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En la practica clinica odontologica encontramos con frecuencia rebordes
alveolares que puede presentar reabsorciones de diferente grado en
funcion de diversas causas. Las principales causas de atrofia alveolar son:
la enfermedad periodontal, extracciones dentales mal realizadas,
traumatismos dentoalveolares asociados o no a una fractura mandibular o
maxilar con pérdida de sustancia, extirpacion quirGrgica de quistes
maxilares y mandibulares, defectos alveolares por agenesia, deformidades
congénitas o del desarrollo, edentulismo de larga evolucion, etc.

La insuficiencia 6sea de los huesos maxilares representa un
verdadero problema para la rehabilitacion de estos pacientes. La pérdida
dentaria conlleva atrofia 6sea a nivel de la cresta alveolar que a su vez
depende de varios factores: anatomicos, sexuales, bioldgicos y mecanicos.
Tras una extraccion, como consecuencia de algunas enfermedades o bien
por traumatismo dental, la tabla vestibular del hueso alveolar sufre una
remodelacion o una pérdida mayor que la tabla cortical lingual. El hueso
vestibular que recubre los dientes naturales es mucho méas fino que el
lingual (Misch 20006)

Como consecuencia de la reabsorcion severa de los maxilares se
producen problemas para la rehabilitacion prostodoncica posterior: déficit
de volumen 6seo para colocar implantes de longitud adecuada a las fuerzas
masticatorias, direccion inadecuada de las fijaciones que ocasiona
relaciones oclusales desfavorables con las protesis antagonistas,
posibilidad de sobrepasar o dafiar estructuras anatomicas intradseas
(conducto dentario inferior, seno maxilar o fosas nasales) (Gonzalez

2006).
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Para la reconstruccion implantologica es deseable contar con la
presencia de suficiente hueso que permita la colocacion de implantes de
longitud y didmetro adecuados. Un reborde alveolar adecuado es
fundamental para el éxito de la rehabilitacion protésica convencional o
implantosoportada (Bianchi 2001), por lo que en pacientes portadores de
atrofia alveolar se requiere alguna técnica de aumento previa. La
implantologia avanzada ha aportado resultados clinicos esperanzadores
en estos casos de atrofia severa de los maxilares, siendo wuna de las
condiciones mas discapacitantes, la razoén reside en que es cronica,
progresiva e irreversible.

Existen diversas técnicas para la reconstruccion de rebordes atroficos
como son los injertos sustitutivos dseos, entre los cuales y dependiendo de
su procedencia distinguimos(autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos y
materiales aloplésticos), acompafiados de otras técnicas de cirugia
avanzada: elevaciones del suelo sinusal o nasal, transposicion del nervio
dentario inferior, regeneracion Osea guiada, injertos tipo onlay e inlay,
desplazamiento de estructuras anatdmicas como osteotomia tipo Lefort I.
Todas ellas con importantes limitaciones en cuanto a los resultados
clinicos (McAllister 2007).

De acuerdo con los conocimientos actuales y considerando las
disponibilidades terapetticas para corregir la atrofia alveolar la cirugia
preprotésica a base de injertos 0seos constituye una parte importante de la
rehabilitacion quirdrgica de los pacientes total y parcialmente edéntulos
que presentan atrofia alveolar grave, asi como de los pacientes oncoldgicos

sometidos a reseccion parcial o total de los maxilares. Los métodos
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clasicos de rehabilitacion preprotésica se han basado en el uso de
autoinjertos (Boyne 1987), considerado es el patron de oro de la
reconstruccion, pero su cantidad limitada y la morbilidad intrinseca a la
técnica ha instigado la busqueda de nuevos biomateriales, naturales o
sintéticos y al desarrollo de la ingenieria genética y tisular para intentar
resolver muchos de los problemas aun existentes. En los ultimos afios se
han identificado una serie de sustancias promotoras del crecimiento 6seo

que parecen tener un papel importante en la reparacion osea.
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION
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La sustitucion del tejido Oseo constituye un problema ain no
resuelto, que precisa de nuevas investigaciones sobre diversos materiales
(metales, polimeros y ceramicas) que sean capaces de sustituir dichos
defectos Oseos asi como de estimular el crecimiento del hueso huésped
(proteinas morfogenéticas, factores de crecimiento, hormonas) para
alcanzar su reparacion definitiva. Aunque este problema esta parcialmente
resuelto con la utilizacion del injerto 6seo; no obstante y dados los
problemas intrinsecos que suelen conllevar este tipo de sustitutos 0seos
(tanto autdlogos como heter6logos), hacen precisa la bisqueda de nuevos
materiales denominados genéricamente como sustitutos de los injertos
0s€o0s.

El sustituto 6seo ideal deberia reunir los tres elementos basicos de la
regeneracion 0sea: una matriz osteoconductiva, factores osteoinductivos y
c¢lulas osteogénicas. Hasta el momento se han utilizado materiales con
distintos origenes que han marcado sus propiedades teniendo en cuenta
las tres propiedades mencionadas: osteoconduccion, osteoinduccion y
osteogénesis. Los materiales osteoconductivos aportan una matriz a modo
de andamio sobre la que crece el hueso por aposicion, los osteoinductivos
conservan factores orgdnicos de crecimiento que estimulan la fabricacion
de tejido y los osteogénicos contienen células Oseas vivas capaces de
producir proteinas osteogénicas. El sustituto ideal que reune las
caracteristicas mencionadas es el hueso autdlogo, pero en numerosas
ocasiones no es posible disponer de ¢l, de modo que la ciencia busca
nuevas vias para la imitacion del proceso de reparacion éOsea natural.

(Gomez-Barrera y cols 2000)
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Ademads el biomaterial “ideal” debe ser seguro desde el punto de
vista bioldgico y debe contar con propiedades mecéanicas parecidas a las
del hueso. Asimismo, la seguridad de un sustituto corresponde a la calidad
de su reproductibilidad, su biocompatibilidad y ausencia de toxicidad. De
este modo, los sustitutos deben ser estudiados en todos estos aspectos
antes de su utilizacion en la clinica, con el fin de poder establecer un
analisis predictivo de los riesgos del biomaterial

Los xenoinjertos presentan solo la propiedad de osteoconduccion es
decir, el proceso por el que el material implantado proporciona una trama
para el crecimiento 6seo desde los margenes del defecto. Dicho material
puede ser permanente o reabsorbible. Un material osteoconductor puro no
forma hueso de forma intrinseca en implantacion ectdpica, su osificacion
no es endocondral, y la formaciéon de hueso siempre comienza en la
periferia. El proceso osteoconductivo implica que el material tiene la
capacidad de influir sobre las células no pluripotenciales del lecho para
convertirse en osteoblastos que lleven a cabo la regeneracion dsea. El
proceso se diferencia del osteoinductivo en que tiene lugar sobre células
predeterminadas y no en células pluripotenciales, con lo que la respuesta a
la osteoconduccion es limitada a una poblacion celular que ya ha sido
programada. El efecto de un material osteoconductor puro sobre la
regeneracion O0sea a partir de la superficie de un hueso nativo es el mismo
que el de un material osteoinductivo puro, pero extremadamente limitado

e insuficiente en la regeneracion de defectos extensos (Lax 2004).
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Fisiologia del Tejido Oseo

Cuando el tejido 6seo sufre un dafio estructural, ya sea por
traumatismo, extraccion dental o colocacion de un implante se pueden
producir dos fendomenos fisiolégicos. Puede que sufra un proceso de
reparacion en donde se produce la restauracion de dicho tejido sin que
este conserve su arquitectura original ni tampoco su funcion o puede
experimentar un fenomeno de regeneracion originandose un nuevo tejido
que posee todas las propiedades del tejido original, es decir, se produce
una “restitution at integrum”. Asi la regeneracion sera siempre el objetivo

terapeutico deseado (Bostrom 2000).

Desde el punto de vista histologico, el hueso es un tejido conjuntivo
mineralizado muy vascularizado e inervado, que estd estructurado en
laminillas de matriz osteoide calcificada. La disposicion de las laminillas
es la que determina que el hueso sea cortical o esponjoso.

El hueso cortical o compacto se estructura en conductos de Havers
recubiertos de laminillas en disposicion conceéntrica donde se sitlian los
osteocito. El hueso esponjoso o trabecular lo constituyen ldminas dseas en
forma de red que delimitan las cavidades areolares en cuyo interior se
encuentra la médula dsea.

