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RESUMEN

El presente trabajo de tesis doctoral describe con detalle la elaboracién de un modelo
animal osteoporético en la especie ovina y la aplicacién en el mismo de PRP (plasma rico en
plaquetas), BMP-2 (proteina morfogenética désea 2) y ADSCs (células mesénquimales
procedentes del tejido adiposo) alogénicas en la regeneracidn de defectos éseos y la
osteointegracion de implantes de titanio. En este estudio experimental se emplearon un total
de 18 individuos que se dividieron en tres grupos de 6 animales (grupo 1= control, grupo 2=

osteoporosis, grupo 3= osteoporosis, defectos e implantes).

En la primera parte del estudio, y con el fin de inducir la osteoporosis, los individuos del
grupo 2 fueron sometidos a ovariectomia bilateral, recibieron corticoterapia y fueron
alimentados a base de una dieta pobre en Ca y Vitamina D. Para la validacion del modelo se
recurrié a la utilizacion de densitometria e histomorfometria dsea. Los valores obtenidos en
este grupo se compararon con los del grupo 1 que no fue sometido a ovariectomia ni a
corticoterapia y recibié una alimentaciéon convencional. En cuanto a la densitometria dsea se
desarrolléd un sistema de posicionamiento especifico que permitid garantizar la fiabilidad y
repetibilidad de las mediciones a nivel de las vértebras lumbares y cuellos femorales. Los
estudios histomorfométricos se efectuaron sobre piezas 6seas obtenidas postmortem,
concretamente vértebras lumbares y cuellos femorales, que fueron previamente incluidas en

bloques de metacrilato.

En la segunda parte del estudio, se crearon defectos 6seos a nivel de los céndilos
femorales y se colocaron implantes de titanio a nivel de la epifisis proximales de la tibia en
animales en los que previamente se habia inducido la condicion ostepordtica. En este tercer
grupo de individuos (n=6) se valoré la efectividad de la utilizacién de BMP-2, PRP y ADSCs
alogénicas a nivel de los defectos e implantes mediante mediciones histomorfométricas

realizadas sobre las muestras dseas obtenidas postmortem 2 meses después de la cirugia.

Respecto a los resultados obtenidos, el estudio estadistico de los valores densitométricos
e histomorfométricos de los animales de los grupos 2 y 3 mostré diferencias significativas con
respecto a los del grupo 1y reveld pérdidas de densidad mineral 6sea (DMO) suficientes como
para considerar a estos individuos osteopordticos. En cuanto a la regeneracién de defectos
Oseos, los valores medios de regeneracion dsea fueron inferiores en los defectos en los que se
emplearon ADSCs presentando diferencias estadisticamente significativas. Asi mismo, respecto

a la osteointegracion de implantes de titanio, los porcentajes de ostointegraciéon fueron
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también inferiores en los implantes en los que se emplearon ADSCs presentando diferencias
estadisticamente significativas respecto a los implantes en los que no se empled nada y
respecto a aquellos en los que se empled PRP y BMP-2. En estos ultimos los valores medios de
osteointegracién fueron superiores pero no mostraron diferencias estadisticamente

significativas respecto a los obtenidos en los implantes que no llevaban nada.

SUMMARY

This doctoral thesis describes the development of an osteoporotic sheep model and the application
of PRP (platelet-rich plasma), BMP2 (bone morphogenetic protein2) and allogeneic ADSCs (adipose
tissue-derived stem cells) to promote bone healing in bone cavitary defects and the osseointegration of
titanium implants in this experimental model. Eighteen animals were used in this experimental
procedure that were divided into three groups with six animals per group (group 1 = control, group 2 =

osteoporosis, group 3 = osteoporosis, defects and implants).

In the first part of this study, the individuals of group 2 underwent bilateral ovariectomy, received
glucocorticoid treatment and were fed with a low calcium and vitamin D diet. In order to validate the
osteoporotic condition of these animals, bone densitometry scans and bone histomorphometric
analyses were performed. Individuals of group 1 remained untreated and were fed with a conventional
diet, and their bone densitometric and histomorphometric values were used as reference values for
non-osteoporotic animals. A specific positioning system was developed to guarantee the reproducibility
and fiablity of the BMD (bone mineral density) measurements. Histomorphometric analyses were
performed in lumbar vertebrae and femoral neck bone samples obtained post mortem, that were

embedded in methyl methacrylate.

In the second part of this study, femoral condylar cavitary defects were created and titanim
implants were placed in a third group of osteoporotic sheep that had previously followed the same
osteoporotic induction protocol. The application of PRP, BMP2 and ADSCs to promote bone healing in
bone cavitary defects and the osseointegration of titanium implants was assessed in this group through

histomorphometric analyses of bone samples obtained postmortem.

BMD and bone histomorphotric values showed significative statistical differences between
individuals of groups 2 and 3 and individuals of group 1, and the BMD loss of groups 2 a 3 was big
enough to consider them as ostoporotic. Regarding the results of bone cavitary defects healing, the
bone regeneration mean values were lower in the defects treated with ADSCs, although these
differences failed to achieve statistical significance. Regarding the results of titanium implants
osseointegration (BIC), mean values were also lower in the implants treated with ADSCs compared with
the PRP + BMP2 treated implants and non-treated implants, showing significative statistical differences.
The BIC mean values were higher in the the PRP + BMP2 treated implants compared with the non-

treated.
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e 1,25 (0OH)3D: 1,25 dihidroxi-vitamina D3

e ADSCs: Células madre derivadas del tejido adiposo

e AEMPS: Asociacion espafiola de medicamentos y productos sanitarios
e AINES: Antiinflamatorios no esteroideos

e ALCAM: Molécula de adhesion celular leucocito-activada

e ASCs: Células madre adultas

e BA: Areade hueso

e BAI: Area de hueso interroscal

e BAP: Area de hueso perimplantaria

e BIC: contacto hueso implante

e BICc: contacto hueso implante a nivel de la regién cortical

e BMP: Proteina morfogenética dsea

e BRU: Unidades de remodelacion dsea

e C-FMS: Receptor del factorl estimulante de colonias

e CFU-U: Unidades formadoras de colonias fibroblasticas

e DBM: Matriz 6sea desmineralizada

e DC-STAMP: Proteina transmembrana especifica de las células dendriticas
e DE: Desviacion estandar

e DMO: Densidad mineral ésea

e DO: Densitometria dsea

o DXA: Absorciometria con rayos X de Energia dual

e EFG: Factor de crecimiento epitelial

e FDA: Agencia de drogas y alimentos de Estados Unidos

e FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

e FSH: Hormona foliculo estimulante

e GH: Hormona del crecimiento

e GM-CSF: Factor estimulante de colonias granulocitico macrofagico
e HA: Hidroxiapatita

e HLA-DR: Antigeno leucocitario humano-DR
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e HR-pQCT: Tomografia computarizada periférica de alta resolucién
e HTLV-I: Virus linfotrofico de célula T humano |

e HTLV-II: Virus linfotrofico de célula T humano

e |ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular

e |IGFs: Factores de crecimiento insulinico

e KeV: Kiloelectronvoltio

e LPA: Lipoaspiracion

e LRP5: Proteina asociada al receptor de lipoproteina de baja densidad 5
e M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrdéfagos

e MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

e Micro-CT: Microtomografia computerizada

e MO: Médula 6sea

e MSCs: Células madre mesenquimales

e OB: Osteoblastos

e OC: Osteoclastos

e OHT: Ovariohisterectomia

e OIC: Osteoporosis inducida por glucocorticoides

e OMS: Organizacion Mundial de la Salud

e OP-1: Proteina osteogénica-1

e OVX: Ovariectomia

e PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

o PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas

e PRP: Plasma rico en plaquetas

e QCT: Tomografia computarizada cuantitativa

e Quantitative US: Ultrasonografia cuantitativa

o RANK: Receptor activador del factor nuclear kappa

e RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B
e RM: Resonancia magnética

e RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute

e RUNNX2: Factor de trancscripcion 2 relacionado con Runt
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e Rx: Rayos X

e SCF: Factor de células madre

e TA: Area total

e TE: Tiempo eco

e TGFp: Factor de crecimiento transformante

e TNF: Factor de necrosis tumoral

e TR: Tiempo de repeticion

e VCAM-1: Proteina de adhesion de células vasculares-1
e VEGF-C: Factor de crecimiento del endotelio vascular
e VHB: Virus de la hepatitis B

e VHC: Virus de la hepatitis C

e VIH-1: Virus de la inmunodeficiencia humana-1

e VIH-2: Virus de la inmunodeficiencia humana-2

Fidel San Romadn Llorens 12



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales
alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio Introduccion

I1l. INTRODUCCION

Fidel San Romadn Llorens 13



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales
alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio Introduccion

1. OSTEOPOROSIS
1.1 Definicion

La osteoporosis es la enfermedad ésea metabdlica mas frecuente. Esta se define como
una enfermedad sistémica del organismo caracterizada por una disminucion de la masa dsea y
un deterioro de la estructura microscépica del tejido 6seo, que conlleva un incremento de la
fragilidad de los huesos y el consecuente aumento de la susceptibilidad para sufrir fracturas

dseas™’.

Figura 1. Diferencias microscopicas observadas en muestras de tejido dseo normal (izda) y osteoporético (dcha).

i

No obstante, en la practica clinica la definicidn operativa de osteoporosis que se utiliza es
la de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud, 1994), que se basa en la medicidn de la masa
6sea mediante densitometria ésea (DO). De esta forma la OMS define la osteoporosis como
una densidad mineral ésea (DMO) menor o igual a 2,5 desviaciones estandar por debajo de la
DMO promedio de personas adultas jovenes sanas, (“escala T” o “T score”). Asi, en funcién de
los valores densitométricos obtenidos la densidad mineral 6sea de los individuos puede

clasificarse como:

a) Normal: Cuando la densidad mineral dsea es inferior a -1 desviaciones estandar en la
escalaT.
b) Osteopénica: Cuando la densidad mineral ésea se encuentra entre -1 y -2.5 desviaciones
estandar en la escala T.
c) Osteopordtica: Si la densidad mineral dsea es inferior a -2.5 desviaciones estandar en la

escalaT.
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nermal bone density

Figura 2. T-score: Valor de DMO comparado con el valor promedio para personas sanas de 20 afios expresado en

términos de desviacion estandar (DE).

1.2 Clasificacion

La osteoporosis puede ser clasificada como:

1) Osteoporosis primaria

La pérdida de masa dsea esta ligada al proceso de envejecimiento (tipos | y IlI) o bien su
origen es desconocido (osteoporosis idiopatica). Suponen mas del 95% de los casos de

osteoporosis en mujeres y aproximadamente un 80% en los hombres®. A su vez se clasifica en:

1.1) Tipo | o postmenopausica
Estad relacionada con el déficit de estrdgenos que tiene lugar tras la menopausia. La
pérdida de masa dsea es superior a nivel del hueso trabecular y el mayor porcentaje de
las fracturas que conlleva se localizan a nivel de las vértebras lumbares y la region
distal del radio (fractura de Colles)*. Afecta fundamentalmente a mujeres de entre 50 y

75 afos.

1.2) Tipo Il o senil
Asociada a cambios fisioldgicos relacionados con el envejecimiento. La pérdida de
masa dsea es superior a nivel del hueso cortical y las fracturas de cadera son las que

tienen mayor representacion®. Afecta a hombres y mujeres a partir de los 70 afios.

1.3) Osteoporosis idiopatica

Cuando su causa es desconocida.
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2) Osteoporosis secundaria

Las causas de osteoporosis secundaria son multiples (Tabla 1): enfermedades genéticas,
endocrinas, gastrointestinales, hematoldgicas, reumatoldgicas, nutricionales, farmacoldgicas,

etc’.

Tabla 1. Diferentes causas de osteoporosis secundaria *

1. Enfermedades endocrinoldgicas A. Estados hipogonadales

- Insensibilidad a los andrégenos

- Trastornos de la conducta alimentaria
- Amenorrea de los atletas

- Hiperprolactinemia

- Panhipopituitarismo

- Menopausia precoz

- Sindrome de Turner o de Klinefelter

1. Enfermedades endocrinolégicas B. Patologias endocrinas

- Acromegalia

- Insuficiencia suprarrenal

- Enfermedad de Cushing

- Diabetes mellitus tipo |

- Hiperparatiroidismo primario y
secundario.

- Secrecién tumoral de PTH

- Hipertiroidismo

- Déficits nutricionales (Calcio, Vitamina

D, Magnesio, etc.)

2. Enfermedades gastrointestinales - Enfermedad celiaca

- Gastrectomia

- Malabsorcion

- Enfermedad Inflamatoria Intestinal
- Cirrosis biliar primaria

- Enfermedad hepatica grave

- Insuficiencia pancredtica exocrina.

3. Trastornos genéticos - Hemocromatosis

- Hipofosfatasia
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Osteogénesis imperfecta
Sindrome de Ehrles —Danlos
Sindrome de Marfan
Sindrome de Menkes
Sindrome de Riley-Day
Porfirias

Enfermedades de depdsito

4.

Trastornos hematoldgicos

Mieloma mdltiple
Leucemias y linfomas
Mastocitosis sistémica

Anemia perniciosa

5.

Enfermedades reumaticas

Artritis reumatoide

Espondilitis anquilosante

6.

Transplante de 6rganos

Trasplante de médula
Trasplante de rifidn, higado, corazén o

pulmén.

7.

Drogas

Anticoagulantes: heparina 'y
cumarinicos

Anticomiciales

Ciclosporina y Tacrolimus

Drogas Citotdxicas

Glucocorticoides y ACTH

Agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas

Metotrexato
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1.3 Epidemiologia

La OMS considera la osteoporosis el segundo problema de salud en importancia, siendo el
primero las enfermedades cardiovasculares. El aumento de la esperanza de vida ha traido
consigo un aumento de su incidencia afio tras afio. Merced a este Ultimo hecho y a su caracter

asintomatico la osteoporosis ha sido denominada como la “epidemia silente del siglo XXI”.

Cuando hablamos de osteoporosis nos encontramos frente a un problema sanitario global
cuya importancia va en aumento con el envejecimiento de la poblacién. Se trata de un proceso
prevenible y tratable, pero la falta de signos de alerta previos a la apariciéon de fracturas,
conlleva que pocos pacientes sean diagnosticados en fases tempranas y tratados de forma

efectiva®.

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas prevalente. Su distribucidon dentro
de la poblacién estd fuertemente ligada al sexo. Se ha observado que las mujeres tienen una
densidad 6sea menor que los hombres y que después de la menopausia, la incidencia de
fracturas es de dos a tres veces mayor que en los hombres. En Espaia la prevalencia en
mujeres es 2,5 veces superior a la que presentan los varones y se estima que a nivel mundial

podria afectar a aproximadamente 200 millones de mujeres ’.

En cuanto a la distribucion mundial de la enfermedad debemos considerar que aquellos
paises con esperanzas de vida media superiores, presentaran una poblacién mas longeva y por
lo tanto una mayor prevalencia. Esto contribuye a que la posibilidad de desarrollar
osteoporosis en dreas de Norteamérica y Europa sea superior. No obstante, también se han
descrito diferencias étnicas relacionadas con el desarrollo de la enfermedad y la consecuente
aparicion de fracturas. Por ejemplo, las mujeres de raza blanca caucasica tienen una mayor
incidencia de fracturas que las hispanas y que las afroamericanas ®°. Los individuos de raza
afroamericana presentan DMO medias superiores por lo que presentan una menor
predisposicién al desarrollo de la enfermedad. Ademas, otros factores morfoldgicos propios de
la constitucion esquelética, como una menor longitud del cuello femoral que ha sido
constatada en individuos de raza asiatica, parecen dificultar la aparicién de fracturas de cadera
independientemente de los valores de DMO ™. Sélo en el afio 2000 se contabilizaron alrededor
de 9.000.000 de fracturas osteopordticas en todo el mundo, siendo Europa el continente que

; , 11
presentd un mayor nimero de casos (34,8%) .
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A nivel nacional, se calcula que 2 millones de mujeres y 800.000 varones presentan
osteoporosis, esto supone aproximadamente el 35% de las mujeres espaiiolas mayores de 50
afos, porcentaje que se eleva a un 52% en las mayores de 70 afios. Una de cada 5 mujeres de
mas de 50 afios tiene al menos una fractura vertebral debida a la osteoporosis, que se asocia a
deterioro de la calidad de vida y a riesgo aumentado de otras fracturas 2. Ademds, existe una

elevada mortalidad asociada a la presentacion de fracturas de cadera y vertebrales .

50

; 40 Hombres
E O Mujeres
g 30 1
z 20 1
4 10 [

50-54 55-59  060-64 6509 7074 7579

Edad (afios)

Figura 3. Incidencia de la fractura vertebral en funcion de la edad y el sexo !

Respecto a la localizacion de las fracturas osteoporodticas, éstas van a encontrarse
principalmente a nivel de la cadera, porcién distal del radio (fractura de Colles) y vértebras
lumbares. Seguin los resultados publicados por Johnell et al'!, de los 9.000.000 de fracturas que
se estima se produjeron en el afio 2000, 1.600.000 fueron fracturas de cadera, 1.700.000
afectaron a la regién del antebrazo y 1.400.000 fueron fracturas vertebrales. Otras regiones
corporales comunmente asociadas con fracturas osteopordticas son el humero, la tibia, el

peroné, las costillas, la clavicula, la escapula y el esternén™.
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Figura 4. Nimero de miles casos de fracturas osteopordticas en funcion de la edad y distintas localizaciones

;. o . . ~ 2
anatémicas contabilizadas a nivel mundial en el afio 2000

Desde un punto de vista epidemioldgico, también es interesante valorar la mortalidad
asociada a la aparicién de fracturas osteopordticas. Por causas poco conocidas, la mortalidad
hospitalaria por fractura de cadera y fractura vertebral es el doble en varones que en las
mujeres (10% frente a 4,7%) y la mortalidad al afio de la fractura también es mayor en varones
con respecto a mujeres (35-37% frente a 28%) . Las fracturas de Colles (porcién distal del

radio), sin embargo, no se han asociado a un incremento de la mortalidad 5

1.4 Fisiopatologia de la enfermedad

Para poder comprender los mecanismos responsables del desarrollo de la osteoporosis,
es necesario un profundo conocimiento de la anatomia, histologia y fisiologia 6sea en

condiciones no patoldgicas.
1.4.1 Anatomia e histologia 6sea: composicidn y organizacion del hueso

El esqueleto humano se compone de 213 huesos, sin tener en cuenta los sesamoideos *°.

En funcién de su morfologia vamos a encontrar cuatro tipos de huesos:

- Huesos largos: claviculas, humeros, cubitos, radios, metacarpianos, fémures, tibias, peronés,

metatarsianos y falanges.
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- Huesos cortos: huesos carpales y tarsales, rétulas y sesamoideos.
- Huesos planos: huesos del crdneo, mandibula, escapula, esterndn y costillas.

- Huesos irregulares: vértebras, sacro, coxis y huesos hioideos.

Fémur (largo, tubular)

Vs,

Hueso del talén (corto

)
S,
{
6/ Escapula

< 4@33 /\) (plano)
Vértebra
(irregular)
8

Figura 6. Ejemplos de diferentes tipos dseos

Figura 5. Morfologia del esqueleto humano

En el hueso del individuo adulto podemos encontrar dos tipos de tejido dseo claramente
diferenciados: el hueso cortical y el hueso trabecular o esponjoso, cuya proporcién vy
distribucidn variard en funcién del tipo éseo y de la localizacion dentro del hueso. Asi, las
vértebras presentan un ratio hueso cortical: esponjoso de un 25:75, la cabeza femoral un

ratio 50:50 y la diafisis radial 95:5 *.

Microfotografias electronicas del hueso cortical (izquierda)
y trabecular (derecha)

Cortical bone

‘.J

Figuras 7 y 8. Distribucién de hueso

cortical y trabecular/esponjoso (fig.7 izda). Microfotografias del tercio proximal del fémur (fig.8 dcha)3

El tejido éseo cortical constituye la superficie externa del hueso y encierra en su interior

al hueso esponjoso, constituido por placas trabeculares y barras tisulares que se conectan
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entre si y con la cara interna de las corticales dseas. Dicho tejido carece de cavidades
vasculares, ya que su matriz extracelular se ordena en laminillas éseas, que se pueden
disponer de manera paralela (hueso cortical laminar) o de manera concéntrica alrededor de
un canal (hueso compacto de tipo ostednico). A través de dichos canales discurren vasos
sanguineos y nervios, y junto con las laminillas 6seas concéntricas y los osteocitos, dispuestos
entre las laminillas, forman un conjunto denominado “osteona”o sistema de Havers. Los
canales de Havers de osteonas cercanas estan conectados mediante canales transversales
denominados canales de Volkmann. Del orden de 4 a 20 laminillas éseas se disponen
alrededor de un canal de Havers. Los osteocitos se encuentran en unos huecos localizados en
las laminillas dseas denominados lagunas. De estas lagunas salen pequefios conductos
denominados canaliculos por donde los osteocitos emiten prolongaciones celulares. Los
canaliculos se abren a los canales de Havers por donde viajan los vasos sanguineos, y desde

donde los osteocitos obtienen los nutrientes 2.

Haversian |nterstitial

Canaliculi\,,\ lame!lae |§5ne||z\ »/Compactbone
Osteocyte L "N v, ‘Q&jf LI, Spongy bone
Lacuna 4 R 4};( = ({r trabeculae
1 J
"z
2 2y
PN,
Outer (24N
fibrous AS )
- ayer = . Haversian
Periosteum

% canals

=

Inner
osteogenic

layer 7
Z Lymphatic vessel in

Haversian canal

\ Blood vessel in

z Volkmann's canal

A\, Volkmann's canal
\

Osteoblast

Blood vessels in
Haversian canal

. .. 4, . . 4
Figura 9. Esquema de una seccién ésea corticoesponjosa de un hueso largo

El hueso esponjoso o trabecular presenta grandes espacios denominados cavidades

vasculares, ocupados por vasos sanguineos y elementos hematopoyéticos. Estas cavidades
estan delimitadas por trabéculas éseas en las cuales las fibras de coldageno pueden estar
dispuestas de manera entrecruzada (hueso trabecular no laminar) o bien ordenadas en
laminillas dseas (hueso trabecular laminar). Generalmente, durante la formaciéon de los
huesos u osteogénesis se forma primero un hueso trabecular no laminar, denominado
primario, que posteriormente sera sustituido por un hueso secundario que es trabecular
laminar. Este Ultimo se encuentra por lo general en el interior de los huesos, como el interior

rpe . . 1
de la epifisis 0 en la cabeza de los huesos largos, siempre rodeado por hueso compacto®®.
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El hueso cortical supone un 80% de la masa dsea y el trabecular el 20% restante. El hueso
cortical tiene una baja relacién superficie/volumen y su principal funcion es la proteccion y el
soporte. El hueso esponjoso estd conformado por trabéculas dispuestas en panal y presenta
una elevada relacion superficie/volumen que es muy importante para un metabolismo dseo

normal.

Ademas en el hueso se pueden diferenciar dos fases principales en su composicion: la fase
mineral o inorganica, y la fase orgdnica u osteoide. La fase organica estd fundamentalmente
compuesta por fibras de coldgeno de tipo | y proteinas no coldgenas como la osteocalcina,
osteonectina, sialoproteinas y la osteopontina. También podemos encontrar enzimas y
factores de crecimiento. En el adulto las fibras de coldgeno de tipo | se disponen
preferencialmente en capas formando una estructura tipicamente laminar *°. La fase mineral u
inorganica estd constituida por cristales de hidroxiapatita de calcio y fésforo. Dichos cristales
se depositan sobre la matriz orgdnica y constituyen aproximadamente el 65% del peso seco del

hueso.

Figura 10. Fotografia de microscopia electrénica de barrido, en donde se ve la forma de los cristales de
hidroxiapatita, uno al lado del otro, en forma ordenada. Entre medio deberian ir las proteinas que dirigen su
crecimiento ordenado’

El altimo componente del hueso son las células dseas, dentro de las cuales podemos

diferenciar tres tipos celulares fundamentales:

1) Osteoclastos (OC): son las Unicas células del organismo que presentan capacidad de

resorcion dsea'’. Provienen de estirpes celulares de la linea monocito-macrofagica

ubicadas en la médula 6sea®.
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Figura 11. Imagen microscopica de un osteoclasto

2) Osteoblastos (OB): su funcién principal es la sintesis de la matriz 6sea no mineralizada

denominada osteoide. Provienen de la maduracién de células mesenquimales

existentes en la médula dsea.

3) Osteocitos: Su funcidon es mantener las actividades celulares del tejido éseo como el
intercambio de nutrientes y productos de desecho. Se originan a partir de osteoblastos
quedan atrapados en la matriz dsea recién sintetizada durante el proceso de sintesis

dsea.

Figura 12. Imagen microscépica de tejido dseo

1.4.2 Fisiologia 6sea

El tejido déseo constituye uno de los mayores sistemas del organismo y desempefia
multiples funciones: sirve de sustento y proteccién de tejidos blandos, constituye un anclaje
muscular indispensable para la funcidon locomotora, actia como reservorio de iones vy sirve de
almacenamiento activo de la médula dsea, interaccionando con células precursoras de la

hematopoyesis™.

Como drgano de soporte, el esqueleto, estd expuesto a procesos de deterioro como los

que sufren otras estructuras que tienen que resistir cargas mecanicas. Pero a diferencia de las
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estructuras de soporte inertes (columnas, vigas, etc.), el hueso es un érgano vivo, con
capacidad para renovarse, lo que le permite mantener sus condiciones de resistencia. Este
proceso de renovacidn tiene lugar de forma continua, y recibe el nombre de “remodelacién

22,23

6sea’?”. La velocidad con que se lleva cabo se denomina “recambio” o “turnover 6seo?.

1.4.3 Proceso de remodelacion dsea

La renovacion ésea se lleva a cabo mediante la destruccion por los osteoclastos de
pequeinas unidades microscépicas de tejido, que estdn dispersas por el esqueleto y que se
denominan unidades de remodelacion dsea (BRU), que son posteriormente sustituidas por un
tejido nuevo formado por los osteoblastos. Los precursores de los osteoclastos se transforman
en osteoclastos maduros (fase de activacion) y comienzan a resorber hueso (fase de
resorcion), labrando una cavidad tuneliforme en el hueso cortical (cono de apertura) o lacunar
en el hueso trabecular (laguna de Howship) que tras un periodo de aparente inactividad (fase
de inversidn), serd ocupada por matriz 6sea neoformada por osteblastos (fase de formacién)
que se mineralizard unos quince dias después. A continuacién, se describen cada una de las

fases que componen el ciclo de remodelacion dsea con mas detalle.

Vaso sanguineo

Nuevas células
en reposo

Factores locales *
= ‘ Osteoblastos
*  Osteoclastos

Celulas
en reposo

[
! Microfracturas
-

Nuevos
N osteocitos

¥ | Osteocito T
"-— 'iiapoptotico .
ﬁ . .d d

Figura 13. Unidad de remoldelado éseo (BRU)6

Fase de activacion: durante esta fase se va a producir una transformacién de los

precursores de osteoclastos a osteoclastos maduros y su activacién, indispensable para su
posterior adhesion a la zona de remodelacion y para llevar a cabo el proceso de resorcién dsea
que tendra lugar en la siguiente fase del ciclo de remodelacion dsea. El osteoclasto es una
célula multinucleada producto de la fusidén de precursores mononucleares (preosteoclastos)
mediante la participacion de la proteina DC-STAMP (proteina transmembrana especifica de las

células dendriticas), entre otras. Tiene origen hematopoyético y deriva de una célula que es
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precursora comun del osteoclasto y el macréfago. En el desarrollo del osteoclasto y en su
activacion funcional es primordial un receptor de superficie denominado RANK (receptor
activador del factor nuclear kappa B), sobre el cual actia una molécula conocida como
“ligando del RANK o RANKL“que estd presente en la membrana de células de estirpe
osteoblastica.”* La interaccion RANK-RANKL implica un contacto directo célula a célula, aunque
el RANKL estd ocasionalmente presente en forma soluble. Para activar el osteoclasto es
necesaria también la presencia del factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF),
formado también por células de estirpe osteoblastica, pero que no esta unido a la membrana
celular sino que es un factor soluble. El osteoclasto posee un receptor especifico (C-FMS,
receptor del factor 1 estumulante de colonias) para el M-CSF.Las células de linaje osteoblastico
producen, ademas, otras sustancias para las que también existen receptores en el osteoclasto
consideradas “coestimuladoras respecto al sistema RANK-RANK-L”. Asi mismo también
actuaran sobre el osteoclasto sustancias originadas en otros tipos celulares que seran
activadoras (Factor de necrosis tumoral-TNF, Factor de crecimiento del endotelio vascular-
VEGF-C, Interleuquinas 1, 3, 6 y 11) e inhibidoras (calcitonina, Interleuquinas 4, 10 y 18)25. La

propia interaccién del osteoclasto con la matriz 6sea aumenta su supervivencia.

Precursor de
osteoclasto Los estrOgenos ’
RANKL inhiben la actividad
secteatdo por de los osteoclastos
los osteoblastos g
e © O RANKL se une a RANK
LY o W desencadenando
) : la maduracion
0’ ® X

’ ’ OPG se une a RANKL, RANKL se une a

y inhibiendo la maduracion RANK, activando

= y activacion de los osteoclastos alos osteoclastos

e R
=4
Osteoblastos
(formacion 6sea)
© RANKL
&) rankL
Osteoblastos
OPG (resorcion dsea)

Figura 14. Control de la actividad de los osteoclastos mediante la interaccidn entre el receptor activador del ligando
del factor nuclear-kB (RANK) y la osteoprotegerina (OPG)7

Fase de resorcion: En esta fase los osteoclastos maduros se adhieren a la superficie de la

zona de remodelacién y desarrollan el proceso de resorcién dsea.

Para poder destruir el hueso, este adopta una morfologia especial . La parte de la
membrana que se pone en contacto con el hueso adopta una forma rugosa o “borde en

cepillo”, dicho borde estd constituido por microvellosidades a las que se vierten hidrogeniones,
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que eliminaran el componente mineral, y enzimas que eliminan el coldgeno como la catepsina.
Este proceso se lleva a cabo mediante una bomba de protones H+K+ATPasa %°. En la periferia
de la zona rugosa se forma un anillo cuya superficie tiene la propiedad de unirse intimamente
al hueso, quedando en el interior de dicho anillo un espacio sellado del que los hidrogeniones

y las enzimas no pueden escapar.

Tanto en la formacién del anillo de actina como en el de la superficie rugosa juega un
papel fundamental el citoesqueleto de la célula, ya que su configuracién marca el camino de
las vesiculas citoplasmaticas hacia las microvellosidades, en las que liberaran su contenido que

sera vertido al espacio sellado donde ejercerdn su efecto osteodestructivo.

Fase de inversion: en esta fase, la superficie 6sea queda libre de células exceptuando unos

pocos fagocitos mononucleares que cubren y limpian la cavidad resortiva y forman un
recubrimiento sdlido (glucoproteina) que constituye una linea de cementacién sobre la que se

depositard el hueso nuevo.

Fase de formacidn: en esta fase los osteoblastos sintetizaran matriz dsea que rellenara el

espacio creado durante la fase de resorcion. Una vez desempefiada su funcién,
aproximadamente la mitad de los osteoblastos formadores de hueso mueren por apoptosis. La
otra mitad o bien se transforman en osteoblastos de superficie que cubren el hueso recién
formado (células de recubrimiento), o bien a medida que forman hueso, quedan atrapados en

el interior de la matriz 6sea y se transforman en osteocitos.

Los precursores de los osteoblastos derivan de células del mesénquima estromal y se
convierten en osteoblastos maduros bajo la influencia de diversos factores de crecimiento,
hormonas y citoquinas. Los principales factores implicados en su maduracién son el RUNX2
(factor de trancscripcién 2 relacionado con Runt), OSTERIX, ATF4 (Factor de transcripcion
activador 4) y el AP1 (factor de trascripcidon heterodimérico compuesto de proteinas de las
familias FOX y JUN). Otras sustancias que estimulan la formacién del hueso por el osteoblasto
son las proteinas morfogenéticas dseas (BMP) el TGFB (Factor de crecimiento transformante
beta), IGFs (Factores de crecimiento insulinicos), FGF (Factor de crecimiento fibroblastico),

PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas), la endotelina, PTHrp, etc.”.

El osteoblasto ademds de la funcidon osteoformadora tiene una funcion reguladora de la
destruccién 6sea. Este o sus precursores poseen capacidad para producir sustancias que
estimulan al osteoclasto. El osteoclasto produce una sustancia llamada osteoprotegerina

(OPG) que presenta afinidad por el propio RANKL, de forma que se une a él impidiendo que
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este acceda al RANK y por tanto evitando la estimulacion del osteoclasto. Es decir, el
comportamiento del osteoclasto varia en relacion RANKL/OPG. Numerosos factores que
actuan sobre el osteoclasto (Parathohormona-PTH y 1,25 dihidroxivitaminaD3 - 1,25 (OH)3D)
lo hacen al menos en parte indirecta a través del osteoblasto modificando esta relacidn

RANKL/OPG.

La via Wnt/beta-catenina establece un nexo entre las funciones osteoformadora y
osteoclastogénica de los osteoblastos ya que la betacatenina esta implicada en la regulacion
del equilibrio RANKL/OPG desviandolo a favor de la segunda. En resumen la activacion de la via
en la fase temprana de la vida de las células de estirpe osteobldstica induce formacion,
mientras que en las fases tardias reduce la osteoclastogénesis. Se ha sugerido que el ligando
del LRP5 (proteina asociada al receptor de lipoproteina de baja densidad 5) decide cudl de las
dos funciones debe predominar. Las mutaciones de la proteina LRP5 pueden conducir a
osteoporosis 0 a una masa dsea alta. Los diversos factores de la via Wnt/beta-catenina regulan

la formacidn de los osteoblastos, inhiben su apoptosis y aumentan su tiempo de vida.

Bajo condiciones fisioldgicas normales en el proceso de remodelacién dsea la formacién
de hueso concuerda estrechamente con la resorcidn dsea, existiendo un equilibrio entre
ambas (el volumen de masa désea que se elimina se reemplaza con la misma cantidad de
hueso). La ruptura de dicho equilibrio por diferentes causas conduce a situaciones patoldgicas

como, por ejemplo, la osteoporosis.

Tabla 2. Factores de desarrollo y diferenciacién de las células dsea °

Factores de crecimiento

1. Proteinas morfogenéticas (BMP).
Son capaces de iniciar la osteoblastogénesis.
Estan implicadas en el desarrollo del esqueleto durante la vida embrionaria.
BMP 2 y 4 inician el linaje osteobldstico en la médula 6sea adulta desde los precursores
mesenquimaticos.
Estimulan la transcripcion de genes para la transcripcién osteoblastica especifica.
Factor de crecimiento transformador beta (FTCB).
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP).
Factor de crecimiento similar a la insulina (FCIL).

vk wnwN

Factores de crecimiento fibroblastico (FCF).
Todos pueden estimular la diferenciacidon osteoblastica, influyendo en la diferenciacion y

replicacién de progenitores osteoblasticos diferenciados.
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Citoquinas

1. Estimulan el desarrollo de osteoclastos:
e Interleuquina l, 3, 6, 11.
e Factor inhibitorio de leucemia.
e Oncostatin M.
e Factor de necrosis tumoral.
e Factor netrdfico ciliar.
Factor estimulador de colonia granulocitico macrofagico (GM-CSF).
2. Inhiben el desarrollo de osteoclastos:
e Interleuquina 4, 10, 18.
e Interferon gamma.

Hormonas sistémicas

1. PTH, 1,25 (OH)3D: potentes estimuladores de la formacién osteoclastica.

2. Calcitonina: inhibe el desarrollo y actividad del OC y promueve su apoptosis.

3. Estrégenos, androgenos, glucocorticoides y tiroxina: potentes reguladores que influyen en
el desarrollo de OC y OB a través de la regulacidn de la produccién y /o accién de varias
citoquinas.

Moléculas de adhesidon

Para el desarrollo de OC y OB son necesarias sefiales autocrinas, paracrinas, endocrinas e
interacciones célula-célula y célula-matriz, que son llevadas a cabo por proteinas expresadas
sobre la superficie de estas células y son responsables del contacto entre precursores
osteoclasticos con células estromales/osteobldsticas, denominadas moléculas de adhesién.

Estan incluidas, integrinas, selectinas, caderinas y proteinas de transmembrana.
- Estan comprometidas en la migracidon de progenitores OC y OB desde la médula
6sea (MO) a sitios de remodelacion.
- Iniciacidn y cese de reabsorcidn dsea osteoclastica.

