma manera que el calor seco tampoco se

puede utilizar con materiales termosensibles.

El 6xido de etileno puede dafiar la composicion de algunos biomateriales, y es un gas
toxico que a veces tarda mucho tiempo en eliminarse del biomaterial una vez finalizado el
proceso de esterilizacion. Hoy en dia, los rayos gamma son la solucion ideal para esterilizar
un gran espectro de biomateriales que no podrian ser tratados con los otros tres métodos, pero
la esterilizacion con rayos gamma es una técnica costosa que requiere unas infraestructuras

especiales de proteccion para la radiacion.

Los fluidos supercriticos de dioxido de carbono constituyen una alternativa ya que
han demostrado conseguir una inactivaciéon completa de un amplio rango de organismo

bacterianos a bajas temperaturas y en ausencia de disolventes organicos o radiacion.

Esta técnica ha sido utilizada para esterilizar materiales termoldbiles e hidrolabiles
como los polimeros biodegradables de acido poli (l1actico-co-glicolico) y acido polilactico sin

~ . . ;. . . 30
causar dafio alguno a las propiedades fisicoquimicas de estos biomateriales™ .

Los tratamientos con altas presiones para fines bactericidas se conocen desde los afios
setenta aunque su uso no fue muy generalizado debido a que las presiones, necesarias para
obtener una eliminacion eficaz de microorganismos, eran demasiado altas como para ser

practicadas a niveles industriales.

El tratamiento con fluidos supercriticos de dioxido de carbono (SC-CO2) podria
convertirse en una alternativa relevante a los costosos tratamientos de altas presiones para la

inactivacion microbial y esterilizacion en el campo biomédico.
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La presion hidrostatica necesaria para conseguir la inactivacion microbiologica esta
entre 2000 y 7000 bar. Empleando condiciones de SC-CO2 con presiones entre 250 y 300 bar
y temperaturas entre 35-75 °C ha consegido reducir bacterias y esporas como Lactobacillus
brevis, Saccharomyces cerevisiae, B. cereus, B. subtilis, B. megaterium, B. polymyxa, y B.

64,65,134

coagulan , en estudios mas recientes, se consiguieron reducciones de 7 o6rdenes de

magnitud para bacterias Gram Negativo, Gram Positivo y esporas de Pseudomonas

aeruginosa, Bacillus subtilis y B. subtilis' .

Los tratamientos con SC-CO2 tiene un efecto letal también sobre células de hongos
como Kluyveromyces fragilis, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, y sobre algunos
virus como inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1), Sindbis, polio Sabin tipo I, y virus de

la pseudorabia (PRV)*%* .

Los tratamientos con SC-CO2 se pueden utilizar para eliminar las grasas en
xenoinjertos y aloinjertos 6seos, dejando la microporosidad del hueso mdas accesible y
aumentando la osteoconducion®, también se pueden utilizar los fluidos de SCCO2 para
eliminar contaminantes de biomateriales poliméricos como por ejemplo las protesis de

ligamento cruzado anterior de poliéster™.

Los nuevos biomateriales para las terapias relacionadas con los tejidos dseos aportan
polimeros, proteinas y moléculas orgédnicas e inorganicas que mejoran sus propiedades
biologicas fisicas y quimicas. El uso de estos nuevos materiales limita en muchas ocasiones
los métodos de esterilizacion con los que se pueden tratar previo a su aplicacion in vivo.

La esterilizacion por temperatura puede utilizarse con s6lidos como la apatita y el
polilactico, pero no se puede emplear con otras sustancias como las soluciones por que las
degrada, ademas muchos biomateriales son termosensibles y por ello la esterilizacion
térmica himeda o seca puede destruirlos o alterar sus propiedades biologicas™, por este
motivo, hoy en dia muchos biomateriales como poliésteres, los factores de crecimiento, y
proteinas morfogenéticas, solo pueden ser esterilizados con la exposicion a radiacion gamma

25 (kGy) o al oxido de etileno sin alterar la estructura y las propiedades mecéanicas®™'%.
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Estas técnicas tienen también sus problemas, por ejemplo, se ha demostrado que los
implantes oOseos de copolimeros PLGA con HAP necesitan al menos 14 dias de
degasificacion después de haber sido esterilizados con EtO. De hecho muchos materiales
pueden tener efectos toxicos significativos después de haber sido tratados con EtO por los

problemas que tiene esta sustancia para ser eliminada.

Los rayos gamma por otro lado, son la opcion a elegir para esterilizar una amplia

variedad de biomateriales.

La ordenanza 11137 de organizacion de estandares internacionales ISO especifica
que la radiacion gamma necesaria para asegurar el nivel de esterilizacion requerido para

materiales quirurgicos es de 21,5 kGy.

Esta radiacion no tiene efectos negativos sobre la composicion o tiempos de fraguado
de los cementos Oseos poliméricos, pero si que reduce el peso molecular de las cadenas
poliméricas y empeora su resistencia a la fatiga asi como la fuerza de tension, de hecho
todavia no esta claro si es mejor utilizar EtO para esterilizar los cementos 6seos poliméricos.
Ademas, la radiacion gamma altera la viscosidad de biomateriales como el quitosano, que
provoca la hidrdlisis del acido polilactico y necesita unos equipos y unas medidas de

seguridad costosas.

La esterilizacion por ultrafiltracion se emplea con los mondmeros liquidos de los
cementos de acrilato, porque estos no toleran la irradiacion, pero los materiales con alta
viscosidad como las soluciones de quitosano no pueden ser tratados con esta técnica, la
mayoria de los biomateriales son sensibles y deben de ser esterilizados con métodos

especiales.

Hay poca informacion en la literatura sobre las posibles técnicas de esterilizacion
para los cementos de fosfato calcico. El calor seco, el EtO y la autoclave son métodos
inapropiados par tratar los cementos de hidroxiapatita ya que la autoclave provoca una

agregacion prematura de los granulos del cemento, ademas prolongan el tiempo de fraguado
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y reducen draméaticamente la fuerza de tension diametral, a pesar de producir prolongaciones
en el tiempo de fraguado y disminuciones en la fuerza de tension diametral a medida que se
aumenta la dosis, la radiacion gamma es la tinica técnica aceptable hasta el momento para
esterilizar los cementos de hidroxiapatita ya que es la unica que no produce cambios en su

. s 139
estructura y composicion .

La esterilizacion de biomateriales, y en concreto los destinados a la regeneracion 0sea
y tisular, como los cementos de fosfato calcico, es hoy por hoy un reto, ya que estos

materiales son termosensibles e hidrosensibles.