La matriz 6sea estd formada por un componente inorganico 65%, un
20% de componente organico y agua 10%.Tanto el hueso cortical como
el esponjoso contienen células especializadas, matriz orgénica o sustancia

osteoide y matriz inorganica o mineralizada (Anitua 2000).
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Matriz Orgdnica o Sustancia Osteoide - E] componente organico se
forma por proteinas colagénicas y proteinas no colagénicas. Estas son
importantes para la proliferacion y diferenciacion celular asi como para la
adhesion célula-célula y célula-substrato. La matriz orgéanica es producida
por los osteoblastos y representa un tercio del peso 6seo (Fernandez-

Tresguerres y cols [ 2006). (Tabla 1)

Colageno- El 90% de la matriz extracelular esta constituida por
colageno tipo I (>95%) y tipo IV (<5%). También se ha comprobado la
presencia en pequefias proporciones de coldgeno tipo III. En la molécula
de coldgeno se halla la secuencia Arg-Gly-Asp, que es reconocida por las
integrinas de superficie de las células Oseas.

Las proteinas no colagénicas representan el 10% de las proteinas de
la matriz osteoide y ademas de contribuir a tal estructura, intervienen o
median fundamentalmente en la fisiologia dindmica del hueso. Entre ellas

destacan (Karsenty 1999):

Proteoglicanos -Constituyen el 10% de las proteinas no colagenas.
Son moléculas de gran tamano. Existen cuatro grupos de proteoglicanos
en la matriz osteoide: Hialuronano y Condroitin—sulfato, de molécula
grande, intervienen en las etapas iniciales de la morfogénesis Osea.
Biglicano y Decorina, de molécula mas pequefia, aparecen en las fases

siguientes a la formacion Osea.

12



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

Proteinas con acido vy-carboxi-glutamico-Son la osteocalcina
(OCN) vy la proteina de la matriz con acido y-carboxi-glutdmico. Este
acido es un aminoacido que liga calcio y necesita vitamina K para su
sintesis.

La osteocalcina es una pequeia proteina de la matriz sintetizada por
los osteoblastos y plaquetas, dependiente de las vitaminas D y K.
Representa el 15% de las proteinas no colagénicas de la matriz y se
considera uno de los marcadores bioquimicos de la osteogénesis,

relaciondndose con el numero y actividad de los osteoblastos.

Glicoproteinas-Son la osteonectina, la fosfatasa alcalina y las
proteinas con el tripeptido RDG (Arg-Gly-Asp).

La osteonectina es una proteina con gran afinidad por el coldgeno
tipo I, por el calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25 % de las
proteinas no colagénicas. Se cree que interviene en la regulacion de la
adhesion celular entre la matriz y las células.

La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorgénico a
partir de ésteres fosforicos, necesario para la mineralizacion. Se considera
un buen marcador de la actividad osteoblastica.

Proteinas con el tripéptido RDG, también llamadas (SIBLINGS,
Small  Integrin-Binding Ligand, N-Linked Glycoprotein) son
fundamentalmente cinco: osteopontina, sialoproteina Osea, fibronectina
tromboespondina y vitronectina. Son fundamentales en los procesos de
remodelado y regeneracion oOseos, la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) es

reconocida por las integrinas de los osteoblastos y osteoclastos.
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Proteinas procedentes del plasma-Se encuentran en la matriz
orgdnica 6sea en mayor proporcion que en el plasma. Son la albumina y
la a2-SH-glicoproteina, relacionadas con la incorporacion del calcio a la
matriz osteoide.

Factores de Crecimiento-Son polipéptidos sintetizados en el propio
hueso o procedentes de otros lugares como el higado o las plaquetas,
intervienen en la diferenciacion crecimiento y proliferacion de las células

de forma autocrina y paracrina (Canalis y cols 2003).

COLAGENO Tipo LILV,XII
PROTEOGLICANOS -condroitin sulfato

-decorina

-biglicano

-hialuronano
PROTEINAS CON ACIDO ~ostocalcina
y-CARBOXIGLUTAMICO -proteina de la matriz con acido y-

carboxi-glutdmico

GLICOPROTEINAS -osteonectina

-fosfatasa alcalina

-proteinas con RGD:
*fibronectina
*tromboespondina
*osteopontina
*vitronectina

*sialoproteinas 0seas

PROTEINAS DEL PLASMA -albumina
-a2-SH-glicoproteina

FACTORESDECRECIMIENTO -IGF-I y II(Insulin growth factor [ y II )
-TGF-B(Transforming growth factor-beta)
-PDGF(Platelet derived growth factor)

Tabla 1- Proteinas de la matriz osteoide tomada de (Fernandez-Tresguerres I 2006)
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Matriz inorgdnica o mineralizada-E]l componente mineral del hueso
representa el 65% del peso 6seo. Contiene aproximadamente un 99% de
calcio, un 85% del fosforo y alrededor de un 40% y 60% de sodio y de
magnesio, respectivamente.

El componente inorgdnico de la matriz 0sea esta constituido en su
mayor parte por fosfato célcico en forma de cristales de hidroxiapatita. La
precipitacion de fosforo y calcio en forma mas o menos cristalina sobre la
red de colageno va a depender de la accion de diferentes proteinas no
colagénicas de la matriz. Los cristales se disponen en forma de bastones o

agujas que se disponen entre las fibrillas de colageno.

Células Oseas-En el hueso existen varios tipos de células. (Tabla 2)
Las células oseas se hallan dentro del propio tejido 6seo o en el estroma
conjuntivo de la médula o6sea, rico en células mesenquimales

pluripontenciales indiferenciadas o mesenchymal stem cells.

ESTROMA MEDULAR TEJIDO OSEO

Stem cells hematopoyéticas Osteoblastos
Stem cells mesenquimales Pre-osteoblastos
Adipocitos Osteocitos
Macroéfagos Osteoclastos
Mastocitos Pre-osteoclastos
Células endoteliales Células linfoides

Tabla 2-Tipos de células que forman parte del Tejido Oseo.Tomada de (Fernindez-Tresguerres I
2006)
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Linaje osteoblastico-A partir de las MSCs se van a diferenciar los
preosteoblastos, los osteoblastos, las células de revestimiento y los
osteocitos. Los preosteoblastos son células de aspecto fibroblastico
cercanas a las superficies Oseas pero separadas de estas por otros tipos
celulares (células de revestimiento, osteoblastos). Los osteoblastos son
células de forma cubica, de aproximadamente 20 pum de diametro,
citoplasma basofilo y ricas en una isoenzima especifica de la fosfatasa
alcalina. Derivan de los preosteoblastos y suelen considerarse células con
diferenciacion terminal, y por lo tanto incapaces de dividirse, no obstante
existen datos que sugieren que, al menos en parte, conservan la capacidad
de proliferar de manera limitada. Los osteoblastos se hallan en contacto
directo con las superficies 6seas formando grupos compactos de una sola
capa de espesor. De manera caracteristica el nucleo de estas células se
sitia en el extremo que se halla mas alejado de la superficie dsea sobre la
que asientan. Emiten procesos citoplasmaticos hacia la matriz extracelular,
permitiendo el paso de mensajeros como el calcio, citoquinas o
prostaglandinas. En estas células la conexion intercelular es la conexina
(Civitelli y cols 1993).

El estudio ultraestructural permite comprobar que entre el nucleo y la
superficie de contacto con el hueso se sitilan de manera sucesiva el aparto
de Golgi y abundantes cisternas del reticulo endoplasmdtico rugoso.
Estas caracteristicas ultraestructurales son tipicas de las células con
capacidad para segregar grandes cantidades de proteinas. Los osteoblastos
sintetizan el componente organico de la matriz 6sea: colageno tipo I,

proteinas no colagénicas y GFs. Su vida media esta en un rango de 1-10
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semanas a partir del cual desaparecerian mediante un proceso apoptdtico,
algunos sin embargo se convierten en células de revestimiento y un 15%
en osteocitos (Martin 2000).

El desarrollo de los osteoblastos esta controlado por la respuesta a
diferentes sefales moleculares que inician la cascada de activacion de
diferentes genes y de las proteinas morfogenéticas dseas (Yamaguchi
2000).

1) El CBF A, (core-binding factor A;, también llamado Runx 2),
codificado por el factor de transcripcion especifico de los progenitores del
osteoblasto. Este factor regula la expresion de genes de proteinas
especificas de esta célula, como osteopontina, osteocalcina, colageno tipo
I, sialoproteinas 6seas y ligando del receptor activador de factor nuclear —
KB (RANK-L).

2) El gen Ihh (Indian hedgehog) y el Shh (Sonic hedgehog),
necesarios para el desarrollo embrionario del hueso y la actividad de los
osteoblastos.

3) Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs), constituyen los
reguladores mdas potentes de la diferenciacion osteobléstica desde la
c¢lulas mesenquimales pluripotenciales.

A medida que las células precursoras se van diferenciando expresan
en la membrana célular proteinas especificas de su funcion o marcadores.
El colageno I y la osteopontina (OPN) se expresan de forma temprana en
c¢lulas osteoprogenitoras. Igualmente la fosfatasa alcalina (ALP) es una
proteina de superficie que podria participar en la regulaciéon de la

proliferacion, migracion y diferenciacion de las células osteoblaticas. La
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sialoproteina 6sea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores de
diferenciacion del pre-osteoblasto a osteoblasto y aparecen cuando se
inicia la mineralizacion (Mc¢ Carthy y cols 2000).