- Control de desarrollo y apoptosis del OCy OB.

Tabla 3. Factores sistémicos y locales que intervienen en la formacién y resorcién dseas’
INCREMENTAN

Sistémicos
Formacion Reabsorcion
Fluoruros Parathormona (PTH)
Parathormona Péptido relacionado a PTH
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Prostaglandinas Calcitriol
Citoquinas Tiroxina
Locales

BMP Interleuquina 1,6,11,17
FCTB FCF
FCIL Prostaglandinas
FCF RANKL
FCDP TNF alfay beta
Prostaglandinas FC alfa

M-CSF

GM-CSF

SCF (Factor de células madre)

DISMINUYEN \

Sistémicos
Formacion Reabsorcién
Corticosteroides Calcitonina
Estrégenos
Testosterona
Locales
FC beta

Interferén gamma
Interleuquinas 4,10,13,18
Osteoprotegerina

1.4.4 Osteoporosis inducida por glucocorticoides (OIC)

Los efectos adversos producidos por los glucocorticoides (GC) sobre el esqueleto no
fueron descritos hasta que en 1932, Cushing observé la descalcificacion que acompafiaba a la
hiperplasia suprarrenal producida por un adenoma hipofisario productor de hormona
adrenocorticotropa30; sin embargo hasta que los glucocorticoides no empezaron a ser
utilizados con cardcter terapéutico por via exégena, hace mds de 50 afios , el efecto nocivo de
estos farmacos, que se puso inicialmente de manifiesto por la aparicién de fracturas
vertebrales, no habia supuesto suficiente motivo de preocupacién31.

De los multiples efectos adversos que pueden presentar los GC, las fracturas
osteopordéticas son el mas devastador, pudiendo afectar a entre un 30 % y 50% de los
pacientes *****. Si consideramos que sélo en Estados Unidos mas de 30 millones de personas

reciben medicamentos bajo prescripcion médica cuyo componente principal son los

Fidel San Romadn Llorens 30



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales

alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio Introduccion

glucocorticoides®, podemos hacernos una idea de la magnitud e impacto socioeconémico de

este problema.

Fisiopatologia de la OIC: La OIC es multifactorial y se produce por la acciéon de los

glucocorticoides a diferentes niveles dentro de los cuales vamos a destacar:

Accidn sobre células del metabolismo dseo: los GC inhiben la produccidn, maduracion y

actividad de los osteoblastos, a la vez que incrementan la apoptosis de osteblastos maduros y

336 La disminucidn en el numero viable de osteocitos ha sido demostrada en

osteocitos
biopsias dseas de la cresta iliaca procedentes de pacientes tratados con glucocorticoides®,
esta disminucidn podria afectar a la funcién que éstos desempeiian en la regulacién de la

calidad 6sea y a su capacidad para detectar y reparar dafios microscépicos en el tejido dseo.

La inhibicién de la formacion ésea se debe en parte a una disminucién en la actividad y
produccién de factores de crecimiento, hormonas sexuales y citoquinas. Los GC ejercen
diversas acciones sobre el eje GH-IGF-1 (GH, Hormona de crecimiento) como la disminucién
del IGF-1, medidor de la funcién osteoblastica, y de proteinas de unidn al IGF-1 que tienen
efectos estimuladores sobre la formacién désea *>*°. Asi mismo al disminuir la expresién de
proteinas como la BMP2 y la RUNX-2 que son imprescindibles para la diferenciacién de células

precursoras de osteoblastos, inhiben la proliferacién y diferenciacién de los mismos*°.

Por otro lado los GC inhiben la expresion del gen colageno tipo | y estimulan la expresion
por osteoblastos y condrocitos de colagenasa 3*, que degrada el colageno tipo | y tipo II
(principales constituyentes de la matriz 6sea y cartilaginosa), interfiriendo de esta forma en la
sintesis de matriz dsea. Los GC también parecen aumentar la vida media de los osteoclastos
contribuyendo asi a un incremento en la resorcién 6sea®. Ademas, los GC inhiben la sintesis de

OPG, ademas de incrementar la expresion de RANKL*, estimulando la osteoclastogénesis.

Accion _sobre _hormonas y metabolismo mineral: los GC son capaces de alterar el

metabolismo del calcio. En funcidon de la dosis, pueden ocasionar una disminucion de la

absorcién intestinal del calcio y un aumento de su excrecion renal. Dicho incremento se debe

por un lado a una mayor movilizacidon del calcio procedente del hueso pero también a una
./ . . 1

accion directa de los GC a nivel renal*.

Aunque existen pocas evidencias de que la administracidn de GC produzca un verdadero

hiperparatiroidismo secundario, la hormona paratiroidea puede ser estimulada directa o
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indirectamente principalmente por desequilibrios en el metabolismo calcico ***2. Los GC
pueden ademas incrementar la sensibilidad renal y de los osteoblastos a la accion de la PTH
produciendo un incremento del remodelado 6seo vy la consiguiente pérdida de hueso®. Asi
mismo, los GC disminuyen la produccién de hormonas sexuales, incluidos los estrégenos
(implicados en el desarrollo de osteoporosis postmenopausica) y de la testosterona, que afecta

a las células éseas.

Accion sobre el tejido muscular: los GC producen también efectos deletéreos sobre las

células musculares dando lugar a miopatias originando debilidad muscular e incrementando el

riesgo de caidas y por tanto de fracturas.

1.4.5 Osteoporosis postmenopausica

La pérdida de masa dsea esta ligada inevitablemente al proceso de envejecimiento en
ambos sexos. Esta pérdida se acelera en los afios posteriores a la menopausia en mujeres,
independientemente de sus antecedentes raciales o étnicos y en ambos sexos bajo la
administracién de algunas drogas como los corticoides y en determinadas situaciones
patolégicas como el hipertiroidismo. La menopausia se define como el cese de Ia
menstruacion, que es precedida por un periodo de uno o dos afios en el cual se produce una
disminucién gradual de la produccién de estrégenos ovdricos. La menopausia tiene lugar en la
mayoria de las mujeres aproximadamente a la edad de 51 afios™. Con el cese de la funcién
ovarica se observa una pérdida rapida de hueso, de un 2 a un 4% por afio en los 3-5 afios
siguientes a la menopausia, pérdida anual muy superior al 1% de la que es responsable el

envejecimiento“s'46

. A'lo largo de su vida una mujer puede llegar a perder hasta un 30 % de su
hueso original que forma los ejes de los huesos de las extremidades y representa
aproximadamente 4/5 partes del esqueleto. A nivel del hueso trabecular la pérdida puede
llegar a ser del 50%"". Sin embargo, es de vital importancia considerar que la probabilidad de
que un individuo pueda desarrollar osteoporosis dependerd, en un alto grado, de la masa ésea

maxima que haya alcanzado durante su juventud.

Fisiopatologia de la osteoporosis postmenopausica: el déficit estrogénico que se produce
en la mujer durante la menopausia acarrea un aumento del reclutamiento, actividad y vida de
los osteoclastos que da lugar a un aumento en el nimero y actividad de las BRU. También se
ha descrito un incremento de la apoptosis de los osteoblastos, este hecho unido a un
incremento en las BRU trae consigo un balance negativo en estas unidades de remodelado

dando lugar no sélo a trabéculas mas finas, sino en ocasiones a lagunas de resorcion mas
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profundas y a una pérdida de la conectividad del hueso que fundamentalmente afecta al hueso

trabecular®.

La accién directa de los estrégenos sobre osteoblastos y osteoclastos se efectua a través
de receptores para los estrégenos que estas células expresan. No obstante, el mayor efecto de
los estrogenos es la inhibicion de la resorcidn ésea®. Los estrégenos inhiben la proliferacion y
diferenciacion de precursores osteocldsticos y promueven la apoptosis de osteoclastos
maduros, reduciendo asi su supervivencia. Se ha demostrado que los estrégenos utilizan
multiples vias para alterar la secrecion de RANKL y que ademds tienen efectos sobre la
osteoclastogénesis a través de células T, en las cuales los estrogenos han demostrado regular
la produccién de la citoquina TNFalfa y modular la produccién de Oxido Nitrico (NO) >*°%.
Ademas, los estrégenos también aumentan la secrecidon de OPG. Por lo tanto, su deficiencia,
origina una disminucidn en la expresion de la misma, mientras que la terapia estrogénica
previene dicha disminucidn. Es muy probable que la OPG tenga un papel preponderante en la
accién antiresortiva de los estrégenos *°. Los estrégenos también son capaces de regular el
remodelado éseo a través de mecanismos indirectos mediados por cambios en el Calcitriol o la

PTH49,52

Por ultimo, al disminuir durante la menopausia los niveles de estrégenos, se produce un
incremento de los niveles de la hormona foliculo-estimulante (FSH). Se ha descrito que la FSH
recombinante estimula la formacion de osteoclastos procedentes de médula 6sea humana en
presencia de RANKL. Parece ser que la FSH incrementa la cascada de fosforilacién de las
quinasas RANKL-sensitivas™. Ademds la FSH también estimula la produccién de TNFalfa por

parte de células precursoras de macréfagos presentes en la médula ésea >*.

1.5 Diagnostico de la osteoporosis

Generalmente la osteoporosis no es detectada hasta que aparecen signos clinicos
evidentes como son una disminucidn de la estatura o la aparicidon de fracturas patoldgicas.
Puesto que la osteoporosis cursa de manera asintomadtica hasta que se observan las
complicaciones 6seas, es de vital importancia llegar a un diagnédstico precoz, inducido por la
historia clinica, factores genéticos, nutricionales y ambientales, determinacidon de marcadores

bioquimicos y cuantificacién de la densidad mineral 6sea mediante densitometria.
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El diagndstico por imagen tiene una importancia critica a la hora de identificar a los
individuos que presentan un mayor riesgo de fractura y que requieren tratamiento médico
preventivo para reducirlo, asi como para monitorizar la respuesta al tratamiento. La
absorpciometria dual por Rayos X (DXA) es actualmente la técnica de eleccidon para medir la
densidad mineral dsea de acuerdo con las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS).

En los ultimos afios se han realizado grandes esfuerzos para desarrollar técnicas de
diagndstico por imagen avanzadas que permitan valorar la calidad y fragilidad del hueso,
dentro de las cuales podemos destacar la Tomografia computarizada de alta resolucion
periférica (HR-pQ CT), tomografia computarizada cuantitativa (QCT), la Resonancia Magnética

(RM) y la Ultrasonografia Cuantitativa (Quantitative US)*.

Dentro de la pruebas de laboratorio, destaca la determinacién de marcadores
bioquimicos de remodelado éseo que supone una propuesta novedosa en la evaluacion clinica
de los pacientes con osteoporosis. El uso de estos biomarcadores podria permitir la
identificacion de pacientes con mayor riesgo de fractura y monitorizar la respuesta
terapéutica. Al tratarse de mediciones no invasivas y relativamente econdémicas deberia
extenderse su empleo ya que posibilitaria una medicidn seriada y en intervalos cortos de las

variaciones en el recambio ¢seo>®.
1.5.1 Densitometria 6sea

La densitometria fue introducida en la practica clinica de manera rutinaria en 1987. Es una
técnica bien estandarizada, sencilla de realizar, presenta una elevada precisién (error de
precision maximo aceptable entre un 2 y un 2,5 %), somete a los pacientes a bajas dosis de
radiacidon (1-50 microSv para una exploraciéon a nivel vertebral) y es actualmente el mejor
método establecido para cuantificar la densidad mineral dsea en vivo™. Dicho valor se emplea
para establecer el diagndstico de osteoporosis, estimar el riesgo de fractura e identificar a los

pacientes aptos para el inicio y la evaluacién del tratamiento®”.

En la actualidad existen dos tipos de equipos densitométricos: de densitometria central y
de densitometria periférica. En los equipos de DXA central, que se utilizan principalmente para
evaluar la densidad dsea en la cadera y columna, el paciente se coloca en decubito supino
sobre una mesa acolchada, mientras que en la DXA periférica el paciente introduce el dedo, la
mano, el antebrazo o el pie en un pequefio dispositivo que obtiene una lectura de densidad

mineral ésea en pocos minutos. En un principio parece légico pensar que si la mayor parte de
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las fracturas se producen en columna vertebral y fémur, la determinacién de la densidad
mineral 6sea debe realizarse a este nivel. El principal inconveniente de los equipos de DXA
centrales es su elevado coste econdmico y la escasa disponibilidad de aparatos. No obstante,
numerosos estudios prospectivos han puesto de manifiesto que la DXA a nivel periférico es un
buen indicador para determinar el riesgo de fracturas asi como para evaluar la evolucion de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento®®. Por tanto la DXA periférica aunque con una
conocida menor especificidad que la DXA central, parece un buen método para realizar un
cribado selectivo de la poblacidn con factores de riesgo de la osteoporosis, sobre todo en

lugares geograficos alejados de los hospitales de referencia y de equipos de DXA centrales.™

Figura 15. Equipo de DXA periférica y posicionamiento del paciente.

Figura 16. Equipo de DXA central y posicionamiento del paciente.

Los equipos de densitometria central constan de una unidad de exploracién y una consola
de control. La unidad de exploracion estd compuesta por diferentes elementos, la mayoria
incluidos en una mesa sobre la que se coloca el paciente en decubito supino. En la parte

inferior de dicha mesa de exploracidn encontramos una fuente emisora de Rx debidamente
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blindada y colimada, que se integra sobre un sistema de desplazamiento mecanico que
permite moverse tanto longitudinal como transversalmente. La fuente radiactiva utiliza dos
haces de Rx (70 y 140 KeV). Uno es absorbido por tejidos blandos y el otro por el hueso. La
radiaciéon no absorbida por el paciente llega a un detector que se encuentra en el interior de
un brazo mecdnico que se desplaza sincronicamente con la fuente emisora durante la
exploracién, de esta manera el paciente queda entre la fuente y el detector. La masa dsea es
proporcional a la atenuacién de la radiacién por lo que al detector llegaran los haces de
fotones que no han sido absorbidos ni dispersados, y mediante el sistema de deteccién se
detallara la cantidad de radiacion absorbida de cada uno de los haces al atravesar al paciente.
Con esa informacidn y mediante un programa informatico se digitaliza y se calcula la densidad

mineral dsea del hueso explorado.

La consola de control estd formada por un monitor de visualizacién de imagenes, un

teclado de control del ordenador, una impresora y un sistema de conservacion de imagenes®.

El resultado obtenido es comparado con el valor promedio de individuos adultos jévenes
sanos (escala T-Score) en funcién de la medida en que la densidad mineral ésea del paciente se

aleja de la normalidad, dicha densidad podra ser clasificada como:

a) Normal: el valor de densidad mineral dsea es superior de -1 desviaciones estandar (DE) de
la referencia media para adultos jovenes.

b) Osteopénica: el valor de densidad mineral 6sea es de -1 a -2,5 DE de la referencia media
para adultos jévenes.

c) Osteoporosis: el valor de densidad mineral 6sea menor de -2,5 DE de la referencia media

para adultos jévenes.
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Figura 17. Resultados de una exploracion por DXA central a nivel de L1-L4. En la imagen que aparece en la consola
de control se pueden observar las regiones de interés o ROI (izda), la situacion del individuo dentro de la escala T-

Score (arriba dcha) y los valores densitométricos obtenidos (abajo derecha).

1.5.2 Resonancia Magnética (RM)

Con la aparicién de equipos de RM de alto campo y las mejoras en el software empleado
para el procesamiento de la imagen, la capacidad de esta técnica diagndstica para valorar y
cuantificar la estructura trabecular se ha incrementado sustancialmente durante los ultimos
afios. Estudios de calibracidn y validacién han demostrado que existe correlacién entre el
estudio de la estructura trabecular observada por RM, por micro-CT (Microtomografia
computerizada), la histomorfometria dsea y la resistencia biomecdanica derivada de estudios in

vitro 61,62,63,64

. Ademas, la ausencia de radiacién convierte a la resonancia magnética en una
técnica diagndéstica muy atractiva tanto para estudios clinicos como cientificos. Sin embargo,
hasta la fecha la técnica ha sido principalmente establecida para la obtencion de imagenes
periféricas, a nivel de la region distal del radio, tibia y calcdneo®. Aunque se han llevado a cabo
estudios preliminares en la region proximal del fémur, el estudio de la arquitectura trabecular
en este drea sigue suponiendo un reto puesto que su visualizacion es todavia limitada debido a
la falta de resolucidn espacial ******. Los tiempos de exploracién elevados y la ausencia de

movimiento para evitar la aparicién de artefactos constituyen también desventajas a tener en

cuenta en estos estudios.
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La resonancia magnética junto con otras técnicas de diagndstico de imagen avanzadas
proporciona por lo tanto informacién estructural, mas alla de la densidad mineral ésea, y cada
vez hay mayores evidencias que indican que la densidad mineral désea sdélo explica
parcialmente la resistencia del hueso y el riesgo de fractura. Diferentes estudios clinicos
llevados a cabo han demostrado que las mediciones estructurales obtenidas por resonancia
magnética proporcionan informacién adicional a la DMO en la diferenciacién de individuos con

y sin riesgo de fractura por fragilidad 6sea®°®"%

. El estudio de la osteoporosis inducida por
glucocorticoides en modelos animales mediante estas técnicas puede tener especial relevancia
para valorar el impacto en el hueso trabecular y cortical y sus caracteristicas macro y

microscopicas®.

No menos interesante es el estudio de las propiedades bioquimicas de la médula ésea que
podrian condicionar la resistencia del hueso trabecular y cortical. Los investigadores se
cuestionan en la actualidad si la osteoporosis puede estar relacionada con una “obesidad
d0sea” puesto que se ha descrito un aumento del contenido graso medular en pacientes
sometidos a terapias corticoideas y con diabetes mellitus que presentan riesgos de fractura
aumentados’®. Mediante el estudio por RM podemos estimar la adiposidad y contenido en
agua medular, siendo muy superior en este sentido a otras técnicas de diagndstico por imagen

de ultima generacién.

La RM es, ademads, un método mas especifico que la radiografia convencional en la
diferenciacion de fracturas compresivas patoldgicas neopldsicas de fracturas compresivas
osteoporéticas ya que puede detectar destruccién ésea con lesiones liticas y masas en el tejido
blando adyacente. En resonancia magnética las fracturas compresivas agudas muestran una
disminucién de sefial en las imagenes T1 y un aumento de sefial (patron de edema medular
0seo) en las imagenes en T2 o STIR. En las imagenes T1 ademas suele haber sélo un reemplazo
parcial de la médula dsea en fracturas osteoporéticas mientras que las fracturas neoplasicas

generalmente muestran un reemplazo medular completo en el cuerpo vertebral’.
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Figura 18. Equipo de resonancia magnética de alto campo (izda), imagen de la estructura trabecular de la epifisis
distal del radio de una oveja obtenida mediante resonancia magnética de alto campo (dcha).

1.5.3 Micro-CT, QCT y HR-pQCT

Durante los ultimos afios se han realizado importantes avances en el campo de la
valoracion de la arquitectura 6sea mediante la Tomografia Computerizada. Originalmente la
tomografia computerizada cuantitativa se centré en la medicién de densidades minerales
Oseas trabeculares en cortes transversos a nivel de vertebras lumbares y del antebrazo. Una de
las ventajas de la Tomografia Computerizada (QCT) cuantitativa frente a la DXA es el andlisis
por separado de la densidad mineral 6sea de los compartimentos trabeculares y corticales.
Mientras que el hueso trabecular a nivel vertebral es metabdlicamente mas activo y puede
servir como un indicador precoz de éxito terapéutico, el hueso cortical a nivel de la cadera
puede ser mas importante para estimar el riesgo de fractura’>. Aunque la tomografia
computerizada cuantitativa presenta una elevada precisién para cuantificar la DMO a nivel de
la columna vertebral, cadera y radio la resolucién espacial de esta técnica es muy inferior a
otras como la resonancia magnética de alto campo dificultando por tanto el estudio de la
microarquitectura ésea. Ademas somete a los pacientes a dosis de radiacidn altas que oscilan

entre los 100 y 1000 microSv en exploraciones efectuadas a nivel vertebral y de la cadera.

Otras técnicas basadas en la tomografia computerizada como el microCT, que presenta
una resolucién espacial entre 1 y 100 micras, proporcionan una aproximacién muy exacta de la
microarquitectura dsea. Sin embargo esta técnica sélo es aplicable para el estudio de muestras

in vitro de biopsias dseas y estudios in vivo en especies de pequefio tamafio como ratones.
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También podria reemplazar en el futuro a técnicas seriadas de tincion tediosas requeridas para

el analisis histomorfométrico de cortes’>.

La técnica mas novedosa basada en la Tomografia Computerizada para el estudio de la
estructura trabecular y que puede presentar una aplicacidon clinica es la tomografia
computerizada cuantitativa periférica de alta resolucién (HR-pQCT). Esta presenta una
resolucidn espacial superiora a la QCT pero inferior a la Micro-CT (dimensiéon nominal del voxel
isotropico de 82 micras). No obstante el acceso a esta tecnologia es todavia muy limitado,
estando su utilizacion restringida a estudios cientificos. Otras de sus desventajas incluyen que
solo es aplicable a dreas esqueléticas periféricas, como el radio distal y la tibia, somete a los
pacientes a radiaciones ionizantes y los artefactos por movimiento limitan en ocasiones el

analisis morfoldgico de la arquitectura dsea™.
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Figura 20. Imagenes obtenidas por micro CT de Biopsias dseas (izda), cuantificacion de DMO en la regién
trabecular del cuerpo vertebral de una VL por QCT (dcha)®
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1.5.4 Histomorfometria dsea

La histomorfometria dsea de biopsias éseas permite un diagndstico precoz y aporta
informacidn relevante sobre la fisiologia dsea y determinadas alteraciones metabdlicas, pero
debemos considerar que son técnicas invasivas que debilitan el hueso y tienen indicaciones
limitadas. A mediados de los ochenta se recomendaba disponer de una biopsia ésea de todos
los pacientes con osteoporosis para un mejor entendimiento de los mecanismos que producen
la pérdida de masa dsea "*. Sin embargo, en la actualidad su utilidad clinica fundamental se
centra en aquellos casos de osteoporosis en los que no se vislumbre una patogenia clara,
permitiendo el diagndstico diferencial con otros procesos que pueden producir alteraciones
6seas como osteomalacia, hiperparatiroidismo, discrasias sanguineas, mieloma vy

ocasionalmente metastasis.

En investigacidon resulta de gran utilidad. En ensayos clinicos es conveniente disponer de
una biopsia basal para comparar con otras biopsias, bien durante el tratamiento o al final del
mismo. Su empleo es obligado en algunos ensayos de farmacos en los que se sospecha que
pueden suprimir el remodelado dseo o producir un tejido éseo anormal. Asi mismo, en el
comienzo del desarrollo de nuevos tratamientos para la osteoporosis debe de emplearse la
biopsia dsea en al menos un subgrupo de pacientes hasta que la seguridad y eficacia del

. 75 . . , .z .
mismo se hayan asegurado™. Las biopsias dseas también pueden ser sometidas a test

biomecanicos que aportan informacidn sobre la resistencia estructural de las mismas.

1.5.5 Marcadores bioquimicos

La matriz 6sea organica estd compuesta en un 90 % por colageno tipo |. Durante el
proceso de degradacion se produce una liberacion extracelular de carboxipéptidos y
aminoprotocolagenos que son liberados al torrente sanguineo’®. Los marcadores bioquimicos
de remodelacion dsea miden estos productos generados durante el proceso de formacion o
degradacion de matriz ésea y pueden ser determinados en sangre y orina. Su andlisis, repetido
a intervalos cortos, permite una valoracién seriada del turnover 6seo. Los marcadores 6seos
de actividad osteoblastica se conocen como marcadores de formacién y aquellos derivados de

la actividad osteocléstica son conocidos como marcadores de resorcion’’.
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Actualmente la principal aplicacion de los marcadores bioquimicos de remodelacion ésea

en la osteoporosis es la valoracion de la respuesta terapéutica. También han demostrado ser

utiles en la prediccidn de riesgo de fractura, de la pérdida de masa dsea y su correlacién con la

DMO. Con respecto a la prediccion de la masa dsea, aunque estos biomarcadores evalian el

equilibrio entre la formacidn y resorcidn ésea y suelen estar inversamente relacionados con la

DMO, estas correlaciones no son lo suficientemente fuertes como para considerarlos

predictores de masa dsea. Por lo tanto no deberian ser utilizados para el diagnéstico de la

osteoporosis78.

Tabla 4. Marcadores de Formacién ésea’.

Marcadores de resorcion

Marcadores de formacion

Suero

Fosfatasa alcalina total (FA)

Fosfatasa alcalina 6sea (FAO)

Osteocalcina (OC)

C-terminal propéptido del procoldgeno
tipo | (PICP)

N-terminal propéptido del procolageno
tipo | (PINP)

Suero
Fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP)
C-terminal telopéptido del colageno tipo | (ICTP)
B-CrossLaps (B-CTX)
N-terminal telopéptido del colageno tipo | (NTX)

Orina
Excrecion urinaria de calcio
Hidroxiprolina
Piridinolina (Pir)
Desoxipiridinolina (Dpir)
ICTP
a-CrossLaps (a-CTX)
NTX

1.6.Tratamiento de la osteoporosis

Cuando nos enfrentamos a pacientes con osteoporosis se debe efectuar una evaluacion

integral y los médicos deben intentar eliminar de primera intencién los factores de riesgo

gue presentan los pacientes. Posteriormente se deben investigar los factores que propician

las caidas que originan fracturas que pueden limitar las actividades del paciente

(benzodiacepinas, ingesta de alcohol, gafas bifocales y progresivas) asi como las posibles

barreras arquitecténicas de su hogar o externas. Si el paciente ademas de osteoporosis ya

presenta fracturas patoldgicas, serd necesario proporcionar un tratamiento analgésico

adecuado, asi como efectuar la resolucion adecuada de la fractura, lo que evitara a la larga

secuelas por inmovilizacion que pudieran generar una mayor pérdida dsea y otras

complicaciones.
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1.6.1 Tratamiento médico de la osteoporosis

Dentro del manejo del paciente osteopordtico y con el fin de prevenir fracturas
patolégicas, se recurre principalmente a la administracion de agentes farmacolégicos, dietas

especificas y suplementacién con vitamina D y calcio, ejercicio y fisioterapia.

Los Bifosfonatos juegan un papel principal en el manejo de la osteoporosis®. Bifosfonatos
genéricos como el Alendronato y el Risendronato son farmacos de primera eleccién debido a
su bajo precio, efectividad y tolerabilidad en la mayoria de los pacientes. Sin embargo, el uso
de bifosfonatos se puede asociar a efectos adversos entre los que destacamos alteraciones del
tracto gastrointestinal superior, fracturas atipicas de fémur y osteonecrosis aséptica

. 1
mandibular®®.

Calcio y Vitamina D: la vitamina D juega un papel principal en la absorcion del calcio y
tiene efectos directos sobre el hueso. La deficiencia de vitamina D y calcio conduce a
hiperparatiroidismo secundario, osteoporosis y osteomalacia®’. Por lo tanto los niveles de
vitamina D y de calcio son bésicos en la prevencién y tratamiento de la osteoporosis®’. Se
recomienda consumir entre 400 y 800 Ul de vitamina D al dia. Su funcién es mantener al calcio
sérico dentro de valores normales, incrementar su absorcidon intestinal y aumentar la

movilizacién de las células troncales para diferenciarse a osteoblastos®’.

Bifosfonatos: Los primeros ensayos clinicos con bifosfonatos se llevaron a cabo en los
afios 70. Estos farmacos presentan una estructura similar a la hidroxiapatita y se incorporan en
el hueso. Los bifosfonatos son tdxicos para los osteoclastos interfiriendo con la adenosina
trifosfato (ATP) en el metabolismo energético o con el sistema HMG-coA reductasa (hidroxi-
metil-glutaril CoA-reductasa). Por lo tanto su accién primaria es la de agente antiresortivo. En
la actualidad existen mas de 10 tipos diferentes de bifosfonatos disponibles en el mercado

.. . . 81 i
para su administracidn oral o intravenosa,”” dentro de ellos el Alendronato, el Risedronato, el

acido Zoledrénico y el Ibandronato son los mas utilizados.

El alendronato ha demostrado prevenir la pérdida dsea e incrementar la densidad mineral
0sea en la cadera y en la columna entre un 5 y un 10% en pacientes osteoporéticos. La dosis
utilizada es de 5mg/dia via oral o 35 mg semanales en mujeres recientemente menopausicas y
de 10 a 70 mg a pacientes posmenopausicas. La duracién del tratamiento no esta claray se ha

observado que los beneficios esqueléticos pueden preservarse al menos de 1 a 2 afios después
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de su suspension, tras la cual tiene lugar una reduccion gradual de la DMO. Estudios realizados
con este farmaco a dosis continuadas de 5 mg al dia durante un periodo de 10 afios han
llegado a obtener un incremento de la DMO de un 13 % en la columna lumbar, de un 10,3% en

el trocanter y de un 6,7% en la parte proximal del fémur®#,

El consumo continuo del Risedronato ha demostrado incrementar la densidad mineral
6sea de la columna vertebral con una dosis diaria de 5mg dia vida oral o semanal de 35 mg,
permitiendo una reduccién del riesgo de fractura vertebral de un 41 a un 49 %.>’ De todos los
bifosfonatos posibles el Risendronato parece tener comparativamente una afinidad menor por

el mineral 6seo0®*®

. Lo que podria facilitar su acceso a las células sensibles a estimulos
mecénicos de la red osteocitica lacunar®’. Sin embargo, todavia no se ha demostrado que

reduzca el riesgo de fracturas no vertebrales®.

El dcido Zoledrdnico es un bifosfonato nitrogenado de elevada potencia que también es

comunmente utilizado en pacientes con cdncer. Recientemente, también ha sido aprobado
como farmaco para el tratamiento de la osteoporosis posmenopausica con una pauta de
administracion de una Unica inyeccidén intravenosa anual de 5mg.®. Asi como otros
bifosfonatos orales e intravenosos estd asociado con la posibilidad de desarrollar
osteonecrosis mandibular. Este tipo de osteonecrosis se limita a la region craneo facial y su

fisiopatologia es desconocida®® *.

El ibandronato estd indicado en el tratamiento de osteoporosis de mujeres
posmenopdusicas con elevado riesgo de fractura. Ha demostrado reducciones entre un 50 y un
62% del riesgo relativo de incidencia de fracturas vertebrales tras tres afios de consumo
continuado, si bien no ha demostrado reducir el riesgo de fracturas de cadera. Su pauta de

administracién es un 1 comprimido mensual de 150mg.

Alendronato Sédico 70 mg
(écid alicn)

Figura 21. Diferentes tipos de bifosfonatos empleados en el tratamiento de la osteoporosis.
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Calcitonina: Es una hormona enddgena secretada por las células C parafoliculares de la
glandula tiroides; tras la exposicion a calcitonina in vitro, los osteoclastos comienzan a alisar su
borde en cepillo y se retiran de la zona de resorcidn dsea. En presencia continua de calcitonina
se observa una pérdida de su accién inhibitoria, esto podria deberse a la producciéon de
anticuerpos o a una regulacién a la baja de los receptores de calcitonina. Las vias de
administracion son la subcutanea, intramuscular e inhalada, recomendando esta ultima a dosis
de 200 Ul al dia y alternando las fosas nasales®. Sus posibles efectos adversos incluyen
nauseas, proceso inflamatorio regional, rinitis y cuadros de epistaxis.”> En julio de 2012 La
Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) informd de la existencia
de los nuevos ensayos clinicos que apuntaban un ligero incremento de riesgo de tumores
asociados a tratamientos prolongados con calcitonina. En 2013 la AEMPS ha suspendido la
comercializacién de medicamentos de administracién intranasal con calcitonina y restringe el

uso de los inyectables a tratamientos cortos.

Denosumab: Es un anticuerpo monoclonal humano que inhibe al RANKL, el cual es
importante en la diferenciacién y activacidon de los osteoclastos. De esta forma inhibe la
resorciéon dsea de manera similar a los bifosfonatos pero a través de un mecanismo diferente.
En junio de 2010 fue aprobado su uso para el tratamiento de la osteoporosis en mujeres
postmenopdusicas con elevado riesgo de fractura y en aquellas que no han respondido
satisfactoriamente a otras terapias. Hasta 2012 no fue aprobada su utilizacién en hombres con
elevado riesgo de fractura. Su administracién es por via subcutanea a una Unica dosis de 60 mg
cada seis meses **. Cuando se ha comparado la efectividad del denosumab y el alendronato en
el tratamiento de mujeres postmenopausicas, con el denosumab el incremento de DMO era
igual o superior a nivel de la cadera y de la columna vertebral®. Sin embargo, aunque su
efectividad clinica se mantuvo hasta 6 meses después de la administracion de denosumab, el
cese del tratamiento se asocié con una reduccién mas rapida de DMO en comparacion a la
terapia con bifosfonatos. Esto podria deberse a que el denosumab no se incorpora a la matriz

bsea”.

Estrégenos: La terapia sustitutiva hormonal se ha relacionado con el incremento de la
masa Odsea. Los regimenes que incluyen terapia con estrégenos son madas efectivos en la
proteccion contra la osteoporosis que aquellos en los que se utiliza exclusivamente calcio; los
estrégenos conjugados han mostrado que incrementan la densidad mineral ésea casi un 6% en

la columna y un 2,8% en la cadera tres afios después de su administracion.
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Desafortunadamente la terapia con estrogenos tiene riesgos significativos, ya que se ha
vinculado a un incremento en la incidencia de cdncer uterino y de mama, asi como a un mayor
riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (infarto agudo de miocardio y enfermedad
vascular cerebral) >’. Su utilizacidn se relega a cortas temporadas y con dosis bajas a pacientes

perimenopdusicas que presentan sintomas significativos®.

Agentes anabdlicos:

Hormona paratiroidea: Desempefia un papel esencial en la homeostasis del calcio

manteniendo los niveles de calcio sérico dentro de los valores de referencia controlando de
manera indirecta (a través de los osteoblastos) la resorcion désea por parte de los
osteoclastos®™. Administrada a dosis de 20 p/dia por via subcutdnea se han observado
incrementos de DMO de los cuerpos vertebrales de entre un 8% y un 9% y del fémur de un 3%.
También se ha observado una reducciéon de hasta un 65% en la incidencia de fracturas
vertebrales y de un 54% en las no vertebrales®’. Su asociacién con el Alendronato mejora
significativamente los resultados. Uno de los efectos adversos observados tras su
administracién es la hipercalcemia que aparece hasta en un 3% de los pacientes y que puede
ser corregida para ajustar la dosis del complemento de calcio y vitamina D*’. Su uso esta
contraindicado en nifios y adultos que cursan con hipercalcemia, enfermedad de Paget,
metastasis dsea o con antecedentes de haber recibido radioterapia en alguna regién dsea, ya
que se ha relacionado dicha situacion con el osteosarcoma®. El tiempo recomendado de
duracidon del tratamiento es variable siendo de 18 meses en Europa y de dos afios en Estados

Unidos.
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Figura 22. La PTH induce la expresion de RUNX2 en los osteoblastos, induce la diferenciacién de precursores
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osteoblasticos, prolonga la supervivencia osteoblastica y reduce la produccién de esclerostina.
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Raloxifeno: actia como modulador selectivo de los receptores estrogénicos. Presenta un
efecto benéfico en el perfil lipidico y disminuye la incidencia de cdncer de mama con
receptores positivos a estréogenos. Debido a esto la Agencia de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos (FDA) aprobd en 2007 su utilizacion en mujeres postmenopdusicas que
presentan un elevado riesgo de cancer de mama *. La dosis recomendada es de 60 mg/dia por
via oral, y los alimentos no alteran su absorcidén por lo que se puede administrar con éstos.
Segun algunos ensayos clinicos presenta una efectividad equiparable a la del Alendronato en
cuanto a la reduccién del riesgo de fractura®. Ocasionalmente se ha asociado con episodios
tromboembdlicos, por lo que su uso estd contraindicado en mujeres con antecedentes o riesgo

elevado de enfermedad tromboembdlica®’.

Ranelato de estroncio: Los iones divalentes del estroncio tienen la capacidad de sustituir

al calcio dentro del hueso sin afectar negativamente a la mineralizacién '®. El efecto protector
del ranelato de estroncio proviene de un desacoplamiento entre la formacidon dsea y la
resorcién, incrementando el numero de osteoblastos funcionales y disminuyendo
simultaneamente el de osteoclastos'®’. Diversos estudios demuestran que el tratamiento con
ranelato de estroncio, a una dosis de 2 g/dia por via oral durante un periodo de tres afios
disminuye hasta un 40% el riesgo de fracturas vertebrales en mujeres postmenopdusicas,
aunque es incierta la relacién de su consumo con la disminucién de fracturas de cadera.'® A
pesar de los escasos efectos adversos derivados de su administracion se ha relacionado con un

ligero aumento de la trombosis venosa en las extremidades inferiores®’.