La opcion real de esterilizacion para muchos biomateriales por el momento es la
radiacién gamma, con sus consecuentes problemas técnicos y de costo, asi como posibles
efectos adversos que puede tener sobre las propiedades mecanicas y bioldgicas de los injertos
0seos, por estas afirmaciones, hemos decidido evaluar la posibilidad de emplear los fluidos
SC-CO2 como tratamiento alternativo para la desinfeccion y esterilizacion de cementos

o 38,63,64,72,139,
dentales y 6seos™ .
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6.1.4- Preparacion de los cementos de brushita

Se pesan 500 mg del polvo de cemento en una placa petri de 10cm de diametro (Soria
Greiner s.a.) y se vierte la solucion o fase liquida sobre el centro del camulo de polvo de
cemento mediante una micropipeta (Transferpette®), se espera a que el liquido sea absorbido
por el polvo, y se mezcla la muestra a temperatura ambiente con una espatula durante 30
segundos hasta conseguir una pasta homogénea, los cementos se prepararon utilizando 3
proporciones diferentes de polvo liquido (P/L):

500 g/0,195 ml (2.56 g/ml)
500 g/0,290 ml (1.72 g/ml)
500 g/0,390 ml (1.28 g/ml)

La reaccion de fraguado del cemento es la siguiente:

Ca3(PO4)2 + Ca(H2P0O4)2 + 8H20— 4CaHPO4 -2H20

Se fabricaron pastillas introduciendo la pasta del cemento en cilindros de plastico con
diametro interior de 8 mm evitando la formacion de burbujas introduciéndolo a presion para
conseguir una distribucion homogénea del material, posteriormente el cemento fue retirado
después de haber fraguado obteniéndose pastillas con 8 mm de didmetro y 4 mm de espesor.
Las pastillas se dejaron 48 h a temperatura y humedad ambiente antes de ser utilizadas para
medir la fuerza de tension diametral en seco, se tuvo en cuenta la fuerza de tension diametral
en condiciones de humedad, (mas representativa clinicamente), fue analizada después de

dejar las pastillas del cemento 24 horas a 37 °C sumergidas en agua destilada.

Para los analisis de difraccion de rayos-X y DSC (Calorimetro diferencial de barrido)
las muestras de cemento preparado fueron pulverizadas con un mortero. En el analisis de
microscopia electronica de barrido se examinaron las superficies de fractura de las distintas

muestras.

Las medidas de tiempo de fraguado se realizaron introduciendo la pasta recién hecha

en un cilindro de plastico de 1.5 cm de diametro y 1 cm de longitud.
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Los cilindros que se emplearon para preparar las pastillas de cemento fueron siempre
de pléstico, ya que cuando se intento usar elementos de cristal o metal, el cemento se adheria

a la pared y resultaba dificil de retirar.

El B-TCP se sintetiza con fosfato dicalcico dihidratado (DCPD) y carbonato célcico (CC)
a 900 °C durante 14 horas, fosfato monocélcico deshidratado (MCPA) y acido citrico;

confirmando la pureza del beta-TCP por analisis de difraccion de rayos X.

CaCOj; + 2CaHPO4 + B-Ca3(POy); + SH,O +CO,

La distribucion del tamafio de las particulas de B-TCP y el polvo de MCPA se caracterizd
usando una luz de difraccion de laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments; Spring Laner,
South Malvern, Worcertershire, UK). Las mediciones se llevaron a cabo por triplicado y el
didmetro medio de las particulas de B-TCP y MCPA estuvieron comprendidos entre 6.26 y 7.7

micrémetros y entre 5.8 y 51.3 microdmetros, respectivamente.

Para comparar, se us6 una férmula de cemernto previamente publicada (cemento A) y se

compar6 con un cemento con exceso de B-TCP (cemento B).

El polvo de los dos cementos se prepard en condiciones asépticas en las siguientes
cantidades:

Cemento 1 (27): 1.428 gramos de B-TCP mezclado con 0.8 g. MCPA

Cemento 2: 1.928 g. de B-TCP mezcaldo con 0.8g. MCPA

Ambos polvos de cemento fueron mezclados manual y homogéneamente en un mortero

durante 10 min.

Las muestras de cemento se mezclaron con 500mm de solucion de acido citrico con un ratio
de 1.7 y se usé un molde para permitir crear muestras cilindricas (12 mm x 6mm de diametro)

para su caracterizacion.
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La realizacion fue: 500 mg de B-TCP se usaron 220 pl de &cido glicdlico solucion 1 Molar
mezclandose con una solucion de acido glicolico 1M en una proporcion polvo a liquido de 1.72

g/ml.

I M cido glicélicor > 0.869 ml

10 ml

9.13 ml HyO_ |::> 0.87 ML glicolico

Todo se realizé en condiciones asépticas y llevandose a cabo su esterilizacion con fluidos

supercriticos.
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6.2- _ANIMALES DE EXPERIMENTACION

6.2.1. Protocolo

Se escogi6 la implantacion del protocolo por el comité ético de experimentos animales de
la Universidad Complutense de Madrid (UCM), llevandose a cabo los experimentos en
concordancia con las directrices descritas por " The European Communities Council Directive"
del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/CEE), adoptando las medidas adecuadas y enfocadas a

minimizar el dolor y el disconfort de los animales.

6.3.2. Animales

Se usaron 10 conejas de la cepa Nueva Zelanda, adultas, de entre 6 y 8 meses de edad, y
con un peso de media 3,5 Kg (entre 2,650 Kg y 4 Kg) para este estudio, segun la legislacion

vigente.

Los animales fueron suministrados por el Animalario de la UCM (Centro de Asistencia a
la Investigacion en la Direccion General de Agricultura y Alimentacion de la Consejeria de
Economia y Empleo de la Comunidad Auténoma de Madrid como centro de cria, suministrador
y usuario de animales de experimentacion, que cumple con los requerimientos legislativos
relativos a la experimentacion animal) y se acomodaron y mantuvieron estabuladas en jaulas
individuales en el Animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de
Madrid durante el periodo de experimentacion, llevado a cabo cuando alin no se encontraba en

funcionamiento el animalario de la URJC.

Dos de ellas fallecieron durante el proceso del estudio.

Las condiciones de estabulacion del Animalario de la UCM son:
- Temperatura: 22-24°C

- Luz: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

- Humedad: 55-70%

- Ventilacion: 15 renovaciones del aire por hora.

- Alimentacion: dieta de mantenimiento de Panlab S.L.
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- Agua: ad libitum

Fotos 1y 2. Conejos de experimentacion
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Tabla 8. Pesos animales experimentacion
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Foto 3. Peso animal experimentacion



REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

6.3 INSTRUMENTAL DE EXPERIMENTACION

6.3.1. Instrumental para diéresis:
- Bisturi con hoja del n° 15
- Periostotomo

- Separadores

6.3.2. Instrumental para la colocacion del injerto ( no usado en este caso por ser injerto
subperiostico):

- Motor quirurgico con depdsito de suero fisiologico

- Contraangulo

- Trefina de 1 cm de diametro

- Fresa redonda montada en pieza de mano

6.3.3. Instrumental para sinéresis:

- Porta-agujas tipo Mayo

- Pinzas de diseccion

- Sutura reabsorbible tipo dexon para planos periostico y muscular y reabsorbible tipo

seda para plano cutaneo, de tres ceros.

6.3.4. Material complementario:
- Suero salino

- Guantes estériles

- Mascarillas

- Paos estériles

- Antiséptico de superficie tipo Betadine

6.3.5. Material farmacolégico:
- Xilacina comercializada bajo el nombre de Rompun®
- Pentobarbital comercializado bajo el nombre de Doletal®

- Cemento 1
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- Cemento 2

6.3.6. Instrumental para estudio histologico:

- Microscopio Optico convencional

- Microscopio optico con luz polarizada (Leica Microsystems GMBH)

- Liquidos de fijacion (formol al 10% tamponado con bicarbonato calcico)

- Soluciodn fijadora al 2.5% de glutaraldehido

- Liquidos de inclusion (polimeros de metacrilato)

- Portaobjetos de metacrilato.