Los osteoblastos pueden permanecer en las superficies Oseas o
quedar rodeados por la matriz que sintetizan. Cuando los osteoblastos que
han permanecido en la superficie finalizan la sintesis de matriz, se aplanan
y se convierten en células de revestimiento (cé¢lulas del endostio o
“lining cells). Estas células, a través de la producciéon de 1L-6 e IL-1
parecen desarrollar un importante papel en el control del remodelado 6seo
mediante la atraccion de osteoclastos.

Los osteoblastos que quedan en el espesor de la matriz adquieren
aspecto estrellado y pasan a denominarse osteocitos. Estas células se
hallan en contacto entre si y con las células de la superficie (c€lulas de
revestimiento, osteoblastos) mediante finas prolongaciones tubulares de
su citoplasma que recorren la matriz 6sea en diversas direcciones. La
cavidad de la matriz 6sea que contiene el cuerpo celular del osteocito se
denomina laguna osteocitaria y los diminutos canaliculos que albergan sus
prolongaciones citoplasmdticas reciben el nombre de conductos
calcoforos. El estudio ultraestructural de los osteocitos revela que
presentan un aparato de Golgi y un reticulo endoplasméatico rugoso
menos desarrollado que los osteoblastos. Estas organelas se concentran en
el cuerpo celular donde se disponen alrededor del nucleo. En los puntos
de contacto entre las prolongaciones citoplasmaticas se observan uniones
tipo gap. En estas uniones existen pequefios canales intercelulares con un

diametro interno de 1,5nm. Estos canales permiten el paso directo de una
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a otra célula de iones inorganicos y pequefias moléculas hidrosolubles
(aminoacidos, azucares, nucleotidos y vitaminas) por lo que posibilitan
una comunicacion quimica y eléctrica.

Los osteocitos son cé¢lulas con una escasa actividad metabodlica pero
su preservacion parece necesaria para que el tejido 6seo mantenga sus
propiedades biomecanicas. La situacion de los osteocitos es tedricamente
ideal para detectar el estrés mecanico y las microlesiones de la matriz.
Estas células podrian transmitir sefiales a las células de revestimiento que
utilizan la informacion recibida para modular localmente el remodelado

(Lanyon 1993).

Linaje Osteoclastico-Los osteclastos proceden embrioldégicamente
de las células madres  hematopoyéticas medulares denominadas
“Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macrofagos (CFU,
GM colony-forming unit), precursoras de monocitos y macrofagos. Estas
células alcalzan el hueso bien desde la médula incluida en su seno o
desde la circulacion (Rodman 1996).

Los osteoclastos son células multinucleadas 10-12 nucleos, con un
diametro de unos 100 um, de citoplasma acidofilo y ricas en anhidrasa
carbonica y fosfatasa 4cida tartrato resistente (TRAP), que permite la
desfosforilacion de las proteinas. Se disponen sobre las superficies dseas
de manera aislada o en grupos poco numerosos.

Al i1gual que los osteoblastos son células polarizadas en la que los
nucleos se sitlian en el extremo que se halla mas alejado de la superficie

Osea sobre la que asientan. Sus organelas se concentran en el citoplasma
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perinuclear donde los complejos de Golgi son abundantes. En el resto del
citoplasma se observan abundantes mitocondrias y estructuras vesiculares
de diversas densidades y tamafos. Es probable que algunas de estas
estructuras vesiculares correspondan a lisosomas ricos en TRAP vy
colagenasas. Las cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso no son muy
numerosas ni muy extensas. Es caracteristico de estas células que la zona
de su membrana que entran en relacidn con la matriz 6sea se halle
fruncida. Entre los plegamientos de la membrana y la matriz dsea existe
un estrecho espacio poco denso a los electrones. A ambos lados de la zona
de plegamiento la membrana se aplana y se adhiere mas intimamente a la
matriz. En las tres dimensiones del espacio este segmento aplanado
corresponde a un rodete que adhiere el osteoclasto a la superficie 6sea de
manera parecida a como lo haria el borde de una ventosa. Asi el espacio
comprendido entre la membrana fruncida y la matriz 6sea queda
convertido en un microambiente que se halla aislado del intersticio
medular (Minkin y cols 1999).

El segmento de citoplasma adyacente a esta zona aplanada se halla
libre de organelas por lo que se denomina zona clara. Esta zona contiene
abundantes microfilamentos de actina que probablemente se relacionan
con la capacidad de traslacion de la célula. De hecho los osteoclastos a
medida que reabsorben el hueso realizan un movimiento de vaivén
parecido al que efectua el cepillo de un carpintero. El territorio sobre el
que se desplaza un osteoclasto durante el proceso de reabsorcion es varias
veces superior al de la superficie de la célula y se denomina dominio

osteoclastico.

20



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

Regulacion molecular de la diferenciacion osteoclastica-Respecto
a la osteoclastogénesis los osteoblastos son fundamentales para la
formacion de osteoclastos. Las células precursoras de osteoclastos y estos
mismos expresan en superficie el receptor de RANKL producido por los
osteoblastos este junto a otras citoquinas provocarian la diferencian y
activacion de los osteoclastos (Teitelbaum 2000).

La PTH, la 1,25 dihidroxivitamina D, y también el factor de necrosis
tumoral o (TNFa) y la IL1 producidos por células inflamatorias actuarian
sobre las células mesenquimales y preosteoblastos que producirian las
IL11, IL6, el factor de diferenciacion osteoclastico (ODF) y el factor
estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) que actuarian sobre los
preosteoclastos para seguir la diferenciaciéon y fusionarse con otros
preosteoclastos y formar el osteoclasto (Takahashi y cols 2005).

En los preosteoclastos la IL6 activaria el factor de transcripcion
NFKB (Nucleo Factor Kappa B) y también los factores de transcripcion
Fos y Jun (AP-1) que repercuten en la diferenciacion de determinados
genes que transforman el preosteoclasto en osteoclasto. E1 ODF, también
llamado Ligando RANKL (Receptor Activator Nuclear factor Kappa
Ligand) se encuentra en las membranas de preosteoblastos, MSCs y
linfocitos T. Parece que su formacion en las membranas esta relacionada
con la expresion del factor de transcripcion Cbfal. Se une en el
preosteoclasto al receptor RANK y es también un activador del NF-KB
del preosteoclasto y puede ser bloqueado por la osteoprotegerina (OPG)

evitando que se una al RANK. Cuando se unen OPG y RANKL se inhibe
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la union RANKL- RANK y se inhibe la diferenciacion osteocléstica
(Marie y cols 2000).

Tanto en los preosteoclastos como en los osteoclastos existen
también receptores para la calcitonina que inhibiria la reabsorcion.

La adhesion de las células de estirpe osteocldstica a la matriz es
posible porque expresan en su membrana moléculas de adhesion de la
familia de las integrinas. La integrina o, B ; interacciona con el coldgeno y
la integrina a, B; con la vitronectina, osteopontina y sialoproteina Osea.
Esta unién con las proteinas de la matriz se realiza a través del péptido
RGD vy esta union parece que también transmitiria sefiales de
transduccion. También intenvendrian otras proteinas de adhesion en la
membrana del osteoclasto como las anexinas y caderinas.

Después de la adhesion, la activacion del gen c-Src provoca la
formacion del osteoclasto polarizado maduro, y otras proteinas como la
OPG inhibirian esa diferenciacion final. Para terminar la maduracion es
necesario la presencia exterior de moléculas inductoras (6xido nitrico,
hidrogeniones, peroxido de hidrogeno) a través de los cuales la célula
empieza a sintetizar enzimas proteoliticas (metaloproteinasas, catepsina

K, TRAP, anhidrasa carboénica tipo II) (Yasuda y cols 1998).
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Biologia de la Regeneracion Osea

La regeneracion Osea va a seguir una serie de fases diferenciales en
cuanto al proceso bioldgico que se produce, pero que se superponen en el
tiempo (Bascones 2007)

1) Fase de inflamacion-Tras el dafio inicial de la osteotomia
quirtrgica se produce una laceracion de los vasos sanguineos con exudado
de liquidos y proteinas plasmaticas (edema) e inmediatamente después
formacion del COAGULO de fibrina tras la cascada de la coagulacion,
vasoconstriccion y necrosis de los bordes de la herida. Dirigiendo la
coagulacion se encuentran las plaquetas, con una doble funcion, control
hemostatico y como contenedor de senales como PDGF, el TGFp,,
TGFB,, el IGF-I y ciertas proteinas de adhesion como la fibronectina,
que son desprendidos a través de sus membranas en forma de granulos a.
Estos factores aparecen en la fase inicial del coagulo, y actian act@ian
quimiotacticamente sobre las MSCs y sobre los osteoblastos de
revestimiento que se van acercando al foco en pequefias cantidades.

