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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es evaluar la regeneracion ésea utilizando
una droga de uso comun como es la simvastatina, droga utilizada para tratar
la hipercolesterolemia, utilizandola en diferentes dosis combinandola con un
injerto 6seo bovino como vehiculo. Se utilizaron 20 ratas macho, de cepa
Wistar WKAH/HOKLAE, producidas en el Laboratorio de Animales de
Experimentacién (LAE) Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UNLP, libres de patégenos especificos (SPF), de 25 semanas de edad y de
aproximadamente 500 gramos de peso. Los animales se dividieron en 4
grupos de 5 cada uno y se realizaron los procedimientos quirdrgicos bajo
anestesia inhalatoria de isoflurano. En el fémur izquierdo se les realizé un
defecto de 3 mm de ancho por 9 mm de largo por 3 mm de profundidad,
siguiendo el modelo desarrollado por nuestro grupo hace mas de 20 afios. A
los animales del grupo 1 se le injerto hueso bovino particulado unicamente,
siendo este el grupo control, al grupo 2 se le coloco injerto éseo bovino con
una dosis de simvastatina de 0.1 mg, al grupo 3, se le coloco injerto 6seo
bovino con una dosis de simvastatina de 0.5 mg, y al grupo 4 se le coloco
injerto 6seo bovino con una dosis de simvastatina de 2.5 mg. Los animales
fueron intervenidos en el quiréfano del LAE y mantenidos luego de la cirugia
en el pabellén de animales de experimentacion del Bioterio de la FCV-UNLP
durante 30 dias controlando los factores del macro y microambiente. A los 30
dias los animales se sacrificaron por el método de diéxido de carbono y se
tomaron muestras para la realizacion de los preparados para microscopia.
Las muestras se digitalizaron, evaluando asi la superficie de hueso
regenerado dentro del defecto. La segmentacion y el calculo de superficie se
realizé en base al color de la tinciéon (H.E) y la calibracién de la imagen con
respecto a una medida patrén, mediante un analizador digital de imagenes.
El modelo experimental utilizado funcioné correctamente y no se presentaron
mayores inconvenientes en su ejecucion. La mayor cantidad de regeneracion
se obtuvo en el grupo Sim 0.5, seguida por el Sim 0.1, el grupo control y por
ultimo el grupo Sim 2,5. La mejor calidad 6sea, en cuanto a su patron
arquitecténico, se observo con el grupo Sim 0,5. El grupo Sim 2.5 mg mostro
una regeneracion deficiente tanto en calidad como cantidad, generando
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incluso alteracién en la piel de los animales. Dentro de los limites del presente
trabajo, podemos concluir que la Simvastatina 0,5 mg combinada con un

Injerto Bovino podria tener un efecto positivo en la regeneracion dsea.



1. INTRODUCCION

El tema de regeneracidon 6sea es hoy motivo de multiples investigaciones, ya que
de este proceso depende el éxito de la implantologia oral. No hay dudas que los
implantes se oseointegran, ni que la regeneracion 6sea es posible, pero uno de
los temas mas buscados dentro de la Implantologia oral, es la busqueda de
procedimientos que acorten y mejoren los plazos de regeneracién ésea.

Desde la difusidn de los implantes dentales, los odontélogos se han encontrado
ante circunstancias en las que se vieron obligados a colocar los implantes en
zonas donde la calidad, la cantidad y la topografia del sustrato éseo eran
claramente desfavorables. Se han propuesto varias estrategias de regeneracion
Osea con el fin de preservar el proceso alveolar después de la extraccion dental
o para aumentar el soporte 6seo para implantes dentales.

Urist et al. informaron la identificacion de una proteina insoluble de bajo peso
molecular llamada proteina morfogenética 6sea [BMP], capaz de inducir la
transformacion de tejido conjuntivo en tejido éseo, por lo que se la considera
osteoinductiva. Actualmente es considerada el factor mas potente en la
diferenciacién osteoblastica.’

En la busqueda de alternativas a la obtencion de esta proteina de manera
exdgena mediante ingenieria genética, algunos autores han sugerido el uso
topico de farmacos dirigidos a la induccién de factores de crecimiento 6seo
intrinseco. Recientemente se ha demostrado que algunos farmacos
ampliamente conocidos, tales como las estatinas (Simvastatina), pueden regular
el crecimiento dseo a través de vias bioquimicas distintas y complejas.?

Las estatinas son utilizadas para el tratamiento de la hipercolesterolemia y para
la enfermedad arterial coronaria. Su mecanismo de accidn es la inhibicion de la
enzima que sintetiza el colesterol, la HMG-CoA reductasa. * * ® Adicionalmente
a sus efectos hipolipemiantes, la Simvastatina puede generar algunos efectos
pleiotropicos, que conducen a la modulacion del proceso de regeneracion Gsea
a nivel molecular y celular.®” La Simvastatina parece jugar un importante papel
en la regeneracion 6sea mediante la participacién directa en la activacién de los
osteoblastos, aumentando la expresion de proteina morfogenética ésea 2 (BMP-
2) y en la inhibicion de los osteoclastos, e indirectamente, por estimulacién
neovascular debido al aumento de la secrecion de Factor de Crecimiento
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Endotelial Vascular.®2 Sin embargo, existe controversia en el potencial de las
estatinas en la regeneracion 6sea, ya que a ciertas dosis puede provocar
inflamacion local sin efectos visibles en cuanto a mejora de formacién de hueso.’
El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la influencia de la Simvastatina
en la regeneracion Osea, aplicada localmente en defectos 6seos labrados en el
fémur de ratas de laboratorio, teniendo como testigos ratas no tratadas con la

droga.



2. MARCO TEORICO

En este punto se detallan las bases que dan sustento y facilitan la comprension del
presente trabajo. Se analizan el tejido 6seo, tanto su composicion como su histologia

y su fisiologia, la simvastatina y el modelo animal utilizado.
TEJIDO OSEO: GENERALIDADES:

El cuerpo humano de un individuo adulto tiene 206 huesos, mientras que el de
un recién nacido esta formado por cerca de 300, ya que algunos huesos se
fusionan durante la etapa de crecimiento.

El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conectivo denso. Los
componentes extracelulares sufren calcificacion, lo que les confiere dureza.
Proporciona al esqueleto la fortaleza necesaria para cumplir su principal funcion,
la de ser érgano de sostén, dado que actua como sitio de insercién de los
musculos y, a la vez, brinda cierta rigidez al organismo para protegerlo de la
fuerza de la gravedad. El esqueleto también tiene importantes funciones
protectoras al rodear con una coraza el cerebro, la medula espinal y parte de los
organos del térax y el abdomen. La segunda funcién importante del tejido 6seo
es representar un notable eslabén en la homeostasia del calcio, dado que los
huesos del esqueleto contienen mas del 99% del calcio del organismo.®

El tejido 6seo sufre una remodelado de un 10 % aproximadamente al afio, lo que
permite mantener las funciones normales, ya que hace posible reparar
microlesiones de fatiga (microfracturas), cuya acumulacion comprometeria la

resistencia del hueso. 1°
1.1 ORIGEN

Segun su origen, puede dividirse en intramembranoso o endocondral.

La osificacién intramembranosa es cuando el hueso se forma directamente en el
interior del tejido conjuntivo, y la osificacién endocondral, cuando el hueso se
desarrolla a partir de un modelo cartilaginoso.



1) OSIFICACION INTRAMEMBRANOSA

Algunos huesos planos del craneo, como el frontal, parietal, occipital, y el
temporal, el maxilar superior y casi toda la mandibula (excepto los condilos), se
forman por osificacién intramembranosa y se denominan huesos membranosos.
En este tipo de osificacion, el mesénquima se condensa formando una capa de
tejido conjuntivo ricamente vascularizado.

Células mesenquimaticas diferenciadas, productoras de tejido 6seo se agrupan
alrededor de los capilares; mientras que los espacios intercelulares son
ocupados por delicados haces de fibras colagenas orientadas al azar. Estas
células aumentan de volumen y asumen forma cubica o cilindrica. En este
proceso se tornan intensamente basdfilas y el nucleo se coloca hacia el
mesénquima circundante, asumiendo una polarizacion que permite identificarlas
como osteoblastos. Estas producen moléculas de tropocolageno que,
disponiéndose en la parte externa de las células, forman el componente fibrilar
de la matriz. En la recién formada matriz pre-6sea, llamada osteoide, aparecen
los primeros cristales de calcio que producen la mineralizacién del hueso. La
segunda aposicion lleva a la formacién de trabéculas 6seas calcificadas, que se
disponen formando mallas entretejidas y ramificadas entre los vasos
sanguineos.

Las trabéculas primitivas son progresivamente engrosadas a expensas del tejido
conjuntivo interpuesto. En aquellas regiones en donde el hueso esta destinado
a permanecer esponjoso, las trabéculas cesan de engrosarse y el conjuntivo
vascularizado, interpuesto entre las mismas, se transforma gradualmente en
tejido hematopoyetico (médula 6sea). Por otra parte, el conjuntivo que rodea
externamente al segmento esquelético se condensa para conformar el

periostio.' 12 (Fig. 1)



OSIFICACION INTRAMEMBRANOSA
. e

Fig. 1: Osificacion intramembranosa: los osteoblastos sintetizan rapidamente el osteoide, que

posterior sera reemplazado por hueso laminar

2) OSIFICACION ENDOCONDRAL

Los huesos de la base del craneo, de la columna vertebral, pelvis y extremidades
son denominados huesos de sustitucion, puesto que en una primera etapa estan
constituidos por cartilagos hialinos y posteriormente son sustituidos por tejido
0seo, gracias a un proceso denominado osificacion endocondral. Los
segmentos esqueléticos donde se puede apreciar mejor este proceso, estan
representados por los huesos largos de las extremidades.

Inicialmente se desarrolla un modelo cartilaginoso que adopta una forma
parecida a la del hueso en formacion.

Los condrocitos sufren notables modificaciones lo cual constituye el primer signo
tangible de la aparicion del centro de osificacion primario. Los condrocitos
situados en la parte central de la diafisis del esbozo cartilaginoso se tornan
hipertroficos y asumen un aspecto muy vacuolizado. La matriz hialina que rodea
a los condrocitos hipertroficos se calcifica cuando en el plasma sanguineo y en
el liquido intersticial del tejido esta presente una adecuada concentracion de
calcio y fosfato y se depositan pequefas cantidades de cristales de fosfato de

calcio.
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En forma paralela, existe una activacion de la potencialidad osteogénica de las
células mesenquimaticas del conjuntivo pericondral que, transformandose en
osteoblastos, depositan alrededor de la parte central de la diafisis, una delgada
capa de tejido 6seo, denominado mango o collar periostico.

Del tejido conjuntivo peridstico que rodea este collar 6seo se producen aperturas
en el mango que permiten a los vasos sanguineos en crecimiento penetrar en la
diafisis, a través de una actividad macrofagica, que se extiende después al
interior de la matriz cartilaginosa calcificada, hasta transformar el interior del
esbozo esquelético en wuna cavidad. Luego, células mesenquimaticas
indiferenciadas son transportadas al interior del cartilago, muchas de las cuales
se diferencian en elementos hematopoyéticos de la médula, y otras, en contacto
con el cartilago calcificado se transforman en osteoblastos. Estas células se
unen para formar una capa alrededor de la superficie de las espiculas de matriz
cartilaginosa calcificada y se depositan sobre ella la matriz ésea. Por lo tanto, las
primeras trabéculas que se forman en los centros de osificacion endocondral
estan constituidas por una parte central de cartilago calcificado, revestido por
una capa de hueso de espesor variable. ' 13 (Fig. 2)

En los cortes histolégicos donde se estudia el proceso de calcificacion por esta
via, Se pueden diferenciar seis fases en la placa epifisario que muestran la
transicion del cartilago a hueso.

-Zona de reserva (R): formada por cartilago hialino con condrocitos en grupos

isogénicos rodeados de bastante matriz.

-Zona de proliferaciéon o seriada (P): en esta zona, los condrocitos se dividen
de manera axial o seriada formando columnas, separadas por abundante matriz

rica en proteoglicanos.

-Zona de maduraciéon (M): en esta zona cesa la division celular, y los

condrocitos aumentan de tamano.

-Zona de hipertrofia (H): los condrocitos aumentan considerablemente de

tamafo y se vacuolizan, y la matriz comienza a calcificarse.

-Zona de degeneraciéon (D): los condrocitos degeneran y las lagunas de la
matriz calcificada son invadidas por células osteogénicas procedentes de la

diafisis.
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-Zona osteogénica (O): las células osteogénicas se diferencian en osteoblastos
que se agregan en la superfice de las espiculas del cartilago calcificado donde

comienzan a formar hueso. (Fig. 3)

Desarrollo endocondral del hueso Remanentes de la placa epifisaria  Cartilago
articular

Hueso compacio

Centro secundario

e osilicacion -
URYN
N A A‘{\\
. Placa

Vas
sanguineg f epifisaria

- Cavidad
medular Cavidad
neduia
f
Hueso

PR, S Z //' njosa

Remanentes de |a placa epifisaria articular

Fuente: Julip Sepdlveda Saavedra: Texto Atlas de Histologin, Siolegia celular y Ssuwlar, 2e: www,accessmediona.com
Derechos & McGraw-Hill Education. Derechos Reservados,

Fig. 2. Desarrollo endocondral del hueso. https://100cia.site/index.php/biologia/item/17067-por-

que-los-bebes-tienen-mas-huesos-que-los-adultos)

Fig. 3. Corte histologico de osificacién endocondral donde se pueden diferenciar las 6 fases de
transicion de cartilago a hueso. R: Reserva, P: Proliferativa, M: Maduracion, H: Hipertrofia, D:

Degeneracion, O:Osteogénica
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1.2 CLASIFICACION SEGUN SU ESTRUCTURA:

A- tejido 6seo cortical

B- tejido 6seo esponjoso

Observamos dos porciones, un hueso cortical, mas compacto, ubicado en la
parte exterior, y un hueso esponjoso, mas poroso, en la parte central. Estos
representan el 80 % y el 20 % de la masa ésea respectivamente. Sin embargo,
la superficie total del hueso, considerando tanto las periostales como las
endostales, es mayor en el esponjoso que en el compacto, en una relacion de 4
a 1. La proporcion entre uno y otro tipo determina diferencias mecanicas y
metabdlicas. Los huesos con mayor proporcion de tejido compacto presentan
una mayor resistencia mecanica, y un menor compromiso metabdlico. De
manera opuesta, los huesos con mayor proporcion de tejido esponjoso tienen

menor resistencia mecanica y mayor compromiso metabdlico.'(Fig. 4)

/2 2 /
Osteons gl et 5 //

Periostio e

Cavidades
vasculares

Canal de Havers Canal de Volkman

Vasos sanguineos

Fig. 4. Esquema hueso trabecular y cortical. Atlas de histologia vegetal y animal. Departamento
de Biologia Funcional y Ciencias de la Salud. Facultad de Biologia. Universidad de Vigo.
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TEJIDO OSEO COMPACTO:

Forma parte de la capa externa de todos los huesos del esqueleto y la mayor

parte de la diafisis de los huesos largos.
Esta constituido por una unidad basica llamada osteona (sistema de Havers),
la cual esta formada por:

e Laminillas, anillos concéntricos de matriz compuesto por sales minerales,
que proporcionan al hueso dureza, y fibras colagenas que le confieren
resistencia.

e Lagunas o pequefos espacios entre las laminillas que contienen a las
células Oseas maduras llamadas osteocitos.

e Canaliculos que se proyectan desde las lagunas y proporcionan
numerosas vias por las que los elementos nutritivos pueden alcanzar a
los osteocitos y a su vez eliminar los residuos de la actividad celular.

e Un canal central llamado canal de Havers, que contiene los vasos
sanguineos, linfaticos y nerviosos. A su vez los canales haversianos estan

conectados entre si por otros canales llamados canales de Volkmann.