- Material para tincion de las muestras con azul de metileno y fuchina basica

- Sistema de corte y pulido para tejidos duros (EXAKT)

- Sistema de captura e imagenes histologicas, compuesto por una camara de video y
transferencia de la imagen al ordenador.

- Microcortadora de oro-paladio

- Software INCA para histomorfometria

- Microscopio electronico de barrido Hitachi S3000-N VP-SEM

6.4- METODO
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El fosfato dicélcico dihidratado (DCPD), el carbonato calcico (CC), el fosfato
monocalcico deshiddratado (MCPA) (SIGMA-Aldrich) y acido citrico (Panreac: 14018) se

adquirieron y usaron sin mas purificacion.

El B-TCP se sintetico por calor y mezcla de CC y DCPD a 900° durante 14 horas. La
pureza del B-TCP se confirmé mediante andlisis por difraccion de rayos X.

CaCO; + 2CaHPO4.2h,0 B-Ca3(PO4)2 + 5H,0 + CO,

—

La difraccion de rayos X (XRD) para las muestras de material fueron grabadas usando
radiacion monocromatica Cu Ka por el difractrometro (Philips, Almelo, The Netherlands). Los
datos fueron colectados desde 20 = 20°-40° con un tamafio de 0.02° y un tiempo normalizdo de 1

s/step.

La composicion de fase se chequed usando “The International Centre for Diffraction
Data reference patterns” para a-TCP (PDF Ref. 09-0348), B-TCP (PDF Ref. 09-0169), monetita
(PDF Ref. 09-0080) y brushita (PDF Ref. 09-0077).

Las mediciones con difraccion de rayos X se tomaron por triplicado para cada

preparacion de cemento y no se observaron diferencias.

La densidad “strut” (ps) de ambos cementos se midid por triplicado usando un

picnémetro de helio (Accupyc 1330, Micromeritics Instrument Coporation, Norcoss, GA, USA).

La densidad aparente (p,) de las muestras por triplicado se calcul6é desde su medida de

peso y porcentaje de porosidad (P) y se calculé usando esta ecuacion’:

ps - pa
P~ —— x 100

Ps

6.4.1 Cirugia de colocacion de injertos
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Las conejas se asignan aleatoriamente en dos grupos experimentales.

Tras ser inmovilizados en un cepo de contencion, todas las conejos fueran anestesiados con
una dosis intramuscular de 0,75 mg/kg de ketamina (Imalgene 1000, Rhone Merieux, Francia) y 0,25

mg/kg de xilacina (Rompun®; Bayer, Leverkusen, Alemania) para lograr su anestesia general.

Tras el rasurado de la region craneal de las conejas entre los pabellones auriculares se
desinfect6 pincelando la zona con la superficie cutdnea mediante tintura de yodo y alcohol al
70%.

Los animales se colocaron en posicion de decubito prono previo a la operacion

quirdrgica.

Fotos 3 y 4. Anestesia animales de experimentacion

Se les practicaron dos incisiones profundas, hasta el tejido 0seo, bilaterales de 5 mm de
longitud en la calota, en direcciéon coronal, se separd el periostio de la superficie Osea
introduciéndose un periostotomo para elevar el periostio de la calota bajo la piel sin aumentar el

tamanfo de la incision a través de una diseccion tunelizante.
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Fotos 5-8. Incisiones

Fig. 9y 10. Incisiones realizadas

Intraoperatoriamente, las preparaciones de cemento se mezclaron como se describid
anteriormente y se inyectaron a través de la incision con unas jeringas estériles, los cementos

fueron depositados in vivo.

En cada conejo, una de las incisiones se rellend con uno de los cemento de brushita que se
prepararon y el contralateral con aproximadamente el mismo volumen de otro cemento de brushita

preparado a distinta concentracion.

- Cemento 1: Muestra con menos B-TCP + MCP
1,428 gr de B-TCP + 0,8 gr. de MCP + 0,012 gr. NaPy
- Cemento 2: Muestra con mas B-TCP + MCP
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1,828 gr de B-TCP + 0,8 gr. de MCP + 0,012 gr. NaPy

Este procedimiento se realizo de forma aleatoria, no siempre fue colocado el mismo material

en el mismo lado de la calota.

Foto 13 y 14. Insercion cementos en animales

Se sutur6 la herida por planos y la incision se cerrd con hilo de sutura sintético

monofilamento de 3 ceros.



REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

Foto 15y 16. Sutura

El material present6 un buen manejo intraoperatorio y todos los animales se recuperaron

bien de las cirugias sin registrarse complicaciones locales o generales.

En el postoperatorio se establece tratamiento antibitico (Terramicina®) en el agua de

bebida para prevenir infecciones postquirargicas.

A los 15 dias se les inyect6 un vial de tetraciclinas por via subcutdnea como marcador de
crecimiento 6seo (Vetranal®) consistente en tetraciclina hidrochloride, a razén de 0.25¢c por kilo

de peso.

Recordemos que la expresion de las proteinas marcadoras de pre-osteoblastos a

osteoblastos, que aparecen cuando se inicia la mineralizacion, resulta especialmente 1util como

8-113

marcadores osteogenéticos en los estadios finales de la diferenciacion osteoblastica

Foto 17 y 18. Inyeccion tetraciclina

A las 4 semanas mas se les inyect6 de nuevo un vial de antibiotico como marcador de

crecimiento 0seo, que en este caso es licirina, calcitonina y tetraciclina, respetando las mismas
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cantidades de que con la inyeccion de tetraciclina 4 semanas antes.

Foto 19. Antibiético marcador

Durante las 8 semanas los conejos recibieron dieta ad libitum. Durante la preparacion de
todo el proceso, no hubo complicaciones quirtirgicas y después, no se observaron signos de

infeccion postoperatoria.

6.4.2. Estudios in vivo
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Los animales fueron sacrificados 8 semanas después de la intervencion de las calotas, con
una inyeccion intravenosa de pentobarbital sodico IV a dosis letales, (Dolethal®, Vétoquinol,
Lure, Francia), y se extrajeron las calotas para su posterior estudio histologico, toméandose
después biopsias de las calotas de todos los animales y realizando en todas ellas un defecto
circular mediante fresa redonda pequeia en el hueso frontal, para facilitar la orientacion

antero-posterior de la calota en el estudio histologico.

Se empled para ello una fresa quirtrgica de carburo de tungsteno y a baja velocidad

adaptada a una pieza de mano eléctrica lenta.

El estudio que se llevara a cabo sera un andlisis con densitometria 6sea con radiologia
para ver la radiopacidad, que es engafiosa, porque todos los materiales usados son radiopacos, y

se llevara a cabo un estudio morfométrico e histologico.

El equipamiento para el procesado histologico de la muestra consto de:
Sierra de banda Canora industrial
Microcortadora de pulido LS 2 Remet
Maquina de pulido LS 2 Remet
Magquina de vacio Hersil SL

Lampara de polimerizar Phillips 600 W

Los reactivos usados en el procedimiento fueron:

Formaldehido al 10% tamponado.

Glutaraldehido al 2.5%.