Las plaquetas van a contener también el mayor inhibidor de
plasmina, el a2-antiplasmina, por lo que su mayor produccion retrasa la
disolucion de la red de fibrina creada. También aparecen IL-1 e IL-6 a
partir de los linfocitos, y aparecen también en estas fases tempranas las
BMPs procedentes de la matriz extracelular del hueso adyacente de los
osteoblastos de revestimiento. En este codgulo inicial, los productos de
degradacion producidos por la necrosis celular y los factores de
crecimiento iniciales, atraen a los polimorfonucleares (PMNs neutrofilos),

linfocitos y monocitos (que se transforman en macrofagos, los cuales
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pueden permanecer varios meses en la zona de regeneracion) que inician
la fagocitosis de los productos de necrosis (Marx 1999).

Marx establece una extrapolacion en humanos de los eventos
observados experimentalmente de la regeneracion en defectos Oseos
maxilofaciales rellenos con injertos 0seos. Observaron que el ambiente
que se produce en esta fase es de una disminucion del pH (4-6) y de la
tension de oxigeno (5-10mm Hg) que atrae a los macrofagos y a los
PMNs al foco debido al gradiente de tension en relacién con el hueso
adyacente (45-50 mm Hg). Sin embargo, esta disminucion de pH también
favorece la diferenciacion condroblastica si se continua en el tiempo.

En los dias 3 y 5 después del trauma inicial, va desapareciendo
progresivamente la red de fibrina, se forma TEJIDO DE
GRANULACION, que se mantiene hasta aproximadamente los 14 dias.
Se regeneran nuevos vasos, varios isOtopos de colageno
(fundamentalmente tipo III) que forman una nueva red, y aparecen otras
células (fibroblastos, linfocitos, monocitos y macréfagos) aumentando
también la proporcion de MSCs. Las plaquetas desaparecen como
principales presentadores de GFs, siendo los macrofagos los principales
productores de estas citoquinas. Los macrofagos, aparte del PDGF y
TGFp, expresarian otros factores como el FGF y el VEGF que junto con
el TGFB, promoverian la angiogénesis (por la migracion y proliferacion
de cé¢lulas endoteliales, y precursores de cé€lulas endoteliales.

2) Fase de proliferacion y diferenciacion celular-La proporcion de
las MSCs presentes en los canales dseos, endostio, periostio y médula

Osea es variable a lo largo de la vida y se considera que el procedimiento
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mesenquimal seguiria el mismo proceso de sefiales que suceden el periodo
embriologico y que solo se diferenciaria la cantidad de MSCs. Estas
células pueden acceder al foco del defecto desde los tejidos de alrededor
(periostio y médula 6sea) y la sangre.

Estas células precursoras migran a través de una superficie
implantada osteoconductiva o a través de las redes osteoconductivas de la
matriz extracelular. En el caso de no existir un implante estas células son
la vanguardia de las espiculas de crecimiento 6seo.

En el modelo de injertos 6seos a los 14 dias se equilibraria el
gradiente de tension de oxigeno entre la zona de injerto y zona de hueso
adyacente, disminuiria la angiogénesis y se aumentaria considerablemente
la migracion de MSCs vy la diferenciacion y proliferacion de osteoblastos
maduros. Parece que los componentes coldgenos actuarian como
presentadores de los factores de crecimiento moduladores a las células
receptivas. La diferenciacion de los osteoclastos a partir de los
macrofagos va a iniciar la reabsorcion y renovacion de la capa de hueso
necrotico que se ha producido en el trauma inicial.

3) Fase de formacion osea-El primer tejido 6seo que se forma es el
osteoide, o matriz extracelular no mineralizada, formada en su mayoria
por colageno tipo I que va a formar el andamiaje fundamental para la
mineralizacion de la matriz. A medida que se va formando este osteoide
algunos osteoblastos quedan incluidos en ¢l diferenciandose en osteocitos
(Adriaens 1999)

El osteoide es mineralizado progresivamente por una gran nimero de

cristales de hidroxiapatita relativamente pequeiios, formando el hueso
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inmaduro entrelazado (2°-6* semana) en donde se deposita el 70% del
mineral del hueso maduro. Su organizacion y el deposito del 30%
restante pueden durar varios meses.

Una vez formado el hueso entrelazado, se inicia el proceso de
aumento de mineralizacion y de compactacion laminar alrededor de un
vaso sanguineo. Esta ordenacion 6sea puede ser una variante fina osteona
primaria, o de manera mas basta hueso en espiral dando lugar a la
osteona primaria ¢ trabécula primaria que sigue estando formada por
hueso inmaduro de fibras paralelas (6°-18" semana). Esta osteona 6
trabecula primaria de hueso inmaduro debe pasar por un proceso de
remodelado (18-54" semana) para pasar a una osteona secundaria que si
esta formada por hueso laminar o haversiano.

En el modelo de injertos dseos se observo que la formacion de hueso
inmaduro entrelazado se observa a las 4 semanas. El proceso de
maduracion de ese hueso dura hasta los 6 meses aunque el aspecto de
hueso normal llega a tardar en aparecer tras el remodelado hasta 6 afios.

4) Fase de Remodelado Oseo-El conjunto de osteoclastos y
osteoblastos que de manera coordinada actian en la superficie Osea
durante un ciclo de remodelado recibe el nombre de Unidad Multicelular
Basica (BMU). Las BMU se activan de manera asincronica, por lo que
mientras unos ciclos de remodelado se hallan en fase de reabsorcion, otros
se encuentran en fase de reposo o de formacion (Fig.1). La BMU
trabecular (hemicono de corte) avanza la mitad de la distancia que la
cortical, a la mitad de velocidad, en aproximadamente el mismo periodo

de tiempo (Parfitt 2002).
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Cada ciclo de remodelado puede ser dividido en las siguientes fases
(Fernandez-Tresguerres 11 2006):

A) Fase quiescente: Corresponde al hueso en condiciones de
reposo.

B) Fase de activacion: El primer fendmeno que tiene lugar es la
activacion de la superficie O0sea previa a la reabsorcién, mediante la
retraccion de las células limitantes (osteoblastos maduros elongados
existentes en la superficie enddstica) y la digestion de la membrana
endostica por la accion de las colagenasas. Al quedar expuesta la
superficie mineralizada se produce la atraccion de osteoclastos circulantes
procedentes de los vasos proximos.

C) Fase de reabsorcion: Seguidamente los osteoclastos comienzan a
disolver la matriz mineral y a descomponer la matriz osteoide. Este
proceso es acabado por los macrofagos y permite la liberaciéon de los
factores de crecimiento contenidos en la matriz fundamentalmente: TGF-
B, PDGF, IGF-1y II.

D) Fase de formacion: Simultineamente 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 ademds estimulan su proliferacion. Los preosteoblatos
sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo
tejido y expresan BMPs, responsables de la diferenciacion. A los pocos
dias los osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide

que rellenard las zonas horadadas.
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E) Fase de mineralizacion: A los 30 dias del deposito de osteoide
comienza la mineralizacion, que finalizara a los 130 dias en el hueso
cortical y a los 90 dias en el trabecular. Y de nuevo comenzara la fase

quiescente o de descanso.

Células limitantes p X C 0 T X XD

Membrana endostica Quiescente
; . —_—
Hueso mineralizado
L -
Retraccion de células . ™
Reabsorcion de membrana Activacién
- -y

Osteoclastos

Reahsorcion

L vy
Osteoblastos .‘rfﬁmo -
Matriz Osteoide =) -

e ‘/ Formacion

b -
Tejido dseo neoformado /—:W_\ Mineralizacion
mineralizado

L A
Unidad osea estructural Quiescente

Fig 1. Fases de remodelado 6seo. Tomado de (Compston JE 2001).
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Factores reguladores del remodelado 6seo
El balance entre la reabsorcion y la formacion 6sea estd influido por
una serie de factores, interrelacionados: genéticos, mecanicos, vasculares,

nutricionales, hormonales y locales (Riancho y Gutierrez 2003).

Factores hormonales sistémicos- El desarrollo del esqueleto esta
condicionado por el correcto funcionamineto del sistema endocrino,
fundamentalmente de la hormona somatotropa (GH) y las hormonas
calcitropicas (paratohormona, calcitonina y metatobolitos de la vitamina
D. Las hormonas son mensajeros sistémicos que actia 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 (efecto autocrino y paracrino) (Gotcher y cols
1998):

*Paratohormona (PTH). Se segrega en las células principales de las
glandulas paratiroides, que responden al descenso de la calcemia, es la
hormona hipercalcemiante por excelencia, al favorecer la reabsorcion. Se
ha descubierto un papel estimulador en la formacion 6sea a través de la
sintesis de IGF-1 y TBF-B. Este doble efecto de reabsorcion y formacion se
explicaria porque la PTH en administracion continua estimularia la
reabsorcion Osea a través de la sintesis de de un factor favorecedor de la
osteoclastogénesis (RANKL), por parte de las células osteoblasticas,
mientras que a dosis intermitentes estimularia la formacion de hueso

asociado a un incremento de los factores de crecimiento antes

29



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

mencionados, disminuyendo la apoptosis de los osteoblastos (Canalis 'y
cols 1989).

