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Antecedentes y Justificacion

ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El tratamiento con implantes osteointegrados constituye una de las alternativas
mas predecibles para la sustitucion de dientes perdidos, cumpliendo en muchos casos
las expectativas funcionales (estéticas, masticatorias y fonatorias) de los pacientes. A
pesar de la evolucion de las técnicas quirurgicas, la aparicién de nuevas superficies de
implantes y los avances en el campo de los biomateriales, se observa en la mayoria de
las estadisticas actuales, un indice de fracasos entre un 5% y un 10 % a los cinco anos

(1-4).

El éxito de la osteointegracion depende en parte de la cantidad y calidad del
sustrato 0seo remanente asi como de su capacidad de regeneracion. Sin embargo estas
variables podrian estar alteradas en pacientes osteoporoticos. La osteoporosis es la
alteraciéon metabolica dsea mas frecuente y uno de los mayores problemas de salud
publica en el momento actual en todo el mundo. Se define como una enfermedad
sistémica esquelética caracterizada por una densidad mineral 6sea baja y un deterioro
microestructural del hueso, con un aumento consiguiente de la fragilidad 6sea y de la
susceptibilidad a las fracturas (5). La prevalencia de la osteoporosis ha alcanzado
actualmente proporciones epidémicas pues afecta aproximadamente al 30% de las
mujeres postmenopausicas y a casi el 50% de las mayores de 75 afios, datos que la han

hecho merecedora del término “epidemia silente” (6).

La relacion directa entre la osteoporosis y la pérdida de hueso a nivel de los
maxilares, ha suscitado frecuentes controversias, pero al igual que los efectos de la
osteoporosis se observan tipicamente en las vértebras y en los huesos largos, también
podria producirse en otros huesos de la economia, incluyendo los huesos maxilares (7).
Debido a la creciente demanda de tratamientos implantolégicos en pacientes de edad
avanzada, la posible afectacion de los huesos maxilares tiene especial importancia, ya
que esta alteracion en el metabolismo 0seo podria modificar la capacidad de formacion
de hueso alrededor de los implantes y la afectacion de los maxilares supondria un
importante factor de riesgo para el éxito de la osteointegracion (8), unido al problema

que supone el déficit 6seo, tan frecuente en ancianos.



Antecedentes y Justificacion

No obstante, en la actualidad no existe evidencia cientifica que contraindique la

colocacion de implantes osteointegrados en individuos osteopordéticos (8,9).

El tratamiento con implantes osteointegrados en pacientes con osteoporosis, ha
despertado el interés de la comunidad cientifica y se han desarrollado diferentes
modelos animales, en los que se induce la apariciéon de osteoporosis, especialmente
mediante ovariectomia y dieta hipocalcica (10,11), para estudiar la respuesta del hueso

osteopordtico frente a los implantes osteointegrados y diversos biomateriales.

La insuficiente disponibilidad 6sea para la estabilizacion de los implantes es una
de las circunstancias mas frecuentes en la practica implantolégica. Por ello, el aumento
del sustrato 6seo mediante técnicas regenerativas, constituye una de las lineas de
investigacion mas importantes en la actualidad. Asi, los injertos 0seos autdogenos, en
bloque o particulados, sustitutos 6seos, biomateriales, membranas y factores de
crecimiento suelen emplearse de forma aislada o combinada para incrementar la
cantidad de hueso remanente de forma previa o simultdneamente a la colocacion de los

implantes osteointegrados (12,13,14,15).

Sin embargo la capacidad de conseguir regeneracion dsea 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 Osea, basados en
promover la diferenciacion, migracion y proliferacion de las células involucradas en la
regeneracion oOsea. Existen en la actualidad muchas lineas de investigacion, que
incluyen desde la utilizacion de factores de crecimiento como PDGF, IGF y proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs) en estudios de regeneracion dsea, hasta la aplicacion de

hormona de crecimiento (GH) (11).

En 1994, Tayapongsak y cols (16) introdujeron la novedosa idea de la aplicacion
de un codgulo de fibrina en la reconstruccion de defectos mandibulares junto con injerto
Oseo autdgeno, identificando radiograficamente consolidaciones Oseas tempranas en 33
casos, atribuyendo a la red de fibrina un incremento de la osteoconduccion sobre las
células osteocompetentes del injerto. También refieren su utilizaciéon como vehiculo
para la compactacion de injertos, aunque ya se utilizara de manera rutinaria para este fin

en traumatologia durante las ultimas décadas (17).
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El descubrimiento de factores de crecimiento en el adhesivo de fibrina autélogo
(AFA), desperto el interés de los investigadores, en el sentido de utilizar este producto
no solo como agente osteoconductivo y vehiculizador de injertos, sino como posible

agente osteoinductor (18,19).

En 1995, Slater y cols, en un trabajo in vitro, obtuvieron un aumento en la
proliferacion y diferenciacion de osteoblastos humanos y un incremento en la sintesis de
matriz extracelular cuando se cultivan dichos osteoblastos en presencia de factor de

crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) (20).

En 1997, Whitman observo las diferencias entre el AFA y el plasma rico en
plaquetas (PRP) y propuso algunas posibles aplicaciones del PRP en cirugia bucal y
maxilofacial, como reconstrucciones mandibulares, procedimientos de elevacion de
seno, fisuras palatinas y procedimientos relacionados con la colocacion de implantes

@1).

En 1998, Marx y cols aplicaron sus estudios sobre PRP, y observaron la
existencia de un incremento del nimero de plaquetas en este concentrado de un 338%
con respecto a los niveles basales plaquetarios, mostrando la presencia de al menos tres
factores de crecimiento PDGF,TGF-Bly B2, y refiriendo la existencia de receptores en
el hueso trabecular para dichos factores de crecimiento (22). La utilizaciéon de este
preparado junto con injerto 6seo autdgeno en reconstrucciones mandibulares demostrd
que producia una aceleracion y aumento en la densidad del hueso formado a los 6 meses
respecto del grupo control, valorado mediante radiografias panoramicas. La activacion

del PRP la realizaban mediante la adicion al preparado de trombina bovina (22).

En 1999, Anitua refiri6 la utilizacion del plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF) en pacientes que presentaban enfermedad periodontal, susceptibles de
tratamiento implantoldgico y en pacientes con fracturas verticales en dientes que se
sustuirian mediante implantes unitarios, con resultados significativamente mejores,
desde el punto de vista de la regeneracion y maduracion 6sea con respecto al grupo

control y exento de riesgos para el paciente (23).
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El uso de factores de crecimiento con efectos estimulantes en la migracion,
diferenciacion y proliferacion celular, se ha propuesto tanto para regeneracion Osea,

como periodontal (24,25).

A la vista de esta situacion, creemos que el estudio de la influencia de la
asociacion de biomateriales osteoconductores y plasma rico en plaquetas (PRP) en la
regeneracion 6sea en un hueso osteoporoético, justifica la realizacion de este trabajo

como Tesis Doctoral.



2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
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Hipotesis de Trabajo y Objetivos

HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

El procedimiento de la colocacién de implantes implica la realizacion de un
trauma 6seo que tendera a cicatrizar de forma natural hasta conseguir la restitutio ad
integrum mediante deposicion de hueso nuevo. Tras el traumatismo se produce
inmediatamente una hemorragia local seguida de la formacién y organizacion de un
coagulo sanguineo. En estas zonas donde se produce una disrupcion vascular las
plaquetas se agregan y se activan de forma natural liberando el contenido de sus
granulos. De esta forma se liberan una serie de factores de crecimiento que ponen en

marcha el comienzo de la revascularizacion y migracion de células osteocompetentes.

El objetivo de los tratamientos con PRP es aumentar el nimero de plaquetas que
de forma natural estan presentes en los procesos regenerativos y por tanto aumentar los

factores de crecimiento que contienen.

Recientemente se ha observado que el uso de PRP en el campo de la cirugia
maxilofacial favorece la formacion 6sea y mejora la regeneracion cuando se mezcla

con hueso autdégeno y con diferentes sustitutos 6seos (22).

Nuestro trabajo analizarad la regeneracion 6sea del hueso osteopordtico, en un
modelo experimental mediante la asociacion de PRP y un material osteoconductor.
Siendo nuestra hipotesis de trabajo que: “La administracion de PRP asociado a una
hidroxiapatita bovina, en un modelo experimental osteoporotico, produce mayor
regeneracion dsea que la administracion de cualquiera de ambos materiales por

separado.”

11
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Para corroborar esta hipotesis de trabajo, nos planteamos los siguientes objetivos:

1) Valorar mediante estudio densitométrico, la densidad del hueso neoformado con

la administracion de PRP, hidroxiapatita bovina o la asociacion de ambos

materiales, en defectos experimentales creados en la calota de conejas

osteoporoticas.

2) Cuantificar mediante estudio morfométrico la regeneracion osea obtenida con la

administracion de PRP, hidroxiapatita bovina o la asociacion de ambos

materiales, en defectos experimentales creados en la calota conejas

osteoporoticas.

3) Cuantificar mediante estudio histomorfométrico el porcentaje de hidroxiapatita

bovina remanente tanto de forma aislada como en combinacion con PRP, en

defectos experimentales creados en la calota de conejas osteopordticas.

12
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Introduccion: Tejido Oseo

La organizacion de los huesos, desde su forma macroscopica a su estructura
microscopica, asegura la maxima resistencia con la mayor economia de material y el
peso minimo. A pesar de su fuerza y su dureza, el hueso es un material vivo y dindmico,
que se renueva continuamente y que experimenta un permanente remodelado durante la
vida del individuo. A causa de esta reconstruccion interna continua y de su capacidad de
responder a estimulos mecénicos puede ser modificado por medio de procedimientos
quirtrgicos y proétesis ortopédicas. El hueso responde también de modo sorprendente a

las influencias metabolicas, nutritivas y endocrinas.

Desde el punto de vista morfologico se pueden considerar dos tipos de hueso: el
cortical o compacto y el esponjoso o trabecular. Ambos estan formados por laminillas
de tejido mineralizado que forman osteonas. El hueso trabecular esta constituido por
laminillas 6seas que forman un reticulo tridimensional de espiculas dseas ramificadas o
trabéculas que delimitan un sistema laberintico de espacios intercomunicados, ocupados
por la médula dsea. Las laminillas del hueso compacto se disponen concéntricamente en
torno a un canal vascular del interior del hueso, para formar unas unidades estructurales
cilindricas llamadas sistemas haversianos u osteonas, dando el aspecto de una masa

solida continua. (26).

Con pocas excepciones, los huesos estan recubiertos por el periostio, que es una
capa de tejido conjuntivo especializado, dotada de potencia osteogénica, es decir que
tiene la capacidad de formar hueso. El revestimiento periostico estd ausente en aquellas
areas de los extremos de los huesos largos que estan cubiertas por cartilago articular y
en los zonas donde los ligamentos y los tendones se insertan en el hueso. En las areas
donde falta el periostio, el tejido conjuntivo en contacto con la superficie del hueso
carece de actividad osteogénica y no contribuye, por tanto, a la curacion de las fracturas.
La cavidad medular de la diafisis y las cavidades del hueso esponjoso estan revestidas

por el endostio, que es una fina capa celular que también posee capacidad osteogénica.

Sin embargo, tanto el hueso compacto como el trabecular estan constituidos por

células, matriz organica y sustancia mineral.
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3.1.1.1. Células

En el tejido d6seo se distinguen cuatro tipos de células oOseas: células
osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Aunque los tres primeros se
consideran como tipos celulares distintos, hay pruebas convincentes de que uno puede
transformarse en otro y es por lo tanto mas razonable considerarlos como estadios
funcionales diversos de un mismo tipo celular. Los osteoclastos tienen un origen
diferente: provienen de las células madre hematopoyéticas de la médula ésea (27). En el
tejido 6seo tambien se distinguen monocitos, linfocitos, macréfagos, adipocitos y

células endoteliales.

Al igual que otros tejidos conjuntivos, el hueso se origina a partir de células
mesenquimales embrionarias, procedentes de la médula o6sea. Estas células
osteoprogenitoras persisten hasta la vida postnatal y se encuentran en todas o casi
todas las superficies libres de los huesos. Las células osteoprogenitoras son mas activas
durante la fase de crecimiento de los huesos, aunque también se reactivan durante la
vida adulta en las situaciones en las que se inicia la reparacion de fracturas Oseas y otras

formas de lesion del hueso (27).

Se sabe desde los trabajos de Friederich y Owen que de las células
mesenquimales embrionarias de la médula 6sea pueden originarse 5 estirpes celulares

diferentes: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipoblastos y mioblastos (28).

Los osteoblastos son las células osteoformadoras de los huesos maduros y en
fase de desarrollo. Son células grandes de unas 40u de diametro de forma poliédrica,
con un gran reticulo endoplasmatico rugoso, que sintetizan y segregan la matriz
organica. La mineralizaciéon se inicia poco después de la formacion de la matriz.
Ademés de secretar diversos componentes de la matriz como coldgeno tipo I,
proteoglicanos, osteocalcina, fosfatasa alcalina, osteonectina y osteopontina, los
osteoblastos también pueden producir factores de crecimiento que dan lugar a
importantes efectos autocrinos y paracrinos sobre el crecimiento 6seo (29). A través de
la sintesis de citoquinas especificas median en la reabsorcion llevada a cabo por los
osteoclastos (RANK-L) y en la hematopoyesis (Factor Estimulante del Crecimiento de

colonias de Granulocitos y Macréfagos [GM-CSF] y de Macrofagos [M-CSF]) (30). La
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mineralizacion se produce a través de la formacion de unas pequefias vesiculas, con
fosfatasa alcalina en su interior, que van a iniciar el proceso de cristalizacion del calcio
y fosforo. Estas fosfatasas alcalinas producidas por los osteoblastos, escinden el
pirofosfato inorganico, que es un potente inhibidor de la mineralizacion, liberando

fosfato (29,31).

La vida media de los osteoblastos es de 1 a 10 semanas, al término de las cuales
pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis, transformarse en células de
revestimiento (linning cells) o quedar gradualmente envueltas por la propia matriz y
convertirse en osteocitos (un 15%). Estas son las células principales del hueso, ya que
son las mas abundantes (10 veces mas que los osteoblastos). Residen en las lagunas
osteoplasmaticas situadas en el interior de la sustancia intersticial calcificada y su
cuerpo celular se adapta a la forma lenticular de la cavidad que ocupa, pero emiten
numerosas prolongaciones delgadas que caminan por los conductos calcéforos que se
extienden por los canaliculos de la matriz, de forma que no estan aislados en sus
lagunas, sino que estdn comunicados unos con otros y, en ultimo término, con las
células situadas mas superficialmente (osteoblastos y células de revestimiento). Esto
puede explicar como las células situadas profundamente en la matriz calcificada del
hueso pueden responder a estimulos hormonales que, en apariencia, sélo tendrian
acceso directo a las células que estan en la vecindad inmediata de los vasos sanguineos.
Igualmente los osteocitos son capaces de activarse y controlar el remodelado dseo
detectando las variaciones mecanicas de las cargas, fendmeno denominado
mecanotransduccion. De este modo forman una compleja red celular (sincitio) cuya
funcion principal es la de participar en el remodelado 6seo y en la maduracion y

remodelacion de la matriz (32,33).

El hueso sufre durante toda su vida un proceso interno de remodelacion y
renovacion a través del cual se elimina la matriz 6sea en multiples puntos y es sustituida
por hueso neoformado. Las células que llevan a cabo la reabsorcion 6sea son los
osteoclastos, procedentes de células madre hematopoyéticas medulares denominadas
“Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macrofagos” (CFU-GM). Los
osteoclastos alcanzan hasta 150 um de diametro y pueden presentar hasta 50 nucleos,
con un “borde en cepillo”, que es donde tiene lugar la reabsorcion. Estas células ocupan

unas cavidades superficiales denominadas lagunas de Howship, que se deben a la accion
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erosiva del osteoclasto sobre el hueso subyacente. Para realizar su funcion, los
osteoclastos reciben unas sefiales quimicas determinadas que son secretadas en un
primer momento por los osteoblastos y que se denominan Factor Estimulante de las
Colonias de Macréfagos (M-CSF). Este estimulo moviliza a los osteoclastos a la zona a
reabsorber y se adhieren a la superficie 6sea mineralizada por el “ribete en cepillo”
mediante integrinas, que son proteinas transmenbrana que reconocen las proteinas de
anclaje presentes en la matriz osteoide concretamente la secuencia Arg-Gly-Asp (o
péptido RGD) (34,35). La reabsorcion conlleva una primera fase de desmineralizacion,
con una posterior degradacion de la matriz 6sea; mientras que inicialmente la
produccion de H+ provoca una desmineralizacion haciendo mas soluble la fase mineral,
la  produccion posterior de interleuquinas (IL-6), proteasas (colagenasas,
proteoglicanasas, metaloproteasas y catepsina), asi como de hidrolasas acidas, facilita la

degradacion del coldgeno dseo y completa la destruccion de hueso (36).

En la regulacion de la osteoclastogénesis existen tres moléculas clave (30,37):

1.-OPG (Osteoprotegerina), proteina sintetizada por osteoblastos.
2.-RANK-L, ligando situado en la superficie de osteoblastos

3.-RANK, receptor del anterior situado en la membrana de osteoclastos

La interaccion entre RANK-L y RANK produce una activacion de la
diferenciacion osteoclastica, efecto que es inhibido por mediaciéon de la OPG, que al
unirse a RANK-L inhibe la diferenciacion osteoclastica. Se ha demostrado que la
administracion de RANK-L a ratones normales produce un aumento de la calcemia,
debido a un aumento de la reabsorcion Osea, mientras que la administracion de OPG

incrementa la densidad mineral 6sea (35).

Los osteoclastos también presentan receptores para calcitonina, hormona que
inhibe la reabsorcion dsea, sin embargo, no presentan receptores para sustancias pro-
reabsorcion como la hormona paratiroidea (PTH), que si estan presentes en la

superficie de los osteoblastos.
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Actualmente se sabe que una gran variedad de citoquinas (interleuquinas) y
prostaglandinas intervienen en la regulacion y activacion de los osteoclastos
estimulando la reabsorcion 6sea. Por el contrario, el interferon gamma, el factor beta
transformador del crecimiento (TGF-f) y el antagonista del receptor de la interleuquina-
1 inhiben la actividad osteoclastica (38,39). Los macro6fagos y linfocitos en las areas de
reabsorcion liberan Interleuquinas (IL-1, IL-6, 11-11), Factor Estimulador de Colonias
de Granulocitos y Macroéfagos (GM-CSF) y Factor de Necrosis Tumoral (TNF)

favoreciendo la reabsorcion (40).

3.1.1.2. Matriz orgdanica

La matriz orgdnica o sustancia osteoide fue descrita por Virchow en 1853 y
representa el 35% del peso 6seo deshidratado. Est4d formada en un 90% por colageno
tipo I incluido en una sustancia fundamental rica en proteoglicanos. El resto de la matriz
organica contiene proteinas derivadas del suero (albumina y alfa2-HS glucoproteinas),
proteinas con 4cido alfa-carboxiglutdmico, glicoproteinas y factores de crecimiento
(tabla I). Esta matriz constituye el molde para la sedimentacién de los cristales de

fosfato calcico.

COLAGENO 90%
PROTEOGLICANOS 1%
PROTEINAS CON ACIDO y CARBOXIGLUTAMICO 1,7%
GLICOPROTEINAS 3,7%
ALBUMINA 0,3%

Tabla I. Proteinas de la matriz osteoide

Actualmente se sabe que las propias proteinas de la matriz extracelular modulan
la mineralizacion y la union de las células a la matriz, jugando un papel importante en
las interacciones de la matriz extracelular. Esta union de las células a la matriz se
conoce como anclaje. La principal molécula de adhesion de la matriz extracelular es la

fibronectina, pero también existen otras moléculas de unién como la vitronectina,
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laminina, osteopontina, osteonectina y trombospodina (41,42). La matriz extracelular
también proporciona sefiales reguladoras, ofreciendo una superficie de anclaje para

factores como las BMPs y los factores de crecimiento (43).

El hueso contiene colageno I, en mayor proporcion, pero también colageno tipo
III, V y XII. El colageno I se sintetiza por el osteoblasto en forma de un precursor, la
molécula de procoldgeno, que tiene unas secuencias adicionales en ambos extremos.
Una vez secretada por los osteoblastos, estos péptidos terminales se separan de la
molécula por accion de unas enzimas especificas dando lugar a la molécula de colageno,
que se ensamblard en fibrillas y fibras. Estos péptidos de las regiones carboxiterminal
(PICP) y aminoterminal (PINP) pasan a la sangre y son considerados como marcadores
de formacion dsea (44). Las fibras de coldgeno se estabilizan mediante puentes de
hidrégeno entre aminodcidos y por la formacién de puentes de piridinolina, entre las
hidroxilisinas y lisinas, creando una verdadera red tanto para la deposiciéon mineral
como para el anclaje celular debido a que en su molécula se halla la secuencia Arg-Gly-
Asp (RGD), que es reconocida por las integrinas de superficie de las células oseas (45).
El coladgeno, no tiene sin embargo afinidad por el calcio, lo que hace suponer que son

otras proteinas las que estan implicadas en el depdsito mineral.

El 10% de la matriz 6sea esta constituido por proteinas no coldgenas (tabla II).
Los proteoglicanos constituyen el grupo mas numeroso de las proteinas no coldgenas.
Son moléculas de gran tamano y estan formadas por un nucleo proteico y largas cadenas
de glicosaminoglicanos, que son disacaridos sulfatados, por lo que retienen moléculas

de agua.
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e CONDROITIN SULFATO
PROTEOGLICANOS e DECORINA

e BIGLICANO

e HIALURONANO
PROTEINAS CON ACIDO e OSTEOCALCINA

y-CARBOXIGLUTAMICO

PROTEINA de la matriz con 4cido
vy carboxi-glutdmico

GLICOPROTEINAS

OSTEONECTINA

FOSFATASA ALCALINA

PROTEINAS CON RGD:
FIBRONECTINA
TROMBOSPONDINA
OSTEOPONTINA
VITRONECTINA
SIALOPROTEINAS OSEAS

PROTEINAS DEL PLASMA

ALBUMINA
2-HS-glicoproteina

FACTORES DE CRECIMIENTO

IGF-1y I
PDGF

TGFB (BMPs)
FGF

Tabla II. Proteinas no colagenas de la matriz (Tresguerres) (28)

En la matriz osteoide hay cuatro tipos de proteoglicanos (45):

e Condroitin-sulfato: de molécula grande, existe en las etapas iniciales de la

osteogénesis y ocupa el espacio que se transformard en hueso.
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Decorina: de molécula mas pequeia, aparece en las fases siguientes de la
formacion dsea y tiene afinidad por el TGF-p.

Biglicano: igual que el anterior, también por afinidad por el TGF-f.

Hialuronano: a diferencia del resto no posee nticleo proteico y no es sulfatado.

Sin embargo interviene en las etapas iniciales de la morfogénesis 6sea.

Las proteinas con acido y-carboxi-glutamico son la osteocalcina y la proteina

con acido y-carboxi-glutdmico. Este dcido es un aminoacido que liga calcio y necesita

vitamina K para su sintesis.

La Osteocalcina es una proteina de la matriz sintetizada por los osteoblastos y
plaquetas, dependiendo de las vitaminas D y K. Representa el 15% de las
proteinas no coldgenas de la matriz y contiene tres restos de acido y-carboxi-
glutdmico. Sus niveles plasmaticos se han considerado como uno de los
marcadores bioquimicos de la osteogénesis, relacionandose con el niumero y
actividad de los osteoblastos. So6lo se halla en tejidos mineralizados (46) y su
funcioén es la de ligar calcio (47). Es una proteina especifica del hueso pero se

produce en etapas finales de la osteogénesis (45).

La Proteina de la matriz con &cido y-carboxiglutdmico no es exclusiva de la
matriz osteoide, ya que también se sintetiza en pulmén, corazén y cartilago.
Contiene cinco restos de acido y-carboxiglutamico y su funcién esta relacionada
con la adhesion de las células a la matriz a través de la secuencia RGD (Arg-

Gly-Asp).

Las glicoproteinas son la osteonectina, la fosfatasa alcalina y las proteinas con

el tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp).

e La Osteonectina es una glicoproteina con gran afinidad por el colageno tipo
I, por el calcio y por la hidroxiapatita. Se caracteriza por favorecer primero

la adhesion y posteriormente la agregacion celular. Se cree que interviene
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como sistema de anclaje de las células 0seas a la matriz osteoide. También se
ha encontrado en plaquetas, epitelios y membranas basales. En el hueso es

necesaria para la normal mineralizacion.

e La Fosfatasa Alcalina es una enzima que libera fosfato inorganico, necesario
para la mineralizacion, catalizando la hidrolisis de ésteres de fosfato a pH
alcalino. En realidad son 5 isoenzimas especificas procedentes de la matriz

osteoide, higado, intestino, y paratiroides, entre otros tejidos.

e Proteinas con el tripéptido RGD: Fibronectina, Trombospondina,
Osteopontina, Vitronectina y Sialoproteinas 6seas. Son glicoproteinas con la
secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) especifica para la unidon a las integrinas,
receptores de superficie de las células 6seas que permiten la adhesion de las

células a la matriz extracelular.

0 La Fibronectina es producida en cartilago, hueso y médula dsea y se
cree que participa en la organizacion de la matriz osteoide al ser

sintetizada por los osteoblastos.

0 La Trombospondina se halla en plaquetas y tejido 6seo y sirve para

facilitar la adhesion de las células a la matriz extracelular.

0 La Osteopontina existe en rifion, hueso, médula 6sea y cerebro. Se

une fuertemente a la HA, por poseer dos moléculas de Asp.

o La Vitronectina es una proteina del higado que ademas se sintetiza en

hueso para servir como anclaje celular.

0 Entre las sialoproteinas, proteinas con acido sialico analogas a la
osteopontina, se encuentra la Sialoproteina Osea, que se combina
con la hidroxiapatita y permite el anclaje de las células oOseas a la
matriz y la Glicoproteina acida-75, que se une a la superficie

mineralizada e inhibe la reabsorcion.
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Las proteinas procedentes del plasma, se hallan en la matriz osteoide, pero en
mayor proporcién que en éste, tales como la Albumina y la a,-SH-glicoproteina,
probablemente relacionadas con la incorporacion de calcio a la matriz y los factores de
crecimiento son proteinas sintetizadas en el propio hueso o procedentes de fuera
(higado, plaquetas,...), que intervienen en la diferenciacion, crecimiento y proliferacion
de las células, de forma autocrina o paracrina (48), que se consideraran con

posterioridad.

3.1.1.3. Fase mineral

La sintesis 0sea es un proceso organizado, mediante el cual se deposita fosfato
calcico, que se encuentra en el medio extracelular en forma de solucion sobresaturada,
sobre una malla de colageno que sirve de molde, conocida como matriz orgdnica u
osteoide. La fase mineral se compone de calcio, fosforo y carbonato (10:6:1) en forma
de pequetios cristales hexagonales de hidroxiapatita (Ca;o(POs)s (OH);) y en menor
proporcion, brushita. También contiene magnesio, sodio, potasio, manganeso y fluor,
representando el 65% del peso de hueso deshidratado. Estos cristales de hidroxiapatita
se depositan en lugares especificos de los orificios que aparecen tras la disposicion
particular de las moléculas de colageno, adaptandose a la orientacion de sus fibras y
favorecidos por la actuacion de diversas proteinas con capacidad adhesiva que
favorecen la mineralizacion, principalmente las fosfatasas alcalinas, que, secretadas por
los osteoblastos, son las que van a iniciar el proceso de cristalizacion del calcio y
fosforo en la mineralizacion d6sea. Los cristales de hidroxiapatita se depositan entre las
fibrillas de colageno mediante la acciéon de proteinas secretadas también por los
osteoblastos (osteopontina, osteonectina y sialoproteina Osea), y que aceleran la
cristalizacion del calcio y fosforo y su depdsito sobre el tejido osteoide, ya que el
colageno no tiene afinidad ni por el calcio ni el fosfato. Por el contrario los
proteoglicanos y el pirofosfato son potentes inhibidores de la mineralizacion. Los
proteoglicanos crean espacios ausentes de osteoide, impidiendo el deposito del mineral
(49). Las moléculas de pirofosfato se unen a la superficie de los fosfatos de calcio,

dificultando la formacion y crecimiento de los cristales de hidroxiapatita (50).
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Aunque la primera fase de la mineralizacion que supone el 65% del proceso es
dependiente de los osteoblastos, la segunda fase que representa el 35% es un proceso

acelular que consiste en el crecimiento de los cristales durante meses (51).
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El hueso, como los restantes tejidos conjuntivos, estd formado por células, fibras
y sustancia fundamental, pero a diferencia de los otros, sus componentes extracelulares
estan calcificados y le convierten en un material duro, firme e idealmente adecuado para
su funcidon de soporte y proteccion. Ademas de estas funciones mecanicas desempena
una funcion hematopoyética y metabodlica importante, como deposito de calcio, que
puede ser tomado o depositado a medida que lo exige la regulacion homeostatica de la
concentracion de calcio en la sangre y en otros liquidos del cuerpo. Asimismo, el hueso
es el unico tejido del organismo capaz de regenerarse, capaz de formar un callo de

fractura y conseguir la restitutio ad integrum tras el trauma.

3.1.2.1. Remodelado oseo

La adaptacion del hueso a las cargas y el mantenimiento de la homeostasis
fosfocélcica son las causas de que el hueso sufra un continuo proceso de remodelado,
que es llevado a cabo por las células dseas. Este proceso motiva que parcelas de hueso
viejo sean destruidas y reemplazadas por hueso nuevo formado, considerandose un
balance entre la reabsorcion y la formacidén oOseas, para neutralizar el desgaste. El
modelado es el proceso que tiene lugar durante el crecimiento, dando origen a un
cambio de tamafio y de forma del hueso. El remodelado difiere del denominado
modelado o formacidon de hueso hasta su total desarrollo, en que éste es general y

continuo y el remodelado es local y ciclico.

A nivel microscopico el remodelado dseo se produce en las Unidades Basicas
Multicelulares (o basic multicellular units, BMU), formadas por un osteoclasto, un
osteoblasto, un pre-osteoblasto y un macrdéfago. En el esqueleto humano hay 35
millones de BMU y cada afio se activan entre 3 y 4 millones, por lo que el esqueleto se
renueva totalmente cada 10 afios. En dichas unidades se produce primero la activacion
de los osteoclastos en un lugar determinado del esqueleto, lo que da lugar a la
destruccion de hueso, para a continuacion y en el mismo lugar, activarse los

osteoblastos, formando hueso nuevo (52).
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Las fases del remodelado son: (Modificado de Compston, 2001) (53)

- Fase quiescente o de reposo
- Fase de activacion

- Fase de reabsorcion

- Fase de inversion

- Fase de formacion

- Fase de mineralizacion

Desde la fase de reposo el remodelado comienza con la activacion de los
osteoclastos. El fendmeno inicial es el reclutamiento de los precursores de los mismos,
que mas tarde proliferan, se diferencian y se fusionan, para formar las grandes células
multinucleadas que constituyen los osteoclastos maduros. Todo ello estd dirigido por
una serie de “senales”, entre las que destacan M-CSF, RANK y RANK-L, no muy bien
conocidas, pero de las que sabemos que guardan relacion con cambios en la situacion
endocrinoldgica general del individuo, cambios paracrinos en el ambiente en que se
establece la unidad de remodelado, cambios locales en las fuerzas mecénicas y cambios
locales en la matriz 6sea surgidos como consecuencia del envejecimiento o tras un

trauma (54).

Tras el fenomeno de reabsorcidn, tiene lugar la fase de inversion, durante la
cual probablemente se establecen sefiales que reclutan osteoblastos. El fenomeno es
conocido como “acoplamiento” o adecuacion temporoespacial entre la accion de los
osteoclastos y la de los osteoblastos. Estas sefiales no se han identificado atn, pero se
piensa que pueden consistir en factores de crecimiento enterrados en la matriz dsea que
son liberados desde ella cuando es destruida. Los mas conocidos son el IGF-1 y I, TGF-
B y las BMPs (figura 1). También podria tratarse de otras proteinas de la matriz
liberadas por accion de los osteoclastos (la osteocalcina, por ejemplo, tiene efectos

quimiotécticos) (55,56).

En la fase de formacion los factores de crecimiento actian como quimiotécticos
de los pre-osteoblastos estimulando ademas su proliferacion y diferenciacion. En esta

fase los osteoblastos sintetizan matriz osteoide, cesando su actuacion probablemente en
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el momento en el que reciben una senal para ello. Algunos autores defienden que esa
sefial viene dictada por un “mecanostato”, que indica a las células cuanto hueso deben

formar para que se ajuste a las sobrecargas mecanicas.