Las areas comprendidas entre las osteonas contienen laminillas intersticiales.
Estas son fragmentos de osteonas antiguas que han sido parcialmente
destruidas durante el proceso de sustitucion dsea.

La forma en que se orientan los sistemas de Havers en cada zona del hueso
compacto guarda estricta relacion con los requerimientos mecanicos a que el
hueso esta sometido. Si cambian los requerimientos mecanicos se produce su
reabsorcion parcial o total y la formacién de nuevos sistemas de Havers, proceso
conocido como remodelacion interna del hueso compacto o Haversiano.' (Fig.
5)

14



Laminillas
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Arteria osteonal eriag

Fibras colagenas Endostio
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Fig. 5. Diagrama de un bloque de hueso compacto extraido de la diafisis de un hueso largo.
Las laminillas concéntricas y el conducto de Havers que ellas rodean, constituyen la osteona (o
el sistema de Havers). Uno de los sistemas de Havers de este diagrama se ha dibujado como
una estructura cilindrica alargada y escalonada que sobresale del plano superior del bloque.
Concurren a su formacion varias laminillas concéntricas que se han eliminado parcialmente para
mostrar la orientacion perpendicular de las fibras colagenas en las laminillas contiguas. Entre los
sistemas de Havers hay laminillas intersticiales, que son restos de sistemas similares mas
antiguos que aparecen como consecuencia del remodelado éseo. En las superficies interna y
externa del hueso compacto de este diagrama, se ven laminillas adicionales (las laminillas
circunferenciales internas y externas) que se distribuyen en capas gruesas. La laminilla
circunferencial mas interna esta cubierta por una fina capa de endostio que se encuentra en
contacto con la cavidad medular, mientras que la superficie externa del hueso tiene un
revestimiento de periostio. En el interior de los conductos de Havers y Volkman se han

dibujado ramas de las arterias nutricias acompafiadas de venas pequefias. Estas arterias y vasos
también irrigan el periostio y el endostio.

HUESO ESPONJOSO:

Al contrario del hueso compacto, el esponjoso no contiene verdaderas osteonas.

Esta formado por laminillas dispuestas irregularmente de finas placas de hueso
llamadas trabéculas. Los espacios entre las trabéculas de algunos huesos estan
ocupados por medula ésea roja productora de células sanguineas. En el interior

de las trabéculas existen osteocitos, situados en lagunas de las que parten
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conductillos radiales. Los osteocitos de las trabéculas reciben su nutricidon
directamente de la sangre que circula de las cavidades medulares.

La orientacion de cada trabécula y la disposicion de sus laminillas 6seas
mineralizadas esta determinada por las tensiones mecanicas locales con el
objeto de resistir las compresiones y las tensiones a que es sometida. Si cambia
la direccidén de los requerimientos mecanicos a que es sometida una trabécula
(aumento de peso del individuo, crecimiento u otro) ella debe cambiar su
orientacién. El cambio en la forma de una trabécula se realiza mediante dos
procesos coordinados que ocurren en zonas precisas de la trabécula a
remodelar: crecimiento por aposicion de la trabécula por accién de los
osteoblastos los que depositan laminillas sucesivas de tejido 6seo en la zona en
que existe una requerimiento mecanico, y remocion del tejido 6seo de la
trabécula por accion de los osteoclastos en los sitios en que no esta sometido a
traccién ni compresion.’® (Fig 6)

Tanto el hueso cortical como el esponjoso contienen células especializadas,

matriz organica y fase mineral.

Laguna Laminillas

Espacio donde se
aloja lamédula
dsearoja

Osteoclasto ——

Trabéculas -, | 5]
x Osteoblastos Q A "
- 4 - £ y

Fig. 6. Esquema de hueso trabecular: se puede observar la disposicion de las laminillas y

canaliculos en las trabéculas. (Tortora G y Derrickson B., 2009)
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1.3 HISTOLOGIA DEL HUESO:

La histologia 6sea esta integrada por una matriz extracelular y cuatro tipos de
células: osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y células de revestimiento (bone
lining cells)

El tejido 6seo contiene una abundante matriz que rodea a las células
ampliamente separadas unas de otras. La matriz extracelular es la responsable
de las propiedades biomecanicas del hueso y se encuentra mineralizada. Esta
formada aproximadamente por un 20 % de agua, un 50 % de sales minerales y
un 30 % de matriz organica. Dicha matriz organica o sustancia osteoide esta
compuesta principalmente por proteinas entre las que se destaca el colageno
tipo | (un 90 % de las proteinas totales). La fase mineral esta formada por calcio,
fosfato y carbonato en forma de cristales de hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(0OH)2)
entre las fibras de colageno. En menor proporcién también se encuentran el
magnesio, sodio, potasio, manganeso y fluor.

Las fibras de colageno proporcionan flexibilidad y resistencia a la tensidn
mientras que las sales minerales confieren dureza, rigidez y resistencia a la

compresion. °

1. Células 6seas

Son 4 los tipos de células que podemos indentificar en el tejido éseo. (Fig. 7)

Célula Osteoblasto Osteocito Osteoclasto
osteoprogenitora (forma la matriz dsea) (se encuentra entre (funciona en la

(se diferencia en la matriz Osea) resorcion gsea)
osteoblasto)

Fig. 7. Células del tejido dseo. Julio Sepulveda Saavedra: Texto atlas de histologia, biologia

celulary tisular
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1.a-Celulas osteoprogenitoras:

Las células osteoprogenitoras derivan de la diferenciacion de células
progenitoras de médula 6sea. Se encuentran en la porcion mas interna del
periostio, en el endostio y en los canales del hueso que contiene los vasos
sanguineos. Durante la formacion de hueso, las células osteoprogenitoras se

dividen y desarrollan a células formadoras de hueso u osteoblastos. (Fig.7)

Diferenciacion osteoblastica.

a) genética y factores de crecimiento: actualmente se sabe que la diferenciacién

hacia la estirpe osteoblastica esta controlada por genes pertenecientes a la
familia hedgehog, de los cuales los mas conocidos son: ihh (indian hedgehog) y
shh (sonic hedgehog)'”: 8. También es esencial el factor de transcripcion cbfa1
(core-binding factor a-1, también llamado runx2)' 20 15 y |as proteinas
morfogenéticas 6seas (bmps), que constituyen los reguladores mas potentes de
la diferenciacion osteoblastica desde las células mesenquimales

pluripotenciales.'®

b) marcadores de diferenciacion: a medida que las células precursoras se van

diferenciando expresan en la membrana celular proteinas especificas de su
funcidbn o marcadores. la expresion de cbfa1l es la primera evidencia de la
diferenciacion osteogénica '®, cuyo maximo nivel se alcanza en los pre-
osteoblastos. El colageno | y la osteopontina (OPN), se expresan de forma
temprana en células osteoprogenitoras. Igualmente, la fosfatasa alcalina (ALP)
es una proteina de superficie que podria participar en la regulacién de la
proliferacién, migracion y diferenciacion de las células osteoblasticas. La
sialoproteina 6sea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores de
diferenciacién del pre-osteoblasto al osteoblasto y aparecen cuando se inicia la
mineralizacion. La expresion de estas proteinas resulta especialmente util como
marcadores osteogénicos en los estadios finales de la diferenciacion

osteoblastica.?!
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1.b.- El osteoblasto.

Los osteoblastos son las células formadoras de hueso que se originan a partir
de células osteoprogenitoras por diferenciacion a pre-osteoblastos y luego a
osteoblastos maduros. Son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con
citoplasma basdéfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso

de tamario importante.’ (Fig. 7)

Proceden de las células mesenquimales pluripotenciales de la médula ésea,
endostio, periostio y pericitos perivasculares. Emiten procesos citoplasmaticos
hacia la matriz, que comunican con la red de osteocitos y con osteoblastos
vecinos. Los osteoblastos y osteocitos se comunican entre si por proteinas
transmembrana o integrinas, que actuan de enlace entre células o entre una
célula y la matriz extracelular, permitiendo el paso de mensajeros como calcio,
citoquinas o prostaglandinas. En estas células la conexion intercelular es la

Conexina 43. 22

Los osteoblastos sintetizan la matriz organica o sustancia osteoide a un ritmo de
2 a 3 um por dia y expresan una enzima caracteristica la fosfatasa alcalina (ALP),
que permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 ym por dia. Actualmente, se sabe

que:

1.- Sintetizan y secretan el osteoide o matriz é6sea organica (fibras de colageno,

proteoglucanos, osteocalcina, osteonectina, sialoproteina ésea, osteopontina),
2.- dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular

3.- contribuyen a la mineralizacidn de la sustancia osteoide, gracias a la fosfatasa
alcalina. Esta enzima favorece la deposicion de fosfato de calcio, siendo su

actividad uno de los primeros marcadores del fenotipo

4.- secrecion de citoquinas y factores de crecimiento que regulan tanto el
reclutamiento como la diferenciacion de osteoclastos, células que degradan
hueso. Entre ellos se encuentran el Ligando para el Receptor Activador del
Factor Nuclear Kappa (RANK-L), interleuquinas, TNF-qa, factor estimulante de

colonias monocito-macréfago (M-CSF) y osteoprotegerina (OPG). °
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La osteoblastogénesis es inducida por factores sistémicos, como PTH, insulina,
estrogenos, hormona de crecimiento, y locales que pueden ser sintetizados y
secretados por los propios osteoblastos (factor de crecimiento transformante
(TGF-B), proteinas séricas morfogénicas (BMPs), factores de crecimiento
derivados de plaquetas (PGDF) y factor de crecimiento insulino-simil (IGF-1).
Alcanzada la finalizacion del proceso de formacion &sea, los osteoblastos
pueden tener tres destinos: incorporarse en su propio osteoide y continuar la
diferenciacién hacia osteocito (célula 6sea madura); transformarse en células de
muy baja actividad (células de revestimiento 6seo) o continuar hacia el proceso

de apoptosis. > 1°

Las células de revestimiento son células elongadas y planas, con un nucleo en

forma de huso, sin apenas organelas. Pueden expresar los marcadores
osteoblasticos como sialoproteina ésea, osteopontina, osteonectina, y fosfatasa
alcalina asi como el receptor de parathormona (PTH) y permanecer a lo largo de
la superficie enddstia, constituyendo en el endostio una capa protectora de la
superficie 6sea, que juega un papel importante en la activacién del remodelado

0seo.” 23
1.c- El osteocito.

Una vez que el osteoblasto se rodea completamente de osteoide, pasa a ser un

osteocito, representando asi el 90% de las células éseas en el esqueleto adulto.

Los osteocitos son las células mas abundantes del hueso. Poseen forma
estrellada y su cuerpo se situa en el interior de lagunas u osteoplasmas y los
procesos citoplasmaticos se comunican entre si a través de los conductos
calcoforos que estan llenos de fluido 6seo extracelular. De esta forma, los
osteocitos se organizan formando un sincitio de células interconectadas que
representa una unica estructura, con la ventaja de que existe una gran superficie
de contacto en el interior y hacia la superficie 6sea, para asegurarse oxigeno y
nutrientes. Los osteocitos también participan en la sintesis y mineralizacion de la
matriz osteoide, pero se cree que su funcién principal es la de controlar el
remodelado Oseo, detectando las variaciones mecanicas de las cargas,

fenomeno denominado mecanotransduccién. ?* (Fig. 7)
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La carga mecanica produciria un flujo de liquido intersticial entre la pared del
canaliculo y la membrana del osteocito produciendo un esfuerzo de corte
tangencial (shear stress) que deformaria el cuerpo de la célula en lalaguna y las
prolongaciones en los canaliculos. Estas cargas/descargas in vivo producen
variaciones en la expresion génica de los osteocitos. Ante la presencia de carga
mecanica normal sobre el esqueleto, los osteocitos envian sefales que inhiben
a los osteoclastos como prostaglandina E2, 6xido nitrico, IGF, ATP y aumento
del Ca+2 intracelular, activandose la via de la 3-catenina. Cuando esta carga no
esta presente, como en la inmovilizacion, se activa la resorcion ésea: M-CSF y
RANKL estimulan la formacion de osteoclastos, mientras que se inhiben a los
osteoblastos mediante la secrecion de esclerostina, que a su vez también induce
la formacién de osteoclastos por aumento de los niveles de RANKL y disminucion

de osteoprotegerina.?® 26

Los osteocitos tienen la capacidad de modificar su matriz pericelular mediante
un proceso denominado ostedlisis osteocitica Estas células son capaces de
degradar la matriz 6sea en la cercanias a la célula. esto lleva a la reabsorcién
del mineral éseo, por lo que los osteocitos desempenan un papel importante en
la homeostasia del calcio, puesto que la osteolisis es estimulada por la hormona

paratiroidea e inhibida por la calcitonina.’

Los osteocitos pueden morir por senescencia, degeneracion/necrosis, apoptosis
o pueden ser fagocitados por osteoclastos. La apoptosis puede inducirse por
inmovilizacion, micro-dafio, falta de estrégenos o por el aumento de TNF-a. Este
dafio en los osteocitos genera un aumento en los niveles de RANKL y M-CSF,

con la consecuente activacidon de la actividad osteoclastica.?’

Poseen los mismos marcadores que los osteoblastos, pero tienen como
marcador especifico el CD44, receptor de membrana que se expresa

fuertemente en osteocitos y es negativo en osteoblastos y células limitantes.?*
1.d.- El osteoclasto.

El osteoclasto es una célula multinucleada, mévil y gigante (100 um) que

degrada, reabsorbe y remodela huesos. Al igual que el osteoblasto, esta
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implicado en la remodelacion de hueso natural. Deriva de células hematologicas.
Los osteclastos, células responsables de la resorcion de la matriz 6sea, son
células aciddfilas y polinucleadas de gran tamafio. Ocupan una cavidad llamada
laguna de resorcion o laguna de Howship y se localizan en las superficies

6seas firmemente asociadas a la matriz ésea, por medio de integrinas (avp3). 2*
(Fig. 7)

Los osteoclastos proceden de células madre hematopoyéticas medulares
denominadas "Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y

Macrofagos" (CFU-GM), precursoras de macréfagos y monocitos.

Los osteoclastos se caracterizan por poseer una porcion de su membrana
"arrugada", en forma de cepillo, rodeada de un citoplasma libre de organulos
llamada "zona clara", con la que se adhiere a la superficie del hueso mediante
integrinas, unos receptores especializados del hueso. El proceso de resorcién se
inicia al excretar lisosomas con enzimas capaces de producir un microambiente
acido por debajo de la membrana arrugada como consecuencia del transporte
de protones mediante la bomba de protones ATP-dependiente, el intercambio
Na+/H+ y la anhidrasa carbodnica. Las enzimas lisosomales de los osteoclastos
implicadas en este proceso son cistein-proteasas como la catepsina y sobre
todo, la fosfatasa acida tartrato-resistente (FATR) (esta ultima se utiliza como
marcador del fenotipo osteoclastico). Las enzimas lisosomales solo son
liberadas en la zona clara en las proximidades del borde arrugado produciéndose
en esta area las reacciones de degradacion de la matriz que deben producirse

antes de que el medio acido disuelva las sales minerales del hueso.

Se demostré en los estudios experimentales de lucht y maunsbach, que la
aplicacion de hormona paratiroidea implica el aumento de la produccion vy el
transporte de lisosomas hacia el borde fruncido. por el contrario, la aplicacién de
calcitonina es capaz de producir la eliminacion del borde fruncido y Ia
desaparicion de las enzimas lisosomicas. El osteoclasto posee receptores para

para calcitonina.’