1.6.2 Tratamiento de las fracturas osteopordticas

La principal complicacién asociada a la osteoporosis es la aparicion de fracturas
osteoporéticas que acarrean enormes problemas sociales, econdmicos y sanitarios. Aunque la
osteoporosis suele ser un proceso difuso del esqueleto, generalmente aquellos huesos que
presentan un alto contenido de hueso trabecular sufren con mayor frecuencia fracturas. El
manejo quirdrgico de estas fracturas supone un reto dentro de la cirugia ortopédica y a
menudo conduce a fallos en los sistemas de fijacidn y osteosintesis, disminuciones en la
capacidad funcional de los pacientes y elevadas tasas de mortalidad postoperatoria. Las
fracturas que se producen con mayor frecuencia en huesos osteoporoéticos se localizan

fundamentalmente en cuatro zonas: %
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- Columna vertebral (acufiamientos vertebrales)
- Cadera (fractura de cuello femoral)
- Region distal del antebrazo (fractura de Colles y de Smith)

- Hombro (fractura de cuello de hiumero)

De entre todas las fracturas osteoporéticas, en este apartado nos vamos a centrar en las
fracturas vertebrales y de cadera, puesto que son las que conllevan un mayor impacto
socioeconémico y tienen una mayor mortalidad asociada™ *°.

Fractura vertebral: Son las mas frecuentes en pacientes osteopordticos y podemos
clasificarlas en funcion de su morfologia en tres tipos: cuiia, bicdncava y aplastamiento global.
Cuando son sintomaticas causan dolor, pérdida de funcionalidad y tienen un elevado impacto
en la salud publica. Su diagnéstico implica la elaboracion de una historia clinica centrada en la
naturaleza del dolor que presenta el paciente asi como diferentes estudios de diagndstico por
imagen. El manejo de estas fracturas es multimodal y comienza con una terapia conservadora
gue consiste en tratamiento analgésico, tratamiento médico para la osteoporosis, fisioterapia
y utilizacién de corsés. Los pacientes que son refractarios al tratamiento conservador pueden

ser candidatos a procedimientos quirurgicos de aumentacién vertebral como la vertebroplastia

y la cifoplastia'®.

Figura 23. Diferentes tipos de fractura vertebral osteoporética (izda): a) vértbra no fracturada, b) fractura en cufia,

c) fractura bicdncava, d) fractura por aplastamiento. Imagenes de fracturas vetebrales obtenidas mediante

resonancia magnética (centro) y radiologia (dcha).10

Tratamiento médico:
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e Control del dolor: el control del dolor en estos pacientes se realizard mediante analgesia
multimodal que puede incluir la administracién de antiinflamatorios no esteroideos
(AINES), relajantes musculares, narcdticos, agentes para el control del dolor neuropatico
(antidepresivos triciclicos), analgésicos locales en parche, bloqueo de nervios
intercostales y unidades de estimulacion nerviosa transcutanea (TENS) .

e Tratamiento farmacoldgico especifico de la osteoporosis (bifosfonatos, moduladores

selectivos de recepores estrogénicos, PTH recombinante, etc.).

Tratamiento quirdrgico: Sus principales indicaciones son el mantenimiento del dolor tras el
tratamiento conservador, déficits neuroldgicos y muchas veces la paraplejia a consecuencia de
la retropulsidn de fragmentos del cuerpo vertebral hacia el interior del conducto raquideo. Las

106

dos técnicas mas frecuentemente utilizadas son la vertebroplastia y la cifoplastia, = técnicas

minimamente invasivas y guiadas por fluoroscopia.

e Vertebroplastia: consiste en la introduccién de 4 a 8 centimetros cubicos de
polimetilmetacrilato, habitualmente transapendicular en la vértebra fracturada.
o Cifoplastia: consiste en la introduccién de un baldn hinchable transapendicular hasta la

fractura para expandirla y posteriormente introducir polimetilmetacrilato.

q)

b)

Figura 24. Recuperacion de la altura vertebral durante la vertebroplastia (izda).a: Un cuerpo vertebral fracturado
con una hendidura intravertebral mévil.b:La posicidn en extensién abre la hendidura, permitiendo cierto grado de
restauracién de la altura del cuerpo vertebral.c:La inyeccidon de metilmetacrilato estabiliza la fractura en esta
posicidn. Recuperacion de la altura de la vértebra en la cifoplastia (dcha). a: Una vértebra fracturada con pérdida de
altura. b: Un globo hinchable desplaza las trabéculas vertebrales y eleva la placa terminal superior, permitiendo
alguna restauracion de la altura del cuerpo vertebral. c: Tras la retirada del globo se inyecta metilmetacrilato en el

. ., 11
espacio vacio.
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Fractura de cadera: el nimero y variedad de fracturas de cadera aumenta rapidamente
en el mundo. En lineas generales, podemos dividirlas en fracturas de cuello femoral
(intracapsular) y pertrocantéricas (intertrocantéricas y subtrocantéricas). En pacientes
osteoporéticos, estas fracturas son consecuencia de traumatismos de baja energia. Los
pacientes no presentan signos de inestabilidad hemodindmica y no requieren una
estabilizacién urgente . Estas fracturas implican graves consecuencias para los pacientes y
sus familiares e incluyen una mortalidad anual del 30% y un sustancial aumento de la

dependencia y una disminucién importante de la calidad de vida '®.

Figura 25. Diferentes tipos de fractura de cadera osteopdroticas: fractura de cuello femoral (izda), fractura

intertrocantérica (centro), fractura subtrocantérica (dcha) 12

Tratamiento médico: control del dolor mediante analgesia multimodal de forma similar a
la descrita para fracturas vertebrales y tratamiento farmacolégico especifico de la osteoporosis

(bifosfonatos, moduladores selectivos de recepores estrogénicos, PTH recombinante, etc.).

Tratamiento quirurgico: aunque las fracturas minimamente desplazadas pueden ser
tratadas de manera conservadora, esta via suele originar limitaciones funcionales. El manejo
de las fracturas estd basado en factores individuales de los pacientes, tales como el estado
ambulatorio antes de la lesidn, la edad, la funcién cognoscitiva y las comorbilidades; y en los
factores de la fractura, el tipo y el grado de desplazamiento. Las opciones de tratamiento
incluyen manejo no quirurgico, fijacion percutdnea (externa), reduccién cerrada y fijacion
interna, reduccién abierta y fijacidon interna y artroplastia parcial o total de la cadera. Sin
embargo, la definicién sobre cudl es la mejor forma de tratamiento de estas fracturas en
pacientes de edad avanzada y con osteoporosis, parece estar mds asociada a la utilizacién de

. 1
reemplazo articular '®.
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Figura 26. Prétesis de cadera (izda). Estabilizacion mediante tornillos (centro) y placa de osteosintesis DHS
(dcha).13

1.7 Situacion actual del problema

El envejecimiento del aparato locomotor y las patologias que de éste derivan, constituyen
un problema en rapida progresion asociado al envejecimiento demografico. La prevencién de
fracturas en pacientes osteopordticos y la recuperacién funcional de los mismos suponen un
reto no resuelto a tenor de la progresiva incidencia del problema. La realizacién de
procedimientos quirurgicos sobre huesos debilitados, dada la mala calidad del hueso que
recibe el implante, conduce a un resultado peor que si dicha intervencidn se realizara sobre un
hueso joven y fuerte. El riesgo de fractura aumenta exponencialmente y su recuperacién es
lenta, dificil y a menudo conduce a una discapacidad e incluso a la muerte. Alrededor de la
cuarta parte de los pacientes que sufren una fractura de fémur falleceran en el primer afio
posterior a la aparicion de la misma. De los que sobreviven, aproximadamente la mitad
quedardn total o parcialmente dependientes. El dolor crénico, la limitacién funcional, la
dependencia, las alteraciones sicoldgicas y el aislamiento social convergen en un grave

deterioro de la calidad de vida.

Asi mismo, los aspectos econdmicos que rodean este problema socio-sanitario tienen una
importancia primordial, por lo que toda accidn encaminada a la reduccion de los costes debe
ser seriamente considerada. Cabe mencionar que una intervencidn quirdrgica para la
implantacion de una prétesis de cadera tiene un coste para las autoridades sanitarias de
alrededor de 20.000€ '°. En estados Unidos se estima que los costes médicos directos
derivados del tratamiento de fracturas osteoporéticas podrian alcanzar los 20.300 millones de

111

ddlares anuales . En el marco de la Unidn Europea los costes rondan los 15.000 millones de
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euros anuales, y por supuesto, el incremento en la esperanza de vida hace pensar en
dificultades alin mas serias para el futuro. Dicho coste, lejos de disminuir, ha experimentado
un crecimiento continuo durante todo el siglo XX y primera década del siglo XXI. De hecho, el
numero total de fracturas osteopordticas a nivel mundial en el afio 1950 fue de 1,47 millones y

la proyeccién para el afio 2050 es de alrededor de 5,3 millones™™.

Tabla 5. Costes hospitalarios directos de fracturas de cadera. Datos en millones de euros
anuales *

[Pais I 2000" I 1998 |
lAustria I 156,00 I 146,32 |
[Bélgica I 160,00 I 113,83 |
[Dinamarca I 47,97 I 47,97 |
[Finlandia I 150,00 I 22,68 |
[Francia I 600.00 I 560,86 |
|Alemania I 1.462,24 I 1.401,97 |
[Grecia I 44,55 I 47,81 |
[Irlanda I 8,29 I 3,97 |
[talia I 555,86 I 204,91 |
|Luxemburgo I no disponibles I no disponibles |
[Holanda I 180,37 I 180,37 |
[Portugal I 51,32 I 27,45 |
[Espafia I 220,00 I 216,05 |
|Suecia I 300,00 I 101,03 |
[Reino Unide I 847,28 I 530,21 |
[Total I 4.800,00 I 3.600,00 |

Datos en millones de euros. / *Ultima cantidad disponible entre 1996 y 2000
Fuente: Comisién Europea.
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Figura 27. Prevision para 50 afos sobre la incidencia de las fracturas de cadera en la UE 1
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Figura 28. Camas de hospital necesarias por cada 1000 habitantes para tratar los casos de fractura de cadera 'y

. 14
de columna en la UE. Datos anuales.datos en millones de euros.

2 MODELOS OSTEOPOROTICOS

Durante los ultimos afios se han utilizado una gran variedad de especies para el estudio de
la osteoporosis, dentro de la cuales incluimos los primates, perros, gatos, roedores, conejos,
cobayas, minipigs, cabras y ovejas. Todos ellos presentan ventajas y desventajas. Las ovejas
son un modelo prometedor por varias razones: son ddciles, faciles de manejar y de mantener,
son relativamente baratas, faciles de conseguir, ovulan espontaneamente y presentan huesos

lo suficientemente grandes como para evaluar implantes ortopédicos humanos'*.

La mayoria de los estudios experimentales realizados en modelos animales han utilizado
hembras. Esto se debe a que la osteoporosis postmenopausica es la mas frecuente dentro de
esta enfermedad y presenta una mayor relevancia. No obstante, la osteoporosis inducida por
glucocorticoides (GIO) y la osteoporosis senil también han sido ampliamente investigadas. La
utilizacion de modelos animales para el estudio de la osteoporosis es fundamental tanto para
profundizar en el conocimiento de los diferentes mecanismos implicados en el desarrollo de la

enfermedad como para mejorar en la prevencidn, diagndstico y tratamiento de ésta.

Actualmente existe un creciente interés en el desarrollo de protesis, sistemas de
osteosintesis, implantes dentales y terapias de regeneracion &sea en condiciones
osteoporéticas a nivel del esqueleto axial, apendicular, maxilar y mandibular. También tiene
una gran importancia la investigacidn en procedimientos de aumentacion vertebral con

ceramicas bioactivas (vertebroplastias). La utilizaciéon de estos modelos permite testar nuevas
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terapias farmacoldgicas, técnicas quirdrgicas e implantes en un elevado nimero de animales

sometidos a un control que seria imposible llevar a cabo en ensayos clinicos humanos.

El modelo ideal deberia permitirnos aproximarnos con mayor fiabilidad a la anatomia,
biomecanica, biologia celular y cambios patolégicos observados en el esqueleto de la especie

humana y al mismo tiempo ser reproducible, ético, econdmico y eficiente.

]

Figura 29.Diferentes modelos animales utilizados en el estudio de la osteoporosis.

Actualmente los primates son modelos animales ampliamente utilizados para evaluar la
seguridad y eficacia de nuevos farmacos para prevenir la pérdida de masa ésea y osteoporosis
asociada a la deficiencia de estrégenos. Ningun modelo animal reproduce exactamente a la
especie humana, pero los primates presentan una mayor proximidad filogenética y mayores

similitudes a nivel esquelético, hormonal y metabdlico *****

. Las secuelas a largo plazo tras la
ovariectomia en individuos adultos, reproducen de manera bastante fiable la deplecion
estrogénica y pérdida de masa dsea postmenopausica que tiene lugar en las mujeres. Sin
embargo, la caracterizacion de este modelo animal ha revelado una limitacion aparente
respecto a la extensién de pérdida de masa dsea tras la ovariectomia, ya que dichas pérdidas
no son lo suficientemente elevadas como para ser consideradas osteopordticas. A pesar de
esto, los primates son hasta la fecha, dentro de los modelos animales de gran tamafio, el
modelo de osteopenia mejor caracterizado, siendo empleado para la aprobacién de multiples
drogas y farmacos entre los que se incluyen anabolizantes, bifosfonatos y moduladores de
receptores selectivos estrogénicos . Ademads los primates en ocasiones son la Unica alternativa
posible para probar determinadas terapias, como por ejemplo los anticuerpos monoclonales,
que en la actualidad estan siendo investigados como un posible tratamiento de la osteoporosis
15 Otra de las ventajas que presenta la investigacion con primates en el campo de la

osteoporosis es que sus similitudes anatdmicas facilitan la realizacion de estudios

densitométricos. Estudios poblacionales llevados a cabo en determinadas especies de primates

Fidel San Romadn Llorens 54



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales

alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio Introduccion

han revelado pérdidas de masa 6sea ligadas a la edad y al sexo que pueden ser consideradas
osteopénicas e incluso en algunos casos en individuos muy viejos, osteoporéticas *°. No
obstante, hemos de considerar que la utilizacidn de estos modelos animales presenta

importantes limitaciones éticas, legales y econdmicas lo que dificulta en gran medida su uso.

Los ratones, las ratas y los conejos han sido muy utilizadas para estos estudios,
principalmente por su facilidad de manejo y ventajas econémicas, y porque se ha observado
gue mediante la esterilizacion de las hembras es relativamente sencillo y rdpido obtener una
disminucién de DMO significativa. No obstante, cabe plantearnos si estas especies, tan
distanciadas filogenéticamente de la especie humana y tan diferentes biomecdnicamente, son

validas para simular adecuadamente muchos aspectos de esta patologia en personas.

De estas tres especies la menos utilizada ha sido el ratén. Su reducido tamafio dificulta
asi mismo la realizacién de estudios experimentales en el campo de la implantologia. No
obstante si que ha sido ampliamente utilizado en estudios de regeneracion de defectos dseos,

sobre todo a nivel de la calota craneal**’” '8,

La rata ha sido sin duda la especie animal mas utilizada para el estudio experimental de la
osteoporosis. Se ha utilizado para estudiar la regeneracion ésea en defectos de calota con y sin

119,120

células madre autélogas y heterdlogas . También se han utilizado como modelos de

osteoporosis y diabetes y para valorar el efecto de los estrogenos en la regeneracion dsea

121,122,123,124

perimplantaria y de la simvastatina en un modelo de osteoporosis en rata

125,126,127,128,129y 130

El conejo se ha utilizado también profusamente como modelo animal de la osteoporosis
tras ser sometido a la castracién y con controles densitométricos. En él se han valorado el

133845y BMPPY™ En este modelo

efecto de la PTH"!, adiponectina®®? zolendronato
también se ha valorado la inhibicion de la cicatrizacidn ésea con corticoides sistémicos 2. Por
dltimo se ha estudiado el efecto del injerto de grasa en defectos de calota **° y de las células

mesenquimales de origen adiposo en la regeneracién dsea %414,

Las especies porcina y ovina han ido ganando importancia durante los ultimos afios. Los
cerdos SMS (Sinclair Miniature Swine) esterilizados y alimentados con dietas bajas en calcio
son modelos utiles para el estudio de la osteopenia y la perforacion de la placa trabecular, y
son modelos prometedores para el estudio de la influencia de los cambios microestructurales

en la biomecanica ésea’®.
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La principal desventaja de trabajar con la especie porcina, es que requiere el uso de lineas
modificadas genéticamente y predispuestas para desarrollar esta enfermedad, o bien el uso de
razas especificas que son poco accesibles y generalmente muy costosas. En la actualidad una
de las mas utilizadas es la Gottingen mini-pig, en la cual se puede obtener un elevado grado de

osteoporosis inducida por glucocorticoides en hembras adultas primiparas™**.

En la especie ovina la administracion de glucocorticoides durante periodos de 3 meses es

suficiente para causar una disminucién significativa de DMO'*

. Esta pérdida es superior y mas
rapida cuando es sometida a un tratamiento combinado de corticoterapia, esterilizacion y
alimentacién a base de una dieta pobre en vitamina D y Ca. De esta forma podemos obtener

disminuciones de la DMO > 30% en aproximadamente 12 semanas™*®**71%,

Ademas la oveja
es un modelo accesible, relativamente barato y con importantes similitudes biomecanicas y
esqueléticas con la especie humana *?**°. También se puede conseguir una pérdida de DMO
mediante ovariectomia sin corticoterapia ni dietas especificas, pero ésta es mucho menor,
muchos autores defienden que mas bien se trata de un mddelo osteopénico, y requiere un
periodo mucho mas prolongado de tiempo para obtener disminuciones significativas (de 12 a

24 meses) 148,151,152.

En el perro se ha observado que la ovariohisterectomia (OHT) y la ovariectomia (OVX) no
se asocian a pérdidas de DMO significativas. La esterilizacién es un procedimiento habitual en
la Medicina Veterinaria que se ha efectuado en millones de perras, muchas de ellas de edad
avanzada, y no se ha observado un aumento del riesgo de fracturas. Por otro lado, individuos
de la especie canina si han sido empleados en la evaluacidn de los efectos derivados a nivel
esquelético de farmacos cominmente empleados en el manejo médico de la osteoporosis,

como por ejemplo el raloxifeno™*>.

En los gatos se puede inducir osteopenia en individuos en crecimiento, mediante la
inmovilizacién y la alimentacion con dietas bajas en calcio o ricas en fdsforo. El
hiperperatiroidismo nutricional secundario, que es frecuente en gatos jovenes alimentados a
base de carne y que no reciben un aporte adecuado de Ca, se ha asociado a un incremento del
riesgo de fracturas™”. Estos hallazgos, asi como la facilidad de manejo y alojamiento, sugieren

gue los gatos podrian ser utiles como modelo animal en el estudio de la osteoporosis.

Sin embargo, la utilizacién de las especies canina y felina, como modelos experimentales,
cada vez es peor vista por la opinién publica, posiblemente por su consideracion como

animales de compaiiia.
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3 REGENERACION OSEA

Denominamos sustitutivos éseos a todos los tejidos y materiales que pueden utilizarse para
rellenar defectos 6seos con el objetivo de obtener la regeneracién y reparacion del tejido

dseo. Podemos reconocer dos tipos de sustitutivos, los injertos dseos y los biomateriales.

3.1 Injertos dseos

Denominamos injerto a aquella parte de un drgano o tejido que tras ser extirpado de una
zona donante se coloca o inserta en otra zona receptora con el objetivo de dar soporte y /o

corregir un defecto estructural.

Por lo tanto, injerto 6seo se refiere al trasplante de hueso que se extrae de una region
para utilizarlo en otra. En los injertos dseos, se agrega hueso donante al lugar donde se

encuentre la deficiencia dsea o el defecto dseo.

Dentro de las funciones de los injertos éseos debemos definir los términos osteogénesis,

osteoinducién y osteoconduccidn.

La osteogénesis hace referencia a la formacién de hueso sin indicacién del origen celular.
Cuando se forma hueso sobre el injerto o a su alrededor, éste puede tener origen en el propio
injerto (células que sobreviven al tratamiento del injerto y que légicamente sdlo pueden

suceder con los autoinjertos) o en células huésped.

La osteoinduccién es el proceso por el quge algunos factores o sustancias estimular un
determinado nuimero de células osteoprogenitoras para que se diferencien hacia células
osteogénicas. Ademas del autoinjerto, materiales que poseen esta propiedad osteoinductiva
son la matriz sea desmineralizada y las proteimnas morfogenéticas (BMP). Los aloinjertos son

un material que mantiene sélo de forma residual esta capacidad.

La osteoconduccién es el proceso tridimensional de crecimiento de brotes vasculares,
tejido perivascular y células osteoprogenitoras desde el lecho del receptor al interior del
injerto. La osteoconduccidn puede ocurrir por una neoformacidn d&sea activa por
osteoinduccidon o puede suceder pasivemente sin la participaciéon del propio injerto, como

. i 1551
sucede en la mayoria de injertos de esponjosa™>>**.

3.1.1 Autoinjerto o injerto autélogo

Denominamos autoinjerto al injerto que es extraido de una parte del esqueleto y se
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implanta en otra localizacidon del mismo individuo.Tiene excelentes propiedades osteogénicas

osteoconductivas y osteoinductivas.

Como principales ventajas de este autoinjerto, habitualmente de esponjosa, descatamos
gue se revasculariza con mucha facilidad y se integran rapidamente en el huésped, es
histocompatible y no inmundgeno, no transmite enfermedades y se suele adaptar bien en el
sitio del injerto. Como inconvenientes a destacar estarian su volumen limitado, un tiempo
largo de cirugia, hemorragia, dolor postoperatorio, a veces intenso, la lesion temporal de la
estructura en la zona donante, ademas de las complicaciones habituales de la técnica
quirargica. También limitan su utilizaciéon factores como la edad, no pudiendo obtenerse de
nifios ni de ancianos y los antecedentes del donante como pueden enfermedades malignas u

otras enfermedades. Las complicaciones aparecen en un 8,5-20% de los pacientes.

La region ideal para obtener un autoinjerto es la cresta iliaca, en la zona anterior o en la
posterior, pudiendo extraerse entre 12,87 ml y 30,31ml respectivamente. Otros lugares
idoneos para extraccién serian la tibia, el peroné, el olecranon, el radio distal o las

costillas™>*%*>7,

©Bamow

Figura 30. Diferentes localizaciones para la obtencion de injertos dseos. Cresta iliaca (izda), peroné (dcha)15

3.1.2 Homoinjerto o aloinjerto

Los inconvenientes antes mencionados de los autoinjertos restringen su aplicacidn, siendo
una de las alternativas disponibles la utilizacidon de aloinjertos. En la actualidad suponen la
primera alternativa como sustituto déseo, de tal manera que es considerado un recurso
nesesrio en todo centro donde se traten patologias de alta complejidad, por lo que su
utilizacidon se ha incrementado en 15 veces durante la ultima década, suponiendo en la

actualidad un tercio de los sustitutos déseos utilizados en los Estados Unidos. La FDA lo
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considera un tejido para trasplantar utilizado sin aditivos, almacenandose con esta finalidad en

los establecimientos de tejidos *#1°%1¢°,

Un homoinjerto o aloinjerto es un tejido trasplantado entre miembros genéticamente no
idénticos de la misma especie. Se puede obtener de donantes vivos, frecuentemente de las
cabezas femorales extraidas en las artroplastias de cadera, de donantes multiorgdnicos o de
donantes de tejidos™*®. Las ventajas de los aloinjertos sobre los autoinjertos estan en relacion a
su mas facil disponibilidad, ausencia de morbilidad de la zona donante, menor tiempo
quirdrgico y sangrado, capacidad de reconstruccion de grandes defectos, etc. Entre sus
desventajas estan los tiempos de incorporacion mas prolongados y la capacidad
osteoconductiva y osteoinductiva menores comparada con el autoinjerto. El punto mas

conflictivo estd en relacion con la transmision de enfermedades®®**>'%3 g

riesgo de
transmisién de enfermedades con injertos frescos y la dificultad para su almacenamiento y
distribucidon, ha generalizado el uso de injertos frescos-congelados y liofilizados, con
propiedades principalmente de osteoconduccion, aunque también conservan algunas
propiedades osteoinductivas que varian de acuerdo al tipo de injerto y al procesamiento

utilizado en su preparacion, esterilizacién y almacenamiento.'®*

Entre los tipos de aloinjertos mas frecuentemente utilizados estan: el aloinjerto de hueso
esponjoso, es el mas comun, se obtiene de cabeza femoral por lo general triturandola y se
utiliza para relleno de cavidades éseas, artrodesis vertebrales extensas,recambio protésico,etc;
el aloinjerto de hueso corticoesponjoso, que se utiliza para reconstruir pequefios segmentos
Oseos debiendo realizarse un tallado perfecto del injerto para obtener un mayor soporte
mecanico, y por ultimo el aloinjerto 6seo masivo, destinado a reemplazar segmentos de gran
tamanfio ( fémur distal, tibia proximal...) y cuyo uso ha supuesto un cambio importantisimo en

el tratamiento y prondstico de los tumores 6seos malignos.

Las fuentes de aloinjertos dseos son principalmente dos: injertos de donantes cadaveres,
obtenidos bajo los mismos estandares que para la obtencidn de otros érganos destinados a
transplantes, e injertos de donantes vivos, procedentes casi exclusivamente de las cabezas
femorales obtenidadas de resecciones realizadas en cirugias de reemplazo articular de la

cadera, previo consentimiento de paciente. Ambas tenicas se realizan bajo técnica aséptica.

Los métodos de consevacion son la congelacion, criopreservacion o liofilizacidn, y puede
ser fresco, congelado o procesado alternativamente para minimizar la posible respuesta

inmundgena a la que se expondria al huésped al que se implanta el material. EIl homoinjerto
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fresco se utiliza menos que el procesado por la dificultad para realizar el screening de

enfermedades®

. En la crioconservacion, la temperatura a la cual debe ser mantenido el tejido
dseo depende del tiempo que se quiere conservar. La mayor ventaja de la liofilizacién es que

puede conservarse a temperatura ambiente y su desventaja el alto coste del proceso.

El proceso de incorporacion del aloinjerto en el esqueleto del huésped donde se
trasplanta, comienza con una osteoconduccién pasiva, a la que le sigue una formacién dsea

estimulada por las sustancias osteoinductoras.

Los injertos corticales se incorporan por trepanacién y sustitucién a través de un proceso
de formacién intramembranosa en las uniones corticales. El injerto cortical finaliza con una
exposicién medular al canal que se incorpora por osificacion endocondral. Este proceso crea
una estructura con una fortaleza débil, que es reabsorbida y, posteriormente, convertida en
hueso nuevo. En contraste, el injerto medular se incorpora exclusivamente por formacion
endocondral, permitiendo la formacidn de hueso dentro del marco osteoconductivo,

aportando fortaleza desde el principio™®.

Ninguno de los métodos de conservacion de hueso utilizados aseguran por si mismos su
esterilidad, por lo que es necesario utilizar diferentes procedimientos de esterilizacién. Los
métodos de esterilizacion utilizados para erradicar la posible presencia de bacterias, hongos y
virus y disminuir al maximo el riesgo de su transmision (lo que se descarta mediante screening
para el VIH-1,(virus de inmunodeficiencia humana-1) VIH-2 (virus de inmunodeficiencia
humana 2), VHC (virus de la hepatiyis C), VHB (virus de la hepatitis B), HTLV-I (virus linfotrépico
de célula T humano-l) , HTLV-Il (virus linfotropico de célula T humano-Il), sifilis y
citomegalovirus) se basan en la utilizacion de radiacién gamma o de éxido de etileno. El
primero ofrece mejores efectos sobre la actividad mecdnica, ya que el 6xido de etileno afecta a
las propiedades osteoinductivas del hueso™®, y es el método de esterilizacidn que se utiliza con
mas frecuencia siendo su objetivo la obtencion de tejidos que posean un aceptable margen de
seguridad (a dosis de 25.000 grays, la totalidad de bacterias y hongos son inactivadas) y
cambios minimos en su estructura y comportamiento. El segundo, disminuye las propiedades
osteoinductivas y las caracteristicas biomecanicas del tejido desaconsejandose ademas por la

. . . 1
toxicidad de sus residuos'®®.
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Figura 31. Imagenes de aloinjertos dseos y ligamentosos. A) Aloinjerto osteocondral de fémur distal. B) Proceso de
tallado de aloinjerto osteocondral unicondilar de fémur distal. C) Resultado radioldgico de trasplante osteocondral
unicondilar de fémur distal osteosintetizado con tornillos. D) Aloinjertos de tenddn patelar (a la izquierda) y de

tendodn aquiliano (a la derecha) para cirugia de reconstruccidn de ligamiento cruzado anterior. E) Congelador a -80°C
16

3.1.3 Isoinjerto o injerto singénico

Los isoinjertos son aquellos que se realizan entre individuos isogénicos, es decir,

740 s 12 ae . _s4s 12 ae 158,162,167
genéticamente idénticos, como es el caso de los gemelos homocigdticos idénticos o
de animales de laboratorio procedentes del mismo ovocito. En este tipo de injertos no hay

barreras inmunolégicas.

3.1.4 Heteroinjerto o Xenoinjerto

Los heteroinjertos son los injertos que se realizan entre individuos de diferente especie.
Se pueden conseguir con mucha facilidad por lo que en la actualidad existe un gran interés
cientifico y se estan realizando numerosos estudios sobre ellos. Su uso esta muy limitado ya
que la capacidad inmunogénica de las células y de la matriz organica hace necesaria su

desproteinizacion *1%*'%’
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Tabla 6. Funcion primaria de algunos sustitutos éseos.

FUNCION PRIMARIA

SUSTITUTOS OSEOS

Osteogénesis

Aspirado de médula ésea
Matriz dsea desmineralizada

Proteinas morfogenéticas

Osteinduccion

Factores de crecimiento
Terapia génica
Sulfato célcico

Cemento de fosfato célcico

Osteoconduccion

Ceramicas
Coldgeno

Polimeros sintéticos

Tabla 7. Propiedades de diferentes tipos de sustitutos &seos (DBM: matriz dsea

desmineralizada. TCP: Fostato tricalcico. BMA: Aspirado de médula dsea. BMP: Proteinas

morfogéneticas. CPC: Cemento de fosfato calcico. 0 = nada. 3 = excelente).

TIPO INJERTO OSTEOGENESIS ~ OSTEOINDUCCION OSTEOCONDUCCION
Hueso Autdlogo 2 2 3
Biomateriales DBM 0 2 1
Colageno 0 0 2
Ceramicas TCP 0 0 1
HA 0 0 1
CPC 2 2 3
Injertos B-TCP/BMA

combinados BMP/compuestos - 3 -

sintéticos
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3.2 Biomateriales

En ocasiones se necesita aumentar o reemplazar cualquier tejido, drgano o funcién del
cuerpo, para ello debemos utilizar diversas sustancias sintéticas o naturales, que sin ser
farmacos se puedan usar como un sistema o parte de un sistema, a estas sustancias las

168,169

Ilamamos comunmente biomateriales Estos materiales han de influir activamente en los

procesos de cicatrizacién, dependiendo éstos de las propiedades fisicoquimicas, mecanicas,

70 presentan una serie de caracteristicas

topografia superficial y disefio del implante
genéricas como son la biocompatibilidad, propiedades mecdnicas, biofuncionalidad,
bioestabilidad o resistencia a la corrosion, seguridad bioldgica, disponibilidad y procesabilidad

del material que son necesarias para que puedan llevar a cabo su funcién.

Cuando un material se pone en contacto con el tejido éseo puede que no produzca
efectos tdxicos e interactue favorablemente con las células del lecho éseo, dando lugar a su
integracién; puede que no libere sustancias téxicas pero no sea capaz de interactuar con el
lecho dseo, resultando asi una integracion dificil, o que sus moléculas interactien con las
células, pero esta interaccidon produzca téxicos, haciendo fracasar el implante. O puede que el
material cause una mortalidad celular moderada o por ultimo, que cause necrosis tisular

masiva, dando lugar a la pérdida espontanea del implante .

3.2.1 Biocompatibilidad

Una de las definiciones mas usuales de biocompatibilidad es la capacidad de un material
de ser utilizado en una aplicacidn especifica, con una respuesta adecuada del tejido receptor.
Este término hace referencia al grado de aceptacién de un material por parte del organismo y

se denomina concretamente “aceptabilidad bioldgica” /*'"3.

A pesar del uso tan extendido que tiene dentro de las ciencias de la salud, su definicién no

se aceptd en el diccionario de la Real Academia de la Lengua Espaiiola hasta la edicion de 2001

aunque ya aparece recogido en la European Society for Biomaterials desde 1986 que los define

como “materiales que empleados en los dispositivos médicos, tienen como fin interactuar con

sistemas biolégicos”, modificando la definicion original de material biocompatible como
» . e, .

material inerte en el entorno fisioldgico”, ya que actualmente se incluyen como

biocompatibles a materiales que pueden reaccionar con el entorno.
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La biocompatibilidad es algo mas que la ausencia de toxicidad. El término biocompatible
aparece cuando la medicina, junto con toda la tecnologia que le da soporte, evoluciona lo
suficiente como para conseguir sustituir la totalidad o parte de un tejido, en nuestro caso
tejido dseo, por un material, para lo cual es condicién imprescindible que el material sea
biocompatible. Las caracteristicas de un tejido se basan en su hidratacidn, su celularidad, su
complejidad estructural, los cambios que sufren con la edad y con diferentes estimulos, su
actividad metabdlica y, por ultimo, su anisotropia, es decir, la variacidon de su comportamiento
en funcién de la direccion del estimulo. Por el contrario, los biomateriales son acelulares,
generalmente anhidros, con una microestructura mas o menos compleja pero siempre
estandar, no responden a estimulos ni participan en la actividad metabdlica del organismo y
son isotrdpicos. A todo esto hay que afadir que nuestro cuerpo esta disefiado para reconocer
lo que le es propio y rechazar lo que le es ajeno a fin de defenderse de agresiones exteriores.
Por ello, cuanto mas inerte sea un material mds probabilidad tendra que el organismo no lo
rechace. El caracter inerte de un material es relativo, ya que siempre quedan productos
residuales, defectos de fraguado, productos de solubilizaciéon o de corrosién o de la misma
dinamica de la reaccién de fraguado, que poseen la capacidad de difundir y reaccionar
guimicamente con las moléculas biolégicas por lo que la existencia de un material
absolutamente inerte no es factible, aunque un material puede ser considerado biocompatible

cuando la respuesta bioldgica se mantenga dentro de unos limites aceptables ***”>.

Otro factor fundamental es que la mayoria de los biomateriales que se utilizan tienen que
fraguar, por lo que necesitan ser quimicamente activos. Como consecuencia de todo esto, se
puede considerar la biocompatibilidad de un material como “el estado en el cual un material
se encuentra en intimo contacto con un organismo vivo, ejerciendo su funcién, sin dafarlo ni
ser dafiado por él”. Por lo tanto, la biocompatibilidad es bidireccional entre el organismo vy el
material y se debe tener en cuenta como puede dafiar el material al organismo y como éste

puede, a su vez, dafiar al material 17

El objetivo principal de los estudios de biocompatibilidad es analizar las posibles
respuestas adversas que pueden generar los biomateriales.En la normativa I1SO 10993.1 sobre
biocompatibilidad se detallan una serie de ensayos que debe superar un biomaterial para ser
considerado biocompatible. La norma es Uutil sobre todo, para detectar posibles dafios
irreversibles sobre los tejidos, o del cuerpo en general y hacen refefencia especial a la posible
genotoxicidad, carcinogenicidad, toxicidad sobre el feto en gestacion, citotoxicidad, alergias,

sensibilizacidn al mismo y efectos de los residuos procedentes de la esterilizacion.
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Pruebas de toxicidad: Existen mdultiples pruebas que se pueden clasificar en tres

categorias: Nivel I, que son ensayos in vitro sobre toxicidad; Nivel Il, ensayos in vivo con
animales de experimentacién y Nivel lll, ensayos en humanos. Este tipo de experimentacién

debe estar muy bien controlada y cumplir todos los requisitos éticos y legales.