Etanol a concentraciones crecientes: 60° 70°, 80°, 90°, 100°, ¢ isopropilico 95°
Resina fotopolimerizable 2-hidroxietilmetacrilato Technovit® 7200 VLC (Exact®).
Adhesivo de metilmetacrilato Technovit® 7210 VLC (Exact®).

Azul de toluidina O solucién 1% DC Panreac (Barcelona Espaiia)®’.

Los examenes histologicos fueron realizados por el Departamento de Materiales
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Dentales de la Facultad de Odontologia de la Universidad de McGill de Montreal, Canada,

siguiendo la técnica descrita para el sistema Exakt®.

La evaluacion de la neoformacion dsea se realizd mediante microscopia Optica mediante
secciones deshidratadas y secciones embebidas en resina, se fijaron las muestras en una solucion
al 2.5% de glutaraldehido, que se mantuvieron en la nevera durante 7 dias, en una solucion
tampon fosfato con ph=7. Pasados los 7 dias de fijacion, se procedio a tallar el bloque en la sierra
de banda, y a continuacion se eliminé el exceso de tejido graso de los bloques tallados mediante
bisturi, cada muestra se introdujo en un cestillo etiquetado con el nimero de muestra. Se lavo al
chorro de agua unos segundos para eliminar el exceso de glutaraldehido y se inicid el proceso de
deshidratacion mediante la inclusion de las muestras de hueso en etanol al 60% que se va
sustituyendo por alcoholes de mayor concentracion hasta terminar con la inclusién en etanol al

100% en la camara de vacio, estando 24 horas sumergidas en cada una de las concentraciones.

Se prepararon los moldes aplicando una suave capa de spray antiadherente y se
incluyeron las muestras en Technovit 100%, las muestras se preinfiltraron durante 24 h. y se
infiltraron con resina durante otras 24 horas antes de ser embebidas en 2-hidroxi-etil-metacrilato,
una resina para fijaciones a 20°C durante 14 dias (Technovit, Leica Microsystems _itr Wetzlar,
Germany), para formar bloques listos para cortar, éstas se polimerizaron con luz haldégena
blanca 24 horas y posteriormente 2 horas de luz UV, se realiz6 el pulido de cada bloque de
metacrilato con discos de 800, 1200 y 2000, y se fijaron en los portas mediante adhesivo de
metacrilato obteniéndose secciones de 200-micras de espesor con la microcortadora y
posteriormente se redujeron hasta unas 70 micras con la pulidora. Por ultimo, se tifieron con azul

de toluidina.

Una vez incluidas y cortadas, pasamos a la vision microscopica del hueso neoformado
usando un microscopio optico Leica Microsystems ( itr, Wetzlar, Germany) y se fijaron con azul
. . , « 8 . . . , . .
de metileno y fuchina bésica®’ para realizar el estudio histolégico que permita evaluar las

diferencias de calidad entre ambos grupos de estudio

Con los bloques obtenidos se realiza un primer corte grueso y posteriormente, se
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efectuaran distintos cortes de 200 micras de grosor con la microcortadora de oro-paladio, cada
seccion obtenida se lija con pulidora hasta conseguir el grosor final de 50-80 micras para su

estudio con microscopia Optica.

Para realizar el analisis histomorfométrico, se capturaron imagenes de las muestras con

una magnificacion de 2x mediante una camara digital asociada al microscopio.

Las imagenes se analizaron mediante el programa Image J®. De cada muestra biopsiada
se analizaron 2 secciones histologicas, de cada seccion se obtuvieron dos imagenes
representativas del area con el objeto de realizar posteriormente la media de las mediciones

resultantes de ambas.

En cada imagen se midio el area total, el area de hueso neoformado y el area de cemento

de brushita remanente. Con estos datos se calcul6 la media de dichos valores.

El microscopio electronico utilizado para examinar la microestructura de cemento fue
Hitachi S3000-N VP-SEM (Hitachi-HT, Wodingham, Jberkshir, UK). Las secciones embebidas
en resina se cortaron con microcortadora de oro-paladio. El anaisis se llevo a cabo usando un

detector Wxford y un software INCA (Oxford Instrumentes, Abingdon, Oxforshire, UK).

Los experimentos in vitro se realizaron para poner de manifiesto el efecto de la
composicion del cemento en el ph del medio circundante, las muestras cilindricas de cemento se
prepararon como se describe anteriormente y se incubaron separadamente en 5 ml de agua

destilada a 37°C, midiendo el pH cada hora, hasta 6 horas después.

Con el test de Kolmogorov- Smirnov se comprobd si se cumplian los criterios de
normalidad para todas las variables y una t de Student para muestras relacionadas para un valor de

confianza del 95%.

Todos los resultados se expresaron midiendo la desviacion estdndar (SD) y el test
T-Student’s, para evaluar las diferencias entre los valores de porosidad e histomorfometria. El test

de Pearson se us6 para estudiar la correlacion entre las graficas lineales; el andlisis de variables se
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usé para determinar las diferencias estadisticas significativas entre otros valores de medicion. El
analisis estadistico se llevo a cabo usando el programa Origin 7.0 ( OriginLab Corporation,

Northampton, MA, USA) con un nivel significativo de P menor de 0.05.

6.4.3- Analisis mediante difraccion de rayos X
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Mediante la difraccion de rayos X es posible identificar distintas estructuras cristalinas, ya
que cuando el haz de rayos X incide en un material s6lido, parte de este haz se dispersa en todas
direcciones asociados a los atomos o iones que encuentra en el trayecto, pero el resto del haz puede
dar lugar al fendmeno de difraccion de rayos X, que tiene lugar si existe una disposicion ordenada
de 4tomos y si se cumplen las condiciones que vienen dadas por la Ley de Bragg, que relaciona la
longitud de onda de los rayos X y la distancia interatomica con el angulo de incidencia del haz
difractado, si no se cumple esta ley, la interferencia es de naturaleza no constructiva y el campo del
haz difractado es de muy baja intensidad. Todos los solidos cristalinos poseen un difractograma
caracteristico, tanto cuantitativo como cualitativo, mediante la difraccion de rayos X se expresa la

relacion entre la longitud de onda del haz de rayos X y los planos en el cristal.

En esencia, pues, la Cristalografia estructural por difraccion de rayos X, consiste en medir
las intensidades de la mayor cantidad posible de haces difractados del espectro tridimensional de
difraccion, obtener de ellas los modulos de los factores de estructura, y de sus valores, mediante
alglin procedimiento de asignacion de fases a cada uno de estos factores, reconstruir la distribucion

electronica en la celdilla elemental, cuyos méximos corresponderan a las posiciones atomicas.

Para el anélisis estructural del B-TCP se usé un difractometro Philips X pert (Cu-Ka
radiation, 45 KV, 40 mA) del departamento de Materiales Dentales de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de McGill de Montreal, Canadé

Se ha utilizado la técnica de difraccion en polvo.