Los osteoclastos contienen fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), ésta se

identifica en el “borde ondulado” del osteoclasto activo y en la region de la matriz
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qgue le rodea durante la reabsorcion 6sea. La estimulacidon de la reabsorcion ésea
por parthormona o calcitriol va asociada a la aparicion de FATR in vitro. Esta
enzima se encuentra elevada en gran variedad de situacion que cursan con
remodelado 6seo incrementado: pacientes inmovilizados, mieloma, canceres
metastasicos (de mama y prostata) enfermedad de paget, pacientes
postmenopausicas y la tuberculosis pulmonar activa. Ademas, la FATR guarda
buena correlacion con la hidroxiprolinuria en procesos con remodelado éseo
avanzado. La hidroxiprolina urinaria procede del catabolismo del colageno y sus
niveles se han utilizado como marcadores de reabsorcién Gsea en procesos
como enfermedad de paget, osteoporosis, tumores con metastasis éseas e

hiperparatiroidismo primario.?®

Los osteoclastos tienen dos especializaciones en la membrana: un borde en
cepillo, que es donde tiene lugar la reabsorcién y una zona clara, rica en
microfilamentos, con integrinas que sirven de anclaje a la matriz. Para ello, los
osteoclastos se movilizan hacia la zona a reabsorber y, seguidamente, se
adhieren a la superficie 6sea mineralizada por el ribete en cepillo sellando los
bordes del area mediante las integrinas. La integrina del osteoclasto,
particularmente avp3, reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) existente en el
colageno y otras proteinas de la matriz osteoide. A este nivel el pH es acido, ya
que secretan acidos (H+) generados por la anhidrasa carbédnica Il y enzimas
proteoliticas como colagenasas, metaloproteasas, catepsina K, y glucuronidasa,
entre otras, que van a originar la reabsorcion del hueso mediante la solubilizacion

de la matriz organica primero y de la mineral después. ** (Fig. 8)
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Fig. 8. Esquema de un osteoclasto en su laguna de resorcion. Novack y teitelbaum, 2008

Para que se lleve a cabo la formacién de osteoclastos, hay dos citoquinas
criticas: el Ligando del Receptor Activador del Factor Nuclear kB (RANKL) que
se expresa en la membrana plasmatica de osteoblastos y células estromales e
interactua con RANK (receptor activador del factor nuclear kB), expresado en la
membrana de precursores osteoclasticos. EI RANKL es miembro de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) y es critico para la formacion
de osteoclastos'®, 2% la segunda citoquina necesaria para este proceso es el
factor estimulante de colonias monociticas-macrofagicas (M-CSF), que también
se expresa en la membrana de osteoblastos/células estromales y promueve la
proliferacién, supervivencia y diferenciacion de los precursores osteoclasticos.
Este se une a un receptor de membrana expresado en los pre-osteoclastos,
denominado c-Fms, con actividad tirosinquinasa 2% . Por lo tanto, para que se
produzca la osteoclastogénesis, es necesario el contacto directo de estos dos
factores entre osteoblastos y los pre-osteoclastos mediante moléculas de

membrana.?' (Fig. 9)
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Dstenblasto

Fig. 9: Diferenciacién osteoclastica: los osteoblastos expresan factores indispensables para la
activacion de osteoclastos (RANKL y M-CSF) (Novack y Teitelbaum, 2008).

El TNF-a, elevado en situaciones inflamatorias, es capaz de actuar

sinérgicamente con el RANKL y estimular la osteoclastogénesis.*°

La osteoprotegerina (OPG) es una proteina soluble secretada por los
osteoblastos, que se une a RANKL con gran afinidad para inhibir su accién sobre
RANK, limitando la formacién de osteoclastos. Las concentraciones relativas de
RANKL y OPG determinan la proliferacion y diferenciacion de los precursores
osteoclasticos, y, por lo tanto, la masa ésea. Su produccion esta influenciada por
varios factores, como PTH, estrogenos, interleuquina-1, prostaglandina E2, TNF,
TGF-B, vitamina D. Cuando se unen OPG y RANKL se inhibe la union de RANKL
a RANK y se inhibe la diferenciacion osteoclastica. Por ello OPG, RANK y

RANKL son importantes reguladores de la osteoclastogénesis.'® (Fig. 10)
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Fig. 10. Resorcion ésea por los osteoclastos. La hormona paratiroidea (PTH) se une a los
receptores en los osteoblastos para formar el activador de receptor para el ligando B del factor
nuclear k (RANKL) y liberar el factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF). EI RANKL
se une a RANK y el M-CSF se une a sus receptores en las células preosteoclasticas, lo que
provoca la diferenciacién en osteoclastos maduros. La PTH reduce también la produccion de
osteoprotegerina (OPG), que inhibe la diferenciacién de preosteoclastos en osteoclastos
maduros mediante la unién a RANKL y evita que interaccione con su receptor en preosteoclastos.
Los osteoclastos maduros desarrollan un borde fruncido y liberan enzimas de los lisosomas, asi
como acidos que promueven la resorcion 6sea. Los osteocitos son osteoblastos que se han
encajado en la matriz 6sea durante la produccion de tejido 6seo; los osteocitos forman un sistema
de células interconectadas que se extienden por todo el hueso.

2. Matriz Osea

La matriz ésea extracelular estd compuesta por una matriz organica y sales

inorganicas.

La matriz organica constituye el 40% del peso en seco del hueso y esta formada
por fibras de colageno tipo | en un 90%, proteoglucanos, fosfoproteinas,
fosfolipidos y glicoproteinas; mientras que los componentes inorganicos
representan un 60% del peso en seco del hueso y estan compuestos en su
mayor parte por depodsitos de fosfato de calcio cristalino (y una pequena parte de
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fosfato de calcio amorfo), casi idénticos a los del mineral hidroxiapatita, con
formula general [Ca10(PO4)6(OH)2]. La dureza y la resistencia del tejido a la
compresion se deben al contenido de sales inorganicas, mientras que sus

propiedades elasticas y de resistencia a la traccion dependen del colageno. '

2.a) La matriz organica:

Esta compuesta por fibras de colageno y proteinas no colagenas incluidas en
una sustancia fundamental que contiene principalmente proteoglucanos.
En los adultos el colageno representa un 90 % de la matriz organica, por lo que

la matriz ésea generalmente es aciddfila. (Fig. 11)

COLAGENO Tipo I, 1L, V, XII

condroitin sulfato decorina
PROTEOGLICANOS
biglicano hialuronano

PROTEINAS CON osteocalcina
ACIDO y-CARBOXI-GLUTAMICO proteina de la matriz con dcido y-carboxi-glutimico

osteonectina / fosfatasa alcalina /
GLICOPROTEINAS fibronectina / osteopontina /

vitronectina / sialoproteinas dseas

PROTEINAS DEL PLASMA albiimina a2-SH-glicoproteina

IGF-1y 1l (Insulin growth factor [ y 1)
FACTORES DE CRECIMIENTO TGF-p (transforming growth factor-beta)
PDGF (Platelet derived growth factor)

Fig. 11. Proteinas de la sustancia osteoide (Fernandez-Tresguerres Hernandez- Gil et al. 2006)

A) Proteinas colagenas:

El 90% de la matriz extracelular (MEC) esta constituida por colageno, sobre todo
tipo | (>95%) y tipo V (<5%). También se ha comprobado la presencia en
pequefas proporciones de colageno tipo lll, relacionado con las fibras de
Sharpey vy tipo Xll, formado bajo estrés mecanico. En la molécula de colageno
se halla la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), que es reconocida por las integrinas
de superficie de las células oseas. Contiene caracteristicamente, los
aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina siendo, este ultimo, un marcador

especifico de todos los fenotipos de colageno y estando sus valores de excrecion
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urinaria en relacion directa con la tasa de reabsorcion 6sea. Las fibras de
colageno se estabilizan mediante puentes de hidrégeno entre aminoacidos y a
través de la formacion de puentes de piridinolina, entre las hidroxilisinas y lisinas.
Sin embargo, el colageno no tiene gran afinidad por el calcio, por lo que son otras
las proteinas implicadas en el depdsito mineral.?* La piridinolina (ICTP) es una
molécula de degradacion de colageno que luego de la reabsorcion de hueso y la
degradacion de la matriz colagena es liberada a la circulacién y no puede pasar
a vias anabdlicas y ser reutilizada durante la sintesis de colageno, por lo cual

podria considerarse un biomarcador especifico de reabsorcion dsea. *?
B) Proteinas no colagenas: Entre ellas destacan:

B.1.- Proteoglucanos: Constituyen el 10% de las proteinas no colagenas. Son
moléculas de gran tamafo. En la matriz osteoide hay cuatro tipos de
proteoglucanos: Hialuronano y Condroitin-sulfato: de molécula grande,
intervienen en las etapas iniciales de la morfogénesis 6sea. Biglicano y decorina:
de molécula mas pequefia, aparecen en las fases siguientes de la formacién
Osea. Contribuyen a que el hueso ofrezca resistencia a la compresion. También
son responsables de la fijacion de factores de crecimiento y pueden inhibir la

mineralizacién.'> %

B.2.- Proteinas con acido y-carboxi-glutdmico: Son la osteocalcina (OCN) y la
proteina de la matriz con acido y-carboxiglutamico. Este acido es un aminoacido

que liga calcio y necesita vitamina K para su sintesis.

e La osteocalcina es una pequefa proteina de la matriz sintetizada por los
osteoblastos y plaquetas, dependiente de las vitaminas D y K. Representa
el 15% de las proteinas no colagenas de la matriz y contiene tres restos
de acido y-carboxiglutamico. Sus niveles plasmaticos se han considerado
como uno de los marcadores bioquimicos de la osteogénesis,

relacionandose con el numero y actividad de los osteoblastos.

B.3.- Glicoproteinas: Son la osteonectina, la fosfatasa alcalina y las proteinas
con el tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp).
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e La osteonectina es una glicoproteina con gran afinidad por el colageno
tipo I, por el calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25% de las
proteinas no colagenas. Sirve como adhesivo entre el colageno y los
cristales hidroxiapatita En el hueso es necesaria para la mineralizacién
normal.

e La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorganico a partir
de ésteres fosféricos, necesario para la mineralizacién. Existen varias
isoenzimas vy, entre ellas la ésea, se ha considerado un buen marcador
de la actividad osteoblastica.

e Proteinas con el tripéptido RGD, también llamadas SIBLINGS (Small
Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) son fundamentalmente
cinco: osteopontina, sialoproteinas éseas, fibronectina, trombospondina y
vitronectina. Son glicoproteinas fundamentales en los procesos de
remodelado y regeneracion 6seos, con una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD)
que es reconocida por las integrinas de los osteoblastos y los osteoclastos
(avB3, entre otras). También actuan como receptores de superficie de las
células oseas permitiendo la adhesion de las células a la matriz

extracelular y activando senales.

B.4.-. Proteinas procedentes del plasma: Se encuentran en la matriz organica
O6sea en mayor proporcion que en el plasma. Son la albumina y la a2-SH-
glicoproteina, probablemente relacionadas con la incorporacion del calcio a la

matriz osteoide.

B.5.-. Factores de Crecimiento y citoquinas: Son polipéptidos sintetizados en el
propio hueso o procedentes de otros lugares (higado, plaquetas, etc.), que
intervienen en la diferenciacion, crecimiento y proliferacion de las células de
forma autocrina o paracrina. se encuentran los factores de crecimiento insulino
(IGF), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), el factor transformante de
crecimiento B (TGF-B), los factores de crecimiento derivados de las plaquetas
(PDGF), las proteinas morfogénicas 6seas (BMP), la esclerostina (antagonista
de BMP) y las interleuquinas (IL-1, IL-6).% ¢

29



2.B)_Fase mineral

Finalmente, el componente mineral del hueso representa el 60% del peso 6seo.
Esta formado por calcio, fosfato y carbonato (en proporciones de 10:6:1) en
forma de pequefios cristales de hidroxiapatita Ca1o (PO4)s(OH)2y, en menor
proporcion hay magnesio, sodio, potasio, manganeso y fluor. El plasma se
encuentra sobresaturado de calcio y fosforo respecto a la hidroxiapatita, por lo
que debe haber sustancias que inhiban la mineralizacién. Las proteinas con
capacidad adhesiva favorecen Ila mineralizacion, mientras que los

proteoglicanos, magnesio, ATP y pirofosfato la inhiben.?*

Mineralizaciéon de la matriz 6sea

Se denomina mineralizacion al proceso por el cual se produce la deposicién de
minerales en la matriz extracelular organica del cartilago y tejido 6seo. La matriz
no mineralizada se denomina osteoide. Este proceso es regulado por los
osteoblastos y comienza unos 20 dias después de que los osteoblastos formaron
la matriz ésea organica. °

El mecanismo exacto de mineralizacién aun no se conoce, pero inicialmente el
mineral seria depositado en “huecos” en los extremos de las fibras de colageno.
Para que se produzca este proceso, la concentracion local de iones Ca*? y POy4-
3 en la matriz debe superar su Kps o producto de solubilidad; con este fin, la
osteocalcina y otras sialoproteinas fijan Ca*?, aumentando asi la concentracion
local de este ion, lo que estimula a los osteoblastos a secretar fosfatasa alcalina.
La funcién de esta enzima es liberar iones PO43, que causan un aumento local
de pH hasta niveles basicos, lo cual disminuye el Kps para el fosfato de calcio
favoreciendo su depdsito en forma de cristales. En esta etapa de
concentraciones extracelulares altas de Ca*? y PO43, los osteoblastos liberan
pequefas vesiculas matriciales hacia la matriz ésea que contienen fosfatasa
alcalina y pirofosfatasa que escinden iones PO4 de otras moléculas de la matriz;
luego se produce la cristalizacion de Ca3(PO4)2 en las vesiculas matriciales
circundantes. Los cristales de Ca3(P0O4)2 inician la mineralizacion de la matriz
por formacién y depésito de cristales de hidroxiapatita {Ca1o (POa4 )s (OH)2} en la

matriz que rodea a los osteoblastos. Una vez que han precipitado los primeros

30



cristales de hidroxiapatita, éstos crecen con rapidez hasta que se unen con los
cristales vecinos producidos alrededor de otras vesiculas.

En el tejido 6seo recién formado se deposita alrededor del 80% del total del
mineral al cabo de 3-4 dias, lo que se denomina mineralizacién primaria. La
mineralizacién completa tiene lugar en la mineralizaciéon secundaria, luego de 3-
4 meses durante los cuales los cristales de hidroxiapatita crecen en tamafno por

intercambio del agua ligada a los cristales por mineral. * **

1.4 FISIOLOGIA OSEA.

Se entiende por regeneracion 6sea el proceso por el cual un defecto estructural
en el hueso es corregido mediante la formacion de un tejido de iguales
caracteristicas al original. En cambio, se utiliza el término reparacion 6sea
cuando el tejido de reemplazo es diferente (tejido cicatricial) y no recupera las
propiedades mecanicas ni la fisiologia del original. '’

El tejido 6seo y el embrionario son los unicos tejidos del organismo con la
capacidad de regenerarse. Se produce en el hueso, tras un trauma, la restitutio
ad integrum. Cuando ocurre una fractura, la colocaciéon de un implante dental o
la insercion de un injerto para aumentar el sustrato 6seo, antes de la instalacion
de implantes, lo que se pretende es la regeneracidon 6sea. Laregeneracion 6sea
origina una respuesta en la que estan involucrados los vasos sanguineos, las

células y la matriz extracelular. *’- 24

Modelado y remodelado

El modelado es el proceso por el cual los huesos cambian su forma
adaptandose gradualmente a cambios fisiolégicos o de fuerza mecanica. Se
produce durante todo el periodo de desarrollo en paralelo al crecimiento
longitudinal de los huesos y es menos frecuente en adultos. Se produce
formacion de hueso en algunas zonas y resorcidn en otras, se caracteriza porque
estos procesos no estan acoplados siendo las funciones de osteoblastos y
osteoclastos independientes entre si.® # Durante el crecimiento predomina el

proceso de formacion ésea, por lo que la masa va aumentando continuamente
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hasta alcanzar el pico maximo a los 20-25 afos, momento en el que el esqueleto
adquiere su forma y tamafo definitivos.®

El remodelado es el proceso por el cual se reemplaza tejido 6seo formado por
tejido nuevo, y por el cual se mantiene la fuerza 6sea y la homeostasis mineral.
Ocurre desde el nacimiento hasta la muerte, por lo que coexiste con el modelado
durante la etapa de crecimiento. Este proceso previene la acumulacion de micro-
dafios 6seos al ir renovando pequenos “paquetes” de hueso. Se caracteriza
porque hay actividad acoplada de osteoblastos y osteoclastos, trabajando en

conjunto para formar la Unidad Remodeladora Osea (BFU). 2(Fig. 12)

Este fendmeno equilibrado denominado proceso de remodelado permite la
renovacion de un 5% del hueso cortical y un 20 % del trabecular al afio. Aunque
el hueso cortical constituye un 75% del total, la actividad metabdlica es 10 veces
mayor en el trabecular, ya que la relacion entre superficie y volumen es mayor
(la superficie del hueso trabecular representa un 60% del total). Por esto la
renovacién es de un 5-10% del hueso total al afio. El remodelado 6seo existe

toda la vida, pero solo hasta la tercera década el balance es positivo.?
El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases:

Fase Quiescente o Reposo: Se refiere al hueso en condiciones de reposo.