3.2.2. Bioestabilidad, bioactividad y seguridad bioldgica

No existe duda en lo relativo a que cualquier material que sea implantado en el cuerpo, y
que deba permanecer un largo periodo en él, con la intencidon de sustituir a una parte o
funcién del organismo, ha de ser lo suficientemente resistente al medio corporal, que puede
llegar a ser muy hostil. La maxima resistencia a la corrosion o degradacién es el primer
requisito a largo plazo para un biomaterial, obviando aquellas situaciones en las que son
deseables la reabsorcion del material implantado. Estas degradaciones pueden tener causa
mecanica o por biodegradacién. Cuando es un metal, el material implantado ha de resistir a

multiples tipos de corrosiones y ser casi inerte.

En lo relativo a la seguridad bioldgica, los efectos adversos asociados a un material
implantable, obviando la presencia fisica, pueden ser causados por la interacciéon del medio
bioldgico con la superficie o liberacidon de parte del material al medio, por esto el biomaterial,
y mas concretamente su superficie, ha de poseer una excelente resistencia a la corrosién que
minimice la liberacién de particulas u otros elementos. Estos, deben tener escasa actividad
bioldgica, con ausencia o minima presencia de citotoxicidad, o ser fisiolégicamente
indiferentes al ser tolerado por las células sin ningln efecto positivo pero también sin efecto

negativo.

Visto lo anterior, los biomateriales, seglin los objetivos, han de reaccionar minimamente
con el cuerpo. Existen multiples sistemas médicos que son elegidos por ser inertes y carecer asi
de capacidad para integrarse en los tejidos vivos, ya sea a nivel fisico o bioldgico, y que
funcionan como un adjunto al cuerpo sin constituir parte de él, existiendo el riesgo de
separacion y pérdida del implante con el tiempo. Esto da lugar a importantes reservas cuando
se usa un material inerte en cirugia reconstructiva, por lo que cabe preguntarse si esta
cualidad es buena para los implantes dentales en la actualidad, que requieren una unidn

especifica y permanente al lecho éseo."”’

3.2.3 Biomateriales y tejido 6seo
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Cuando se trabaja con proétesis sobre bases dseas que han de ser permanentes,
incluyendo los implantes dentales, no se busca la inactividad biolégica del material
implantado, sino que se requiere la capacidad de interaccidén en la interfaz hueso-implante,
considerandose dos situaciones aceptables, siendo la primera una combinacién de tejido dseo
y blando, y la segunda con ausencia de tejidos blandos. Esto depende de un gran nidmero de
variables entre las que destacan la estabilidad mecanica, la rugosidad superficial y un material
inerte. En la mayoria de las circunstancias, la aposicién dsea y la estabilidad clinica de los
implantes se logra mediante el método de maximizar la cualidad de material inerte, y como
consecuencia de la baja reactividad disminuiria la respuesta inflamatoria y la formacién de
tejido blando. Por otro lado, la aposicién del biomaterial al hueso no significa su adhesion,
existiendo materiales bioactivos que permiten la unién activa al hueso. Una clave en esta
situacién es que el biomaterial permita la expresion fenotipica de los osteoblastos para que
formen fosfato calcico, y que éste se pueda adsorber a la superficie del implante uniéndolo al

tejido dseo, buscando un equilibrio entre la estabilidad, seguridad y actividad bioldgica *’%.

3.2.4 Clasificacion de los biomateriales

Se utilizan diferentes clasificaciones de los biomateriales, una de las mas utilizadas es

, . 179, 180,181
segun su origen *> 180181,

a) Materiales bioldgicos: incluye sustancias basadas en moléculas organicas tales como el

colageno o la fibrina, usados con diversos fines. Pueden ser tejidos blandos (piel,
tenddn, miocadio...) o Tejidos duros (hueso, dentina...)

b) Materiales sintéticos: incluye a los polimeros, metales, cerdmicas y vidrios.

- Polimeros como el Poilmetilmetacrilato, etc.

- Metales: los implantes dentales metalicos son los mas usados y conocidos. Dentro
de éstos destaca el titanio comercialmente puro y sus aleaciones, por ejemplo, con
vanadio y titanio. El acero inoxidable estd en desuso en implantes dentarios
debido a la poca resistencia a la corrosién y fatiga. También se usan aleaciones de
cromo-cobalto, tantalo y otros.

- Ceramicos: Se pueden definir como materiales sélidos, inorganicos y no metalicos.
Pueden ser bioinertes como la alumina o el zafiro, o bioactivos como los basados
en fosfato calcico (hidroxiapatita, fosfato tricalcico), o vitroceramicos.

- Biovidrios: se usan como revestimiento de implantes o relleno de cavidades dseas.

181,182
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c) Semisintéticos: Se obtienen por la transformacién quimica de los polimeros naturales

sin que se destruya de modo apreciable su naturaleza macromolecular.

Ségln su respuesta bioldgica se pueden clasificar en:

a) Biotolerados: Son encapsulados por una capa de tejido conjuntivo fibroso (PMMA,
acero inoxidable, Cr-Co).

b) Bioinertes: La superficie del material es recubierta por una capa de d6xido estable,
presenta contacto directo con el hueso y no se produce inhibicidon de la osteogénesis
(Ti, Ti-aleaciones, alimina, ciconia).

c) Bioactivos: producen un enlace quimico directo con el hueso circundante (fosfato
calcico, hidroxiapatita, biovidros), gracias a su capacidad para fijar proteinas
inductoras en su superficie.

3.2.5 Matriz 6sea desmineralizada (DBM)

La matriz 6sea desmineralizada es un biomaterial que se obtiene de la descalcificacién del
hueso cortical. Mantiene la estructura trabecular de colageno del tejido original y puede servir
como andamiaje bioldgico osteoconductivo, aunque pierde cierta resistencia en este proceso.
La desmineralizacién no elimina completamente los factores de crecimiento, por lo que estos
injertos pueden ser mas osteoinductivos que el resto. Los resultados clinicos con su uso, no
obstante, no son uniformemente buenos, debido principalmente a que el procesamiento no se
realiza de manera uniforme, aunque mediante él se disminuye el riesgo de infeccién y de
respuesta alérgica por parte del huésped. La DBM suele utilizarse como complemento de otros

sustitutos dseos y se presenta de diferentes formas.

Figura 32. Diferentes presentaciones de DBM: en bloques (izda) o granulos (dcha)
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3.2.6 Colageno

El colageno constituye la principal proteina insoluble de la matriz extracelular y del tejido
conectivo. Una de las caracteristicas principales del colageno es su estructura helicoidal de
triple hebra, en la que tres cadenas polipeptidicas llamadas cadenas alfa, se envuelven entre
ellas para formar una superhélice cordonal.La gran cantidad de prolina y glicina que posee el

colageno es fundamenteal en la formacién de la triple hélice.

El coldgeno como componente de la matriz extracelular puede ser un material de eleccién
para su uso como armazdn celular. Este ayuda al depdsito mineral, al crecimiento vascular,
retiene los factores de crecimiento y favorece un entorno para la regeneracién ésea. Ademas,
en estudios recientes se ha demostrado util como transportador de factores osteoconductivos,
osteoinductivos y osteogénicos. Como inconvenientes se puede mencionar que puede crear
reacciones inmunitarias y aporta poco poder estructural. Las membranas de colageno son el
elemento esencial en la regeneracidn tisular y ésea guiadas, tan importantes en periodoncia y

ortopedia182,183,184

. Actuan como efecto barrera e impiden que las células de estirpe epitelial
invadan el foco a regenerar, permitiendo de esta manera la reproduccién y multiplicacién de

las células dseas™®.

Figura 33. Membrana colagena (izda). Recubrimiento de un injerto mediante una membrana de colageno

reabsorbible (dcha).

3.2.7 Titanio

El titanio es el noveno elemento mas abundante en la corteza terrestre y es obtenido a
partir del 6xido de titanio, TiO,, presente en minerales tales como el rutilo, la ilmenita la
anatasa y el leucoxeno. El titanio es un elemento alotrépico, es decir, puede existir en mas de
una forma cristalografica, con el nimero atémico 22 y una masa atémica 47,90. Su punto de
fusion es 1675 °C. A temperatura ambiente forma una estructura cristalina denominada fase

alfa, mientras que la fase beta se logra al solidificarlo desde el estado liquido o al calentar el
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solido a temperaturas superiores a 883 °C. Estas fases pueden coexistir en el mismo cuerpo de
un implante estabilizdndose mediante la aleacién con otros metales. En estado puro posee un
brillo de metal blanco o grisdceo muy claro. Tiene una baja densidad, ligereza, buena
resistencia mecdnica y una excelente resistencia a la corrosidn quimica, ya que resiste la accion
de 4cidos tanto organicos como inorganicos, paramagnético (no se imana), poca
conductividad, reciclable, maleable y ductil, muy resistente a la traccidn y gran tenacidady

puede mantener una lata memoria en su forma**¥’.

Las aplicaciones mas tempranas como biomaterial del titanio se basaron en los avances
realizados, después de la Segunda Guerra Mundial, en los procesos de manufacturado para
necesidades militares y aeroespaciales. Se realizaron estudios sobre su biocompatibilidad y
resistencia a la corrosién, generandose el interés en el desarrollo de nuevas aplicaciones del

titanio para los sistemas médicos, quirurgicos y dentales, que continlda en nuestros dias.

Ya que el titanio puede ser procesado como material del cuerpo del implante, usando
procesos convencionales, éste es apropiado para implantes que transmitan cargas y para la
fabricacidn de otros instrumentos. Ademas, el titanio puede ser usado para recubrir superficies
menos biocompatibles o servir como base de superficies bioactivas. Su uso como biomaterial
depende de la formacién de una fina capa, 5-20 nm de espesor, de Oxidos de titanio,
fundamentalmente TiO,, que es compacta, adherente y protectora. Sobre las caracteristicas de

esta capa de oxido influyen las trazas de elementos y los metales que se alean con el titanio.

A pesar de los estudios realizados, su potencial esta aun infravalorado, aunque con el
convencimiento de que tendrda mayor importancia, en las generaciones futuras de nuevos
sistemas médicos, incluyendo las aplicaciones tradicionales en odontologia, ortopedia y
sistema cardiovascular. Del mismo modo el diéxido de titanio disponible en varias
configuraciones es un material prometedor como transporte de células y plataforma de tejidos
en ingenieria tisular. Se demostré que el titanio es capaz de adsorber rapidamente proteinas
desde los fluidos bioldgicos, éstas pueden ser albdimina, colageno, fibrina, glucoaminoglicanos,
proteinas de complemento, e inmunoglobulina G, entre otras; pero no existen conclusiones
sobre la importancia de la formacion de esta capa proteica sobre la reaccion bioldgica del
titanio, siendo importante en la regulacidn de la homeostasis cercana al implante, asi como en
la regulacién de la respuesta inflamatoria, y por lo tanto en procesos de reparacion tisular a
corto plazo.®®** Del mismo modo también une células, las cuales pueden experimentar
crecimiento y diferenciacidn. Entre los tipos celulares mas destacados que se unen al titanio se

encuentran las células epiteliales, fibroblastos, condrocitos y células osteogénicas. Los
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neutrdéfilos y los macrdfagos son los primeros tipos celulares que se unen a la superficie del
implante de titanio, y luego los macréfagos forman células gigantes de cuerpo extrano. Las

células osteoprogenitoras migran al lugar de colocacidn del implante y pueden diferenciarse a

190,191,192

osteoblastos

Figura 34. Cufias porosas de titanio empleadas en osteotomias correctoras (izda). Prétesis de cadera no

cementada con recubrimiento de titanio a nivel del vastago y componente acetabular (dcha).

3.3 Factores crecimiento

Los factores de crecimiento son proteinas secretadas por las células que, actuando sobre
la célula objetivo, llevan a cabo una accién especifica. Existen tres tipos diferentes de
actuacién: autocrina, en la cual el factor de crecimiento actua sobre la célula de la que
proviene o sobre células con idéntico fenotipo (por ejemplo, un factor de crecimiento
producido por un osteoblasto ejerce su funcidn sobre otros osteoblastos); paracrina, en la cual
los factores de crecimiento ejercen su influencia sobre células vecinas con un fenotipo
diferente a la célula origen (por ejemplo, factores de crecimiento producidos por osteoblastos
son capaces de estimular la diferenciacion de una célula indiferenciada) y, por ultimo,
endocrina, en la cual los factores de crecimiento ejercen su influencia sobre una célula de
fenotipo diferente y que se encuentra en una localizacién anatémica diferente (por ejemplo,
factores de crecimiento producidos por tejido neural en el sistema nerviosos central
estimulando la actividad osteoblastica). Estos factores de crecimiento pueden actuar sobre

Slas . . . . .. . . 193 1
multiples tipos celulares y pueden inducir diferentes actividades en varios tejidos ******.

Los factores de crecimiento enlazan con el receptor de la célula diana e inducen un
sistema de sefales de transduccién intracelular que finalmente culmina en el nicleo y con una

respuesta bioldgica. La unidn del factor de crecimiento y su receptor se conoce con el nombre
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de interaccion ligando-receptor. Estas interacciones son muy especificas y pueden ser simples
interacciones entre un factor de crecimiento y su ligando o complejas entre uno 6 mas
ligandos con uno o mas receptores. Por otra parte, existe una redundancia en este sistema
bioldgico, ya que diferentes formas del mismo factor de crecimiento puede unirse a un Unico

receptor o diferentes factores de crecimiento pueden ser activados por el mismo ligando.*

Una vez que se establece la interaccidn ligando-receptor, el receptor se activa a través de
cambios en su conformacidn. Los receptores tienen dominios extracelulares que se unen al
ligando, y dominios intracelulares que se unen y activan el sistema de transduccion de sefiales.
Parte de este sistema de transduccidn de sefiales se relacionan con el factor de transcripcion,
una proteina intracelular que es activada en el contexto de una secuencia de activacidn que se
inicia a través del receptor del dominio intracelular. La activacion del factor de transcripcion
llega al nucleo, se une al ADN nuclear e induce la expresién de un nuevo gen o conjunto de
genes, que son los que cambian las caracteristicas de la célula. El tipo de activacidn, asi como
el factor especifico de trascripcidn, varian en funcién de la célula objetivo, la combinacién del

factor de crecimiento y su receptor y las caracteristicas de las células.'®?

Tabla 8. Factores de crecimiento.”

FACTOR DE FUENTE TIPO DE RECEPTOR FUNCION
CRECIMIENTO
FACTOR DE Plaquetas, matriz ésea Serin-treonin sulfato Factor de crecimiento
CRECIMIENTO extracelular, matriz pleotrépico que estimula
TRANSFORMANTE B cartilaginosa la proliferacién de células
(TGF-B) madre indiferenciadas

PROTEINAS OSEAS
MORFOGENETICAS
(BMP)

Células
osteoprogenitoras,
osteoblastos, matriz

Osea extracelular

Serin-treonin sulfato

Promueve la
diferenciacién de células
mesenquimales a
condrocitos, osteoblastos.
Promueve la
diferenciacién de
osteoprogenitores a
osteoblastos. Influye en
los patrones de formacién
esquelética

FACTORES DE
CRECIMIENTO
FIBROBLASTICO (FGF)

Macréfagos, células
mesenquimales,
condrocitos,
osteoblastos

Tirosin-quinasa

Mitdgeno para células
mesenquimales,
condrocitos y osteoblastos
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FACTOR DE Matriz dsea, Tirosin-quinasa Promueve la
CRECIMIENTO SIMILAR condroblastos y diferenciacién y
A LA INSULINA (IGF) condrocitos proliferacion de células

osteoprogenitoras

FACTOR DE Plaquetas, osteoblastos Tirosin-quinasa Mitdgeno para células
CRECIMIENTO mesenquimales y
DERIVADO DE LAS osteoblastos, quimiotaxis
PLAQUETAS (PDGF) macrofagos

Aunque se conocen las sefiales de transduccién de los factores de crecimiento y de sus
receptores, existe un conocimiento limitado de las vias por las cuales estos factores de
crecimiento actiian en la regulacidon de la reparacién ésea. En este ambito, los factores de
crecimiento derivados de las plaguetas son secretados por las plaguetas durante las fases
precoces de la curacién de las fracturas y estudios in vivo han demostrado que tienen actividad

mitégena para los osteoblastos **>*%**%7,

Con respecto a las proteinas morfogenéticas (BMP), esta extensa familia de proteinas ha
suscitado el mdaximo interés desde que en 1965 Urist demostré que la matriz ésea
desmineralizada implantada subcutaneamente o intramuscularmente inducia la formacion de
hueso. A estos factores que inducian la formacién dsea se les denomind proteinas
morfogenéticas 6sea (BMP). Las BMP pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento
beta, (TGF-beta), y auque su actividad fué identificada por Urist, hasta la década de los 80 no
se conocio su estructura con la purificacidn y secuenciacion de la BMP-3 bovina y la clonacidn
de las BMP-2 y BMP-4 humanas.En la actualidad se han caracterizado mas de 20 tipos de BMP.
Las formas recombinantes de BMP-2 y BMP-4 inducen generacién de hueso ectépico. La BMP-
2 puede regenerar defectos corticales mediante osificacién endocondral, estimula el
crecimiento y la diferenciacién de los condrocitos de la placa de crecimiento in vitro y

promueve la diferenciacién de fenotipo osteoblastico en lineas pluricelulares murinas®***%*.

Las BMP mas estudiadas por su capacidad para producir regeneracién ésea han sido la
BMP-2 recombinante humana (rhBMP-2) y la BMP-7 recombinante humana (rhBMP-7),
también conocida como proteina osteogénica 1 (OP- 1). Ambas se obtienen mediante técnicas
de biotecnologia en células de mamiferos y las investigaciones preclinicas y clinicas han
demostrado que inducen la formacion dsea y la reparacion de defectos dseos, con resultados

al menos comparables a los del injerto de hueso autélogo 2°%?% .
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Rellenar un defecto éseo con BMP es realmente complicado ya que por su gran
solubilidad se dispersa rapidamente lo que da lugar a una pobre induccién ésea. Para evitar
este problema en diferentes estudios publicados aparecen asociaciones de esta proteina con
otros biomateriales que actian como vehiculo como son ceramicas de fosfatos de calcio,
sulfatos calcicos, acido polilactico, acido poliglicélico, polietilenglicol y otros biomateriales

compuestos cuya funcidn es retener las moléculas bioactivas en el lugar de implantacién **

204,205

Finalmente, la asociacién de aspirados de médula ésea de cresta iliaca a otros injertos y a
factores de crecimiento derivados de la sangre parece légica con el fin de facilitar la curacion

Gsea '’

El concepto nace de la idea de que determinadas partes de la sangre contienen factores
de crecimiento que regulan la estimulacién ésea, como seria el plasma derivado de las

plaquetas (PRP) y/o factores de crecimiento autélogo (FCA).

Plasma Rico en Plaquetas

Figura 35. Muestra de sangre centrigugada en la que se indica la fraccién correspondiente al PRP (izda). Tubos que

contienen rhBMP2 liofilizado (dcha).

4 INGENIERIA TISULAR

La ingenieria tisular constituye un conjunto de conocimientos, técnicas y métodos de base
biotecnoldgica que permiten disefiar y generar en el laboratorio sustitutos tisulares, tejidos
artificiales de origen heterdlogo o autdlogo a partir de células madre y biomateriales. Esta
ingenieria es una especialidad que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida
a la fabricacién de sustitutos bioldgicos que mantengan, mejoren o restauren la funciéon de

6rganos y tejidos en el cuerpo humano.

De naturaleza eminentemente interdisciplinaria, la ingenieria de tejidos incluye conceptos
de ramas tan diversas como la biologia celular, la microfabricacién, la robética y la ciencia de

los materiales para disefiar partes de reemplazo del cuerpo humano. . En nuestra especialidad
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se dirige fundamentalmente a la creacidn de tejido 6seo de la mejor calidad posible®, y

combina el aporte de células, indiferenciadas o no, que se colocan sobre una matriz a la cual se
pueden anadir factores de crecimiento que aceleren su proliferacidon e indiferenciacién para

ser trasplantadas a una estructura dafiada y conseguir su regeneracién "%

La ingenieria tisular constituye un enorme avance para la terapia celular y la medicina

regenerativa.

La primera mencidn escrita de la utilizacion de un sustituto dseo con fines terapéuticos
corresponderia a la implantancion de un xenoinjerto de hueso y fue descrito en 1668 de forma
anecdotica por el cirujano alemdan Job Van Meekeren cuando describe el relato de un
misionero en el que explicaba como se le habia colocado hueso de la calota de un perro a un
soldado ruso con un traumatismo craneoencefalico. Debe transcurrir muchos muchos afios
antes de que comiencen los verdaderos avances en el tratamiento de las soluciones de
continuidad éseas. Las células mesenquimales multipotenciales son conocidas desde 1968,
cuando Friedenstein et al establecieron que habia unas células adherentes, que formaban
clones, no fagociticas y fibroblasticas, definidas como colony forming units fibroblastic (CFU-Fs)
qgue pueden ser aisladas del estroma de la médula ésea de los individuos (Figura 36). Pueden
proliferar en condiciones experimentales adecuadas en un amplio espectro de tejidos
conectivos diferenciados, incluyendo cartilago, hueso, tejido adiposo, fibroso y estroma
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Figura 36. Diferentes tipos celulares obtenidos a partir de la diferenciacion de MSCs.
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4.1 Células

La reparacion y la regeneracién del hueso se produce a través de una secuencia ordenada
de acontecimientos celulares que estan influenciados por diversos condicionantes biolégicos y
mecanicos. El primer condicionante bioldgico es la necesidad de la presencia de células

211

osteoprogenitoras capaces de formar hueso “*. Estas células son pluripotenciales y, por tanto,

capaces de diferenciarse siguiendo varias lineas tisulares.

Las células madre pueden dividirse segln su potencial de diferenciacién en tres grupos:
células totipotenciales, capaces de generar tejido embrionario y extraembrionario; células
pluripotenciales, capaces de diferenciarse a tejidos de las tres capas embrionarias; y células
multipotenciales, capaces de diferenciarse a diferentes tipos celulares de la misma capa

embrionaria 2%,

Durante el desarrollo embrionario, las células de la capa mesodérmica se diferencian a
multiples tipos de tejidos, incluyendo hueso, cartilago, tendones, musculo, grasa y estroma
medular. Estos precursores celulares, también presentes en la etapa postnatal, se denominan

214

células madre mesenquimales o MSCs < y son células no hematopoyéticas, estromales, que

presentan multilinaje, con capacidad para diferenciarse a diferentes tejidos ***.

En el afio 2006 la sociedad internacional de Terapia Celular (International Society Cellular
Therapy, ISCT) propuso tres criterios para definir las células madre mesenquimales: deben
adherirse y crecer en plastico en condiciones normales de cultivo; mas del 95% de la poblacién
de MSCs debe expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105, adicionalmente estas células no
pueden expresar (menos del 2% positivas ) CD45, CD34,CD14 o CD11b,CD19 y HLA de clase I;
las células deben ser capaces de diferenciarse in vitro, bajo los estimulos adecuados a
diferentes linajes mesodérmicos, como pueden ser los osteoblastos, adipocitos y

condroblastos 2**%*.

Su funcién en un organismo vivo consiste principalmente en el mantenimiento y
reparacion del tejido en el que se encuentran. Si antes se pensaba que se podian diferenciar
Unicamente en el linaje celular del tejido en el que se encontraban, actualmente se sabe que
tienen un mayor grado de diferenciacion plastica. De tal forma, se ha conseguido diferenciar

células musculares a partir de células troncales neurales 2*#2'*

y obtener células musculares,
células grasas o células neurales a partir de células troncales de la dermis **°. Las MSCs se
localizan principalmente en la médula 6ésea, originando fibroblastos medulares o celulares

reticulares, adipocitos, osteoblastos y condrocitos pero también en el periostio, en el musculo,
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en la grasa, en el cerebro y en la piel.

4.1.1 Biologia de las MSCs

Una de las caracteristicas que definen a MSCs es su capacidad para diferenciarse a
diversos linajes, o lo que es lo mismo, su multipotencialidad. Diferentes trabajos sugieren que
no solo pueden diferenciarse a linajes mesodérmicos como hueso, cartilago, adipocitos, tejido
conectivo del estroma,miocitos y cardiomiocitos sino que tambien pueden diferenciarse a
otros linajes de origen no mesodérmico como por ejemplo a neuronas o epitelio de origen

ectodérmico, o incluso a células pancredticas o hepatocitos, del linaje endodérmico.

Las MSCs son células capaces de diferenciarse al linaje osteobldstico in vitro y de
mantener su habilidad de difusién cuando se implantan in vivo. Su migracidn, diferenciacién vy
posterior desarrollo de la capacidad para formar tejidos estan controlados por factores de

crecimiento %%,

Las células osteogénicas son células capaces de producir hueso o de
diferenciarse a células formadoras de hueso. Se localizan en el periostio, en el tejido blando
peritrabecular y en la médula 6sea obtenida por aspiracidon. Se supone que derivan de un
pequefio grupo de células troncales pluripotenciales indiferenciadas del tejido conectivo cuya
localizacién y caracteristicas especificas se desconocen. Los progenitores osteoblasticos se

pueden encontrar también en tejidos blandos **.

Fase expansiva: a la produccion de la célula hija proliferativa sigue un periodo de
proliferacién o expansién. Durante esta fase, el numero de progenitores aumenta
considerablemente. A nivel 6seo , se estima que una célula hija puede dividirse de 6 a 14
veces de media antes de convertirse en una con fenotipo de hueso maduro *’mediante un

fendmeno conocido como secuencia replicativa.

Plasticidad celular: Estudios recientes demuestran que las MSCs pueden diferenciarse no

solamente en células del mesodermo sino que también pueden adoptar un destino
endodermal o ectodermal, lo que se ha denominado plasticidad celular. La plasticidad celular
se define como la capacidad de una célula para diferenciarse en células maduras distintas a las
de su tejido de origen; es la flexibilidad de una célula y adoptar perfiles de expresién y

222 En numerosos estudios se ha demostrado

fenotipos funcionales de células de otros tejidos
que la diferenciacién celular terminal puede cambiar su fenotipo bajo los estimulos apropiados
de tal forma, las MSCs pueden diferenciarse no sélo a células del mesodermo, sino también a
un destino endodermal o ectodermal. Muchos grupos de investigacién han estudiado de forma

muy profunda la plasticidad de estas células demostrando su capacidad para diferenciarse in
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vivo e in vitro en miocitos, células de bazo, cartilago, médula, hueso y tejido pulmonar. En los

ultimos anos se esta centrando el esfuerzo en la plasticidad de las MSCs hacia tejido nervioso.

Otro aspecto a tener en cuenta es la heterogeneidad de las MSCs. Las colonias
individuales derivan de precursores Unicos, muestran una naturaleza heterogénea en términos
de proliferacion celular y potencial de diferenciacion multilinaje. De hecho, sélo una menor
proporcién de colonias (17%) que derivan de la médula ésea adulta humana continlda su
crecimiento mds alld de 20 divisiones, mientras que la mayoria de las células muestran

envejecimiento precoz.

Capacidad _inmundgena: las MSCs son hipoinmundgenas y pueden eludir el sistema

inmune del receptor. Expresan el complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y no el de
clase Il en su superficie CD40, CD80, CD86 **. La expresiéon de MHC clase | ayuda a proteger a
las MSCs de las células NK (natural killer); mientras que la ausencia de las de clase Il les
permite no ser reconocidas por los CD4+ T. Por otra parte, las MSCs contienen un conjunto de
MHC de clase Il en su interior que pueden expresarse en superficie cuando las tratamos con
interferon y (IFN- y). En relacién con el poder cancerigeno de las MSCs en su uso terapéutico,

en la actualidad no existen pruebas al respecto

Adhesion celular: las MSCs se movilizan en la sangre periférica en respuesta a agresiones

tales como quemaduras, lesiones musculoesqueléticas o en respuesta a lesiones hipdxicas.?*®

En esta funcidén intervendrian muchas de las moléculas que se encuentran relacionadas con la
captura, atrapamiento, rodamiento, adhesion y transmigracion de los leucocitos de la sangre a
los tejidos, también expresadas en las MSCs. Incluyen integrinas, selectinas y receptores de
guimioquinas. Entre las integrinas que se expresan en las MSCs en relacion con su adhesion al
endotelio tenemos a las al, a2, a3, a4, a5, av, B1, B3 y B4. También intervienen la P-selectina
y la VCAM-1 (proteina de adhesién de células vasculares -1), ICAM-1 (molécula de adhesion
intercelular), ICAM-3, ALCAM (molécula de adhesidon celular leucocito-activada), y la
endoglobulina/CD105 vy, en la mitad de los casos, la VLA-4, a4B1 y CD49d. Sin embargo, laEy
la L-selectina, relacionadas con la primera etapa del rodamiento leucocitario, no han
demostrado expresion, o lo han hecho minimamente. Cuando los anticuerpos neutralizan las

. . . , . 22
integrinas, presentan una gran adherencia a las células endoteliales >’

4.1.2 Obtencidn de las MSCs

La médula dsea es la principal fuente de aislamiento de MSCs, aunque se han aislado de

tejido adiposo, pancreas, higado, musculo esquelético, dermis, membrana sinovial, hueso
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trabecular, sangre de cordén umbilical, tejido pulmonar, pulpa dental y ligamento periodontal.
No obstante, los tejidos mas usados son la medula ésea, la sangre de corddén umbilical y el
tejido adiposo. Las MSCs también pueden obtenerse mediante la implantaciéon de
osteoblastos, sin capacidad inmundgena y con la posibilidad de expandirse in vitro después de
obtenerse, o mediante el uso de células de donantes no humanos (células xenogénicas), lo que
solventaria el problema del bajo nimero celular que las MSCs presentan en los tejidos
donantes. Sin embargo, la inmunogenicidad de estas células, |a posibilidad de transmision de a
infecciones y los problemas sociales y éticos derivados de su uso, han disminuido el interés por
este tipo de método por lo que la célula madre parece ser la mejor opcién?®. Desde que se
inicid la utilizacion de células madre con fines terapéuticos han sido multiples los estudios que
se han realizado para entender y mejorar su obtencién, debido a su demostrada capacidad

para diferenciarse a células de origen mesodérmico, ectodérmico y endodérmico **°.

La célula ideal para aplicaciones regenerativas debe estar en numero suficientemente
amplio (millones o billones de células), deberia poder obtenerse por procedimientos
minimamente invasivos, poder diferenciarse a distintos linajes y poderse trasplantar de
manera eficaz y segura a un mismo paciente o como implante alogénico. La proporcion de
células osteoprogenitoras en la médula ésea ha sido motivo de multiples estudios. Segun
Muschler **°seria de un progenitor osteogénico por 23x103 células nucleadas en médula ésea
humana. La determinacion se realizé mediante la prueba de la fosfatasa alcalina. Ademas, se
observd que existia una correlacién positiva con el nimero de células nucleadas y una
correlaciéon negativa con la edad de los pacientes®®’. En el aspirado de médula dsea la
prevalencia de células madre mesenquimales seria de 1 /1.000 a 1 /10.000 células nucleadas,
lo que equivaldria a una fraccién del 0,001 al 0,01%. Un adulto joven y sano posee

aproximadamente una célula progenitora por cada 100.000 células nucleadas®****>,

La cantidad de células madre o células progenitoras disminuye de forma drastica con la
edad y es muy baja en la médula dsea pero a pesar de su escasez, la poblacion de células
progenitoras locales suele ser suficiente para formar hueso en respuesta a una lesion o a
otros estimulos. Sin embargo, en algunos casos, cuando existen muy pocas células
osteoprogenitoras o cuando su capacidad de respuesta esta disminuida, el potencial
osteogénico de la médula dsea local es insuficiente para cubrir las necesidades de formacion
de hueso nuevo. En estas situaciones, la formacidon désea no es adecuada y se producen

pseudoartrosis u otros fracasos de la reparacién.
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1 ¢ d
Figura 37. (a,b) Cordén umbilical y MSCs provenientes del cordén. (c,d) Extraccion y MSCs provenientes de la
17
grasa.

4.1.3 Aislamiento de MSCs

En la década de los 90, Caplan y cols lograron obtener y diferenciar MSCs de humanos

adultos modificando el método utilizado por Friedenstein 2>

Se disponen de numerosos protocolos para obtener MSCs, los métodos mads sencillos
incluyen su caracteristica de células adherentes. Se coloca un pequefio trozo de hueso
directamente en el interior de un frasco de cultivo o sobre una placa y las células crecen sobre

la base de plastico del frasco.

Una modificacién de este protocolo incluye la densidad de centrifugacién de la médula
dsea que incluye el uso de soluciones de alta densidad con baja viscosidad y baja presion
osmotica para conseguir la fraccion mononucleada de la médula dsea que contiene MSCs.
Subsecuentemente la adherencia al plastico se produce en la poblacién de MSC. El nimero
inicial de MSCs puede aumentar hasta un 36% con la recoleccién y recolocacién en un nuevo

frasco de la poblacidn celular inicial no adherente que es lavada.

Para el aislamiento de MSCs, intentando conseguir células mds puras y homogéneas, se
han utilizado diferentes protocolos. La obtencién de médula 6sea mediante gradientes de
densidad tiene la desventaja de que en las primeras resiembras se encuentran tanto células
endoteliales como macréfagos contaminando los cultivos, por lo que estos son muy

heterogéneos.

Los métodos de separacion celular utilizados se basan en algunas de las caracteristicas
fisicas de las células, como el tamanio, y en aspectos inmunofenotipicos. De acuerdo con éstos,
las células pueden ser seleccionadas mediante dos métodos (seleccidon positiva y seleccién
negativa), que precisan del uso de un citdmetro de flujo o de una columna inmunomagnética.
La seleccién positiva se basa en el reconocimiento por un anticuerpo de una molécula presente

en la célula de interés. Este método es muy util cuando el antigeno utilizado para reconocer a
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la célula se expresa Unicamente en ella. Su inconveniente es que hasta la fecha no se cuenta
con un anticuerpo que reconozca Unicamente a MSCs. La seleccién negativa se basa en la
eliminacion de células distintas a la poblacidn de interés. En el caso especifico de las MSCs se
utilizan anticuerpos dirigidos contra macréfagos, linfocitos, megacariocitos y células

endoteliales.

Con cualquier método, el sistema debe procurar la pureza de las MSCs, sin contaminacién
con otro tipo de células como son las hematopoyéticas. Para evitarlo se han propuesto dos
técnicas muy similares, la seleccion magnética y las células activadas por fluorescencia. La
seleccion magnética utiliza epitopes positivos para MSCs los cuales estdan marcados con
anticuerpos sobre bolitas magnéticas. La aplicacidon de un campo magnético externo separa las
células marcadas positivas de las negativas. La seleccidn de células activadas por fluorescencia
es un método alternativo por el cual una poblacién de células heterogeneas, de sangre,
médula désea,etc, son caracterizadas y separadas segun la intensidad de la fluorescencia que
emitan. El citdmetro aislara Unicamente aquellas células cuya emisién de luz encuentra los
pardmetros definidos. Mas especifico es marcar uno o mas anticuerpos monoclonales con una
tincidn fluorescente para que se una a una poblacién especifica de células. Las células segun
sean negartivas o positivas para estos anticuerpos seran incluidas o excluidas de los tubos

colectores.

Una fuente alternativa para obtener MSCs de la médula dsea o también de tejidos sdlidos,
hueso, cartilago o grasa, es hacer un tratamiento con colagenasas, enzimas capaces de romper
las uniones peptidicas en la triple hélice de la molécula de colageno. De esta forma, las células
se liberan del tejido y pueden ser recogidas por medio de lavado y centrifugacién. La cantidad
de MSCs obtenidas por este sistema seia muy superior a la centrifugacion de la médula dsea y
aunque la mayoria de los autores sugieren que las células asi obtenidas serian idénticas tanto
en el potencial de diferenciacién como de las caracteristicas fenotipicas otros defienden que
las obtenidas por medio enzimatico poseen mayor actividad metabdlica, nivel de proteinas

intracelulares y produccién de calcio 2*>?*%**’,

4.1.4 Diferenciacion de las MSCs

La diferenciacidon de lass MSCs esta controlada por factores de crecimiento, hormonas,
moléculas de la matriz extracelular y sefales de direccionamiento. Esta diferenciacion puede
ser inducida in vitro por el tratamiento de las MSCs con glucocorticoides sintéticos (como la

dexametasona), B-glicerolfosfato, acido ascérbico y 1,25(0OH)3D. El marcador mas utilizado
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para detectar preosteoblastos es la actividad de la fosfatasa alcalina y para los osteoblastos

maduros, la calcificacién de la matriz extracelula respectivamente.

El tratamiento de MSCs humanas con IGF-1, con factor de crecimiento epitelial (EFG) y
con VEGF aumentan la actividad de la fosfatasa alcalina y la mineralizacién in vitro lo que
demostraria la importancia de los factores de crecimiento en la osteoinduccién. En cuanto a
PDFG, algunos autores creen que tienen un minimo efecto inductor en la osteogénesis

actuando sobre MSCs mientras que otros defienden su uso por lo contrario *2.