*1-25 Dihidroxivitamiana D3- Es un derivado por doble
hidroxilacion de la vitamina D (colecalciferol): se obtiene de la dieta y se
sintetiza en la piel a través de sus precursores). Sobre el hueso tiene una
accion activadora de la accion osteoclastica de forma indirecta (via
receptores en células de estirpe osteoblastica que activan los osteoclastos
maduros) o directa (accion inmunomoduladora) sobre la diferenciacion de
los preosteoclastos. Su principal funcion a nivel general es aumentar la
absorcion intestinal del calcio y la disminucion de la eliminacion urinaria
del calcio favoreciendo la calcemia (Raisz 1993).

*Calcitonina- Es un péptido secretado por las células parafoliculares
del tiroides. Tiene una accidén inhibitoria sobre los osteoclastos, bien de
manera directa a través de receptores de membrana o bien inhibiendo los
preosteoclastos, de tal manera que se secreta cuando hay un aumento de
la calcemia para reducirla y realiza una aumento de la eliminacion de
calcio y fosfato en la orina.

*Estrogenos- Tienen un doble efecto sobre el metabolismo dseo, por
un lado favorecen la formacion osea al aumentar el namero y la funcion
de los osteoblastos, y por otro lado disminuyen la reabsorcion. Se han
descrito receptores de estrogenos en osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos humanos. Los estrogenos pueden aumentar los niveles de
osteoprotegerina (OPQG), proteina producida por los osteoblastos que
inhibe la reabsorcion, por lo que jugaria un papel muy importante en la

regulacion de la osteoclastogénesis (Hofbauer y cols 1999).
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*Progesterona- Es igualmente anabolizante sobre el hueso, bien
directamente a través de los osteoblastos o bien de forma indirecta
mediante competicion por los receptores osteoblasticos de los
glucocorticoides.

*Insulina- Estimula la sintesis de la matriz directa ¢ indirectamente, a
traves de la sintesis hepatica de IGF-I (factor de crecimiento analogo a la
insulina).

*Glucocorticoides — A dosis altas tienen efectos catabolicos sobre el
hueso ya que inhiben la sintesis de IGF-I por los osteoblastos y suprimen
directamente la BMP-2 y la Cbfa 1, factores criticos para la
osteoclastogénesis (Manolagas 2000).

*Hormona de crecimiento (GH)- Tiene dos acciones sobre el hueso
directa e indirecta. La GH actua directamente sobre los osteoblastos, con
receptores par la hormona, estimulando su actividad, lo que produce un
aumento en la sintesis de colageno, osteocalcina y fosfatasa alcalina.

La accion indirecta se produce a través del aumento de sintesis de
IGF-I y II por los osteoblastos. Estos factores favorecen la proliferacion y
diferenciacion de los osteoblastos, aumentando su numero y funcion

(Tresguerres y cols 2002)

Factores locales-El remodelado 6seo también estd regulado por
factores locales, entre los que destacan los factores de crecimiento, las
citoquinas y mas recientemente se han implicado las proteinas de la

matriz 6sea como moduladoras de la accion de otros factores locales.
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1) Factores de Crecimiento-Los factores de crecimiento (GFs) son
polipéptidos que mediante un proceso autocrino o0 paracrino van a
facilitar la migracion, proliferacion y diferenciacion de las MSCs en el
proceso de regeneracion Osea, asi como en el control de la actividad
funcional de las células de la Unidad Multicelular Béasica (BMU) que
intervienen en el remodelado. En un sentido estricto se deberian
denominar “factores reguladores” ya que no solo tienen una funcidn
mitogénica o proliferativa (Barnes y cols 1999)

*Factor de crecimiento similar a la insulina (1GF), (Tipo [ y IT)- Con
una semejanza del 50% con la insulina se encuentran en el torrente
circulatorio unido a proteinas de union especificas. Producido por las
plaquetas, macrofagos, osteoblastos y MSCs, también se encuentra en la
matriz 6sea. De manera autocrina o paracrina estimula la proliferacion
(mitogénesis) y la diferenciacion de las MSCs y de las células de
revestimiento, asi como la formacion de parte de los osteoblastos de
osteocalcina, fosfatasa alcalina, y de colageno tipo I. Durante el
remodelado 6seo su liberacion de la matriz, al igual que las BMPs y el
TGF, induciria la diferenciacion de MSCs y las células de revestimiento
(Hill y cols 1995).

*Factor de transformacion f (TGFP). Descrito inicialmente en
células que presentaban transformacion maligna. Presenta 5 isoformas
pero las formas Bly B2 han sido las mas investigadas por lo que de
manera general se refiere de manera conjunta a las 2 isoformas como el

TGFp.
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Las TGFB1 y TGFB2 se encuetran en las plaquetas principalmente y
también en los macréfagos, linfocitos, neutrofilos, MSCs, osteoblastos
(que lo producen con un efecto autocrino) y la matriz 6sea. Van a actuar
de manera paracrina o autocrina y su principal funcién es la de
quimiotaxis y diferenciacion de las MSCs y para la produccion de
colageno por parte de los osteoblastos. Favorecen también la
angiogeénesis. Inhiben la formacion de osteoclastos y la reabsorcion oOsea.
No es bien conocido pero parece que tiene un efecto mitogénico en las
células mensenquimales e inhibitorio de la proliferacion en células
epiteliales, y dependiente de la presencia de otros GFs (Baylink y cols
1993).

*Proteinas morfogenéticas oseas (BMPs) se encuentran presentes en
varias fases de la reparacion y remodelacion 6sea. Son un subgrupo de la
superfamilia de TGFP y parece que son mas selectivos con el hueso que
este ultimo y presentan hasta 16 isoformas. Son recogidas inicialmente de
la matriz extracelular del hueso adyacente y posteriormente producida por
las MSCs y los osteoblastos. Parece que acthan mas sobre la
diferenciacion osteoblastica de las MSCs que en su proliferacion
(mitogénesis). A diferencia de otros factores de crecimiento, las BMPs
so0lo son mitogénicas para c€lulas dseas y no para otros tipos celulares. Se
diferencian claramente de los TGFp, asi mientras que las BMPs inducen
la produccion de osteocalcina (marcador de la diferenciacion oseoblatica),
los TGFB la inhibirian, ademds tendrian diferentes receptores de

membrana y diferentes caminos citoplasmaticos.
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Tienen capacidad de inducir la formacion de hueso de manera
ectopica (osteoinduccion estricta). No se ha demostrado que las BMPs
causen oncogénesis sino mas bien su aumento de expresion sea un
producto de algunos tumores osteogénicos, pero no la causa. En el ambito
maxilofacial se estan utilizando las formas recombinantes humanas de la
BMP-2 y de la BMP-7 (Yamaguchi y cols 2000).

*Factor de crecimiento de origen plaquetario (PDGF), Presenta 3
isoformas AA, AB, BB. Actlian en las células a través de un receptor
tirosina-Kinasa y puede ser de tipo a que se unen a cadenas A y B, y de
tipo B que s6lo se unen a cadenas B. Esta principalmente producido por
las plaquetas aunque también por los macrofagos, osteoblastos (isoformas
BB), condrocitos, fibroblastos y células endoteliales. Facilita la
angiogeénesis por via indirecta a través de los macrofagos que actuan sobre
sobre las células endoteliales; realiza un efecto quimiotactico y activador
sobre células de inflamacion (macrofagos); favorecen la quimiotaxis y
proliferacion de células mensenquimales (mitogénico); y facilitan la
formacion de colageno tipo I por parte de los osteoblastos. Se achaca a
este factor el 50% del efecto mitogénico proveniente de las plaquetas, el
resto corresponderia a otros GFs. Se considera que en la sangre normal
existen 0,06pg de PDGF por millon de plaquetas o 1.200 moléculas de
PDGF por cada plaqueta (Ross y cols 1986).

*Factor de crecimiento fibroblastico (FGF tipo I y II)-Su efecto
sobre los fibroblastos, fue la primera de sus funciones descrita, lo que le
valio el nombre. La forma II o basica parece que es la mas potente en la

funcion mitogénica. Hoy se sabe que actua sobre otras células. Son
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producidos no sélo por los fibroblastos sino también por los macrofagos,
osteoblastos, plaquetas y células endoteliales a lo largo del proceso de
curacion Osea. Parece que aumenta la proliferacion y diferenciacion de
osteoblastos y la inhibicion de osteoclastos. Actuan sobre los fibroblastos
aumentando su proliferacion y la produccion de fibronectina. También
favorecen la angiogénesis por su accion mitogénica y quimiotactica sobre
las células endoteliales (Marie 2003).