Para la identificacion de los modelos estructurales se emple6 los patrones de DRX de la base

de datos del Intenacional Centre for Structural Data (ICSD)”: B-TCP (ICSD 06191). Se realizo

la cuantificacion de las distintas fases mediante el analisis de refinamiento de Rietbveld.
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Diagramas de difraccion de (a) una molécula, (b) dos moléculas, (c) cuatro moléculas, (d) una linea de moléculas repelidas periddicamente, (e) dos lineas de moléculas y (f) una red bidimensional periddica de moléculas

Fig. 45. Diagramas de difraccion

6.4.4- Microscopia electronica de barido.
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La microscopia electronica de barrido se llevd a cabo con un microscopio electrénico,
haciendo incidir un delgado haz de electrones acelerado con alta resolucién sobre una muestra del
material consta de un dispositivo que emite un haz de electrones a los que se aplica un voltaje
variable, cuando el haz choca con la superficie de la muestra algunos electrones son reflejados
como retrodispersados y otros se liberan como electrones secundarios de baja energia, por la
dispersion ineléstica entre el haz de electrones incidentes y los electrones de los 4&tomos de la
superficie de la muestra. Los electrones retrodispersados y los secundarios son recogidos por un
contador de centelleo que emite un pulso de luz a la llegada del electron, la luz emitida es
reconvertida a una sefal eléctrica y ampliada por el fotoamplificador que pasa a un video
amplificador y posteriormente a la pantalla. Utilizando un microscopio electronico Hitachi
S3000-N VP-SEM (Hitachi-HT, Wodingham, Jberkshir, UK) se analiz6 la morfologia de la

superficie del material, operando con un voltaje acelerado de 15kV.

Las secciones embebidas en resina fueron recubiertas por una aleacion de oro-paladio previo
al analisis del destello electronico a alto vacio, ambos secundarios a que se tomasen las
micrografias electronicas, y el andlisis EDX se llevé a cabo usando un detector Oxford y un

software INCA (Oxford Instruments, Abingdon, Oxfordshire, UK).

Los experimentos in vitro se llevaron a cabo para determinar el efecto de la composicion del
cemento en la liberacion media de pH, las muestras cilindricas de cemento (tres muestras de cada
cemento), se prepararon como ya se ha descrito, e incubadas separadamente en 5 ml de agua
destilada a 37°C, midiendo el pH medio de incubacién con un medidor de pH (pH211
miroprocessor Ph meter; Hanna Instruments Inc., Woonsocket, RI, USA) cada hora, y la media fue

renovada después de cada medicion cada 6 horas.
Para la investigacion posterior, la tasa de liberacion de H' de la matriz de cemento, la
liberacion acumulada de H™ (Mol/L) por fraccion de tiempo (t) se calculd usando la siguiente

formula:

H' release= Y;-1' exp (-pH)) (t=1,...5)
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Foto 20. Microscopio éptico de barrido

. ., + . . . ., .
La tasa de liberacion de H' fue examinada para determinar la liberacion el mecanismo de
liberacién de protones. Se usé la ecuacion conocida como “ecuacion de Peppas” para evaluar la

posibilidad de difusion del mecanismo de liberacion mediante la ecuacion lineal:

M;
--------- = kt"
Moo

M es el total de moléculas liberadas, mientras M., es el total liberado en el tiempo oo,
mientras que M, / Mo es la fraccion de moléculas liberadas en el tiempo “t”, “k” es la constante
cinética y “n” es el exponente de difusion que estd en el rango de n=0.5 (para la ecuacion de
difusion de Fickian), y n=1. En el caso de las muestras cilindricas n=0.45 en lugar de 0.5 y 0.89 en
lugar de 1.0. Para verificar el significado de la ecuacion lineal, se caculd la regresion (R) y el

coeficiente de correlacion ajustado (adjusted-R%)">.

6.5 — ANALISIS ESTADISTICO
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El tratamiento estadistico de los datos obtenidos en los estudios fisicoquimicos y en

los estudios in vivo se realizd con el software del programa Origin 7.0 para Windows Microsoft.

Los valores de densidad mineral 6sea y porcentaje de regeneracién Osea fueron
utilizados para comparar los defectos experimentales con los defectos control. Primero se hicieron
los andlisis estadisticos descriptivos para ambas poblaciones. Luego se examind que ambos grupos
seguian una distribucion gausiana mediante un test t de student para una sola poblacion con una

nivel significativo de p<0,05.

T
= i

La ¢ de student se obtiene a partir de la ecuacion: sivn

Donde “x”es el tamaiio de la poblacion, “s” es la media de la poblacion es la media de

e .9

la muestra y “n” es la varianza de la poblacion.

Posteriormente, con el valor obtenido de ¢, en una tabla de intervalos de confianza

se contrasta ¢ con el tamafio de la poblacion para obtener el intervalo de confianza

7. RESULTADOS
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7. RESULTADOS

La fase de analisis XRD reveld que el cemento A tomaba forma casi de brushita pura,
mientras que el cemento B mostraba elevados picos de brushita y de beta-TCP no reactivo. No se

encontraron picos de MCPM sin reaccionar en ninguno de los dos cementos.

Cement A

Intensity (a.u.)
i

\ T Cement B

20 25 30 35 40
20°

Fig. 46. Espectrometria de los cementos A y B usando una proporcion polvo/liquido 1.7. La “T” marca

los picos de f-TCP mientras que el resto de picos no sin asignacion corresponden a los cristales de brushita.

Los datos extraidos con XRD revelan que los cementos se prepararon con exceso de
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B-TCP tenian una menor cantidad de brushita que el cemento A, y que el resultado final tenia una

gran cantidad de B-TCP presente.

La porosidad que se encontrd fue ligeramente mayor en las muestras preparadas con
exceso de B-TCP (cemento B). Para calcular las diferencias entre la concentracion esperada y la
concentracion de brushita medida en el cemento, se determind que ambas reacciones del cemento

habian sido completas.

La histologia de los cementos A y B después de 8 semanas de implantacion se presentan

en la siguiente figura.

Cement A

Fotos 21-24. Microscopia de la interfase cemento-hueso magnificacion real x5 (tamaiio de la muestra
4.0mm x 3.00 mm) y x10 (tamario de muestra 2.0mm x 1.5 mm). Las secciones corresponden a los distintos

cementos implantados en el mismo animal
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La superficie de hueso en contacto con el cemento A parece haber sido sometida a una

ligera reabsorcion dsea.

Se observaron signos de reabsorcion, tales como oquedades en la superficie original del
hueso e invasion de tejido fibroso, ademas, el biomaterial remanente estaba separado del hueso
original por una lamina fibrosa que rodeaba toda la muestra de cemento, sin embargo, se
observaba un aumento vertical considerable de hueso en las superficies tratadas con cemento B,
asi como la formacion de nuevo hueso formado entre el material reabsorbido y la superficie de

hueso original.

El analisis SEM de los cementos confirm6 la observacion histologica de que el cemento

B estaba en contacto directo con el hueso neoformado.

Comparando las diferencias entre las fotografias tomadas en la interfase del hueso y del

cemento B, existe un alto grado de reabsorcion de material y de neoformacion Osea.