Fase de Activacion: Activacion de la superficie 6sea previa a la reabsorcion
o0sea mediante la reabsorcion de células limitantes. Al quedar expuesta la

superficie mineralizada se produce la atraccion de los osteoclastos circulantes.

Fase de Reabsorciéon: Los osteoclastos comienzan a reabsorber la matriz
mineral y descomponer la matriz osteoide. Este proceso es finalizado por los
macrofagos y permite la liberacidon de los factores de crecimiento contenidos en
la matriz. (TGF-B: Factor transformante del crecimiento B, PDGF: Factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, IGF-I y Il: Factor de crecimiento analogo

alainsulina l y II)
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Fase de Inversion y Formacién: Simultdneamente en las zonas reabsorbidas
se produce el fendmeno de agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los
factores de crecimiento que se liberaron de la matriz que actian como
quimiotacticos y ademas estimulan su proliferacion. Los preosteoblastos
sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo tejido
y expresan BMPs (Proteinas Morfogenéticas Oseas), responsables de la
diferenciacion. A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a

sintetizar la sustancia osteoide que rellenara las zonas.

Fase de Mineralizacién: A los 30 dias del depésito del osteoide comienza la
mineralizacién, que finalizara a los 130 dias en el hueso cortical y a los 90 dias

en el hueso trabecular. Luego empieza la fase quiescente o de descanso.?
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Fig 12. Fases del remodelado &seo. (https://www.pediatriaintegral.es/publicacion-2015-
07/valoracion-e-interpretacion-de-la-masa-osea-en-la-infancia-y-adolescencia/)

A nivel microscoépico el remodelado 6seo se produce en pequeias areas de la
cortical o de la superficie trabecular, llamadas unidades basicas multicelulares o
BMU (Basic Multicellular Units). La reabsorcion siempre precede a la formacion
y en el esqueleto joven las cantidades de hueso reabsorbidas son similares a las
neoformadas. Por esto se dice que es un proceso balanceado, acoplado en
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condiciones normales, tanto en el espacio como en el tiempo. La vida media de
cada unidad de remodelado en humanos es de 2 a 8 meses y la mayor parte de
este periodo estd ocupado por la formacion 6sea. Existen en el esqueleto
humano 35 millones de unidades basicas multicelulares y cada afno se activan

3-4 millones, por lo que el esqueleto se renueva totalmente cada 10 afios.*

La remodelacion comienza cuando un grupo de preosteoblastos se activa y da
lugar a la aparicién de osteoclastos, que comienzan con la resorcion de tejido
0seo y la creacion de un conducto cilindrico. Los osteoclastos forman un cono
perforante (Cutting Cone) claviforme que se desplazada por el hueso y perfora
un conducto cilindrico por resorcion, con un diametro correspondiente al de la
ultima osteona. Después de la resorcion se produce el crecimiento interno de
vasos recién formados y entonces se diferencian osteoblastos que depositan
capa tras capa de tejido 6seo laminar sobre las paredes del conducto, que a
continuaciéon se rellena y da lugar a la formacion de una osteona cortical
(secundaria). El depésito de tejido 6seo comienza con la formacion de una linea
de cemento que separa la futura osteona del tejido 6seo circundante. En
consecuencia, en un corte longitudinal del conducto en la unidad remodeladora
se distingue una forma de cono alargado, el cono de cierre (Closing Cone),
donde la punta del cono expresa el cierre gradual del conducto. Por ultimo, los
osteoblastos se transforman en células de recubrimiento 6seo, que tapiza el

conducto de Havers. (Fig. 13)
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Fig. 13 Diagrama de una unidad de remodelado éseo. Una unidad de remodelado dseo se
compone de un cono de corte que avanza y un cono de cierre que le sigue. El cono de corte
formado por osteoclastos se encarga de perforar el tinel o cavidad de resorcion a través del
hueso compacto. Su accion comienza dentro del hueso compacto en la parte izquierda del
diagrama (en la zona que corresponde a la seccién a). El cono de corte avanza a lo largo de las
osteonas, en la direccién indicada por la flecha, hasta la regién correspondiente a la seccion d.
La seccién d muestra un corte transversal a través del cono de corte revestido por los
osteoclastos (células verdes). La cavidad de resorcion es el sitio donde se formara la osteona
futura por la accién del cono de cierre, que consiste en los osteoblastos (células purpuras). Estas
células comienzan a depositar el osteoide sobre las paredes del conducto en laminillas
sucesivas. La formacion gradual del tejido 6seo nuevo rellena la cavidad de resorciéon. Debe
tenerse en cuenta la deposicidon del osteoide, profundo con respecto a los osteoblastos visto en
las secciones b y ¢ y, en las secciones a y b, la presencia del hueso mineralizado. Conforme se
depositan laminillas 6seas sucesivas, el conducto por fin alcanza el diametro relativamente
estrecho del conducto de Havers maduro bordeado por las células enddsticas (células rosas),
como las que se muestran en la seccidn a. La linea de inversion de crecimiento que aparece en
el limite externo de una osteona recién formada representa una frontera entre la actividad
resortiva del cono de corte y la matriz 6sea no remodelada por esta actividad.'

En el tejido 6seo esponjoso primitivo transcurren las mismas fases, pero aqui los
osteoclastos no resorben un conducto, sino un surco, por lo que un corte
longitudinal a través de la unidad remodeladora 6sea se visualiza como una
unidad cortical seccionada por la parte media. Asi, el surco de resorcion
comienza en la superficie de una trabécula y desciende hasta una profundidad
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de unos 70 um. Aqui también los osteoblastos terminan transformandose en
células de recubrimiento 6seo, que forman una capa delgada sobre la superficie
de la trabécula. El tejido 6seo recién formado que ocupa el surco de resorcidn

representa una nueva osteona trabecular.

El acoplamiento de la actividad de los osteoclastos y los osteoblastos, con
activacion, resorcion y formacion de tejido 6seo, también denominado secuencia
ARF (activation, resortion and formation) en la remodelacion 6sea, implica
que la formacién de hueso siempre es precedida por resorcion ésea, y que la
resorcion 6sea siempre es seguida por formacién de hueso. La frecuencia con
que determinada zona 6sea sufre remodelaciéon se denomina frecuencia de
activacion. Esta frecuencia es afectada por factores locales tales como
citoquinas secretadas, factores de crecimiento, por sobrecargas mecanicas del
tejido 6seo, ademas de las hormonas circulantes.

Se considera que la principal funcion del proceso de remodelado es el
mantenimiento de las caracteristicas mecanicas del hueso a través de la
sustitucion de las zonas danadas por hueso nuevo. También es responsable de
la organizacién espacial del hueso a la carga mecanica experimentada en cada
momento y contribuye a la homeostasis mineral y especialmente al balance
fosfocalcico, dado que el constante metabolismo del tejido 6seo, con resorcidon
del mismo, favorece el intercambio de iones calcio entre el liquido extracelular y
el plasma sanguineo.*

Los osteocitos pueden reaccionar frente a acciones mecanicas sobre el tejido
0seo y es posible que, junto con las células de recubrimiento 6seo, intervengan
en la activacion de la remodelacion.

El lado negativo de la resorcion esta presente en el periodo posterior de haber
alcanzado la masa 6sea pico, a partir de los 30-40 afos, es causal de una
pérdida gradual e irreversible de masa 0sea durante el resto de la vida.

Todo esto se halla bajo la direccién de un sistema de sefiales hormonales a su

vez modulada por factores locales 6seos que mantienen un equilibrio.
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1.5 PROCESOS BIOLOGICOS DE LA REGENERACION OSEA:

La regeneracién Osea origina una respuesta en la que estan involucrados los
vasos sanguineos, las células y la matriz extracelular. Tras un trauma se produce
una respuesta inflamatoria y un hematoma inicial, con hematies, plaquetas y
fibrina. Las células de coagulo liberan interleuquinas y factores de crecimiento,
originando la migracién de linfocitos, macréfagos, precursores de osteoclastos y
células mesenquimales pluripotenciales. Estas sefiales moleculares promueven
la diferenciacion hacia células endoteliales, fibroblastos, condroblastos y
osteoblastos, dando origen a un nuevo tejido fibrovascular, que reemplazara el
coagulo inicial. Todo ello esta regido por una serie de factores interrelacionados
entre si, como son factores genéticos, mecanicos, vasculares, nutricionales,

hormonales y locales.*

Factores Genéticos: Son determinantes muy importantes en el pico de masa

O0sea, ya que entre el 60 y el 80% de ésta se encuentra determinada
genéticamente.®3 Asi los sujetos de raza negra poseen una masa 6sea mayor
que los de raza blanca y éstos mayor que la amarilla. La masa 6sea se transmite
de padres a hijos, por ello la predisposicion a padecer osteoporosis es mayor en

hijas de madres que la padecen.3

Factores Mecanicos: La actividad fisica es imprescindible para el correcto

desarrollo del hueso. La accion muscular transmite al hueso una tensién que es
detectada por la red de osteocitos incluida en el interior del fluido éseo. Estos
osteocitos producen mediadores como prostaglandinas, 6xido nitrico e IGF-1 que
estimulan tanto su actividad como la de los osteoblastos y originan una mayor

formacion dsea. 3°

Factores Vasculo-nerviosos: La vascularizacion es fundamental para el normal

desarrollo éseo permitiendo el aporte de células sanguineas, oxigeno, minerales,
iones, glucosa, hormonas y factores de crecimiento. La inervacion es necesaria
para el normal fisiologismo 6seo. El hueso es inervado por el sistema nervioso
auténomo y por fibras nerviosas sensoriales. La vascularizacion constituye el

primer paso para la osificacion: los vasos sanguineos invaden el cartilago y
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posteriormente se produce la reabsorcion o&sea por los osteoclastos,

procedentes de los vasos proximos. 2

Factores Nutricionales: Este factor puede ser modificado. Se necesita un

minimo de calcio para permitir la mineralizacién que la mayoria de los autores
cifran en unos 1.200 mg diarios hasta los 25 afios; después y hasta los 45 debe

ser de 1 gy tras la menopausia debe ser por lo menos 1.500 mg al dia.3®

Factores Hormonales: El desarrollo normal del esqueleto esta condicionado por

el correcto funcionamiento del sistema endocrino, fundamentalmente por la
hormona somatotropa (GH) y las hormonas calciotropicas (parathormona,
calcitonina, metabolitos de la vitamina D). Las hormonas son mensajeros
sistémicos que actuan a distancia de su lugar de produccion (efecto endocrino),
pero también regulan la sintesis y accion de los factores locales, que intervienen
directamente en el metabolismo celular (efectos autocrino y paracrino).*®

Las hormonas mas importantes que intervienen en la fisiologia ésea son:

1. Hormonas Tiroideas: Las hormonas tiroideas, tiroxina (T4) vy

triyodotironina (T3), son hormonas basadas en la tirosina producidas por
la glandula tiroides. Poseen dos acciones contrapuestas sobre el hueso.
En primer lugar, estimulan la sintesis de la matriz osteoide por los
osteoblastos y su mineralizacion. En segundo lugar, se produce un efecto
contrario, cuando los niveles de hormonas tiroideas son alto, estimulando

la reabsorcion, al aumentar el nimero y funcion de los osteoclastos. 3/

2. PTH (Parathormona): Es producida por las glandulas paratiroideas,

controla la homeostasis de calcio a través de la accion directa sobre el
hueso y el rindn e indirecta en el intestino. Es la hormona hipercalcemiante
por excelencia, al favorecer la reabsorcion. La PTH estimula la secrecién
de RANKL, IGF-1 e interleuquinas (IL) 6 y 11 por los osteoblastos, lo que

activa la diferenciacién y funcion osteoclastica.3®

3. Calcitonina: La calcitonina es una hormona producida por la glandula
tiroides que desempefa un papel importante en la regulacién del
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metabolismo del calcio en el cuerpo. Su principal funcion es disminuir los
niveles de calcio en la sangre. Para lograr esto, la calcitonina inhibe la
actividad de los osteoclastos, las células responsables de la reabsorcion
Osea, lo que reduce la liberacion de calcio desde los huesos hacia la
sangre. Ademas, la calcitonina aumenta la excrecion de calcio en los
rifones. En conjunto, estas acciones ayudan a mantener los niveles de

calcio en el organismo dentro de un rango normal. 3

Calcitriol 0 1,25(0H)2 Vitamina D3: El calcitriol ayuda a regular la actividad

de los osteoclastos, inhibiendo su funcién y reduciendo la reabsorcién
O0sea. Esto contribuye a mantener un equilibrio adecuado entre la
formacion y la degradacion del hueso. Entre sus acciones se incluye el
aumento de la absorcion de calcio intestinal y renal, y la inhibiciéon de la

secrecion de PTH actuando sobre las paratiroides.?

Andrégenos: Tienen un efecto anabolizante sobre el hueso a través del
estimulo de los receptores de los osteoblastos. Ademas, actian como
mediadores en el pico de GH existente en la pubertad. Los principales
efectos de los andrégenos tanto en varones como en mujeres son
incrementar el tamafo 6seo y estimular la formacion, con un discreto

efecto de inhibicién de la resorcién 6sea.?