*Factor de crecimiento epidérmico (EGF)- Descrito por primera vez
en la glandula submaxilar, tienen una gran similitud con el TGFa lo que
hace que se una al mismo receptor. Su accidn parece que también es
regulada por la accion de TGFB Y PDGF. Su funcidén es mitogénica,
proapoptotico, migracion y de diferenciacion no so6lo de las células
epiteliales, sino también sobre fibroblastos, células del cristalino, c€lulas
renales y células gliales a partir de células mesenquimales (Bolufer
1988).

*Factor de crecimiento vascular y endotelial (VEGF)- Proteina que
presenta 4 isoformas. También llamado factor de permeabilidad vascular
(VPF). Actia sobre la quimiotaxis y la proliferaciéon de las cé€lulas
endoteliales. Realiza una hiperpermeabilidad de los vasos. Producido por
varias cé€lulas, entre ellas las plaquetas, macrofagos, osteoblastos y células
musculares lisas, sobre todo en estados de hipoxia. Su accion parece que
esta regulada por la accion de TGFP y PDGF. Existen 0,0006ng de VEGF

por millon de plaquetas (Banks y cols 1998).
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2) Proteinas de la matriz-Recientemente se ha descubierto que las
proteinas de la matriz actian como moduladores de los factores de
crecimiento (Young 2003).

Hay que tener en cuenta que las proteinas de la matriz se hallan en
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.

3) Citoquinas-Son polipétidos sintetizados en células linfociticas y
monociticas que juegan un papel importante en multiples funciones
celulares, como la respuesta inmunoldgica, la inflamacion y Ila
hematopoyesis, con efecto autocrino y paracrino.

*Interleuquina 1(IL-1)- Estimula directamente la reabsorcion
osteoclastica, incrementando la proliferacion y diferenciacion de los pre-
osteoclastos asi como la actividad osteoclastica e inhibiendo la
apoptosis de los osteoclastos.

*Interleuquina 6(IL-6)- Estimula la reabsorcion osea. Se cree que
juega un papel muy importante en las etapas iniciales de la
osteoclastogeénesis. Se produce en respuesta a PTH, IL-1y 1,25 (OH), D;.

*Interleuquina 11(IL-11)- Se produce en la médula 6sea e induce la
osteoclastogenesis.

*Prostaglandinas (PG)-Tienen un efecto contradictorio. Producidas
por las MSCs y osteoblastos. Aunque en un principio la Prostaglandina E2
(PGE2) tiene un efecto reabsortivo sobre el hueso, sin embargo favorecen
la produccion del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) y de

sintesis de colageno tipo I (Kawaguchi y cols 1995).
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Terapeuticas de regeneracion 0sea

Las terapeuticas actuales tanto en traumatologia como en odontologia
de regeneracion tisular se basan en la utilizacion de biomateriales
artificiales o naturales asi como el uso de proteinas que aporten sefiales
estimuladoras que desencadenen el proceso fisiologico de la
regeneracion.Existen tres mecanismos relacionados con el éxito de la
regeneracion Osea: osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccion.
(Gomez y Rodriguez 2000)

Osteogénesis-Es el proceso de formacion y desarrollo de hueso
nuevo. Los osteoblastos son trasladados desde las zonas de origen hacia
el defecto. Este mecanismo es el que se produce en los injertos de hueso
autodlogo, en donde ese establece un actividad de remodelado, que
simultdineamente lleva a la reabsorcion del material injertado y el
reemplazo por hueso neoformado para conseguir la regeneracion total del
injerto.

Osteoinduccion-Es el proceso de formacion de hueso en tejidos
donde originalmente no existe gracias a la liberacion de proteinas
osteoconductivas (BMPs) que favorecen la diferenciacion celular.

Osteoconduccion-Consiste en la creacion de un andamiaje o matriz
fisica apropiada para la deposicion de hueso nuevo. La osteoconduccion
caracteriza el crecimiento 6seo por aposicion a partir del hueso existente y
por encima del mismo, siendo necesario para este proceso la presencia de

hueso o de células mesenquimales diferenciadas (Anitua 2000).
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INJERTOS OSEOS

Los injertos 6seos se definen como partes de hueso vivo no sujetas al
cuerpo que sirven para cubrir, rellenar, conectar o dar soporte a otras
partes del cuerpo lesionadas (Garcia y cols 2005).

Los injertos Oseos utilizados en cirugia ortopédica y traumatologia
pueden dividirse generalmente en autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos,
materiales sintéticos y combinacion de ellos. Autoinjerto (injerto
autodlogo) se refiere al tejido 6seo tomado e implantado al mismo
individuo. Las preparaciones de autoinjerto comprenden la médula dsea
aspirada, el hueso esponjoso o cortical y los injertos vascularizados. Los
autoinjertos 6seos vascularizados y los injertos esponjosos introducidos en
una zona sana de un receptor pueden ser al mismo tiempo osteogénicos
(porque llevan células vivas), osteoinductores (por las proteinas de la
matriz) y osteoconductores (por la matriz 6sea). Aunque solo una pequefa
parte de las cé€lulas transplantadas dentro de un segmento avascular del

autoinjerto sobrevivan, pueden contribuir a una mejor respuesta curativa.

Injerto 6seo autologo: Desde la perspectiva de crecimiento 0seo
exclusivamente el mejor injerto es el hueso autdlogo, ya que por sus
propiedades engloba los tres mecanismos involucrados en la regeneracion.
, proporcionando células Oseas, proteinas osteoconductivas como factores
de crecimiento y BMPs asi como una importante matriz de soporte. La
actividad osteogénica estd dominada por células Oseas, mediante la
formacion de tejido osteoide, pero no soélo las células 6seas injertadas

contribuyen a la formacion de hueso.
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El injerto sufre un proceso de remodelacion que hace que durante la
fase de reabsorcion se liberen factores de crecimiento y BMPs
procedentes de la matriz que favorecen la osteoinduccion. La estructura
Osea del injerto actiia como matriz del hueso neoformado, permitiendo el
efecto osteoconductor.

El punto de referencia que sirve para comparar cualquier sustituto
0seo es el injerto 6seo convencional autélogo con esponjosa y cortical
tomado de la cresta iliaca; sin embargo, tiene algunos inconvenientes.

Asi la disponibilidad de utilizacion del injerto 6seo autdlogo es
limitada y muchos pacientes con problemas de reconstruccion complejos
pueden tener que someterse a varias extracciones, dejando finalmente
inservible la cresta iliaca para este fin. Ademas, suele acompafiarse de
complicaciones mayores en el 8,6% y menores en el 20,6% de los casos
(Arrington y cols 1996). Las complicaciones por la toma del injerto en la
cresta iliaca (zona donante por excelencia) pueden ser de este orden:
hematoma, seroma, falso aneurisma, lesiones arteriales y nerviosas,
alteraciones de la marcha, fracturas de ala iliaca, lesion visceral y uretral,
perforacién del peritoneo, infeccion, inestabilidad sacroiliaca, dolor y
alteraciones del crecimiento en nifios. La reabsorcion que tienen lugar tras
el injerto es menor con hueso de menton, rama ascendente o de calota
(origen intramembranoso) que con el obtenido de la cresta iliaca (origen
endocondral). Ademas recientemente se ha comprobado que los injertos
de origen membranos poseen mas factores de crecimiento IGF y TGF-f3

que los de origen endocondral (Finkelman y cols 1992).
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Por estas razones se recomienda tener otras opciones de aumento. Una

alternativa a los injertos autdlogos son los aloinjertos.

Aloinjerto: Se define como un tejido tomado a un sujeto e
implantado a otro de la misma especie. En este sentido, el receptor se
espera que haga una reaccion inmune contra las células de un aloinjerto
fresco, de manera que las preparaciones de aloinjerto 6éseo humano se
procesen para retirar células y disminuir la reaccion inmune del receptor.
La retirada de restos celulares también disminuye la posibilidad de
transplantar particulas de virus intracelulares.

Los aloinjertos se pueden clasificar segiin su anatomia, métodos de
procesado y esterilizacion y propiedades de manejo. Al faltar células
viables, los aloinjertos no aportan propiedades osteogénicas como el
autoinjerto. La extension de las propiedades ostoinductoras y
osteoconductoras y la resistencia mecéanica del aloinjerto varian en parte
con los métodos de procesado del injerto. Los aloinjertos pueden
transmitir enfermedades infecciosas y precisan de una infraestructura
sociosanitaria compleja; los bancos de hueso precisan de una gran

inversion con un elevado coste econdomico (Schwarty cols 1998).