PRECURSORES PRECURSORES

®

TGF-p
BMP

®
l /7
/

‘ ' ASTOS

Fig 1. Acoplamiento entre osteoclastos y osteoblastos a través del TGF-beta y las BMP (proteinas

morfogenéticas del hueso) liberadas por la reaborcion dsea.

A los 30 dias del deposito de osteoide comienza la mineralizacion que finalizara

a los 130 dias en el hueso cortical y a los 90 dias en el hueso trabecular.

Las unidades de remodelado tienen una configuracién espacial distinta en el
hueso cortical que en el trabecular (figura 2). En el cortical los osteoclastos actiian
labrando en la profundidad del tejido 6seo una cavidad tuneliforme. En cambio, en el
hueso trabecular actuan en la superficie de la trabécula, dando lugar a una cavidad
lacunar y la aposicion posterior forma capas aplanadas o semilunares. En ambos casos,
el hueso depositado por los osteoblastos para rellenar la cavidades producidas por los

osteoclastos se apone por capas (hueso laminar).
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UNIDAD DE REMODELADO EN HUESO TRABECULAR

Fig 2. Esquema de unidad de remodelado 6seo cortical y trabecular.

(1) osteoclastos, (2) osteoblastos.

El mantenimiento de la masa 6sea exige que la cantidad de hueso formada por
los osteoblastos sea igual a la destruida por los osteoclastos. Cuando esto no ocurre asi,
sino que se forma menos hueso del que se destruye (lo que se denomina “balance 6seo
negativo”), la masa 6sea disminuye. En condiciones normales la masa 6sea se mantiene
hasta los 50 afios, momento a partir del cual se instaura un balance negativo. Este
balance negativo es el factor determinante de la pérdida de masa 6sea que se produce
con la edad. Por ello la osteoporosis constituye un ejemplo de remodelado anormal, al

igual que la enfermedad periodontal (57) (figura 3).

¢
(
¢

a)

W
-

Fig 3. Balance 6seo por unidad de remodelado:
a) balance cero (igual cantidad de hueso formado que destruido).

b) balance negativo (menor cantidad de hueso formado que destruido).
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La pérdida de masa dsea producida por el balance negativo se intensifica en
distintos momentos de la vida por la intervencion de diferentes fenomenos. Uno de ellos
es el aumento del nimero de unidades de remodelado. Puesto que, cuando en un balance
negativo, la puesta en marcha de cada unidad de remodelado supone una pérdida de
masa 6sea, el aumento del numero de dichas unidades da lugar a un incremento de la
cantidad total de hueso perdido (figura 4). Esta situacion se denomina de “alto
recambio” o “alto turnover”, ya que el aumento del nimero de unidades de remodelado

supone una mayor velocidad de renovacion del hueso.

El recambio de masa 6sea aumenta, en primer lugar, con el envejecimiento. La
determinacion de los marcadores de remodelado mas recientes han permitido comprobar
que, en contra de lo que se pensaba hasta hace poco, la senectud cursa con un aumento
del recambio 6seo. En segundo lugar, y de forma especialmente caracteristica, el
recambio Oseo aumenta tras la menopausia. Finalmente, hay un tercer tipo de
incremento del recambio, que es ocasional, dandose exclusivamente en algunas
circunstancias concretas. Es el caso de situaciones como el hipertiroidismo, el

hiperparatiroidismo o incluso la simple inmovilizacion (58).

Al margen del incremento en el recambio, un segundo mecanismo por el que
pueden incrementarse las pérdidas de masa Osea, consiste en la acentuacion del balance
negativo. Este fendmeno solo parece producirse en determinadas circunstancias
anormales, como por ejemplo el hipercortisolismo, sea endégeno o debido a la

administracion de corticoides (58).

a)

. _,Wm,wv_l

Fig 4. Aumento del recambio dseo en situacion de balance negativo: la cantidad de hueso perdida en b)

(recambio aumentado), es mayor que en a) (recambio normal).
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El balance negativo de las unidades que actiian en el hueso esponjoso origina
que las trabéculas se vayan adelgazando. Si el recambio aumenta, el adelgazamiento
serda mas rapido, pudiendo incluso llegarse a la perforacion y desaparicion de las
trabéculas. En algunos casos de aumento del recambio, los osteoclastos realizan
recorridos mas largos de lo habitual, facilitando la perforacion trabecular. La
perforacion y desaparicion de las trabéculas constituye lo que denominamos
“desconexion trabecular”. Se trata de un fendémeno de gran trascendencia, ya que la
conexion trabecular permite que unas estructuras deriven a otras vecinas parte de la
carga mecanica que soportan, de la misma forma que ocurre con los arbotantes de un
edificio. Por ello, la pérdida de esta conexion supone un aumento de la fragilidad 6sea
proporcionalmente mayor al que determinaria la pérdida de masa dsea de cuantia similar

pero unicamente debida al adelgazamiento trabecular.

El hueso cortical, en contraposicion con el trabecular, es demasiado grueso para
ser atravesado por los osteoclastos. Ocasionalmente, sin embargo, los osteoclastos que
se activan cerca del endostio (en los sistemas de Havers més profundos), pueden llegar a
alcanzar éste, abriéndose por tanto al espacio medular. Cuando ocurre esto, y si el
fenomeno es suficiente intenso, la acumulacion de multiples perforaciones puede dar
lugar a lo que se denomina “trabeculacion” del endostio. En definitiva supone un

adelgazamiento de la cortical y simplemente se traduce en un aumento de su porosidad.

Se cree que el aumento del recambio 6seo determinado por la menopausia
repercute fundamentalmente sobre el hueso trabecular, haciendo que las trabéculas se
perforen y desaparezcan, mientras que el determinado por el envejecimiento lo hace
mas sobre el hueso cortical, ocasionando su trabeculacion. El envejecimiento no dejaria
de actuar sobre el hueso trabecular, pero en él simplemente determinaria, a diferencia de
lo que ocurre con la menopausia, un adelgazamiento de las trabéculas. Las razones de

estas diferencias son desconocidas (59).

En cualquier caso, existen una serie de factores relacionados con la

regulacion del remodelado 6seo.
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Factores reguladores del remodelado

La funcioén de las células dseas estd regulada tanto a nivel sistémico como local.
El balance entre la reabsorcion y la formacion 6seas estd influido por una serie de
factores interrelacionados entre si, como son factores genéticos, mecanicos, vasculares,

nutricionales, hormonales y locales.

Los factores genéticos han sido considerados importantes. Asi los sujetos de
raza negra poseen una masa Osea mayor que la raza blanca y éstos mayor que la
amarilla. Se ha postulado como justificacion que en la raza negra los niveles
plasmaticos de hormona de crecimiento son mas altos que en la raza blanca, aunque esto
estd aun por confirmar (60). La masa Osea se transmite de padres a hijos, por ello

aumenta la predisposicion a padecer osteoporosis en hijas de madres que la padecen

(61).

Por otro lado, un numero de enfermedades dseas como la osteogénesis
imperfecta, osteopetrosis, displasia fibrosa son debidas a anormalidades genéticas. Por
ejemplo la disdstosis cleido-craneal se ha relacionado con un defecto del gen Cbfal o

Runx2, que es fundamental para la diferenciacion osteoblastica.

Entre los factores mecanicos y fisicos, Galileo en el siglo XVII fue el primero
en reconocer la relacion entre una carga aplicada sobre un hueso y su morfologia. En
1683, descubrid una correlacion directa entre el peso corporal y el tamafio de los huesos.
Durante los dos siglos siguientes, otros autores observaron que el hueso se remodela,
pero fue Julius Wolf, anatomista alemén, el primero que relaciond estos dos conceptos
vitales. Observd que los cambios de la masa 6sea se acompanaban de cambios en la
carga, a través de un proceso de remodelacion esquelética. En de “The Law of Bone
Formation” , publicado en 1892, Wolf afirma: “Cada cambio en la funcién de un hueso
es seguido por ciertos cambios definidos en la arquitectura interna y en la conformacion

externa, de acuerdo con leyes matematicas”.

34



Introduccion: Tejido Oseo

Existen fuerzas internas asi como fuerzas externas dindmicas y estaticas que
actuan sobre el hueso. Las fuerzas internas son creadas por la contraccion muscular; las
fuerzas externas, por el campo gravitatorio terrestre y por las fuerzas dindmicas de
compresion al soportar peso. La reduccion en el soporte de peso por inactividad o la
inmovilizacién conduce a un adelgazamiento progresivo, siendo las trabéculas que

soportan peso las primeras en reabsorberse (62).

Las fuerzas mecdnicas también desempeiian un papel significativo en la
modelacion externa del hueso. Por ejemplo, la fuerza dindmica aplicada de contraccion
de los musculos gluteos influye sobre el tamafio y la forma del trocanter mayor. Si estos
musculos estdn paralizados durante el desarrollo esquelético (como ocurre en ciertos
tipos de poliomielitis), el trocanter mayor no alcanza su tamafio y forma normales. Asi,
se ha observado que la actividad fisica es imprescindible para el correcto desarrollo del
hueso. Se cree que la accion muscular transmite al hueso una tension que es detectada
por la red de osteocitos incluida en el interior del fluido 6seo, estimulando tanto su
actividad como la de los osteoblastos y dando origen a una mayor formacion 6sea. Y al
contrario, la falta de actividad muscular, el reposo o la falta de gravedad tiene un rapido
efecto sobre el hueso, acelerando la reabsorcion (63). Del mismo modo, se ha

comprobado que el estimulo eléctrico activa la formacion dsea (64).

La vascularizacion es fundamental para un desarrollo 6seo normal. Permite el
aporte de células sanguineas, oxigeno, minerales, iones, glucosa, hormonas y factores de
crecimiento. Igualmente la neoformacion vascular es el primer hecho en el fenémeno de
reparacion de fracturas, mediada por VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial

Vascular) entre otros.

El factor nutricional es interesante porque puede ser modificado. Se necesita un
minimo de calcio para permitir la mineralizacion. Exiten unas recomendaciones de las
necesidades diarias de calcio para todos los grupos de edad. Estos valores reflejan la
cantidad promedio de calcio necesaria para mantener un balance de calcio positivo y
evitar la pérdida de depodsitos minerales almacenados en el hueso. Para adultos y

jovenes son de 750 a 1000 mg/dia.
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La absorcion de calcio desde el tracto gastrointestinal se hace menos eficiente
con la edad; asi, las personas mayores necesitan mas calcio en la dieta para mantener el
balance de calcio. Las mujeres premenopausicas sanas mayores de 30 afios, requieren
hasta 1000 mg/dia, las embarazadas y las mujeres de mas de 50 afios necesitan mas de
1500 mg/dia. Las mujeres lactantes necesitan 2000 mg/dia para evitar un catabolismo
0seo exagerado. Ademas la cafeina, el exceso de sal y el tabaco son deletéreos para el

hueso.

Los factores hormonales son de gran importancia (tabla III). La homeostasis
Osea esta condicionada por el normal funcionamiento del sistema endocrino,
fundamentalmente la hormona somatotropa y las hormonas calcitrdpicas, que actian

como reguladores sistémicos del remodelado 6seo (65).

1,25(0H), vitamina Ds.: La vitamina D ejerce importantes efectos sobre el
hueso a través de su metabolito bioldgicamente activo, la 1,25-hidroxivitamina D3 o
calcitriol. En el hueso el calcitriol activa el osteoclasto indirectamente, mediante
receptores existentes en los osteoblastos que estimulan a los osteoclastos maduros vy,
directamente, actuando sobre la diferenciacion del preosteoclasto (66,67). A su vez, la
vitamina D favorece la absorcién de calcio y fosfato y por tanto la mineralizacion del

hueso.

Parathormona (PTH): La secrecion de PTH, esta regulada por la concentracion
de calcio i6nico, por lo que juega un papel importante en el mantenimiento de los
niveles plamaticos de éste, actuando a nivel de intestino, rifion y hueso. Su efecto
principal sobre el hueso consiste en favorecer la reabsorcion del mismo aumentando el
nimero y la actividad de los osteoclastos de forma indirecta, es decir, a través del
estimulo de osteoblastos que liberan sustancias activadoras de la reabsorcion dsea. Sin
embargo en los Ultimos afios se ha descubierto un papel estimulador en la formacion

Osea a dosis bajas, a través de la sintesis de IGF-I1 y TGF-f3 (68).

Calcitonina: La calcitonina es otra hormona que tiene acciones contrarias a las
de la PTH. Las células parafoliculares del tiroides sintetizan calcitonina y su secrecion
se halla bajo el control directo del calcio sanguineo: un incremento en los niveles del

mismo produce un aumento de la sintesis de calcitonina y viceversa. Su efecto
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fundamental sobre el hueso consiste en inhibir directamente la reabsorcién Osea,

inhibiendo la proliferacion y actividad de los osteoclastos.

Hormonas sexuales: La pérdida 6sea que sufren las mujeres postmenopasicas y
la prevenciéon de dicha pérdida mediante el empleo clinico de estrogenos constituyen
dos pruebas evidentes de la influencia de estas hormonas sobre el metabolismo 6seo. Su
mecanismo de accion a nivel de hueso es controvertido y todavia no esta del todo claro,
aunque si se conoce que estimulan la proliferacion osteobléstica favoreciendo de este
modo la formacién 6sea, disminuyen la reabsorcion de hueso y producen un aumento de
la osteoprotegerina (OPG) por parte de los osteoblastos. Se ha postulado que, al haber
un déficit de estrogenos, aumentan los niveles de PTH y por tanto la reabsorcion osea.
Por otra parte, se conoce que los estrogenos estimulan la secrecién de calcitonina; su
disminucion impide, pues, la accion inhibitoria de la reabsorcion que induce dicha
hormona. Asimismo se han hallado receptores de estrogenos en células osteoblésticas
por lo que el déficit de estrogenos tal vez pueda actuar inhibiendo la formacion ésea.
Actualmente también se considera la posibilidad de que la falta de estrogenos

disminuya el TGF-f o aumente la PGE2 , IL-1, IL-6 u otras citoquinas pro-reabsorcion.

Glucocorticoides: A dosis terapéuticas inhiben la sintesis de IGF-I por los
osteoblastos, por lo que disminuyen la formacion 6sea y aumentan la reabsorcion, tal
vez por un mecanismo directo o a través de la inhibicion de la absorcion intestinal de
calcio. A dosis fisioldgicas e intermitentes, sin embargo, tienen capacidad osteogénica

(66).

Hormona de crecimiento: Parece actuar directamente sobre los osteoblastos a
través de receptores especificos estimulando su actividad (70), e indirectamente
estimulando la sintesis de IGF-I y II por los propios osteoblastos, favoreciendo la

proliferacion y diferenciacion de los mismos.
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FACTORES HORMONALES EFECTOS OSEOS

Hormonas tiroideas 1 Matriz osteoide

| Matriz osteoide
PTH 1 Reabsorcion

Calcitonina

| Reabsorcion

1,25(0OH),D;

1 Mineralizacion

Insulina 1 Matriz osteoide
Glucocorticoides 1 Reabsorcion
Androgenos 1 Formacion
Estrogenos 1 Formaciéon
Progesterona 1 Formacion
GH 1 Formacion

Tabla III. Factores hormonales (Tresguerres) (28)

Por otra parte actualmente se sabe que una gran variedad de factores locales
intervienen en la regulacion de las células 6seas. Entre estos destacan los factores de
crecimiento y las citoquinas. Los primeros son polipéptidos sintetizados en diferentes
tejidos, incluido el hueso, mientras que las citoquinas se sintetizan en linfocitos y otras
células mononucleares. Pueden ser mitdégenos e influir en la proliferacion celular o

morfogenos, que influyen mas en la diferenciacion celular.
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Factores de crecimiento : Son polipéptidos producidos por las propias células
Oseas o en tejidos extradseos, que actuan como moduladores de las funciones celulares,

fundamentalmente crecimiento y diferenciacion.

Citoquinas: Son polipéptidos sintetizados en células linfociticas y monociticas
que representan un importante papel en multiples funciones celulares, como la respuesta
inmunologica, la inflamacion y la hematopoyesis, con un efecto autocrino y paracrino,

pero también endocrino. En el hueso son importantes las siguientes:

0 Interleuquina 1: Estimula directamente la reabsorcidon oteoclastica, aunque no
tiene efecto sobre los osteoclastos maduros (71). En realidad son 3 moléculas
relacionadas: IL-1a, IL-1 y Antagonista del IL-1, siendo esta tltima inhibidora

de las dos primeras (56).

0 Interleuquina 6: Estimula la reabsorcion y se ha implicado en la patogenia de la
enfermedad de Paget (37). Se cree que representa un papel importante en las
etapas iniciales de la osteoclastogénesis (72). Se produce en respuesta a PTH,

IL-1, y 1,25(OH), vitamina Ds.

0 Interleuquina 11: De reciente descubrimiento, se produce en la médula dsea e

induce la formacion de osteoclastos (73).

0 Factor Estimulador de Colonias de Granlocitos y Macrofagos (CSF-GM). Es
importante para la osteoclastogénesis y puede intervenir en la patogenia de la

osteopetrosis (56).
0 Prostaglandinas: In vitro favorecen la reabsorcion dsea, debido a un aumento de

la sintesis de AMP-c sobre todo la PGE,, pero también la PGE;, PGG;, PGI,,
PGH,; (74).
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Todo este proceso puede ser evaluado desde el punto de vista clinico-
experimental identificando algunos metabolitos que se pueden considerar como
marcadores bioquimicos de remodelado (tabla IV). En los ultimos afios se han
desarrollado numerosos marcadores bioquimicos que permiten analizar de forma
sensible y especifica la actividad metabodlica dsea. Estos marcadores bioquimicos son
proteinas que provienen de la actividad de los osteoblastos y osteoclastos o bien son
productos generados durante la formacion o degradacion de la matriz 6sea. Aquellos
que se derivan de la actividad de los osteoblastos se denominan marcadores de
formacion y los que se derivan de la actividad osteoclastica, marcadores de reabsorcion.
Todos los marcadores de formacion se determinan en suero mientras que la mayoria de

los marcadores de reabsorcion se determinan en orina (75).

FORMACION. RESORCION.
SUERO SUERO
e Fosfatasa alcalina total
e Fosfatasa alcalina 6sea (ALP) e Fosfatasa 4cida resistente
e Osteocalcina (OCN) al tartrato (TRAP)
e Propéptido carboxiterminal e Telopéptido carboxiterminal
del procolageno I (PICP) colageno I (ICTP)

Propéptido aminoterminal
del procolageno I (PINP)
Calcio/Creatinina

ORINA

Hidroxiprolina

Piridinolina (PYR)

Desoxipiridinolina (D-PYR)

Telopéptido carboxiterminal del colageno I (ICTP)
Telopéptido aminoterminal del coldgeno I (INTP)

Tabla IV. Marcadores 6seos (Tresguerres) (28)
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Podemos considerar como marcadores de formacion Osea:

Fosfatas alcalinas (ALP): Las fosfatasas alcalinas son un grupo de proteinas
enzimaticas ampliamente distribuidas en los tejidos que se localizan en la membrana
celular, donde parecen tomar parte en los mecanismos de transporte en los que participa
el fosforo. Existen varias formas de fosfatasa alcalina: las no especificas de tejido, que
engloban a la dsea, hepatica y renal; las de origen intestinal; las placentarias y las de las
células germinales. Aunque se desconoce la funcion exacta de la isoenzima dsea, su
relacion con los procesos de formacidon y mineralizacion dsea es mas que probable. Asi
el déficit de ALP denominado hipofosfatasia puede asociarse a una alteracion severa de
la mineralizacion 6sea y diversos estudios han establecido una relacion entre la
actividad de la ALP osea y la funcion osteoblastica. Sin embargo, cuando se determina
la actividad de la ALP total en suero de individuos sanos, ésta deriva fundamentalmente
de las isoenzimas Osea y hepatica, con una proporcion variable que suele ser del 50%
dependiendo de la edad. Ademads, en un 20-25% de la poblacion puede detectarse la
isoenzima intestinal. Por lo tanto, el incremento de la actividad de la ALP en suero

puede ser la expresion de una amplia variedad de procesos (76).

La ALP total suele ser normal en la osteoporosis, mostrando una baja
sensibilidad y especificidad en este proceso. A pesar de ello, la actividad de la ALP
total en suero es un marcador clasico de formacion 6sea y todavia hoy uno de los mas

utilizados en la practica clinica (76).

Osteocalcina (OCN): Es la proteina no coldgena de la matriz 6sea mas
abundante de tal forma que constituye del 1 al 2% de las proteinas totales de la matriz.
Se sintetiza exclusivamente por los osteoblastos y odontoblastos (77) y aunque se
desconoce su funcidn exacta se ha sugerido que podria intervenir en la regulacion de la
mineralizacion 6sea. Esta proteina contiene tres residuos de 4cido gamma-
carboxiglutamico, siendo la vitamina K esencial para su carboxilacion y ello es
importante pues se ha sugerido que s6lo la osteocalcina totalmente carboxilada se
incorpora a la matriz 6sea. Ademds su sintesis estd influenciada por la 1,25-

dihidroxivitamina D.
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Se ha demostrado que la osteocalcina sérica es un marcador sensible y especifico
de actividad osteoblastica. Asi sus valores tienen una buena correlacién con los
pardmetros de formacion oOsea analizados mediante histomorfometria (78). La
concentracion sérica de osteocalcina estd aumentada en los procesos caracterizados por
un incremento del recambio o6seo, como ocurre en el hipertiroidismo o la
postmenopausia reciente, por lo que algunos autores también han indicado que podria
tratarse de un marcador de remodelado 6seo. Este hecho ha sido atribuido a que tras la
reabsorcion 6sea también pueden liberarse fragmentos de osteocalcina provenientes de
la matriz proteica. La excepcidon la constituye la enfermedad d6sea de Paget, pues la
concentracion de osteocalcina es mas baja de la que corresponderia por el grado de
recambio Oseo, y en definitiva la osteocalcina es un marcador con poca sensibilidad
diagnostica en esta enfermedad. Aunque se desconoce el motivo de su falta de
correlacion con la fosfatasa alcalina en la enfermedad de Paget, se ha sugerido que
ambas proteinas podrian representar estadios diferentes del desarrollo y de la actividad

sintetizadora de los osteoblastos (79).

Se ha descrito que los residuos de acido gammacarboxiglutdmico de la
osteocalcina son los responsables de su alta afinidad por la hidroxiapatita del tejido dseo
y si bien su significado es incierto, el aumento de la osteocalcina no carboxilada en la
poblacion de edad avanzada y su correlacion negativa con la masa dsea indican una
probable influencia de la osteocalcina en la regulacion del metabolismo Oseo. Asi,
Vergnaud en un estudio en el que ha analizado la osteocalcina no carboxilada mediante
un enzimoinmunoanalisis describe un incremento en la prevalencia de fracturas de
fémur en los pacientes que tienen aumentado este marcador, efecto que se correlaciona

con la disminucion de la masa 6sea (80).

Propéptidos terminales del procoligeno I (PICP y PINP): El coldgeno se
sintetiza por el osteoblasto en forma de un precursor, la molécula de procolageno, que
tiene unas secuencias adicionales en ambos extremos. Una vez secretada por los
osteoblastos, estos péptidos terminales se separan de la molécula por accion de unas
enzimas especificas dando lugar a la molécula de coldgeno que se ensamblarda en
fibrillas y fibras. Estos péptidos de las regiones carboxiterminal (PICP) y aminoterminal
(PINP) pasan a la sangre donde pueden ser medidos por radioinmunoandlisis (81).

Aunque en teoria ambos marcadores deberian reflejar la formacion de coldgeno Iy por
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tanto, la formacion 6sea de una forma muy adecuada, los estudios en los que se ha
analizado la sensibilidad diagnostica y las modificaciones de los niveles de la PICP en
situaciones clinicas con un cambio brusco del recambio 6seo, han mostrado una escasa
sensibilidad de este marcador. Ademads, en pacientes con osteoporosis los niveles
séricos de PICP se correlacionan débilmente con los parametros histologicos de
formacion osea y aunque se ha descrito un ligero aumento de los niveles de este

marcador en la postmenopausia, un estudio mas reciente no ha confirmado este hallazgo

(81).

Se tiene escasa informacion sobre la utilizacion del PINP como marcador de
formacion 6sea pero los resultados son alentadores. Asi, al analizar la sensibilidad de
los diferentes marcadores de formacién 6sea en un grupo de mujeres con menopausia
quirtrgica reciente, el PINP fue el marcador mas sensible superando a la fosfatasa
alcalina 6sea, a la osteocalcina y al PICP (82). Ademas, cuando se analizo la
sensibilidad diagnostica de los marcadores de formacion Osea y se relaciond con los
indices de actividad gammagrafica en la enfermedad 6sea de Paget, el PINP fue el
marcador de formacion Osea que estaba aumentado en un mayor porcentaje de
pacientes. A pesar de estos resultados, se precisan mas estudios que avalen esta

informacion.

Como marcadores de reabsorcion 6sea podemos considerar:

Fosfatasa dcida resistente al tartrato (TRAP): Durante el proceso de
reabsorcion Osea los osteoclastos secretan dcidos y enzimas al espacio existente entre su
borde en cepillo y la superficie 6sea. En concreto, la fofatasa acida se ha identificado
tanto en la membrana del borde en cepillo del osteoclasto como en las secreciones del
espacio de reabsorcion, lo que sugiere que esta enzima interviene en la degradacion de
la matriz 6sea. Asimismo se ha observado un incremento de la expresion de la fosfatasa
acida en el osteoclasto cuando la reabsorcion 6sea aumenta (83), por lo que se ha
sefalado que su determinacion constituye una medida especifica de la actividad

osteoclastica.

Las fosfatasas acidas son un grupo de enzimas que se encuentran en el

osteoclasto, la prostata, las plaquetas, los eritrocitos y el bazo. A diferencia de la
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isoenzima prostatica la fraccion dsea es resistente a la accion del tartrato. Su actividad
en suero estd aumentada en las condiciones esqueléticas en las que existe un alto
recambio O0seo. Asi, se ha descrito que sus niveles estan elevados en pacientes con

hiperparatiroidismo y en la osteoporosis postmenopausica (84).

Recientemente se ha desarrollado un enzimoinmunoanalisis (ELISA) que utiliza
anticuerpos monoclonales dirigidos frente a la isoenzima 6sea de la fosfatasa acida con
lo cual este marcador promete ser muy valido para la valoracion de actividad

osteoclastica (84).

Hidroxiprolina: La determinacion de la excrecion urinaria de hidroxiprolina,
aminoacido muy abundante en el coldgeno ya que representa el 13% del contenido de
aminoacidos de la molécula, es el marcador tradicional de reabsorcion 6sea. Durante la
degradacion de la matriz 6sea, la hidroxiprolina pasa a la circulacion sanguinea tanto en
forma libre como unida a péptidos. La hidroxiprolina libre, que constituye el 90% del
total, se filtra por el glomérulo y se reabsorbe casi en su totalidad metabolizandose en el
higado a didxido de carbono y urea. De manera que sélo un 10% de la hidroxiprolina
derivada de la degradacion del colageno se excreta por la orina bien en forma libre o
bien unida a péptidos dializables (de pequenio tamafio, 90%) o no dializables (de gran
tamafio). En principio, la fraccion unida a péptidos dializables es la que refleja la

degradacion del coldgeno de la matriz 6sea durante el proceso de reabsorcion.

A pesar de su amplia difusion es un marcador con limitaciones. En primer lugar,
es poco especifico del tejido 6seo pues no sélo estd presente en todos los tipos de
coldgeno, sino que ademas se halla en proteinas que contienen en su estructura
secuencias de triple hélice parecidas a la del colageno como la fraccion Clq del comple-
mento, elastina y acetilcolinesterasa y también la procedente de la dieta. Por ultimo, la

técnica colorimétrica es larga, tediosa e imprecisa (85).

Como consecuencia de su origen y metabolismo, se considera que la
hidroxiprolina es un marcador poco sensible y poco adecuado para evaluar la
reabsorcion Osea en la osteoporosis. En este sentido la, hidroxiprolina se correlaciona
débilmente con la reabsorcion oOsea analizada mediante estudios cinéticos o por

histomorfometria 6sea (85).
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Piridinolina y Desoxipiridinolina: Las fibrillas del colageno maduro del hueso
se estabilizan por la formacion de puentes de piridinolina y desoxipiridinolina intra e
intermoleculares. Estos puentes o enlaces se producen en la mayoria de los tejidos
conectivos a excepcion de la piel y estdn presentes en los colagenos tipo I, IT y III. Se
forman a través de tres residuos de hidroxilisina (piridinolina) o dos residuos de
hidroxilisina y uno de lisina (desoxipiridinolina) y se ha demostrado que son resistentes
a una degradacion posterior en el organismo. Durante la degradacion de la matriz 6sea
estos puentes son liberados a sangre y posteriormente son eliminados en la orina bien en
forma libre (piridinolina libre) o bien unidos a fragmentos peptidicos (piridinolina
total), donde se determinan por enzimoinmunoandlisis o por cromatografia liquida de
alta resolucion. Al valorar las piridinolinas en orina debera tenerse en cuenta cudl de
estas piridinolinas (libre frente a total) es la que determina la técnica que estamos

utilizando, ya que pueden dar resultados variables en funcion del remodelado dseo.

Debido a que gran parte del colageno tipo I del organismo corresponde al tejido
0seo y a que su recambio es mas rapido en el esqueleto que en el resto de tejidos
conectivos del organismo, se consideran que los niveles de piridinolinas en orina
derivan basicamente de la reabsorcion 6sea. En este sentido, su excrecion urinaria se
correlaciona con la tasa de reabsorcion o6sea determinada por histomorfometria.
Asimismo se ha sugerido que la desoxipiridinolina seria mas especifica que la
piridinolina como marcador de degradacion d6sea debido a que tedricamente sélo se
encuentra en cantidades significativas en el tejido dseo, mientras que la piridinolina se
halla también en cartilagos, ligamentos, tendones y otros tejidos blandos. Aunque el
hueso es la principal fuente de desoxipiridinolina en orina, no se puede descartar la

contribucion de otros tejidos del organismo (86).

La determinacién de estos dos marcadores ofrece una serie de ventajas respecto

a la determinacion de hidroxiprolina como son (87):

a) Sus niveles no estan influenciados por la dieta.

b) No se catabolizan en el organismo, por lo que reflejan una

medida directa de la destruccion del colageno.
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¢) Proceden exclusivamente del colageno maduro.

d) Son maés especificos del tejido 6seo.

Su comportamiento en la osteoporosis y en otras patologias dseas ha puesto de
manifiesto que son unos marcadores adecuados de reabsorcion. Asi, la excrecion
urinaria de piridinolina y desoxipiridinolina estd aumentada en la osteoporosis
postmenopausica, en el hiperparatiroidismo, el hipertiroidismo, en la enfermedad de
Paget. Ademas se ha descrito un aumento del riesgo de fractura de fémur en pacientes
que presentan edad avanzada con altas concentraciones de desoxipiridinolina libre en

orina (87).

Telopéptidos del coligeno I: Estos marcadores derivados de las regiones
telopeptidicas del coldgeno tipo [ contienen un puente piridinolinico o

desoxipiridinolinico que les protege de una degradacion posterior en el organismo.

El primer marcador que se desarrolld fue el telopéptido carboxiterminal del
colageno tipo I (ICTP) que se determina en suero. Si bien estudios in vivo e in vitro han
demostrado que su concentracion en suero se correlaciona con la tasa de degradacion de
la matriz 6sea evaluada por histomorfometria en biopsia 6sea (88), tiene escasa
especificidad ya que puede originarse de la degradacion de cualquier tipo de coldgeno
que contenga puentes intermoleculares (colagenos tipo I y IIT) (89). Es mas, el ICTP no
ha demostrado ser buen marcador en el estudio de la osteoporosis postmenopausica ni

en la enfermedad de Paget.

Los otros marcadores derivados de la region telopeptidica del colageno tipo I se
determinan en orina. Estos marcadores se han desarrollado en los Ultimos afios y han

demostrado ser muy sensibles y especificos de la reabsorcion Osea.

La determinacion del telopéptido carboxiterminal (ICTP) se realiza mediante un
enzimoinmunoanalisis que reconoce un péptido formado por ocho aminoécidos del
segmento C terminal de una cadena alfa-1 de coldgeno, participando uno de estos

aminoacidos en la formacién de un puente piridinolinico. Sus niveles urinarios muestran
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cambios muy marcados en las situaciones con un aumento del recambio 6seo como el
hipertiroidismo o en el hiperparatiroidismo (90). Ademas en la postmenopausia

quirtrgica reciente es el marcador de reabsorcidon mas sensible.