Se ha descrito en la superficie de las MSCs positividad para SH2, SH3, CD29, CD44, CD71,
CD90, CD106, CD120a, CD124, SB10, SB20 y SB21, aunque no hay marcadores unicos ni
combinaciones especificas. El SB10 se ha propuesto como diferenciador de célula

osteoprogenitora humana, a pesar de que también se ha visto relacionado con otras especies.

4.1.5 MSCs procedentes de tejido adiposo

El tejido adiposo deriva del mesodermo embrionario y contiene un estroma que puede
aislarse con facilidad. Recientemente se ha demostrado que su fraccién estromal contiene
células madre multipotentes que pueden diferenciarse hacia linajes especificos tales como

adipogénico, condrogénico, osteogénico, miogénico y neurogénico’*.

Obtencion y procesamiento del tejido adiposo

La primera demostracion de la existencia de células progenitoras mesenquimales en el
estroma del tejido adiposo se produjo en el afio 2000. Un grupo de investigadores liderado por
Gimble, describieron la capacidad in vitro de estas células de diferenciarse a tejidos
osteogénicos y mineralizar una matriz extracelular, cuando se las exponia a diferentes
factores, demostrando la capacidad multipotencial de las células estromales residentes en el
tejido adiposo. Durante los ultimos afios, este grupo de células estromales con capacidad de
multipotentes ha tenido numeroso nombres en la literatura cientifica, entre los que podemos
destacar: ADAS: Adipose-Derived Adult Stem cells; ADSC: Adipose Derived Stem Cells ; ATSC:
Adipose Tissue Stem Cells; MADS: Multipotent Adipose-Derived Stem cells ; ASC: Adipose Stem
Cells . En el afio 2004, en el Congreso internacional de IFATS (Internacional Federation for
Adipose Therapeutics and Science) se decidié unificar las diferentes nomenclaturas, dando
como acrénimo ADSCs a las células troncales derivadas de la fraccidn vdsculo-estromal del
tejido adiposo; a pesar de ello, algunos importantes grupos de investigaciéon no han aceptado

este consenso y mantienen la nomenclatura anterior. Durante esta reunién se sentaron las
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bases para definir a este tipo de células: Células con morfologia fusiforme que se aislan
mediante digestion enzimatica y adhesion a los plasticos, de la fraccidén vascular asociada a los
tejidos adiposos de las diferentes especies animales, con capacidad de autorrenovacién por
largos periodos de tiempo y multipotenciales, ya que se pueden diferenciar a adipocitos,
condrocitos y osteocitos. Ademas, y quiza lo mas importante, se dieron un listado de
marcadores de membrana celular para identificarlas, ya que no existe hasta ahora un
marcador especifico para este tipo de células; dentro de este listado de marcadores se
propuso que al menos deberian tener un marcaje positivo para CD29, CD44, CD90 y CD105; y

un marcaje negativo para CD34, CD45y CD133%%.

Tabla 9. Criterios para la identificacién de MSCs °

Criterios

1- Adherencia al plastico en condiciones de cultivo estandar

2 Fenotipo Positivo (>95%) Negativo (<2%)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 0 CD11b
CD79 0 CD19
HLA-DR

3 Diferenciacion in Vitro: osteoblastos, adipocitos, condroblastos (demostrado por
tincidn del cultivo celular)

Como se puede comprobar, la definicion de estas células es muy similar a la
anteriormente expuesta de las células estromales obtenidas a partir de médula dsea, por ello
el tejido adiposo, cada vez mds, se considera una fuente alternativa de células estromales
multipotenciales frente a la médula ésea u otros tejidos. De hecho, el tejido adiposo confiere
numerosas ventajas terapeuticas frente a la extraccidn de células multipotenciales desde la
médula ésea. Por ejemplo, para realizar una extraccién medular, el paciente debe ser
anestesiado por completo para obtener una pequefia cantidad de tejido estromal; por el
contrario, para obtener la fraccion estromal del tejido adiposo basta con una simple anestesia
local y mediante una liposuccion se puede obtener una gran cantidad de tejido; en resumen,

una mayor cantidad de células con una menor morbilidad para el paciente *****",
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Las células derivadas del tejido adiposo, que pueden ser digeridas enzimaticamente y
separadas de los adipocitos flotantes por centrifugacién, comparten muchas de las
caracteristicas de las células madre de la médula ésea, incluyendo el extenso potencial de

diferenciacion y la habilidad para la diferenciaciéon multilinaje 2*.

El nimero aproximado de células madre que se obtienen de un lipoaspirado de tejido
graso, aunque dependiente de la edad, del indice de masa corporal y del lugar de la obtencién,
es de 5.000 CFU-F por gramo de tejido adiposo. Es decir, al menos 500 veces mas que las que
se obtienen de la médula 6sea, cuya prevalencia es de 100 a 1.000 por mililitro®** de hecho,
consiguieron aislar células madre adultas mediante lipoaspiracién del compartimento adiposo
estromal en suficiente nimero, con un crecimiento estable y pardmetros cinéticos en cultivo; y
las mismas células se han conseguido diferenciar, con el tratamiento especifico, a linajes
mesenquimales cldsicos (osteogénico, adiposo, miogénico y condrogénico) y a linajes no

mesenquimales®**

El crecimiento y la diferenciacién de las ADSCs, va a depender en gran parte del medio en
el que se cultiva. Lo mas frecuente es que las células se siembren en un cultivo que contienga
una equilibrada solucion de sales, como MEM (Minimal Essential Media), DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle’s Medium), RPMI-1640 (medio Roswell Park Memorial Institute), BME (Basal
Medium Eagle), DMEM: F-12 (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium/Ham's Nutrient Mixture F-
12), a los que se afiade suero (generalmente 10-20 % de suero fetal bovino). Puesto que éste
contiene citocinas y factores de crecimiento (PDGF y EFG), un aumento del 10-15% de su
concentracién incrementaria la proliferacion de MSCs. Estos medios estan suscitado cierta
preocupacién por la posibilidad de transmisidon de enfermedades, lo que esta estimulando la
creacion de otros con bajos requerimientos de suero, libres de proteinas o con constituyentes
de bajo peso molecular **. La diferenciacién osteogénica in vitro de las ADSCs sucede a las 3-4
semanas de cultivar las células en un medio que contenga dexametasona, B glicerolfosfato, L-

glutamina y 4cido ascérbico.

El proceso de induccién produce matriz mineralizada extracelular de fosfato calcico,
osteocalcina, fostatasa alcalina, osteopontina, coldgeno tipo | y expresiéon de factores
genéticos de transcripcidn (genes como Runx2 y Osx), demostrandose mediante las tinciones
del Rojo de Alizarina y Von Kossa. También se favorece por la adicién de FGF-2 al medio de
cultivo, asi como por miembros de la superfamilia de las TGF-f3, como serian las proteinas

morfogenéticas.
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El Runx2 actia como mediador en la transcripcidn de la osteogénesis ejecutando sefiales
de las BMPs y las Wnt promoviendo un direccionamiento fenotipico y osteogénesis. Ahadiendo
BMP-2, BMP-4 y BMP-6 activamos el R-Smad y facilitamos la formacién del complejo Runx2-
Smad, que regula los genes objetivo. Runx-2 es una proteina DNA que actia como andamiaje
en la regulacidn de factores relacionados con la expresiéon genética del esqueleto para la
diferenciacién osteobldstica y la morfogénesis esquelética. Una vez que la célula madre se ha
diferenciado, los osteoblastos producen proteinas de matriz extracelular que indican un

fenotipo osteoblastico®”.

El fenotipo de la célula de superficie de ADSCs, es bastante similar a la MSCs. Los CD105,
STRO-1 y CD166 (ALCAM) son tres marcadores que se utilizan para identificar el potencial de
diferenciacidon multilinaje y que se expresan tanto en las ADSCs como en las MSCs. También el
CD117 (factor receptor de célula madre) se expresa en células totipotenciales y
pluripotenciales, incluyendo células madre embrionarias, MSCs y ADSCs. Ademds de estos
marcadores multipotenciales, las ADSCs y las MSCs presentan otros marcadores de superficie:
CD29 (B1 integrina, fundamental en la angiogénesis), CD44 (receptor hialuronato
imprescindible en el desarrollo de la matriz extracelular y que juega un importante papel en
numerosos proceos fisioldgicos y patoldgicos) y el CD49e (a5 integrina, importante para la
adhesion a la fibronectina). Las ADSCs también expresan altos niveles de CD54 (ICAM-1)
comparado con las MSCs. ICAM-1 es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y

puede estar sobrerregulado en respuesta a numerosos mediadores inflamatorios y citocinas.

La mayoria de las ADSCs expresan moléculas MHC clase |, sugiriendo su potencial para el
trasplante alogénico. Sin embargo, no expresan marcadores hematopoyéticos o endoteliales,
como son el CD3, CD4, CD11C, CD14, CD15, CD16, CD19, CD31, CD33, CD38, CD56, CD62p,
CD104 y CD144; y menos del 1% expresan el HLA-DR (antigeno leucocitario humano—-DR). Una
diferencia en la expresién de marcadores de superficie es en la expresion reciproca de VLA-4

(CD49d/CD29) y su receptor VCAM-1 (CD106) **°.

4.2 Matrices celulares e injertos combinados (Bioldgicos y biomateriales)

Las matrices, son la base o sustrato donde colocamos las células y los factores de
crecimiento para favorecer la regeneracion ésea. Pueden ser de diferentes materiales pero

deben tener la mismas caracteristicas osteconductoras.

Los sustitutos compuestos son injertos de células osteogénicas, factores de crecimiento

osteoinductivos y matriz osteoconductiva. Las mezclas pueden ser multiples: médula dsea con
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compuesto sintético, ultraporos de B-TCP con matriz 6sea desmineralizada, factores de
crecimiento osteoinductivos con compuestos sintéticos, BMP con compuestos de polimeros de
acido poliglicdlico y matriz 6sea desmineralizada con BMP y compuestos polimeros de acido

poliglicélico®”.

Los estudios preliminares muestran una funcionalidad comparable a la de los injertos
autdlogos y alogénicos, sin sus desventajas, debido al hecho de ser sintéticos. Un injerto
compuesto combinado con una matriz osteoconductiva, con agentes bioactivos que aporten
propiedades osteoinductivas y osteogénicas, seria una réplica de un injerto autélogo. La matriz
osteoconductiva seria un sistema de liberacidn para los agentes bioactivos, requiriendo menos
quimiotaxis y menos migracion de progenitores osteobldsticos al sitio del injerto. Se
comportaria, pues, como un transportador de células y factores de crecimiento y regularia su
localizacién y tiempo de liberacién, a diferencia de los geles y pellets que sélo controlan el
tiempo de liberacidn. La infusion directa de las células progenitoras permitiria una mayor y
mas rapida reparacion del hueso facilitando el reemplazo del armazén osteoconductor por el

hueso nuevo mediante “creeping substitution” **.
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Figura 38. Disefios de diferentes matrices (“scaffolds”) que pueden servir de base o sustrato donde colocar
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células mesénquimales y factores de crecimiento para favorecer regeneracion dsea.

5 IMPLANTES DE TITANIO

Un implante enddstico es un material alopldstico insertado quirdgicamente en un reborde
6seo residual. Los implantes de titanio mds frecuente utilizados en el campo sanitario son las

protesis de reemplazo articular, las placas de ostosintesis y los implantes dentales.
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Los implantes dentales tienen como funcién principal sustituir la raiz dentaria y servir
como soporte prostoddntico. Actualmente existen mas de 1.300 disefios de implantes dentales
diferentes y 1.500 pilares en diferentes materiales, formas, tamafios, diametros, longitudes,

superficies, y conexiones.

R
NN

MANERA COMO SE FIJA MANERA COMO SE FIJA ,'/ |
UN DIENTE NATURAL AL HUESO UN IMPLANTE AL HUESO

A

\ i (B \
OB~ Z \
2 \

Corona del diente natural / T Corona del diente artificial
/ €

Prétesis———»

‘ o Juntura
Encia /{ ’r’r’{\\\(\ :
'S\ 2 =5
/ | J— Pilar o soporte del implante
Fibras que sostienen g i | I i
la encia al diente f L Pl-lar de
‘}hEncia C,lcagifﬁ‘ on
B
— _qj\f
,U‘.P?gmlnoncla

Implante tipo tornillo Protésica
Hueso o
== .

Fibras que ————— 7|

sostienen el diente Observe que el

al hueso hueso se fija - At Cuerpo
(ligamento | directamente al v ) /)
eriodontal implante; AN [
P ) esto se llama ,,»‘;, ,"

oseointegracion " 2 A,"‘// ,
& Region Aplggl
: ,3 /] N
A 11 o

=

Figura 39. Partes de un implante dental endodstico (dcha). Diferentes mecanismos de fijacidn del diente y del
implante al tejido éseo (izqda).19

Los implantes dentales constan de diferentes partes:

1. Cuerpo del implante: es la porcidén del implante dental que se disefia para ser colocada

en el hueso para anclar los componentes prostéticos. Consta de mddulo de cresta,
cuerpo y apice”®.

- MaAdulo de cresta: es la porcién superior.

- Cuerpo: es la porcién intermedia.

- Apice: es la punta o extremo final.

IN

Tornillo de cobertura: después de insertar durante la 1.2 etapa quirurgica el cuerpo del

implante en el hueso, se coloca una cobertura sobre el mddulo de cresta, con el fin de
evitar el crecimiento de tejidos en el interior de la rosca que posee dicho médulo o

porcién superior.
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Pilar de cicatrizacion: Tras haberse producido la osteointegracion se realiza una 2.2

etapa quirurgica, en la que se desenrosca y retira el tornillo de cobertura y se enrosca
el pilar de cicatrizacién, cuya funcidn es prolongar el cuerpo del implante sobre los
tejidos blandos, y permitir la unién de la mucosa gingival al médulo de la cresta, dando

asi lugar al sellado gingival.

Conexién protética: Existen distintos tipos de conexion protética, entre los mads

conocidos podemos nombrar:

- Conexién a hexagono externo
- Conexién a hexagono interno

- Conexiodn tipo «cono Morse», conexion a friccién

Pilar: Es la porcién del implante que sostiene la prétesis. Segun el método por el que se

sujete la prétesis al implante, distinguimos tres tipos de pilares:

- Pilar para atornillado: emplea un tornillo o rosca para fijar la protesis.

- Pilar para cementado: la prétesis se une al pilar mediante cementos dentales,
comportandose como un mufidén al que va unido una corona, un puente, o una
sobredentadura.

- Pilar para retenedor: consta de un sistema de anclaje que soportara una proétesis

removible, que el paciente podra colocar y retirar manualmente.

Figura 40. Diferentes tipos de pilares 20

5.1 Tipos de implantes dentales

Los implantes dentales se clasifican en funcién de la posicién en la que van a ser

colocados y por su forma. Por su posicion, se pueden clasificar como subperidsticos,

transéseos y endodseos, existiendo otros de menor relevancia como son los intramucosos, los
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endoddnticos y los sustitutivos dseos. A continuacion se realizard una breve descripcién de los

tres primeros sin profundizar en las caracteristicas concretas de cada modelo.

Implante subperidstico: La idea basica fue concebida por Muller en 1937, pueden tener
una morfologia de arco completo para los edéntulos totales o ser unilaterales para los
edéntulos parciales. No existe mucha literatura cientifica sobre este tipo de implantes y sin
datos a largo plazo, refiriendo éxitos del 80% a los cinco afios con un alto porcentaje de
complicaciones. Estan indicados en pacientes en los cuales existe un lecho éseo con
reabsorcidon estrema en los que no estarian indicados los injertos autdégenos o sintéticos,
requiriendo unas relaciones dentarias concretas y senos maxilares sanos. Se introducen bajo la

mucosa con gran trauma histoldgico. Estan practicamente en desuso.

Figura 41. Implante subperidstico (arriba izda), radiografia oral de un paciente con implante subperidstico

(arriba derecha), colocacidn de una protesis sobre el implante (abajo izda), implante subperidstico colocado en un

. 21
paciente.

Implante transéseo mandibular fijo: Aparecen en 1968, consiguiendo éxitos del 91%, y
una duraciones de 21 afios. De uso exclusivo en regidn mandibular anterior y cuando la
mandibila tiene almenos 8 milimetros de grosor. Se utilizaban en pacientes desdentados total
o parcialmente auque practicamente estdn en desuso. Consiste en una placa ésea ortopédica,
fijada con tornillos, con dos o cuatro agujas roscadas que atraviesan todo el espesor
mandibular entre los foramenes mentonianos. Se colocan en un solo procedimiento quirdrgico

que resulta muy traumatico”%*".
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Figura 42. Implante transéseo mandibular fijo >

Implante endodseo: Estos implantes se colocan tanto en la mandibula como en el
maxilar. Se realizan unas incisiones mucoperidsticas y se perfora la cortical proximal quedando
la mayor parte del implante en su interior. Existen diferentes tipos de implantes endodseos
segln su disefio: armazén de rama, implante de aguja, implante de disco, plataforma para

diente sencillo, plataforma mandibular, bala cilindrica, cesta cilindrica, tornillo cilindrico y aleta

252,253 254

cilindrica o bien como clavos, agujas, hojas, discos o con forma de raiz™", no obstante los
mas usados son los que tienen forma de raiz y los cilindricos, roscados y basados en titanio.
Este tipo de implantes se puden usar en casi todas las indicaciones de tratamiento con
implantes. El disefio mds comun en forma de raiz combina un cuerpo del Implante
independiente del pilar prostoddncico para permitir inicamente la colocacion del cuerpo del
implante durante la cicatrizacion dsea inicial. Con este tipo de implante se requiere un

segundo procedimiento quirurgico para sujetar el pilar implantolégico®®.

Figura 43. Diferentes tipos de implantes endodseos (izda). Implante endodseo colocado en un paciente23

Implante endodseo tipo hoja o lIdmina: indicados en pacientes con hueso atréfico que

requieren implantes delgados. Constan de tres partes: El cuerpo, que tiene forma rectangular
con estructura en rejilla o multiperforada, se inserta en el hueso, y existen muchos disefos

pero ninguno debe superar los dos milimetros de ancho. El cuello conecta el cuerpo con la
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cabeza, que es la parte transmucosa, a la que se acopla la prétesis dental®>.

Implante endodseo de rama: son implantes de una pieza que se asientan bilateralmente

en la rama ascendente de la mandibula y una base anterior en la sinfisis, originando una
estructura tripodal. Tras una colocacidn muy protocolizada en mandibulas totalmente

desdentadas se puede poner inmediatamente en funcion®®.

Implante endodseo cigomdtico: son implantes muy largos que se colocan angulados en el

hueso cigomatico. Estan indicados en pacientes con mucha atrofia ésea en el makxilar, en los
qgue no se pueda o no quieran la colocacidon de injertos éseos. La cirugia es dificil y por la gran
divergencia angular, requiere elementos angulados para la fabricacion Ila colocacion de la

prétesis dental 247,

Implante endodseo con forma de raiz: es el modelo de implante oral mas usado en la

actualidad. Hay una gran variedad de subtipos, clasificAndose su composicién quimica,
geometria, caracteristicas de superficie o método quirlirgico de colocaciéon. Casi todos estan
fabricados con titanio, ya sea comercialmente puro o en aleacién Ti-6Al-4V y sometidos a

diversos tratamientos de superficie®®.

Actualmente los disefios mds populares son los roscados o con forma de tornillo, los
cilindricos, teniendo cada vez mayor interés los roscados cilindricos afilados, decayendo el uso
de los implantes huecos por presentar mayor tasa de fracasos por infecciones y periimplantitis,
debido a que cuando los microorganismos colonizan los orificios es muy dificil tratar la
infeccion por la existencia de espacios muertos derivados del propio disefio. También

presentan un mayor indice de rotura que los de cuerpo sélido®***°.

La funcién biolégica de un material viene determinada en gran medida por las
propiedades de su superficie, por lo que es necesaria la realizaciébn de tratamientos
superficiales para eliminar residuos, deformaciones, etc y conseguir una superficie final

uniforme y aceptable apta para uso médico™’*®.

5.2 Tratamientos de superficie

En los Ultimos afios han aparecido diversos tratamientos de superficie aplicados a
implantes dentales para aumentar la rugosidad superficial del implante. La aplicacién de estos

tratamientos demuestran que la ostoeintegracion a corto y medio plazo se ve favorecida por

261,262

una superficie de rugosidad micrométrica . Segun diversos estudios, esta mejoria etd
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ligada a la existencia en la superficie del implante de microrugosisdades favorecedoras de la
adhesién celular, dando lugar a una mayor diferenciacién celular y a una mayor expresién de

263

los osteoblastos™”. Este efecto tiene como consecuencia una rdpida regeneracién y una mejor

calidad del tejido 6se0®®* asi como una mayor estabilidad e integracién de la interfaz tejido-

implante a largo plazo.?®**%

Otras modificaciones de la superficie surgidas en los ultimos afios estan enfocadas a
obtener un aumento del espesor y de la cristalinidad de la capa superficial de éxido de titanio,
ya que algunos estudios sugieren una relacion entre el incremento de uno o de los dos con una
mayor adsorsidon de proteinas a la superficie, mayor diferenciacidon y crecimiento de los
osteoblastos y mayor osteointegracion de implantes tratados. El incremento de rugosidad se
conseguiria mediante homogeneizacidon previa de tensiones superficiales y un ataque quimico
de la superficie mientras que el incremento de espesor y de la cristalinidad de la capa de

titanio mediante tratamiento térmico®®.

La rugosidad, o morfologia de la superficie, la composiciéon quimica, el grosor y morfologia
de la capa de 6xido, asi como su estructura cristalina y eliminacion de posibles contaminantes
son las principales caracteristicas que se intentan modificar con los tratamientos de

superficie®®®*®’.

Por tanto se puede decir que existen dos clases de tratamientos de superficie del titanio,
los que modifican la textura y los que modifican la composicién quimica;*®® los primeros dan
lugar superficies que van desde la escala milimétrica a la nanométrica, proponiéndose un
amplio rango de rugosidad para la unidn dsea, mientras que los que modifican la quimica

buscan una superficie bioactiva que consiga una union verdadera al hueso.

5.2.1 Tratatamientos mecanicos

Los distintos tratamientos se pueden combinar entre ellos e incluso entre distintas partes
del implante pudiendo conseguir rugosidades similares con distintos tratamientos pero con
propiedades estructurales y mecanicas muy diferentes. Cualquiera de ellos pueden ser pasos
de finalizacién o intermedios®®’ y tienen en comun el tratamiento, modelado o eliminacion de
material superficial mediante fuerzas fisicas derivadas de la accién de otro material sélido,
dividiéndose en métodos de eliminacién por corte o abrasidon, o la deformacién por el

bombardeo de particulas. A continuacion se citan los tres principales:

Mecanizados: Con esta técnica se consigue una superficie con estrias y sin estructura
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granular. Dependiendo de los parametros de trabajo los valores de rugosidad superficial (Ra)
oscilan entre 0,3-2 um. La capa de dxido es principalmente TiO, e impurezas inorgdnicas como

Si, Ca, S. Se utilizdé con éxito durante muchos afios.

Desgaste y pulido: técnicas muy similares basadas en la eliminacién de material por un
medio abrasivo duro habitualmente SiO,, alimina y diamante. La rugosidad obtenida por el
desgaste es mas grosera, entre 1-6 um, mientras que por pulido se obtienen superficies muy
lisas y brillantes, con rugosidades superficiales menores a 0,1 um. Producen deformacion

pldstica y contaminacién por elementos de pulido.

Bombardeo/arenado: se basa en proyectar particulas duras de ceramicas de alimina,
silicio o titanio de diferentes grosores a alta velocidad sobre la superficie del implante, en
medio humedo o seco, provocando deformaciones plasticas localizadas y eliminacidon de
material; dan lugar a diversos grados de rugosidad sin alterar cualitativamente las
caracteristicas electroquimicas. Se puede usar como método de limpieza de contaminantes
gruesos, como paso intermedio en la modificacién de superficie o como paso definitivo. Da
lugar a superficies cuyas caracteristicas dependen de los pardmetros de procesado, siendo el
mds importante el tamafio de la particula, por ejemplo con alumina de 25-75 um se consiguen
Ra de 0,15-1,5 um frente a los 2-6 um obtenidos con particulas de 200-600 um, produciendo
una topografia irregular. De forma general a mds grosor de particula mas Ra. También se vio
gue con igual tamafio el silicio produce menor rugosidad que la alimina. Provoca
contaminacién por parte de los compuestos usados (el silicio y el aluminio son citotdxicos),
recomenddndose limpiarlos tras el tratamiento, si no se quiere modificar intencionadamente
la composicién, aunque se comprobd que los residuos de éxido de aluminio en la superficie de
los implantes de titanio no afectan a la integracién en el lecho dseo’®, asi como tampoco

producen reacciones alérgicas en pruebas cutaneas.

Los ultimos estudios se centran en el estudio del arenado con compuestos reabsorbibles u
otras particulas o combinaciones de arenado y grabado acido son: el arenado reabsorbible con
fosfato cdlcico que consigue una superficie muy rugosa e irregular, pero que da lugar a una
superficie sin residuos citotoxicos® y el arenado modificado que consiste en la proyeccién de

particulas de Al ,0 ; asociado a un grabado con acido oxalico.

5.2.2 Métodos quimicos

Basados en reacciones quimicas que tienen lugar en la interfaz entre una solucion vy el

titanio. Entre los métodos mas utilizados en estudios de biomateriales derivados del titanio
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destacan:

Limpieza con disolventes: eliminan contaminantes diversos tras la fabricacidon del
implante, sin intencidn de modificar el éxido superficial, pero pueden dejar residuos propios.
Los mds utilizados son los hidrocarburos, alcoholes o cetonas, diversos detergentes y acidos
con o sin agitacién por ultrasonidos. El mejor tratamiento en esta categoria seria el HCL con

acetona.””®

Grabado quimico humedo: su finalidad es disolver la capa superficial inicial, tanto el 6xido
como el metal que esta inmediatamente debajo. Su basa en la aplicaciéon de soluciones que
reaccionan con el titanio dando lugar a productos solubles; seguin el pH de estas soluciones el

grabado puede ser acido o alcalino®’".

Tratamientos de pasivacion: se puede realizar de varias formas: con 4cido nitrico,
pasivacion por calor o con perdxido de hidrégeno.Se utiliza para conseguir un estado de
oxidacion uniforme en la superficie del implante, ademas aumenta la resistencia a la corrosion,

formando sobre el titanio una capa densa y estable.

5.2.3 Métodos electroquimicos

Se basan en reacciones quimicas que ocurren en la superficie del electrodo colocado en
una solucién de electrolitos. Puede usarse la técnica del electropulido que es una técnica de
finalizacion del implante que proporciona una superficie muy lisa y brillante de composicién
uniforme, con una Ra menor de 10 nm, no soportando deformaciones ni estrés, y con escasos
residuos o la de la oxidacién anddica que permite la produccion de diferentes tipos de capas
de oxido. Se utiliza fundamentalmente para mejorar la capacidad de adhesién del implante,
aumentar el grosor del éxido, producir coloraciones y topografia porosa. Dan lugar a
rugosidades de 1 um sobre una estructura porosa en la que predomina el diéxido de titanio. En
ambas el implante es el anodo y al conectar una corriente eléctrica en la solucién se produce
un flujo de iones que afectan a la superficie segun los electrolitos del medio, diferencia de

potencial, temperatura, etc”’%.

5.2.4 Métodos fotolitograficos

Utiliza técnicas similares a la elaboracidn de microcircuitos electrénicos Con ldser se
consiguen tallados muy precisos en la superficie del implante que son detectados a nivel
celular e inducen la migracidon de las células siguiendo los tallados. Este desplazamiento

controlado evita la penetracién de células epiteliales en la interfaz hueso-implante. Este
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método no altera la estructura cristalina del titanio ni aporta contaminacion a la superficie,e

incluso la disminuye *’2.

mecanizado (izda), grabado acido (centro) y avantblast (dcha).24

5.3 Recubrimientos del implante

Existen otros métodos de modificacion de la superficie del implante. Se pude realizar un
recubrimiento con distintas capas de materiales o con la adhesidon de ciertos factores
bioldgicos. No hay alteraciéon del metal ni de su capa de dxido, mejoran su funcién en lo
relativo a la fijacidn, disminuyen la corrosidn y el desgaste y aportan actividad bioldgica. Estos
recubrimientos han de ser biocompatibles, estables mecanica y quimicamente, y favorecer la

interaccién con moléculas o células en un medio bioldgico™.

Capa Sol-Gel: su objetivo es recubrir el implante con una capa ceramica (fosfato calcico,
biovidrios, zirconia), a partir de componentes moleculares en una soluciéon por medio de una
reacciéon de condensacion a altas temperaturas. Mejora la integracién en los tejidos, tanto en
cantidad como en calidad, protegiendo la superficie de desgastes y oxidaciones. Como
inconveniente tenemos que valorar la alteracidn del cuerpo del implante por el proceso

cubricién®”.

Deposicion de vapor: permite el crecimiento de una capa por la reaccién entre la
superficie del implante y un vapor adyacente que proporciona un recubrimiento en forma de
atomos, moléculas o iones, que se condensan con en la superficie. Aporta caracteristicas

semejantes al plasma frio.

Rociado térmico: el objetivo de esta técnica es conseguir un mayor grosor de la fase de
cubricién. Consta de gotitas de material fundido que son propulsadas hacia el implante, y al
contacto con la superficie se enfrian y solidifican, formando un armazén continuo de varias
capas con distinto nivel de solidificacidn, determinando la estructura del recubrimiento y las
caracteristicas morfoquimicas de la superficie. En principio se puede usar cualquier material o

combinaciones de materiales que sean estables en estado liquido, destacando la zirconia y la
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alimina.

Modificacion bioquimica, recubrimientos biomiméticos: consiste en el recubrimiento o
inclusion de variadas moléculas orgdnicas con el fin de permitir el reconocimiento por parte de
los fluidos y células del receptor, creando un medio que permitiria una respuesta mas cercana
a la fisiolégica. Aumentan la biocompatibilidad de la superficie, sin alterar el cuerpo del
implante al formar una capa externa biomimética que regula la funcidn, adhesion,
diferenciacidon y remodelacién celular. Las biomoléculas mds usadas son péptidos y proteinas
de adhesion (colageno, fibronectina), factores de crecimiento (BMP, TGF), o apatitas, las cuales

se pueden incorporar al implante mediante adsorcion fisica o unién quimica. ***”

Nanoceramicas: en estado de investigacién, principalmente alumina, titania e
hidroxiapatita. Estan disefiadas y sintetizadas de tal forma que posean estructura quimica,
propiedades topograficas, propiedades mecanicas, asi como distribucion y tamafio granular
similares al tejido 6seo. Permiten mayor viabilidad y mejor funcién que las topografias

convencionales®’.

5.4 Esterilizacion de los implantes

A pesar de que algunos de los tratamientos utilizados en la fabricacion de los implante
dentales pueden eliminar la contaminacidon biolégica, no se pueden considerar estériles desde
el punto de vista quirdrgico, por lo que deben esterilizarse antes de su comercializacion y
colocacién en el paciente. El proceso de esterilizacidn del implante tiene como objetivo
garantizarar la seguridad sanitaria del dispositivo mediante la eliminacion efectiva de los
agentes transmisibles como son las esporas, bacterias, virus, hongos y otros. Para este tipo de
dispositivos el proceso se lleva a cabo mediante la esterilizacién por rayos gamma. Los rayos
gamma se componen de ondas electromagnéticas de longitud de onda muy corta que
penetran en los envases y productos expuestos a dicha fuente, ocasionando pequefios
cambios estructurales en la cadena de ADN de las bacterias o microorganismos causandoles la
muerte o dejandolas estériles, sin capacidad de replicarse. El proceso de esterilizacidén necesita
varias horas para que los rayos gamma pasen a través de los implantes ya empaquetados con
el fin de que el material sea completamente estéril dentro de su envase final. Esta

esterilizacidon deberara realizarse siguiendo la normativa vigente que regula su fabricacion.
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5.5 Cirugia implantoldgica

Debemos seguir un protocolo, muy estricto con el fin de respetar al maximo el tejido
d6seo donde pensamos colocar el implante. La cirugia traumatica y agresiva es una de las
causas mas frecuente de pérdida del implante junto con el aumento de temperatura que se
produce localmente por efecto del fresado y que puede provocar la necrosis de las células,
impidiendo la integracion del implante. Para evitar esto es imprescindible usar fresas bien
afiladas, de diferentes didmetros que seran utilizadas de menor a mayor y con la presién
adecuada; de micromotores con sistemas de reduccién de velocidad que permitan trabajar
entre 100 y 2000 rpm, mientras son refrigeradas de manera continua con suero fisioldgico

para que se mantenga la temperatura del hueso en niveles fisioldgicos.

Mantener el campo esteril a lo largo de toda la cirugia es importantisimo ya que su

contaminacion puede llevarnos en un periodo muy corto de tiempo a la pérdida del implante.

5.6 Osteointegracion de implantes

La respuesta del hueso ante el implante da lugar a diferentes tipos de interfases entre el
implante y el tejido hospedador. Asi, desde el punto de vista conceptual, la osteointegracion
supone la curaciéon de la herida quirdrgica que completa su contacto con el biomaterial
implantado, sin residuos cicatriciales o reacciones de cuerpo extrafio. Como ya citamos con
anterioridad, tras reponer el aporte sanguineo apareceran nuevas células que se encargaran
de transformar el coagulo formado y el hueso dafiado en matriz dsea, que posteriormente serd
calcificada y finalmente reestructurada hasta alcanzar la disposicion de hueso lamelar maduro.
Esto significa que la interfase estd formada por una gran variedad de moléculas y diferentes
tipos de estructuras que contienen elementos celulares y cristalinos, lo que da lugar a

diferentes tipos de interfases””*’®,

Fibroosteointegracion: hace referencia al tejido conectivo formado por las fibras de
coldgeno bien organizadas, presentes entre el implante y el hueso. Las fibras actuarian de
manera similar a las fibras de Sharpey en la denticidon natural . Las fibras afectan a la
remodelacion del hueso, donde se crea una tension bajo condiciones éptimas de carga. Las
fibras de coladgeno situadas alrededor del implante estan dispuestas de manera distinta a
las fibras de los ligamentos periodontales de los dientes naturales. Dichas fibras estan
dispuestas de manera irregular, paralelas al cuerpo del implante®”®. Cuando aplicamos fuerzas,
éstas no se transmiten a través de las fibras como ocurre en la denticion natural. No hay fibras

de Sharpey presentes entre el hueso y el implante, por lo que resulta dificil transmitir las
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cargas. Por tanto, no podemos esperar que en la fibrointegracion se produzca una
remodelacién del hueso. La concentracidon notable de fuerzas en la interfase del tejido
conectivo al hueso causa resorcibn en un drea indirecta como respuesta al lado de

presion?®8!

. La reparacién del hueso nunca se llevara a cabo hasta que las fuerzas se retiren.
Resulta dificil detectar este fendmeno al pricipio; una vez formado el tejido conectivo, el
grosor de éste aumenta con las presiones de fuerzas oclusales. Longitudinalmente, los
implantes con integracidon fibrodsea tiende a aumentar su movilidad. Se produce con
implantes de material biotolerado como el acero inoxidable, metales nobles y aleaciones de
cromo-cobalto-molibdeno. El mismo efecto se obtiene con el micromovimiento y carga
durante la fase de integracion de implantes de titanio. Un ejemplo son los implantes de titanio
tipo lamina, cuya carga al cabo de uno o dos meses produce la encapsulacidon en tejido

conectivo®®h282283

Fibrointegracion: consistiria en la existencia de tejido fibroso no diferenciado, a modo de
capsula o cuerpo extrafio, que rodea a la fijacion. Conduce al fracaso para la mayoria de los
autores. Los primeros estudios publicados sobre los implantes de tipo hoja de titanio
mostraban una separacion entre el implante y el hueso compuesta por una o varias capas de

283,284

tejido fibroso de origen conjuntivo. Este tejido era descrito como altamente organizado,

pero, como ya se indicd anteriormente, los estudios publicados sobre fibrointegracion por Bert

en 1981 mostraron que los resultados no son estables a medio y largo plazo.”*

Segun indicé
Bert en 1996, los resultados demostraban claramente que el mantenimiento de los implantes a
largo plazo, colocados segun el concepto de la interposicidon de tejido fibroso, es aleatorio y
esta concepciéon de la interfase hueso-implante sélo entrafia fracaso a corto, medio o largo

28 Como conclusién, la interposicién de tejido fibroso entre hueso e implante, que es el

plazo
concepto cldsico de implantologia tradicional, no permite asegurar anclajes de larga duracion
por los elementos protésicos’®®. Entre las causas por las que puede producirse
fibrointegracién destacariamos la discrepancia del didmetro entre el neoalveolo y el didmetro
del implante, la inestabilidad primaria, cirugia traumatica y séptica, restos de tejido fibroso en

el neoalveolo y material del implante no biocompatible 2//2%%%,

Osteointegracion: Inicialmente la oseointegracion fue definida con un criterio histoldgico,
como la conexion directa entre el hueso y el implante sin interposicion de tejidos blandos. Sin
embargo, posteriormente fue redefinida desde una perspectiva clinica, como el anclaje de un
implante al hueso, capaz de satisfacer las exigencias clinicas de funcionamiento como pilar de

protesis, transmitiendo las fuerzas oclusales directamente sobre el tejido dseo, vy
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manteniéndose fijo en el mismo, de forma asintomatica, a lo largo del tiempo y en condiciones

de carga funcional®****

. Ademds deben valorarse otros factores como la ausencia de espacio
radiotransparente periimplantario y la pérdida dsea inferior a 0,2 mm por afio después del
primer ano. La osteointegracién puede conseguirse con implantes de material bioinerte como

el titanio y aleaciones de titanio y ceramicas de 6xido de aluminio®?.