Xenoinjerto: Es un tejido 6seo de una especie implantado a otra
diferente. Una vigorosa respuesta inmunitaria impide el empleo de la
mayor parte de preparaciones de xenoinjertos. El injerto 04seo
desproteinizado y desgrasado  muestra una respuesta inmunitaria

reducida, pero este proceso destruye también las proteinas de la matriz
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osteoindutoras. El colageno de bovino procesado derivado de hueso
parece ser biocompatible y es el componente de varias preparaciones de
injertos 0seos actuales. También pueden tener una procedencia equina o

porcina.

Materiales Aloplasticos: Son productos sintéticos biocompatibles
que han permitido en parte una gran expansion de medios de injerto 6seo
disponible. Se clasifican en ceramicas, polimeros y composites. Estan
apareciendo varios materiales osteoconductores para la aplicacion en
cirugia ortopédica que varian mucho en osteoconductividad,
osteoinductividad, fuerza mecanica y propiedades de manejo y coste.

Actualmente existe un gran desarrollo de las cerdmicas y los
compuestos de fosfato. Las mas empleadas son las ceramicas, que pueden
ser bioinertes (oxido de aluminio y oOxido de titanio) o bioactivas

(materiales de fosfato célcico) (Lax 2004).

BIOMATERIALES

Son sustancias sintéticas empleadas para sustituir o incrementar los
tejidos biologicos. La European Society of Biomaterials define los
biomateriales como “materiales no vitales que se utilizan en aplicaciones
médicas con la finalidad de obtener una interaccion con un determinado
sistema biologico”. La finalidad de estos materiales es favorecer la
osteoconduccidn, es decir servir de estructura para la deposicion de hueso

nuevo (Spiekermann 2001).
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La hidroxiapatita es uno de los biomateriales mas utilizados.
Contiene una proporcion de calcio-fosfato de 1,67 idéntica al mineral

6seo y con un modulo de elasticidad muy semejante al hueso humano.

(Tabla 3)
Origen Tipos Reabsorcion

SINTETICAS Densas No
Porosas Si

NATURALES Coralina Lentamente
Ficogena Lentamente
Bovina Lentamente
Porcina Lentamente
Equina Lentamente

COMBINADAS Bovino-Colageno Lentamente

Tabla 3- Principales tipos de Hidroxiapatitas. Tomada de (Sanchez y cols en 1993)

HA. SINTETICAS

Son una forma de fosfato de calcio cerdmico, no son osteogénicos ni
osteoinductivos, pero si osteoconductivos, es decir, sirven como matriz

para la formacion de hueso nuevo (Pettis y cols 1990).

HA. NATURALES

Coralinas- Se utilizan como material el coral formador de arrecifes
del género Porites que presenta un esqueleto formado por acumulos de
cristales de aragonita. La porosidad de los cristales es de

aproximadamente 230 micras, comportandose en un adecuado material de
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injerto cuando los cristales de aragonita (CaCO;) se convierte en
hidroxiapatita Cal0 (PO,4)s (OH), (Smiler y cols 1992).

Ficogénicas- Debido a la similitud de algunas especies de algas
calcificadas con la arquitectura del hueso, después de quitar todas las
partes organicas y la transformacion del carbonato en HA, este ofrece un
buen andamiaje para el crecimiento 6seo (Kasperk y cols 1990).

Bovinas- Se consiguen a partir del mineral 6seo del ganado bovino.
Este es un material altamente osteoconductivo, guardando una gran
similitud con el hueso humano. Su contenido en proporcion calcio-
fosfato es de 1,67 y con un moddulo de elasticidad parecido al mineral
6seo humano (Hédmerle y Karring 2000).

A pesar de sus buenas propiedades fisico-quimicas del hueso de
origen bovino se ha detectado la posibilidad de transmitir la enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob también conocida como encefalopatia espongiforme
bovina 6 enfermedad de las vacas locas, cuestionando de este modo su
seguridad (Wenz y cols 2001).

Porcinas y Equinas-Debido a la aparicion de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob se empezaron a buscar otros posibles origenes (Vozza y
cols 2004).

El fosfato tricalcico es otra ceramica bioactiva que promueve la
formacion 6sea mediante el intercambio de calcio y fosforo.Este forma
parte del hueso al igual que la hidroxiapatita, pero en una proporcion de
1,51, lo cual hace que el comportamietno de ambos biomateriales sea

distinto.
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El fosfato tricalcico es un material osteoconductivo que proporciona

una estructura adecuada para la regeneracion osea.

Los biovidrios o particulas de vidrio ceramico estan formados en
un 45% por silice (Si0,) pero ademas contiene sales de sodio, calcio, y
fosfatos. Su mecanismo de accion consiste en unirse al hueso, siendo
integrado por los tejidos en lugar de ser aislado por tejido fibroso.

Se produce una union entre el vidrio y el hueso, llamada fijacion
bioactiva, que se define como la unidon de un implante a los tejidos
mediante la formacion de una capa de HA bioldgicamente activa (Shapoff
y cols 1997).

Los polimeros se utilizan en el campo de la ortopedia para la
fabricacion de valvulas cardiacas protésicas, protesis de cabeza de femur,
y como cementos 0seos, asi como el polimero de sustitucion de tejido
duro.Compuesto por un nucleo de polimetilmetacrilato que es hidrofobo,
y una capa externa de polihidroximetilmetacrilato e hidroxido de calcio,
que son hidrofilos y proporcionan una carga negativa que favorece la
formacion oOsea. Presenta la desventaja de no ser reabsorbible (Yukna
1990).

Actualmente se persigue que los biomateriales ademas de
biocompatibles, es decir, que no produzca signos de reaccion toxica, sean
bioactivos, reaccionando con el huésped para favorecer la respuesta

tisular.
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Caracteristicas de un biomaterial para sustitucion dsea

Las caracteristicas de un biomaterial deben ser:

-Biocompatibilidad

-Osteoconduccion

-Radiopacidad

-Facilidad de uso y manipulacion

-Rechazo del crecimiento de los patogenos orales

-Hidrofilia

-Posibilidad de suministro en particulas o molde

-Actividad eléctrica de superficie

-Microporosidad

-Ausencia de accion alergénica

-Resistencia elevada a la compresion

-Precio economico

Tabla 4- Caracteristicas idoneas de un biomaterial. Tomado de McKinney RV. Implantes dentales
endooseos. Ed. Mosby 1993.

La osteoconduccion corresponde a la cualidad pasiva de un material
para asimilar el crecimiento 6seo mediante la infiltracidén vascular y celular
a partir de la zona de contacto con el tejido 6seo receptor. Se trata de un
proceso tridimensional que tiene lugar cuando se implanta un material
poroso en el hueso, de manera que constituye un andamiaje o soporte para

la formacion de un nuevo tejido 6seo.
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Jarcho 1981, destaco la excelente capacidad de dirigir y permitir la
formacion Osea en intimo contacto sobre las ceramicas de fosfato calcico
(considerando una unién quimica), la ausencia de respuesta inflamatoria o
respuesta a cuerpo extraio, asi como que los iones de calcio y fosforo
derivados de los implantes entrarian en el "pool" corporal y serian
utilizados como el resto de iones plasmaticos. Con respecto a la
osteogenicidad de estos implantes afirmé que no se podia asegurar que
inducian la formacion de hueso, aunque si eran capaces de "guiar" el
crecimiento 0seo a areas que no estarian normalmente ocupadas. Esto fue
llamado por algunos autores como "osteoconductividad" y "osteofilia".

No obstante, se debe diferenciar el término "osteoconduccion"
definido anteriormente del término "osteoinduccion" que ( Boyne 1993),
describié como sindnimo de “estimulacidon osteoblastica” e implica que el
material utilizado como injerto tiene la capacidad de inducir la formacion
de hueso en un lugar donde no existe; mientras que la “osteoconduccion”
seria la capacidad del material de influir sobre las células programadas
hacia osteoblastos para diferenciarse mas rdpida y eficazmente hacia la
formacion de hueso nuevo.

Diversos estudios han coincidido en sefialar la capacidad
osteoconductora de los biomateriales y xenoinjertos elaborados a partir de
hidroxiapatita y fosfato calcico confirmando, asimismo, su excelente
comportamiento en ese sentido (Meseguer-Olmo 1993; Meseguer y cols
1994; Thomas 1994; Galian 1995; Cornell y Lane 1998; Boyde y cols,
1999; Ikeda y cols 1999; Denissen y cols 2000; Walsh y cols 2003; Jun

y cols 2003). No obstante, existen referencias contradictorias. Asi, los
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estudios de (Dahners y cols 1984), no coinciden con la mayoria de los
autores, al concluir que la hidroxiapatita y el colageno no poseian
capacidad osteoconductora y en que este ultimo solo podria ser utilizado
como agente hemostatico.