La determinacion del telopéptido aminoterminal del colageno tipo I (INTP)
también se realiza mediante un enzimoinmunoanalisis que utiliza un anticuerpo
monoclonal dirigido frente a un péptido de la region N terminal de la molécula de
colageno I. Se considera que es un marcador muy especifico del tejido 6seo ya que al
derivar de la region aminoterminal contiene mas puentes de desoxipiridinolina que la
fraccion carboxiterminal, y ademas se ha demostrado que los osteoclastos generan esta
secuencia peptidica in vitro. Asimismo es un marcador muy sensible y se ha encontrado
que es el marcador que mas se modifica en las situaciones caracterizadas por un

aumento de la reabsorcion dsea, como en la postmenopausia (91).
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La osteoporosis es el proceso metabodlico 6seo mas frecuente y uno de los
mayores problemas de salud publica en el momento actual en todo el mundo. En la
Conferencia Consenso celebrada en Hong-Kong en 1993, se definié la osteoporosis
como una enfermedad sistémica esquelética caracterizada por una masa 6sea baja y un
deterioro microestructural del hueso, con un aumento consiguiente de la fragilidad 6sea

y de la susceptibilidad a las fracturas (5).

La O.M.S define como punto de corte para el diagndstico de osteoporosis
densitométrica una densidad de masa 6sea (DMO) inferior a -2,5 DE (desviaciones
estandar) respecto al adulto joven. Aproximadamente hasta los 30 afios existe un
aumento progresivo de masa 6sea, tras un periodo de estabilidad, ésta comienza a
declinar, pudiendo perderse hasta un 35% de hueso cortical y un 50% de hueso
trabecular a nivel sistémico en mujeres. En hombres estos descensos son menores en
dos tercios de lo sefialado en mujeres. La prevalencia de osteoporosis ha alcanzado
actualmente proporciones epidémicas pues afecta aproximadamente al 30% de las

mujeres postmenopausicas y a casi al 50% de las mayores de 75 afios (5).

Podemos clasificar la osteoporosis segun la tabla V.

OSTEOPOROSIS IDIOPATICA O PRIMARIA OSTEOPOROSIS SECUNDARIA.
Juvenil. Digestivas: hepatopatia, alcoholismo, malabsorcion.
Adulta - Tipo I de Riggs. Endocrinopatias: hipertiroidismo, hiperparatiroidismo
- Tipo II de Riggs. Nefropatias

Genéticas. Sd de Turner, Klinefelter y Marfan.
Alimentarias: ingesta baja en calcio, déficit de vit D.
Hematologicas: mieloma, leucemia.
Farmacologicas: esteroides, citostaticos, barbitiricos
Tumorales.

Otros: inmovilidad, artritis reumatoide,etc.

Tabla V. Clasificacion de osteoporosis
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3.1.3.1.  Osteoporosis idiopdtica o primaria

Osteoporosis idiopdtica del adulto: La pérdida de masa 6sea es muy variable
segun su localizacion. Asi, el hueso cortical sufre una pérdida acelerada durante la
menopausia en la mujer, que es mas lenta y progresiva en los ancianos. Ello se traduce
clinicamente en un aumento de la tasa de fracturas de cuello de fémur en edades
avanzadas de la vida. El aumento del recambio 6seo que acompafia a la menopausia
también produce pérdida de masa dsea precozmente en sitios del esqueleto ricos en

hueso esponjoso.

La conocida clasificacion de la osteoporosis de Riggs establece dos tipos de

osteoporosis: tipo [ y tipo 11, en funcién del patrén involutivo (tabla VI).

Osteoporosis tipo I: También se denomina como osteoporosis de alto
remodelado, ocasionada por insuficiencia ovarica. Este tipo de osteoporosis se relaciona
con una mayor reabsorcion dsea debida al incremento de la actividad osteocldstica como
consecuencia del déficit estrogénico. La pérdida 6sea es mas acentuada durante los

primeros 10 afios que siguen a la menopausia.

Sin embargo la deprivacion hormonal no es la Unica causa de este tipo de
osteoporosis pues la enfermedad no se produce en todas las mujeres menopausicas, sino
solamente en aquellas que se denominan “perdedoras rapidas de hueso”. Tal vez
intervengan en ello factores tan importantes como un capital 6seo previo bajo,
concentraciones de estrogenos mas bajas de lo normal o incapacidad para compensar la

pérdida 6sea aumentando la formacion.

Osteoporosis tipo II: También se denomina de bajo remodelado, en la que la
perdida 6sea se relaciona fundamentalmente con tres factores: déficit funcional del
osteoblasto, disminuciéon en la absorcion intestinal de calcio y vitamina D e

insuficiencia renal con hiperparatiroidismo secundario.
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Clasificacion de Riggs
TIPO I TIPO I1
Edad 50-56 +75
Mujer/Varon 6/1 2/1
Pérdida de hueso Trabecular Trabecular y Cortical
Acelerada No acelerada
Tipo de fractura Vertebral Vertebral y cadera
Niveles de PTH Disminuidos Aumentados
Absorcion de calcio Disminuida Disminuida
Vitamina D Reducida Reducida
Etiologia Menopausia Pérdida 6sea con la edad
Hiperparatiroidismo 2°

Tabla VI. Clasificacion de Riggs de la osteoporosis

Osteoporosis idiopdtica juvenil: Es menos frecuente. Por lo general afecta a los
nifios hasta que alcanzan la adolescencia, remitiendo posteriormente de forma

espontanea. Clinicamente se manifiesta por aplastamientos vertebrales multiples.

3.1.3.2. Osteoporosis secundaria

Osteoporosis asociada a hipercortisolismo: El exceso de glucocorticoides
observado en el transcurso de ciertas endocrinopatias o bien cuando estos medicamentos
son administrados para el tratamiento de enfermedades concretas, conlleva

indefectiblemente una pérdida de masa dsea.

La etiopatogenia de la osteoporosis inducida por esteroides es multifactorial.
Entre los diversos efectos de estas sustancias son de especial interés para el
metabolismo Oseo los siguientes: inhibicion del osteoblasto y estimulacion de la
actividad osteoclastica, aumento de la sensibilidad de las células oseas a la PTH y

vitamina D, disminucion de la absorcidon intestinal de calcio, incremento de la
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eliminacion urinaria de calcio, estimulacion directa de la produccion de PTH y

disminucién de la producion de hormonas sexuales (92).

Osteoporosis asociada a diabetes mellitus: Aunque su origen parece ser
multifactorial, probablemente el elemento que mas intervenga en su patogenia sea el
déficit de insulina, pues se ha demostrado que los osteoblastos poseen receptores para

esta hormona que promueve el desarrollo de estas células y la sintesis de matriz 6sea

(93).

Osteoporosis y hormonas tiroideas: En el hueso las hormonas tiroideas
incrementan la actividad osteoblastica, estimulan la reabsorcion 6sea y en consecuencia,
aumentan el remodelado 6seo. Tanto en las situaciones clinicas que cursan con
hiperfuncion tiroidea como en los casos en que hay que emplear tratamiento sustitutivo
con L-tiroxina, se produce una pérdida de masa 6sea. El origen de la misma suele ser el

aumento del catabolismo proteico y la pérdida de calcio (94).

Osteoporosis por inmovilizacion: La inmovilizacion sufrida por enfermos que
han padecido, por ejemplo, traumatismos medulares o accidentes cerebrovasculares se
asocia con una importante pérdida de masa dsea. El hallazgo habitual en estos pacientes

es el incremento de reabsorcion dsea que cursa con hipercalciuria e hidroxipolinuria

(95).

Osteoporosis asociada a hepatopatia cronica: En todas ellas la etiologia de la
osteoporosis es multiple: déficit de hidroxilacion hepatica de la vitamina D,
disminucion en la absorcion intestinal de la misma y alteracién en la sintesis de su
proteina transportadora, consumo de alcohol, malabsorcion de calcio con

hiperparatiroidismo secundario y aumento de los niveles circulantes de cortisol (96).
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3.1.3.3. Factores de riesgo

Los estudios epidemioldgicos en la osteoporosis tienen como principal finalidad el
conocimiento de frecuencia y distribucion de esta enfermedad, asi como los
determinantes de la misma. Con el desarrollo de las técnicas de medicion de masa Osea,
se ha dado una tendencia creciente a definir la osteoporosis en términos de contenido
mineral 6seo (CMO) o densidad mineral 6sea (DMO). Actualmente el concepto de
osteoporosis se define como “una masa dsea baja y alteracion estructural del tejido 6seo,
con un incremento consecuente de la fragilidad y susceptibilidad a las fracturas”

(Conferencia de Consenso de Copenhague en 1990) (97).

Los factores de riesgo relacionados con la osteoporosis se pueden observar en la tabla

VIL

Factores de riesgo de osteoporosis

Edad avanzada
Genéticos: Blanca> Negra Mujeres > Hombres Amarilla > Blanca
Constitucion: Estatura pequeiia, Bajo peso, Piel fina
Hormonas: | Estrogenos, |GH
Dieta: Ingesta deficiente de leche, exceso de sal y café
Estilo de vida: Tabaquismo, Alcoholismo, Sedentarismo
Farmacos: Corticoides, Anticomiciales, Heparina
Enfermedades: Gastrectomia

Fallo renal

Diabetes

Malabsorcion

Hipertiroidismo — Hiperparatiroidismo

Hipogonadismo

Mieloma
Metastasis osteoliticas

Tabla VII. Factores de riesgo
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Aproximadamente un 70% de todas las fracturas por encima de los 45 afios se asocian a
osteoporosis, si bien es cierto que no es la Unica circunstancia que se requiere para que
se produzca la fractura. Un fendmeno paralelo ocurre con la hipertension arterial y el

accidente vascular cerebral.

La OMS define como punto de corte para el diagndstico de 0steoporosis
densitométrica un contenido o DMO inferior a —2.5 DE (desviaciones estandar por
debajo del valor medio de la masa 6sea maxima alcanzada en mujeres jovenes sanas
(pico de masa oOsea), respecto a la mujer adulta joven). El concepto diagndstico de
osteopenia se refiere a valores de densidad 6sea entre —1 y —2.5 DE respecto al pico de
masa 6sea y el de normalidad a aquellos valores de DMO superiores a —1 DE. Por
debajo de ese umbral, se produce ya el sustrato anatomico de suficiente fragilidad para

que un trauma minimo fracture el hueso.

Disponiendo de los valores de normalidad de la DMO lumbar y de cuello de
fémur de la poblacion espafiola determinada por técnicas de densitometria radioldgica
de doble energia (DEXA), especialistas de la Universidad de Cdérdoba, evaluaron la
prevalencia de osteopenia y osteoporosis densitométrica en una muestra aleatoria de 254

mujeres mayores de 50 afios del municipio de Oviedo (98) (figuras 5,6,7).

prevalencia (%)

501 ]

401 |

@ osteoporosis.

301 [ osteopenia.

2017 = B normalidad

101

0_
50-59 60-69 >70 edad

Fig 5. Prevalencia de osteoporosis, osteopenia y normalidad densitométrica en columna lumbar y cuello

femoral de acuerdo con los criterios de la OMS.
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Fig 6. Porcentaje de osteoporosis (DMO < 2.5 DE respecto al pico de masa dsea de la
poblacion adulta joven de Espaiia) a nivel de cuello femoral, de columna lumbar o en cualgiuera de las

dos, segun los grupos de edad.
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Fig 7. Tasa de incidencia anual de fractura vertebral, antebrazo y de otras fracturas osteoporoticas en

hombres y mujeres del municipio de Oviedo.
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En estudios epidemioldgicos realizados en Espaiia, con la utilizacion de medidas
morfométricas y segin parametros de masa 6sea conocidos, Rico y cols, demuestran
una incidencia de un 29% en las mujeres por encima de 45 afios de edad. Estos datos
son referidos a la osteoporosis involutiva, 16gicamente las secundarias (inmovilizacion,

corticoides, etc.) elevan considerablemente la incidencia (99).

No se sabe con seguridad en qué momento se inicia el aumento del recambio
0seo que, de acuerdo con el comportamiento de los marcadores Oseos, parece
establecerse con la edad. Tampoco se conocen sus factores responsables, pero se cree
que el principal determinante del mismo es el incremento de la secrecion de PTH que
tiene lugar con el envejecimiento. La disminucion de GH también se ha descrito como
factor de pérdida Osea asociado a la edad (somatopausia) (100). Igualmente es posible
que contribuya la disminucion de la actividad fisica propia de la edad, ya que se sabe
que el reposo estimula la actividad de las unidades de remodelado. Las causas del

aumento de PTH probablemente son varias:

e Disminucion de la funcidn renal. Con la edad disminuye la filtracién glomerular,

lo que origina un cierto grado de hiperparatiroidismo secundario.

e Disminucion de la absorcion intestinal. Los factores responsables de esta
disminucioén son en parte atribuibles a la propia mucosa intestinal y en parte
ajenos a ella. Los primeros guardan relacioén con el desarrollo de resistencia a la
vitamina D por las células del intestino, como consecuencia de la edad. Los
segundos se refieren a la menor disponibilidad en el organismo de esta vitamina
y sus metabolitos como consecuencia de la dieta y menor exposicion a la luz
solar de las personas ancianas. También se le atribuye una disminucién en la
capacidad de la piel para sintetizar vitamina D con el paso de los afios. Estudios
dietéticos han puesto de manifiesto que la cantidad de calcio de la dieta
disminuye con la edad, especialmente en la mujer. Se ha observado que son
frecuentes los aportes diarios de tan s6lo 400-500 mg, muy alejados de los 1500

mg recomendados.

e Pérdida tubular de calcio. Hay una tendencia a la pérdida renal de calcio en

personas ancianas.
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e Menopausia. La caida de los niveles estrogénicos determina un incremento del
recambio 6seo, con el consiguiente paso de calcio del hueso a la sangre; este
calcio que entra en exceso en la sangre, inhibe la secrecion de PTH, cuyo
descenso a su vez supone un cese en el estimulo de metabolizacion de 1,25-
(OH)D; por el rindn, lo que origina menor absorcion de calcio por el intestino y

un balance negativo del mismo.

Actualmente también se considera la posibilidad de que la falta de estrégenos
disminuya el TGF-beta, o aumente la PG2, IL-1, IL-6 u otras citoquinas pro-reabsorcion

(101,102).

Para el hueso cortical existe una fase de pérdida lenta de masa 6sea en ambos
sexos, que se inicia a los 40 afos y que inicialmente es de un 0.3 a un 0.5% por afio.
Con la edad se incrementa esta pérdida para finalmente estabilizarse en edades
avanzadas. En la mujer postmenopdusica a esta pérdida lenta se superpone una fase
acelerada con unos descensos del 2 o 3% anuales durante 8 010 afios. En el hueso

trabecular el inicio de pérdida de masa 6sea es mas precoz que en el hueso cortical (99).

Existe una creciente demanda de tratatamientos implantologicos en la sociedad
actual, tanto por parte de hombres como de mujeres. Las edades entre las que se solicita
este tipo de tratamiento oscilan entre los 50 y 80 afios generalmente. Esta situacion nos

lleva a tratar con mujeres postmenopausicas con posible afectacion de osteoporosis.

Asi Sada Moreno en un estudio retrospectivo sobre 197 pacientes con mil

implantes colocados, observo que 108 (54,9%) eran mujeres y 89 hombres (103).

Steven en una revision de 631 implantes, colocados sobre 445 observd que el

59,2% de los implantes se realizaron en mujeres y el 40,8% en varones (104).

Pina encuentra mayor demanda de tratamiento implantolégico en mujeres que

llega hasta un 63,2% (105).
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Chanavaz en una revision de su experiencia quirtrgica desde los afios 79-94, nos
muestra los resultados de elevaciones de seno maxilar para posterior colocacion de

implantes de 402 pacientes. De éstos, el 64,1% eran mujeres (106).

Los resultados de estas revisiones ponen de relieve la importancia que tiene la
demanda de tratamiento implantologico en mujeres susceptibles de padecer
osteoporosis. Esto justificaria la realizacion de un modelo de osteoporosis experimental
animal para estudios de implantologia, con la finalidad de estudiar la osteointegracion
de los implantes en condiciones de bajo metabolismo 6seo asi como la evaluacion de

distintas estrategias de regeneracion dsea en estas circunstancias.

3.1.3.4. Afectacion mandibular en la osteoporosis

Aunque la osteoporosis es un problema de primer orden en la sanidad publica,

el efecto de esta condicion en los maxilares es controvertido.

La relacion entre la densidad 6sea mandibular y la osteopenia esquelética se ha
establecido en algunos estudios clinicos (107,108), pero no en otros (109). Estas
discrepancias se pueden deber a la dificultad del estudio de la pérdida de hueso en la
mandibula durante el desarrollo de la osteoporosis y a diferentes variables que actian
como elementos de confusion, incluyendo genética, dieta, nutricion, terapias previas de

enfermedad periodontal, caries e historia de medicacion previa.

Los estudios realizados hasta la fecha por diversos autores, no han conseguido
unificar una postura clara acerca de la afectacion o no de los maxilares, (en concreto de
la mandibula), durante el desarrollo de esta enfermedad. En un modelo de osteoporosis
por depleccion de estrogenos en ratas por medio de ovariectomias, Miller y cols, (1991)
notaron un incremento del turnover 6seo en la mandibula al poco tiempo de la
realizacion de las ovariectomias (110), mientras que Elovic y cols (1995) relatan
algunas reducciones en el area 6sea y en la rigidez pasado bastante tiempo tras la
ovariectomia (111). Hay también algunos estudios en humanos que demuestran
correlacion entre los cambios producidos en los tejidos orales con aquellos que ocurren
sistétmicamente (107), mientras que otros encuentran estas asociaciones menos

convincentes (112).
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Los estudios sobre la afectacion mandibular y la osteoporosis se han ido
sucediendo desde 1968, en donde ya Atkinson y Woodhead (113) daban una opinion
sobre el tema sugiriendo que la pared vestibular del hueso alveolar de la mandibula se
hacia mas pordtica con la edad que la basal de la mandibula. Hasta la fecha, se pensaba
que estos efectos sobre la mandibula eran so6lo consecuencia del paso del tiempo, sin
embargo en 1978, Von Wowern y Stoltze (114) expusieron que la masa de hueso
cortical de la mandibula disminuye con la edad, sin embargo el hueso trabecular
mostraba una variacion que era independiente de la edad. Esto significa que la relacion
edad-pérdida dsea trabecular en la mandibula no puede ser demostrado en estudios
transversales. También en 1978 se formularon hip6tesis contrarias; asi Rosenquist (115)
enfatiza la importancia de factores locales en la reabsorcion de la cresta residual junto
con alteraciones sistémicas. Diversos factores hacen menos clara la participacion de la
osteoporosis en la afectacion mandibular: diferencias en el volumen dseo original, en la
funcion muscular, dieta, historia de extracciones y efectos hormonales diferentes a los
producidos en la menopausia. En 1989, Humpheries (112) demostré en un estudio
radiografico que la edad del sujeto afectaba significativamente a la reabsorcion de la
cresta residual en las mujeres pero no en la de los hombres, queriendo demostrar que la
reduccion de la cresta o6sea residual ocurre mdas rapidamente en mujeres
postmenopdausicas con osteoporosis generalizada. Es también en 1989 cuando Kribbs,
inici6 lo que seria una larga investigacion sobre el papel representado por la
osteoporosis en la pérdida de hueso mandibular. Segtin Kribbs (116) la disminucién de
masa Osea en la mandibula no esta correlacionada con la edad. De acuerdo con ella, la
masa 6sea de la mandibula es mas dependiente del estado de los tejidos 6seos en todo el
cuerpo, que de la edad. Recientes estudios llevados a cabo por Kribbs (117), demuestran
que en mujeres postmenopausicas con osteoporosis, la masa 6sea mandibular, es mejor
indicador de la masa esquelética que la BMD (densidad de masa 6sea) mandibular. La
altura de la cresta residual, segiin Kribbs, se correlaciona con el TBC ( calcio total en el
cuerpo), sugiriendo que los individuos con osteoporosis severa, conservan menos hueso

residual una vez que se le extraen los dientes, que los que no presentan esta enfermedad.

Menos convincentes encuentra estas afirmaciones Mohaerty (109), que en 1992
realizd un estudio en mujeres de mediana edad con media o moderada osteoporosis

postmenopausica. El resultado del estudio no evidenci6 diferencias entre las mujeres
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que presentaban la enfermedad y las del grupo control, que no la presentaban, en
mediciones de densidad de hueso trabecular de la mandibula y hueso cortical valoradas

mediante radiografias panordmicas y periapicales.

Klemetti en 1993 (112), en un estudio sobre un total de 74 mujeres
postmenopdausicas parcialmente desdentadas tampoco encontrd diferencias entre éstas y
el grupo control, y considera que la reabsorcion de la cresta residual responde a otros

factores diferentes de la osteoporosis generalizada.

Elovic en 1995 (111), en un estudio en ratas ovariectomizadas observd que la
depleccion de estrogenos contribuia a la pérdida de hueso mandibular y que la edad
podria acentuar esa pérdida. Sin embargo admite que las cargas oclusales podrian
proteger a la mandibula de la pérdida de integridad estructural debido a la depleccion de
estrogenos, aunque esto requiere mayor investigacion. Sin embargo, se podria
considerar la funcion oclusal como un factor potencial de confusion en la evaluacion de

las pruebas clinicas.

Como continuacién de sus investigaciones, Kribbs de nuevo en 1996 (118),
realizd un estudio comparando 112 mujeres entre los 50 y los 85 afios. Se realizaron dos
grupos de estudio, un grupo fue diagnosticado como osteoporodtico por evidencias
radiogréaficas basadas en lesiones vertebrales (compresiones, aplastamientos), mientras
que el otro grupo no presentaba evidencias radiograficas. Los resultados de la
investigacion indicaron, que el grupo osteoporodtico, presentaba menor masa Osea
mandibular, menor densidad 6sea y una cortical mas fina en el génion mandibular con
respecto al grupo de mujeres sin evidencias radiograficas de la enfermedad. El grupo de
mujeres osteopordticas presentaba ademas un nimero mas elevado de pacientes
edentulas, y aquellas que presentaban dientes naturales, contaban con gran cantidad de

ausencias dentarias (118).

Estudios realizados por Gilles en 1997 con ratas ovariectomizadas, demostraron

que la deficiencia de estrogenos incrementaba la pérdida de hueso (119).

También se ha sugerido que cambios en la densidad de hueso alveolar y de los

niveles de citoquinas de reabsorcion dsea en saliva, podrian ser secundarios a cambios
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de la menopausia. Estos cambios predisponen a la pérdida de hueso alveolar con la

consiguiente pérdida de dientes (120).

Jeffcoat, en 1998 (121), revisa los factores de riesgo de la osteoporosis y
periodontitis, y concluye que la pérdida de hueso oral puede estar relacionada con la
osteopenia sistémica. Hay también evidencia de que el reemplazo de hormonas y la
administracion de bifosfonatos se asocia a una disminucion de la pérdida de hueso

alveolar y una disminucion de pérdidas dentales.

3.1.3.5. Osteoporosis experimental

Saville (122) fue uno de los primeros autores en utilizar animales para estudiar la
osteoporosis. Hace ya 30 afios, observd menor cantidad de calcio por unidad de

volumen en las ratas ovariectomizadas con respecto al grupo control.

Realizando una revision bibliografica de la literatura, hemos clasificado los
modelos de osteoporosis en dos grupos principales: aquellos con predominio de
reabsorcién dsea (ovariectomia, inmovilizacion de miembros, restriccion de calcio o
empleo de hormonas) y otro grupo donde predomina el déficit de formacion Osea (ratas

seniles y administracion de corticoides) (123).

Modelos con predominio de reabsorcion dsea

Caracterizados por altos niveles de remodelado y pérdida 6sea acelerada. Estos

modelos procuran estudiar las células responsables de la reabsorcion osea.

Ovariectomia (Ovx): La ovx en ratas es el modelo mas usado para la investigacion de la
pérdida 6sea trabecular secundaria a una deficiencia estrogénica. Es el modelo admitido
internacionalmente ya que las areas de mayor pérdida 6sea son aquellas ricas en hueso
trabecular, tales como vértebras y metafisis de huesos largos (tibia y fémur). El grado de
pérdida d6sea depende de la edad en la que es realizada la ovx, siendo mas intenso en
animales jovenes, comparado con animales viejos. La pérdida de cortical es minima
porque el crecimiento peridstico compensa el aumento de reabsorcion endostico. Por lo

tanto la aplicacion de este modelo para estudiar el hueso cortical tiene severas
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limitaciones, que tienen que ser tomadas en cuenta en la interpretacion de resultados

(124).

Se ha observado que la ovx en cabras desarrolla una osteopenia transitoria. Esto
puede ser explicado porque las cabras presentan ciclos hormonales ovaricos mucho mas
largos que en los humanos, siendo el tejido 6seo de estos animales menos estrégeno-
dependiente. Sin embargo, la cabra es un excelente modelo para estudios de

remodelacion trabecular (123).

La mayoria de los estudios también han demostrado una disminucion de la masa

Osea a los seis meses de la ovx en ovejas (123).

En cerdos se han realizado muy pocos estudios; Mosekilde (125) tras ovx con
restriccion de calcio, observd disminuciéon de BMD (densidad de masa 6sea) vertebral,

comparandolo con un grupo control.

El conejo debido a su ciclo de remodelado 6seo mucho mas rapido que en otros
mamiferos mayores como perros y primates (126), es un modelo cada vez mas utilizado
para estudios de osteoporosis en vez de los antiguos modelos de restriccion de calcio y

de osteoporosis inducida por esteroides (127,128).

Restriccion de calcio: La restriccion de calcio, a diferencia de la ovx, induce mayor
pérdida oOsea cortical que trabecular; la reabsorcion cortical endostica esta incrementada
y el aumento de aposicion peridstica reducida. Sin embargo en un reciente estudio en
ratas se observo un aumento de hueso trabecular cuando los animales fueron sometidos
a restriccion de calcio y los autores especulan un posible efecto anabolico, debido a un

hiperparatiroidismo secundario a hipocalcemia (129).

Inmovilizacion: Puede realizarse a través de tenotomia, reseccién de nervios o
inmovilizaciéon de miembros. Asi como en la restriccion de calcio, observamos en este
modelo pérdida de la cortical en roedores, por la disminucion peridstica y aumento de la
remodelacion endostica. Consecuentemente los huesos de estos animales presentan un
menor didmetro cortical que en los animales sometidos a ovariectomia. Asi pues, por

estos motivos, la inmovilizacion de los roedores puede ser un modelo mas apropiado de
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osteopenia-osteoporosis que el modelo de ovariectomia, porque en contraposicion al
aumento de reabsorcion Osea trabecular y endocortical (como sucede en los

ovariectomizados), hay un menor grado de formacion 6sea en todos los huesos (130).

Administracion de hormona tiroidea: Gouveia estudié el efecto de la administracion de
hormona tiroidea, en la masa 6sea de ratas Wistar, observando una disminucion de la
misma cuando era administrada en altas dosis, utilizando para la evaluacion de sus

resultados métodos de histomorfometria y densitometria dsea (131).
Modelos donde predomina el déficit de formacion dsea

Se caracterizan por bajo remodelado 6seo, debido a un menor nivel de formacion
6seo. Este tipo de estudios se destinan principalmente al estudio de drogas que

estimulan la formacion 6sea e investigacion de la osteoporosis senil.

Ratas seniles (> 24meses): Se utilizan para ello reproductoras de desecho, son ratas

reproductoras y se venden ya seniles.
Roedores de acelerada senescencia (SAM): Estudios realizados por Matsushita y cols.
(132), demostraron que una raza de roedores de acelerada senescencia (SAM),

desarrollaba picos de masa 6sea mas bajos que los controles.

Administracion de glucocorticoides: También han sido usados en ratas (133), ovejas

(134), cabras (135) y conejos (127,136), induciendo pérdida de masa Osea.
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3.1.3.6. Farmacos empleados en el tratamiento de la osteoporosis

En la actualidad los fArmacos comercializados son antiresortivos, es decir lo que

hacen es frenar la pérdida 6sea y aumentar secundariamente la masa dsea.

Bifosfonatos: Son compuestos sintéticos analogos al pirofosfato, potentes inhibidores
de la reabsorcion oOsea. Existen dos grupos farmacoldgicos: los nitrogenados
(alendronato y risedronato) y los pirofosfatos (etidronato) con diferentes vias
metabolicas de actuacion que todavia estan en estudio. El etidronato (Disfofen®™) debe
darse de forma discontinua para evitar trastornos de la mineralizacidon, mientras que el
alendronato (Fosamax®) y el risedronato (Actonel®), a pesar de tener una mayor
potencia, no producen trastornos de la mineralizacioén y por tanto pueden darse de forma
continua. Diversos estudios han observado con estos tratamientos una reduccidén

significativa de fracturas vertebrales y de cuello de fémur. (137,138,139).

Calcitonina (CT): Es una hormona polipeptidica que inhibe la actividad resortiva de los
osteoclastos. Posee un efecto analgésico central (CT de salmén en forma inyectada o
inhalada) aliviando el dolor de las fracturas. Se encuentra en muchas especies pero las
mas utilizadas por su mayor potencia son la CT de salmén y la elcaltonina. Estudios
retrospectivos sugieren un efecto protector de la calcitonina sobre el riesgo de fractura

de cuello de fémur (140). No presenta efectos secundarios relevantes.

SERMS: Son moduladores selectivos de los receptores estrogénicos y dentro de este
grupo esta incluido el tamoxifeno y el raloxifeno. El raloxifeno, a diferencia del
tamoxifeno es agonista de los receptores beta-estrogénicos (hueso y aparato
cardiovascular) y antagonista de los receptores alfa-estrogénicos (mama y utero). No es
util para la sintomatologia menopdusica. El tamoxifeno también aumenta la masa 6sea

pero aumenta el riesgo de neoplasia de utero.

Terapia Hormonal Sustitutiva con Estrogenos (THS): Los estrogenos inhiben la
reabsorcion y turnover 6seo con independencia de la via utilizada, pero sus efectos solo
persisten mientras dura el tratamiento (5 afios después de dejar el tratamiento, la DMO

es similar a la que nunca hizo tratamiento) (141). En el Study of Osteoporotic Fractures
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se observo que la pérdida de masa dsea aumentaba con la edad y que en edades de mas

de 70 afios la TSH no frenaba la pérdida de DMO (141)

Calcio: El calcio es un inhibidor del remodelado 6seo dependiente de la PTH. Si la
ingestion de calcio es inadecuada el calcio del esqueleto se moviliza para mantener la
calcemia. No estan bien establecidos los requerimientos diarios, pero los expertos
aconsejan alrededor de 1000 mg/dia en los adultos y de 1200-1500 mg/dia en la

menopausia (142).

Vitamina D: Actia sobre los osteoblastos regulando la mineralizacion y disminuye la
sintesis y la secreciéon de PTH (hormona que aumenta la reabsorcion del hueso, sobre
todo cortical). Diversos estudios han demostrado que las mujeres con fractura de cuello
de fémur presentaban niveles més bajos de 25(OH)D; que las no fracturadas (143). En
ensayos clinicos se ha demostrado que 800 UI de vitamina D+1,2 mg de calcio reducian

el riesgo de fractura de cadera en pacientes ancianos con déficit de vitaminina D (144).
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Cuando un tejido del cuerpo humano sufre un dafo estructural, pueden ocurrir
dos fendmenos; puede ser que el tejido sufra un proceso de reparacion, en donde se
produce la restauracion de dicho tejido sin que éste conserve su arquitectura original ni
tampoco su funcion o puede experimentar un fenémeno de regeneracion originandose
un nuevo tejido que posee todas las propiedades indistinguibles del tejido original, es
decir, se produce la restitutio ad integrum. El problema que presenta el tejido cicatricial
(reparacion) es que no recupera las propiedades ni la funcion del tejido original, motivo
por el cual, la regeneracion es el objetivo terapéutico una vez que se produce dafio

tisular.

Las estrategias de que disponemos para conseguir la regeneracion tisular se
basan en la utilizacion de biomateriales artificiales o naturales y proteinas que aporten
las sefales estimuladoras que desencadenen los acontecimientos necesarios para la
regeneracion. La médula 6sea es una fuente de células precursoras con capacidad de
diferenciacion en distintos tipos celulares: osteoblastos, condroblastos, fibroblastos,
mioblastos y adipocitos. Se ha demostrado la importancia de los factores de crecimiento
y de las proteinas morfogenéticas (BMPs) en los procesos de proliferacion,

diferenciacion y migracion celular.

Existen tres mecanismos relacionados con el éxito en la regeneracion osea, la

osteogénesis, la osteoinduccion y la osteoconduccion.