Estrogenos: Tienen un doble efecto sobre el metabolismo 6seo. Por un
lado, favorece la formacion ésea al aumentar el numero y funcién de los
osteoblastos y, por otro lado, disminuye la reabsorcién. Son esenciales
para el cierre de los cartilagos de conjuncion. El papel fundamental de los
estrégenos en el metabolismo dseo queda de manifiesto en la pérdida de
masa 0sea que ocurre en los primeros afos de postmenopausia tras el
cese de la actividad estrogénica, lo que ocasiona un aumento del
remodelado debido a la elevacion de distintas citoquinas prorresortivas
como IL-1, M-CSF y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a). Los
estrégenos ejercen ademas sus efectos positivos a través de un efecto
paracrino. El papel de los estrégenos in vitro es la inhibicion del desarrollo
de los osteoclastos, favoreciendo su apoptosis por estimulo de la
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produccién del factor de crecimiento tumoral b (TGF b) por los
osteoblastos, ademas de inhibir la produccion de IL-6, el principal estimulo
para la resorcion. Previenen también la apoptosis osteoblastica. La
deficiencia estrogénica incrementa ademas la apoptosis de los osteocitos,
lo que, segun se ha propuesto, altera la funcion mecanosensora del
sistema canalicular de reparacion de microdafios contribuyendo a la
fragilidad 6sea. Tanto in vivo como in vitro los estrégenos estimulan la
produccion de OPG y suprimen la de RANKL, mientras que la testosterona
inhibe ambas moléculas'. Es posible que exista un efecto diferencial

sobre otras moléculas reguladoras de la osteoclastogénesis.*®

7. Progesterona: Son anabolizantes sobre el hueso, bien directamente, a

través de los osteoblastos, que poseen receptores para la hormona o bien
de forma indirecta, mediante la competicion por los receptores

osteoblasticos de los glucocorticoides. 41
8. Insulina: Estimula la sintesis de la matriz directa e indirectamente, a través
del aumento de la sintesis hepatica de IGF-I (factor de crecimiento

analogo a la insulina-l) #

9. Glucocorticoides: A dosis alta tienen efectos catabdlicos sobre el hueso,

ya que inhibe la sintesis IGF-I por los osteoblastos, y suprimen
directamente la BMP-2 y el Cbfa 1, factores criticos para la
osteoblastogénesis. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que
a dosis fisiolégicas tienen capacidad osteogénica favoreciendo la

diferenciacion osteoblastica. 2

10.Hormona de Crecimiento (GH): Actia directamente sobre Ilos

osteoblastos, con receptores para la hormona, estimulando su actividad,
lo que produce un aumento en la sintesis de colageno, osteocalcina, y
fosfatasa alcalina. La accién indirecta se produce a través del aumento
IGF-1y Il por los osteoblastos. Estos factores favorecen la proliferacion y
diferenciacién de los osteoblastos aumentando el numero y funcion.

Ademas, se considera la GH como un factor de crecimiento local, ya que
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no solo se sintetiza en la adenohipdfisis, sino en casi todas las células del
organismo, incluidos los osteoblastos, teniendo un efecto autocrino y

paracrino, ademas de endocrino. 242

Factores Locales: El remodelado 6seo también esta regulado por numerosos

factores locales, tanto paracrinos como autocrinos, entre ellos estan los factores
de crecimiento, las citoquinas y las proteinas de la matriz 6sea (moduladores de
la accién de otros factores locales). (Fig.14)

Las células 6seas cumplen un papel importante por la produccion de

prostaglandinas y o&xido nitrico, asi como de citoquinas y factores de

crecimiento.”

Estimulan formacion Estimulan reabsorcion Inhiben reabsorcion
BMP-2 { Proteina morfogenética dsea-2) TNF (Factor de necrosis tumoral)
BMP-4 { Proteina morfogenética dsea-4) EGF (Factor de crecimiento epidérmice)

Factores BMP-& { Proteina morfogenética dsea-6) PDGF (Factor de crecimiento derivado

de BMP-T { Proteina morfogenética dsea-T) de las plaquetas

crecimiento IGF-1 {factor andlogo a la insuling I) FGF (Factor de crecimiento fibrablistico)
IGF -1I (Factor anilogo a la insulina II) M-CSF (Factor estimulante de colonias
TGF-p (Factor transtormante del de macrafagos)
crecimiento i) GM-CSF (Factor estimulante de colonias

FGF (Factor de crecimiento fibroblasticoy | de granulocitos y macréfagoes)
PDGF (Factor de crecimiento derivado de
las plaquetas)

VEGF {Factor de crecimiento vascular
endotelial)

IL-1 {Interleuquina -1)

IL-6 { Interleuquina -6)

IL-8 (Interlenquing -8)
IL-11 (Interleuquina -11)
Citoguinas PGE: (Prostaglandina E-2)
PGE; (Prostaglandina E-1)
PGG: (Prostaglandina G-2)
PGl (Prostaglandina 1-2)
PGH:(Prostaglandina H-2)

IFMN-y (Interferdn v)
IL-4 {Interlenquina-4)

Fig. 14. Factores locales reguladores del modelado 6seo

1. FACTORES DE CRECIMIENTO: Son polipéptidos producidos por las

propias células éseas o0 en tejidos extra O0seos, que actuan como

moduladores de las funciones celulares, fundamentalmente sobre el

crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular.

e |GF-l y Il (Insulin like Growth Factor | y 1l): Son polipéptidos

similares a la insulina sintetizados por el higado y los osteoblastos.

Se hallan en gran concentracion en la matriz osteoide.
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Incrementan el numero y funcion de los osteoblastos, favoreciendo
la sintesis de colageno. Estan regulados por hormonas y factores
de crecimiento. Asi la GH, los estrogenos y la progesterona
aumentan su produccion, mientras que los glucocorticoides la
inhiben.*®* Asimismo, median en la interaccién osteoblasto-
osteoclasto e intervienen de forma activa en el remodelado 6seo.*?
El IGF-Il es el factor de crecimiento mas abundante de la matriz

0sea, siendo importante durante la embriogénesis.?

TGE- B (Transforming Growth Factor- 3): Son una superfamilia de

proteinas muy abundantes en el tejido 6seo. Estan presentes en
la matriz en forma latente y se activan durante la reabsorcion

osteoclastica. 44

Es un potente estimulador de la formacion 6sea, potenciando la
diferenciacién osteoblastica y la sintesis de la matriz osteoide e
inhibiendo la sintesis de proteasas (Las MMP metaloproteasa por
ejemplo). Ademas, inhibe la reabsorcion al reducir la formacion y
diferenciacién de los osteoclastos, asi como la actividad de los
osteoclastos maduros y estimular su apoptosis.*®> Estimula
ademas la sintesis de OPG, por lo que se considera una sefal
crucial entre las células que mantienen el remodelado 6seo y

desempefia un importante papel en la reparacion de fracturas.*®

BMP___ (Bone _ Morphogenetic _ Proteins): Las  proteinas

morfogenéticas 6seas (BMPs) son un conjunto de proteinas
enddégenas que pertenecen a la familia de factor de crecimiento
transformante beta (TGF-b). Constituyen un grupo de 15 proteinas
capaces de conseguir la transformacién de tejido conjuntivo en
tejido éseo, por lo que se consideran autoinductivas. Asimismo,
son capaces de estimular la diferenciacion de células
pluripotenciales hacia diferentes lineas celulares (tejido adiposo,
cartilago y hueso). Son muy abundantes en el tejido éseo, durante

la embriogénesis participan en la formacién de hueso y cartilago.*
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Actualmente se las considera como los factores mas potentes de
la diferenciacion osteoblastica.*” Canalis et al., creen que ademas
de estimular la osteogénesis inhiben la osteoclastogénesis.*®

Las BMPs fueron descritas por el Dr. Marshal Urist en 1965 al
implantar matriz ésea desmineralizada extraida de bovino a nivel
intramuscular en ratas y conejos y observar la produccidon 6sea
ectdpica en el sitio de implantacién; El lo denominé “formacion
Osea por autoinduccién”. Urist atribuyd el proceso a la presencia
de una proteina que atrae células mesenquimaticas
pluripotenciales e induce formaciéon ésea local, por lo que la

denominé proteina morfogenética 6sea (BMP).4°

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor): Por un lado, estimula la

sintesis proteica llevada a cabo por los osteoblastos, y por otro

favorece la reabsorcion 6sea. Ayuda la cicatrizacion al generar la
proliferacion de los fibroblastos, células musculares lisas, estimula
la neovascularizacion y la sintesis de colageno, por lo que

favorece la cicatrizacion. °°

FGF (Fibroblastic Growth Factor): Es anabolizante éseo, ya que

es mitébgeno de los osteoblastos y las células endoteliales

vasculares, asi como de los fibroblastos.®’

EGF (Epidermal Growth Factor): Es un potente mitégeno de las

células de origen mesodérmico y ectodérmico. Respecto al hueso,
podria tener una doble accion, formadora y destructora (esta

ultima es la mas conocida). %

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor): Induce a la

angiogénesis y la proliferaciéon endotelial vascular. Produce

vasodilatacién e incremento de la permeabilidad vascular. 2
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¢ GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor):

Es importante para la osteoclastogénesis y puede intervenir en la

patologia de la osteopetrosis.?

e M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor): Es producido por

los osteoblastos y células del estroma medular y es requerido
como factor esencial en las primeras fases de Ia
osteoclastogénesis para la formacion de células gigantes

multinucleadas. 23

e TNF (Tumor Necrosis Factor): El factor de necrosis tumoral in vitro

estimula la reabsorcién 6sea. %

2. PROTEINAS DE LA MATRIZ: Las proteinas de la matriz actdan como

moduladores de los factores de crecimiento.%? Hay que tener en cuenta

que las proteinas de la matriz se hallan a una concentracion mil veces
mayor que los factores de crecimiento, por lo que podrian jugar un papel
mas importante en la regulacion de las diferentes funciones celulares.>?

Por otro lado, estas proteinas de la matriz también participan en la
regulacion de la diferenciacion de las células contenidas en la matriz. Por
ejemplo, el colageno tipo | es uno de los marcadores mas tempranos que
regulan las células osteoprogenitoras, y la fosfatasa alcalina, es una
proteina de superficie que podria participar en la regulacion de la
proliferacién, migracion y diferenciacion de las células de las células

osteoblasticas. =

3. CITOQUINAS: Son polipéptidos sintetizados en las células linfociticas y

monociticas que juegan un papel importante en multiples funciones
celulares. Poseen un efecto autocrino y paracrino y en el hueso son

importantes las siguientes:

e Interleuquina 1 (IL-1): Estimula directamente la reabsorcion

osteoclastica, incrementando la proliferacion y diferenciacion de los
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preosteoclastos, asi como la actividad osteoclastica, ademas de
inhibir la apoptosis de los osteoclastos. Es un factor activador de

los osteoclastos maduros.*

e |Interleuquina 6 (IL-6): Estimula precursores hematopoyéticos, lo

que de forma indirecta estimula la formacion osteoclastica.
Estimula la reabsorcion 6sea y parece implicada en la enfermedad
de Paget.>* Se cree que juega un papel importante en las etapas
iniciales de la osteoclastogénesis. Se produce en respuestaa PTH,
IL-1y 1,25(0OH)2D3.%

e Interleuquinas 4,13 v 10: inhiben la maduracién osteoclastica.*

e Interleuquina 11 (IL-11): Se produce en la medula ésea. Estimula

la produccion de RANKL por los osteoblastos e induce la

osteoclastogénesis. # %

e Interleuquina 12 y 18: inhiben la formacién de osteoclastos. #°

e Prostaglandinas (PG): in vitro favorecen la reabsorcion o6sea.

Estudios in vivo, midiendo los niveles de prostaglandinas en el
liquido crevicular han demostrado su participacion en la

destruccion 6sea que se presenta en la enfermedad periodontal.>®

4. OXIDO NITRICO: La fuente principal de éxido nitrico en el hueso son los
osteoblastos y las células endoteliales. Ha cobrado importancia en los
ultimos afos como regulador del remodelado, ya que es un mediador del
efecto anabdlico de los estrogenos y de la respuesta mecanica del hueso,

y ejerce también efectos de inhibicion osteoclastica.*

5. LEPTINA: La leptina es una hormona liberada desde el tejido adiposo con
efecto regulador del apetito y de la funcién reproductora por accién en el
sistema nervioso central. Recientemente se ha destacado su efecto sobre
el esqueleto, y se han demostrado receptores para leptina en células
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mesenquimales preosteoblasticas y osteoblastos maduros. Su efecto es
anabdlico ya que promueve la diferenciacion osteoblastica, aumenta la
sintesis de proteinas de la matriz y reduce su apoptosis. Disminuye
también la funcién osteoclastica por aumento de OPG y descenso de
RANKL.*

1.6 ACOPLAMIENTO ENTRE OSTEOBLASTO Y OSTEOCLASTO
(SISTEMA RANK-RANKL-OPG)

Es evidente que el mantenimiento de la integridad del esqueleto requiere un
acoplamiento adecuado entre osteoblasto y osteoclasto. Cuya actuacion debe
ser coordinada, de manera que se activen en el mismo lugar y en una secuencia

temporal correcta y, ademas, que lo hagan con una eficiencia similar.

Los osteocitos v el inicio del remodelado

A la hora del remodelado, se piensa que en ello desempafia un papel importante
los osteocitos, marcando el lugar donde debe producirse la activacion de los
precursores osteoclasticos para iniciar la resorcion. Por lo que estos actuarian
como sensores de situaciones inductoras de remodelado, como la aparicion de
microfracturas o la modificacion de las fuerzas mecanicas a la que esta sometida
el esqueleto. De hecho, se piensa que la apoptosis de los osteocitos puede
desencadenar el inicio del remodelado. Los mecanismos intimos se desconocen,
pero se han observado osteocitos apoptéticos en zonas de microfracturas y en

la proximidad de focos de resorcion.>¢ (Fig. 15)
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Fig. 15. Esquema del acoplamiento en el remodelado dseo segun las

Los osteocitos no presentan conexiones fisicas con las células de la medula. Por
lo tanto, si actuan sobre precursores osteoclasticos, lo debe hacer a través de
mecanismos humorales. De hecho, se ha demostrado que estas células
producen diversos mediadores quimicos que pueden influr en la
osteoclastogenesis, como éxido nitrico, TGF beta, prostaglandinas o RANKL.%’

Otra posibilidad es que la activacién sea indirecta, a través de las células de
revestimiento, mediante sefiales enviadas por los osteocitos. Este linaje celular
se despega de las superficies 6seas y constituyen una especie de cupula que

constituye el llamado “espacio de remodelado” donde se inicia la resorcion.>®

Modulacion de la osteoclastogénesis por los osteoblastos:

Por otro lado, las células osteoblasticas sintetizan algunos factores que son
esenciales para la diferenciaciéon de los osteoclastos. Uno de ellos es el factor
estimulante de las colonias de tipo monocito macréfago (M-CSF o CSF-1). Su
importancia se visualiza en algunos estudios sobre modelos experimentales
murinos en los que la falta de M-CSF impide la formacion de osteoclastos y

conduce a la aparicion de osteopetrosis.
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SISTEMA RANKL-RANK-OPG

Otro factor critico para la formacion de osteoclastos es el RANKL (ligando del
receptor activador del Factor Nuclear Kappa B). La principal fuente de RANKL
son los Linfocitos T y los osteoblastos. Este factor pertenece a la familia del TNF.
Cuando se fija a su receptor RANK presente en la membrana de los precursores
osteoclasticos induce una serie de sefiales que promueven la diferenciacion de
estos y la formacion de osteoclastos. %9 60

Cuando RANKL, interacciona con su receptor RANK, se activan diferentes vias
de sefalizacion intracelular en el precursor del osteoclasto que induce la
expresion de genes promoviendo su diferenciacion y activacién. Tras el contacto,
la parte citoplasmatica de RANK interacciona con proteinas adaptadoras
conocidas como TRAF. Estas proteinas son de vital importancia, tal es asi que
modelos murinos KnockOut para TRAF6, en los que se bloquea la expresiéon de
este gen, desarrollan osteopetrosis al carecer de osteoclastos.®’

Varios factores humorales que promueven la resorcion de hueso actuan, al
menos en parte, incrementando la expresiéon de RANKL. Es el caso de la
parathormona, la 1,25 dihidroxivitamina D o algunas citocinas, como la IL-6.6?
Ademas de RANKL, los osteoblastos producen otra citoquina como lo es la
osteoprotegerina (OPG), que es un inhibidor del RANKL. La OPG se une al
ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKL) neutralizando
Su accion, y de esta manera inhibe la osteoclastogénesis Actua como sefiuelo,
se fija al RANKL e impide la interaccion de este con su receptor RANK.*¢

En cualquier caso, el sistema RANKL-RANK-OPG desempefa un papel esencial
en la osteoclastogénesis. Existen numerosos datos clinicos y experimentales
que lo demuestran. De hecho, los animales en los que se bloquea la expresion
de RANKL desarrollan osteopetrosis. Por el contrario, cuando se bloquea la

expresion de OPG desarrollan osteoporosis.®® (Fig. 16)
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Fig. 16. Efectos de los factores hormonales sobre RANKL y osteoprotegerina.