Biointegracion: Se produce a través de la unién bioguimica entre el hueso y un material
bioactivo (hidroxiapatita y biocristales), con intercambio idnico entre ambas superficies®>***.
Este término parte de las investigaciones publicadas en los Ultimos veinticinco afios,
fundamentalmente por Meffert (1985),°> que insiste en modificar la terminologia consagrada
por Branemark®®® para definir la retencién estable y predecible del implante en el hueso como
“biointegracion”; en sus estudios recoge el criterio de DePuter y sus colaboradores (citado en
Meffert, 1985), que llamaron la atencién sobre la existencia de dos formas de anclaje de los
implantes en funcién de su composicion. Reciben el nombre de retencion mecdnica y

bioactiva®®’?%:

Retencion mecdnica y bioldgica: la retencién mecdnica se logra en los implantes con
superficie metalica, como el titanio y aleaciones, y se establece en base a la morfologia de esta
superficie (irregular, con ranuras...). Implica la existencia de un contacto directo, intimo, pero
neutro entre la base metdlica y el hueso sin intermediacién de ningun otro tipo de
conexion.?**% De acuerdo con este criterio, la osteointegracion definida por Branemark seria
un exponente de retencidn mecanica. La retencidn bioldgica requiere la presencia de
materiales bioactivos en la superficie periférica del implante, responsables de una interaccion
guimica con el hueso, de forma similar a la fijacién observada de forma natural, sin necesidad
de retencién mecanica.>®* Esta unién directa hueso-implante es identificable al microscopio
electrénico vy, a diferencia de los implantes osteointegrados, no existe interfase sin calcificar.
Su mejor exponente son los materiales conocidos como cerdmicas cristalinas, hidroxiapatita y

fosfato tricélcico®®.

Fidel San Romdn Llorens 98



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales
alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio Introduccion

Figura 45. Diferentes tipos de interfases de implantes: osteointegracion (izda), fibroosteointegracién (centro),

fibrointegracién (dcha).

5.7 Técnicas de andlisis de la osteointegracion
Analisis histoldgico:

Las técnicas de microscopia Optica y electrénica permiten analizar la respuesta ésea en
los defectos criticos y tejido periimplantario®®. La microscopia 6ptica proporciona informacion
sobre toda el drea a estudio mientras que la de transmisidn sélo de una pequefia parte de su
superficie. Algunas técnicas de barrido con RX, nos darian informacién sobre la composicién
guimica en la interfaz. Debido a las restricciones de la microscopia electrdnica, la dptica sigue

siendo el mejor método para valorar la respuesta del tejido al material del implante®**>®.

Los métodos de exploraciéon no invasivos carecen de resolucién y son caros, los métodos
bioquimicos no proporcionan informacion sobre la topografia por lo que la histologia sigue

estando en la vanguardia de los anlisis de la respuesta 6sea en implantologia oral****%’ .

Una preparacion histoldgica sdlo representa un momento concreto de la respuesta
bioldgica que de manera continua se produce en el hueso tras ser colocado un implante. Para
tener informacidn adecuada sobre el progreso y el estado actual de la interfaz, debemos

utilizar varias técnicas®®;

Microscopia dptica subjetiva: proporciona una descripciéon de la respuesta tisular

mediante la valoracién de la posicion del implante, la estructura désea, respuesta tisular
(células inflamatorias, macréfagos,...), respuesta de la interfaz, asi como problemas

relacionados con el implante (fractura, resorcion,...).

Marcaje fluorocromico: se basa en que ciertas sustancias se unen directa y

especificamente a la hidroxiapatita por quelacidon con el calcio cuando se deposita hueso

nuevo. Resulta muy Util para obtener informacion sobre el inicio del proceso de formacién
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Osea, tanto en la superficie del implante como en cualquier otra zona, asi como de la actividad
de remodelacidn alrededor del implante. Los marcadores se administran al animal por variadas

vias a diversos tiempos.

Microrradiografia: es un método mediante el cual las secciones preparadas para

microscopia dptica son examinadas con rayos X. Proporciona informacién sobre el progreso
de la actividad reparadora y de remodelacién ésea alrededor del implante. En desuso desde la
aparicion de la microtomografia asistida por ordenador con la que se obtiene una resolucion

mucho mayor.

Analisis histomorfométrico: para una adecuada evaluacién del implante debe realizarse

la histomorfometria cuantitativa, en la que se pueden examinar varias areas de interés:>®

- Implante: valorar la estabilidad o degradacidn y comportamiento del material.

- Tejido circundante: la zona remodelada del hueso o del tejido blando que rodea el
implante se considera como reaccion inflamatoria y/o curativa en respuesta al trauma
quirurgico y la presencia continua del implante.

- Interfaz: es la zona directamente adyacente a la superficie del implante. La naturaleza de
ésta viene determinada por las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del
biomaterial.

- Tejido intersticial: es el tejido que crece dentro de los poros de un implante poroso.

En base a estas dreas de interés, se pueden usar varios pardmetros para describir la
estructura del hueso que estd en contacto con el implante. Estos han de ser lo mas simples
posibles para proporcionar la informacién requerida, aunque existe un amplio arsenal de

métodos analiticos para evaluar los tejidos circundantes al implante.

Escalas de clasificacion histoldgica: se puede considerar la realizacion de escalas
histolégicas como la primera evaluacion histomorfométrica, asignando puntuaciones a las
caracteristicas semicuantitativas y cualitativas de la reaccién dsea, de la interfaz y del
intersticio a distintos niveles del implante. Es subjetivo, y requiere un consenso previo sobre la

apariencia histoldgica de diferentes situaciones.

Anadlisis cuantitativo de la interfaz: con la valoracion cuantitativa de la respuesta se trata
de evaluar, mediante el uso de analizadores de imagen informdaticos, por conjunto o

independientemente, alguno de los siguientes parametros:
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Porcentaje de contacto dseo: es el porcentaje de la longitud del implante que se halla en

contacto directo con el tejido éseo. Aporta informacidn sobre la fijacion del implante en el
hueso y del efecto de las propiedades fisicoquimicas, asi como del protocolo de carga sobre la
reparacion ésea. Resulta intuitivo que los implantes con un mayor porcentaje de contacto
dseo sean los de mayor éxito, sin embargo este contacto oscila entre el 50% y el 90% en
implantes clinicamente vélidos. Los implantes en hueso vital nunca tienen toda su superficie
en contacto con tejido éseo, ya que el proceso de remodelacién hace que existan cavidades de
resorcidon. Algunos autores indicaron que tan sélo se necesita un contacto del 10% para un

adecuado anclaje® %",

Densidad Jsea: porcentaje de relleno dseo en areas predeterminadas alrededor del
implante. Proporciona una idea del grado de compatibilidad e integracion del implante bajo

determinadas condiciones.

Procesado histoldgico: existen varios métodos de histomorfometria dsea, entre los que
se encuentran los fisicos, los histoldgicos y los microanatémicos®*. Los métodos fisicos nos
darian informacion sobre la mineralizacion del tejido éseo, y practicamente se usan sdlo para

diagnosticar osteomalacia.

Para la realizacién de los métodos histoldgicos se puede proceder a la descalcificacién o
no de la muestra. Para la histomorfometria en investigacidn de implantes dentales son mas
interesantes los protocolos sin descalcificar, con el fin de conservar la integridad del tejido
dseo y valorar mejor la respuesta. EIl método mds usado para valorar la histomorfometria
consiste en la realizacién de finas secciones de una muestra incluida en resina tras su

preservacion y deshidratacion.

Otros procesados para histomorfometria son el marcaje con fluorocromos del frente de
calcificacién y estudio con microscopio de fluorescencia, o reconstruccién a partir de varias
secciones de una misma muestra y métodos microanatdomicos para observar la arquitectura

trabecular mediante analizadores de imagen en dos o tres dimensiones.*"

Posiblemente, la combinacion de técnicas mas util para estudiar la interfaz dsea en
microscopio Optico consiste en la inclusidn de la muestra sin descalcificar en resinas,
preparacion de secciones dseas con el sistema Exakt y técnicas de tincidon de cortes incluidos
en resinas. Este es el proceso que se describird detalladamente en la seccién de material y

7 14,31
métodos>' 3™,
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Otros analisis: Otros métodos de andlisis diferentes a la Histometria pueden aportar

informacidn sobre la respuesta biomecanica de la interfaz*'®.

El andlisis del par de apriete o esfuerzo de torsion asi como la fuerza de agarre, informa

de la estabilidad y union fisica lograda en la interfaz.

El método de medicidn directa “indentation testing”, o prueba de la muesca, proporciona
datos sobre las propiedades mecanicas, representando una ventaja frente a pruebas de

microdureza, pero tiene igualmente limitaciones por las propiedades del hueso.

La tecnologia emergente de “la imagen de dispersién” tiene una gran aplicacién en
ortopedia dentofacial. Evalia las propiedades mecanicas de la interfaz de los implantes
endodseos, mediante la valoracidon del contenido mineral 6seo, sabiéndose que un leve
incremento del contenido mineral aumenta marcadamente la dureza y resistencia, ademas de
poder usarse para andlisis cualitativos y de morfologia semejantes a la microrradiografia, pero

con mayor resolucién.*"’

Mediante microscopia analitica de barrido de Rx o difraccién de electrones, se puede
obtener informacidn acerca de la distribucidn, concentracién y disolucién de componentes de

los implantes metalicos>'®**.

La reconstruccion tridimensional del bloque implante-hueso con analizadores de imagen,

da una idea mas detallada de la biomecanica del conjunto.

Fig
ura 46. Imagen de la region cervical de un implante cénico con aumento de 10x para estudio histomorfométrico
(izda). Imagen histoldgica de un implante colocado en la mandibula de un cerdo minipig y correctamente

osteointegrado (centro). Estudio radioldgico para valorar osteointegracion de implantes (dcha). 226
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipétesis del trabajo

1. Nuestro modelo experimental de oveja osteoporética es realizable y aplicable para la
investigacion.

2. Dicho modelo puede ser validado mediante la utilizacion de densitometria e
histomorfometria dsea.

3. Eluso de PRP, BMP2 y células madres facilita la cicatrizacion ésea de los defectos

criticos y la osteointegracién de implantes de titanio en hueso osteopordtico de oveja.

Objetivos generales

1. Desarrollar un modelo ovino de osteoporosis.

2. Comprobar y estudiar la curacién de defectos criticos dseos condilares en ovejas
osteoporéticas con el uso de PRP y BMP2 y con PRP+BMP2 y células madre mesenquimales

alogénicas.

3. Estudiar la osteointegracién de implantes dentales de titanio en hueso osteopordtico y con

la ayuda de PRP, BMP2 y células madre.

Objetivos especificos

1. Establecer un protocolo anestésico efectivo y seguro que permita llevar a cabo las

mediciones densitométricas y procedimientos quirudrgicos pertinentes.

2. Estandarizar el posicionamiento del animal para garantizar la reproductibilidad y fiabilidad

de las mediciones densitométricas.

3. Valorar el uso de la densitometria en el modelo osteoporético ovino.

4. Establecer un protocolo para aplicar en ovejas una terapia combinada de corticoterapia,
esterilizacidn y alimentacidn con una dieta pobre en Ca y Vitamina D, con el fin de desarrollar

osteoporosis.

5. Protocolo y estandarizacién de valores normales densitométricos en la especie ovina.

6. Valorar la cicatrizacion ésea del hueso osteoporético de oveja.

7. Valorar la efectividad del uso del PRP y BMP2 en la cicatrizacion de hueso osteopordtico y en

la osteointegracion de implantes.
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8. Estudio de la influencia de uso de células madres mesenquimales en la cicatrizacién de

defectos dseos.

9. Estudio de la influencia del uso de células madres mesenquimales en la osteointegracion de

implantes de titanio.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Este estudio experimental fue llevado a cabo bajo la aprobacion y supervision del Comité
de ética de la Universidad de Ledn. Para el desarrollo del mismo se emplearon 20 ovejas sanas
de raza Churra con un peso de entre 55 y 65 kg y una edad comprendida entre los 3 y 5 afios.
En todos los individuos se realizaron analiticas sanguineas completas (Hematologia y
Bioquimica) previas al inicio del estudio experimental y antes de la eutanasia para monitorizar
su estado. Dos ovejas fueron excluidas del estudio, la primera por encontrarse en estado de
gestacién y la segunda por presentar una malformacidn vertebral a nivel de L4-L5, que fue
detectada durante la realizacion de una exploracidon densitométrica. Constituyendo el material

final de estudio 18 ovejas que se repartieron en 3 grupos:

Grupo | (n=6): animales sanos que no fueron tratados, fueron alimentados
convencionalmente y en los que se efectuaron mediciones densitométricas y extraccién post-

morten de muestras dseas para su posterior estudio histomorfométrico.

Grupo Il (n=6): animales sanos que fueron sometidos a ovariectomia bilateral,
alimentados con una dieta baja en calcio y vitamina D basada fundamentalmente en salvado
de trigo y paja y que recibieron corticoterapia durante un periodo de 5 meses y en los que se
efectuaron mediciones densitométricas y extraccién post-morten de muestras éseas para su

posterior estudio histomorfométrico.

Grupo Il (n=6): animales sanos que fueron sometidos a ovariectomia bilateral,
alimentados con una dieta baja en calcio y vitamina D, basada fundamentalmente en salvado
de trigo y paja y que recibieron corticoterapia durante un periodo de 5 meses, tras el cual se
efectud una retirada gradual de la corticoterapia y un cambio progresivo de alimentacién a
una dieta convencional. Dos meses después de la retirada definitiva de la corticoterapia estos
animales fueron intervenidos quirdrgicamente. En este grupo también se efectuaron
mediciones densitométricas y tras un periodo postoperatorio de 2 meses se procedié a la

extraccidon post-morten de muestras dseas para su posterior estudio histomorfométrico.

Fidel San Romdn Llorens 107



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales

Material y

alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio métodos
Tabla 10. Plan de trabajo en los diferentes grupos:
Grupol: Control (n=6)
Castracién GC DO Hist V Hist F
1 No No Si Si Si
2 No No Si Si Si
3 No No Si Si Si
4 No No Si Si Si
5 No No Si Si Si
6 No No Si Si Si
GC: glucocorticoides, DO: Densitometria osea; Hist: Histomorfometria dsea, V: Vértebra; F: Fémur.
Grupo 2: Osteoporosis (n=6)
Castracién GC DO Hist V Hist F
1 Si Si Si Si Si
2 Si Si Si Si Si
3 Si Si Si Si Si
4 Si Si Si Si Si
5 Si Si Si Si Si
6 Si Si Si Si Si
GC: glucocorticoides, DO: Densitometria osea; Hist: Histomorfometria ésea, V: Vértebra; F: Fémur.
Grupo 3: Células (n=6)
Castracion GC DO HistV  HistF Implantes
y defectos
1 Si Si Si No No Si
2 Si Si Si No No Si
3 Si Si Si No No Si
4 Si Si Si No No Si
5 Si Si Si No No Si
6 Si Si Si No No Si
GC: glucocorticoides, DO: Densitometria osea; Hist: Histomorfometria dsea, V: Vértebra; F: Fémur.
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2. MATERIAL Y EQUIPAMIENTO

Densitometria dsea: para la realizacidn de los estudios densitométricos se dispuso de un

equipo General Electrics Lunar Prodigy Primo con software en CORE v. 13.20.033.

Anestesia: para efectuar los procedimientos anestésicos se utilizaron dos equipos

diferentes: un equipo Drager modelo Medical Julian y un equipo Drager modelo Fabius.

Material Quirtrgico e implantes

- Ovariectomias: instrumental de cirugia general.
- Creacidn de defectos 6seos y colocacidén de implantes:
e Instrumental de cirugia general
e Una caja quirurgica de Klockner Implant System.
e 24 implantes Essential de 4.0 de didmetro y 8.0 mm de longitud.
e 12 menbranas de colageno Bioguide
e Mango de bisturi
e Despegador mucoperiodstico de Molt
e Cincel tipo Back action o Kirkland
e Pinzas Adson de diseccidn
e Pinza mosquito
e Portaagujas de Mayo
o Tijera Metzenbaum
e Separador de mejilla (tipo Minnesota o Langenbek)
e Cureta o cucharilla de legrado
e Motor de implantes dentales Celerex con bomba para suero fisioldgico.
e Dos contra-angulos de implantes.

e Material quirdrgico desechable (suturas, hojas de bisturi...)
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Figura 48. Implante dental Essential de Klockner de 4.0 mm de diametro y 8.0 mm de longitud

Figura 49. Membrana de colageno Jason de Botiss dental.
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Histomorfometria dsea

Sierra de banda (Exakt 400, System, Aparatebau GMBH)

Agitador de vaivén

Glicolmetacrilato (Technovit 7200°®, VLC - Heraus Kulzer GMBH, Werheim,
Alemania)

Fotopolimerizador

Maquina de pulido (Exakt-Micro Griding System®, Aparatebau GMBH)
Resina fotopolimerizable (Technovit 7210® - Heraus Kulzer GMBH)
Maquina de vacio con luz azul (Exakt 530, System, Aparatebau GMBH)
Prensa de fotopegado (Exakt 402)

Soluciones para tincidn de las muestras por el método de Levai Laczcd
Camara digital acoplada a un microscopio éptico motorizado (BX51, Olympus,
Japdn)

Software informatico (Cell Sens Dimensions, Olympus, Japén)

Cultivos celulares

Campana de flujo laminar (Telstar Biostar)

Incubador a 37 °C, 5% CO,, 95% de aire y a 1 atm de presién (Thermo Electron
Corporation)

Centrifuga (Allegra 21R Centrifuga Beckman & Coulter)
Agitador a 37 °C (MaxQTM 4000 Barstead)

Bafioa37°C

Microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse TS 100)
Pipetas seroldgicas de vidrio de rangos adecuados

Falkon de 50 ml

Viales de células

Placas de Petri de 60 mm de didmetro para cultivo celular
Cestillas NETWELL

Filtros de 0.2 um (Corning)

Material de diseccién de grasa (pinzas y tijeras)

Aspirador para pipetas serolégicas

Estudios histoldgicos: microscopio LEICA DM2000 con cdmara incorporada Leica EC3

y lupa estereoscépica OLYMPUS — FEX-ILLB2 — 200 con camara DP12 OLYMPUS.
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3. METODOS
3.1 Ovariectomia

Preparacion del paciente

Las ovejas fueron sometidas a un periodo de ayuno de 24 horas. Una hora antes de la
cirugia se administré por via subcutanea amoxicilina-colistina (Eupen plus® Fatro) a una dosis
de 15 mg/kg y carprofeno a dosis de 4 mg/kg (Rimadyl®). Posteriormente se procedio a la
premedicacion e induccidén de la anestesia general de los animales (ver apartado protocolos
anestésicos). A continuacion se procedié al afeitado de la zona quirdrgica, flanco, fosa iliaca y
region lumbar izquierdas (Figura 50). Los animales fueron posicionados en decubito lateral
derecho y se aplicaron en la zona afeitada soluciones desinfectantes de alcohol y povidona

yodada.

Figura 50. Afeitado del area quirurgica.

Técnica quirdrgica

Se comenzd la intervencidn realizando una incision transversal sublumbar en el flanco
izquierdo del animal de 10 cm. Posteriormente se secciond el musculo cutdneo. A continuacion
y con tijera de diseccidén se procedid a la seccidn de los musculos oblicuo externo, oblicuo
interno y transverso del abdomen siguiendo en cada uno de ellos la direcciéon de sus fibras
(técnica estrellada). Para abordar la cavidad abdominal ise incidié el peritoneo.A través de la
abertura abdominal practicada se procedié a localizar el Utero en posicion caudal a la herida
quirargica. Una vez localizado, se extrajo uno de los cuernos uterinos y siguiendo éste en
direccion craneal hasta el ovario. Con el fin de extirparlo, se practicardn ligaduras con seda
quirargica de un cero. Dos ligaduras separadas unos milimetros entre si en el mesovario, que
contiene la arteria y vena ovaricas, y otras dos igualmente separadas a nivel de la unién
ovariotubdrica hasta la que se extienden la arteria y vena uterina craneales. Se secciond a
continuacién entre las ligaduras de ambas zonas y se pudo de esta manera extraer el ovario

con seguridad y evitando el sangrado. Se localizé el cuerno contralateral repitiendo la misma
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operacion. Una vez extirpados los dos ovarios se recolocd el Utero en su posicidén natural y se
situé adecuadamente el omento mayor para evitar adherencias peritoneales. Por ultimo, se
suturé por planos, con puntos entrecortados simples y con sutura reabsorbible sintética del
cero. En primer lugar el peritoneo y el musculo transverso, seguidos de los musculos oblicuo

interno y del externo. Se finalizd6 con una sutura subcutdnea continua, y la piel se suturé

mediante puntos simples con nailon del cero.

Figura 51. Ovariectomia por laparotomia. Incisién de la piel.Diseccion del tejido subcutdneo. Identificacion de los

ovarios.

Figura 52. Ligadura de la arteria y vena ovaricas. Sutura de la pared abdominal por planos.

3.2 Alimentacién
En este estudio experimental se han utilizado dos dietas distintas:

1) Una dieta baja en calcio y Vitamina D basada en paja y salvado de trigo. Esta fue
administrada ad libitum a los animales de los grupos Il y Il durante un periodo de 5
meses, y en cantidades decrecientes durante el sexto mes en los animales del grupo Il
hasta llegar a sustituirla por completo por una dieta convencional al inicio del séptimo
mes. El analisis bioquimico del salvado de trigo y la paja empleada se detalla a

continuacion:
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2) Una dieta convencional basada en 500 gramos al dia de pienso concentrado
(Pasaranda ovifeed) y heno de hierba ad libitum. Esta dieta fue administrada a los
animales del grupo | y a los animales del grupo Ill de manera progresiva durante el
sexto mes y de manera exclusiva a partir del séptimo mes. El andlisis bioquimico del

heno de hierba empleado se detalla a continuacion:
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3.3 Corticoterapia

A los animales de los grupos Il y lll se les administré una inyeccidén semanal intramuscular
de dexametasona fosfato sddico (Fortecortin, Merck) a una dosis de 1mg/kg durante un
periodo de 5 meses. Los animales del grupo Il prosiguieron con la corticoterapia durante el
sexto mes pero la dosis fue reducida de forma progresiva un 50% cada semana para ser

retirada de forma definitiva al inicio del séptimo mes.

Figura 53. Dexametasona inyectable (Fortecortin® Merck)

3.4 Protocolos anestésicos

Ovariectomias: los animales fueron sometidos a un periodo de ayuno de 24 horas. Una
hora antes de la cirugia se les administrd por via subcutdanea Amoxicilina-Colistina a dosis de 15

mg/kg (Eupen) y Carprofeno (Rimadyl) a dosis de 4 mg/kg.

Premedicacidn: para la premedicacién se administré por via intramuscular xilacina
(Rompdn) a dosis de 0,2 mg/kg y Buprenorfina (Buprex) a dosis de 0,02 mg/kg. Tras un periodo
de 15 minutos se procedid a la colocacidon de un catéter intravenoso en la vena auricular

marginal.

Induccion: la induccidon se realizé con Propofol (Propovet) administrado por via

intravenosa a dosis de 4 mgr/kg.

Mantenimiento: los animales fueron intubados y mantenidos mediante anestesia
inhalatoria con Isofluorano (Isovet) al 2%. Durante esta fase anestésica se llevé a cabo la

monitorizacién de los animales mediante pulsioximetria y capnografia.

Recuperacion: tras el cese de la administracidon de isofluorano los animales despertaban
espontaneamente y con normalidad y no se administré ningin farmaco durante esta fase

anestésica.
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Analgesia _y antibioterapia postoperatoria: se administré a los animales por via

subcutdnea Carprofeno (Rimadyl) a dosis de 0,2 mg/Kg y Amoxicilina-Colistina (Eupen) a dosis

de 15 mg/kg cada 24 horas durante un periodo de 5 dias.

Mediciones densitométricas: los animales fueron sometidos a un periodo de ayuno de 24

horas.

Premedicacion: para la premedicacion se administrd por via intramuscular xilacina
(Rompun) a dosis de 0,2 mg/kg. Tras un periodo de 15 minutos se procedié a la colocacion de

un catéter intravenoso en la vena auricular marginal.

Induccidn: la induccidn se realizé con Propofol (Propovet) administrado por via

intravenosa a dosis de 4 mgr/kg.

Mantenimiento: los animales se mantuvieron anestesiados mediante infusidon continua via

intravenosa de Propofol (Propovet) diluido al 33 % en suero glucosado a dosis de 12 mg/kg/h.
Durante esta fase anestésica la monitorizacion de los animales se llevé a cabo valorando

exclusivamente la frecuencia respiratoria, pulso, reflejo palpebral y posicién del globo ocular.

Recuperacion: tras el cese de la administracién intravenosa de Propofol los animales se
despertaban espontdaneamente y con normalidad y no se administré ningun farmaco durante

esta fase anestésica.

Procedimiento quirurgico para la creacidon de defectos 6seos y colocaciéon de implantes:

los animales fueron sometidos a un periodo de ayuno de 24 horas. Una hora antes de la cirugia
se les administré por via subcutanea Amoxicilina-Colistina a dosis de 15 mg/kg (Eupen) y

Carprofeno (Rimadyl) a dosis de 4 mg/kg.

Premedicacion: para la premedicacion se administré por via intramuscular xilacina
(Rompun) a dosis de 0,2 mg/kg y Buprenorfina (Buprex) a dosis de 0,02 mg/kg. Tras un periodo
de 15 minutos se procedid a la colocacién de un catéter intravenoso en la vena auricular

marginal.

Induccion: la induccidon se realizé con Propofol (Propovet) administrado por via

intravenosa a dosis de 4 mgr/kg.

Mantenimiento: los animales fueron intubados y mantenidos mediante anestesia

inhalatoria con Isofluorano (lsovet) al 2%. Durante esta fase anestésica se llevd a cabo la

monitorizacién de los animales mediante pulsioximetria y capnografia.
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Recuperacion: tras el cese de la administracidon de isofluorano los animales despertaban
espontaneamente y con normalidad y no se administré ninglin farmaco durante esta fase

anestésica.

Analgesia _y antibioterapia postoperatoria: se administré a los animales por via

intramuscular buprenorfina (Buprex )a dosis de 0,02 mg/kg cada 24 durante un periodo de 2
dias y por via subcutdnea Carprofeno ( Rimadyl) a dosis de 0,2 mg/Kg y Amoxicilina-Colistina

(Eupen ) a dosis de 15 mg/kg cada 24 horas durante un periodo de 5 dias.

3.5 Técnica densitométrica

Antes de llevar a cabo las densitometrias in vivo, se efectuaron mediciones en huesos
aislados (pelvis y fémur izquierdo) y caddver de oveja.

Figura 54. Pelvis y fémur izquierdo Figura 55. Pruebas densitométricas en cadaver

Uno de los principales problemas que nos encontramos a la hora de usar el densitometro
es que los posicionadores estan disefiados para medicina humana y no son compatibles con
nuestro modelo animal. Con el fin de garantizar la fiabilidad y reproductibilidad de las

mediciones se disefiaron sistemas para estandarizar el posicionamiento.

Otro problema no menos importante, fue que debido a las diferencias anatdmicas, para
conseguir una maxima exposicién del cuello femoral, la posicidn de los miembros inferiores de
la especie humana y la de los miembros posteriores en la especie ovina debe ser
completamente distinta. En humana las piernas deben estar en extensidn con cierto grado de
rotacion interna, mientras que en ovejas, si posicionamos asi las extremidades posteriores, el
trocanter mayor del fémur se superpone con el cuello femoral. Para resolver este conflicto se
anestesidé una oveja y se obtuvieron imagenes mediante un arco de radioscopia realizando

movimientos completos de las extremidades. Finalmente se determind que la mejor
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visualizacidn se obtiene con los miembros del tercio posterior en flexion y abduccidon. No

obstante, se realizd un estudio radioldgico para confirmar este hallazgo.

Figura 56. Estudio radioldgico del paciente.

Para posicionar a la oveja utilizamos un colchdn-posicionador inflable radioltcido de 95 x
65 cm (posicionador A; Fig.57) sobre el que colocamos al animal en posicion decubito supino y
una jaula de ratas modificada (posicionador B; Fig.58) a la que fijamos los tarsos, y que nos
permite obtener el grado de flexidn y abduccidn necesario en los miembros posteriores.
Recurrimos al colchdn-posicionador porque los posicionadores que se utilizan habitualmente
en veterinaria para el diagndstico radiolégico en perros no eran lo suficentemente grandes
para asegurar adecuadamente a la oveja. Una vez que nos aseguramos de que la oveja estd
correctamente posicionada y centrada en la mesa, se efectua vacio en el colchén-posicionador.
Por ultimo se coloca en el extremo caudal del animal el posicionador By fijamos los tarsos (Fig.

59) De esta manera podemos garantizar un correcto alineamiento del eje axial y una éptima

exposicidn de los cuellos femorales.

Figura. 57. Posicionador A. Figura 58. Posicionador B Figura 59. Oveja posicionada
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El densitémetro que utilizamos dispone del software propio de medicina humana y no
dispone de software especifico para animales. Esto nos plantea un inconveniente: debemos
delimitar manualmente las regiones anatdmicas a medir una vez obtenemos las imdagenes.
Esto no supone un problema cuando la medicién se efectia en una vértebra lumbar pero si
puede serlo a la hora de medir una regiéon concreta del fémur. Para ello tomamos como
referencia los extremos caudal y craneal del borde acetabular y el trocanter mayor, y a partir
de éstos describimos un area rectangular que abarca la regién del cuello femoral. Tomando
como referencia este drea creamos una plantilla que utilizamos en cada una las mediciones.

Una vez salvados todos estos obstaculos efectuamos las mediciones.

Figura 60. Densitometrias de cuello femoral y columna vertebral

3.6 Obtencidn, aislamiento, cultivo y diferenciacién celular.

3.6.1 Protocolo de obtencion de la grasa

La extraccidon de la grasa se realizd en condiciones de esterilidad. En primer lugar se
procedid a anestesiar a la oveja donante (oveja hembra Assaff de 2 aflos de edad).
Posteriormente se colocé al animal en posicién decubito lateral, se rasuré el flanco lateral
derecho y se desinfectd el area quirdrgica mediante lavados sucesivos con alcohol y povidona
yodada. Se practicéd una incisién vertical de unos 5-10 cm en la regiéon sublumbar derecha
situada unos 5 cm cranealmente al aspecto craneal del ala del ilion. Tras seccionar el tejido
subcutaneo se extrajeron aproximadamente unos 20 cm?®de grasa que fueron introducidos en
un Falkon estéril con suero fisiolégico de 50 ml. Durante este procedimiento se empleé

material de cirugia general.

Fidel San Romdn Llorens 124



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales Material y

alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio métodos

Figura 61.Extraccion de la grasa bajo condiciones de esterilidad.

3.6.2 Procesado de la grasa para la obtencion de las ADSCs

La grasa fue sometida a lavados sucesivos con suero salino tamponado (PBS, Na,HPO, 10
mM, K,HPO, 1,7 mM, NaCl 0,14 mM, KCI 2,7 mM) para eliminar el componente sanguineo en
una campana de flujo laminar (Telstar Biostar) y con material estéril para evitar contaminacion

microbiana.

i
[

®TEISTAR

BIOSTAR

Figura 62. Campana de flujo laminar.

A continuacién la grasa fue troceada en fragmentos de aproximadamente 0.5 cm2. Estos
se pasaron a un tubo Falkon de 50 ml con DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma-
Aldrich) y con colagenasa tipo | (0.5% Labclinics) previamente filtrada con filtros de 0.2 um
(Corning). Los fragmentos se trituraron con una pipeta de 5 ml por aspiracién-impulsion y se

pasaron por cestillas NETWELL. Tras la separacion mecdnica, para que se dé la digestion
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guimica por la enzima colagenasa se incubd a 372C en agitacidon (250 rpm) al menos 35

minutos (MaxQTM 4000 Barstead ®).

Figura 63. Agitador a 37 °C

Tras la incubacién los viales se centrifugaron a 1300 rpm (304g) (Allegra 21R Centrifuga,
Beckman Coulter) durante 5 minutos a 202C (para que la grasa no solidifique). Se desechd el
sobrenadante y la fraccién del estroma vascular se resuspendié en 1 ml de medio completo de
cultivo ADSCs. Este medio se compone de DMEM, el cual proporciona los nutrientes necesarios
y el equilibrio osmético de las células, 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich), 1% de
glutamina (aminoacidos esenciales) (Sigma-Aldrich), 10% de suero fetal bovino (FSB) (Sigma-
Aldrich) que proporciona los factores de crecimiento de las células y 2.5 ng/ml del factor de

crecimiento fibroblastico (FGF, Sigma-Aldrich).

Figura 63. Centrifuga Allegra 21R Beckman Coulter
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3.6.3 Cultivo primario y expansion de las ADSCs

Las suspensiones celulares obtenidas fueron sembradas en placas de 60 mm afiadiendo
otros 4 ml de medio completo a una densidad de 30.000 cels/cm?, suplementando el medio de
expansién de ADMCs con factor de crecimiento fibroblastico basico (FGF-b) e incubadas a 37°C

y 5% de CO, en atmdsfera humeda (Thermo Electron Corporation).

Figura 64. Incubador a 37°Cy 5% de CO2 en atmdsfera humeda

Pasadas 48 horas se lavd con PBS para eliminar el componente eritrocitario y se
mantuvieron durante 5 dias en el mismo medio de cultivo para obtener un crecimiento

adecuado. Tras los cuales cada 2-3 dias se cambid el medio de cultivo.

Al alcanzar el estado de preconfluencia los cultivos fueron tripsinizados (Tripsina-EDTA-

PAA Lab) y se estimé la viabilidad celular mediante Azul Tripan.

Protocolo de tripsinizacion:

Se aspird el medio de cultivo con la ayuda de una pipeta seroldgica. Se realizaron 2
lavados con 1-2 ml de PBS estéril atemperado, se retird el PBS y se aiiadid 1 ml de tripsina
(Gibco) para despegar las células. Se dejé actuar a la tripsina de 30” a 1’en un incubador a 37°C
hasta que las células se hubieran despegado de la placa, comprobandolo con la ayuda del

microscopio. Una vez despegadas se recogidé todo el volumen de la placa pasandolo a un
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Falkon al que se afiadid 1 ml de medio de cultivo completo para inactivar la tripsina. Este
Falkon se centrifugdé durante 10 minutos a 1300 rpm, se desech6 el sobrenadante y el pellet
fue resuspendido en 1 ml de medio completo. Se sembré en placas de desechar el
sobrenadante y resuspender el 100 mm afiadiendo mas medio y agitando en cruz para evitar
que las células quedaran en los bordes de la placa. Se observaron las células usando un
microscopio de contraste de fase de Nikon Eclipse TS 100 y se fotografiaron usando el software

NIS-Elemento (Nikon).