Osteogénesis: Es el proceso de formacion y desarrollo de hueso nuevo. Los osteoblastos
vivos son trasladados desde otras zonas del organismo hacia el lugar donde se necesitan.
Este mecanismo es el que se produce en los injertos de hueso autélogo, en donde se
establece una actividad de remodelado, que simultaneamente lleva a la reabsorcion del
material injertado y el reemplazo por hueso neoformado, para llegar a conseguir la

incorporacion total de injerto.
Osteoinduccion: Es el proceso de formacion de hueso en tejidos donde originalmente no

existe merced a la liberacion de proteinas osteoinductivas que favorecen la

diferenciacion celular (BMPs).
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Osteoconduccidn: Consiste en la creacion de un andamiaje o matriz fisica apropiada

para la deposicioén de hueso nuevo.

La demanda de tratamientos implantolégicos en pacientes que han permanecido
edéntulos muchos afios, cada vez es mayor, de forma que estos maxilares permanecen
sin estimulo funcional mucho tiempo y se desencadena una atrofia 6sea que complica la
rehabilitacion con implantes, atendiendo a la maxima “donde no hay hueso, no hay
implantes”. La regeneracion oOsea trata de dar solucion a estos problemas mediante
procedimientos que pretenden crear hueso donde no lo hay y las ultimas vias de
investigacion concentran el esfuerzo en modificar el soporte 6seo, tanto en calidad

como en cantidad, alli donde la calidad 6sea es deficiente o su distribucion es irregular.

3.2.1 Terapéuticas de regeneracion osea

Regeneracion dsea guiada: Se basa en que los distintos tejidos se regeneran a diferente
velocidad. Asi el tejido conectivo se regenera mas rapidamente que el tejido oseo, de
manera que cuando se produce un defecto 6seo, llegan primero las células del tejido
conectivo de revestimiento, impidiendo de este modo que las células 6seas regeneren
por completo el defecto. La regeneracion 6sea guiada trata de evitar esta invasion
celular y de inducir la formacioén 6sea mediante la utilizacién de barreras. El mecanismo
consiste en la creacion de una barrera fisica para que la revascularizacion del defecto
provenga del propio tejido 6seo e impida la llegada de capilares del conectivo de zonas
adyacentes, ya que se produce un aislamiento del compartimento dseo, favoreciendo la
regeneracion Osea “guiada”. Los primeros estudios que demostraron este fendémeno
fueron presentados por Nyman y Gottlow (145). Los dispositivos de barrera o
membranas pueden ser de diferentes materiales y formas, utilizando unas u otras en
funcion del tipo de defecto que se quiera regenerar. Basicamente existen dos tipos de

membranas: reabsorbibles y no reabsorbibles (tabla VIII).
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No Reabsorbibles
e PTFE (politetrafluoretileno expandido)
e PTFE con refuerzo de titanio
e Micromallas de titanio
Reabsorbibles
e (Colageno
e Acido polilactico y poliglicolico
e Duramadre

Tabla VIII. Tipos de membranas usadas en regeneracion osea.

Injertos oseos: Entre los medios para mejorar el sustrato 6seo destacan los injertos, que
se definen como “partes de hueso vivo no sujetas al cuerpo que sirven para cubrir,
rellenar, conectar o dar soporte a otras partes del cuerpo lesionadas voluntaria o
involuntariamente” (146). Desde una perspectiva de crecimiento 6seo exclusivamente el
mejor injerto es el de hueso autdlogo, por sus propiedades, que engloba los tres
mecanismos involucrados en la regeneracion dsea ideal: osteogénesis, osteoinduccion y
osteoconduccion, ya que proporciona células oOseas, proteinas osteoinducivas como
factores de crecimiento y BMPs asi como una importante matriz de soporte. La
actividad osteogénica, estd dominada por las células dseas, mediante la formacion de
tejido osteoide, sin embargo no solo las células dseas injertadas contribuyen a la
formacion de hueso. El injerto también sufre una remodelacién que hace que durante la
fase de reabsorcion se liberen factores de crecimiento y BMPs procedentes de la matriz
favoreciendo la osteoinduccion. La estructura 6sea del injerto, actia como matriz del

hueso neoformado, permitiendo el efecto osteoconductor.

El hueso autdlogo se puede obtener de varias localizaciones, dependiendo de la

cantidad y calidad del hueso que se quiera injertar: (tabla IX)
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Extraoral
o C(Cresta iliaca
e (alota
e Tibia
Intraoral
e Menton
e Rama ascendente
e Tuberosidad

Tabla IX. Tipos de injertos autdogenos.

La reabsorcion es mayor con hueso esponjoso, pero la incorporacion es mas
rapida que con hueso cortical. La reabsorcion que tiene lugar tras el injerto es menor
con hueso de menton, rama ascendente o de calota (origen intramenbranoso) que con el
obtenido de la cresta iliaca (origen endocondral). Ademds recientemente se ha
comprobado que los injertos de origen membranoso poseen mas factores de crecimiento

(IGF y TGF-B) que los de origen endocondral (147).

Una alternativa al hueso autélogo son los aloinjertos, procedentes de otro
individuo de la misma especie y suministrado a través de bancos de tejidos. Este
procedimiento muy extendido en EEUU, no parece tener el mismo ¢éxito en nuestro pais.
Se emplea hueso liofilizado desmineralizado, (lo que se conoce en inglés con las siglas
DFBA). Este material se ha usado con éxito en numerosas situaciones clinicas
(148,149); presenta la ventaja de la amplia disponibilidad de material y que no hay
necesidad de un segundo campo quirargico. Sin embargo existe controversia respecto a
la capacidad osteoinductiva de estos materiales que parece influenciada tanto por la
técnica de procesado utilizada en los diferentes bancos de hueso, como por la edad del
donante, siendo el hueso de donantes jovenes el que mejores propiedades
osteoinductivas presenta. La utilizaciéon de tejidos procedentes de otros individuos

tampoco esta libre de controversia (150).

70



Introduccion: Regeneracion Osea

Osteodistraccion: A pesar de su utilizacion hace bastantes afios en traumatologia a
partir de los trabajos de Ilizarov, su incorporaciéon al ambito de la Cirugia Bucal es
relativamente reciente. Su filosofia es provocar una fractura e ir separando los dos
fragmentos con unos instrumentos que se denominan osteodistractores. Estos constan de
dos microplacas, que se colocan en los fragmentos fracturados y que se activan con un
tornillo, que tiene como finalidad separar las dos partes. De este modo, mediante la
activacion del tornillo, se separan los dos fragmentos 6seos previamente fracturados
estirando el coagulo de fibrina que se forma entre ellos y creando progresivamente un
puente Oseo entre ambos fragmentos (151). Parece que la osteointegracion de los
implantes en el hueso distraido ocurre de la misma forma que en el hueso natural,

siendo los tiempos de carga iguales que en la implantologia tradicional (152).

Biomateriales: La finalidad de éstos es favorecer la osteoconduccion, es decir servir de
estructura o molde para la deposicion de hueso nuevo. Los sustitutos del hueso incluyen
material 6seo poroso bovino, ceramicas de fosfato célcico, polimeros de sustitucion de

tejido duro y ceramicas de cristal bioactivo.

Los biomateriales son substancias sintéticas empleadas para sustituir o
incrementar los tejidos biologicos. La European Society of Biomaterials define los
biomateriales como “materiales no vitales que se utilizan en aplicaciones médicas con la
finalidad de obtener una interaccion con un determinado sistema biologico” (153). Las
caracteristicas mas importantes que debe reunir un biomaterial estan recogidas en la

tabla X (154).

Compatibilidad biologica

Osteoconductividad

Radioopacidad

Facilidad de uso y manipulacion

Rechazo del crecimiento de los patdgenos orales
Hidrofilia

Posibilidad de suministro en particulas o molde
Actividad eléctrica de superficie
Microporosidad

Ausencia de accion alergénica

Resistencia elevada a la compresion

Precio economico

Tabla X. Caracteristicas idoneas de un biomaterial.
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Estan disponibles en gran variedad de texturas, tamafos y formas. La proporcion
de la reabsorcion varia y depende de la estructura quimica del material, porosidad y
tamafio de la particula. En general cuando las particulas son grandes tardan mas en
reabsorberse y permanecen mas tiempo en el lugar donde se han colocado y la
reabsorcion es mas rapida cuanto menor sea el tamafio de las particulas. Cuanto mas
poroso sea el material, mas capacidad osteoconductiva proporciona para el crecimiento

de hueso nuevo, pero también se reabsorberd mas rapidamente.

Una de las caracteristicas fisicas en la que mas se investiga es en el tamafio y la
porosidad de los biomateriales, en funcion de la cual se establece la capacidad de
reabsorcion de éstos y su posterior sustitucion por hueso neoformado. El tamafio
minimo de los poros para permitir el crecimiento 6seo es de 100 micras, ya que los
menores impiden el paso de las células 6seas (155), empleandose normalmente rangos
de entre 100 y 500 micras que permiten el crecimiento 6seo tanto en el interior de los
poros, como alrededor de los mismos. El significado clinico de estas caracteristicas
fisicas, es permitir un crecimiento mas extenso y una mayor superficie de union entre el

hueso neoformado y el biomaterial (156).

Destacan desde hace afios la hidroxiapatita (HA) y mas recientemente el fosfato
tricalcico, los biovidrios y los polimeros, en un intento de avanzar en el tratamiento de
los biomateriales a favor de una mejor interaccion con los tejidos. Actualmente no nos
conformamos con que un material sea biocompatible, sino que perseguimos que sea

bioactivo, esto es , de reaccionar con el huésped para favorecer las respuestas tisulares.

Es probable que la hidroxiapatita (HA) sea el material mas investigado y
examinado hasta la fecha como sustituto 6seo, no en vano, contiene una propocion de
calcio-fosfato de 1,67, idéntica al mineral 6seo y con un modulo de elasticidad parecido.
Aunque existen diferencias en las propiedades fisicoquimicas entre la HA autdgena y
la HA ceramica, esta forma mineral es el elemento inorganico principal del sistema
esquelético, siendo éste el principal argumento que justifica su utilizacion. Se puede
obtener sintéticamente o derivar de materiales naturales (hueso, algas o corales) (157).

Una clasificacion se presenta en la tabla XI.
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ORIGEN TIPOS NOMBRE COMERCIAL | REABSORBIBLES
SINTETICAS |Densas Osteograft NO
Periograft NO
Bioapatite NO
Porosas
Osteogen SI
NATURALES |Coralina Interpore Lentamente
Ficogena Algipore Lentamente
Bovina Bio-oss , Laddec Lentamente
Equina Biogenmix Lentamente
Porcina Osteobiol Lentamente
COMBINADAS| Bovino-Colageno Bio-oss Collagen Lentamente

Tabla XI. Tipos de hidroxiapatitas.

HA Sintéticas: Son una forma del fosfato de calcio cerdmico, no son ni osteogénicos ni
osteoinductivos, es decir no producen la formacion de hueso en sitios ectopicos, sin
embargo, cuando se aplica en areas en las que existe hueso, sirve como matriz para la
formacion de hueso nuevo, considerandose un material con propiedades

osteoconductivas (158,159,160,161,162,163,164,165).

HA Naturales:

Coraliferas: Se utiliza como material un coral formador de arrecifes del género Porites,
que presenta un esqueleto formado por acumulos de cristales de aragonita. La porosidad
de los cristales de aproximadamente 230 micras y una macroestructura semejante a la

del hueso cortical han hecho de este coral un adecuado material de injerto, una vez que
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se realiza la conversion de los cristales de aragonita (CaCO;) en hidroxiapatita

Calo(PO4)6 (OH)z (161)

Ficogenas: Se utilizan algunas especies de algas calcificadas aprovechando la similitud
de su arquitectura natural con la del hueso. Después de quitar todas las partes organicas
y de la transformacion del carbonato en HA, el andamio inorganico resultante ofrece
una superficie y estructura similar al hueso (Algipore®™). No existen suficientes estudios

que avalen su uso como material de injerto (166).

Bovinas: Se trata de mineral 6seo derivado de ganado bovino. Las mas conocidas son
OsteoGraft/N® (Cera Med. Cor., Denver, CO) y el Bio-oss” (Geistlich Séhne AG,
Wolhusen, Switzerland), éste ultimo posiblemente sea el biomaterial mas estudiado

como sustituto 6seo en los ultimos afios.

Bio-0ss”: Durante los tltimos afios los sustitutos 6seos de origen natural han
experimentado un auge debido a las ventajas que presenta su gran similitud con el hueso
humano. Es conocido que la respuesta biologica de un tejido frente a un material esta
fuertemente influenciada tanto por la superficie y topografia de su estructura como por
sus propiedades quimicas (176). De este modo la adhesion celular, la cicatrizacion y
regeneracion tisular puede verse favorecida por estos biomateriales naturales, sirviendo
como matriz para la nueva formacion de hueso. Los ultimos avances en ingenieria
tisular apuestan por los materiales naturales como Optima estructura para el cultivo de

células y tejidos.

El hueso autdgeno esta considerado como el sustituto 6seo ideal, sin embargo, el
hueso disponible en la cavidad oral es limitado y la necesidad de tomar injertos de las
zonas donantes suponen un incremento de la morbilidad. Las propiedades
osteoconductivas y la lenta reabsorcién que ofrecen sustitutos 6seos naturales como el
Bio-Oss®™ han sido utilizados en un intento de superar las limitaciones de los injertos de

hueso autogeno.

Propiedades fisico-quimicas: Se ha demostrado que el Bio-Oss® es altamente

osteoconductivo (177). Probablemente la razén de este comportamiento es su gran
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similitud con el hueso humano, conteniendo una proporcioén de calcio-fosfato de 1,67,
idéntica al mineral 6seo y con un modulo de elasticidad parecido. El hueso estd
compuesto por un andamiaje de coldgeno y proteinas que sirve de matriz para la
deposicion de la fase mineral. Durante el proceso de fabricacion del Bio-Oss®, esta
matriz orgénica es eliminada, sin alterar los microtuneles existentes entre los cristales de
apatita, resultando una matriz mineral remanente con cristales de aproximadamente 150
micras que presenta propiedades quimicas, morfoldgicas y ultraestructurales muy

parecidas al hueso humano (figura 8) (178,179).
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Fig 8 . Detalle de la porosidad del Bio-Oss. Microscopia Electronica Barrido (ESEM)

La importancia de la topografia de superficie en el anclaje celular ha sido muy
estudiada en los ultimos afios, basicamente estos estudios se han aplicado en el campo
de la implantologia para mejorar los mecanismos de osteogénesis de contacto (404). De
este modo se ha demostrado que la osteointegracion en superficies mecanizadas es
menor que sobre superficies rugosas (179,180,181,182). El Bio-Oss” presenta una
topografia rugosa que favorece el anclaje osteoblastico, la proliferacion y sintesis de

matriz 6sea sobre su superficie (183,184).
Otro factor importante para la respuesta tisular es el rea de superficie interna,

que mide el espacio disponible existente en un material, para el crecimiento a su través

de vasos sanguineos y hueso, lo que hace que el area de esta superficie interna sea
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probablemente otro de los factores fuertemente vinculados en la integracion 6sea de un
material. Weibrich y cols (185) compararon el area de superficie interna de 12
materiales diferentes usados como sustitutos dseos y encontraron que el Bio-Oss”
presentaba un 4rea de superficie interna extraordinaria (79,7 m*/g), en contraste con el

resto de materiales analizados que presentaron valores de hasta 5 veces menores.

A pesar de sus buenas propiedades fisico-quimicas el origen bovino de este
biomaterial y la posibilidad de transmitir enfermedades como le encefalopatia
espongiforme bovina o enfermedad de Creutzfeldt-Jakob ponen en tela de juicio su
seguridad, aunque existen autores que defienden la ausencia de proteinas en el Bio-Oss®

(186,187,188,189).

Caracteristicas bioldgicas: La adsorcion de sangre y proteinas séricas entre los
microporos del Bio-Oss®, es lo primero que sucede tras la colocacion del material en el
area que se pretende regenerar. Entre estas proteinas, existen unas, que actuan como
receptores celulares y que se conocen como integrinas, habitualmente involucradas en la
adhesion celular (190). La extension de material en contacto con estas proteinas e
integrinas adsorbidas, asi como su cantidad y el area de superficie del material son
probablemente factores clave para el anclaje celular y la integracion tisular del material.
El Bio-Oss® ofrece un area de superficie interna extraordinariamente grande y un
numeroso sistema de microporos interconectados, en el cual pueden penetrar gran

cantidad de proteinas y nutrientes que modularan la respuesta tisular.

Como resultado de estas caracteristicas biologicas, el Bio-Oss ha demostrado
ser un material osteoconductivo excelente y esta propiedad ha sido ampliamente
documentada en la literatura (191,192,193,194). La microestructura natural del Bio-Oss,
invadida en un inicio por abundantes proteinas involucradas en la regeneracion tisular,
ofrece un andamiaje excelente para la migracion de células sanguineas y osteoblastos
procedentes de los margenes del defecto. Esto permite la formacion de capilares
sanguineos a través de la extensa red de microporos y a la formacion de matriz 6sea por
osteoblastos. La rapida integracion 6sea del Bio-Oss, se ha demostrado en muchos
estudios (194,195), posiblemente favorecida por la adsorcion de elementos procedentes
del suero que actien como sefal quimica para la migracion de células dseas y

sanguineas.

76



Introduccion: Regeneracion Osea

El anclaje celular y la neoformacion 6sea en el Bio-Oss también ha sido
demostrado en cultivos celulares in vitro en tres dimensiones en estudios mediante
Microscopia Electronica de Barrido (183). A las 2 semanas se pudo observar la
formacion de fibrillas de coldgeno maduras por parte de los osteoblastos. Esto
demuestra la répida actividad de estas células en contacto con el Bio-Oss, asi como la
capacidad de este material para crear una matriz de anclaje para los osteoblastos.
Transcurridas 6 semanas las células oOseas habian formado una extensa matriz
extracelular compuesta por fibrillas de coldgeno en ausencia de la estructura de Bio-Oss

(183).

La microestructura y composicion quimica del Bio-Oss, parece jugar un papel
fundamental a la hora de integrarse de un modo natural en el proceso de remodelacion
Osea, a diferencia de otros materiales sintéticos que sufren su degradacion por medio de
mecanismos quimicos. Varios estudios han demostrado actividad osteoclastica frente al
Bi0-Oss, asi como una reduccion en la cantidad de Bio-Oss transcurridos 6 meses

(193,196).

Como su reabsorcion es lenta, la matriz de Bio-Oss sirve como componente
estable para la nueva formaciéon de hueso y previene la reabsorcion prematura de
injertos. Esta caracteristica hace que los volumenes de hueso regenerado sean mucho
mas estables con Bio-Oss o mezcla de Bio-Oss con hueso autégeno, comparados con

injertos de hueso autdégeno puro (196,197).

Equinas y Porcinas: Debido a la aparicion de la enfermedad de las vacas locas o
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, a nivel europeo estd empezando a sustituirse las HA

bovinas por equinas y porcinas.

En un principio, para conseguir un aumento del reborde alveolar edéntulo, se
emplearon HA densas, sintéticas, no reabsorbibles, bien en forma de bloques o en
particulas porosas. Pero se observd que no producian osteogénesis y que se rodeaban de
tejido fibroso, es decir, se comportaban como un secuestro de ceramica bien tolerado
(162). Posteriormente se emplearon HA porosas, donde las dimensiones de los poros

permitian el crecimiento a su través como la coralina o la ficogena y actualmente se
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emplean mayoritariamente HA de origen bovino con una porosidad similar a la del
hueso humano. El uso de HA de origen bovino mezclado con hueso autégeno estéd
recomendado, puesto que a la matriz para la neoformacion 6sea se le suma la aportacion
de factores de crecimiento y proteinas para la osteogénesis (167). Ademas esta mezcla

acelera el proceso de sustitucion progresiva por hueso (161).

El fosfato tricalcico es otra cerdmica bioactiva que promueve la formacion 6sea
mediante el intercambio de calcio y fosforo. Es otro componente del hueso, al igual que
la HA. La HA contiene una propocion de calcio-fosfato de 1,67, idéntica al mineral
0seo, a diferencia del fosfato tricalcico, cuya proporcion es de 1,51, lo que hace suponer
que tenga una aceptacion e integracion bioldgica diferente a la HA. El fosfato tricélcico
es osteoconductivo y proporciona una base adecuada para la deposicion de nuevo hueso

(Cerasorb”™). Actualmente es un material muy utilizado en los paises anglosajones.

Los biovidrios o particulas de vidrio ceramico (Perioglass®, Biogran®™) fueron
descubiertos por L. Hench en 1970 y su uso se ha generalizado desde los afos ochenta
en ortopedia, cirugia plastica y otorrinolarigologia y desde 1994, también en
odontoestomatologia. Su mayor ventaja es la de ser integrado por los tejidos en lugar de
ser aislado por el tejido fibroso. El vidrio bioactivo estd formado en un 45% por silice
(Si10;) pero ademas contiene sales de sodio, calcio y fosfatos. Su mecanismo de accion
consiste en unirse al hueso y a los tejidos blandos, a la par que promueve la formacion
de una capa de hidroxiapatita. Es decir, se produce union entre el vidrio y el hueso,
llamada fijacion bioactiva, que puede definirse como “unién de un implante a los
tejidos mediante la formacion de una capa de HA biologicamente activa”. Cuando un
vidrio bioactivo se pone en contacto con fluidos organicos se originan tres reacciones:
difusion, disolucion y precipitacion, por las que el sodio se separa del vidrio, se disuelve
el oxido de silicio y se forma un gel de silice, cargado negativamente, que va a ser el
lugar de nucleacion para la formacion de carbonato y fosfato célcico. Sobre éste se va
formando hidroxicarbonato de apatita. Ademas el silice soluble activa la adsorcion de
factores de crecimiento, fundamentalmente TGF-f,, sobre el gel de silice y los cristales
de hidroxicarbonato de apatita, con lo que se produce una rdpida proliferacion de
osteoblastos, que sintetizardn matriz osteoide y posteriormente se mineralizara,

permitiendo el crecimiento de hueso (168) (169).
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Los polimeros llevan siendo empleados en ortopedia desde los afos treinta.
Entre sus multiples utilidades destacan: la fabricacion de lentes de contacto, valvulas
cardiacas protésicas, protesis de cabeza de fémur y cementos 6seos ortopédicos. Dentro
de este tipo de materiales poliméricos hay que destacar el polimero sustituto de tejido
duro (Hard Tissue Replacement) (H.T.R® (Sciences Division Corporation,
Norwalk,Conn), compuesto por un nucleo de polimetilmetacrilato (PMMA), que es
hidrofobo y una capa externa de polihidroximetilmetacrilato (PHEMA) e hidroxido de
calcio, que son hidrofilos y proporciona la carga negativa lo que favorece la formacion

6sea (170) e impide la colonizacion bacteriana. Es microporoso y no reabsorbible.

Distintos autores han examinado la respuesta tisular y la interfase entre hueso y
HTR en animales de experimentacion. (171,172). La primera reaccion observada en la
interfase hueso/HTR, es que el material es bien aceptado a juzgar por el estado terminal
de la reaccion inflamatoria de los tejidos adyacentes, en los que se puede observar
varias células procedentes del sistema vascular, fundamentalmente macrofagos, en
contacto con el HTR, como respuesta normal del organismo ante la presencia de
biomateriales. En una segunda fase aparece otra poblacion de células en la interfase de
union, que morfologicamente no se corresponden con osteoblastos, tratandose
presumiblemente de fibroblastos y células pluripotenciales (stem cell), con capacidad de

transformarse en osteoblastos.

Se ha utilizado con éxito en el relleno de defectos 6seos y periodontales y
también en técnicas de cirugia preprotésica de aumento de reborde alveolar (173) (174)

(Ashnman 1988, Yukna 1990).

El potencial osteoconductor del HTR ha sido comparado con el de la
hidroxiapatita, en ensayos experimentales, aunque los resultados mostraron que la
hidroxiapatita tenia un potencial de estimulacion 6sea mayor que la resina de
metacrilato, siendo preciso disponer de estudios a largo plazo que investiguen la
respuesta Osea frente a este biomaterial (162). Presenta la desventaja de no ser un
biomaterial reabsorbible, ya que no puede disolverse por los osteoclastos y por lo tanto

no se produce la sustitucion progresiva por hueso nuevo.
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Existen otros polimeros reabsorbibles basados en compuestos de acido lactico y
acido glicolico (Fisiograft™). Se comercializan en diversas formas y tamafios y se han
utilizado sobre todo en zonas de extraccion del tercer molar para mantener el coagulo.
Estudios con compuestos de acido polilactico y poligicolico en forma granulada, han
demostrado la presencia de una leve reaccion inflamatoria en el tejido circundante y una
fina capsula conectiva alrededor de las particulas del material, que precede a una
reabsorcion progresiva del biomaterial por hueso regenerado, aunque de peor calidad

que el hueso maduro (175).

3.2.2. Factores de crecimiento

Mecanismo de accion de los factores de crecimiento

Los factores de crecimiento, son generalmente, proteinas pequefias que las
células secretan en el espacio intercelular y que desempefian un papel fundamental
como mediador bioldégico en la regulacion de la migracidon, diferenciacion y
proliferacion celular. Se unen a receptores especificos de la superficie de las células
para posteriormente activar un segundo mensajero, que es una proteina tirosin-quinasa y

que inducira una determinada respuesta en el nacleo.

La estimulacion celular se realiza bien por un sistema autocrino, es decir, las
células producen y responden al mediador bioldgico o por un sistema paracrino en el
que la célula que produce el factor se encuentra en las proximidades de las células a las
que afecta. La regulacion de los procesos celulares como proliferacion, diferenciacion y
apoptosis se realiza mediante sefiales generalmente externas a la propia célula que las
ejecuta. Son los factores o mensajeros primarios, producidos por las células secretoras,
que interaccionan con receptores especificos en las células efectoras. Las células se
pueden comunicar por un sistema endocrino, donde la célula secretora esta distante de la

efectora, como ocurre en la sefializacion hormonal.

La transduccion de sefiales es el proceso mediante el cual las células perciben
cambios en su ambiente y que resulta en una reaccion celular (figura 9). El primer paso
para la transduccion de sefales es el reconocimiento de las sefiales extracelulares

mediante los receptores de membrana plasmatica. Posteriormente se activa una serie de

80



Introduccion: Regeneracion Osea

cascadas intracelulares (vias de transduccién o sefalizacion intracelular) que transmiten
la sefial al citoplasma y al nucleo, donde se activa la transcripcion de genes en respuesta

a las senales recibidas (212,213).

Senales
extracelulares

Receptores de

membrana
Vias de J
sefializacion <
intracelular @ @ Il
@t@ @ @

_
Respuesta ; P . . . . .
celular y Proliferacion Supervivencia Angiogénesis - Invasion

Fig 9. Principales vias de sefializacion intracelular.

El receptor consta de un dominio extracelular de union al ligando, un segmento
transmembrana helicoidal y una porcion citopldsmica (figura 10). La parte extracelular
contiene dos dominios ricos en cisteina a los que puede unirse una serie de factores de
crecimiento. El segmento lipofilo central ancla el receptor en la membrana celular, y el
dominio intracelular es una proteina tirosin-kinasa con un segmento carboxilo-terminal

regulador que es un sitio de unidn para los sustratos de la kinasa.
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Dominio extracelular Union del ligando

-0

O

\ L
Membrana citoplasmatica l
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Dominio intracelular Actividad tirosinkinasa

Figura 10. Dominios del receptor de la membrana plasmatica.

Las interacciones entre las proteinas y el complejo receptor activado estimulan
las proteinas ras y provocan el comienzo de una cascada de episodios de fosforilacion y
la activacion de las kinasas MAP (proteinas activadas por mitogeno) (214). Las
proteinas kinasas activadas por mitdgeno (MAPK) transmiten la sefial al nicleo a través

del citoplasma.(214).

El nucleo es el destino final de todos estos mecanismos de sefializacion, donde
modifican de manera especifica la transcripcion de diversos genes, cuya expresion
conlleva, como respuesta final, un cambio en el comportamiento de la célula. Los
mecanismos moleculares responsables de la regulacion de la transcripcion génica son

los destinatarios ultimos del proceso de transmision de sefiales.

El ntcleo actiia como integrador de todas las sefales que recibe, interpretando la
respuesta adecuada. Esta regulacion es la base de la vida misma, pues desde el momento
de la fecundacion y durante toda la ontogenia deben estar sincronizadas. En el
organismo adulto, el balance entre sefiales de proliferacion, diferenciacion y muerte
equilibra y ajusta el funcionamiento de todos los tejidos y oOrganos, garantiza la
renovacion adecuada de las células inservibles o danadas, conforma la arquitectura de
los tejidos y constituye la base de una respuesta adecuada a los agentes patdogenos,
regulando la respuesta inmune. Un elemento esencial del adecuado funcionamiento de

organos y tejidos es el equilibrio del nimero apropiado de células en proliferacion y de
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células especializadas, asi como la eliminacion de las células que ya no son necesarias o
funcionalmente competentes, equilibrio que se logra mediante el tridngulo de
proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Estos tres procesos mantienen en las células
normales tanto circuitos de regulacion positiva, o de activacidon, como circuitos de

regulacion negativa, o de inhibicion (214).

Entre los tipos celulares productores de factores de crecimiento estdn los
fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales y leucocitos, especialmente monocitos y
macrofagos. Ademads existen lugares de almacenamiento, como son las plaquetas y el
hueso.

Los factores de crecimiento con mayor importancia en la regeneracion Osea se

presentan en la tabla XII.

PDGEF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas.

IGF: Factor de crecimiento analogo a la insulina.

TGF-p: Factor de crecimiento transformante tipo B (entre los que se
encuentran las BMPs)

FGF: Factor de crecimiento fibrobléstico.

VEGTF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

Tabla XII. Factores de crecimiento con importancia en la regeneracion dsea

Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas ( PDGF)

Se le denominé de esta manera por encontrarse por vez primera en los granulos
alfa de las plaquetas (205), aunque también puede encontrarse en otros tipos celulares
como monocitos y fibroblastos (211), macrofagos, células endoteliales, células

epiteliales y en la matriz 6sea (215,216).

El PDGF es un polipéptido termoestable (100 grados centigrados) y catidnico,
con un punto isoeléctrico muy basico de 10,2 (217) y tiene un peso molecular de 30.000
daltons (218,219). Tiene una estructura dimérica formada por dos cadenas de
aminoacidos denominadas A y B. Las dos cadenas tienen una similitud del 60%. La

cadena A esta constituida por 121 amindcidos mientras que la B estd compuesta por 125
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aminodcidos (217). Dos genes se encargan de la codificacion del PDGF. La cadena A
del péptido estd codificada en el cromosoma 7 y la cadena B en el brazo largo del

cromosoma 22 (215).

Se han encontrado tres formas (218,219): PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB.
Existen dos receptores para el PDGF: el receptor PDGFa para PDGF-AA, PDGF-BB y
PDGF-AB vy el receptor PDGFf para PDGF-BB y PDGF-AB. La capacidad de ciertas
estirpes celulares de interaccionar con los diferentes PDGF depende de la presencia en
la membrana de estas células de receptores o 6 B. Su actividad estd mediada por una

proteina tirosinquinasa como todos los factores de crecimiento.

Ambos receptores inducen respuesta mitogénica; y el receptor B a diferencia del

a interviene en la estimulacion quimiotactica.

Piche y cols, en 1989, (220) demostraron que el PDGF estimulaba la

proliferacion de los fibroblastos del ligamento periodontal.

Zhang y cols, en 1991, (221) observaron que los osteoblastos poseian una gran
cantidad de receptores de PDGF y respondian a la PDGF-AA y PDGF-BB, y que estos
osteoblastos eran capaces de producir PDGF-AA pero no PDGF-BB.

Matsuda y cols, en 1992, (222) realizaron un estudio demostrando que el PDGF
tiene un efecto mitogénico en los fibroblastos del ligamento periodontal, mostrando que
los fibroblastos tenian una extraordinaria respuesta quimiotactica hacia el PDGF. De la
misma forma, se observdo que el PDGF-BB estimuld la sintesis de colageno y la
proliferacion y la quimiotaxis. Aunque los mejores resultados en las funciones
quimiotéacticas y mitogénicas se obtenian con la combinaciéon de varios factores de

crecimiento, siendo la combinacién mas efectiva el PDGF-BB/IGF-I.
Oates y cols, en 1993, (223) demostraron que los mayores estimuladores de la

mitogénesis en las células del ligamento periodontal humano, eran el PDGF-BB vy el

PDGF-AA.
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Dennison y cols, en 1994, (224) también encontraron que el PDGF estimulaba
en mayor medida la proliferacion de células del ligamento periodontal que la de los

fibroblastos gingivales.