1.7 BIOSINTESIS DEL COLESTEROL

El colesterol desempena funciones muy importantes en el ser vivo ya que forma
parte de las membranas celulares y es el precursor de los acidos biliares y de
las hormonas esteroideas.

Las células de los mamiferos, utilizan el colesterol que se genera a través de las
vias enddgenas y exégenas.

e Ruta exdgena: El colesterol se incorpora a las células gracias a las
lipoproteinas, especialmente la LDL (lipoproteina de baja densidad). Esta
molécula es introducida en la célula mediante un mecanismo de
endocitosis ©3, siendo a continuacién degradadas las lipoproteinas en el
interior de los lisosomas y el colesterol reciclado.

e Ruta enddégena: Cuando no hay LDL plasmatica, se pone en marcha un
proceso de sintesis celular a través de las propias rutas endoégenas que
posee la célula. %

En las células eucariotas el proceso de biosintesis del colesterol se lleva a cabo
en diferentes compartimentos celulares. Asi, formacién del HMG-CoA a partir del

acetil-CoA se produce en el citosol y en los peroxisomas gracias a la accion de
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la HMG-CoA sintasa. La reduccién del HMG-CoA hacia mevalonato tiene lugar
en el reticulo endoplasmico y en los peroxisomas, catalizado por la accion de la
enzima HMG-CoA reductasa. Y es éste el paso limitante en la sintesis del

colesterol. (Fig. 17)
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Fig. 17. Via de sintesis del colesterol, denominada via del Mevalonato.

Durante todo el proceso se genera, ademas del colesterol, varios subproductos
de gran importancia. Entre ellos se destacan, los lipidos isoprenoides farnesil
pirofosfato (FPP) y geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Estos dos ultimos lipidos
son claves para que se pueda producir la isoprenilacion de pequefias proteinas
GTPasas.*

Isoprenilacion proteica
En la via del mevalonato se forman dos intermediarios de gran valor bioldgico.

1- El farnesil pirofosfato (FPP), que tiene 15 carbonos
2- El geranilgeranil pirofosfato (GGPP), tiene 20 carbonos.
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Se entiende por isoprenilacion proteica a aquel proceso mediante el cual se
modifican diversas proteinas tras la adicion de los lipidos isoprenoides, como es
el caso del FPP o del GGPP. (Fig.18)
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Fig 18. BIOSINTESIS DEL COLESTEROL Y FORMACION DE PFF Y GGPP.

Numerosas son las proteinas que son modificadas mediante este proceso de
isoprenilacion y se sabe que éstas juegan un papel critico en procesos
intimamente relacionados con la actividad celular. Asi, las proteinas Ras y Rho
son, entre otras, los mayores sustratos para la isoprenilacion con FPP y GGPP
para poder unirse a la membrana y con ello completar su actividad biologica.

Los anclajes de estas pequenas proteinas a la membrana requieren de la
prenilacion de los compuestos antes mencionados. Las proteinas Ras estan

farnesiladas y las proteinas Rho estan geranilgeraniladas. %°

1.8 SIMVASTATINA

La simvastatina es un farmaco de la familia de las estatinas utilizado para
disminuir los niveles de colesterol en sangre. Su importancia es grande, dada la

trascendencia del colesterol como factor de riesgo cardiovascular.”
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La simvastatina (C25H3805) es una modificacion quimica de la lovastatina, que
consiste en el reemplazo en la cadena lateral del grupo 2-metil-butiril de la
lovastatina por un grupo 2,2 dimetil-butiril .

Las concentraciones de simvastatina en médula 6sea provenientes de su
administracién sistémica no han sido bien establecidas todavia, pero los
osteoblastos y los osteoclastos podrian estar expuestos a muy bajas
concentraciones con pautas orales de administracion.®”

La Simvastatina es uno de los farmacos mas comunmente prescritos para el
tratamiento de la hipercolesterolemia, debido a que inhibe la via del mevalonato
anulando la accion de la enzima 3-hidroxi-3metil-glutaril Coenzima A reductasa
(HMG-CoA reductasa) impidiendo la sintesis de colesterol. La HMG-CoA
reductasa convierte HMG-CoA a mevalonato y es la enzima determinante en la
sintesis de colesterol. Hay una inhibicion competitiva entre la enzima y el
farmaco. %

Ademas de los efectos hipolipemiantes de la simvastatina, recientemente se han
estudiado efectos pleiotrépicos, como son la inhibicidon de crecimiento tumoral y
metastasis, promocién de la angiogénesis, descenso del péptido B-amieloide,
supresion de linfocitos T, etc.’

En particular, uno de los efectos que mas puede influir en el campo de la
odontoestomatologia es la capacidad de la simvastatina de promover la
diferenciacién osteoblastica, provocada por la estimulacién de la produccion de
la proteina morfogenética 6sea (BMP). Ademas, se observd en estudios que
inhibe la actividad osteoclastica. 7> '* 6 También se ha estudiado la posibilidad
de que la simvastatina aumente el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), favoreciendo también asi la formacion 6sea. ’

Sin embargo, existe controversia en el potencial de las mismas en la
regeneracion 0sea, ya que a ciertas dosis puede provocar inflamacién local sin
efectos visibles en cuanto a la mejora de formacién de hueso. ’

La estrategia que se intenta desarrollar con la combinacion de simvastatina con
los materiales aloplasticos y heterdlogos disponibles en el mercado es producir,
mediante estimulos externos, una estimulacion de las células del organismo y
provocar de esta forma una reparacion local del tejido éseo de una forma éptima

en el menor tiempo posible. 7% 71. 72
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¢ Como actuaria la Simvastatina en la reqeneracion 6sea?

La evaluacion de la expresion de la BMP-2 es la forma mas indicada para
investigar la capacidad de curacion ésea y regeneracién. Las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs) son factores de induccion 6sea que actuan sobre
las células mesenquimales inmaduras, incluidos los osteoblastos, promoviendo
la osteogénesis. " 73

Las estatinas, y la simvastatina en particular promueven la diferenciacion
osteoblastica. La simvastatina ha demostrado que invierte los efectos supresivos
del factor de necrosis tumoral (TNF) e impide la inhibicion de BMP-2 mediada
por la fosforilacion 1,5 y 8 de Smad. Esto se daria mediante el antagonismo de
la Simvastatina con el TNF alfa con Ras/Rho/Mitogen Protein Kinasa Activada

(MAPKSs) aumentando la sefalizacion de las BMP-Smad. * 3(Fig. 19)
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Fig. 19. Un mecanismo por el cual la simvastatina antagoniza la inhibicion de TNF-a en la
diferenciacioén osteoblastica inducida por BMP-2. La simvastatina respalda la diferenciacion de
osteoblastos inducida por BMP-2 que se muestra como la expresion de Runx2 y la activacion de
ALP a través de la via de antagonismo de TNF-a-a-MAPK y el aumento de la sefializacion de
Smad1,5,8. La via SAPK/JNK que es inducida por TNF-a es un regulador importante para
suprimir la sefalizacion de BMP (Mukai et al. 2007). La activacion de la via del mevalonato
conduce a la modificacion postraduccional de Ras y Rho, como la farnesilacion y la
geranilgeranilacion. Las proteinas Ras/Rho activadas son componentes clave para las cascadas
de quinasas transductoras de sefiales, incluidas ERK1/2 y SAPK/JNK. La simvastatina previene
la localizacion de Ras/Rho en la membrana inducida por TNF-a y también reduce la expresion
de TNFR en células C2C12.
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El potencial efecto positivo de las estatinas sobre la formacion ésea puede
explicarse a partir de 3 mecanismo: 1) la promocion de la osteogénesis, 2) la
inhibicién de la osteoclastogénesis. 3) la supresion de la apoptosis de los

osteoblastos. 76

1- La promocion de la osteogenesis:

Parece estar ligada a los mecanismos de prenilacion como modificacion
postraduccional necesaria de ciertas proteinas clave de algunas cascadas de
sefalizacion. La enzima HMG-CoA reductasa cataliza la sintesis de mevalonato,
el cual es un paso limitante para las reacciones de formacion de los isoprenoides
farnesil y geranil pirofosfato, que son los primeros pasos para la sintesis de
colesterol.

El efecto principal de las estatinas radica en una disminucién de la actividad
catalitica de la HMG-CoA reductasa, de la trasformacion de HMG-CoA hacia
mevalonato y, finalmente, de la formacion de farnesil y geranil-pirofosfato. Estos
compuestos son esenciales para la prenilacion de proteinas pequenas de union
al guanosina trifosfato (proteinas G monoméricas)’’, las cuales requieren de
prenilacion para su activacion y anclaje a las membranas celulares, lo cual
finaliza en una serie de eventos de transduccion de sefales. Un ejemplo de estas
proteinas G monoméricas preniladas es Rho, que ha evidenciado tener un papel
antiosteogénico. Existe evidencia de que Rho y su proteina blanco, la Rho-
cinasa, tienen un efecto negativo en la formacion dsea’® y su inhibicién promueve
la diferenciacion osteoblastica. "®

Una consideracion a tener en cuenta para explicar su accion es la similitud que
tiene en su via de accién con los Bifosfonatos, los cuales son compuestos
nitrogenados utilizados para diferentes patologias Oseas, entre ellas la
osteoporosis. Estos compuestos actuan en la via del mevalonato inhibiendo la
accion del FPP y el GGPP generando una detencién en la reabsorcién ésea y

desencadenando un aumento de la densidad del mismo tejido. &
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Fig. 20. En la siguiente imagen se observa como las estatinas actuan inhibiendo la accién de la
enzima HMG-CoA reductasa, disminuyendo la formacion de compuestos tales como el farnesil
pp y el geranilgeranil pp. Asi mismo se observa en el grafico la accion de los bifosfonatos,
farmacos bien conocido en cuanto a su efecto sobre la osteosporosis. Estos ultimos generan un
aumento de la masa désea a expensas de la inhibicién de la reabsorcion y a un aumento en la
neoformacion, y actian inhibiendo la accion del farnesil pp y el geranilgeranil pp. Las inhibiciones

de estas evitan la prenilacién de proteinas.
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2- La inhibicion de las osteoclastogénesis:

Una de las explicaciones seria la deficiente prenilacion de las proteinas
requeridas para esta funcién celular explicada en el punto anterior.

La otra, tiene conexion con la via de sefializacion de la osteoprotegerina
(OPG). Esta es una proteina que actua como receptor sefiuelo del RANKL
(ligando del receptor activador nuckear kB). Estudios demostraron que la
simvastatina incremento la expresion del ARNm de OPG causando una
disminucion de la expresion del correspondiente transcripto de RANK-L. &'
Actualmente se sabe que los osteoblastos son fundamentales para la formacién
de osteoclastos. Asi, el factor estimulante de las colonias de macréfagos (M-
CSF) producido por los osteoblastos es requerido en las primeras fases de la
osteoclastogénesis para la formacion de células gigantes multinucleadas. Los
conocimientos actuales acerca de la regulacion de la osteoclastogénesis se
basan en la existencia de 3 moléculas clave: OPG (osteoprotegerina, proteina
sintetizada por osteoblastos y pre-osteoblastos), RANKL (ligando situado en la
superficie de osteoblastos y pre-osteoblastos) y RANK (receptor del anterior
situado en la membrana de osteoclastos y pre-osteoclastos). EIl RANKL es una
citoquina transmembrana perteneciente a la familia del factor de necrosis tumoral
(TNF). La interacciéon entre RANKL y su receptor RANK produce una activacion
de la diferenciacion y de la actividad osteoclastica, aumentando la reabsorcion.
Asimismo, los efectos del RANKL tanto in vivo, como in vitro son inhibidos por la
osteoprotegerina (OPG), proteina circulante producida por los osteoblastos y
pre-osteoblastos perteneciente a la superfamilia de los receptores de TNF.
Cuando se unen OPG y RANKL se inhibe la union de RANKL a RANK 'y se inhibe
la diferenciacion osteoclastica. Por ello OPG, RANK y RANKL son importantes

reguladores de la osteoclastogénesis. * (Fig. 21)
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Fig. 21. Efecto sefiuelo de la osteoprotegerina (OPG) sobre el ligando RANK (RANKL) del
osteoblasto. De esta forma no se desencadena la activaciéon de los osteoclastos y por ende la
accion de la osteoclastogénesis.

3- La supresion de la apoptosis de los osteoblastos:

Se ha descripto cierto grado de inhibicion apoptética modulado por simvastatina,
el cual es explicable por el aumento de la expresion de la proteina Smad 3
(mother against decapentaplegic homolog 3)%. Las proteinas Smad 3 son
transductores de sefiales y moduladores transcripcionales activados por el factor
transformante beta (TGF Beta) el cual ejerce un factor critico en la formacion
Osea. 82

Las proteinas efectoras especificas denominadas Smads son los principales
transductores en la superfamilia del TGF-B, con la funcion de mediar la
sefnalizacion del receptor desde la superficie celular hasta los genes diana en el

nucleo. Se pueden clasifican en 3 grupos:

e R-Smads o Smads que recluta el receptor: Smad1, Smad2, Smad3,
Smad5 y Smad8

e El mediador comun de Smad o Co-Smad: Smad4

e Smads inhibitorios: Smad6 y Smad7
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Por lo que, en la mayoria de los miembros de la familia, una vez unido el ligando
la actividad serinal/treonina del receptor Il fosforila y activa el receptor de tipo I,
que recluta y fosforila, a su vez, las R-Smads. Desde la nueva conformacion
aumenta la afinidad por el Co-Smad, Smad4 formandose un complejo (R-Smads-

Smad4) que se acumula en el nicleo.® (Fig. 22)

Se ha descrito que las BMPs también podrian desencadenar vias de
sefalizacion no-candnicas o no-Smads que, en ciertos contextos, son
fundamentales para los efectos bioldgicos de las BMPs.84 &, Se incluyen las vias
MAPK (p38, ERK y JNK), PIBK/AKT, NF-kB, Wnt y Rho-GTPasa.

BMP pathway TGF-p—activin pathway

RIl RI Ril ) RI
Plasma Pp Pp
membrane

SMAD 4

Cytoplasm

P
R-smad f
Nucleus
Regulation of
[ o | target genes

Fig. 22. Activacion de las proteinas SMAD via BMP o TGF-B cuando se forma un dimero entre
RI'Y RII, lo que genera una estimulacion de la sintesis de proteinas celular con accion autécrina
y paracrina, generando un aumento de las BMPen la zona de accion.
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Teniendo en cuenta lo mencionado de que la Simvastatina aplicada en ratas de
laboratorio, aumentaria la sintesis de la proteina morfogenética ésea 2 (BMP-2)
y asi la formacion de nuevo hueso, que estimula la proliferacién, diferenciacién
y maduracion de los osteoblastos, aumentando de esta manera la densidad 6sea
acortando los tiempos de regeneracidén 6sea, es que se plantea la HIPOTESIS
de que la Simvastatina en conjuntos con el injerto éseo bovino aplicada en
defectos estructurales de ratas de laboratorio, responden de mejor manera en
cuanto a calidad y cantidad de hueso regenerado que los defectos Oseos

tratados con solo el injerto.
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3.

OBJETIVOS

Objetivo General

Disefar una estrategia frente a los defectos estructurales del hueso.

Objetivos Especificos

4.

Identificar factores que favorezcan la neoformacion dsea.

Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento una matriz de hueso

bovino desproteinizado (DBBM).

Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento de la simvastatina en dosis
de 0,1 mg asociado a una matriz de hueso bovino desproteinizado
(DBBM).

Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento de la simvastatina en dosis
de 0,5 mg asociado a una matriz de hueso bovino desproteinizado
(DBBM).

Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento de la simvastatina en dosis
de 2,5 mg asociado a una matriz de hueso bovino desproteinizado
(DBBM).

HIPOTESIS:

La Simvastatina en conjuntos con el injerto 6seo bovino aplicada en defectos

estructurales de ratas de experimentacion, responden de mejor manera en

cuanto a calidad y cantidad de hueso regenerado que los defectos 6seos

tratados con solo el injerto.
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5.  MATERIALES Y METODOS

1. DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo se desarroll6 en el laboratorio de animales de experimentacion (LAE)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata
(FCVUNLP), que posee las instalaciones y equipamiento adecuado de acuerdo
con los estandares internacionales. (Guide for and Use of Laboratory Animals
(EighthEdition)). (International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animals (CIOMS)).

Durante el proceso experimental se contdé con la supervision de médicos
veterinarios especializados en animales de laboratorio.

El protocolo correspondiente al procedimiento experimental que se realizé en los
animales se presentd en la FCVUNLP, para ser evaluado por el CICUAL (Comité

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio).
P Consideraciones éticas: Este proyecto fue evaluado y aprobado por el

Comité Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
de la FCV — UNLP (CICUAL FCV UNLP) bajo el cédigo: 60-5-16T

2. GENERALIDADES

Disernio del Estudio

e Tipo de estudio: Experimental cuanti-cualitativo, prospectivo.

Variables
» Variables Independientes:
e Grupo CONTROL: Matriz de hueso bovino desproteinizado (DBBM).
e Grupo SIM 0,1mg + INJERTO: Solucién de simvastatina al 0,1 en 0,5
mg Matriz de hueso bovino desproteinizado (DBBM).
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e Grupo SIM 0,5 mg +INJERTO: Solucién de simvastatina al 0,5 en 0,5
mg Matriz de hueso bovino desproteinizado (DBBM).
e Grupo SIM 2.5 mg + INJERTO: Soluciéon de simvastatina al 2,5 en 0,5

mg Matriz de hueso bovino desproteinizado (DBBM).

> Variables Dependientes:

e Cantidad de Neoformacién Osea.

e Calidad de Neoformacion Osea.

UNIVERSO Y MUESTRA

Se utilizaron 20 ratas macho de cepa Wistar (WKH/HokLAE), procedentes del
bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
Plata (UNLP), de 25 semanas de edad y de aproximadamente 500 gr. de peso.
Las mismas fueron escogidas por muestreo aleatorio simple y luego fueron

divididas en 4 grupos de acuerdo a las variables independientes.

METODOS E INSTRUMENTO PARA LA RECOLECCION DE DATOS

e Observacion directa.

e Estudios de los cortes histoldgicos realizados por computadora.
PLAN DE TABULACION Y ANALISIS
Cada una de las variables independientes se midi6 segun sus indicadores, y
luego se tabuld, de acuerdo al efecto producido sobre las variables dependientes

de la siguiente manera:

e Cantidad de Hueso Neoformado: Se midié la superficie de hueso

regenerado en funcién del defecto creado artificialmente, utilizando el
programa de adobe Photoshop 2020. Para esto se tomdé un corte

transversal en el centro del defecto de cada uno de los fémures de cada

grupo.
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e C(Calidad de Hueso Neoformado: Se realizd6 un estudio cualitativo en

funcién de la disposicion de la microarquitectura del tejido éseo, mediante

la observacion directa de cada muestra en el microscopio.

3. DESARROLLO DE LA METODOLOGIA (MODELO ANIMAL)

Se analizaran a continuacion los puntos principales del modelo, teniendo en

cuenta los detalles que fueron evaluados, hasta arribar al modelo definitivo. 4

ELECCION DEL MODELO ANIMAL: FUNDAMENTACION

La eleccion de la rata como modelo animal de experimentacion obedece en
mayor medida al hecho de que las mismas poseen un metabolismo mas
acelerado que otros animales, lo cual permite acortar los tiempos en una
investigacion.

Para asegurar una minima, o nula, variacion entre los individuos que integran la
muestra se eligieron animales endocriados, libres de patégenos especificos
(SPF).

La eleccidn del sexo de los animales se debid a que, los machos presentan una
menor variacion hormonal. En este caso, juegan un papel importante las
hormonas esteroides que intervienen en el metabolismo 6seo, como por ejemplo
los estrogenos. Esa variacidon en la secrecion de los estrogenos, podria influir en
el reparo del defecto 6seo entre hembra y hembra, dependiendo del estadio del

ciclo ovarico que el animal estuviera cursando durante el experimento. 4

ELECCION DEL METODO ANESTESICO

En este trabajo se utilizé el método de anestesia inhalatoria usando como agente
anestésico el isoflurano. Se eligié este método por la seguridad y el tiempo del
procedimiento quirurgico experimental sobre el animal y la rapida recuperacion

del individuo cuando se dejaba de administrar el anestésico.
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PROCEDIMIENTO QUIRURGICO EXPERIMENTAL

Depilacion de la zona anatémica (Tricotomia)

Incisiones: Se realizaron con bisturi Bard-Parker N° 3 y hoja de bisturi N° 15.
Las incisiones se realizaron en la zona del muslo izquierdo por planos, primero
la piel y luego el musculo. Por palpacion se identifica el fémur, y el largo del
mismo, el principal objetivo en este punto es distinguir las articulaciones fémoro-
tibial y coxo-femoral. En base a esto se traza una incisién en piel del largo
adecuado, idealmente de articulacion a articulacién. Una incision chica
dificultaria la vision operatoria, mientras que una incision mayor determinaria una
herida mas importante lo que conlleva a una sutura mayor con posible reapertura
de la herida.

Una vez completada la incisién en piel, se continia en el plano muscular
divulsionando las capas musculares con tijeras punta roma. De esta manera, no
solo no corremos riesgos de lesionar vasos sanguineos, sino que también la
apertura es mas rapida, prolija y facilita la cicatrizacion.

Una vez identificado el hueso, se posiciona dos separadores de tipo Farabeuf
chicos, uno por cada lado del fémur, obteniendo de esta manera un acceso al
fémur con los labios de la herida separados, listo para poder trabajar. Por ultimo,
se limpia bien la superficie ésea a intervenir, eliminando todo el periostio con la

ayuda de un periostétomo o con la hoja de bisturi. (Fig. 28)

Creacion de los defectos 6seos: Las perforaciones se realizaron a 1000 RPM
utilizando fresas redondas N° 8 de carburo de tungsteno para contra-angulo NSK
20.1. Se realizaron 3 perforaciones contiguas entre si sobre el fémur,
profundizando la totalidad de la parte activa de la fresa, luego se unieron las tres
perforaciones, dando como resultado un defecto de tres milimetros de ancho por
tres de profundidad y una longitud de nueve milimetros. Cabe destacar, que el
defecto se realizé con fresas nuevas, bajo abundante irrigaciéon con solucién
fisiolégica, con el fin de evitar el sobre calentamiento de hueso ya que, de otra
manera, la regeneracion seria imposible. (Fig. 29 -30) Las fresas se cambiaron
cada 5 ratas.
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Una vez tratados los defectos, se realizaron las suturas por planos, primero el

muscular y segundo el epitelial.

Sutura: Para la sutura del plano muscular utilizamos nylon monofilamento 4/0
(Keeper, China) basandonos en trabajos anteriores con resultados exitosos, en
los cuales no hubo alteracién ni aperturas de las heridas. La sutura en la piel se
hizo con una tanza delgada de 0,30mm, la cual cumplia con los requisitos

Optimos para realizar la sutura. (Fig. 32-33) 4

POSTOPERATORIO:

e Postoperatorio inmediato y recuperaciéon de la anestesia: La
recuperacion de la anestesia fue rapida gracias a la utilizacion del
anestésico inhalatorio. Una vez que cesaba el uso del anestésico, se le
aplicaba oxigeno hasta la recuperacién rapida y segura del animal. Para
evitar la hipotermia la rata permanecié durante todo el acto quirurgico y la
recuperacion post anestesia, apoyada sobre una compresa que estaba
sobre una almohadilla térmica, la cual mantuvo la temperatura corporal
del animal. Los animales una vez recuperados de |la anestesia se alojaban
en sus cajas. Todos los animales, luego de las cirugias, se mantuvieron
durante todo el ensayo en el pabellon de animales de experimentacion del
Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP (FCVUNLP),

manteniéndose bajo los factores macro y microambientales controlados.

Medicacion pre y postoperatoria:

Se les administro analgésico:

e Meloxicam 20 mg/Kg antes de la cirugia y luego cada 12 horas.
e Tramadol 20 mg/Kg cada 12 horas luego de la cirugia.
Ambos por via subcutanea, durante 5 dias postquirurgicos.
Se les administro Antibidtico:
e Penicilina G 22000 Ul cada 24 horas,
e Eritromicina 20 mg/Kg,

e Enrofloxacina 2.5 mg/Kg
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Por via intramuscular cada 24 horas durante 1 semana.

El alimento y el agua de bebida se administraron ad libitum.

4. METODOLOGIA

Se utilizaron 20 Ratas de cepa WKAH/HokLAE, machos, de 500 gr.,
provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata (FCVUNLP).

Los animales fueron divididos, por muestreo aleatorio simple, en cuatro grupos,
cada uno con 5 animales. En racks ventilados, se alojaron de a 2 animales por
caja con provision de lecho de viruta estéril. Se mantuvieron en condiciones
ambientales controladas: 23 +/- 1 grados centigrados, humedad 50/55%,
iluminacion 12 horas luz/ 12 horas oscuridad, 24 recambios de aires por hora,
evitando los ruidos y polvo. El alimento balanceado y agua autoclavada se les
administro ad-libitum, manteniendo su estatus microbioldgico de animales libre

de patdégenos especificos (SPF).

Los animales se anestesiaron utilizando isoflurano mediante el método de
anestesia inhalatoria, una vez anestesiados se realizo la depilacion en la region
del muslo, luego se incidié en la piel y tejido subcutaneo utilizando un bisturi bard
parker N° 3 con una hoja de bisturi N° 15, y finalmente se divulsioné el plano
muscular utilizando una tijera curva tipo metzenbaum, para acceder al fémur. Se
utilizaron separadores tipo Farabeuf para poder separar los tejidos blandos de
ambos lados de fémur y de esta forma poder trabajar sobre el plano 6seo para
realizar el defecto. Se utilizé6 un contra-angulo montado en un fisiodispenser y a
1000 rpm se realizé el defecto 6seo de 3x3x9 mm utilizando una fresa N° 8,
irrigando la zona con solucion fisioldgica. Este tipo de defecto es considerado un
defecto critico. Se denomina defecto critico a aquel que no puede cicatrizar por
si solo en forma completa.

Durante el trabajo se utilizaron diferentes dosis de simvastatina mezclada con un
injerto bovino, con la finalidad de evaluar luego la regeneracion 6sea obtenida.
Las dosis de simvastatina aplicadas sobre el injerto de hueso y su disolucion, se

describen a continuacién: (Fig. 23)
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GRUPO CONTROL.: se utilizé solo un injerto bovino (OSTIUM MAX, particulas
de 0,25 A 1,68 mm)

DOSIS. 0,1 mg: un comprimido de simvastatina 10 mg disuelto en 50 ml de
solucion fisiologica. Se tomo 0.5 ml para obtener una concentracion de
simvastatina al 0.1 mg. Estos 0.5 ml fueron colocados con 4 dias de anticipacién

dentro de un injerto bovino de 0.5 mg.

DOSIS. 0,5 mg: un comprimido de simvastatina 20 mg disuelto en 20 ml de
solucién fisiologica. Se tom6é 0.5 ml para obtener una concentracion de
simvastatina al 0.5 mg. Estos 0.5 ml fueron colocados con 4 dias de anticipacién

dentro de un injerto bovino de 0.5 mg.

DOSIS. 2,5 mg: dos comprimidos de simvastatina 20 mg disuelto en 8 ml de
solucion fisiolégica. Se tomd 0.5 ml para obtener una concentracion de
simvastatina al 2,5 mg. Estos 0.5 ml fueron colocados con 4 dias de anticipacién

dentro de un injerto bovino de 0.5 mg.

Para realizar la solucion se uso6 un agitador magnético y un recipiente que
posee un huso metalico cubierto por un plastico. El agitador posee una placa
debajo de la que se encuentra un iman rotatorio o una serie de electroimanes
dispuesto en forma circular a fin de crear un campo magnético rotatorio. (Fig
23)

Fig. 23. A- Disolucién de comprimido B- Injerto utilizado C - Injerto embebido en la solucion
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Fig. 24. Pesaje animal
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Fig. 25. Instrumental quirdrgico utilizado
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Fig. 26. Simvastatina, comprimidos de 10 y de 20 mg.

Fig. 27. Equipo de anestesia inhalatorio con un animal ya en la camara.
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1. SECUENCIA FOTOGRAFICA DE LA CIRUGIA

Fig. 28. Incision de piel y tej. subcutaneo Fig. 29. Trepanacion del fémur

Fig. 30. Union de los orificios Fig. 31. Injerto dentro del defecto éseo

Fig. 32. Sutura de musculo con nylon 4/0 Fig. 33. Sutura plano muscular finalizada
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Fig. 36. Postoperatorio inmediato Fig. 37. Postoperatorio inmediato

Finalizadas las cirugias, se les cortd el suministro del agente anestésico y se
reemplazé por oxigeno para la recuperacion de las mismas. Estas se colocaron
en sus cajas y estas en racks ventilados, donde fueron alojadas durante 30 dias.
Para asegurarse del bienestar de los animales durante el desarrollo de la
experiencia los médicos veterinarios se encargaron del cuidado de los animales
aplicandoles tanto el antibiético como el analgésico, como asi también
controlando los factores macro y microambientales y suministrandole

enriquecimiento ambiental. (Fig. 36-37)

ANTIBIOTICOS:
Penicilina G 22000 Ul cada 24 hs. Durante 1 semana
Eritromicina 20 mg/kg cada 24 hs. Durante 1 semana

Enrofloxacina 2,5 mg/kg cada 24 hs Durante 1 semana
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ANALGESICOS:
Tramadol 20 mg/kg cada 12 hs
Meloxicam 20 mg/kg cada 12 hs.

A los 30 dias de la cirugia se sacrificé a las ratas en una camara de dioxido de
carbono mediante inhalacién del mismo (30% de O2y 70% de CO2). Después de
la eutanasia se procedio a realizar la necropsia de las mismas y a la extraccion

de los fémures.

2. SECUENCIA FOTOGRAFICA POST NECROPSIA

Fig. 38. Piel a los 30 dias Fig. 39. Incision de piel. nétese el nylon

Fig. 40. Incisién plano muscular Fig. 41. Fémur extraido con defecto 6seo
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Fig. 42. Fémur extraido con defecto cicatrizado. Grupo injerto solo

Fig. 43. Fémur extraido con defecto cicatrizado. Grupo SIM 0,1 mg

Fig. 45. Fémur extraido donde se observa una pérdida de continuidad en el tejido,
con secuestros 6seos dentro. Grupo SIM 2,5 mg
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Se realiz6 una evaluacion macroscopica de los fémures extraidos mediante lupa
estereoscépica. Luego las muestras fueron fijadas en formol al 10%,
descalcificadas en EDTA, incluidas en parafina, cortadas con micrétomo,
montadas en portaobjetos y tefiidas con hematoxilina eosina, para su posterior

observacion a través de un microscopio optico.