El anélisis SEM revela una colocacion en “piel de cebolla” de 1a muestra del cemento A.
El analisis EDX del estrato mas extremo revela una proporcion Ca:P de aproximadamente 1.5 de
ratio de B-TCP o de deficiente hidroxiapatita, mientras que el nucleo mas interno tiene una
proporcion Ca:P de aproximadamente 1.0, tipico de la brushita. Se observa que el cemento B es
mas continuo pero tiene una proporcion Ca:P de aproximadamente 1.0 en el nucleo interno de la

muestra y de aproximadamente 1.5 en las partes mas externas.
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Cement B

Fig. 25-27. Microscopia dptica de la muestra de cemento B. Las imdgenes muestran los restos de

cemento rodeando el hueso neoformado (NB)

El andlisis histomorfométrico revela un significante aumento vertical de hueso en las

superficie de hueso con cemento B, mientras que no se observé dicho aumento con el cemento A.

Aumento vertical de hueso (valor medio +/- desviacion estandar, n=4

Aumento vertical de hueso(mm) Grosor calavera Altura implante+aumento vertical hueso

Altura minima Altura maxima

Cemento A NR NR 1.80+/-0.21 3.80+/-1.08
Cemento B 0.215+/-0.090  1.136+/-0.345 2.19+/-0.35 4.94+/-0.75

Tabla 10. Medidas histomorfométricas
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Ademas, se observd que las zonas de calota tratadas con el cemento A, sufrian una
disminucion del grosor de la calota, indicando que ocurre una considerable reabsorcion de hueso.
Las muestras de cemento se sumergieron en agua destilada a 37°C y se monitorizo el pH durante
todo el proceso. Los cementos preparados con una cantidad mas baja de beta TCP tenian un pH
inicial similar a los preparados con un exceso del mismo, aunque ambas formulaciones de
cementos alcanzaron un pH neutro; los cementos con un exceso de beta TCP alcanzaron el pH
neutro a las 3 horas, mientras que los que tenian un contenido menor de beta TCP alcanzaron el

pH neutro a las 5 horas.

La liberacion de iones de hidrégeno, calculado desde los cambios de pH en las soluciones
incubadas, fue muy similar para ambos cementos, aunque el cemento A tuvo una liberacion mas

alta y significativa que el cemento B.

El cemento con menos cantidad de B-TCP tenia un pH inicial similar al cemento con
exceso de B-TCP; sin embargo, el pH varia significativamente cuando los cementos se incuban

durante un periodo largo de tiempo.

Composicion y caracterizacion de cementos (valor medio~+/- desviacion estandar, n=3

Porosidad (%vol.) Brushita (% peso) Grado reaccion(%) Liberacién H'(%)
Medida Calculada
Cemento A 489=+1.0 83.0 1.0 86.5+0.1 96.0+1.2 0.077 £0.002
Cemento B 56.4+0.8 66.4+0.9 73.0£0.1 90.9+1.2 0.055 +£0.002

Las diferencias entre cementos A y B son significantemente diferentes (P[10.05)

Tabla 11. Composicion y caracterizacion de cementos

Se aplico la ecuacion Peppas para analizar los mecanismos de liberacion al pH. El valor n

con el valor R se muestran en la tabla 5.

Las graficas muestran dos perfiles liberacion distintos en ambas muestras de cemento; un
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descenso escalonado durante las dos primeras horas, seguido de un segundo descenso mas
gradual durante las 4 horas siguientes, estos cambios en el mecanismo son debidos
probablemente al sedimento del cemento, aunque se requiere mas investigaciones para describir
este fenomeno, sin embargo, el valor de » secundario era menor para ambas muestras de cemento
y podria atribuirse a un perfil de liberacion final que indicaria que la liberacion del proton de
hidrogeno es afectado por fendmenos quimicos que interfieren en el transporte del i0n; se sugiere
un papel activo de la matriz del cemento en la liberacion de los protones durante un prolongado

periodo de tiempo.

El test de Pearson determind que no existia correlacion entre la n y la porosidad del
cemento y entre el peso porcentual de la brushita de los cementos (/p/ mayor 0.2), puesto que el
porcentaje porcentual de peso de la brushita no influenciaba en la liberacion del proton de
hidrégeno, un papel pasivo en la liberacion de particulas beta-TCP en el control de la tasa final de

liberacion de hidrégeno parece verosimil.
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Fotos 28-31. Microscopia cemento A (arriba izquierda). Microscopia optica de barrido (arriba derecha y
las dos inferiores). Puede observarse tejido fibroso (FT) y superficie de hueso original (OB). A una magnificacion
de 40x (arriba a la derecha) se observa un “gap” entre los niuicleos interno y externo del cemento. En una
magnificacion de 5000x, el nucleo interno se ve formado por particulas de brushita (abajo a la izquierda),

mientras que el niuicleo externo contiene principalmente particulas de f-TCP (abajo a la derecha).
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Fig. 47. Evolucion ph de los cementos en funcion del tiempo.
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8. DISCUSION

8. DISCUSION

El aumento de hueso vertical, sobre todo en el campo de la Implantologia, es uno de los
problemas mas desafiantes que se presentan en cuanto a regeneracion Osea, se han descrito
muchas técnicas y materiales, entre las que destacan la osteodistraccion , la GBR y el uso de
bloques onlay, que han resultado ser procedimientos muy sensibles a la técnica y que han

demostrado sélo tener un éxito parcial.

Uno de los grandes requisitos que se presentan en estos procedimientos es, por un lado la
necesidad de estabilizar el injerto entre las que destacan la osteodistraccion , la GBR y el uso de
bloques onlay, aunque han resultado ser procedimientos muy sensibles a la técnica y y por otro el

disefio de colgajos que permitan el cierre de la zona regenerada sin tension.

Los dos principales factores de fracaso en regeneracion vertical son justamente la
ausencia de estabilidad del injerto y la exposicion del mismo a la cavidad oral que desemboca en

la infeccion y pérdida del injerto.

En este estudio, se describe una técnica minimamente invasiva, en la que se inyecta un

material biocompatible bajo la superficie subperiostica del hueso.

La técnica de tunelizacion mediante despegamieno mucoperidstico es una técnica
practicamente ciega ya que no permite una vision directa del area a regenerar por lo que también
es un procedimiento sensible a la técnica, sin embargo las ventajas que ofrece son la rapidez de la
tecnica, y la minima manipulacion de los tejidos. En este estudio las pastas de cemento fabricadas
eran solidas en la superficie del hueso y endurecian en menos de 5 minutos tras la inyeccion, de
este modo no eran necesarios apoyos adicionales tales como membranas o mallas, esta técnica
ofrece una alternativa atractiva frente a los procedimientos quirirgicos convencionales para

simplificar las técnicas actuales y reducir el material y los costes quirargicos.
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Los datos de XRD y de picnometria presentados en este estudio muestran que los dos
cementos evaluados en este estudio, tenian una alta concentracion de brushita, y que los cementos
preparados con exceso de B-TCP tenian una alta cantidad residual de beta-TCP después del

fraguado.

La degradacion del cemento colocado fue ligeramente menor de lo que se predecia,
indicando una inhibicion de la reaccion de colocacion. El uso de una solucion de acido citrico
como componente componente liquido del cemento mejor6 la manejabilidad y la viscosidad del
material para hacerlo mas facilmente inyectable con agujas de entre 18 y 21G., ademas el uso de
acido citrico mejord las propiedades mecanicas y el tiempo de colocacion del cemento de
brushita®®, esto permite que el material pueda ser aplicado sin dificultad, sin embargo, el efecto
inhibitorio del acido citrico en la colocacion del material podria haber causado una ligera

reduccion en el grado de reaccion.