Boyan y cols, en 1994, (225) demostraron que aunque las tres formas del PDGF
estimulaban las células del ligamento periodontal, el PDGF-BB era el mas potente de

los tres, seguido del PDGF-AB. El PDGF-AA era el menos efectivo de los tres.

Hock y Canalis (226) sugirieron en 1994 que el PDGF incrementaba la

proliferacion de las células 6seas pero no favorecia la diferenciacion osteobléstica.

Saygin en 1995, (227) observo que el PDGF incrementaba la produccion de
osteopontina, pero disminuia la produccion de osteocalcina y sialoproteina en células
Oseas, y también reducia la actividad de fosfatasa alcalina y la mineralizacion Osea,

particularmente bajo exposiciones prolongadas.

Nishimura y Bartold, en 1996, (228,229) estudiaron el efecto de estimulacion de
la migracion y proliferacion sobre fibroblastos del ligamento periodontal, obervando

que el PDGF incrementaba la migracion de estas células de manera dosis-dependiente.

En 1998, Anderson (230) estudi6 los efectos del TGF-f y del PDGF sobre el
crecimiento de fibroblastos gingivales humanos en un medio en presencia de suero
bovino fetal (FBS) y en un medio en ausencia de suero. Las conclusiones a las que llegd
fueron que en ambos medios la respuesta del PDGF-BB era dosis-dependiente por
encima de 40 ng/ml, sin embargo se encontrd la méxima respuesta en el medio con FBS
a una concentracion de 20 ng/ml; y por otro lado que el crecimiento de fibroblastos
gingivales humanos, en un medio libre de suero, con aplicacion de concentraciones de
PDGF-BB de 20 ng/ml, fue equivalente al crecimiento obtenido en un medio con FBS

sin adicion de factores de crecimiento.
Los estudios in vitro realizados tanto sobre células de origen animal, como con

células humanas arrojan resultados semejantes (222,229). Estos estudios parecen indicar

que el PDGF podria contribuir al reclutamiento de células dseas durante la reparacion y
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remodelado, al ser depositado en la matriz 6sea y liberandose posteriormente durante

la degradacion de la matriz.

Respecto a los estudios in vivo sobre la regeneracion oOsea y periodontal
comenzaron en 1987 en ratas comprobando como podian inducir la formacion de tejido
de granulacion (231). Posteriormente se realizaron estudios sobre otros modelos
animales como los perros Beagle y monos Rhesus para comprender mejor el papel de

los factores de crecimiento en los mecanismos de regeneracion dsea y periodontal.

En 1989 Lynch, (232) realiz6 un estudio en perros Beagle, para comprobar la
utilizacion de factores de crecimiento y observo que aumentaba la regeneracion de los
tejidos periodontales. En el estudio histoldgico se observd la neoformacion de hueso
alveolar, a las dos semanas de la aplicacion local de PDGF/IGF-I, con diferencias
estadisticamente significativas respecto de los controles. Toda la superficie de hueso
nuevo se encontraba rodeada de una capa de células ostebléasticas continua. La
capacidad para estimular la regeneracion era debida a los efectos que tienen los factores

de crecimiento sobre las células mesenquimales.

De nuevo Lynch, 1991, (233) realizdé un estudio en perros Beagle observando
que se incrementaba el metabolismo 6seo a las cuatro semanas de la aplicacion de
PDGF/IGF-I. Se producia un incremento significativo de la altura y la densidad 6sea, en

comparacion con los controles, en un periodo de tiempo de entre dos y cinco semanas.

Lynch también en 1991, (234) estudi6 la formacion de hueso alrededor de
implantes mediante la combinacion de PDGF-BB/IGF-I a dosis de 4 pg. Los resultados
del estudio indicaron que la aplicacion in vivo de la combinacion de estos factores de
crecimiento promovia la regeneracion del hueso alrededor del titanio durante las
primeras fases de la cicatrizacion. A los siete dias, los implantes a los que se aplicaron
los factores de crecimiento, PDGF-BB/IGF-I, presentaban un porcentaje significativo de
hueso en contacto con el implante (BIC, Bone Implant Contact) en comparacion con los
controles. El uso combinado de PDGF/IGF-I alrededor de los implantes podria acelerar
y aumentar la osteointegracion de los implantes, particularmente en lugares con

densidad Osea deficiente.
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En 1991, Sloan (235) hacia referencia a los posibles efectos beneficiosos, que
podria tener la aplicacion de factores de crecimiento alrededor de los implantes en
huesos tipo IV, con una calidad 6sea pobre en los que conseguir una estabilidad

primaria de los implantes es mas complicada.

Becker, en 1991, (236) proponia el uso de PDGF/IGF-I en combinacion con
membranas. Consideraba su utilizacion en situaciones de crestas estrechas que requerian
un aumento en anchura, para la posterior colocacion de implantes y en defectos dseos.
Una de las ventajas es que la membrana podia mantener los factores de crecimiento en

contacto intimo con los implantes.

Rutherford, en 1992, (237,238) estudi6 la regeneracion de tejidos periodontales
en primates mediante la aplicacion de factores de crecimiento y observd que con la
aplicacion de PDGF-BB/IGF-I inducia una significativa regeneracion periodontal. Los
factores de crecimiento eran capaces de inducir la regeneracion de aproximadamente el

50% de los tejidos en un periodo de tiempo de 4 semanas.

En 1994, Wang y cols, (239) realizaron en perros Beagle defectos oOseos
experimentales, para valorar la regeneracion producida por PDGF. Se realizaron tres
grupos de estudio; el control en el que la terapia regenerativa solo incluia membranas de
PTFE-e, un segundo grupo utilizaba membrana de PTFE-e+PDGF y en un tercer grupo
solo se utiliz6 PDGF. Los resultados indicaron que el PDGF estimulé maés la
proliferaciéon de fibroblastos respecto al grupo control, independientemente del uso

combinado con membranas o sin ellas.

Cho y cols, en 1994, (240) concluyeron que el PDGF-BB es el estimulador mas
potente de la mitogénesis, seguido del PDGF-AA y del PDGF-AB. Como quimiotactico
el PDGF-BB es el doble de potente que el PDGF-AA para las células del tejido
conectivo. El PDGF estimula células de origen mesenquimatoso como los fibroblastos,

las células de la glia, células musculares lisas y células 6seas.

Park y cols, realizaron en 1995, (241) un estudio en perros Beagle con el
objetivo de comparar la regeneracion tisular guiada (RTG) sobre defectos de furca tipo

IIT horizontales creados artificialmente, con o sin el uso de PDGF-BB. Los animales
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fueron sacrificados a las 8 y 11 semanas, encontrando una mayor formacién osea y del
ligamento periodontal siendo estadisticamente significativa en las lesiones tratadas con
terapia combinada de RTG+PDGF-BB. En el grupo experimental, se observd, que el
nuevo hueso rellenaba el 80% del defecto a las 8 semanas y el 87% a las 11 semanas,
siendo en el grupo control sensiblemente inferior (14% a las 8 semanas y 60% a las 11

semanas).

En 1995, Cho y cols, (242) realizaron un estudio en perros Beagle, para estudiar
el efecto de RTG+PDGF-BB, llegando a la conclusién de que la terapia combinada,
promovia la regeneracion periodontal de manera mas rapida y significativa, que cuando

se usaban s0lo membranas de PTFE-e.

Giannobile y cols, en 1994, (243) realizaron un estudio comparando los efectos
de combinar PDGF/IGF-I, sobre perros Beagle y monos, para estimular la regeneracion
periodontal. En ambos grupos de animales se observd un aumento significativo en la

regeneracion periodontal respecto a los controles de ambos grupos.

En 1996, Gianobile y cols, (244) realizaron un nuevo estudio sobre monos
estudiando la regeneracion periodontal mediante el uso de PDGF aplicado
individualmente y en terapia combinada de PDGF-BB+IGF-I. La dosis utilizada en el
estudio fue de 10 pg/ml, y consideraban que cuando sélo se utiliza el PDGF-BB, es

posible la formacién de nueva insercion, pero no de relleno 6seo.

En 1997, Green, (245) realiz6 un estudio en el que consideraba al epitelio
gingival como una fuente importante de PDGF-A y PDGF-B, considerando al PDGF-A
como importante modulador en los estadios iniciales de la inflamacion, mientras que el

PDGF-B tendria un papel mas importante en momentos mas tardios de la cicatrizacion.

Gamal, en 1998, (246) estudi6 la aplicacion de PDGF-BB y de IGF-1, s6los o en
combinacion, sobre superficies radiculares tratadas con HCI, concluyendo que el
PDGF-BB es un potente estimulador para la adherencia de fibroblastos del ligamento
periodontal a una concentracion de 50 ng/ml, tanto en superficies radiculares tratadas

con HCI como en superficies no tratadas.
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Kasaca, en 1998, (247) estudi6 los efectos que producian los factores de
crecimiemto PDGF, TGF-$ e IGF, sobre el DHT (5a-dihidrotestosterona, uno de los
metabolitos mas potentes en la estimulacion de sintesis de fibroblastos). El estudio
media los efectos de la combinacion de dichos factores de crecimiento y su efecto por
separado, llegando a la conclusion de que la combinaciéon de los factores de
crecimiento, no conseguia un efecto sinérgico o multiplicador, respecto a cuando se
utilizaban dichos factores de crecimiento por separado, posiblemente por un mecanismo

fisiologico de homeostasis tipo feedback.

En 1999, Zaman, (248) estudi¢ el efecto del PDGF-BB y de la BMP-2, aplicados
sobre la superficie de raices desmineralizadas. Se observd que las superficies tratadas
con EDTA sobre las que se aplicaron factores de crecimiento, promovian la
regeneracion periodontal mediante un incremento tanto de la proliferacion como de la
diferenciacion celular. Las concentraciones utilizadas fueron de 1pg/ml para el PDGF y
de 3ug/ml para BMP-2. Proponian el EDTA como posible carrier de los factores de

crecimiento.

El transporte de los factores de crecimiento constituye un problema y se
investigan alternativas para aplicar estos factores de crecimiento al lugar donde se

necesita promover la regeneracion 6sea.

Lee, en 2000, (249) propuso el uso de esponjas de chitosan con fosfato tricalcico
(TCP) para transportar los factores de crecimiento al lugar elegido. Los resultados de
su estudio indican que el PDGF-BB cargado en la esponja de chitosan/TCP, producia un

efecto osteogénico en la regeneracion 6sea in vivo.

Gamal, en el 2000, (250) determind que la concentracion optima de PDGF-BB
para la estimulacion de células del ligamento periodontal humano era de 50 ng/ml o
superior, induciendo una estimulacion de las células del ligamento periodontal a

adherirse a la superficie radicular de dientes periodontales.

Munford, en el 2001, (251) estudid el efecto del PDGF-BB sobre células del
ligamento periodontal comparandolo con el efecto provocado sobre fibroblastos

gingivales, llegando a la conclusion que el PDGF-BB tenia un marcado efecto de
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proliferacion celular sobre células de ligamento periodontal, significativamente superior
al inducido sobre fibroblastos gingivales, aunque sucedia al contrario cuando se

analizaron los efectos inducidos sobre la migracion celular.

Los ultimos estudios sobre PDGF se basan en el uso de la ingenieria genética,

como medio para transportar estos factores de crecimiento a los tejidos (252).

Factor de Crecimiento analogo a la Insulina (IGF)

Los factores de crecimiento analogos a la insulina (IGFs) son una familia de
proteinas séricas de cadena simple que presentan una secuencia homodloga en un 49% a
la proinsulina. Se han descrito dos polipéptidos, el IGF-I, y el IGF-II. El IGF-I, es una
proteina formada por 70 aminodcidos con tres puentes disulfuro, posee un peso
molecular de 7689 Kd y un punto isoeléctrico de 8,4 (1). El IGF-II, es un péptido
neutro de 67 aminoacidos y un peso molecular de 7471 Kd (253,254).

Estos factores de crecimiento son sintetizados por diferentes tejidos, como el
higado, tejido muscular liso y placenta. Estas proteinas se vehiculizan en el plasma
como un complejo con proteinas especificas de adhesion (IGFBP) (255).

Entre su acciones biologicas se pueden destacar las siguientes: (253,256)
1) Capacidad de estimular la sintesis de matriz 6sea por un efecto directo sobre los
osteoblastos, estimulando su nimero y funcidn, y por un aumento la proliferacion de las

células osteoprogenitoras.

2) Estimulacion de la actividad mitogénica y quimiotactica sobre las células del

ligamento periodontal.

3) Estimulacion de la sintesis de glucogeno en el higado.

4) Capacidad de actuar sinérgicamente con el PDGF aumentando la regeneracion

periodontal.

90



Introduccion: Regeneracion Osea

Los estudios in vitro con células animales mas significativos son los siguientes:

En 1988 Koch y cols, (257) demostraron que el IGF-I estimulaba la formacion
de la matriz 6sea, en un estudio realizado con células obtenidas de calota fetal de rata,
mediante la induccidon de la proliferacion celular y la secrecion de componentes de la

matriz extracelular. Se observé que los osteoblastos producian localmente el IGF-1 y I1.

Bloom y cols, en 1992, (258) demostraron el efecto mitogénico del IGF-I sobre
los fibroblastos, ademas de estimular la sintesis de ADN en los fibroblastos del

ligamento periodontal.

Matsuda y cols en 1992, (222) confirmaron también el efecto mitogénico y
quimiotactico que tiene el IGF-I sobre los fibroblastos del ligamento periodontal.

Ademas observaron la existencia de un efecto sinérgico entre el PDGF-AB y el IGF-1.

Rutherford y cols, en 1992, (259) demostraron que el PDGF actia de manera

sinérgica con el IGF-I para sintetizar ADN en las células del ligamento periodontal.

Cho y cols, en 1994, (242) muestran la capacidad de el IGF-I de inducir una
diferenciacion prematura de las células del ligamento periodontal en osteoblastos y
cementoblastos, pudiendo ser de utilidad para promover la osteogénesis y/o la

cementogénesis.

Nishimura y Terranova, (228) en estudios realizados en 1996, también
demuestran que IGF-I y II incrementan la migracion de células del ligamento

periodontal y a los fibroblastos gingivales de manera dosis-dependiente.

En cuanto a los estudios in vivo destacan los siguientes:

Lynch y cols, en 1989, (232) estudiaron el efecto de la terapia combinada PDGF
+IGF-I (3pgr) en un gel inerte sobre tres perros Beagle con enfermedad periodontal

natural con defectos horizontales, observando un incremento significativo de aposicion

oOsea crestal en el grupo tratado con PDGF-IGF-I, con respecto al grupo control.
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Posteriormente, en 1991, (233) Lynch y cols, estudiaron de nuevo la aplicacién
de PDGF+IGF-I (3pgr) en un gel de metilcelulosa al 4%, sobre trece perros Beagle que
presentaban defectos verticales, siendo la regeneracion 6sea de un 40% en los tratados

frente a un 6% en el grupo control a las cinco semanas.

También investigd Lynch, en 1991, (234) si la combinacion de factores de
crecimiento que promovia la regeneracion periodontal tenia un efecto positivo en la
formacion de hueso alrededor de implantes. Los factores de crecimiento se
vehiculizaban en forma de un gel de metilcelulosa recubriendo los implantes, siendo la
dosis de combinacion 4 ugr de PDGF-BB+IGF-I. Se tomaron muestras de tejido a los 7
y 21 dias. Tanto a los 7 como a los 21 dias, se observé que el porcentaje de relleno dseo
en los espacios periimplantarios y el porcentaje de la superficie del implante en contacto
con el nuevo hueso era significativamente mayor en las zonas tratadas con factores de
crecimiento. Tras analizar los resultados de su estudio, los autores sugieren que la
terapia combinada de estos dos factores de crecimiento (PDGF-IGF-I) puede estimular

la regeneracion 6sea alrededor de los implantes dentales.

En 1992, Becker y cols, (236) realizaron un estudio animal sobre cuatro perros
Beagle, donde colocaron implantes de titanio inmediatamente postextraccion. Se
realizaron varios grupos. En el grupo 1, junto a los implantes se utilizd terapia
regenerativa (RTG) con membranas de PTFE-e. En el grupo 2 se utilizaron implantes de
titanio+RTG+terapia combinada de PDGF+IGF-I. Y en el grupo 3, a los implantes se
les agreg6 injerto 6seo desmineralizado (DFDB). Los resultados del estudio indicaron
que la densidad o6sea del tejido neoformado y regeneracion Osea en los defectos
asociados a los implantes (dehiscencias) tratados con esta terapia combinada de factores
de crecimiento y RTG fue significativamente mayor frente al resto de grupos tratados

con otras terapias.

Rutherford en 1992, (237) realiz6 el primer estudio en el que se demostrd que
los factores de crecimiento, también inducian la regeneracion de los tres tejidos
(cemento, hueso y ligamento periodontal) que forman el periodonto en primates, en los
que se inducia periodontitis de manera experimental. La aplicacion de la combinacion
de factores de crecimiento PDGF/IGF-I indujo una significativa regeneracion

periodontal. Se formé cemento extendiéndose coronalmente. También se formo6 hueso
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sobre la cresta con reabsorcion dsea de tipo horizontal. Por el contrario, en las lesiones
control no se observod ni la presencia de nuevo hueso, ni de nuevo cemento, ni de nuevo

ligamento periodontal.

En 1993, Rutherford y cols, (238) realizaron nuevos experimentos en monos con
defectos angulares y periodontitis inducida experimentalmente, evaluando la eficacia de
la terapia combinada de PDGF+dexametasona+matriz de colageno como vehiculo. Se
observo una regeneracion del periodonto perdido significativamente superior con

respecto a los defectos del grupo control.

En 1994, Giannobile y cols, (244) realizan un estudio comparando los efectos de
la combinacion de factores de crecimiento sobre perros Beagle y monos. Los autores
evaluaron la respuesta de la cicatrizacion a la cirugia periodontal con o sin el uso de un
gel con PDGF+IGF-I. Sus resultados estan en concordancia con los anteriores
produciendo un aumento significativo en la regeneracioén periodontal comparada con los
controles en ambos grupos. Estos resultados positivos de la aplicacion de la terapia
combinada de factores de crecimiento (PDGF+IGF-I), sobre defectos Oseos y

periodontales, justificaron la realizacion de ensayos clinicos en humanos .

En 1998, Howell y cols, (260) realizaron un estudio clinico randomizado y
controlado sobre 38 pacientes con lesiones bilaterales periodontales, para estudiar el uso
de la terapia combinada de factores de crecimiento (recombinantes) en el tratamiento de
la periodontitis. La terapia combinada consistia en el uso de PDGF-BB+IGF-I, a
diferentes dosis (50 y 150 pg/ml). Ninguno de los pacientes desarrolld anticuerpos
frente a estos factores de crecimiento recombinantes. Se observo una neoformacion 6sea
significativamente superior en los grupos tratados con esta combinacion de factores de
crecimiento a concentraciones de 150 pg/ml con respecto al grupo de 50 ug/ml y grupo

control, evidenciandose un efecto dosis-dependiente.

Factor de Crecimiento Fbroblastico (FGF)

Son una familia de polipéptidos cuya mision es la de controlar la proliferacion,

diferenciacion y otras funciones celulares en aquellas células derivadas del mesodermo
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y neuroectodermo, aunque existen siete formas de FGF, se han descrito extensamente

dos de ellas (261):

e El Factor de Crecimiento Fibroblastico Acido (FGF-0).
e El Factor de Crecimiento Fibrobléstico Basico (FGF-p).

El FGF basico es una cadena peptidica simple compuesto por 146 aminoacidos,
tiene un punto isoeléctrico comprendido entre 9-6 y un peso molecular entre 16.000 y
18.000 daltons (261). El FGF 4cido es un pépido de 140 aminoacidos, existiendo una
porcion homologa del 55% entre los FGF 4cido y basico, tiene un punto isoeléctrico

comprendido entre 5,6-6 y un peso molecular de unos 15.000 daltons (261).

Estos dos factores de crecimiento estan clasificados por diferentes genes pero
son similares en estructura y funciéon. Estos factores son potentes mitdgenos y
quimiotacticos para las células endoteliales y para gran variedad de células de origen
mesenquimatoso como los fibroblastos, los osteoblastos, los condrocitos, células

musculares lisas y mioblastos esqueléticos.

Entre sus acciones bioldgicas estan las siguientes:

e Estimulacién de la angiogénesis por un mecanismo directo, al estimular la
mitosis y migracion de células endoteliales.
e Estimulacién y coordinacion de la mitogénesis de multiples tipos celulares

durante el crecimiento, mantenimiento y reparacion tisular.
Cafesse y Quifidnes (262) creen que estos factores de crecimiento probablemente
necesitan la accion sinérgica de otros factores de crecimiento para estimular al madximo

la sintesis de ADN y el crecimiento celular.

Segun Hauschka y cols, (263) estos dos factores se almacenan en la matriz 6sea y

podrian ser de gran importancia en la regulacion de los osteoblastos.
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Entre los estudios in vitro mas importantes destacan los siguientes:

Terranova y cols, en 1989, (264) demostraron los efectos que tenia el FGFf sobre
las células del ligamento periodontal y sobre células endoteliales, siendo el resultado
una estimulacién en la proliferacion y migracion de ambas. Segin estos autores, el
FGFp se adheria a la dentina, incrementandose esta union si la dentina se sometia a
procesos de acondicionamiento previos con clorhidrato de tetraciclina o con acido
citrico, que provocarian una exposicion del coldgeno tipo I, favoreciendo de este modo

la adhesion.

En 1989, Tweden y cols, (265) también demostraron que el FGFf estimulaba la

proliferacion y la migracion de células endoteliales.

Entre los estudios “in vivo” destacan los siguientes:

En 1991, Eppley y cols, (266) realizaron un estudio con el objetivo de estudiar la
evolucion del tratamiento con autoinjertos 6seos en tejidos irradiados, con o sin la
utilizacion de FGFP. Los resultados de los defectos tratados con autoinjerto+FGFf
fueron significativamente mejores en cuanto a cicatrizacion y relleno de los defectos,

con respecto a los defectos en los que no se aplico FGFp.

En 1995, Schliephake y cols, (267) realizaron un estudio en cuatro minipigs, en los
que se realizaron injertos 0seos subperiosticos de origen bovino, cubiertos con una
membrana de polilactico, para la posterior colocacion de implantes, unos asociados con
FGFB y otro sin ¢l. Los resultados demostraron crecimiento 6seo independientemente

del uso o no del FGFp.

En 1997, Takayama y cols, (268) analizaron el efecto que el FGFf tenia en la
proliferacion de células del ligamento periodontal midiendo los niveles de actividad de
la fosfatasa alcalina y la formaciéon de nddulos de calcificacion y sintesis de matriz
extracelular. Los autores llegaron a la conclusion de la importancia que tenia este factor
en la induccién del crecimiento de células inmaduras de ligamento de periodontal, lo

que podria acelerar la regeneracion periodontal.
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En 1998, Sasaki y cols, (269) publicaron el posible papel que el FGFp jugaria en el
agrandamiento gingival inducido por fenitoina, demostrando que los niveles en suero de

FGFp podian estar relacionados en parte con este sobrecrecimiento gingival.

Hosokawa y cols en el 2000, (270) en un modelo experimental en perros Beagle,
demostraron que la aplicacién controlada mediante esferas de coldgeno de FGFf
aceleraba la regeneracion Osea en defectos protegidos con membranas de PTFE, con

respecto de los controles.

También en el 2000, Rossa, (271) demostré en un estudio en cinco perros Beagle,
el efecto positivo que tenia el FGFP en defectos de furca clase III mediante aplicacion

de técnica de RTG.

McCracken y cols, en el 2001, (272) en un estudio realizado en tibias de 32 ratas,
examinaron el comportamiento que el FGFa podria tener sobre la cicatrizacion y
respuesta 6sea en la colocacion de implantes. Los autores llegaron a la conclusion de
que el FGFa podria incrementar la produccion de hueso alrededor de los implantes en

este modelo animal.

Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)

Se aislo originalmente a partir de cultivos celulares de hip6fisis. Se trata de una
proteina homodimérica cuya secuencia de aminoacidos tiene una similitud del 24% con
el PDGF-BB, pero se une a distintos receptores que el PDGF e induce distintos efectos
bioldgicos. Es un mitdégeno potente y selectivo para las células endoteliales, su

importancia queda manifestada por su accion angiogénica “in vivo”. (273)

Entre los estudios “in vivo” sobre el VEFG en nuestro campo destacan:

Booth y cols, en 1998, (274) estudiaron el papel del VEFG en la enfermedad

periodontal encontrando niveles mas bajos de VEFG en pacientes con enfermedad, con

respecto a pacientes en ausencia de enfermedad. Concluyeron que el VEFG podria ser
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relevante en los procesos de angiogénesis y que los niveles en suero de VEFG estaban

influenciados por el grado de salud periodontal de los pacientes, en este estudio.

En el 2001, Cornellini y cols, (275) realizaron un estudio sobre el papel del
VEFG y la densidad microvascular (MVD) alrededor de implantes con mucosa
queratinizada normal por un lado y en tejidos blandos periimplantarios alrededor de
implantes fracasados. Los resultados del estudio mostraron diferencias tanto en la
MVD, significativamente superiores en los tejidos con periimplantitis, como en VEFG
también en menores concentraciones que en tejidos sanos, aunque no encontraron
correlaciéon entre el VEFG y el estado de salud o enfermedad de los tejidos

periimplantarios.

Factor de Crecimiento Epidérmico (EFG)

El EGF es una proteina de cadena simple de 53 aminoacidos con tres puentes
disulfuro en su estructura. Posee un peso molecular de 5.300-5.500 D. Este factor de
crecimiento ha sido aislado en las glandulas salivales, glandulas de Bruner, plaquetas,
fluido amnidtico y cerebroespinal. Se ha comprobado que el EGF estimula la sintesis de
ADN vy el crecimiento celular de gran variedad de células incluyendo a las células

epiteliales, endoteliales y de origen mesodérmico (276).
Sus acciones biologicas se resumen (277):
e Efectos mitogénicos y quimiotacticos en fibroblastos y células epiteliales.
e Estimula la formacion de tejido de granulacion.
e Inhibe la liberacion de acido por la mucosa gastrica.

Entre los estudios in vitro mas significativos destacan:

En 1987, Thesleff, (278) observo que los restos epiteliales de Malassez

expresaban un alto nimero de receptores para el EGF.
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En 1988, Cho y cols (279), demuestraron que los fibroblastos del ligamento
periodontal, los preosteoblastos y precondrocitos expresaban un alto namero de

receptores para el EGF.

En 1990, Modéer y cols, (280) observaron como la fenitoina producia un
aumento significativo del nimero de receptores celulares para el EGF en fibroblastos en

cultivo.

En 1992, Matsuda y cols, (222) estudiaron los efectos que tenia el EGF sobre
células de ligamento periodontal de rata. Los autores llegaron a la conclusion de que el
EGF incrementaba los efectos quimiotacticos en los fibroblastos del ligamento

periodontal y suprimia la sintesis de coldgeno.

En 1993, Hormia, (281) demostré que la concentracion en saliva en pacientes
con periodontitis juvenil era mucho més alta, aunque no se conoce el motivo de esta

relacion.

En 1994, Cho y cols, (240) estudiaron los receptores para el EGF en los
fibroblastos del ligamento periodontal. Los autores llegaron a la conclusion de que
aunque existian, no parecian tener un efecto significativo, sobre la mitosis y quimiotaxis
de estas células. Aunque los autores han sugerido que podria tener una importancia

relevante en la regulacion de la anquilosis.

En 1996, Nishimura y Terranova, (228) observaron que el EGF incrementaba la
migracion de células del ligamento periodontal y de fibroblastos gingivales de manera

dosis-dependiente.

Factor Transformador de Crecimiento (TGF)

Se le denomind de esta forma ya que se aislé por primera vez en tejidos
transformados, en concreto, de sarcomas. Inicialmente sélo se podian extraer de tejidos
transformados. Se trataba de un factor que promovia la transformacion de los
fibroblastos en cultivo celular, la accion del TGF sobre estas células era la alteracion de

su fenotipo, transforméndolas en tumorales (282).
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Existen dos tipos de esta clase de factor:

e TGFa
e TGFp

TGFa: Esta estrechamente relacionado con el EGF, estos factores tienen en comin un
42% de su secuencia de aminoacidos. Se unen a los mismos receptores estableciéndose
competencia. Su gen esta localizado en el cromosoma 2. Su peso molecular es de 5,6 D.
Se sintetiza como un precursor de 160 aminoacidos, aunque la parte activa solo consta

de 50 (282).

Entre sus acciones bioldgicas destacan (283):

e Aumentan la proliferacion y la migracion de células epiteliales.
e Liberan iones calcio del hueso.

e Inhiben la actividad de los osteoblastos.

e Efecto angiogénico.

e Interviene en el desarrollo tumoral tanto de una forma autocrina como paracrina.

TGFp: Es un dimero formado por dos subunidades de 112 aminoacidos, unidas por
puentes disulfuro. Tiene un peso molecular de 25.000 D. El gen correspondiente se ha
localizado en el brazo largo del cromosoma 19. Esta molécula pertenece a la
superfamilia de proteinas que incluye TGFB1 hasta TGFB6 y proteinas morfogenéticas

entre otras (283).

Préacticamente todas las células sintetizan TGF-B1 y todas las células expresan
receptores para los TGF, este hecho indica que TGF-B1 afecta de alguna forma a todos
los procesos fisiologicos (284).

Entre sus acciones bioldgicas destacan:

e Inhibicion de la proliferacion de células mesenquimales, epiteliales, endoteliales

y transformadas.
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e Estimula la proliferacion de células mesequimales, endoteliales y transformadas.

e Transformacion fenotipica de fibroblastos.

e Mejora la deposicion de matriz extracelular aumentando la sintesis e inhibiendo
la degradacion.

e Efecto inmunosupresor

Entre los estudios in vitro mas significativos destacan:

En 1992, Matsuda y cols, (222) demostraron que el TGFf provocaba inhibicién
de la respuesta mitogénica de las células del ligamento periodontal, no teniendo efectos

mitogénicos para estas células.

En 1993, Oates y cols, (223) compararon la actividad mitotica del TGFf con la
interleukina-1 y el PDGF en fibroblastos del ligamento periodontal, llegando a la

conclusion de que el TGFP tenia una menor accidén mitoética que el PDGF.

En 1994, Dennison y cols, (224) demostraron que tanto el TGF como el PDGF
provocaban mayor incremento en la proliferacion de las células del ligamento

periodontal que en los fibroblastos gingivales.

En 1996, Nishimura y Terranova, (228) evaluaron la capacidad del TGFp para
estimular la respuesta migratoria de células del ligamento periodontal y de los
fibroblastos gingivales. Este incremento en la respuesta era de caracter dosis-

dependiente.

En 1999, Jin Gao y cols, (283) demostraron que las células del ligamento
periodontal expresaban multiples receptores para el TGFp, presentado este factor un
papel importante en el desarrollo y en la posterior maduracioén del periodonto. Estos
autores demostraron la existencia de mayor numero de receptores para el TGFB, que

para el TGF;.
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En 1999, Chien y cols, (285) observaron la importancia que el TGFp y sus
isoformas 1, 2 y 3 tenian para inducir la diferenciacion de las células del ligamento

periodontal y la sintesis de proteinas no colagenas de la matriz extracelular.

Joo y cols, en 1999, (286) investigaron el efecto del TGFf sobre osteoblastos
cultivados sobre diferentes superficies de hidroxiapatita. Los autores llegaron a la
conclusion de que la presencia de TGFP favorecia la proliferacion de osteoblastos de

una manera dosis-dependiente en todas las superficies en que fueron cultivados.

En el 2001, Adamo y Mailhot, (287) estudiaron el efecto del TGFp y de la PGE;
sobre la conexina-43, que funciona como unién tipo gap en células oseas. Los autores
llegaron a la conclusion de que esta proteina no se veia alterada tras aplicacion exdgena

de TGFB y PGE,.

Entre los estudios in vivo mas significativos destacan:

Bosch en 1996 (288) sugirio que el uso de TGFp en defectos de calota craneal de

rata no promovia la regeneracion dsea.

En 1998, Pack y cols, (289) realizaron un estudio sobre el papel que juega el
TGFP, con técnicas de RTG o sin ellas, sobre 48 defectos de furca tipo II, en 24 ovejas.
Los autores llegaron a la conclusion de que el TGFp; favorecia la regeneracion osea en
este tipo de defectos y que este efecto estimulador aumentaba todavia mas en presencia

de membranas Gore Tex.