Figura 65. Microscopio de contraste de fase

Figura 66. ADMCs de 4 dias con un aumento de 10x (izquierda) y de 20x (derecha)

3.6.4 Induccion osteogénica de las ADSCs

Las células obtenidas a partir de cultivos primarios confluentes de ADSCs fueron
sembradas en las mismas placas utilizadas previamente y se cultivaron en un medio de
expansion para ADSCs hasta que alcanzaron el estado de preconfluencia (7-14 dias).
Siguiendo el anterior protocolo de tripsinizacidn se separd la superficie de cultivo y se
sembraron en placas de superficie para su expansién in vitro con medio de induccién
osteogénico DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino, 1% de

penicilina/estreptomicina, 1% de glutamina, 10uM de dexametasona (Sigma-Aldrich), 150 mM
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de acido L-ascérbico (Sigma-Aldrich) y 10 mM de B-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich), con la
adicién durante las primeras 48 horas de BMP2 (10 ng/ml) (Sigma-Aldrich). Se observaron las

células usando un microscopio de contraste de fase de Nikon Eclipse TS 100 y se fotografiaron

usando el software NIS-Elemento (Nikon).

Figura 67. ADSCs diferenciadas a osteocitos (10x). A la derecha inset de los osteocitos.

Se cambid el medio con regularidad en funcién del estado del mismo y del grado de
confluencia y se sembrd en 6 placas de Petri cada una para un individuo experimental,

conteniendo cada placa un nimero aproximado de 5 millones de ADSCs.

3.6.5 Obtencidn del PRP y resuspension de las células

Previamente a la cirugia se extrajeron de cada oveja 20 ml de sangre de la vena yugular
que fueron introducidos en tubos con citrato de sodio al 3,8 %, a partir de los cuales se

obtuvieron 4 ml de PRP mediante el siguiente protocolo:

e Primer centrifugado a 2500 rpm durante 15 minutos separando el plasma de los
glébulos rojos.

e Segundo centrifugado de la capa superficial a 3000 rpm durante 10 minutos para
obtener una capa superior de PPP y otra inferior de PRP que es la que se utilizé.

e Los 4 ml de PRP que se obtuvieron por oveja fueron divididos en dos viales de dos

mililitros.

A cada uno de los dos viales se les afiadié 40 ug BMP-2. Las células se tripsinizarén como

anteriormente se ha explicado, se centrifugaron y el pellet de células se resuspendié en uno de
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los dos viales con PRP y BMP-2. Se llevaron los viales hasta el quiréfano, para ser
posteriormente activado el PRP mediante la adicién de 0,05 ml de gluconato de calcio al 10%

por cada ml de PRP.

3.7 Creacion de defectos y colocacion de implantes

Distribucidn de los defectos e implantes
Oveja 1 (G3)

- Extremidad derecha:
o Defecto fémur membrana PRP+BMP
o Implante tibial craneal: vacio
o Implante tibial caudal: PRP + BMP
- Extremidad izquierda:
o Defecto fémur membrana células+PRP+BMP
o Implante tibial craneal células+PRP+BMP

o Implante tibial caudal: células+PRP+BMP

Oveja 2 (G3)

- Extremidad derecha:
o Defecto fémur membrana PRP+BMP
o Implante tibial cranea:|l vacio
o Implante tibial caudal: PRP+BMP
- Extremidad izquierda:
o Defecto fémur membrana células+PRP+BMP
o Implante tibial craneal células+PRP+BMP

o Implante tibial caudal: células+PRP+BMP

Oveja 3 (G3)

- Extremidad derecha:
o Defecto fémur membrana: PRP +BMP
o Implante tibial craneal: PRP + BMP
o Implante tibial caudal: vacio

- Extremidad izquierda:

o Defecto fémur membrana: células+PRP+BMP
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o Implante tibial craneal células+PRP+BMP
o Implante tibial caudal: células+PRP+BMP
Oveja 4 (G3)
- Extremidad derecha:
o Defecto fémur membrana PRP +BMP
o Implante tibial craneal vacio
o Implante tibial caudal: PRP+BMP
- Extremidad izquierda:
o Defecto fémur membrana células+PRP+BMP
o Implante tibial craneal células+PRP+BMP
o Implante tibial caudal: células+PRP+BMP
Oveja 5 (G3)
- Extremidad derecha:
o Defecto fémur membrana PRP+BMP
o Implante tibial craneal: PRP+BMP
o Implante tibial caudal vacio
- Extremidad izquierda:
o Defecto fémur membrana células+PRP+BMP
o Implante tibial craneal células+PRP+BMP
o Implante tibial caudal: células+PRP+BMP
Oveja 6 (G3)
- Extremidad derecha:
o Defecto fémur membrana PRP +BMP
o Implante tibial craneal PRP+BMP
o Implante tibial caudal: vacio
- Extremidad izquierda:
o Defecto fémur membrana células+PRP+BMP
o Implante tibial craneal células+PRP+BMP
o Implante tibial caudal: células+PRP+BMP
*Nota aclaratoria:
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Defecto fémur membrana, PRP+BMP: el defecto se rellenaba con plasma rico en

plaguetas con BMP-2 y se cubria con una menbrana de colageno reabsorbible.

Defecto fémur membrana células+PRP+BMP: el defecto se rellenaba con plasma rico en
plaguetas con BMP-2 y células madre mesenquimales homdlogas procedentes de la grasa de
una oveja distinta a la problema de raza Merina y se cubria con una menbrana de colageno

reabsorbible.

Implante tibial PRP+BMP: en el orificio del implante se colocaba plasma rico en plaquetas

en forma de moco con BMP-2.

Implante tibial vacio, el orificio se rellenaba con el implante sin mds, de manera

tradicional.

Implante tibial: células+PRP+BMP: en el orificio del implante se colocaban células

mesenquimales, plasma rico en plaquetas en forma de moco y BMP-2

3.7.1 Método de la creacion de defectos 6seos en el condilo medial femoral

Incidiamos la piel en la cara medial de la rodilla desde la regién metafisaria del fémur
hasta la porcion distal del tercio proximal de la tibia. Procediamos a continuacién a abrir el
tejido subcutdneo y las aponeurosis hasta llegar a la cara medial del céndilo medial y medial de

la tibia.

A continuacién creabamos un defecto 6seo de 10 mm de didametro y 10 mm de
profundidad con un trépano de esa misma medida y a continuacién procediamos a retirary a

desechar el cilindro éseo.

Posteriormente procediamos a colocar PRP en caso de la extremidad derecha y PRP mds
células en la extremidad izquierda. A continuacién colocabamos una membrana de colageno

cerrando el defecto y sutura a los tejidos proximos.

En la epifisis tibial instalamos los implantes tal y como se establecid en los grupos.
Empezabamos determinando la zona de colocacién y en cada una de ellas perforamos con
irrigacién externa con las fresas, X, y, z y colocamos el implante autoroscante de 4 mm
didmetro y 8 mm de longitud. Unos se dejaban vacios y en otros se introducia o PRP+BMP-2, o

PRP+BMP-2+células.
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Figura 68. Posicionamiento de la oveja en la mesa quirurgica, colocacién de pafos de campo e incisidén cutanea en la

cara medial del condilo femoral.

Figura 71. Observesé la forma cilindrica del fragmento trepanado y la cavidad resultante. En la bandeja se procede a

cortar por la mitad el PRP.
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Figura 72. Colocacion del PRP y situacion de la membrana de coldgeno en posicion.

3.7.2 Método de la colocacion de los implantes

En la epifisis tibial instalamos los implantes tal y como se establecid en los grupos.
Empezabamos determinando la zona de colocacién y en cada una de ellas perforamos con
irrigacion externa con las fresas, 2,8, 3,3, 3,6 y colocamos el implante autoroscante de 4mm de
didmetro y 8 mm de longitud. Unos se dejaban vacios y en otros se introducia o PRP, o PRP con

células.

Figura 73. Abordaje a la cara medial tibial, realizacidn de las dos primeras perforaciones con la fresa de

2.8mm

Figura 74. Fresado con 3.3, 3.6, instalacién del implante autoroscante de 4.0 de didmetro y 8 mm de largo. Antes de

colocar el implante y en el caso de tener que poner PRP o PRP con células se procedia a su introduccién en el

agujero prfeparado
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Figura 75. Colocacion del primer implante y los dos implantes colocados

Figura 76. Cierre por planos y sutura cutanea

3.8 Procesado de las muestras y estudio histomorfométrico

3.8.1 Preparacion

Tras el sacrificio de los animales se procedié a lo toma de diferentes muestras dseas para
su posterior estudio histomorfémetrico e histopatolégico. En los individuos de los grupos 1y 2
se extrajeron la epifisis proximal femoral izquierda y la penultima vertebra lumbar (L6). En los
individuos del grupo 3 se extrajeron las epifisis distales de ambos fémures (que incluian los
defectos 6seos condilares) y la epifisis proximal de ambas tibias (que incluian los implantes de
titanio). Una vez extraidas, todas las muestras fueron introducidas en botes con formol al 10%
durante un periodo de 24h. Posteriormente se procedid a su procesado, para lo cual se siguid
un proceso minucioso utilizando las técnicas de inclusién en metacrilato que se describen a

continuacion:
1) Tallado:

De cada pieza dsea se obtuvo 1 bloque de 10 cm de grosor que fue estandarizado para
cada tipo de muestra en base a referencias anatémicas, y que incluia los defectos éseos y los

implantes de titanio en el caso de las muestras prodentes de los fémures y tibias de los
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individuos del grupo 3. Para realizar este paso se utilizé una sierra de banda con refrigeracion

de agua.

Figura 77. Sierra de banda (Exakt 400, System, Aparatebau GMBH)

2) Deshidratacion:

La deshidratacién de las muestras supuso el paso previo a la inclusion de las muestras en
bloques de metacrilato. Para permitir la entrada del metacrilato en el tejido déseo es
fundamental extraer el agua antes. Se procedié a la deshidratacion de las muestras en

concentraciones crecientes de etanol bajo agitacién constante, como se indica a continuacion:

- 80 % alcohol durante tres dias.
- 96 % alcohol durante tres dias.
- 100 % alcohol durante tres dias.

- 100 % alcohol durante tres dias.

Figura 78. Agitador de vaivén que acoge recipientes con diferentes concentraciones de alcoholes. Las muestras

permanecen 3 dias en en cada concentracién de alcohol.
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3) Infiltrado

Durante este paso se procedid a sustituir el alcohol por una concentracién creciente de
metacrilato. La infiltracién plastica se efectué mezclando glicolmetacrilato (Technovit 72009,
VLC - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania), con alcohol etilico a distintas
concentraciones, finalizando con dos infiltraciones glicolmetacrilato puro. Todos los pasos se
realizan bajo agitacidon constante con la misma mdquina utilizada en el paso anterior. El

protocolo de infiltracién que se siguio fue el siguiente:

Technovit 7200: alcohol, en proporcién 30:70 respectivamente durante un periodo de

tres dias.

- Technovit 7200: alcohol, en proporcién 50:50 respectivamente durante un periodo de
tres dias.

- Technovit 7200: alcohol, en proporcidn 70:30 respectivamente durante un periodo de
tres dias.

- Technovit 7200: alcohol, en proporcién 30:70 respectivamente durante un periodo de

tres dias.

- Technovit 7200 al 100% durante dos pases sucesivos de 3 dias cada uno.

4) Inclusion y polimerizacion

Para llevar a cabo la inclusidn se introdujeron las muestras de tejido en unos moldes de
polietileno que se llenaron de glicolmetacrilato (Tecnovit 7200°®) bajo efecto de vacio, para

eliminar las posibles burbujas existentes en el tejido y someterlas a polimerizacidén por luz.
La fotopolimerizacién tuvo lugar en dos pasos:

- Paso 1: se aplicd una luz de baja intensidad, manteniendo los moldes a una
temperatura por debajo de 402 C, para que la resina se polimerizara extensamente.

Este estadio durd 4 horas.
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Figura 79. Aplicacidn de luz blanca para la fotopolimerizacion inicial.

- Paso 2: se aplicé una luz azul ultravioleta de gran intensidad, de forma que el
metacrilato que se encontraba en el interior del tejido terminara completamente

polimerizado. Este paso tuvo una duracion de 12 horas.

Por ultimo los bloques permanecieron en una estufa a 37 °C durante 24 horas y se

procedio a la retirada del molde.

5) Preparacidn del bloque para obtener una superficie paralela

Los bloques se fijaron a la sierra de banda para realizar el corte seleccionado en cada tipo
de muestra. Una vez cortados una de las dos partes se destind para analisis y la otra se
almacend como muestra de reserva. En el caso de los bloques que contenian implantes se
procedid a realizar una radiografia de cada espécimen para ver con claridad el interior de cada
muestra y saber por dénde realizar el corte por la mitad de cada implante. En la radiografia se
apreciaba con mayor radiopacidad la figura de cada implante, seguido de la silueta del tejido
6seo (mas radiolucida que el implante) y pudiendo delimitar también la forma del bloque de
metacrilato como la parte mas radiollcida. Este paso sirvidé para superponer cada bloque a su
radiografia correspondiente y trazar en el mismo una linea con rotulador por el eje longitudinal

de cada implante. La linea fue la referencia utilizada para realizar el corte de la muestra.
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Figura 80. Bloque fijado a la sierra de banda y listo para ser seccionado

Los semibloques designados para analizar se montaron en una primera |ldmina acrilica
provisional (porta) que se adhirié con una resina (Technovit 4000® - Heraus Kulzer GMBH) y

permite utilizar la muestra en la siguiente fase de preparacion.

6) Preparacidn de la superficie de interés

La superficie de interés mostraba irregularidades y poros, por lo que el siguiente paso
consistié en el pulido de la muestra con una maquina de pulido (Exakt-Micro Griding System®,
Aparatebau GMBH) a la que se acopland lijas pafios de pulido abrasivas de distintos granos. La
superficie se sometié a un micropulido con lijas de carburo de silicio de grosor de grano 800,
1200, 2400 y 4000, empleando refrigeracion por agua hasta que la superficie estuvo

preparada.

Figura 81. Mdquina de pulido con refrigeracion de agua. En la base tiene un disco al que se le acoplan las lijas de
distinto grano. En el centro existe un espacio donde el porta provisional queda fijado, dejando la superficie de la

muestra de cara a las lijas.

Una vez pulida la superficie de interés, para eliminar los orificios correspondientes a
burbujas de aire que pudieran existir en la superficie, se realizd una reinfiltracion. Para ello se

sumergio la superficie de la muestra en glicolmetacrilato (Technovit 7200®) y se colocé en una
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maquina de vacio para extraer las posibles burbujas retenidas en el interior de la muestra
sustituyéndolas por resina. Una vez que las burbujas hubieron desaparecido, manteniendo el
efecto de vacio, se procedieron a polimerizar de nuevo con con luz azul durante 3 horas y a

continuacién se mantuvieron 24h en estufa para que la resina terminase de endurecerse.

Figura 82. Maquina de vacio con luz azul (Exakt 530, System, Aparatebau GMBH).

Tras volver a preparar la superficie de la muestra en la maquina de pulido (repitiendo el
paso anterior), la superficie de la muestra se adhirié a un segundo porta (definitivo) con resina
fotopolimerizable (Technovit 7210® - Heraus Kulzer GMBH) mediante el empleo de una prensa
de fotopegado (Exakt 402). La fotopolimerizacidn se activé con luz ultravioleta.Una vez fijada la
muestra al portaobjetos definitivo, mediante una sierra de banda conectada a un micrémetro,
se procedié a realizar un corte en el bloque a unas 200-300 micras de distancia del porta
definitivo, obteniéndose como resultado un portaobjetos con una muestra de
aproximadamente 250 micras. A la muestra obtenida tras el corte se aplicaron pafios de pulido

de distintos grosores para rebajar su grosor hasta aproximadamente 60um.

7) Tinciones

Las muestras con la superficie pulida y tratada fueron sometidas a un proceso de tincién

con el método de Levai Laczcd para su posterior andlisis en el microscopio.

Fidel San Romadn Llorens 140



Desarrollo de un modelo osteopordtico ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales Material y

alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio métodos

Tabla 11. Protocolo de la tincidn de Lévai Laczco.

TINCION DE LEVAI LACZCO

Procedimiento:
1. Inmersion en perdxido de hidrégeno (H,0,) al 30% durante 5 minutos con
movimiento constante.

2. Lavado con agua destilada dos veces.
3. Inmersién en Acido acético (CH;COOH) al 5% durante 1 minuto.
4. Lavado con agua destilada dos veces.
5. Inmersion en la solucién A durante 20 minutos
6. Lavado con agua destilada dos veces
7. Inmersion en la solucion B durante 5 segundos. Los cortes se deben sumergir
individualmente en esta tincion.
8. Lavado con agua destilada y secado.
Materiales

* Las soluciones deben ser filtradas antes de su uso.
Solucién A:

Azur Il al 1% en agua destilada.

Azul de metileno al 1% en agua destilada.

Na2CO03 al 1% en agua destilada.

*Una parte de Azur Il con una parte de azul de metileno y dos partes de Na2CO3 (1%).

Solucion B:

Pararosanilina al 1% en agua destilada.

8) Descripcion de la técnica histométrica.

Las preparaciones se fotografiaron utilizando una camara digital a 40 aumentos empleando un
microscopio dptico motorizado (BX51, Olympus, Japdn). Dichas fotografias son combinadas
por un programa informatico (Cell Sens Dimensions, Olympus, Japdn) para obtener imagenes
de alta resolucidn de toda la muestra en su conjunto y con el que se efectuaron las mediciones

ayudados de una tableta digitalizadora (Intuos 4 large, Wacom, Saitama, Japon).
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Figura 83. Microscopio 6ptico acoplado a un sistema informatico.

En este estudio se realizaron varios tipos de medidas:

A nivel de los implantes: porcentaje de integracién (también conocido como

porcentaje de contacto 6seo o “BIC”) y densidad de hueso perimplantaria (BAP/TA; BAP = area
de hueso perimplantaria, TA = area total) e interroscal (BAI/TA; BAI = area de hueso
interroscal, TA = drea total). El contacto hueso implante (BIC) se definié como la longitud de
hueso en contacto directo con la superficie del implante en relacién al perimetro total del
implante empezando desde el hombro del implante hasta la rosca mas apical. Debido a que en
muchas ocasiones el implante no estaba mds que parcialmente cubierto de hueso se utilizd
también el término “contacto hueso implante cortical” (BICc) como la misma medicién que la
anterior, pero eliminando las zonas del implante que no estdn en la regién cortical del hueso

en sus porciones coronal y apical.

A nivel de los defectos: dentro del area del defecto se calculé la BA (“Bone Area” o drea

total de hueso), la TA (“Total Area” o area total del defecto) y el porcentaje BA/TA (que es

equivalente al porcentaje de regeneracion).

En las preparaciones de cuello femoral y vértebra lumbar: dentro de la seccién de la

muestra de hueso se calculd la BA (“Bone Area” o area total de hueso), la TA (“Total Area” o
area total de la seccion) y el porcentaje BA/TA que corresponde al porcentaje de superficie

6sea dentro de la muestra.
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4. MANEJO Y ANALISIS DE LA INFORMACION

Los resultados aparecen expresados como media + SD. Para el estudio de las BA/TA de los
defectos se realizé una t de Student pareada y no pareada. En el caso de los implantes, las
mediciones histomorfométricas y las densitometrias se realizé un ANOVA de una via con Holm-
Sidak. El intervalo de confianza establecido fue del 95% y se realizé con el programa GraphPad

Prism 5.0 (GraphPad Sowftware Inc., USA).

5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Como todo procedimiento experimental, este estudio no esta exento de limitaciones. La
principal limitacién de este estudio fue la utilizacién de un nimero reducido de animales. Por
un lado esto supuso que no se hayan podido probar un mayor nimero de terapias de
regeneracién y osteointegracién dsea, ya que el nimero de defectos a realizar e implantes a
colocar en cada animal es limitado, y que algunos de los resultados no hayan presentado
diferencias estadisticamente significativas, que posiblemente con una mayor potencia
estadistica, si hubieran existido. No obstante hemos de considerar que la tendencia actual
dentro la utilizacidn de animales de experimentacién es utilizar el menor nimero de animales
posible para llevar a cabo estudios cientificos (regla de las 3 R) y que tampoco es ético utilizar

numeros de individuos excesivamente grandes.

En cuanto a la utilizacién de células madre mesénquimales homologas, podria haber
tenido interés la realizacién de estudios inmunolégicos para detectar respuestas de rechazo.
Sin embargo, basandonos en la bibliografia existente no se describen este tipo de reacciones al
emplear células madre mesénquimales heterdlogas entre distintos individuos de la especie

ovina. Ademas su utilizacién hubiera aumentado considerablemente los costes del estudio.

En los individuos del grupo 3 no se efectuaron estudios histomorfométricos a nivel de los
cuerpos vertebrales y cuellos femorales. Sin embargo, una vez validado el modelo mediante la
utilizacidn de la técnica densitométrica se consideraron prescindibles y hubieran supuesto una
pérdida de dinero y tiempo considerable. Por el contrario si que se efectuaron a nivel de los
defectos d6seos e implantes para poder valorar la regeneracion dsea y el grado de

osteointegracion.
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VI. RESULTADOS
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1. DENSITOMETRIA OSEA
Tabla 12. Valores densitométricos obtenidos en los tres grupos
DMO,CF DMOyVL DMOs,,,CF DMOs,,,VL DMOq,,,CF DMOg,,VL
(g/cm?) +SD | (g/cm?)+SD  (g/cm®) +SD  (g/cm’)+SD | (g/cm?) +SD  (g/cm?) +SD
Grupo 1 1,09+0,08 1,476 +0,08
(n=6)
Grupo 2 0,997+0,10 1,39 0,08 0,546 £0,05 0,938+0,11
(n=6)
Grupo 3 1,023+0,08 1,421 +0,05 0,586 0,06 1,00+0,06 0,728+0,06 1,123+0,06
(n=6)
AD'\/IOSmeses ADIvIOSmeses ADIvIOBmeses ADIvIOBmeses
CF % £ SD VL % = SD CF % £ SD VL % £ SD
Grupo 2 | 45,174+2,26 | 32,711+4,90
(n=6)
Grupo 3 | 42,732+1,68 | 29,304+2,25 | 28,828+2,91 | 21,007+2,27
(n=6)
ADMO,CF ADMOyVL
(g/cm?) + SD (g/cm?) + SD
Grupo 1+2+3 1,036+0,047 1,429+0,043
(n=18)
1,200
1,000 =
~ 0,800
g -
C
5 0,600 = == Grupo 2
o
2 0,400 “Grupo 3
0,200
0’000 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tiempo (meses)
Figura 84. Evolucién en el tiempo de los valores de DMO a nivel del Cuello Femoral (CF) en los individuos de los
grupos 2 y 3. La linea discontinua indica el valor medio inicial de DMO a nivel del CF de los individuos de los tres
grupos.
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Figura 85. Evolucién en el tiempo de los valores de DMO a nivel de las Vértebras Lumbares (VL) en los individuos de
los grupos 2 y 3. La linea discontinua indica el valor medio inicial de DMO a nivel del VL de los individuos de los tres
grupos.
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Figura 86. . Porcentaje de pérdida de densidad mineral dsea a nivel del cuello femoral en los individuos de los
grupos dos y tres.
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Figura 87. Porcentaje de pérdida de densidad mineral ésea a nivel de las vértebras lumbares en los individuos de los
grupos dos y tres.

2. HISTOMORFOMETRIA OSEA
2.1 Regeneracion de defectos 6seos

Tabla 13. Valores de BA/TA a nivel de los defectos femorales tratados con PRP y BMP-2 con y

sin células.
DEFECTOS CON CELULAS +PRP+BMP-2
Oveja TA (m?) BA (m?) BA/TA (%)
1 49416689,09 16726512,72 33,85
2 67399741,77 6622537,61 9,83
3 83088200,70 16167103,77 19,46
4 78107335,10 19178146,64 24,55
5 78391078,82 14000759,02 17,86
6 82551489,57 8913551,32 10,80
19,392 + 8,980
DEFECTOS CON PRP+BMP-2
Oveja TA (m?) BA (m?) BA/TA (%)
1 70093930,81 11266284,19 16,07
2 46670305,97 15720567,36 33,68
3 86738662,13 4086356,60 4,71
4 59983672,42 24149081,29 40,26
5 80708071,19 31030765,50 38,45
6 88998896,91 20155587,03 22,65
25,970 + 14,003

BA: “Bone Area” o area total de hueso, TA: “Total Area” o area total del defecto y porcentaje
BA/TA, equivalente al porcentaje de regeneracion.
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Figura 88. Porcentajes de BA/TA a nivel de los defectos femorales tratados con PRP y BMP-2 con y sin células.

2.2 Osteointegracion de implantes

Tabla 14. Valores de diferentes parametros de osteointegracion de implantes sometidos a

diferentes tratamientos.

SOLO IMPLANTES

Oveja BAI/TAnew BAP/TAnew BAI/TA BAP/TA BIC (%) BICc (%)

1 7,33 16,62 11,36 24,91 33,15 80,05

2 32,13 39,72 40,29 56,50 44,98 65,50

3 6,03 13,77 11,34 25,97 28,31 60,56

4 2,93 8,20 9,84 25,06 44,87 72,55

5 16,89 27,97 27,13 42,23 33,88 52,72

6 12,85 18,55 19,12 34,75 31,32 70,65
36,085 + 67,005 +

7,112 9,613
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IMPLANTES CON PRP + BMP-2

Oveja BAl/Tanew BAP/Tanew BAI/Ta BAP/Ta BIC (%) BICcortic (%)

1 21,76 26,07 27,66 44,91 43,07 79,65

2 42,52 52,24 50,47 66,15 43,80 59,14

3 8,10 14,01 12,81 28,07 31,45 69,73

4 37,13 34,08 47,00 65,40 58,13 76,17

5 24,66 31,48 33,82 41,90 29,07 45,96

6 10,71 19,30 14,35 31,74 30,87 70,83
39,398+ 66,913+
11,192 12,415

IMPLANTES CON CELULAS + PRP + BMP-2

Oveja BAl/Tanew BAP/Tanew BAI/Ta BAP/Ta BIC (%) BICc (%)
1 19,46 33,55 27,28 42,64 27,76 59,45
2 37,07 42,21 44,95 56,71 46,66 51,05
3 5,51 21,17 10,59 25,86 18,67 11,07
4 0,52 14,62 6,06 19,42 4,97 12,13
5 3,14 10,50 8,90 16,35 11,34 25,95
6 7,48 21,25 18,56 34,72 13,31 27,58
7 12,42 28,19 24,36 42,77 23,05 46,80
8 1,36 16,30 10,13 20,04 1,57 8,10
9 8,50 21,36 33,40 27,76 1,52 4,09
10 28,99 44,19 36,00 50,87 8,10 13,59

15,695 * 25,981 +
14,005 19 864
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Figura 89. Porcentajes de osteointegracion obtenidos en implantes sometidos a diferentes tratamientos.
* representa diferencias significativas al comparar el porcentaje de osteointegracidn 6sea total de los
implantes sélos y el de los implantes con PRP y BMP-2 con el porcentaje de osteointegracion dsea total
de los implantes con células, PRP y BMP-2 (p<0.05).
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Figura 90. Porcentajes de osteointegracidn a nivel de la cortical obtenidos en implantes sometidos a diferentes
tratamientos. * representa diferencias significativas al comparar el porcentaje de osteointegracion dsea a
nivel de la cortical de los implantes sélos y el de los implantes con PRP y BMP-2 con el porcentaje de
osteointegracion désea a nivel de la cortical de los implantes con células, PRP y BMP-2 (p<0.05).
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Reultados

2.3 Medidas a nivel del cuello femoral y vértebra lumbar

Oveja @ BA/TA Cuello Femoral = BA/TA Vértebra Lumbar

Control (Grupo 1) 1 27,81 36,25
2 29,91 49,87
3 35,06 43,44
4 23,25 33,52
5 28,75 46,42
6 31,02 45,22

29,3 +3,88 42,453 + 6,28
Osteopordético (Grupo 2) 1 16,04 23,64
2 20,44 27,10
3 18,17 24,63
4 17,92 21,44
5 15,25 16,52
6 17,69 20,92

17,585 + 1,814 22,375 + 3,640
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Figura 91.Porcentaje de BA/TA de los grupos 1y 2 a nivel del cuello femoral. * representa diferencias
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Figura 92.Porcentaje de BA/TA de los grupos 1y 2 a nivel de las vértebras lumbares. * representa diferencias

significativas al comparar el porcentaje de BA/TA dsea a nivel de las vértebras lumbares del grupo control

con el del grupo osteoporético (p<0.05).
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2.4 Hallagos histolégicos

2.4.1 Hueso cortical y trabecular normal y osteoporético

Macroscépicamente a la seccidn transversal de las piezas dseas procedentes de vértebras
lumbares y cuellos femorales podemos observar dos zonas bien diferenciadas, una mas
externa correspondiente a hueso compacto o cortical y otra mds interna que presenta una
malla reticular que conforma el hueso trabecular, cuyas cavidades presentan médula ésea en

su interior.

Hueso cortical
Figura 93. Hueso compacto y trabecular a nivel de los cortes histoldgicos de un cuello femoral (izda) y de un cuerpo

vertebral (dcha).

El tejido dseo cortical, carece de cavidades vasculares, ya que su matriz extracelular se

ordena en laminillas éseas, que se pueden disponer de manera paralela (hueso cortical
laminar) o de manera concéntrica alrededor de un canal (hueso compacto de tipo ostednico).
A través de dichos canales discurren vasos sanguineos y nervios, y junto con las laminillas
dseas concéntricas y los osteocitos, dispuestos entre las laminillas, forman un conjunto
denominado “osteona”o sistema de Havers. Los canales de Havers de osteonas cercanas estan
conectados mediante canales transversales denominados canales de Volkmann. Del orden de
4 a 20 laminillas dseas se disponen alrededor de un canal de Havers. Los osteocitos se
encuentran en unos huecos localizados en las laminillas éseas denominados lagunas. De estas
lagunas salen pequefios conductos denominados canaliculos por donde los osteocitos emiten

prolongaciones celulares. Los canaliculos se abren directamente a los canales de Havers.

El tejido cortical 6éseo encierra en su interior al hueso esponjoso o trabecular. Este esta

formado por septos o trabéculas dseas de gran grosor, que forman un fuerte entramado, que
le confiere gran resistencia. Estas se conectan entre si y con la cara interna de las corticales
Oseas. Presentan grandes espacios denominados cavidades vasculares, ocupados por vasos

sanguineos y médula dsea. La superficie de las trabéculas aparece tapizada por el endostio que
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tiene capacidad osteogénica. Las trabéculas déseas estan formadas por fibras de coldgeno
pueden estar dispuestas de manera entrecruzada (hueso trabecular no laminar) o bien
ordenadas en laminillas éseas (hueso trabecular laminar) sobre las que se deposita en calcio en

forma de cristales de hidroxiapatita.

Figura 94. Aspecto microscopico de hueso trabecular y cortical en condicionesones no patolégicas.
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El estudio de las muestras de los animales en los que se indujo la condicidn osteopordtica
revela una disminucién evidente del grosor cortical y trabecular, con respecto a las muestras
de los animales del grupo control. Asi mismo se puede observar una disminucién del nimero

trabecular y un aumento de separacion entre las mismas.

Figura 95. Hueso trabecular y cortical en condiciones no patoldgicas (izda) y en condiciones osteopordticas (dcha).

A nivel microscépico llama la atencidn la disminucidn de la superficie de osteoide y de
densidad osteocitica. Por el contrario se observa un aumento de las zonas de erosion vy

aumento de las lagunas osteociticas vacias.

P

Figura 96. Aspecto microcépico de hueso cortical en condiciones no patoldgicas (izda) y en condiciones
osteopordticas (dcha).
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Figura 97. Aspecto microscopico de hueso trabecular en condiciones no patolégicas (izda) y en condiciones
osteopordticas (dcha).

2.4.2 Defectos femorales

A nivel de los defectos los resultados de regeneracién dsea obtenidos a partir de la aplicacién
de las células madre, han sido dispares, presentando en dos ovejas mejores resultados con
células y en cuatro sin células. Puesto que algunas ovejas presentaban un grado mayor de
osteoporosis, nos hemos planteado la posibilidad de que éste pudiera influir en los resultados.
De los 6 animales en los que se indujo la osteoporosis mediante la ovariectomia bilateral, la
administracién de corticoterapia y una dieta especifica baja en calcio y vitamina D durante un
periodo de 5 meses podemos comparar la densidad dsea tanto en las vértebras lumbares
como en el cuello del fémur en la fase inicial y la previa a la cirugia, momento en el cual vamos
a estudiar el proceso de osificacion en estos animales osteopordticos. Con el fin de agrupar a
los animales, consideraremos la densidad dsea en las vértebras lumbares como criterio a

considerar, asi realizamos tres grupos:

- Grupo 1: con grado menor de osteoporosis.
- Grupo 2: con grado intermedio de osteoporosis.

- Grupo 3: con un grado mayor de osteoporosis.
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Grupo Oveja DMO inicial DMO previa a la
cirugia(g/cm2)
Vértebras lumbares
1 7008 1,481 1,091
1 46741 1,458 1,052
2 46747 1,457 1,032
2 35879 1,418 1,012
3 7003 1,362 0,932
3 46742 1,351 0,915
Cuellos femorales
1 7008 1,137 0,671
1 46741 1,089 0,642
2 46747 1,031 0,589
2 35879 1,01 0,561
3 7003 0,943 0,546
3 46742 0,928 0,511

Defectos tratados con PRP y BMP-2

En la Figura 9 podemos observar la reorganizacion del defecto 6seo a los 2 meses

postcirugia, en la extremidad derecha con el empleo de PRP y BMP en los distintos grupos. Se
aprecia un claro retraso en la osteointegracion del defecto, mds evidente en los grupos 2 y 3
con un mayor indice de osteoporosis. El hueso cortical en el grupo 1, presenta un defecto en
fase de organizacién (Figura 98) en el que podemos diferenciar dos zonas A y B donde

apreciamos componentes celulares y de matriz extracelulares diferentes (Figura 99).
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Figura 99

La zona A se caracteriza por un coagulo organizado en la zona superficial, con abundante
entramado de fibrina (Figura 100) entre la que se observan glébulos rojos, algunos neutrdfilos
y sobre todo células redondas, principalmente linfocitos y macréfagos, muchos de ellos
cargados con hemosiderina (Figura 100). En la zona B, se aprecia una reaccidn peridstica
marcada por una fibrosis e inicio de una osificacion endocondral desde el borde del defecto

como parte de la respuesta (Figura 101).

Figura 101

De forma progresiva, desde la zona peridstica y de desde la zona subyacente al coagulo,
se produce una proliferacion de células mesenquimales fusiformes, con nucleo oval y
citoplasma basofilo que se asocia a una mayor presencia de tejido conjuntivo fibrilar, colageno
(Figura 102 flecha). A partir de aqui, bien por el crecimiento expansivo del cartilago del desde

el borde del defecto o bien por diferenciacion de las células mesenquimales a cartilago, se
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producen unos crecimientos que terminan por cerrar el defecto, al menos de forma superficial

(Figura 101).

Figura 102

Esta imagen se puede apreciar tanto en los animales del grupo 1 como del 2, en este
ultimo el cierre no es tan completo y no se extiende a la totalidad del defecto como se observa
en el grupo 1. Ademas en grupo 1, el defecto se rellena con cartilago hialino, el cual se
remodela con el inicio de una osificacidn intramembranosa con el depésito de un tejido éseo

esponjoso primario (flechas) que comienza una remodelacion osteonal (Figura 103).

Figura 103

El grupo 3 presenta un retraso evidente de la reorganizacidn del defecto sin cierre del
mismo. Todavia quedan restos de la organizaciéon del coagulo, que consisten en focos de
hemosideréfagos entremezclados con la trama fibrilar del tejido conjuntivo (coldgeno fibrilar
maduro) (Figura 104 — flecha roja). Hay pequefios focos de osificacion endocondral dispersos,
asociados a la reaccion peridstica, con tabiques de escasas micras de grosor. El resto

corresponde con proliferacion mesenquimal que rellena el defecto.
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Figura 104

Defectos tratados con PRP, BMP-2 y células

Figura 105

Histologicamente, el defecto aparecia 6pticamente vacio con pequefios aumentos (lupa
esteroscopica - Figura 105) en los tres grupos, debido al procedimiento técnico de las muestras
para su corte y tincidn. En los animales del grupo 1 vemos el cierre superior completo del
defecto; incompleto en el grupo 2 e inexistente en el grupo 3 (Figura 105 — flechas negras).
Existe un evidente refuerzo del tejido dseo alrededor de la hendidura en el grupo 1 (Figura 105
— flechas amarillas) como consecuencia de unas osificacion endocondral, que contrasta con la

escasa reaccion del grupo 2 y la practica inexistente reaccién en el grupo 3.