La porosidad de los cementos preparados con un exceso de beta-TCP (cemento B) fue
mayor que la del cemento A, probablemente debido a los grandes espacios entre los cristales de

brushita creados por el exceso de beta-TCP.

Los estudios previos in vivo que usan cementos de brushita en procedimientos de
regeneracion 6sea han sido evaluados sobre hueso trabecular’™?” **?°  desde nuestro
conocimiento, éste es el primer estudio de este tipo que usa un modelo de hueso cortical. Los
examenes histologicos indicaron la buena compatibilidad de ambos cementos, con casi la
completa ausencia de células inflamatorias como linfocitos, granulocitos o células

multinucleares™.
La conduccion sobre la superficie intacta de cortical obtenida con los cementos basados
en brushita, indican que dichos cementos podrian ser usados en procedimientos de aumento de

hueso vertical sin la necesidad de métodos estabilizadores.

Con este método, pueden llevarse a cabo intervenciones minimamente invasivas,
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evitando zonas aperturas extensas, minimizando el riesgo de exposicion de los injertos, mientras
la estabilidad inicial mejora por la propia autoestabilizacién del cemento bajo el periostio; aun
cuando el aumento de hueso es significativo, la mayor optimizacion del biomaterial inyectado
podria llevar a tasas mas altas de aumento de hueso, para este propdsito, se requeriria un material

con alta tasa de reabsorcion in vivo.

La intervencion minimamente invasiva resulta en una répida cicatrizaciéon de los
animales con un postoperatorio ausente de complicaciones, no se observo en los animales ningun
signo de estrés o disconfort posterior a la intervencion, durante el periodo postoperatorio tardio,
los sitios implantados con cemento A mostraban signos de inflamacion, mientras que los sitios

tratados con cemento B, tenian apariencia clinica de normalidad.

Los andlisis histoldgicos confirmaron que el cemento A fue encapsulado con tejido
fibroso en todos los lugares de implantacion, mientras que el cemento B era osteointegrado
consistentemente y reemplazado parcialmente por hueso neoformado, un exceso de B-TCP sera

necesario para prevenir la encapsulacion fibrosa del implante.

En el estudio del pH, se ha demostrado que el preparado de cemento con exceso de
B-TCP liberaba menos protones de hidrégeno y alcanzaba un pH neutro mas rapidamente que el
cemento con menor cantidad de B-TCP, esto es significativo en tanto en cuanto se pone de
manifiesto que el cemento con mayor cantidad de MCP es mucho mas propenso a ser rechazado
por el cuerpo debido a un exceso de liberacion de iones hidrogeno’*'#*'**1%°_Se ha postulado que
el B-TCP es incapaz de interaccionar con el MCP debido a la formacion de una linea pasiva sobre
los cristales de B-TCP que inhibe su completa disolucion, sin embargo, un exceso de B-TCP es
necesario para neutralizar el pH del cemento en estadios iniciales'® "%, La quimica del cemento
permite un pequeno exceso de B-TCP tras la mezcla, hemos demostrado una férmula que crea un

aumento de hueso y evita la encapsulacion fibrosa.

El ratio de brushita en la formula del cemento ha sido siempre un valor importante tanto

en la biocompatibilidad como en el desarrollo in vivo.
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Cuadro liberacién de H' acumulado (valor medio= desviacion estindar, n=3)

Inicial 2h. Final 4h.

ny k; ny ky Ry R, ajustada P,
Cemento A 0.53408 40956 0.153£0.008  4.360+0.010 0.9971 0.9954 0.0028
Cemento B 0.45231 4.1428 0.160+0.007  4.342+0.008 0.9982 0.9971 0.0018

Tabla 12. Liberacién H'

Aunque algunas regeneraciones de defectos dseos se han descrito con cementos que
contenian altas concentraciones de brushita, las reacciones de cuerpo extraiio y las
encapsulaciones fibrosas se han observado con cementos que contenian entre un 70 y un 90% de

brushita, respectivamente'**'3%!%°

, huestros hallazgos estdn de acuerdo con los resultados de la
literatura en lo referente al cemento A (con un 86% de brushita). Los cementos con una menor
concentracion de brushita (menos del 50%) y con altas concentraciones de beta-TCP,

demostraron un comportamiento de regeneracion dsea excelente.

En este estudio, obtuvimos excelentes resultados con un cemento que contiene una
concentracion intermedia de brushita (66%), mucho mayor de los cementos exitosos anteriores

descritos.

De acuerdo con las observaciones de cementos implantados, Bohner et al.'®""'*? habjan
sefialado previamente que cuando se embebe en agua, la capa mas superficial de los cementos de
brushita podria experimentar una reabsorcion rapida de fosfato monocélcico (MCP), dejando no
reactivo el B-TCP en la superficie del material, mientras que las capas internas reaccionarian para
formar brushita, la rdpida reabsorcion de MCP causa el descenso inicial de pH del cemento y de
su capacidad amortiguadora debido a que el B-TCP no reactivo remanente esta limitado por la
formacion de una capa pasiva de particulas de B-TCP que inhibe su disolucidn, sin embargo, se
requiere un exceso de B-TCP para alcanzar una temprana neutralizacion de la incubacion media

como muestran los resultados.




REGENERACION OSEA CON CEMENTOS DE BRUSHITA

Resumen de los estudios in vivo de los cementos de brushita

Autor Detalles cemento Detalles quirargicos Resultados histomorfométricos
Composicién_Polvo (% peso) Liquido (PIL) Brushita Animal  Localizacion Periodo Forma Area Area
B-TCP Aditivos MCPM (g/ml) (% peso) observacion aplicacion ~ formacion material
después (semanas) hueso (%) residual (%)
0.3mm [0.3mm implantacion
MUNTING 8 56 CSH, CPY 16 H,O 4.26 NR Perros Defectos 28 injerto NR NR
Y COLS. cC metéfisis fémur en bloque
OHURA 64 - CSH 19 H,O 1.86 NR Conejos Condilo fémur 16 Bloques 23 13
Y COLS. 49.2 23.0 CSH 15 HO 2.23 NR Conejos Condilo fémur 16 Bloques 36 2
FRAYSSINET 98.5 - SP NR 4.0MPA 1.3 95 Conejos Condilo 18 Inyectado 23 11
Y COL.. 0.1MSA
LU Y COLS. 54.7 12 - 133 H,O NR NR Conejos Condilo tibia 24 Pasta 40 40
y fémur (a las 4 semanas)
PENEL Y COLS. 54 10 SHP 36 0.1 M SA 2.78 NR Corderos Metéfisis 52 NR NR NR
0.5% XG fémur
FLAUTRE 64 - SHP 35 0.1 M SA 25 NR Corderos  Céndilo 52 Bloques 28 48
Y COLS. 1% SG femoral inyectados
FLAUTRE 60 25 CSH, SHP 10 0.85 M SA 2.66 32 Conejos Céndilo fémur 24 Inyectado 50 20
Y COLS. 36 24 SHP 40 0.095 M SA 3.10 71 Conejos Condilo fémur 24 Inyectado 50 26
FLAUTRE 60 25 CSH, SHP 10 0.85 M SA 2.66 32 Conejos Condilo fémur 24 Inyectado 20 35
Y COLS. CON O SIN
XG O HA
36 24 SHP 40 0.1 M SA 3.10 71 Conejos Condilo fémur 24 Inyectado 26 10
CON O SIN
XG O HA