En 1999, Steinsvoll y cols, (290) en un estudio sobre la expresion del TGFB; en
tejidos periodontales, que presentaban enfermedad periodontal crénica, llegaron a la
conclusion de que esta citoquina estimulaba los procesos de cicatrizacion en los

pacientes que presentaban esta enfermedad.
En el 2000, Ruskin y cols, (291) estudiaron la capacidad que tenia el TGFp;

junto con membranas de barrera (PTFEe) en la regeneracion oOsea en defectos

realizados sobre la cresta alveolar canina. Los autores concluyeron que el uso de TGFp;
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combinado con el uso estas membranas, aumentaba en gran medida la regeneracion del

hueso.

En el 2000 Hong (292) usando TGFp aislado en defectos en calota craneal de
conejas no consiguid un incremento en la regeneracion oOsea, sin embargo cuando lo
vehiculizaba en capsulas de gelatina observd un incremento significativo de hueso

regenerado.

Otros autores también han sugerido que la efectividad del TGFB en
prodedimientos de regeneracion Osea depende en gran medida del sistema en que se

vehiculiza (293).

3.2.3. PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP)

a) Antecedentes

La aplicacion de la fibrina y otros hemoderivados ha sido utilizada en
traumatologia y cirugia vascular desde la década de los 70 (198). El uso del coagulo de
fibrina en el campo de la cirugia oral y maxilofacial lo refiere Matras en 1982 (198).
Ella describié las cualidades de este producto y sus aplicaciones, como sellado de
tejidos, hemostasia y promocioén de la cicatrizacion. Posteriormente en 1985 (199)
presentd los casos en los que utilizaba este coagulo: anastomosis de nervios, hemostasia
en defectos de tejidos blandos, como sustituto de la sutura en la fijacion de injertos de

piel y fracturas dseas.

El coagulo de fibrina desarrollado por Matras y cols, (198) se comercializ6 en
Europa bajo el nombre de Tissel, sin embargo este producto no fue aprobado en EEUU
por el riesgo de transmision viral. Este riesgo de transmision hizo que se desarrollaran
sistemas para la preparacion autdloga de este material (200,201), aunque también
surgieron inconvenientes, como el tiempo de preparacion de este agente autdlogo y el

coste.

El descubrimiento de factores de crecimiento en el adhesivo de fibrina autélogo

(AFA), desperto el interés de los investigadores, ya que este producto podia actuar no
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solo como agente osteoconductivo y vehiculizador de injertos, sino como posible factor

osteoinductor (205,2006).

En 1994 Tayapongsak y cols (203) introdujeron la novedosa idea de la
aplicaciéon de un codgulo de fibrina en la reconstruccion de defectos mandibulares junto
con injerto 6seo autogeno, identificando radiograficamente tempranas consolidaciones
Oseas en 33 casos, atribuyendo a la red de fibrina un incremento de la osteoconduccion
sobre las células osteocompetentes del injerto. También refieren su utilizacion como
vehiculo para la compactacion de injertos, aunque ya se utilizara de manera rutinaria

para este fin en traumatologia durante las ultimas décadas (204).

El objetivo que se propusieron los investigadores fue aumentar la concentracion
de factores de crecimiento en ese coagulo, comenzando las investigaciones sobre lo que

hoy conocemos como plasma rico en plaquetas (PRP).

El adhesivo de fibrina autdlogo (AFA) hay que diferenciarlo del PRP, puesto
que el primero es un concentrado de fibrindgeno, factor XIII, fibronectina y factores de
crecimiento en baja concentracidon, mientras que el otro es un concentrado plaquetario

rico en factores de crecimiento.

En 1995, Slater y cols, (207) mostraron en un trabajo in vitro, resultados que
indican un aumento en la proliferacion y diferenciacién de osteoblastos humanos, y un
incremento en la sintesis de matriz extracelular cuando se cultivan dichos osteoblastos

en presencia de Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF).

En 1997, Whitman (208) detall6 las diferencias entre el AFA y el PRP y propuso
algunas posibles aplicaciones del PRP en cirugia bucal y maxilofacial, como
reconstrucciones mandibulares, procedimientos de elevacion de seno, fisuras palatinas y

procedimientos relacionados con la colocacion de implantes.

En 1998, Marx y cols, (209) aplicaron sus estudios sobre PRP, y refirieron la
existencia de un incremento del nimero de plaquetas en este concentrado de un 338%
con respecto a los niveles basales plaquetarios, mostrando la presencia de al menos tres

factores de crecimiento PDGF, TGF-B; y B, refiriendo la existencia de receptores en el
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hueso para dichos factores de crecimiento. La utilizacion de este preparado junto con
injerto 6seo autdgeno en reconstrucciones mandibulares demostré que producia una
aceleracion y aumento en la densidad del hueso formado a los 6 meses respecto del
grupo control, valorado mediante radiografias panoramicas. La activacion del PRP la

realizaron mediante la adicion al preparado de trombina bovina.

En 1999, Anitua (210) refiri6 la utilizacién del plasma rico en factores de
crecimiento (PRGF) en pacientes que presentaban enfermedad periodontal, susceptibles
de tratamiento implantologico y en pacientes con fracturas verticales en dientes que se
sustuirian mediante implantes unitarios, con resultados significativamente mejores,
desde el punto de vista de la regeneracion y maduracidon 6sea con respecto al grupo

control y ademas, estaria exento de riesgos para el paciente.
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4.1.1. Animales de experimentacion

Se utilizan 16 conejas sanas de la cepa Nueva Zelanda, adultas y con un
peso de 3,5 Kg en las que se indujo osteoporosis experimental. Se mantuvieron
estabuladas en jaulas individuales en el Animalario de la Facultad de Medicina de la

Universidad Complutense de Madrid durante el periodo de experimentacion.

4.1.2. Preparacion del modelo de osteoporosis experimental

Se sigui6 el modelo propuesto por Mori (10) modificado posteriormente

por Tresguerres (11).

Ovariectomia (Ovx): Tras la anestesia intramuscular del animal con ketamina (Imalgene
1000®) a dosis de 0,75 mg. por kg. y xilacina (Rompun®) a dosis de 0,25 mg. por kg.
(Weisbroth y Fudens, 1972. Green y cols 1981)(294) se rasura el abdomen y se procede
a la desinfeccion de la piel con povidona yodada (Betadine™). Se realiza una
laparotomia medial para acceder a los ovarios, una vez localizados se seccionan los
ligamentos uteroovarico y tuboovarico que fijan el ovario y se procede a su extirpacion.
La pared abdominal se sutura por planos con sutura reabsorbible (dexon® 3/0) mediante
puntos simples y la piel se sutura con seda 3/0 mediante sutura continua. En el
postoperatorio se establece tratamiento antibidtico (Terramicina®) en el agua de bebida

para prevenir infecciones postquirurgicas.

Dieta Hipocdlcica: Tras realizar la ovariectomia los animales son alimentados con una
dieta baja en calcio (0.07% de calcio en vez de 0.45% de la dieta normal del conejo). La
dieta hipocélcica se consigue mediante la mezcla de un 74,2% de cebada, un 20% de
salvado de trigo, un 5% de soja, 0,3% de sal y un 0,5% de corrector sin calcio (Nutrient
Requeriments of Rabbits, 1977)(295) (fig 11) y se mantienen alimentados asi durante 6
semanas. Trancurrido este periodo se ha conseguido inducir osteoporosis en los

animales, como se demostr6 en estudios previos (296).
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Dieta Hipocélcica

@ Cebada

W Salvado
O Soja
OsSal

W Corrector

Fig 11. Proporciones de los componentes de la dieta hipocalcica al 0.07%.
4.1.3. Material de experimentacion

1. Como factores de crecimiento se utilizaron los factores de crecimiento
plaquetarios en forma de gel y conocido como plasma rico en plaquetas
(PRP). La obtencion del PRP se realizd segiin el protocolo de Anitua
(210).

2. Como material de injerto se utilizo la hidroxiapatita bovina (Bio-Oss®).
Se utilizé 0,25 g de hidroxiapatita bovina por cada cilindro de titanio
tanto cuando se utilizé de forma aislada como cuando se combind con

factores de crecimiento.

3. Para delimitar la regién se utiliz6 como material de experimentacion
cilindros de titanio de superficie rugosa de 9 mm de didmetro, 4 mm de

altura y 0,5 de grosor.
4.1.4 Material farmacologico

e Ketamina comercializada bajo el nombre de Imalgene™

e Xilacina comercializada bajo el nombre de Rompun®

e Pentobarbital comercializado bajo el nombre de Doletal®
e Heparina Sédica

e Xileno
4.1.5 Material para obtencion del PRP

e Centrifuga Nahita® 2014
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e Tubos citratados Venoject”™ de 5cc
e Tubos de ensayo

e Micropipetas

4.1.6. Material densitométrico

Densitémetro modalidad XR Norland®.

4.1.7. Material histologico

® Microscopio Optico Zeiss®

e Material para tincion de las muestras con hematoxilina-eosina, Tricromico de

Masson, Picrosirius de Junqueira, Azul de Toluidina.
e Sistema de corte y pulido para tejidos duros (EXAKT) (figuras 12,13)

e Sistema de captura de imagenes histologicas, compuesto por una camara de

video y transferencia de la imagen al ordenador.

e Sofware para histomorfometria. Analizador de imagenes MIP-4.

109



Material y Metodologia

Fig 13 . Sistema de pulido para tejidos duros EXAKT
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4.2.1. Mcétodo de obtencion del PRP

Se procedi6 a la extraccion de sangre, previa a la anestesia del animal de
experimentacion. Se extraen 10 cc de sangre de la vena auricular marginal de cada uno

de los animales.

La sangre se deposita en unos tubos de 4,5 cc con citrato trisddico al 3,8% como
anticoagulante. Se centrifugan los tubos a 1.500 r.p.m. durante 7 minutos con la

centrifuga, lo que permite definir en los tubos de extraccion:

1) Una zona en la base del tubo de color rojo oscuro y que corresponde a

concentrado de hematies.

2) Un sobrenadante de color muy claro, que corresponde al plasma, y que

se puede dividir a su vez en tres fracciones.

e E] tercio superior se denomina plasma pobre en factores de crecimiento (PPP) y

ocupa alrededor de 0,5 cc.
e En el tercio inmediatemente inferior al anterior, se encuentra el plasma con una

concentracion media de factores de crecimiento y ocupa también alrededor de

0,5 cc.
e E] tercio por debajo del anterior e inmediatamente por encima del concentrado
de hematies se conoce como plasma rico en factores de crecimiento (PRP), con

un volumen aproximado de 0,5 cc.

Procedemos a separar cada fraccion con unas micropipetas de 0,5 cc y las

depositamos en unos tubos de cristal estériles previamente etiquetados.

En este estudio exclusivamente trabajamos con la fraccion denominada PRP.
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Posteriormente se procede a la activacion del P.R.P, mediante Cl2Ca al 30%,
para revertir la cascada de coagulacion, y se aflade en una proporcion de 0,05 cc de

CLz2Ca por cada lcc de P.R.P.

De este modo transcurridos entre 7 y 10 minutos obtenemos un coagulo estable,

que se comporta como un vehiculo natural de los factores de crecimiento.
4.2.2. Fase experimental

Tras la ovariectomia y las 6 semanas de dieta hipocalcica se procede a la cirugia
para la colocacion de los injertos. Las 16 conejas se asignan aleatoriamente en dos

grupos experimental y control.

PRP PRP+Bio-Oss®

TN T,

8 Ly :
experimental

010

16 =
W s s = (olo

Control — Control + (Bio-Oss®)

Se induce la anestesia mediante inyeccion intramuscular de ketamina
(Imalgene®1000, 0,75mg/Kg, Merial,Lyon,France) y Xilacina (Rompun® 0,25mg/Kg,
Bayer,Leverkusen,Germany). Se rasura la region craneal entre los pabellones

auriculares y se desinfecta la superficie cutdnea mediante povidona yodada.

A través de una incision sagital (4cm) a nivel de la linea media de la cabeza, se

separa cuidadosamente el periostio y se expone la calota craneal del animal (figura 14)
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para realizar mediante una trefina de lcm de didmetro un surco circunferencial de 0,2
mm de profundidad en ambos huesos parietales (figura 15) que permitiran estabilizar
los cilindros de titanio, uno a cada lado de la sutura media sagital (figura 16). Tras
realizar el surco, se efectua decorticacion con fresa redonda para eliminar la capa mas

superficial de la cortical y favorecer la regeneracion.

En los animales del grupo experimental los cilindros de titanio se rellenan con
PR.P+Bio-Oss® en el hueso parietal derecho, mientras que el izquierdo sélo se rellena
con PRP (figura 17), mientras que en el grupo control, se rellena el cilindro de titanio
del hueso parietal derecho con Bio-Oss”, y el lado izquierdo no recibe ningtn tipo de

injerto (figura 18) constituyendo los controles + y — respectivamente.

Posteriormente se sutura cuidadosamente el periostio con sutura reabsorbible
(dexon® 3/0) mediante puntos simples (figura 19) y la piel con seda (3/0) mediante
sutura continua (figura 20). En el postoperatorio se establece tratamiento antibiotico

(Terramicina®) en el agua de bebida.

"

Fig 14. Craneo del conejo expuesto por diseccion subperiostica. La estabilizacion de los cilindros va a ser

efectuada en los huesos parietales
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Fig 15. Surcos realizados en los huesos parietales efectuados con trefina para la estabilizacion de los

cilindros

Fig 16. Estabilizacion de los cilindros
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Fig 17. Colocacion del material de injerto en el grupo experimental. PRP+Bio-Oss en el cilindro del lado

derecho y PRP aislado en el izquierdo

”

Fig 18. Colocacion del material de injerto en el grupo control. Bio-Oss en el cilindro del lado derecho y

nada en el izquierdo
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Fig 19. Sutura del periostio con puntos simples

Fig 20. Sutura de la piel con puntos simples
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4.2.3. Estudio histologico

Preparacion de las muestras: 4 semanas después de realizado el procedimiento
experimental se sacrifican los animales con pentobarbital sddico IV a dosis letales
(1cc/Kg) extrayendo los cilindros con un margen de 1 cm de hueso alrededor, y
realizando en todas las muestras un defecto circular mediante fresa redonda pequefia en
el hueso frontal, para facilitar la orientacién antero-posterior de la calota en el estudio
histologico. Las muestras se fijan en formaldehido al 10% tamponado a pH 7. La
deshidratacion se realiza mediante alcohol al 60% que se va sustituyendo por alcoholes
de mayor concentracion hasta terminar con alcohol al 100%. Posteriormente se incluyen
en 2-hidroxietilmetacrilato, segun el método de Donath y Breuner (1982) (297). Para
ello se utiliza un mondmero de metacrilato que serd sustituido gradualmente por un
polimero de metacrilato que permite su endurecimiento por fotopolimerazacioén con luz
ultravioleta, durante dos horas con luz blanca y seis con luz azul (tabla XIII). Con los
bloques asi obtenidos se realiza un primer corte grueso y posteriormente, se efectuaran
distintos cortes de 200 micras de grosor con la banda de corte Exakt”, para obtener el
corte histoldgico definitivo de hueso y titanio. Cada seccion asi obtenida se lija con la
pulidora del Exakt” hasta conseguir el grosor final de 50-80 micras para su estudio con
microscopia optica. Tras el corte se procede a la tincion histologica. El estudio
histologico se realiza en el Departamento de Anatomia y Embriologia Humanas de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Alcala de Henares.

DESHIDRATACION

Alcohol 60% 10-15d

Alcohol 60% 10-15d

Alcohol 80% 10-15d

Alcohol 96% 10-15d FOTOPOLIMERIZACION

Alcohol 100% 10-15d

Alcohol/GMA 50% 20d Luz blanca 2h
Luz azul 6h

INCLUSION

GMA 100% 10-15d

GMA-T-7200 50% 10-15d

T-7200 100% 10-15d

T-7200 100% 60d

Tabla XIII. Resumen de los pasos empleados para el procesamiento de las muestras objeto de estudio,

previo a su corte y pulido.
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4.2.4.

Para el estudio histoldgico se han empleado las siguientes tinciones (298):

Tincién de Masson, que permite diferenciar en verde el tejido 6seo calcificado y

en naranja-rojo el osteoide no calcificado

Azul Alcian (AA), que indica la presencia de proteoglicanos acidos sulfatados (se
tifien de azul y forman estrias), coincidiendo con zonas de gran reabsorcion Osea,
debido a la liberacion de los proteoglicanos de la matriz por la reabsorcion

osteoclastica

Tincién de Picrosirius de Junqueira, que al polarizarse, permite ver, por

birrefringencia, las fibras de coldgeno que tienen la misma direccion.

Hematoxilina-eosina, que permite diferenciar células, ya que la hematoxilina

tifie el nucleo y la eosina el citoplasma celular.

Azul de Toluidina y hematoxilina: Permite diferenciar con claridad la presencia

de osteoblastos, y osteoclastos

Valoracion morfométrica: El estudio morfométrico, permite el analisis

cuantitativo del hueso y valora:

1. Area total de la muestra de estudio
2. Densidad de area de hueso neoformado en las muestras

3. Densidad de 4rea de Bio-Oss® remanente

El concepto de Densidad de Area se entiende como la relacion entre la superficie

. ® . .
de hueso neoformado o de Bio-Oss  remanente y el area total de la seccidn,

multiplicado por 100.

Para el estudio morfométrico se colocaron las muestras histologicas en el

microscopio Optico con la lupa Optica calibrada a 6 aumentos. A la imagen proyectada

en el ordenador se le coloco una rejilla cuadriculada de 300 puntos y se contaron por

119



Material y Metodologia

separado los puntos de la rejilla (impactos) que coincidian con el hueso regenerado y
con particulas de Bio-Oss”. Se eligieron 6 muestras de cada animal mediante un

sistema aleatorio sistematico.

4.2.5. Valoracion densitométrica: Se realiza la densitometria en las muestras
histologicas, con el densitometro XR-26 Norland® (Norland Co, Fort Atkinson,
Wisconsin, EEUU), modalidad de investigacion, para obtener la densidad mineral 6sea
(DMO) expresada en gramos de calcio por centimetro cuadrado (g/cm®). La resolucion
de medida en cada uno de los cilindros fue de 0,5x0,5 mm y la velocidad de exploracion

de 40 mm/s.
Para obtener la DMO se seleccionaron 3 areas (fig 21):
- La primera se eligio alejada de las zonas de estudio, para valorar el

hueso nativo de la calota, y se utiliz6 un area de 0,5 cm de lado.

- Las otras dos zonas se eligieron dentro de los cilindros de estudio,

utilizandose un area de 0,25 cm de lado.

Fig 21. Imagen densitométrica de uno de los casos analizados.
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4.2.6. Tratamiento estadistico de los resultados

Para finalizar se procedid a la elaboraciéon de los resultados y el andlisis
estadistico de los mismos. Una vez obtenidos los datos del area de hueso neoformado y
de Bio-Oss” remanente se realizé el analisis de la varianza (ANOVA) mediante el

programa Statgraphics 5.0.
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5.1.Estudio Histologico. Morfometria

1. Grupo control

C-1. Cilidro sin biomaterial (control —): Se observd escasa actividad de neoformacion
(figura 22), con algunas trabéculas jovenes, cortas y aisladas cercanas a la superficie
externa de la cortical. En algtn caso la trabécula est4 unida a la cortical. No se observan
osteoblastos ni osteoclastos. En el diploe se diferencian las corticales externa e interna
delgadas, separadas por una zona de hueso trabecular. Las zonas donde existe cierta
actividad neoformativa parecen estar asociadas a los sitios donde la erosion de la
cortical fue mas intensa cuando se realizd la cirugia. En este grupo se observd un

porcentaje de hueso neoformado de un 5,65+1,01.

Fig 22. Grupo control. Esacasa neoformacion ésea en intimo contacto con la cortical del hueso parietal.
Azul deToluidina (20x)
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En zonas intercilindro donde no se erosioné la cortical no se han observado signos de

neoformacion oOsea (figura 23).

Fig 23. Se puede apreciar la zona intercilindros sin signos de neoformacion 6sea. Hematoxilina-Eosina

(6x)
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C-2. Cilindro con Bio-Oss” (control +): Se observé una gran cantidad de particulas de
Bio-Oss® repartidos por todo el 4rea de la muestra tefiidos palidamente por la
hematoxilina, con un tono verdoso en las preparaciones de tricromico de Masson y con
un aspecto grisdceo en las preparaciones de Azul de Toluidina. Las particulas de Bio-
Oss” presentan lagunas vacias de osteocitos, sin embargo, los bordes lisos y claramente
artificiales de las particulas lo diferencian de los fragmentos de trabéculas 6seas que
pudiera haber a su alrededor, asi como por la no existencia de osteocitos en el interior
de las lagunas, como si se observan en las trabéculas neoformadas (figuras 24 y 25) . En
este grupo se observo un porcentaje de hueso neoformado de un 11,73+2,36, siendo el
area de Bio-Oss® remanente un 37,19+5,45 y el area de hueso neoformado + Bio-Oss®

remanente un 48,85+10,01.
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Fig 24. Grupo Bio-Oss. Detalle de los contornos lisos del Bio-Oss (verde).Masson (20x)

a) contornos lisos del Bio-Oss b) trabécula neoformada c) osteocitos
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Algunas de las particulas especialmente las mas cercanas a la superficie externa de la

cortical aparecieron rodeadas de trabéculas 6seas (figura 26).

Fig 26.Grupo Bio-Oss. Tejido neoformado cercano a la superficie externa de la cortical. Azul de

Toluidina (20x)

En estas trabéculas se aprecia actividad osteoblastica y gran cantidad de tejido osteoide

en la zona de neoformacioén trabecular (figura 27).

Fig 27. Grupo Bio-Oss. Frente osteoblastico de osificacion. Azul de Toluidina (40x)
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No se evidenciaron signos de reabsorcién osteoclastica del biomaterial. Se observéd
regeneracion Osea desde la superficie externa de la cortical, hasta 1/3 de la altura del
cilindro aproximadamente. La apariencia general en este grupo sugirié que el Bio-Oss®

se comporta como material osteoconductivo.

2. Grupo experimental

E-1. Cilindro con PRP: Se encontraron trabéculas aisladas y otras unidas a la
superficie externa de la cortical, aparentemente en mayor numero que en los cilindros
no tratados del grupo control. En algunas preparaciones se observo actividad
osteoblastica, mientras que en otras no se observé ninguna respuesta de neoformacion

(figura 28). En este grupo se observd un porcentaje de hueso neoformado de un

6,30+1,89.

Fig 28. Grupo PRP. Se aprecia cierta actividad osteoblastica en relacion con la superfie externa de la

cortical. Masson (20x)
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E-2. Cilidro con PRP+Bio-Oss”: Se observo el mayor grado de regeneracion dsea de
todos los grupo experimentales, evidenciandose numerosas trabéculas Oseas entre el
biomaterial y actuando como puentes de unidn entre unas trabéculas y otras (figura 29).
En este grupo se observo un porcentaje de hueso neoformado de un 21,23+ 3,57, siendo
el area de Bio-Oss® remanente un 34,67+3,74 y el area de hueso neoformado + Bio-

Oss® remanente un 55,90+4,85.

Fig 29. Grupo PRP+Bio-Oss. Trabéculas de hueso neoformado unidas unas con otras entre las particulas

de biomaterial. Azul de Toluidina (20x)
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Fig 30.Grupo PRP+Bio-Oss. Hilera de osteoblastos. Azul de Toluidina (40x)

~— -

s

De forma resumida podemos ver en la tabla XIV el area media de hueso

neoformado en cada uno de lo grupos asi como el andlisis estadistico de esta variable
que resultd ser estadisticamente significativa entre los grupos control+ (Bio-Oss) y
PRP+Bio-Oss respecto a los grupos control — y PRP (figura 31). Ademas en el grupo
PRP+Bio-Oss el area de hueso neoformado fue estadisticamente significativa respecto

al grupo control + (Bio-Oss).

Tabla XIV. Media y desviacion tipica del area de hueso neoformado en cada grupo experimental

Grupos experimentales Area de hueso neoformado (%) | Desv tipica (%)
Control — 5,65 1,01
Control + (Bio-Oss) 11,73%* 2,36
PRP 6,30 1,89
PRP+Bio-Oss 21,23%* 3,57

* Estadisticamente significativo respecto al grupo control y grupo PRP (p<0.05).

**Estadisticamente significativo respecto al grupo Bio-Oss (p<0.05).
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Fig 31. ANOVA del porcentaje de hueso neoformado en cada grupo experimental

Hueso neoformado a las 4 semanas
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Tratamiento

En la tabla XV podemos ver el area media de Bio-Oss remanente tanto en el

grupo control+ (Bio-Oss) como en el grupo PRP+Bio-Oss, seguido del andlisis

estadistico de esta variable, en donde no se observaron diferencias significativas (figura

32).

Tabla XV. Media y desviacion tipica del porcentaje de Bio-Oss remanente en cada grupo experimental

Grupos experimentales Area de Bio-Oss remanente (%) | Desv tipica (%)
Bio-Oss 37,19 5,45
PRP+Bio0-Oss 34,67 3,74

Las diferencias no son estadisticamente significativas (p<0.09).

Fig 32. ANOVA del porcentaje de Bio-Oss remanente en cada grupo experimental.

Bio-Oss remanente a las 4 semanas
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En la tabla XVI podemos ver el area media de hueso neoformado + Bio-Oss

remanente tanto en el grupo control+ (Bio-Oss) como en el grupo PRP+Bio-Oss,

seguido del analisis estadistico de esta variable, que resultdo ser estadisticamente

significativa (figura 33).

Tabla XVI. Media y desviacion tipica del porcentaje de hueso neoformado+Bio-Oss remanente en cada

grupo experimental

Grupos experimentales Area de hueso+Bio-Oss Desv tipica (%)
Bio-Oss 44,85 10,01
PRP+Bio-Oss 55,90* 4,85

*Estadisticamente significativo respecto al grupo Bio-Oss (p<0.05).

Fig 33. ANOVA del porcentaje de hueso neoformado + Bio-Oss a las 4 semanas en cada grupo

experimental
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5.2. Estudio densitométrico.

Existen diferencias significativas entre los grupos a los que se les afiadi6 Bio-
Oss respecto del grupo control y del grupo PRP que no se les anadié Bio-Oss (p<0.05)
(p<0.0001). Entre los grupos a los que se les afiadi6 Bio-Oss no se encontraron

diferencias significativas (p<0.9) (figura 34).

Tabla XVII. Media y desviacion tipica de la DMO en cada grupo experimental

Grupos experimentales DMO (g/cm?) Desv tipica (g/cm’)
Control 0,148 0,022
Bi10-Oss 0,317* 0,051
PRP 0,128 0,024
PRP+Bio-Oss 0,322% 0,029

* Estadisticamente significativo respecto al grupo control y grupo PRP (p<0.05).

Fig 34. ANOVA de la DMO a las 4 semanas en cada grupo experimental
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En este trabajo se evalua el efecto que produce la administracion de PRP en
procedimientos de regeneracion Osea vertical, en condiciones de metabolismo dseo

alterado como es el caso de la osteoporosis.

ELECCION DEL MODELO EXPERIMENTAL

En nuestro trabajo el modelo experimental de osteoporosis que hemos empleado
ha sido el propuesto por Mori et al (1997) (10) y modificado por Tresguerres (11) que
utiliza tras la ovariectomia una dieta hipocélcica de 0,07 en vez del 0,15 y durante 6

semanas en lugar de 4.

Conseguimos la osteoporosis experimental mediante la realizaciéon de una
ovariectomia y empleando una dieta del 0,07% de calcio diario durante 6 semanas, para
posteriormente proceder a la insercion de los anillos de titanio, que estabilizan los

biomateriales con los que hemos analizado la regeneracion dsea vertical.

Recientemente, Bosch ha establecido los siguientes criterios de idoneidad en los
defectos Oseos experimentales usados como modelos de regeneracion 6sea (303,304): el
defecto 6seo experimental no debe ser menor que el defecto de tamafio critico para ese
animal; los animales deben ser baratos, accesibles, faciles de manejar y anestesiar; el
hueso estudiado debe incluir una parte de cortical y otra medular; se debe asegurar la
estabilidad mecanica en el lecho de regeneracion; el riesgo de fractura debe ser minimo;
y debe ser posible hacer un seguimiento adecuado de la evolucion del defecto, pudiendo

confirmar la regeneracion dsea tanto histoldgica como radiograficamente.

Posiblemente el criterio de defecto critico sea el mas controvertido de todos, en
cuanto a su definicién y los tamafos considerados como criticos en cada animal de
experimentacion. Un defecto de tamafio critico ha sido definido como el defecto
intradseo mas pequefio, en un hueso determinado de una especie concreta que no
regenera espontaneamente durante la vida del animal (305) (Schmith). El intento de
regeneracion Osea resultard en la formacion de tejido fibroso, en vez de hueso, aunque

siempre existe cierta cantidad de regeneracion osea desde los bordes del defecto.
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El tamafio del defecto critico en calota de conejo es controvertido, mientras
algunos autores consideran este tamafio de 15 mm (306), nosotros en anteriores estudios
hemos comprobado como en defectos de 9 mm no se producia regeneracion espontanea

a las 8 semanas (307).

Se eligieron cilindros de titanio de 10 mm de diametro y 4 mm de altura para
estabilizar el injerto, de tal manera que impediria la difusion de los biomateriales

utilizados algunos en forma de gel, al lado contralateral.

Nuestro modelo podria ser considerado como un defecto de tamafio critico tanto
por la extension del defecto en superficie (10 mm de didmetro), como por el propio
objetivo de valorar la regeneracion Osea vertical, circunstancia que nunca se produciria

espontaneamente.

De acuerdo con Bosch (304), la calidad y cantidad de hueso que se forma en un
defecto 6seo depende fundamentalmente de los siguientes factores: la especie animal,
edad, estabilidad del defecto, localizacion anatomica del defecto, tipo de hueso,

presencia de periostio y presencia de duramadre.

El conejo como animal de experimentacion nos resulta adecuado porque el
proceso de formacion y remodelado dseo es tres veces mas rapido que en los humanos.
(Roberts, 1988)(308). En humanos el proceso de remodelado dura entre 6 y 9 meses;
este periodo de tiempo de tiempo se conoce como sigma. Sigma para el perro dura 3

meses y para el conejo 6 semanas.

La localizacion del defecto en la calota craneal permite estudiar el
comportamiento del hueso de origen membranoso. Mientras que en la osificacion
intramenbranosa se forma hueso directamente, sin intermediarios cartilaginosos, en la
osificacion endocondral primero se forma cartilago y luego hueso. Se eligi6 la calota
craneal porque el origen del hueso es intramenbranoso, del mismo modo que los huesos
de los maxilares, lo que es importante a la hora de extrapolar los resultados del modelo

experimental elegido.
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Debido al tamafio del craneo del conejo hemos elegido estabilizar cilindros de
titanio de 10 mm de diametro, puesto que un didmetro mas pequefio podria facilitar la
regeneracion de forma espontdnea y seria poco util para evaluar la influencia positiva
que pudieran tener los materiales de estudio. También hemos descartado cilindros de
titanio de mayor didmetro puesto que los cilindros deberian estabilizarse en la linea
media, invadiendo por tanto la sutura sagital. El crecimiento de tejidos blandos a partir

de ésta puede por si s6lo inhibir la regeneracion 6sea, de acuerdo con los estudios de

Slotte. (303).

El tamafio que hemos elegido permite estabilizar los cilindros de titanio de
forma bilateral en los huesos parietales separados por la sutura sagital, de forma que

cada animal sea su propio control.

Ademas existen diversos estudios animales que utilizan el modelo de la calota

craneal para estudiar la regeneracion de hueso membranoso (303,304,309).

El conejo presenta por otra parte unas condiciones Optimas para ser utilizado
como modelo experimental ya que son animales baratos, accesibles, faciles de manejar

y anestesiar.

Aunque tedricamente el defecto 6seo debe permanecer sin regenerar toda la vida
del animal, a efectos practicos es suficiente que no regenere durante la duracion del
estudio. Si el estudio tiene una duracion demasiado breve, puede no dar tiempo a que se
exprese completamente la regeneracion Osea espontanea. La eleccion de 4 semanas
como punto final para evaluar la regeneracion dsea en nuestro estudio vino dada por

varios factores.

Aunque la accion del PRP se supone local y limitada en el tiempo, una de
nuestras suposiciones era que la aplicacion puntual de PRP podria desencadenar una
serie de eventos que darian lugar finalmente a regeneracion dsea. Esto resultaria
compatible con el modelo de formacion dsea en cascada en el cual el inicio de la
mitogénesis y la diferenciacion celular de los precursores osteoblasticos da lugar a un

proceso autoperpetuante en el cual otras moléculas necesarias para el mantenimiento de
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la respuesta osteogénica son secretadas por estas células segiin van multiplicindose y

diferenciandose (310).