A mayores aumentos en los tres grupos, se observan zonas con una mayor densidad
donde apreciamos un proceso inflamatorio crénico reagudizado (Figura 106), afectando al
tejido adiposo y conjuntivo que se habia formado. Encontramos numerosos focos de

neovascularizacion, formados por un tejido conjuntivo mas laxo, abundantes
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hemosideréfagos, una discreta infiltracion de células redondas y hendiduras vasculares,
principalmente vasos linfaticos dilatados

(Figura 107 - flechas).
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Ademas pudimos comprobar zonas de mayor densidad de proliferacién conjuntiva con
acumulo de colageno y diferenciacién hacia tejido cartilaginoso, constituyendo un foco de
osificacién endocondral primario (Figura 105 — flechas amarillas y Figura 108 - flecha). En los
grupos 2 y 3 se produce de forma progresiva un aumento de la densidad fibrilar con presencia
de multiples focos de osificacion endocondral (Figuras 109 y 110) mas marcado en el grupo 2
(Figura 109). Sin embargo, no se produce una osificacién endocondral tan intensa como en el

grupo 1 donde se forman puentes entre los distintos grupos de osificacidn primarios.

S L}

Figura 108 Figura 110

En el grupo 2 los focos de osificacion primaria son mas numerosos (Figura 109) y
caracterizados defecto por grupos isogénicos de cartilago con inicio de osificacion como puede
observarse en la figura 110 de color grisaceo (flecha), observandose una menor respuesta con

menor numero de puentes en el borde del (Figura 111).
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El defecto sigue practicamente vacio en el grupo 3 (Figura 105 y Figura 108), con tejido
mesenquimal y adiposo, y con escasos focos de osificacidon primarios consistentes en material

cartilaginoso sin signos de tejido 6seo, por lo que no se produce el cierre de esta zona.

Figura 111

2.4.3 Implantes

Implantes en tibia sin tratar (orificio vacio)

Figura 112

A la hora de valorar la osteointegracion de los implantes también nos parecié interesante
la comparacién entre los mismos grupos que se establecieron en funcién de la densidad
mineral 0sea para valorar la regeneracion de los defectos En el grupo 1 se aprecia una
evidente osteointegracion (Figura 112) del implante a lo largo de toda la estructura.
En la zona superior, zona correspondiente a la capa cortical de la tibia, se observa una

reaccion periodstica (Figura 113) mas marcada que en los otros grupos, pero de menor
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intensidad de la que se produce en un hueso no osteopordtico. Dicha reaccidn presenta
numerosos puentes cartilaginosos que rodean toda la estructura de titanio integrandola al

hueso  (Figura  114) mayores

- Redecitny

WR

aumentos, la osificacidn endocondral ha dado paso a una calcificacién y remodelacién dsea. De
esta forma podemos empezar a ver que el hueso no laminar esponjoso formado, comienza a
reorganizarse hacia una estructura osteonal con la formacién del sistema de laminillas

concéntricas (Figura 114).
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Figura 113 Figura 114

Figura 115 Figura 116 Figura 117
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En las figuras de la 115 a la 117 podemos apreciar, la diferente reaccién periostica de la
cortical, cuya intensidad puede ser graduada en funcién del nivel de osteoporosis de cada
animal. En el grupo 1, la reaccién es moderada con respecto al grupo control pero de mayor
intensidad si la comparamos con los grupos 2 y 3. En el grupo 2, presenta un mayor grosor de
osificacion endocondral que el grupo 3 en el cuello del implante. Llama la atencién la mayor
transformacién del tejido cartilaginoso en tejido dseo esponjoso, presentando areas
completamente osificadas con estructura osteonal (Figura 116 — flecha). Contrasta la escasa
respuesta peridstica en la cortical del hueso en estos animales con indices de densidad 6sea
por debajo de 1,00 g/cm2. Existe una osificacion practicamente completa de la zona con
estructura
secundaria

hueso

(Figura

- flechas),

con la
- g ~ imagen de

/" Bl hueso

o ; | )
] ( ~  esponjoso

D) e 2

fragil en la que los tabiques son delgados y existen pocos puentes de conexién que refuercen
la estructura ésea de la cortical (Figuras 116 y 117 — flechas rojas). Ademas, al igual que en el
grupo 2 en el 3 no existe osteointegracion del implante, ya que el crecimiento éseo queda
restringido a la zona del cuello del implante. El resto del defecto, en ambos casos esta
practicamente vacio con escasos focos de osificacion endocondral alrededor de la estructura
basal del implante (Figura 119 - flechas). Esto marca una importante diferencia con el grupo 1
que presenta un crecimiento multifocal de focos de osificacién primaria que forman un

entramado de puentes alrededor del extremo profundo del implante (Figura 118 — flechas).
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Figura 118 Figura 119

Implantes en tibias tratados con PRP y BMP-2
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Figura 120 Figura 121 Figura 122

La imagen con lupa del fragmento cortical de la tibia (izquierda y derecha) con implante y
con la aplicaciéon de plasma rico en plaquetas (PRP) y proteina ésea morfogénica (BMP), no
revela diferencias en el grupo 1 con respecto a su ausencia. La respuesta cortical, sigue siendo
mas intensa en el grupo 1 (Figura 120), que en los otros grupos, apreciandose también en este
caso la integraciéon del implante al tejido dseo esponjoso de nueva formacidon. Tampoco se
aprecian diferencias sustanciales en cuanto al grosor de la reaccidn peridstica en los grupos 2y
3 (Figura 121 y 122). No se aprecian diferencias en los tres grupos, en cuanto al grado de
osificacidn que se traduce en la proporcién de tejido cartilaginoso y 6seo de la zona. La
osteointegracion no es completa en los grupos 2 y 3, sélo alrededor del cuello del implante
correspondiente a la reaccién cortical. No obstante, llama la atencién el mayor nimero de
focos de osificacion endocondral repartidos alrededor del implante y en la zona basal del

defecto éseo practicado (Figura 123).
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Figura 123

Implantes en tibias tratados con PRP, BMP-2 y células mesenquimales
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Figura 126

La inclusiéon de células madre mesenquimales en el defecto con el implante se realizé en

la extremidad posterior izquierda, en la cortical de la tibia. Se practicaron dos defectos, uno

craneal y otro caudal por cada animal.

En examen histoldgico con pequefios aumentos revela una reaccién cortical del periostio

semejante en los tres grupos (Figuras 124, 125 y 126). Existe una prematura osificacion de la

zona periostica en los grupos de

implante, en relacion a los
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Figura 127

estudio, a nivel del cuello del
estudios del implante en vacio y

PRP/BMP.

Fidel San Romadn Llorens

166



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales
alogénicas en la regeneracion de defectos dseos y osteointegracion de implantes de titanio Reultados

La integracion del implante en el grupo 1, es menor que la observada en vacio y con
PRP/BMP (Figura 127). Existe una menor osificacién endocondral alrededor del implante, que
abrace al mismo integrandolo en el hueso, y ademas las escasas trabéculas que se ven

muestran una osificaciéon primaria.

El extremo inferior del implante y del fondo del defecto, aparecen épticamente vacios
(Figura 127 — area en rojo), aunque con grandes aumentos existe una proliferacion
mesenquimal de tejido conjuntivo laxo en los tres grupos de estudio (Figuras 128 y 129 —
flechas). Existen pequefios focos cartilaginosos con inicio de osificacién (hueso primario),

dispersos en el defecto practicado (Figuras 128 y 129 — fechas rojas).

Figura 128 Figura 129

Al igual que en los implantes en vacio y con PRP/BMP, no se aprecia osteointegracion en
el grupo 2 y 3. Sin embargo, si existe alrededor del implante y en el fondo del defecto un
mayor numero de focos de osificacion endocondral en la zona de proliferacion y crecimiento
conjuntivo. Esto implica un proceso mas lento, pero que podrd terminar desarrollando una

mayor integracion del implante al tejido éseo osteoporético.
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VII. DISCUSION
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DISCUSION

En la actualidad la osteoporosis es un problema socioecondmico y sanitario que tiene una
importancia excepcional a nivel global y que aumenta su incidencia afo tras afio. La OMS
considera la osteoporosis el segundo problema de salud en importancia, siendo el primero las
enfermedades cardiovasculares. Se trata de un proceso prevenible y tratable, pero la falta de
signos de alerta previos a la aparicion de fracturas, conlleva que pocos pacientes sean
diagnosticados en fases tempranas y tratados de forma efectiva®. Sin duda alguna, el
desarrollo de modelos experimentales, es fundamental tanto para profundizar en el
conocimiento de los diferentes mecanismos implicados en el desarrollo de la enfermedad

como para mejorar en la prevencidn, diagndstico y tratamiento de ésta.

El objetivo de este trabajo de tesis doctoral fue desarrollar un modelo osteoporético
aplicable y reproducible en la investigacion validado mediante el uso de diferentes técnicas
diagndsticas, y llevar a cabo en el mismo un estudio experimental de regeneracién de defectos
dseos y osteointegracion de implantes. Dentro de los multiples modelos animales que han sido
objeto de estudio dentro de la investigacidn en el campo de la osteoporosis la especie ovina ha
cobrado una especial importancia durante los ultimos afios, aunque hemos de considerar que

otras especies han sido y son ampliamente utlizadas en este campo como son los primates™

,2114 121,122,123,124125,126,127,128 133,134,135,140,141,142

, larata . el conejo y la especie porcina™**'*. Los mas
empleados han sido sin duda alguna la rata y el conejo, probablemente, debido a su frecuente
utilizaciéon como animales de laboratorio, ya que aunque presentan ventajas (menores
limitaciones legales, coste, accesibilidad y facilidad de manejo entre otras) presentan también
multiples inconvenientes (estructura macro y microscépica 6sea, diferencias biomecanicas,
reproductibilidad de la enfermedad, imposibilidad de probar implantes y protesis utlizados en
medicina humana, etc). Las ovejas son un modelo prometedor por varias razones: son ddciles,
faciles de manejar y de mantener, son relativamente baratas, faciles de conseguir, ovulan
espontdaneamente y presentan huesos lo suficientemente grandes como para evaluar
implantes ortopédicos humanos'*?. EI modelo ideal deberia permitirnos aproximarnos con
mayor fiabilidad a la anatomia, biomecanica, biologia celular y cambios patolégicos observados

en el esqueleto de la especie humana y al mismo tiempo ser reproducible, ético, econémico y

eficiente.

El modelo experimental que se plantea en el presente trabajo de tesis doctoral recurre a
la ovariectomia bilateral, la corticoterapia y la utilizacién de dietas especificas para inducir la

enfermedad. Diferentes autores han propuesto multiples alternativas para conseguir este
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objetivo en la especie ovina, algunos autores han recurrido exclusivamente a la ovariectomia
15,152,320,321 . . . . , . .

. La ventaja principal que presenta dicho método es que al recurrir exclusivamente a
la ovariectomia es que reproduce con mayor similitud el mecanismo fisiopatoldgico derivado
del déficit estrégenico que tiene lugar en la mujer postmenopdusica. No obstante, la utlizacion
de forma exclusiva de la ovariectomia presenta dos grandes inconvenientes. Por un lado, las
pérdidas de DMO que se obtienen no son suficientes ni comparables a las que se obtienen en
la especie humana, como para justificar la condicién osteoporética, por lo que muchos autores

147,148,322

defienden que se trata mas bien de un modelo ostopénico . Por otro lado, los tiempos

de espera necesarios tras la ovariectomia que se describen en la bibliografia son largos,

151,152,320,321

generalmente comprenden un periodo minimo de 12 meses . Otras vias empleadas

145

para el desarrollo de la osteoporosis son la utilizacién exclusiva de glucocorticoides "~ o la

33 por estos

combinaciéon de la corticoterapia con dietas pobres en calcio y vitamina D
métodos se consiguen pérdidas de DMO muy significativas y que permiten garantizar una
condicion osteoporética. No obstante, la combinacién de la corticoterapia con la ovariectomia
y las dietas especificas permite obtener una mayor pérdida de DMO en menor tiempo™*®**® y
garantizar el mantenimiento de la condiciéon osteopordtica durante una ventana de tiempo
suficiente tras la retirada gradual de los corticoides'’. Basandonos en estos hechos nos
decidimos a utilizar este ultimo tipo de modelo. Cabe destacar que aunque la utilizacién de
esta via para desarrollar la enfermedad ya habia sido descrita, el modelo desarrollado presenta
muchas diferencias con respecto a otros anteriores. Por un lado, la utilizacidn de la raza Churra
gue es barata y accesible puesto que se trata de una raza muy comun en la produccién animal
ovina. Muchos autores han justificado la utilizacidon de determinadas razas como pueden ser la

147148324 5 esto que determinados factores intrinsecos de la

Merina Australiana o Suiza Alpina
raza como la estacionalidad, ya que la oveja es una especie poliéstrica estacional, o la
rusticidad de la raza, que podria variar el efecto de la administraciéon de dietas especificas,
podrian dificultar la aparicion de la osteoporosis. En nuestro modelo, conseguimos el
desarrollo de la enfermedad en esta raza, lo que podria facilitar estudios en este campo a nivel
nacional sin tener que importar razas foraneas. Otro aspecto que facilita su utilizacién es la
utilizacidon de una dieta baja en calcio y vitamina D que se basa en salvado de cereal y paja y
que no requiere la utilizacion de preparados especificos. En la actualidad se estan
desarrollando nuevas técnicas para inducir la enfermedad por otros mecanismos como por

ejemplo desconexion hipotaldmico-pituitaria >3,

Otro aspecto no menos novedoso de este estudio experimental, es la validacidon de la

condicion osteoporética mediante la técnica densitométrica empleando un sistema de
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posicionamiento especificamente desarrollado para este fin, que permite la cuantificacién de
la DMO a nivel del cuello femoral. La utilizacion de DXA en modelos animales osteopordéticos
plantea siempre dificultades a la hora de efectuar las mediciones y normalmente se recurre a
equipos de densitometria centrales que presentan softwares especificos para llevar a cabo

112, 116, 148, 326

dichas mediciones en individuos de la especie humana . Generalmente en la

especie ovina se efectla la cuantificacion de la DMO exclusivamente a nivel de las vértebras

Iumbaresl46,l47,152,327

. En este caso, nos parece muy interesante el estudio de la DMO a nivel del
cuello femoral, puesto que es en esta region donde se localiza el mayor porcentaje de
fracturas de cadera osteopordticas®’®. A diferencia de otros sistemas de posicionamiento,
como por ejemplo el descrito por Zarrinkalanam et al'*, el nuestro permite establecer un ROI
(region of interest) a nivel del cuello femoral sin que exista superposicidon con el trocanter
mayor del fémur. Asi mismo, los resultados correspondientes a la disminucién de DMO que
obtuvimos fueron suficientes para garantizar la condicién osteoporética de los individuos de
los grupos 2 y 3 (grupo 2: 45,174 +2,26% a nivel de CFy 32,711 +4,90 % a nivel de VL; grupo 3:
28,828+2,91% a nivel de CF y 21,007+2,27% a nivel de VL), y son comparables a los obtenidos

por otros autores que han desarrollado modelos osteoporéticos similares 147148327,

Otra técnica empleada en la validacion del modelo fue la histomorfometria realizada
sobre piezas 6seas obtenidas postmortem, para lo cual se siguid un proceso minucioso
utilizando las técnicas de inclusién en metacrilato. Dicha técnica permitid la conservacion de la
estructura trabecular de las muestras y la diferenciacidon entre hueso mineralizado y osteoide,
lo cual es imposible cuando se emplean técnicas que requieren la descalcificacion de las
muestras, y que constituye el “gold standard” para el estudio histomdrfométrico de biopsias

ése35329,330,331

. Los paramétros histomorfométricos analizados en este estudio fueron la BA/TA
a nivel de los cuellos femorales y cuerpos vertebrales en los individuos de los grupos 1y 2, asi
como la BIC y BICc a nivel de los implantes y la BA/TA (% regeneracidén 6sea) a nivel de los
defectos femorales en los individuos del grupo 3. Respecto a los resultados obtenidos, se
encontraron diferencias estadisticamentes significativas entre los individuos del grupo 2 vy los
individuos del grupo 1 tanto a nivel de las vértebras lumbares como a nivel de los cuellos

femorales. Asi mismo estos valores son semejantes a los obtenidos por autores que han

. P 1
empleado modelos experimentales similares®.

La oveja ha sido un modelo ampliamente utilizado para la valoracién de la
osteointegracion de implantes dentales. Muchos de los estudios experimentales que se han

realizado en este modelo animal han utilizado la tibia como hueso diana para la colocacién de

332,333,334,335,336 337,338,339 N

implantes 'y algunos se han llevado acabo en ovejas osteoporoéticas o
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obstante, la mayor parte de estas investigaciones se basan en la comparacion de resultados
obtenidos mediante la utilizacién de diferentes tratamientos de superficie, tipos de implantes
o injertos éseos, por lo que sus resultados no son comparables a los de nuestro estudio.
Sachsen et al realizé un estudio en 2005 el que demuestra que la utilizacion de BMP-2 como
recubrimiento de implantes de titanio favorecia la ostointegracidon y cicatrizacién ésea tras su
implantacion en tibias de ovejas de edad avanzada®*. Asi mismo Wikejsé demostré un mayor
grado de osteointegracion de implantes de titanio recubiertos con PRP y diferentes
concentraciones de BMP-2 implantados a nivel mandibular en perros de raza Beagle®*!. En
cuanto a los porcentajes medios de osteointegracion obtenidos en nuestro estudio
experimental, éstos fueron superiores en los implantes tratados con BMP-2 y PRP (39,398% *
11,192%) respecto a los implantes que fueron no tratados (36,085% * 7,112%), sin embargo
estas diferencias fallaron a la hora de presentar significacion estadistica. Probablemente con
un mayor numero de animales se hubiera tenido una mayor potencia estadistica y dichas
diferencias hubieran resultado significativas. En cuanto a los porcentajes de osteointegracion a
nivel cortical, éstos presentaron porcentajes muy similiares en los implantes tratados BMP-2 y
PRP y en los implantes que no recibieron nada (concretamente de un 66,913% + 12,425% y de
un 67,005% * 9,613% repectivamente), y tampoco se pudieron establecer diferencias
estadisticamente significativas. Otro tema que ha sido ampliamente investigado es la
utilizacion de diferentes vehiculos para transportar el BMP-2. En un estudio realizado por Jung

et al**

no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a regeneracion
dsea en conejos blancos de Nueva Zelanda cuando se comparé la utilizacién de geles de fibirna
y PRP como vehiculos para transportar el BMP-2. No obstante si que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la utilizacion del PRP sdlo y la utilizacion del

PRP con el BMP-2, siendo este ultimo grupo el que presentd mejores resultados.

Respecto a la utilizacion de células madre para favorecer la osteointegracidon de implantes
existe muy poca bibliografia descrita. Muchos de los articulos cientificos publicados sobre
células madre e implantes son estudios in vitro que estudian la adhesién o comportamiento de
linajes celulares frente a diferentes tratamientos de superficie de implantes y biomateriales,

pero existen pocos estudios realizados en modelos in vivo®**344345:346

. Recientemente Hosgor et
aP* ha realizado un estudio experimental sobre ovejas en el que ha empleado
satisfactoriamente células de linaje osteoblastico autdlogas para favorecer la osteointegracion
de implantes de titanio a nivel mandibular. En este estudio los implantes fueron colocados sin
nada, con PRP o con osteoblastos procedentes de células mesénquimales embebidos en PRP.

En este caso, los implantes que recibieron el PRP con los osteoblastos presentaron un mayor
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porcentaje de osteointegracidon con diferencias estadisticamente significativas. Asi mismo Ito

et al*®

realizd en 2011 un estudio sobre mandibulas de perros de raza Beagle en los cuales
empleo diferentes linajes celulares autélogos (células madre procedentes de la pulpa dentaria,
células madre mesenquimalles y células peridsticas) embebidos en PRP para valorar el grado
de osteointegracién. En sus resultados evidencidé un mayor grado de osteointegracion
mediante la utilizacidon de las células madres procedentes de la pulpa dentaria (66,713,6%),
seguido de las células madre mesénquimales (62,5£3,1%), las células peridsticas (39,4+2,4%) y
por los implantes que no llevaban nada (30,3%+2,6%). Los resultados obtenidos por estos dos
autores se contradicen con los que derivan de nuestro estudio experimental. En nuestro caso
los porcentajes de osteintegracion de los implantes tanto a nivel cortical (BICc) como a nivel
global (BIC) fueron inferiores en todos los animales para los implantes tratados con BMP-2,
PRP y células madre mesénquimales (BIC=15,695% +14,05%;BICc=25,981%+19,864%),
presentando diferencias estadisticamente significativas con respecto a los que no fueron

tratados con nada (BIC=36,085% + 7,112%;BICc=67,005% * 9,613%) y a los que llevaban PRP y
BMP-2 (BIC=39,398% + 11,192%;BICc= 66,913% * 12,425%).

Respecto a la regeneracién de defectos déseos, en nuestro modelo experimental se
obtuvieron porcentajes medios de regeneracién dsea inferiores en los defectos que fueron
tratados con BMP-2, PRP y células mesénquimales (19,392%+8,980%), respecto a los que
fueron tratados sélo con PRP y BMP-2 (25,970%+14,003%). Dichas diferencias fallaron, no
obstante a la hora de presentar significacion estadistica. En este aspecto si que encontramos
dentro de la bibliografia existente multiples publicaciones sobre la aplicacién de células
mesénquimales para la regeneracion de defectos &seos tanto en modelos animales
osteopordticos como no osteopordticos. Recientemente Kikuta et a*® ha descrito un
incremento de la regeneracion désea mediante la utilizacidn de células mesénquimales
autélogas en defectos éseos creados a nivel de la cabeza femoral en conejos osteopordticos
sometidos a ovariectomia bilateral observandose diferencias estadisticamente significativas,
demostrando también un aumento de DMO en los fémures que recibieron las células
mesénquimales. Asi mismo, en 2006 Wang Z et al’*® describié un incremento de los
pardmetros histomérfometricos éseos y resistencia biomecanica al implantar células madre
mesénquimales autdlogas en la regidn distal del fémur de conejos previamente sometidos a
ovariectomia. En 2012 Coa et al*®* efectud un estudio en cabras osteoporéticas tambien
sometidas a ovariectomia bilateral sobre la utilizacién de células mesénquimales autélogas en
la reparacion de defectos dseos en céndilos femorales donde se observé una mayor

regeneracion 6sea en los defectos tratados con células. Estudios similares han sido llevados a

Fidel San Romdn Llorens 174



Desarrollo de un modelo osteoporético ovino. Utilizacion de PRP, BMP2 y células madre mesenquimales

alogénicas en la regeneracion de defectos 6seos y osteointegracion de implantes de titanio Discusion

cabo también en ratas ovariectomizadas describiéndose resultados satisfactorios derivados del
empleo de células mesenquimales®*2. Nuestros resultados se contradicen, no obstante, con los
descritos por todos estos autores. En cuanto a la utilizacién de células madre mesenquimales
alogénicas en la regeneracion de defectos dseos en modelos osteopordticos existe escasa
literatura al respecto. Takada et al*** consiguié aumentar la densidad mineral 6sea en huesos
de ratas osteopordticas tras la implantacién en los mismos de células mesenquimales
alogénicas, demostrando ademads su supervivencia e inmunocompatibilidad. Pero no sélo las
células mesenquimales alogénicas parecen sobrevivir y favorecer la regeneracion dsea. La
utilizacidn de este tipo de células madre entre diferentes especies, es decir, la utilizacién de
células madres xenogénicas también parece estimular la formacién de hueso en diferentes
especies y no desencadenar en el inidividuo receptor reacciones inmunes. De especial interés,

es el estudio realizado por Niemeyer et alf*

en 2010, en el que empled tanto células
mesenquimales humanas como células madre de origen alogénico en la regeneracién de
defectos criticos segmentarios en ovejas no osteopordticas. Sus resultados demostraron la
eficacia, supervivencia y ausencia de ambos tipos de células en el individuo receptor,
presentando una mayor capacidad de regeneracién dsea las células de tipo alogénico. Esta
publicacion justificaba el hecho de no realizar pruebas inmunogénicas de rechazo en los
individuos de nuestro estudio experimental. Otros autores también han evidenciado la
supervivencia en ausencia de reacciones inmunes derivadas de la aplicacion de células
mesenquimales xenogénicas tanto en rata como en conejo. Si no existen problemas de
inmunocompatibilidad derivados de la aplicacién de de células mesénquimales xenogénicas,

355,356

menos aun deberian existir al emplear células madre alogénicas . También se ha descrito

la utilizacidon de rhBMP-2 en modelos osteopordticos. En este sentido tiene un especial interés
el estudio llevado a cabo por Zarrinkalam et al. en 2013 en ovejas osteopordticas sometidas a
corticoterapia y ovariectomia y alimentadas con una dieta pobre en calcio y vitamina D, en el
que, en un modelo ostopordtico ovino muy similar al nuestro, el autor demuestra la eficacia de
la utilizacién del BMP-2 a nivel de las vértebras lumbares para aumentar la DMO y densidad y

357

grosor trabecular en las zonas colindantes al area de implantacién Asi mismo existen

multiples publicaciones que defienden la eficacia de la utlizacién del PRP en la regeneracién de

358,358

defectos éseos tanto en modelos animales no ostopordticos , como en modelos animales

. , . .. . . 1362
osteoporéticos>®, asi como en pacientes de medicina humana y veterinaria®®"**3

, puesto
que hemos de recordar que la utilizacion del PRP en la prdctica clinica es procedimiento
rutinario desde hace ya muchos afios. Por lo tanto, la utilizacién de BMP-2 y PRP estaba mas

que justificada en nuestro modelo.
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A la vista de los resultados cabe plantearse porqué en nuestro caso las células
mesénquimles alogénicas que empleamos en nuestro modelo no funcionaron como se hubiera
esperado. Como ya se cité anteriormente, los resultados descritos derivados de su utilizacion
son generalmente satisfactorios. Aunque muchos de estos estudios se han realizado con

341,347,348,350,351

células de origen autélogo , también se han efectuado estudios experimentales

353,354 355,356

con células de origen alogénico 0 xenogénico y no parece haber reacciones inmunes
derivadas de su utilizacion que afecten a su eficacia. Nos decidimos por utilizar células
mesenquimales de origen alogénico puesto que muchos autores han descrito un potencial
osteogénico deficitario cuando se han obtenido células mesenquimales a partir de individuos
osteoporéticos, y porqué, el hecho de no presentar reacciones de histocompatibiliadad podria
permitir en el futuro la utilizacion de células mesenquimales de individuos donadores en
pacientes que presenten fracturas u otras patologias, sin tener que esperar a realizar cultivos
autélogos. Esto supondria ademds un ahorro de tiempo y dinero, lo cual nos parecié
especialmente interesante, y podria permitir en el futuro disponer de bancos de células que
podrian funcionar mejor incluso que las de origen autélogo en individuos osteopordticos.
Puesto que las células mesenquimales presentan capacidad inmunomoduladora, pueden evitar
el rechazo alogénico mediante diferentes mecanismos. Estudios realizados por diversos
autores han demostrado que las MSCs no permiten el reconocimiento de antigenos puesto
gue interfieren en la funcién de las células dendriticas y de los linfocitos T, careciendo de un
efecto inmunosupresor local debido a su capacidad de secretar citocinas. Este efecto se ve
potenciado cuando las células son expuestas a un medio con actividad inflamatoria o

364365 En estudios in

caracterizada por la presencia de altos niveles de interferén gamma
vitro se ha demostrado que las MSCs no expresan los antigenos del sistema principal de
histocompatibilidad de clase Il, lo que indica que constituyen un potencial terapéutico en la
enfermedad injerto contra huésped porque pueden reducir o suprimir las reacciones inmunes

inducidas366, 367, 368

. Llama la atencidn, sin embargo, que en nuestro estudio 2 de las 6 ovejas
del grupo en el que se valord la regeneracion de defectos 6seos y osteointegracion de
implantes, presentaran un mayor porcentaje de regeneracién en los defectos tratados con
células. Curiosamente, tres de las otras cuatro ovejas restantes presentaron una marcada
inflamacidn de la extremidad izquierda que fue en la que se implantaron las células y que
comenzé a los dos dias posteriores a la cirugia y que se resolvio de forma espontdnea.
Basandonos en la bibliografia existente decidimos no realizar pruebas inmundlogicas de
rechazo, pero a la vista de los resultados y de este hallazgo, nos hubiera parecido interesante.

Las células mesenquimales empleadas podrian haber desencadenado una reaccién inmune en

algunos de los individuos que hubiera dificultado de manera inicial la regeneracién a nivel de
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los defectos y que con el tiempo se hubiera resuelto, razén por la que no se observaron en los
estudios histopatolégicos. Sélo se observaron dichas inflamaciones en estas tres ovejas, y sélo
en las extremidades tratadas con células. A la hora de valorar los resultados de
osteointegracién obtenidos mediante la utilizacién células mesenquimales, se obtuvieron
valores de BIC inferiores en todos los indivduos tratados con células, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas si las comparamos con los implantes que no fueron tratados y
los que fueron tratados con PRP y BMP2. Esto contradice los resultados obtenidos por otros

auto re5348’349

. No obstante estos autores emplearon células de origen autdélogo y en este
aspecto no hemos encontrado publicaciones que describan la utilizacion de células
mesenquimales alogénicas para favorecer la osteointegraciéon de implantes. También se han
realizado multiples estudios valorando la interaccion de diferentes tratamientos de superficie y
células mesenquimales, puesto que en este sentido las células al hallarse en las proximidades
de titanio y otros materiales podrian encontrarse fuera de un ambiente éptimo y esto podria
alterar sus capacidades de adhesidon y multiplicacion o interferir con las de las células del

organismo receptor>*¥34434>346

. Si valoramos los hallazgos histopatoldgicos a nivel de los
implantes y los defectos, cabe destacar que en los defectos que fueron tratados con células
mesénquimales se observan zonas con una mayor densidad donde apreciamos un proceso
inflamatorio crénico reagudizado (Figura 106), afectando al tejido adiposo y conjuntivo que se
habia formado. Encontramos numerosos focos de neovascularizacién, formados por un tejido
conjuntivo mds laxo, abundantes hemosideréfagos, una discreta infiltracion de células
redondas y hendiduras vasculares, principalmente vasos linfaticos dilatados. Curiosamente
esta reaccion es mucho menos evidente en las dos ovejas que presentaron un mayor grado de
regeneracion 6sea en los defectos con células mesenquimales. Ademads, los defectos tratados
con células parecen presentar un patron de regeneracién distinto, observandose un refuerzo
6seo en “herradura” del defecto, lo que podria suponer que el crecimiento de las células
interfiere en cierta medida con los mecanismos de regenaracion ésea del individuo receptor.
Esta reaccion también se observa a nivel de los implantes tratados con células, dificultando la
osteointegracion de los mismos. Otro hallazgo de gran interés, es la presencia de multiples
focos de osificacion independientes en los defectos e implantes tratados con células, y que no
parecen seguir un patron de regeneracién convencional. Aunque esto supone un potencial de
crecimiento cadtico y quizas no tan efectivo como el obsevado mediante mecanismos de
regeneraciéon dsea convencionales, podria presentar un especial interés en el tratamiento de
defectos criticos de gran tamafio donde los mecanismos de regeneracién propios del individuo
podrian ser insufientes. También parece exitir cierta relacion entre el grado de osteoporosis de

los individuos, los hallazgos histolégicos y el grado de regeneracion ésea y de osteointegracion,
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siendo estos dos ultimos mayores, logicamente, en los individuos que presentan DMO

superiores.

Desde nuestro punto de vista queda mucho por investigar antes de poder aplicar de

manera rutinaria, efectiva y segura este tipo de terapias en pacientes en la practica clinica.
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CONCLUSIONES

1. El modelo experimental desarrollado es valido y aplicable en la investigacién.

2. La técnica densitométrica empleada permite la validaciéon del modelo y el sistema de
posicionamiento desarrollado garantiza la fiabilidad y reproducibilidad de las
mediciones, permitiendo ademas la obtencién de valores de DMO a nivel de los cuellos

femorales.

3. Aunque los valores de BIC (osteointegracion) fueron ligeramente superiores en los
implantes tratados con PRP y BMP-2 respecto a los que no fueron tratados (39,398% +
11,192 frente a un 36,085% + 7,112% respectivamente), dichas diferencias fallaron a

la hora de mostrar significacion estadistica.

4. En este modelo extperimental la utilizacion de células mesenquimales dificultd la
osteointegracién de los implantes, siendo los valores de BIC obtenidos en los
implantes tratados con PRP, BMP-2 y células mesenquimales inferiores respecto a los
obtenidos en los otros dos grupos, observdndose en este caso diferencias

estadisticamente significativas.

5. Los valores de regeneracion dsea a nivel de los defectos fueron dispares, observandose
un mayor grado de regeneracion 6sea en los defectos tratados con células en dos de
los individuos y menor en los cuatro restantes. No obstante no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los defectos tratados con y sin células.

6. Las células mesenquimales alogénicas podrian haber desencadenado una respuesta de
rechazo puesto que en el interior de los defectos que fueron tratados con células
mesenquimales se observan zonas con una mayor densidad donde apreciamos un
proceso inflamatorio crénico reagudizado, afectando al tejido adiposo y conjuntivo
que se habia formado. Encontramos numerosos focos de neovascularizacién,
formados por un tejido conjuntivo mas laxo, abundantes hemosiderdfagos, una
discreta infiltracidn de células redondas y hendiduras vasculares, principalmente vasos
linfaticos dilatados. Curiosamente esta reaccidn es mucho menos evidente en las dos
ovejas que presentaron un mayor grado de regeneracion ésea en los defectos con

células mesenquimales.
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7. Los defectos tratados con células parecen presentar un patréon de regeneracion
distinto, observandose un refuerzo éseo en “herradura” del defecto, lo que podria
suponer que el crecimiento de las células interfiere en cierta medida con los
mecanismos de regenaracidon dsea del individuo receptor. Esta reaccién también se
observa a nivel de los implantes tratados con células, dificultando la osteointegracion

de los mismos.

8. La aplicacidon de células mesenquimales alogénicas origind la aparicion de focos de
osificacidn independientes en los defectos e implantes tratados con células, y que no
parecen seguir un patron de regeneracidon convencional. Aunque esto supone un
potencial de crecimiento cadtico y quizas no tan efectivo como el observado mediante
mecanismos de regeneracion dsea convencionales, podria presentar un especial
interés en el tratamiento de defectos criticos de gran tamafio donde los mecanismos

de regeneracion propios del individuo podrian ser insuficientes.

9. Desde nuestro punto de vista queda mucho por investigar antes de poder aplicar de
manera rutinaria, efectiva y segura este tipo de terapias en pacientes en la practica

clinica.
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CONCLUSIONS

1. The developed experimental animal model is valid and applicable for research.

2. The bone densitometry technique performed is useful to validate the model and
guarantee the reproducibility and fiability of the BMD measurements, allowing to

obtain BMD values of the femoral neck area.

3. Although BIC mean values (osseointegration) values were slightly superior in the
implants treated with PRP and BMP2 compared with BIC mean values of non-treated
implants (39,398% + 11,192 and 36,085% * 7,112% respectively), these differences

failed to achieve statistical significance.

4. The application of ADSCs difficulted the titanium implants osseointegration in this
experimental animal model. BIC mean values were higher in implants treated with PRP
and BMP2 and in non-treated implants compared with the BIC mean values of the

implants that were treated with PRP, BMP2 and ADSCs.

5. The application of ADSCs in the condylar cavitary defects improved the bone healing in
two individuals but in four sheep the bone regeneration mean values were lower.

However, these differences failed to achieve statistical significance.

6. The ADSCs could have produce an inmune rejection response, because in the interior
of the defects that were treated with ADSCs there are high cellular density areas that
could be related with a chronic inflammatory process, that affects the recently formed
adipose and connective tissue. We can also observe multiple neovascularization foci,
compound by loose connective tissue, hemosiderin-laden macrophages, round cells
infiltration and dilated lymphatic vessels. This reaction is less evident in the two sheep

that presented improved bone regeneration values after the application of ADSCs.

7. The defects treated with stem cells seem to have a different regeneration pattern, in
which a “horseshoe” bone reinforcement in the defect edges is observed. This fact
could be dued to an interference between the receptor bone regeneration
mechanisms and the ADSCs. This reaction is also observed around the titanium

implants difficulting their osseointegration.
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8. The application of ADSCs triggered the formation of multiple independent ossification
foci that do not follow a standard bone regeneration pattern. Although this is fact
could be considered as a chaotic growth potential and perhaps could be not so
effective as the conventional bone regeneration mechanisms, it could have an
interesting application to treat large size critical defects, where the individual

regeneration response would not be able to develop a proper bone defect healing.

9. We consider that further investigation is required in order to apply this kind of

therapies in an effective, safe and routinely way in clinical patients.
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