ESTUDIOS DE LAS MUESTRAS HISTOLOGICAS. METODOLOGIA DE
MEDICION

Las muestras fueron capturadas mediante una camara de video montada sobre
microscopio Optico (Leica) y conectada a una computadora. Luego las imagenes
fueron procesadas con un analizador digital de imagenes (Adobe Photoshop
2020).

Se tomaron imagenes de los cortes histolégicos con un lente al 10X, luego se
unieron las distintas tomas fotograficas con la finalidad de armar el corte
histolégico completo.

Una vez obtenidas todas las imagenes y escaladas se procedieron a realizar las
mediciones para concretar el trabajo.

De la imagen total obtenida se tomé para obtener los resultados una superficie
de 2,5 x 2,5 mm, obteniendo de esta manera una superficie total de trabajo de
6,25 mm? en todos los cortes. Luego utilizando el programa Adobe Photoshop
2020 se determino el area total de hueso regenerado.

Los distintos elementos fueron segmentados basados en el color de la tincion
Hematoxilina-Eosina.

La evaluacién comparativa de los resultados entre los diferentes grupos se
realizé de acuerdo a la superficie total de hueso regenerado, ya que este es el

parametro mas importante dentro del presente trabajo.
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Fig. 46. imagenes seriadas a partir de las cuales se realiza luego el montaje de una
imagen Unica

Fig. 47. Imagen ensamblada para realizar la medicion de la superficie 6sea regenerada
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Fig. 48. Ejemplo de superficie sea analizada
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6. RESULTADOS

El modelo animal experimental utilizado funciond correctamente y no presento
mayores inconvenientes en su ejecucion. Tanto el injerto 6seo bovino solo, como
los combinados con las dosis de SIM. 0,1 y 0,5 mg no generaron respuestas
adversas, sin embargo, el combinado con la dosis de SIM. 2,5 mg mostré una
reaccion inflamatoria en 3 de las 5 ratas, manifestandose éstas tanto en la

superficie epitelial del animal como en el tejido 6seo.

En todos los casos el injerto 6seo, ya sea combinado o no con las dosis de

simvastatina fue de facil manipulacion.

En cuanto a la calidad ésea en relacién a su patrén arquitectonico, se observo
que tanto el injerto 6seo bovino solo, como el combinado con las dosis de SIM
0,1 fue Aceptable. El grupo de SIM 0,5 mg fue Buena, mientras que en el grupo
de SIM. 2,5 mg fue Mala.

Los resultados de superficie regenerada en mm2, considerando Media y Desvio
Estandar en cada grupo fueron: INJERTO (Control): 2,376 (0,0929), Grupo SIM
0,1mg: 2,762 (0,182), Grupo SIM 0,5mg : 3,284 (0,858) y Grupo SIM 2,5mg : 0,8
(0,39).

En la comparacion entre grupos se observan diferencias estadisticamente
significativas (P = 0,001). Anova On Ranks. (Kruskal-Wallis One Way Analysis of

Variance on Ranks)

En el post test, comparando los grupos de estudio versus control (Injerto solo)
mediante el método de Dunn, (Multiple Comparisons versus Control Group,
Dunn's Method): no se observan diferencias en la combinacién con Simvastatina
0,1 mg, pero si se observan diferencias estadisticamente significativas con
Simvastatina 0,5 mg. (P<0,05).
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Por otra parte, en la combinacion con Simvastatina 2,5 mg, no se observa

mejoria, con una diferencia negativa vs control.
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ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Column Size Missing Mean Std Dev Std. Error C.l. of Mean
INJERTO SOLO 5 0 2,376 0,0929 0,0415 0,115
SIM 0,1 mg + INJERTO 5 0 2,762 0,182 0,0816 0,226
SIM 0,5 mg + INJERTO 5 0 3,284 0,858 0,384 1,065
SIM 2,5mg + INJERTO 5 0 0,800 0,390 0,174 0,484
Column Range Max Min Median 25% 75%
INJERTO SOLO 0,240 2,520 2,280 2,380 2,302 2,422
SIM 0,1 mg + INJERTO 0,450 2,960 2,510 2,760 2,630 2,923
SIM 0,5 mg + INJERTO 2,110 4,610 2,500 2,980 2,643 3,883
SIM 2,5 mg + INJERTO 0,960 1,260 0,300 0,900 0,458 1,087

‘ 2) ESTADISTICA COMPARATIVA
GRUPOS DE ESTUDIO VS CONTROL
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Normality Test: Passed(P = 0,151)
Equal Variance Test: Failed (P < 0,050)
Group N Missing Median 25% 75%
Injerto 5 0 2,380 2,302 2,422
Injerto + Simvastatina 0,1 mg 5 0 2,760 2,630 2,923
Injerto + Simvastatina 0,5 mg 5 0 2,980 2,643 3,883
Injerto + Simvastatina 2,5 mg 5 0 0,900 0,458 1,087

H = 15,480 with 3 degrees of freedom. (P =0,001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = 0,001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunn's Method):

Comparison Diff of Ranks Q P<0,05

Injerto + Simvastatina 0,1 mg 7,800 2,085 No
Injerto + Simvastatina 0,5 mg 6,000 1,604 Yes
Injerto + Simvastatin 2,5 mg 5,400 1,443 No

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.
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MICROFOTOGRAFIAS:
A) Injerto solo

Fig. 49. Corte transversal grupo control. 4x Fig. 50. corte transversal. 10x
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Tabla 1- INJERTO SOLO. Superficie Regenerada. Cada barra en el grafico representa un
animal. La altura de las mismas representa la superficie regenerada expresada en mm2. En la
tabla al pie se presenta un resumen de los datos estadisticos descriptivos

. . . desv.
Rango Max Min Mediana media Estandar
0,24 2,52 2,28 2,38 2,376 0,0929
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B) Grupo SIM 0,1 mg

Fig. 51. Corte transversal grupo Sim 0,1 mg 4X Fig. 52. Corte transversal. grupo
Sim 0,1 mgal 10 X

GRUPO SIM 0,1 MG

2,96

MM2 DE REGENERACION

3
NUMERO DE MUESTRAS

Tabla 2- Grupo SIM 0,1 mg. Superficie Regenerada. Cada barra en el grafico representa un
animal. La altura de las mismas representa la superficie regenerada expresada en mm2. En la
tabla al pie se presenta un resumen de los datos estadisticos descriptivos

. . . desv.
Rango Max Min Mediana media Estandar
0,45 2,96 2,51 2,76 2,762 0,182
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C) Grupo SIM 0,5 mg

Fig. 54. Corte transversal grupo Sim
0,5 mg 10X

GRUPO SIM 0,5 MG

MM2 DE REGENERACION

3
NUMERO DE MUESTRAS

Tabla 3- Grupo SIM 0,5 MG. Superficie regenerada. Cada barra en el grafico representa un
animal. La altura de las mismas representa la superficie regenerada expresada en mm2. En la
tabla al pie se presenta un resumen de los datos estadisticos descriptivo

. . . desv.
Rango Max Min Mediana media Estandar
2,11 4,61 2,5 2,98 3,284 0,858
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D) Grupo SIM 2,5 mg

Fig. 55. Corte transversal grupo Sim 2,5 mg 4X Fig. 56. Corte transversal grupo Sim
2,5mg 10X

GRUPO SIM 2,5 MG

MM2 DE REGENERACION

3
NUMERO DE MUESTRAS

Tabla 4- Grupo SIM 2,5 MG. Superficie regenerada. Cada barra en el grafico representa un
animal. La altura de las mismas representa la superficie regenerada expresada en mm2. En la
tabla al pie se presenta un resumen de los datos estadisticos descriptivos.

. . . desv.
Rango Max Min Mediana media Estandar
0,96 1,26 0,3 0,9 0,8 0,39
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CALIDAD DE LA ARQUITECTURA OSEA

1
GRUPOS DE ESTUDIO
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SIMO,5MG MINJERTOSOLO ESIMO0,1MG MSIM2,5MG

Tabla 5- Calidad de arquitectura 6sea medida cualitativamente donde:

10. BUENA: REGENERACION COMPLETA CON PATRON TRABECULAR BIEN DEFINIDO
7. ACEPTABLE: REGENERACION COMPLETA CON PATRON TRABECULAR MAS
IRREGULAR

4. REGULAR: PATRON TRABECULAR IRREGULAR CON RENERACION INCOMPLETA

1. MALA: REGENERACION INCOMPLETA.

MEDIA DE LOS MODELOS DE ESTUDIO

3,284

INJERTO CONTROL

mSIMO0,1 mg

HSIM 0,5 MG
SIM 2,5 MG

MM2 DE HUESO REGENERADO

1
MEDIA DE LOS GRUPOS

Tabla 6- En la tabla 6 se reflejan las medias obtenidas en cada grupo de estudio
mostrando la diferencia del grupo de SIM 0,5 mg respecto al resto, al igual que
se observa el bajo valor obtenido en el grupo SIM 2,5 mg.
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7. DISCUSION

Desde la difusion de los implantes dentales, los odontdlogos se han
encontrado en circunstancias en las que se ven obligados a colocar los
implantes en las zonas donde la calidad, la cantidad y la topografia del
sustrato 6seo no son los ideales.

En los ultimos afios diversos grupos de estudios dedicados a la investigacién
en cirugia y traumatologia bucomaxilofacial y en implantologia oral han
utilizado numerosos compuestos para mejorar la respuesta 6sea, sea en una
reconstruccion ésea o en zonas periimplantarias. Entre los mas importantes
encontraremos las proteinas morfogenéticas éseas (BMPs) * ¥/, los factores
de crecimiento, hormonas *?, y medicaciones que pueden tener injerencia en
el metabolismo 6sea, ya sea directa o indirectamente, como es el caso de
los bifosfonatos 8 o las estatinas 70 7% 73 76,

La estrategia que se intenta desarrollar en este trabajo de Tesis, mediante la
combinacién de simvastatina con materiales de injerto éseo de origen
bovino, es producir mediante estimulos externos, la estimulacién de las
células del organismo e inducir la regeneracién local del tejido 6seo de una
forma 6ptima en el menos tiempo posible.

Diferentes investigadores demostraron a lo largo de los ultimos 20 afios que
la simvastatina tiene un rol activo en la regeneracion 6sea. Muchos coinciden
en que parece jugar un importante papel mediante la participacion directa en
la activacion de los osteoblastos, aumentando la expresién de proteina
morfogenética 6sea 2 (BMP-2) y en la inhibicion de los osteoclastos, e
indirectamente, por estimulacion neovascular debido al aumento de la
secrecidn de Factor de Crecimiento Endotelial Vascular 7 & 70 7% 72, 73, 74, 76, 87,
Sin embargo, se encuentran también a lo largo de la bibliografia autores que
no coinciden y en su efecto, manifiestan que la simvastatina es perjudicial
para la regeneracion 6sea ya que encontraron reacciones inflamatorias,
acompafiadas de necrosis y costras 8 89 90,

Por otro lado, son varios los autores que han investigado en esta linea, cual
seria la dosis y el sustrato ideal, ya que en diferentes trabajos se
manifestaron que dosis bajas pueden no tener impacto en la regeneraciéon

O0sea, mientras que en dosis altas pueden estimular inflacién. También
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determinaron que en dosis altas pueden tener un efecto citotoxico, debido a
la disminucion de la formacion del colesterol, el cual se sabe que es un

elemento indispensable para la integridad de membrana celular .

En el presente trabajo se eligio como via de administracion la aplicacion local
de simvastatina utilizando como carrier hueso bovino, el cual se aplicoé sobre
un defecto éseo labrado en el fémur de las ratas de laboratorio. Este modelo
de trabajo fue elegido basado en diferentes trabajos publicados con
anterioridad.

La solucion de simvastatina se administré en diferentes dosis, segun el grupo
de trabajo: 0.1, 0.5, y 2.5 mg aplicada sobre el injerto éseo bovino. Esta
forma de aplicacion en el momento de la cirugia es sencilla, y probablemente
tendra mas aceptacion por parte del paciente que la aplicacion subcutanea
mencionada por varios autores.

En la literatura hay multiples vias de administracién tépica de simvastatina
en un defecto 6seo. Stein en su estudio de 2005, aplica simvastatina en
diferentes dosis y encuentra signos clinicos de inflamacion que podian ser
reducidos disminuyendo la dosis de simvastatina. En este estudio,
demuestran que una dosis de 0.1 mg de simvastatina produce una
inflamacion minima medida mediante la observacion clinica y el infiltrado
inflamatorio, pero que aportaba poco crecimiento 6seo en comparacioén con
el grupo control, sugiriendo como dosis optima de simvastatina 0.5 mg % la
cual es utilizada por otros autores con resultados satisfactorios % y donde
nosotros conseguimos el mejor resultado. En cambio, para Nyan vy
colaboradores la dosis o6ptima es de 0.1mg ya que es la que
significativamente produce wuna formacion d&ésea mayor con menor
inflamacion 7° 7t 94 %5_en este caso coincidimos con el trabajo de Nyan y col.
en que la inflamacién observada es baja, pero no encontramos la mejor
regeneracion O0sea en esta dosis. Estas variaciones pueden deberse a
diferencias entre los modelos experimentales y el biomaterial utilizado como
vehiculo de la simvastatina. Stein y colaboradores aplican simvastatina en el
periostio en zonas mandibulares intactas °, mientras que Nyan vy

colaboradores lo hacen en un defecto 6seo en calota 7> °** °>. Como vehiculo
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de la simvastatina, Stein utiliza gel de metil-celulosa °* mientras que Nyan *
9. 95y Rojbani "° utilizan fosfatos tricalcicos o hidroxiapatita.

Esta es una de las justificaciones que motivo la realizacién de este trabajo
en donde nos planteamos evaluar la regeneracion ésea obtenida con las
mismas dosis de simvastatina de 0.1 y 0.5 mg. y utilizando como vehiculo un
injerto 6seo de origen bovino, en un modelo de rata wistar con defecto critico
en el fémur.

Sin embargo otros autores como Lima y colaboradores evaluan la influencia
de dosis de simvastatina de 2.2mg/50pul y 0.5mg/50ul en combinacién con
matriz 6sea bovina desmineralizada obteniendo resultados que indican que
no solo la simvastatina no produce una mejora en el proceso de
osteogénesis sino que lo dificultan y enlentece.?® #

Las dosis deben ser escogidas con precaucion considerando los beneficios
y los riesgos. Todos los autores consultados en la literatura coinciden en que
son necesarios mas estudios para confirmar la dosis 6ptima para lograr los

efectos terapéuticos perseguidos.
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8. CONCLUSIONES

En la comparacion entre grupos se observan diferencias estadisticamente
significativas (P = 0,001) Anova On Ranks.

En el post test, comparando los grupos de estudio versus control (Injerto solo)
mediante el test de Dunn, no se observan diferencias en la combinacion con
Simvastatina 0,1 mg, pero si se observan diferencias estadisticamente
significativas con Simvastatina 0,5 mg. (P<0,05).

Por otra parte, en la combinacion con Simvastatina 2,5 mg, no se observa
mejoria, sino lo contrario, con una diferencia negativa vs control.

De esta manera, la dosis mayor de Simvastatina pareceria ser perjudicial parala
regeneracion ésea.

En relacion al patrén de regeneracion ésea se observd un patron bueno de
regeneracién cuando se realizé el estudio cualitativo en el grupo de SIM 0,5 mg,
un patron aceptable de regeneracion en el caso del grupo CONTROL y grupo
SIM 0,1 mg y una mala regeneracion en el caso de la dosis mas alta utilizada en
el presente trabajo, SIM 2,5 mg.

Por lo tanto, y dentro de limites del presente estudio, la combinacion de injerto
0seo mas Simvastatina 0,5 mg. pareceria otorgar los mejor resultados en cuanto
a capacidad de regeneracion 6sea.

Esta combinacion fue superior a los injertos 6seos normalmente utilizados de

manera sola.
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