El tiempo empleado en el modelo de estudio era amplio para evaluar el efecto
del PRP en la regeneracion 6sea en conejos de acuerdo con un estudio de Weibrich

segun el cual el efecto del PRP dura al menos 4 semanas (311).

En otro estudio realizado por nosotros pudimos constatar el efecto que tiene el
PRP sobre los mecanismos regenerativos del hueso, en las fases iniciales de
cicatrizaciéon. De este modo el PRP actué acelerando la regeneracion oOsea en las
primeras semanas, resultando estadisticamente significativo a las 4 semanas respecto al
control. Sin embargo a partir de la cuarta semana se produjo una ralentizacioén en el
crecimiento hasta el punto de ser superado minimamente por el grupo control a las 8
semanas (307). Resultados similares han sido referidos en otros estudios. (Fontana,

Roldan) (312,313).

El efecto del PRP en la expresion de las proteinas de la matriz dsea fue
identificado principalmente en las primeras fases de la regeneracion Osea por
Thornwarth, (314) confirmando los resultados obtenidos mediante evaluacion
histologica e histomorfométrica por Schlegel, donde se observd un incremento

significativo en la formacién 6sea con el uso de PRP a las 2 semanas (315).

Puesto que existe una cierta controversia sobre la capacidad de reabsorcion del
Bio-Oss, otro de nuestros objetivos era determinar la capacidad de reabsorcion del Bio-
Oss, con o sin PRP, considerando suficiente 4 semanas para observar indicios de la
reabsorcion del biomaterial. Se habia considerado que la estimacion del area de Bio-
Oss remanente podria ser un indice indirecto de la actividad osteoclastica y dilucidar de

este modo si el PRP favorece o inhibe la reabsorcion osteoclastica del Bio-Oss.
Los estudios de Tresguerres confirman que el conejo reacciona ante el trauma

quirurgico tras la insercion de ldminas de titanio en tibia, formando trabéculas sobre el

implante a los 15 dias y cerrando el defecto 6seo a las 3 semanas (296).

137



Discusion

Hamerle considera que la identificacion de los bordes originales de defectos
0seos de 15 mm de didmetro en el craneo del conejo es dificil después de tres semanas,
por lo que utiliza marcadores de aposicion d6sea como la tetraciclina, para la
identificacion del hueso neoformado (316), sin embargo en nuestro estudio la
introduccion de los cilindros de titanio permite la clara identificacion del area de

estudio.

Pallesen sin embargo sugiere que tras 4 semanas, el tricromico de Goldner

permite distinguir claramente el borde del defecto inicial (317).

Schmith observa a las 4 semanas la existencia de vasos sanguineos neoformados
y nueva formacion de hueso asociado a la neoangiogénesis, en un estudio de
regeneracion Osea vertical mediante membrana reabsorbible en forma de ctpula en

calota de conejos (318).

Estos estudios sugieren que 4 semanas puden ser suficientes para el estudio de

procedimientos de regeneracion dsea en calota de conejos.

CONSIDERACIONES PARTICULARES DEL PRP

El PRP es un concentrado de plaquetas rico en factores de crecimiento de origen

autélogo y que es obtenido por centrifugacion (319).

La definiciéon de lo que actualmente conocemos como PRP no deja de estar
sujeto a controversias entre distintos autores asi; para Marx, la definicion de lo que
constituye PRP y PPP difiere de lo que considera Landersberg, para la que el PRP seria
“la mitad superior de la preparacion” y PPP la “mitad inferior de la preparacion”. Marx
considera que actualmente el PRP es mucho menos que la mitad de la fraccion
plamatica, ya que solo representa el 20% del total de la fraccion plamatica como
verdadero concentrado de plaquetas. Un preparado de PRP debe concentrar
aproximadamente 400%, es decir 4 veces mas que los niveles basales de sangre
periférica medidos con un contador Coulter. Segiin Marx cualquier concentrado menor

que esto es PRP diluido en PPP (320).
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El PRP obtenido de una preparacion autdloga de concentrado de plaquetas
contiene muchos factores de crecimiento incluyendo PDGF, TGFp;, TGFB, e IGF-I.
PDGF parece tener numerosos efectos positivos en la cicatrizacion de heridas
incluyendo la mitogénesis y la angiogénesis, ademas de favorecer la liberacion de otros
factores de crecimiento. Los diferentes componentes del PRP trabajan de forma
sinérgica para incrementar la proliferacion y diferenciacion de células endoteliales
humanas y células madre mesenquimales, actuando como un estimulo en la

cicatrizacion 6sea (Killian 2004) (321).

Sin embargo la pérdida de bioactividad de los factores de crecimiento una vez
liberados tras la degranulacion de los granulos alfa de las plaquetas puede ser

problematico si el almacenamiento del PRP supera la 48 horas antes de su uso (322).

Diversos estudios sugieren que las plaquetas incrementan significativamente la
proliferacion de células dseas de individuos adultos, corroborando la hipdtesis de que
las plaquetas pueden actuar como reguladores locales en la reparacion de fracturas y
regeneracion dsea, posiblemente debido a un efecto sinérgico de todos los factores de

crecimiento existentes en el concentrado plaquetario (321,323,324) (Gruber, Soffer).

Aunque el PRP y los concentrados de plaquetas han sido utilizados para
promover la cicatrizacion Osea en cirugia ortopédica y maxilofacial, los mecanismos
exactos subyacentes a nivel celular no se conocen totalmente. Los fendmenos quimicos
que suceden durante la coagulacion sanguinea y la inflamacién en las primeras fases de
la cicatrizacion 6sea, como la quimiotaxis de precursores de osteoblastos, proliferacion
y diferenciacion de células osteocompetentes, asi como la expresion de proteinas

morfogenéticas no son del todo conocidos.

La necesidad de un sistema de transporte para vehiculizar los factores de
crecimiento es ampliamente aceptada por numerosos autores, aunque probablemente no
son necesarios para todos igual. Las BMP precisan de matrices de colageno,
hidroxiapatita (con la que tienen especial afinidad), hueso liofilizado o matrices
polisacaridas (325). Los TGF- pueden ser administrados en un abanico mas amplio con
similar eficacia (326). Los FGF tienen altisima afinidad por la heparina. EI PRP al

activarse se vehiculiza en forma de gel, al quedar contenido en un codgulo de fibrina.
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Diversos estudios coinciden en que la administracion en forma liquida de los
factores de crecimiento, especialmente cuando se trabaja en un lecho quirtrgico abierto,
favorece que los factores de crecimiento se diluyan en el tejido y sean atacados por
proteasas que los inactiven (327,328). Con un vehiculo apropiado, el factor de
crecimiento mantendria una concentracion ideal en el tejido para que se produzca una

estimulacion celular de duracidon adecuada.

El efecto del PRP en el lugar de admistracion se prolonga 5 dias, pero sus
efectos sobre la aceleracion de la regeneracion 6sea se pueden observar hasta 4 semanas

después de su administracion.(329, 209) (Weibrich-Marx)

El PRP se esta utilizando actualmente de muchas maneras:

PRP aislado. El uso del PRP aislado se lleva utilizando varios afios en forma de
coagulo estable de fibrina favoreciendo la liberacion de los factores de crecimiento en el
lugar de administracion, aunque existen pocos estudios que evaluen su aplicacion de

forma aislada.

PRP+Bio-Oss. El Bio-Oss es un material que se usa habitualmente en la practica
clinica, especialmente en procedimientos de elevacion de seno maxilar para colocacion
de implantes, aunque también se utiliza para el aumento del reborde alveolar o
simultdneamente a la colocacion de implantes, comportandose principalmente como
material osteoconductivo. (191,191,193,194). Los métodos que aceleraran y mejoraran
la integracion del material injertado serian de gran utilidad para reducir el tiempo de
tratamiento, asi como de aumentar las posibilidades de éxito del procedimiento. El PRP
por su accidn mitogénica y quimiotactica podria ser un buen complemento a la accion

osteoconductiva que se ha descrito para el Bio-Oss.

Otros. El PRP se ha combinado también con muchos otros biomateriales con

distintos resultados.

Existen muchos autores que han utilizado el PRP combinado con hueso

autdégeno con excelentes resultados. Tanto los resultados de Whitman como de Marx
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demuestran que el uso de PRP+hueso autogéno incrementa la capacidad osteogénica y
la calidad de hueso neoformado. Anitua utiliza PRP+hueso autdogeno con resultados
significativamente mejores, desde el punto de vista de la regeneracion y maduracion

Osea con respecto al grupo control y exento de riesgos para el paciente. (208,209,210).

Ziv Mazor y cols, (330) evalian la utilizacion de PRP+hueso autogeno
(30%)+Bio-oss (70%) en elevaciones de seno sobre 105 pacientes que presentaban un
reborde 6seo residual de menos de Smm en la region posterior del maxilar. Los autores
observan en el uso del PRP una aceleracion de la regeneracion dsea, un mejor manejo
del injerto y una mejor cicatrizacién de los tejidos blandos. El tiempo de espera
manejado por los autores para realizar la segunda fase en implantes colocados en senos
aumentados era de 9 meses antes del uso del PRP. La aplicaciéon del PRP reduce el

tiempo de espera en 3 meses.

Kassolis y cols, (331) presentan casos de utilizacion de PRP+FDBA en
procedimientos de elevacion de seno, y sugieren que su uso permite una disminucion en
los tiempos de insercion implante y carga del implante, aunque en su estudio carece de

controles.

Kitoh propuso la utilizacion de PRP+MSCs (células mesenquimales) durante
distraccion osteogénica en 2 pacientes con acondroplasia y en uno con pseudoartrosis de
tibia, concluyendo que parecia ser una forma de terapia celular segura y minimamente
invasiva que podria disminuir el tiempo de los tratamientos debido a la aceleracion en la

regeneracion dsea conseguida (332).

Basa sugiere también que la utilizacion de PRP+TCP disminuye los tiempos de

cicatrizacion en procedimientos regenerativos (333).

CONCENTRACION DEL PRP

Una importante razén para mejorar los métodos para aislar el PRP es el uso
potencial de los factores de crecimiento autdgenos de las plaquetas. Sin embargo no
existe consenso en lo que podriamos denominar “concentracion 6ptima del concentrado

plaquetario” a pesar de que existen estudios comparativos entre los distintos sistemas de
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produccion de PRP. En tres interesantes articulos Weibrich evalud la capacidad de
concentrar plaquetas y factores de crecimiento con diversos sistemas de produccion de
PRP. Se evaluaron la plamaféresis de banco de sangre (Blood Bank), Curasan Kit,

Smart PreP, Friadent, PCCS y PRGF (334, 335, 336,337).

[P/ul ] Plaquetas [L/ul JLeucocitos PDGF-AB TGF-bl  IGF-I

(ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml)
Blood Bank 1,434,300 160 133,59 268,65 85,37
Curasan Kit 908.500 30,130 233,70 95,02 101,0
Smart PreP 1,227,890 19,261 208,85 77,2 91,4
Friadent-Schiitze 1,440,500 21,691 251,6 198,8 72,8
PCCS system 2,232,500 15,300 251,8 467,1 91,0
Cursan Kit 1,140,500 33,150 314,1 79,7 69,5
PRGF 513,630 65 47 73

Tabla XVIII. Concentracion de plaquetas y factores de crecimiento con diferentes sistemas de

obtencion.

Los analisis sugieren que mientras para el PRP-Blood Bank (BB), existe una
mayor concentracion de plaquetas, para el sistema Curasan existe un mayor recuento de
leucocitos. El alto recuento de leucocitos y de PDGF en este sistema fue inesperado, y
se sospecha otra fuente productora de PDGF, posiblemente proveniente de los
leucocitos. Por otro lado se observa una relacion directa entre el concentrado de
plaquetas y el recuento de TGF-B, puesto que altas concentraciones de plaquetas
producen altos niveles de TGF-  mientras que concentraciones mas bajas de plaquetas
producen niveles mas bajos de TGF-B. Sin embargo respecto al PDGF algunos
provienen de plaquetas y otros deben provenir de leucocitos. La concentracion de IGF-I

fue similar en ambos procedimientos (334).
El sistema Friadent concentra mayor nuimero de plaquetas y factores de

crecimiento que el Smart, sin embargo el autor considera el Smart PReP mejor sistema

que el Friadent basdndose en su facilidad de manejo y tiempo de preparacion (336).
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El sistema PCCS (3i) concentra mayor numero de plaquetas que el el sistema
Curasan. Esto se relaciona con una mayor concentracion de TGF- B (p<0.001) e IGF-I
aunque este ultimo de forma menos significativa (p<0.02). Por otro lado la mayor

concentracion de leucocitos obtenida con el sistema Curasan se relaciond con mayores

niveles de PDGF-AB (p<0.001) (335).

Un articulo reciente publicado en 2005 por Weibrich sugiere que el sistema
PRGF concentra una menor cantidad tanto de PDGF-AB como de TGF-f en
comparacion con el sistema PCCS (31). Los resultados estadisticos fueron altamente

significativos (p <0.001 para el TGF- 1y p <0.01 para el PDGF-AB) (337).

Existe una amplia variabilidad en las concentraciones obtenidas de factores de
crecimiento, en funcién del sistema elegido segin los estudios de Weibrich, aunque son
necesarios estudios posteriores que determinen que estas variaciones en las
concentraciones de factores de crecimiento tengan clinicamente un efecto biologico

diferente.

Thornwarth (314) compara el potencial regenerativo del hueso autéogeno y del
colageno bovino (Collos®) tanto de forma aislada como en combinacion de PRP en dos
concentraciones diferentes PRP ad modum Curasan'" y PRP ad modum 3i™ mediante
evaluacion inmunohistoquimica. El uso del modo 3i obtuvo mayor concentracién de

plaquetas que el método Curasan, de acuerdo con los estudios de Weibrich (338).

Tedricamente los niveles de factores de crecimiento en el PRP, se supone que
dependen del numero de plaquetas concentradas. Sin embargo los datos obtenidos de
otro estudio de Weibrich no demuestran una correlacion estadisticamente significativa
entre concentrado de plaquetas y numero de factores de crecimiento. Esto
probablemente se deba a una alta variacion de las células en la produccion o
almacenamiento de citoquinas y es probable que el nimero de factores de crecimiento
de cada paciente esté influenciado por factores bioldgicos desconocidos, lo que significa
que diferentes individuos necesitaran diferentes concentraciones de plaquetas para
conseguir un efecto bioldgico parecido. Sin embargo no se encontraron diferencias en

los niveles de factores de crecimiento en funcion del sexo y la edad (338).
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Por otro lado Zimmerman (339) sugiere, lo contrario, es decir que existe una

correlacion entre el contenido de plaquetas y la cantidad de factores de crecimiento.

Existen a su vez diferentes protocolos para la obtencion del concentrado
plaquetario, de acuerdo a cada sistema e incluso a cada autor, asi algunos presentan dos

centrifugados, otros solamente uno y una amplia variacion en cuanto a los tiempos de

centrifugado:
Centrifugado 1 Centrifugado 2
(min) / (rpm) (min) / (rpm)

Curasan Kit 10 min / 2400 rpm 15 min /3600 rpm
Smart PreP 6 min / 5600 rpm 6 min / 2400 rpm
Friadent-Schiitze 10 min / 2400 rpm 15 min /3600 rpm
PCCS system 3,45 min /3000 rpm 13 min/ 3000 rpm
PRGF 7 min/ 1400 rpm -

Tabla XIX. Protocolos de centrifugado de distintos sistemas

Arpornmaeklong, evalud la capacidad del PRP en la diferenciacion osteogénica
en células de hueso medular de rata sugiriendo que una alta concentracion de PRP
inhibia la diferenciacion osteoblastica, que se reflejaba en unos niveles bajos de ALP y
de contenido de calcio frente al grupo de BMP-2 y al grupo PPP, al mismo tiempo que

incrementaba la proliferacion osteoblastica (340).

Posiblemente altas concentraciones de TGF-B inhiban la diferenciacion
osteoblastica del mismo modo que estimulan la proliferacion, segin un estudio de Lu
en el uso del TGF- B, parece indicar que dosis de 5-10ng/ml inhiben mientras que dosis
mas bajas 1 ng/ml favorecen la diferenciacion observada en altos niveles de ALP y

osteocalcina (341).
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Sin embargo es posible que el efecto mayoritario del PRP derive de las
propiedades del PDGF que es un potente mitogeno. Estudios del efecto del PDGF sobre
la diferenciacion osteoblastica in vitro también indican una reduccion en los niveles de
ALP (341). El EGF disminuye igualmente los niveles de ALP, mientras que el IGF-I
incrementa los niveles de ALP aunque se encuentra en una concentracion mucho menor

(342).

Una aplicacion multiple de estos factores de crecimiento demuestra efectos
sinérgicos en la proliferacion celular y la sintesis de proteinas colagenas y no coldgenas
de la matriz, sin embargo el IGF-I no favoreci6 niveles altos de ALP en presencia de

PDGF y TGF- B; (343).

Soffer (324) considera que la exposicion del concentrado plaquetario (3x10°
plaquetas/ml) promueve las funciones proliferativas y quimiotacticas de las células
oOseas, posiblemente debido a un efecto sinérgico de todos los factores de crecimiento
existentes en el concentrado plaquetario, del mismo modo que sugieren otros autores
como Gruber en 2002 (323) sobre células de hueso medular humano y Oprea en 2003
(344) sobre hueso medular de ratas adultas. Por otra parte la accion de estos factores de
crecimiento provoca un descenso tanto de la actividad de ALP como de la formacion de
mineral, en concordancia con los resultados de Giannobile 1997 (344). Estos datos
sugieren que los componentes solubles contenidos en el concentrado plaquetario pueden
afectar al proceso de cicatrizacion 6seo modulando diferentes funciones de las células

Oseas.

Gruber (323) sugiere, en un estudio in Vvitro sobre la respuesta mitogénica de las
células derivadas del hueso trabecular humano a las plaquetas humanas, que las
plaquetas incrementan significativamente la proliferacion de células dseas de individuos
adultos, corroborando la hipdtesis de que las plaquetas pueden actuar como reguladores
locales en la reparacion de fracturas y regeneracion Osea a concentraciones en un rango

de 2x10% a 8x 10° .

La concentracion plaquetaria ptima del PRP todavia no se ha sido descrita, sin
embargo Weibrich (329) llega a sugerir que mientras concentraciones por debajo de

1,000,000/ul presentan un efecto subdpitmo, concentraciones superiores a esa
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concentracion podrian tener paraddjicamente efectos inhibitorios. Nosotros hemos
utilizado un PRP que presentaba una concentracion media de plaquetas de 1.150.000/

mm° con un intervalo 725.000 a 1.545.000/ mm>.

Otros autores consideran que mas que la concentracion de factores de
crecimiento en el PRP, lo importante es la concentraciéon de receptores en las células

diana (Marx) (209).

En cualquier caso, deberia esclarecerse el efecto bioldgico de las diferentes
concentraciones de los factores de crecimiento evaluados y la cantidad de PRP

necesario para conseguir los efectos deseados.

FORMAS DE ACTIVACION DEL PRP

En los paises anglosajones la activacion del PRP se realizaba mediante trombina
bovinatcloruro calcico (346) (Hartman 1992); sin embargo el posible riesgo de
transmision viral que suponia el uso de este compuesto hizo que algunos autores

estudiaran otras formas de activacion del PRP.

Landersberg (347) en el afio 2000 ofreci6 un sistema basado en el uso del
agente gelificante ITA+cloruro célcico, y que tenia la ventaja de preparar el PRP sin el
uso de trombina bovina ya que el uso de trombina bovina se ha relacionado con el
desarrrollo de anticuerpos frente a los factores de coagulacion V, IX y trombina (348,
349) y el riesgo de desarrollar coagulopatias postoperatorias. La autora, sin embargo, no
refiere la composicion quimica del ITA y tampoco refiere el uso clinico de esta forma

de activacion, de modo que no se saben los posibles riesgos en humanos.

En otro estudio posterior, Landersberg (350) propone el uso del péptido de
activacion del receptor agonista 6 de la trombina (TRAP) como activador del PRP como
variante de la trombina bovina. La autora sugiere que el uso de TRAP puede ser una
alternativa segura a la trombina bovina, presenta un excelente tiempo de trabajo y
menor retraccion del coagulo que los métodos actuales de activacion del PRP. Ademas
el grupo de TRAP presenta una liberacion mas retardada de los factores de crecimiento

que el grupo de la trombina, mientras que éste ultimo libera el 84% de los factores de
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crecimiento durante las primeras 24 horas, el grupo de TRAP liber6 un 39,2% de

factores de crecimiento a las 72 horas.

Tsay (351) evalua la diferente liberacion de factores de crecimiento en funcioén
del uso de la trombina bovina o el TRAP y la combinacion del PRP con sustitutos
0seos. Se observa que el uso de sustitutos 6seos+PRP provocan una liberacion de
factores de crecimiento mas gradual cuando se activa con TRAP que cuando se utiliza
PRP aislado con trombina bovina y también aunque menos, cuando se activa el PRP
aislado con TRAP. Sin embargo en el estudio no se compara la cinética de liberacion
del PRP+sustitutos ¢seos activado con trombina bovina. De todos modos se desconoce
el efecto de la retencion de factores de crecimiento en procedimientos de regeneracion
6sea en funcion de la activacion del PRP con trombina o con TRAP aunque parece
depender del modo de activacion del PRP asi como de la combinacion de PRP con

sustitutos 0seos.

Otra sustancia usada para favorecer la degranulacion plaquetaria es el 4cido

araquidonico (352).
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REGENERACION OSEA VERTICAL

Existen diferentes modelos animales en los que se ha estudiado la regeneracion
osea vertical fundamentalmente mediante la técnica GBR (guided bone regeneration 6
regeneracion oOsea guiada). De acuerdo con este principio se protege un espacio
mediante el uso de membranas que actian a modo de barrera sobre el area donde se
pretende conseguir el aumento de tejido Oseo; esta barrera persigue estabilizar el
coagulo sanguineo y evitar la penetracion de tejido fibroso. Actualmente se utiliza esta
técnica junto con la aplicacion de diferentes tipos de injertos. El primer ensayo clinico
donde se consiguid regeneracion dsea vertical mediante la técnica GBR sin el uso
combinado de injertos lo refiri6 Simion en el afio 1994 (353) en un estudio sobre 5

pacientes en donde consiguid una regeneracion Osea vertical madxima de 4 mm.

Estos resultados fueron confirmados también por Jovanovic en 1995 (354) en un
estudio en perros, donde también consiguié un aumento vertical de 4 mm utilizando la

misma técnica.

Tinti en 1996 demostré que era posible conseguir una regeneracion dsea vertical

de 7 mm mediante el uso combinado de chips de hueso y la técnica de GBR (355).

Recientemente, en el 2001, Simion et al (356) realizaron un estudio
multicéntrico en donde se evaluaron retrospectivamente 123 implantes colocados
consecutivamente en el momento o después de realizar un aumento vertical de la cresta.
Se consiguieron aumentos verticales desde 4 mm hasta § mm y refirieron un 97,5% de
éxito en el uso de esta técnica, considerandola una técnica muy predecible. Los

resultados dependian del tipo de injerto que se eligi6 en cada grupo de estudio.

Sin embargo no existe una opinién comun al respecto de la predictibilidad de
esta técnica y la regeneracion vertical todavia supone un reto para el clinico dedicado a

la implantologia.

Existen muy pocos estudios de experimentaciéon animal que sugieren un
aumento moderado de regeneracion vertical de la cresta alveolar mediante el uso de la

técnica de GBR (Jovanovic, Jensen) (354,357).
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Es esencial para conseguir regeneracion vertical que el injerto esté lo
suficientemente estable para que los tejidos adyacentes no compriman el injerto e
impidan neoformacion dsea. La inestabilidad que a menudo presentan los biomateriales
sumado a la compresion mecanica de los tejidos adyacentes, hacen que la actividad
bioldgica de estos materiales no se desarrolle. Uno de los problemas mas cominmente
asociados en este tratamiento es la dehiscencia y la exposicion de la membrana cuando

¢ésta es utilizada para estabilizar el injerto (Schliephake) (358).

Nosotros utilizamos un cilindro de 4 mm de altura que era la altura maxima de
hueso regenerado obtenida por Simion en procedimientos de GBR sin la utilizacion de
ningin material de injerto tan solo el coadgulo sanguineo formado en el interior de la
membrana de refuerzo de titanio utilizada, en nuestro caso hemos rellenado la zona que
queriamos aumentar con PRP+Bio-Oss. En procedimientos en donde se utiliza injerto
en combinacion con membrana de refuerzo de titanio se ha llegado a conseguir hasta 7

mm de regeneracion vertical.

Estudios previos de Smith en calota de conejo ya demostraron la posibilidad de
conseguir regeneracion vertical sobre superficies 6seas con corticales delgadas como es
la calota (359). En nuestro estudio observamos una regeneracion Osea vertical de
aproximadamente dos tercios del cilindro con el uso de PRP+Bio-Oss, sin embargo
parece necesario un periodo de tiempo mayor para conseguir una regeneracion dsea
completa, a la vista de los resultados histologicos donde la regeneracion 6sea todavia

estaba en proceso después de 4 semanas.

Entre la posibles explicaciones para que la regeneracion d6sea sea incompleta se
encuentran el micromovimiento, la estabilizacion incompleta del codgulo sanguineo, el
espacio vacio en los cilindros, la invasion de tejido conectivo y periodo de cicatrizacion

insuficiente (360).

En los grupos PRP y control — la ausencia de biomaterial parece que ejerce una
influencia negativa en la regeneracion oOsea, en donde no se consiguid apenas
regeneracion, a pesar de que el periostio se utilizO como membrana para evitar el

colapso de tejido fibroso.
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Sin embargo en los grupos Bio-Oss y PRP+Bio-Oss las particulas injertadas,
quedaron completamente empapadas de sangre permitiendo la estabilizacion del
coagulo y previniendo la formacion de un espacio debajo del periostio. En ambos casos
la actividad osteoconductora del Bio-Oss pudo haber favorecido la formacion de hueso,

situacion todavia mas evidente en el grupo PRP+Bio-Oss.

Los defectos creados de 10 mm de didmetro evitan la formacién de un puente
0seo entre los bordes del defecto de forma espontanea como se demuestra en los

resultados obtenidos en los grupos PRP y control —.

Los estudios de Pallesen y Aghaloo (317,361) realizan defectos de 6 y 8 mm
respectivamente, considerados defectos no-criticos, de modo que deben realizarse

estudios donde se evalte la capacidad regenerativa del PRP en defectos criticos.

La falta de predictibilidad en los procedimientos regenerativos, especialmente en
lo que se refiere a regeneracion Osea vertical, hacen necesaria la mejora de las
propiedades osteoinductivas y osteoconductivas de los materiales de injerto y la
busqueda de nuevas soluciones. Este estudio intenta aportar mas datos a la comunidad
cientifica que permitan valorar la idoneidad o no del uso del PRP en procedimientos

regenerativos de forma rutinaria.
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ELECCION DE LA TECNICA DE EVALUACION HISTOLOGICA

La metodologia empleada para el estudio histologico de la regeneracion oOsea
vertical conseguida mediante el uso de cilindros de titanio, se ha basado en la técnica sin
decalcificar de inclusiéon en metacrilato descrita por Donath y Breuner (1982) (292)

gracias al sistema de corte y pulido Exakt.

Todos los cilindros estudiados tenian estabilidad primaria y fueron encontrados
en la misma posicion que cuando fueron estabilizados iniciamente al comienzo del

estudio.

Respecto a las tinciones utilizadas, empleamos poco la técnica de hematoxilina-
eosina, muy usada en otros trabajos, porque el tejido calcificado no la admite, aunque es
util para la identificacion de las células 6seas. En cualquier caso estamos de acuerdo con
algunos autores que afirman que el hueso regenerado puede distinguirse del original por
una caracteristica tincion mas suave de eosina de aquél (310), de igual forma que las

particulas de Bio-Oss se distinguen por una tinciéon mas intensa de eosina.

El tricromico de Masson tifie con tonos rojizos el hueso inmaduro y con tonos
verdosos el hueso maduro y las particulas de Bio-Oss. Esta tincion tampoco resulto la
mejor a la hora de analizar el hueso regenerado, puesto que en ocasiones ¢éste también se
tefiia con tonos verdosos alrededor de las particulas de Bio-Oss dificultando su

diferenciacion.

En cambio, el Azul de Toluidina tifie con tonos azulados el hueso regenerado y

con tonos grisaceos las particulas de Bio-Oss, diferencidndose perfectamente.
Las tinciones de Schmorl y Von Kossa, especificas para tejidos calcificados, no

se emplearon ya que, tras una prueba inicial no se diferenciaba bien el tejido calcificado

del no calcificado, pues se tefiian por igual.
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EFECTO DE LOS MATERIALES DE ESTUDIO

GRUPO CONTROL -

En el grupo control se observa la regeneracion 6sea en forma de una fina lamina
que puentea la boveda craneal de un borde a otro del cilindro en 6 de las 8 muestras,
pero no se consigue apenas regeneracion vertical a las 4 semanas, ni tampoco se

observan indicios de que esta regeneracion vertical pueda desarrollarse.

Estos resultados difieren con los obtenidos por Slotte (362) en un estudio de
regeneracion vertical en calota en ratas con una metodologia parecida, en donde
encuentra un porcentaje de regeneracion o6sea de un 36.5% en el grupo control. La tnica
diferencia entre su modelo y el nuestro es que la parte superior del cilindro se cubrio
con una membrana, mientras que en el nuestro la parte superior de los cilindros se

cubrio con el periostio.

Posiblemente el uso de la membrana en la parte superior del cilindro, en el
estudio de Slotte, favorecid una neoformacion Osea vertical tan alta, en contraste con el
6,2% de hueso regenerado en nuestro grupo control. Las células del periostio, pesar de
su potencialidad osteogénica, no favorecieron, por lo menos en este estudio, la
neoformacion 6sea, aunque es posible que la separacion del periostio 4 mm por encima

de la superficie externa de la calota craneal limitara su capacidad osteoinductiva.

No obstante, nuestros resultados se parecen a los de Schmid (363), que también
obtiene un 6% de regeneracion dsea a las 4 semanas en un modelo de GBR parecido al
nuestro en el que usé membranas reabsorbibles con forma de cupula en la calota del

conejo para conseguir regeneracion 6sea vertical.

GRUPO CONTROL + (BIO-0SS)

Los animales de este grupo mostraron un aspecto semejante entre si tras 4
semanas de cicatrizacion. Los granulos de Bio-Oss se encontraban rodeados en su
mayor parte de una fina capa de tejido fibroso principalmente a nivel del tercio medio y

superior, mientras que en el tercio inferior, que correspondia a la zona en contacto con
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la calota craneal del animal, se observo la presencia de trabéculas 6seas alrededor de las
particulas de Bio-Oss. No se identificaron osteoclastos en la superficie del biomaterial
formando lagunas de Howship, ni tampoco células inflamatorias de cuerpo extrafio, por
lo que podemos deducir que a las 4 semanas, el Bio-Oss en calota de conejo no se ha

reabsorbido.

La observacion de osteointegracion del Bio-Oss evidenciaria la existencia del
fenémeno de osteoconduccion, por el cual un biomaterial permite el crecimiento dseo
en su superficie o a su través. En nuestro estudio la osteointegracion del Bio-Oss se
observo con frecuencia a nivel del tercio inferior del cilindro, especialmente en las
zonas adyacentes a las paredes de titanio del cilindro, y con menos frecuencia en la zona
central mas alejada de las paredes de titanio, donde las particulas de Bio-Oss se
asociaban mas con la presencia de tejido fibroso. Esta reaccién es similar a la
encontrada por Young en defectos 6seos maxilares y mandibulares tratados con Bio-
Oss. En algunas zonas (no cuantificadas) identifica trabéculas 6seas finas en contacto
directo con el biomaterial, fendomeno mas frecuente en los animales en los que el Bio-

Oss habia sido mezclado con hueso autélogo (364).

Ademas la presencia de osteoide nos hace pensar que el proceso osteogénico
podria continuar en el tiempo, posiblemente durante otras cuatro semanas segiin Schmitt
(365), que encuentra diferencias en cuanto al hueso regenerado entre la cuarta y la

octava semana en procedimientos de regeneracion 6sea en conejos.

Los resultados obtenidos en este grupo son parecidos a los obtenidos por Slotte
(362) en un estudio de regeneracion vertical en calota en ratas utilizando cilindros de
silicona cubiertos en su parte superior por una membrana. En este estudio Slotte
rellenaba unos cilindros con Bio-Oss y otros los dejaba como controles negativos,
encontrando un 17,5% de hueso regenerado en el grupo de Bio-Oss frente a un 13,1%

de nuestro estudio.