Tabla 13. Resumen estudios con cementos de brushita

La reabsorcion de los iones de hidrogeno de las matrices de los cementos siguen el
mismo patrdn, consecuentemente, la adaptacion de las curvas de reabsorcion fue muy similar para
todos las composiciones de los cementos, confirmando que la liberacion de protones es mAs
parecida por ser debida a reacciones quimicas fuera de la matriz del cemento. La porosidad, el
contenido final de brushita y P/L ratio de las muestras de cemento no se correlacionaban con el
patron de liberacion de iones hidrogeno, lo que indica que el movimiento de protones a través de
la matriz del cemento no estaba influenciada por las propiedades estructurales del cemento,
probablemente debido a su pequefio tamafio, y aunque habia diferencias en el recuento de

reabsorcion de B-TCP, parecia ser pasivo, no correspondiéndose tampoco con el patrén de

liberacion de iones hidrégeno.
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De acuerdo con el anélisis propuesto por Peppas y colaboradores’, el exponente de
reabsorcion inicial de las muestras cilindricas de cemento (n= 0,45-0,50) indicaban un
mecanismo de difusion Fickian para ambos cementos . Esto es debido a la rapida reabsorcion de
MCP no reactivo en la media de incubacion. Después de la reabsorcion inicial de MCP, los
protones se reabsorben por otros mecanismos mucho mas lentos. La extremada lentitud del valor
n calculado después de dos horas (n= 0,15-0,16) sugiere que la reabsorcion de hidrogeno esta
afectada por una interaccion fisico-quimica antes que por difusion, probablemente debido a las
continuas reacciones direccionales en la estructura del cemento. Este mecanismo de liberacién de
hidrégeno, esta en consonancia con las observaciones previas en las que se observaba una gran
cantidad de beta-TCP no reactivo remanente en las capas externas del cemento implantado,
debido a la pérdida inicial de MCP. Estos resultados indican que el uso de exceso de beta-TCP en
el cemento no preveia el explosivo desprendimiento inicial de acido alrededor del medio, sino
que descendia en la cuenta final de liberacion de acido. La razén de que estas dos fases de
liberacion podrian ser debidas a los cambios en la microestructura del cemento durante su
asentamiento. El volumen y la distribucion de tamafios de los poros podrian haber sido
modificada por la precipitacion de la disolucion de cristales, o por la recristalizacion de los
cristales de DCPD dentro de los cristales de DCP. La descomposicion de DCPD en DCP conduce

ST . L1122
a una pérdida de volumen que provoca un incremento de la porosidad .

Podria parecer l6gico que un cemento que contiene menos acido se tolerase mejor
biologicamente; sin embargo, los resultados in vifro indican que es sélo la cantidad de tiempo de
exposicion al &cido la que varia, no el pH en si mismo, y sin embargo, es solo cuestion de unas
horas.

Esto hace que se planteen algunas preguntas interesantes.

Primero, hay un umbral de tiempo después del cual los daiios en el tejido por el 4cido se

vuelven irreversibles.

Segundo, es un proceso inflamatorio el responsable de las diferencias en la curacion.
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Finalmente, si la exposicion prolongada ante un ambiente acido puede inducir cambios
fisioldgicos, por ejemplo, la acidosis es una condicion en la que el pH de la sangre desciende, y se
ha encontrado que este fenomeno induce la activacion de ostoclastos y, por tanto, de la
reabsorcion 6sea'®. Ciertamente, a las 8 semanas, no habia evidencia de necrosis en el cemento

A, pero habia evidencias de reabsorcion.

Claramente, este estudio tiene, por su naturaleza, algunas limitaciones. Por ejemplo, se

. . . . . . 64 , . .
conoce la dificultad de correlacionar datos in vitro e in vivo >, ademas, las diferencias de la
fluidez de la composicion, el medio local superiostico eran claramente diferentes y es concebible

que el acido podria haberse reabsorbido mas que en los casos in Vitro.

Los experimentos futuros incidirdn en la importancia del microentorno en las fases
iniciales de la curacién Osea para afiadir mecanismos explicativos detras de estos importantes

hallazgos.
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9. CONCLUSIONES

9. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que los cementos basados en brushita son de gran interés en los

procedimientos de aumento vertical de hueso debido a:

1-

Tienen una gran capacidad de ser aplicados a través de técnicas minimamente
invasivas, por lo que mejora el postoperatorio.

La composicion inicial del cemento juega un importante papel en el éxito de la
intervencion.

Los cementos que liberan menores cantidades de iones hidrogeno alrededor de la
media, presentan los mejores resultados en el aumento vertical de hueso evitando
encapsulaciones fibrosas y promoviendo la osteointegracion, demostrandose su
biocompatibilidad con la ausencia de células antiinflamatorias.

Se consigue un aumento considerable vertical en las superficies tratadas con cemento
de brushita con exceso de B-TCP.

Existe un alto grado de reabsorcion del material y de neoformacion osea.
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10. ANEXO

10. ANEXO
a-TCP Fosfato tricalcico alfa
B-TCP Fosfato tricalcico beta
BMC: Contenido mineral dsea
BMD: Densidad mineral 6sea
BMP: Proteinas mofogenéticas
BMU: Unidades basicas de remodelado 6seo
C6S Condroitin 6 sulfato
C4S Condroitin 4 sulfato
CAD-CAM: (Computer-Aided Design/Computer-Aided Manufacturing). Disefio asistido
por computador/Fabricacion asistida por ordenador.
CA: citric acid
CC Carbonato calcico
CPY: calcium pyrophosphate
CS Condroitin sulfato
CSH: calcium sulphate hemihydrates
CPY: calcium pyrophosphate
DCP Fosfato dicéalcico o monetita
DCPD Fosfato dicalcico dihidratado, o brushita.
DFDB Hueso desmineralizado liofilizado
DCPD Brushita
DSC Calorimetro diferencial de barrido
FC Fosfato calcico
FTIR Espectroscopia infrarroja con transformacion de Fourier
g Gramo

h Horas
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HAP Hidroxiapatita

HA: hyaluronic acid

HE Hematoxilina y eosina

ICSD Base de datos de la estructura de los cristales inorganicos
IR Infrarrojos

L Litro

MCP Monocalcio fosfato

MCPM Monofosfato calcico monohidratado
pm Micrémetros

min Minutos

mm Milimetro

MPa Megapascales

MHP: magnesium hydrogen phosphate

ND No disponible

NR: No disponible en el articulo

PA: phosphoric acid (H3PO4)

PBS Solucién de tampdn de fosfato

PFC: Colageno purificado fibrilar bovino
PHA Hidroxiapatita precipitada

PLGA: polylactic-co-glycolic acid

PMMA Polimetacrilato de metilo

s Segundo

SC-CO2 Fluido supercritico de didxido de carbono
SA: sulphuric acid (H2S0O4)

TB Azul de toluidina

TetCP Fosfato tetracélcico

a-TCP Fosfato tricalcico beta

a-TCP Fosfato tricalcico alfa

UCM Universidad Complutense de Madrid