De nuevo Slotte (366) en otro modelo de regeneracion 6sea vertical en calota en
conejos, utilizando cilindros de titanio parecidos a los de nuestro estudio, encuentra un
porcentaje de hueso neoformado en el grupo Bio-Oss de un 18,9%, frente a un 16,4%

del grupo de hueso autdlogo y de un 13% del control. Al igual que en nuestro caso,
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también encuentra regeneracion a lo largo de la pared interna del cilindro en mayor
medida que en el centro del cilindro. También coincidimos con el porcentaje de Bio-Oss

remanente cuantificado, 33,5%, frente al 46% de nuestra experiencia.

Otros modelos de regeneracion dsea sobre el Bio-Oss muestran resultados
diferentes. Hockers (367) cuantifica la osteointegracion del biomaterial en un 88% en

un modelo de regeneracion perimplantaria en el reborde alveolar en perros.

Schmitt (365) implanta Bio-Oss en defectos de tamafo critico en el radio del
conejo, ¢ informa de que el nuevo hueso crece tanto desde los bordes del defecto como
en el interior de éste. A las 8 semanas el material estd extensamente osteointegrado,

aunque el autor no efectia un estudio cuantitativo de la osteointegracion.

En nuestro estudio se observa una osteointegracion de un 13% de Bio-Oss y esta

osteointegracion se observa exclusivamente a nivel del tercio inferior del cilindro.

Sin embargo los modelos de regeneracion experimental no son idénticos. El
defecto craneal resulta ser un modelo exigente, ya que la cantidad de médula 6sea es
escasa y la vascularizacion peridstica, en una zona desprovista de inserciones

musculares, resulta bastante limitada.

Nuestro modelo afiade un grado de dificultad puesto que no pretende evaluar la
regeneracion 6sea desde los bordes de un defecto bicortical en la calota del conejo, sino
que pretende evaluar la regeneracion dsea vertical a partir de la base de la calota del
conejo en condiciones de osteoporosis. Si a pesar de esta circunstancia observamos un
13% de osteointegracion del Bio-Oss y una ganancia en altura de un 46% hacen que los

resultados del Bio-Oss sean positivos en este estudio.

Sin embargo también existen estudios que sugieren un efecto de freno y retraso
de la mineralizacién dsea en presencia de Bio-Oss (366) (Slotte), aunque otros autores

desmienten este efecto (368) (Klinge).

Asi Schmitt (365) sobre defectos en conejos tratados con OsteoGraf/N consigue

un porcentaje de hueso neoformado de un 11% a las 4 semanas, mientras que a las 8
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semanas solo consiguié un 16%, a diferencia del grupo control que obtenia un 20% de

hueso regenerado en ese tiempo.

Esta posible interferencia ha sido estudiada por Klinge (368), en un modelo de
craniectomia en conejo de tamafio no critico. Este autor observa a las 4 semanas que la
mayoria del hueso proviene de los bordes del hueso preexistente. Sin embargo, a las 14
semanas, todo el defecto estaba ocupado por hueso regenerado, y el Bio-Oss habia sido
casi totalmente reabsorbido, lo que indica que en modelos no criticos este supuesto

freno a la regeneracion espontanea no se produciria .

Yildirim (369) en un estudio en humanos donde evalta la técnica de elevacion
de seno mediante el uso de Bio-Oss+sangre venosa en 15 procedimientos consigue un
porcentaje de hueso neoformado de un 14.7%. Histologicamente el hueso neoformado
fue evidente en parte invaginando las particulas de apatitas y formando puentes en
forma de trabéculas entre las particulas individuales de Bio-Oss. A pesar de la ausencia
de actividad osteoclastica, el crecimiento hacia dentro del hueso indica segun el autor

una lenta reabsorcion del injerto xenogénico.

Estos resultados difieren de los datos obtenidos en experimentacion animal con
el uso de Bio-Oss que consigue porcentajes de hueso neoformado muy superiores. Asi
Jensen (370) después de 8 semanas observd un 72% de crecimiento dseo alrededor de
las particulas de biomaterial en defectos Oseos realizados en tibia de conejos y

rellenados con Bio-Oss.

Respecto a la reabsorcion del Bio-Oss, en nuestro estudio tras 4 semanas de
cicatrizacion, el biomaterial seguia ocupando aparentemente toda el area del cilindro y
rodeado de tejido fibroso principalmente en el tercio medio y superior del cilindro.

Ademas no hay signos de reabsorcion osteoclastica del Bio-Oss remanente.

Hallazgos similares han sido descritos por Young (364), segtn la cual, la posible
y en todo caso incompleta reabsorcion del Bio-Oss se produce por degradacion no
dependiente de los osteoclastos. Esta suposicion se basa en la observacion de los
contornos del Bio-Oss, que presentan segiin Young una morfologia irregular y en la que

no se identifican osteoclastos.
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Nosotros no hemos encontrado fragmentos irregulares de Bio-Oss, sino mas bien
al contrario, observamos particulas con contornos lisos y sin signos de reabsorcion. En
la mayoria de las tinciones con Tricromico de Masson y Hematoxilina-Eosina aparece el
Bio-Oss fragmentado, mientras que esta circunstancia no se observo en la tincion de
Azul de Toluidina, lo que nos hace pensar que esta fragmentacion del biomaterial pueda
ser atribuida a la técnica histologica, aunque no sabemos muy bien porque se ha

producido este fendmeno.

Hockers (367) tampoco encuentra osteoclastos alrededor del biomaterial y sefiala

en su estudio que no es reabsorbido por el organismo.

Por el contrario Klinge (368), en defectos craneales no criticos en craneo de
conejo, sefiala que el Bio-Oss es casi totalmente reabsorbido a las 14 semanas, a

expensas de reabsorcion osteoclastica.

Thaller y Therheyden (371,372) también informan de una activa reabsorcion

osteoclastica del biomaterial.

La unidn de osteoclastos a los materiales de injerto depende de la presencia en el
injerto de ciertas proteinas con la secuencia de aminoacidos RGD entre otras, que sirvan
de enlace con la superficie de los osteoclastos. Estas proteinas pueden ser parte
constitutiva del material injertado, o pueden provenir del huésped e incorporarse al

material tras su introduccion en el organismo.

Taylor (373) ha demostrado una cierta accion osteoclastica in vitro frente al Bio-

Oss, lo que seria un indicio de la presencia de restos proteicos en su superficie.

Sin embargo nuestros resultados y los de otros autores antes mencionados (367,
369), obtenidos en estudios in vivo, indican que tal actividad osteoclastica in vitro no se

traduce en una accion osteoclastica relevante in vivo.

En cualquier caso aunque se llegara a un consenso sobre la incapacidad del
organismo de reabsorber el Bio-Oss, esto no seria un impedimento para que fuera

considerado un buen biomaterial. Schlegel (374) compara en el modelo de perro Beagle,
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el comportamiento del Bio-Oss frente al injerto de chips de hueso autélogo en la técnica
de elevacion de seno maxilar y colocacion inmediata de implantes. EI Bio-Oss es
netamente superior al hueso autdlogo: el hueso autdlogo es reabsorbido en casi su
totalidad, impidiendo la estabilizacion secundaria del implante, siendo mucho mayor el
BIC (cantidad de hueso en contacto directo con el implante) en el grupo Bio-Oss y la
formacion de hueso regenerado en los animales de este grupo, que en los tratados con

hueso autdlogo.

Una contraccion minima se observd del Bio-Oss a diferencia de la referida por
Slotte y Schmid (362, 363), que sugieren una contraccion del biomaterial de hasta un
21% de la altura de relleno inicial, asociado mas a un empaquetamiento mas denso del

mineral 6seo bovino durante la cicatrizacidon que a una actividad reabsortiva.

Aunque en la mayor parte de los estudios no se observan osteoclastos, ni
indicios de reabsorcion del Bio-Oss, algunos autores han encontrado osteoclastos en
biopsias 6seas de elevaciones de seno realizadas con Bio-Oss (Zaffe) (375), y defienden
la reabsorcion del mismo (Pinholt, Klinge) (376,377) sin embargo esta reabsorcion debe
ser muy lenta ya que diferentes autores encuentran restos de biomaterial a los 30 meses
(Duda) (378), a los 44 meses (Skoglund) (379) incluso 6 afios depués de su uso
(Schlegel) (380). Esta circunstancia hace que varios autores consideren al Bio-Oss un
material no reabsorbible, a pesar de eso la calidad del hueso regenerado en presencia de

Bio-Oss es satisfactoria para la mayoria de los autores.

GRUPO EXPERIMENTAL CON PRP

En este grupo hemos podido constatar el efecto que tiene el PRP sobre los
mecanismos regenerativos del hueso, en las fases iniciales de cicatrizacion en un
modelo de regeneracion Osea vertical. Se observa una regeneracion 6sea muy limitada
de igual modo que observamos en el grupo control. El aspecto histoldgico de la
regeneracion 6sea es similar en ambos grupos, en forma de una fina ldmina que puentea
la boéveda craneal de forma total en casi todos los casos, pero sin conseguir apenas
regeneracion vertical a las 4 semanas. No se han identificado signos inflamatorios ni de

intolerancia al PRP.

157



Discusion

Existen diversos estudios que sugieren que el PRP tiene capacidad de aumentar
la regeneracion Osea tanto en calidad como en cantidad, sin embargo, nosotros no
hemos podido constatar la existencia de hueso neoformado con la utilizacion del PRP de

forma aislada en nuestro modelo experimental (209,210).

Conviene senalar algunos de los anteriores estudios combinaban PRP con hueso
autdégeno, mientras que nosotros no hemos combinado el PRP con ningln tipo de
injerto. Tampoco se evaluaron en estos estudios la capacidad del PRP aislado en

procedimientos de regeneracion dsea vertical.

Zechner (381) sugiere una accion del PRP dependiente del tiempo, favoreciendo
la actividad de hueso regenerado en las fases tempranas de cicatrizacion alrededor de la
3*y 6 semanas, a partir de este momento el efecto del PRP parece ir decreciendo hasta

no encontrase diferencias de hueso nuevo regenerado a las 12 semanas.

Estos estudios entran en contradiccion con los de Aghaloo y cols, (382) que
mediante evaluacion radiografica encuentra una menor densidad 6sea en grupos tratados
con PRP frente a controles en tiempo distintos 1, 2 y 4 meses, aunque no presenta
diferencias estadisticamente significativas. También en su evaluacion histomorfométrica
sugiere una tendencia hacia una menor regeneracion dsea respecto al control a 1,2y 4
meses sin que fuera estadisticamente significativa. Realiza defectos bicorticales de 8

mm de didmetro no-criticos en calota en conejos.

Nosotros al igual que Aghaloo tampoco encontramos diferencias entre el grupo

control y el grupo PRP.

Fuerst y cols (383) afirman por el contrario que la aplicacion del PRP en la
colocacion de implantes es suficiente para incrementar el BIC en hueso cortical de

minipigs.
Resultados similares obtienen Fontana y cols (384) en un estudio en ratas en

donde a los 30 dias se encuentra una cantidad de hueso nuevo neoformado

significativamente superior alrededor de los implantes en el grupo tratado con PRP con
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respecto a controles. En este sentido todo parece indicar que la accion del PRP podria

disminuir los tiempos de regeneracion.

Schlegel y cols, (385) por el contrario no consideran el uso del PRP aislado
como un factor que favorezca la cicatrizacioén 6sea en las primeras fases y no encuentra
diferencias entre el uso del PRP con respecto a controles a diferencia del coldgeno
(Collos™) que si favorece la regeneracion 6sea en fases tempranas entre la 2° y 4°

semana de cicatrizacidon osea.

Del mismo modo Yamada y cols, (386) sostienen el beneficio del PRP asociado
a células mesenquimales, pero no su uso de forma aislada, que presentaba resultados

similares a los controles.

Otro de los factores presumiblemente importantes en el uso del PRP parece ser
su concentracion, de manera que Weibrich (328) incluso llega a sugerir que mientras
concentraciones por debajo de 1,000,000/ul presentan un efecto subdpitmo,
concentraciones superiores a esa concentracion podrian tener paradojicamente efectos
inhibitorios. A pesar de estas afirmaciones su experiencia en el uso de PRP asilado a
1,000,000/ul no evidencia beneficios significativos en la regeneracion Osea asociada a la

colocacion de implantes.

Ademads de estos trabajos existen varios autores que reflejan los beneficios del
uso del PRP en casos aislados sin controles, basados en observaciones subjetivas que no
pueden tomarse en consideracion debido al escaso rigor cientifico de los mismos (387,

388, 389).

Sin embargo el uso del PRP generalmente asociado a biomateriales y hueso
autogeno, ha sido defendido en numerosos articulos, situacion con la que estamos de

acuerdo a la vista de nuestros resultados.
GRUPO EXPERIMENTAL PRP + BIO-OSS

El objetivo de asociar PRP+Bio-Oss fue evaluar la capacidad del PRP para

potenciar la propiedades osteoconductoras del Bio-Oss.
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El uso de Bio-Oss como vehiculo de proteinas morfogenéticas ha sido estudiada
por Therheyden (372), utilizando un modelo de implantes dentales en elevacién de seno
maxilar. Se demostré que la adicion de OP-1 (BMP-7) al Bio-Oss aumentaba la
osteointegracion de los implantes y mejoraba las cualidades osteoconductivas del Bio-

Oss.

En nuestro estudio la adicion de PRP a los granulos de Bio-Oss ha producido el
mayor porcentaje regeneracion osea de todos los grupos estudiados con un 21,3% de
hueso regenerado frente a un 13,1% del grupo Bio-Oss y un 6,2% y un 5,6% de los

grupos PRP y control respectivamente.

Este efecto combinado puede ser explicado por dos mecanismos
complementarios: la capacidad osteoconductiva del Bio-Oss y la potencialidad

mitoégena, diferenciativa y quimiotactica que se le atribuye al PRP.

Obarrio (390) no s6lo considera el efecto positivo del PRP debido a la liberacion
de factores de crecimiento sino también a sus propiedades fisicas y quimicas. El alto
contenido en fibrina hace que el PRP actie como agente hemostatico y estabilizador
favoreciendo la inmovilizacidn tanto del coagulo sanguineo como del injerto 6seo en el
area a regenerar. La estabilizacion del coagulo sanguineo es una de las circunstancias
que mas importancia tienen en las primeras fases de los procedimientos de
regeneracion osea. Por lo tanto son diferentes los factores por los cuales el PRP actua
sobre procedimientos regenerativos. También el propio efecto osteoconductor de la

fibrina que complementaria el del Bio-Oss.

Los estudios de Marx y Anitua (209,210) sugieren que el uso del PRP+hueso
autdgeno tiene capacidad sobre el aumento de la regeneracion Osea tanto en calidad

como en cantidad.

Asi Marx (209), evidencia una aceleraciéon y aumento en la densidad del hueso
neoformado a los 6 meses respecto del grupo control, valorado mediante radiografias
panoramicas. Llega incluso a sugerir una maduracion dos veces mayor que en los
controles. Adicionalmente en la histomorfometria observo una mayor densidad 6sea en

el grupo tratado con PRP.
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Sin embargo Shamanan, en el 2001 (391), utilizando técnicas de ROG mediante
la utilizacion de PRP + hueso autélogo no considera que asociar PRP al hueso autdlogo
mejore la regeneracion en sentido vertical y horizontal ni aumente la calidad del tejido

neoformado.

Oyama y cols (392) sugieren que la aplicacion de PRP incrementa la capacidad
osteogénica del hueso autdégeno y disminuye la reabsorcion 6sea del injerto. Sin
embargo Schmitz y Hollinger (393) dudan de los efectos del PRP debido al efecto
inhibitorio del PDGF sobre células osteoblasticas cuando se libera continuadamente.
Este estudio demuestra por el contrario la capacidad del PRP de incrementar la
osteogénesis en mayor medida que la reabsorcion 6sea en un periodo de remodelado de

6 meses.

Jakse y cols (394) muestran también una capacidad regenerativa del PRP de muy
bajo potencial, en un trabajo que evalua el uso de PRP+hueso autégeno frente a hueso
autdégeno en elevaciones de seno en 12 ovejas a las 4 y 12 semanas. Se evalué mediante
histomorfometria el porcentaje de hueso neoformado y el porcentaje de area de contacto
entre el hueso injertado y el hueso regenerado. A las 4 semanas el porcentaje de hueso
neoformado en el grupo PRP fue de 29.2% mientras que en el control fue 26.1% y a las
12 semanas 46.9% en el control y 51.1% en el PRP. El area de contacto entre el injerto
y el hueso regenerado fue a las 4 semanas de 73% en el control y 78.5 en el PRP y a las

12 semanas 87.7% en el control y 90.1% en el lado de PRP.

Fennis (395) estudia la reconstrucciéon mandibular en 28 cabras en las que en 14
de ellas se utilizo PRP+ hueso autégeno para acelerar la cicatrizacion 6sea. El uso del
PRP parece acelerar la regeneracion dsea considerablemente entre la 6* la 12* semana
pero no en la 3" semana valorado en radiografias panordmicas. El andlisis
histomorfométrico sugiere que el grupo no tratado con PRP presenta mayor
encapsulacion de tejido fibroso que se hace mas significativo a las 6* y 12* semanas;
ademas el grupo de PRP presentd mayor porcentaje de hueso regenerado y mayor
densidad de capilares que el control. Los resultados sugieren efectos positivos en la
utilizacion de PRP junto con injertos autégenos, aumentando la vascularizacion y el
crecimiento de hueso neoformado. A pesar de que al PRP se le atribuyen efectos

positivos en las primeras fases de la cicatrizacion 6sea, en este estudio las diferencias se
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hacen mas evidentes después de la sexta semana, contradiciendo el hecho de que los
factores de crecimiento liberados por las plaquetas actian los primeros dias después de

su aplicacion.

Por el contrario Choi (396) evalta el efecto del PRP en la regeneracion 6sea en
reconstrucciones mandibulares en 8 perros en modelo de boca partida. En el lado
control se utilizé hueso autégeno, mientras en el experimental PRP+hueso autogeno. Se
tomaron biopsias a las 6 semanas mostrando un menor porcentaje de hueso regenerado
en el grupo PRP respecto del control. El grupo sin PRP presentd un porcentaje de hueso
regenerado de un 56.7%, respecto del 36.8% del grupo con PRP. En microscopia de
fluorescencia se demostrd un retraso en el remodelado de los injertos con PRP. Estos
hallazgos sugieren que la adicion de PRP no parece incrementar la formacion osea en
injertos de hueso autogeno. La media de concentracion de plaquetas en el PRP fue de

1.120.000.

Diversos estudios han sugerido que variaciones en la concentracion de PDGF
tiene influencia en la regeneracion oOsea. Marden (397) refiri6 que el PRP a
determinadas concentraciones puede inhibir la regeneracion dsea. Sin embargo la
concentracion utilizada en el estudio de Choi entra dentro del rango que Weibrich (328)

considera beneficioso.

Kim y cols (398) evaluan el uso de dentina particulada-yeso de Paris (sulfato
calcico) tanto de forma aislada como en combinacion con PRP frente a controles en
defectos alerededor de implantes en perros. Los resultados sugieren que tanto el uso de
la dentina particulada aislada o en combinacién con PRP consiguen rellenar de hueso
neoformado los defectos oseos alrededor de implantes, mientras que el grupo control
presenta regeneracion osea solo en la parte inferior de los implantes. Los resultados
histomorfométricos revelaron un mayor porcentaje de hueso regenerado en los grupos
experimentales frente a control a las 6 semanas (p<0.05). Los dos grupos
experimentales entre si también también presentaron diferencias estadisticamente
significativas, obteniendo mayor porcentaje de hueso regenerado en el grupo de PRP. A
las 12 semanas los porcentajes de hueso regenerado en los dos grupos experimentales ya
no presentaban diferencias significativas entre ellos aunque si con respecto al control.

Los mismos resultados se obtuvieron para el BIC.
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Nuestros resultados coinciden con los de Kim en un mayor porcentaje de

regeneracion 6sea en el grupo de PRP asociado a biomaterial.

En otro estudio Kim et al (399), evaltan el uso de DFB+PRP frente a DFB y
control en defectos Oseos alrededor de implantes. Los resultados que se presentan
sugieren que el uso tanto de PRP+DFB como de DFB aislado consiguieron rellenar la
superficie del defecto con hueso neoformado, mientras que el control no presentd
apenas regeneracion 6sea. Aun asi el uso de PRP+DFB mejora el BIC con respecto al
DFB con significacion estadistica a las 12 semanas, a diferencia del anterior trabajo en

el que no encontrd diferencias significativas a las 12 semanas.

La disminucién en los tiempos para insercion y carga del implante, ha sido
referida por Kassolis y cols (331), en casos de utilizacion de PRP+FDBA en

procedimientos de elevacion de seno.

Por otro lado, Sanchez (360) no encuentra efectos beneficiosos en el uso del
PRP, de acuerdo con un estudio en el que la evaluacion densitométrica sugeria que la
combinacion de PRP con DFBA para la regeneracion de defectos 6seos alrededor de
implantes en perros, no presentaba diferencias estadisticamente significativas respecto
del uso aislado de DFBA. En nuestro estudio la evaluacion densitométrica tampoco
presentd diferencias estadisticamente significativas entre los grupos PRP y PRP+Bio-
Oss, sin embargo, si que encontramos diferencias histomorfométricas. Seria preciso un
analisis histomorfométrico en el estudio de Sanchez que pudiera confirmar sus

resultados densitométricos.

Demiralp (400) evalua la utilizaciéon de PRP+TCP en el tratamiento de la lesion
inflamatoria periapical. Los resultados radiograficos sugieren una reabsorcién de las
particulas de TCP y sustitucion por hueso nuevo regenerado a los 12 meses de la
cirugia. Se sugiere una reabsorcion mas rapida del biomaterial y una estimulacion para

la formacion de nuevo hueso. Sin embargo no presenta controles ni estudio histolégico.

Basa (333) evalua la utilizacion de PRP+TCP en la realizacion de la técnica split
de cresta en regiones posteriores edentulas estrechas. Sugiere que ademas de incluir las

ventajas del PRP en la regeneracion 6sea, el preparado se comporta de forma que
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rellena todos las interfases entre los granulos de TCP impidiendo la invasion
fibroblastica del injerto. El tiempo de consolidacion 6sea utilizando diferentes sustitutos
Oseos oscila entre 6 y 9 meses, el uso del PRP puede reducir los tiempos entre 3 y 6

mescEs.

Suba (401) cuantifica el efecto del PRP+TCP frente a TCP aislado en la
regeneracion de alveolos postextraccion en 12 perros a las 6, 12 y 24 semanas tras la
cirugia. Los resultados histomorfométricos a las 6 semanas fueron en el grupo
PRP+TCP un 45.9% de neoformacién 6sea y en el TCP un 30.8% con significacion
estadistica. Sin embargo a las 12 semanas, aunque el grupo de PRP todavia presentaba
mayor regeneracion fue mucho menos marcada que a las 6 semanas (un 52.5% frente a
un 49.4% respectivamente) y a las 24 semanas la diferencia habia desaparecido para
igualarse 61.9% frente a 62.9. El autor sugiere que la adiciéon del PRP+TCP puede ser
ventajosa consiguiendo una rapida e intensa neoformacion 6sea en las primeras fases de

la cicatrizacidon

Wiltfang en 2003 (402) atribuye al PRP una minima capacidad de aceleracion de
la regeneracion 6sea cuando se combina con fosfato tricalcico (TCP) y un discreto
aumento en la fomacion de nuevo hueso, cuantificando entre 8-10% mas de hueso
cuando se aplicd PRP aislado. No se observd degradacion mas rapida del sustituto dseo
ceramico y sin embargo si se observaron células gigantes de cuerpo extrafio rodeando a
los granulos de TCP cuando se anadi6 PRP, posiblemente debido al efecto
quimiotactico que el TGF tiene sobre los fibroblastos. Posteriormente el mismo autor en
un estudio animal sugiere que el PRP no afiade ninglin beneficio cuando se combina con

fosfato tricalcico (TCP) (403).

Esta circunstancia sin embargo no la hemos observado en el uso combinado de
PRP con Bio-Oss, ni tampoco la existencia de células gigantes de cuerpo extrafio
rodeando las particulas de Bio-Oss, que en su mayoria estaban rodeadas de trabéculas
Oseas principalmente en el tercio inferior y medio del cilindro. Sin embargo, estamos de

acuerdo que el uso del PRP no parece influir en la reabsorcion del biomaterial.

Froum (404) sin embargo, en un estudio histomorfométrico sobre la eficacia del

PRP en la técnica de elevacion de seno utilizando hidroxiapatita bovina+PRP, no
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encuentra diferencias significativas en el porcentaje de hueso neoformado respecto al

uso aislado de hidroxiapatita bovina, al contrario que en nuestro estudio.

Rodriguez y cols en 2003 (405), defienden la efectividad de la aplicacion del
PRP+Bio-Oss encontrando en las zonas de hueso injertado una densidad 6sea similar al
hueso nativo en tomografia computarizada (TC) y una rapida consolidacion del hueso
injertado. Llegan incluso a proponer la hipdtesis de que esta combinacion posee
propiedades osteoinductivas. La disminucion de los tiempos de cicatrizacion es lo
verdaderamente interesante segun sus autores puesto que para la segunda fase esperd 4
meses en lugar de los 6-9 recomendados en procedimientos de elevacion de seno con
poca estabilidad primaria del implante. Sin embargo la ausencia de controles impide

una valoracion objetiva del estudio.

Aghaloo y cols (382) evaliian la regeneracion 6sea en defectos de 8§ mm de
diametro en la calota craneal de 15 conejas mediante la utilizacion de diversos
materiales: Bio-Oss, hueso autdogeno y Bio-Oss+PRP a 1 mes, 2 meses y 4 meses.
Radiogréaficamente todos los grupos tratados presentaron un incremento significativo de
la densidad o6sea con respecto a los controles. No se obtuvieron diferencias
significativas en la densidad Osea evaluada radiograficamente entre los grupos
experimentales. Sin embargo estos resultados discrepan de los obtenidos por Kim (399)
que mostraron diferencias significativas en la densidad dsea al mes y 2 meses evaluados
radiograficamente, cuando se afladia PRP al Bio-Oss en defectos en calota craneal. El
estudio histomorfométrico demostr6 un incremento de hueso estadisticamente
significativo del injerto autdgeno respecto de las areas de Bio-Oss, PRP+Bio-Oss y
control. El PRP+Bio-Oss presentd también diferencias significativas en el incremento
Oseo respecto del Bio-Oss aislado; este dato esta en desacuerdo con Froum (404), donde
tras la evaluacion histologica del PRP+Bio-Oss y Bio-Oss aislado en elevaciones de

seno en humanos no encontrd mejores resultados con el uso de PRP.

Fuerst (406) evalua el efecto en la regeneracion 6sea de un sellante de fibrina
(FS) con PRP, FS aislado y controles en defectos mandibulares corticales en 8 minipigs
a las 4 y 8 semanas. Con respecto a la formacion de hueso nuevo no se observaron
diferencias significativas en ninguno de los tres grupos a las 4 y 8 semanas y se sugiere

la ausencia de beneficios en la adicion de PRP en la regeneracion ésea. El porcentaje de
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hueso neoformado a los 4 semanas en el grupo control fue 14.19%, en FS aislado
16.9% y FS+PRP 21.4%. A las 8 semanas FS 45.5%, FS+PRP 51.4% y 54.0% en los
controles. Solo se observd un ligero incremento en la formacion de hueso neoformado
cuando se afiadi6 PRP+FS a las 4 semanas. En nuestro caso observamos que a las 4

semanas si se encuentran diferencias significativas, a diferencia de Fuerst.

Yamada (386) sostiene el beneficio del PRP asociado a células mesenquimales,
que mejora la regeneracion dsea a las 8 semanas, pero no su uso de forma aislada, que

presentaba resultados similares a los controles y no mejor6 la regeneracion dsea.

Roldan (407) sugiere que el PRP no mejora la osteointegracion de implantes

dentales en procedimientos de elevacion de seno en un periodo de estudio de 6 semanas.

El mismo autor en otro estudio en ratas no observo diferencias entre el grupo
experimental en el que se utilizO6 PRP+Bio-Oss y el grupo control (Bio-Oss sélo), a
pesar que el estudio bajo luz fluorescente sugiere una aceleracién en la aposicion de
hueso en el grupo PRP respecto del control. Llega a la conclusion de que el PRP no

mejora la neoformacion 6sea cuando se combina Bio-Oss (408).

De nuevo Fuerst (409) evalta el uso de PRP, PRP+colageno tipo I y controles en
la regeneracion de defectos 6seos mandibulares en minipigs a las 4 y 8 semanas. A las 4
semanas el porcentaje de hueso neoformado en el PRP+Colageno fue de un 17.6%, el
colageno 29.8% y el control un 13.4%, encontrando diferencias significativas solo entre
el grupo coldgeno y control, sin embargo el porcentaje de hueso neoformado en el grupo
colageno fue superior al de PRP+coldgeno de modo que el PRP en este caso no tuvo
influencia en las primeras fases de la regeneracion Osea cuando se combina con
colageno. El grupo control presenta porcentajes de regeneracion parecidos al
PRP+colageno, pudiendo valorar en este dato un efecto negativo del PRP sobre el
colageno. A las 8 semanas la neoformacion obtenida en el grupo PRP+colageno fue de
53.3%, en el grupo coldgeno un 62.8% y en el control un 54.2.%. Aunque no se
observan diferencias significativas intergrupos, todavia el grupo colageno presentd
mayor neoformaciéon 6sea que el resto, que presentan el mismo porcentaje de

regeneracion 6sea. Los datos obtenidos en este estudio sugieren que la aplicacion de
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colageno puede ser beneficiosa durante las primeras fases de la neoformacion dsea y

que no se beneficia de la adicién de PRP.

Aunque una mayoria piensa que es positivo, todos estos resultados contribuyen a
generar una opinion confusa acerca de los beneficios del PRP en la regeneracion osea
(tablas XX y XI) y hace que sean necesarios muchos mas estudios que clarifiquen el

papel del PRP en los procedimientos regenerativos.
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EXPERIMENTACION ANIMAL MEDIANTE APLICACION DE PRP

PRP Aislado

PRP+Bio-0ss

PRP+h.autégeno

PRP+DFBA

PRP+Cerasorb

PRP+Otros

Fennis (2001)

J

Kim (2002)

Kim (2002)

Aghaloo (2002)

Choi (2003)

Fuerst (2003)

Zechner (2003)

Schlegel (2003)

Jakse (2003)

IAghaloo (2004)

Fuerst (2004)

Fennis (2004)

Yamada (2004)

Roldan (2004)

Schlegel (2004)

Weibrich (2004)

Fontana (2004)

Wiltfang (2004)
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Suba (2004) X

Fuerst (2004)

Velich (2004) \/

Jensen (2005) X

Butterfield (2005) X

Sweenen (2005) \/

Sanchez (2005) X

Tabla XX. Resultados de diferentes estudios existentes con el uso de PRP en experimentacion animal.
Aparacen marcados con una X aquellos estudios donde no se observaron efectos beneficiosos con el uso

del PRP y con una \/ aquellos estudios donde se observaron efectos beneficiosos con el uso del PRP.
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APLICACION DE PRP EN HUMANOS

PRP Aislado |PRP+Bio-oss |PRP+h.autégeno |PRP+DFBA [PRP+Cerasorb |PRP+Otros
Marx (1998) \/
Anitua (1999) '\/ \/

Kassolis (2000)

Shamanan (2001)

Robioni (2002)

Froum (2002) X

Camargo (2002) \/

Wiltfang (2003) X '\/
Rodriguez (2003) \/

Lekovic (2003) \/

Philippart (2003) \/

Wojtowize (2003) \/

Oyama (2004) \/

Ziv Mazor (2004) \/ \/

Kitoh (2004)

Demiralp (2004)

Basa (2004)

Roldan (2004)

Mercks (2004)

v

Tabla XXI. Resultados de diferentes estudios existentes con el uso de PRP en humanos.
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CONCLUSIONES

1) Aunque la densidad de masa 6sea (DMO) es superior en el grupo experimental
PRP+Bi0-Oss frente al control — y al grupo PRP, no existen diferencias significativas
respecto al control +, en el que se utilizé Bio-Oss como material de relleno, de forma

que el uso del PRP no influy6 en la densidad mineral ésea.

2) El uso de PRP no acelerd la reabsorcion del biomaterial, observando porcentajes
parecidos de biomaterial remanente tanto en el grupo experimental PRP+Bio-Oss como

en el control +, en el que se utilizd Bio-Oss aislado.

3) La utilizacion de PRP asociado a un biomaterial osteoconductor mejora, de
forma estadisticamente significativa la regeneracion 6sea vertical con respecto al uso
aislado del biomaterial, del PRP y del control —, confirmando de esta forma la hipdtesis

de trabajo.
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