Afios mas tarde, diversos estudios demostraron la importancia que
tenian algunas caracteristicas del material en el proceso de
osteoconduccion como: el tamafio del granulo, el grado de interconexion
entre ellos, la porosidad global del material y una serie de factores
quimicos, fisico-quimicos y biologicos estudiados por diferentes autores
en la busqueda de un biomaterial ideal (Jarcho 1981; Klein y cols 1983;
Holmes y cols 1984; Daculsi y cols 1989; Einhorn y Simon 1990;
Meseguer-Olmo 1993; Galian 1995; Zyman y cols 1998; Cornell y
Lane 1998; Andrade y cols 2002).

Los biomateriales pueden tener una gran variedad de texturas,
tamafios y formas. La proporcion de reabsorcion varia y depende de la

estructura quimica del material, la porosidad y el tamafo de particula.

Relacion biodegradacion, porosidad y densidad del material:

a) Biodegradacion: La biodegradacion de la hidroxiapatita es un
factor inherente a la compatibilidad del material. Jarcho en 1981, propuso
dos mecanismos para explicar en qué consiste la degradacion: el basado en
la "solubilidad o mecanismo quimico" y el basado en la "fagocitosis o
mecanismo celular". El proceso de reabsorcion se llevaria a cabo por un

mecanismo celular a través de macrofagos y celulas gigantes
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multinucleadas a cuerpo extrafio y no por medio de osteoclastos como se
habia sefialado. La superficie es otro factor imputable al material que
afecta a la degradacion biologica, de modo que, de forma general a mayor
area de superficie mayor reabsorcion. Asi pues, los biomateriales densos
con pequeiia area de superficie se biodegradan mas lentamente cuando se
comparan con implantes porosos, por lo que la forma y la arquitectura del
biomaterial tienen un profundo efecto sobre las tasas de reabsorcion.

b) Porosidad:

La diferente porosidad de los materiales estd determinada por el
tamafio del vacio o poro. La porosidad de las ceramicas fosfocalcicas se
subdivide en tres tipos: la macroporosidad creada por la adicion de un
porogeno en el momento de la sintesis, corresponde a los poros de
diametro superior a varias decenas de micrones (arbitrariamente mayor o
igual a 100 um), la microporosidad, porosidad residual tras la sintesis,
cuyos poros son de un didmetro inferior a una decena de micrones (menor
de 5 um para otros autores) y la porosidad de conexion (ventanas) entre los
macroporos, cuando los poros de la superficie del material comunican con
los de la profundidad.

En el microporo, los fluidos biologicos se enriquecen de iones calcio
y fosforo liberados por procesos de disolucion intra y extracelular,
creandose un nuevo equilibrio de saturacion. Este fendmeno de
precipitacion conduce a que se formen cristales de apatita y a una
calcificacion precoz, que mas tarde limita los fenomenos de intercambio,
difusion y disolucion. El uso de material macroporoso presenta las

siguiente ventajas: una mayor fijacion del implante al huésped que alude a
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la fijacion bioldgica inicial descrito por Jarcho en 1981, una posible
reduccion de la capsula fibrosa, asi como de las posibles propiedades
carcinogénicas.

¢) Densidad: Un implante de densidad alta supone una superficie con
menor area de contacto lo que implica un grado bajo de reabsorcion del
material. A la inversa, un implante de baja densidad al aumentar el area de
superficie implica una elevada capacidad de reabsorcion. Los macroporos
son rapidamente colonizados por células mesenquimales que se
diferencian en osteoblastos evitando la encapsulacion fibrosa del implante
similar a la observada en la reacciones a cuerpo extraiio, al contrario que
cuando se utilizaban materiales densos o microporosos (Jarcho 1981;

Daculsi y cols 1989; Einhorn y Simon 1990 y Andrade y cols 2002).

El hueso esponjoso autdlogo continla siendo el material mas
osteogénico y fiable para la reparacion de los defectos Oseos, siendo el
hueso el tejido méas frecuentemente transplantado después de la sangre
(Prolo y Rodrigo 1985). Sin embargo, existen importantes desventajas
asociadas con el uso de estos injertos, especialmente la limitada cantidad
de éstos y la asociada morbilidad postoperatoria. De otra parte, el uso de
aloinjertos con suficientes garantias de riesgo de contagio por VIH,
(Malinin 1993) conlleva otra serie de problemas como disponibilidad y
adquisicion, asi como un elevado coste econdmico (Doncel y cols 1989;
Fernandez y cols 1989).

El empleo de xenoinjertos, s6lo o mezclado con hueso autdlogo, para

restaurar los rebordes alveolares es una alternativa predecible y cada vez

49



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

mas utilizada seglin la bibliografia. A partir de especies bovinas, porcinas
y equinas, se ha producido un material 6seo poroso xendgeno que ha
permitido limitar la resorcion de los rebordes alveolares. Este material
6seo de origen animal es sometido a un proceso para eliminar toda la
materia orgdnica, dejando solo la parte inorgdnica, compuesta
fundamentalmente de hidroxiapatita, pero que también puede contener
otras sustancias inorganicas y organicas, dependiendo del proceso de
elaboracion. Dado que este producto inorganico tiene la porosidad del
hueso normal y contiene algo de carbonato y fosfato tricalcico, ademas de
hidroxiapatita, siempre se produce alguna resorcion osteoclastica del
mismo. Este proceso de resorcion lenta, unida a una respuesta favorable
de remodelacién y reconstruccion oOsea, se prolonga durante mucho
tiempo. El reborde alveolar se mantiene durante el tiempo en que se van
reabsorbiendo y remodelando las particulas de mineral xen6geno (Boyne
1987).

El xenoinjerto 6seo bovino desproteinizado mineralizado es uno de
los biomateriales mas estudiados e investigados experimentalmente segiin
la bibliografia. Ha sido utilizado para la regeneracion de alvéolos
postextraccion, en elevaciones de seno maxilar, reconstrucciones del
reborde atréfico, etc. Igualmente se han hecho estudios clinicos
combinandolo con membranas de coldgeno asi como con otros factores
osteoinductores.

Hockers y cols en 1999, utilizaron hueso bovino (Bio-Oss®) de
forma individualizada y combinado con hueso autélogo y membrana de

colageno para la regeneracion o0sea de defectos Oseos periimplantarios

50



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

observando resultados similares de integracion y regeneracion Osea entre
el hueso autdlogo y el Bio-Oss”™; asimismo la regeneracion dsea era mayor
cuando se utilizaban membranas y un injerto de soporte con una
reabsorcion lenta en el tiempo, como es el caso del Bio-Oss®.

Van Steenberghe y cols en 2000, utilizaron el Bio-Oss® como
material de relleno del gap residual entre el implante y el alveolo en
implantes inmediatos postextraccion obteniendo resultados muy
beneficiosos en la osteointegracion del implante.

Hising y cols en 2001, realizaron un estudio clinico sobre 61
pacientes que presentaban una cresta alveolar severamente reabsorbida
tratindola mediante implantes dentales y hueso mineralizado bovino
mezclado con hueso autélogo de mentén en el 73% de los casos, para su
reconstruccion. Realizaron la regeneracion Osea de la cresta alveolar en
anchura, en altura, mediante elevacion de seno maxilar y en elevacion de
suelo de la cavidad nasal. Después de 12 meses de integracion del
xenoinjerto, se insertaron 231 implantes colocando la protesis al afo; se
estimé una supervivencia de los implantes del 80.5 %.

Norton y cols en 2003, demostraron la eficacia del hueso
mineralizado bovino en el aumento del reborde alveolar en humanos
considerandola una técnica predecible y exitosa. Otros autores
combinaron el xenoinjerto con membranas de titanio para evitar el
colapso y la reabsorcidn del injerto en el tiempo (Artzi y cols 2003).

Otros autores como Cornelini y cols en 2004, utilizaron Bio-Oss”
con membranas de colageno (Biogide®) para mejorar la cicatrizacion del

defecto 0seo alrededor del implante colocado en alvéolos postextraccion
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comparandolo con la colocacion de la membrana de colageno (Biogide®™)
individual sobre el implante insertado en el alveolo. Los resultados
demostraron que el uso de hueso mineral desproteinizado bovino con una
membrana de colageno sobre el defecto entre el implante y el alveolo
residual postextraccion ofrece ventajas significativas en zonas donde
existan demandas estéticas en términos de soporte de tejidos blandos.

El xenoinjerto 6seo bovino también ha sido ampliamente utilizado en
periodoncia. Houser y cols en 2001, realizaron un estudio comparativo en
el tratamiento de lesiones de furca clase II en molares mandibulares
usando Bio-Oss® con una membrana de colageno (Biogide®)
comparandolo con el tratamiento convencional de desbridamiento
quirtrgico de la lesion con colgajo a “cielo abierto”. El tratamiento con
Bio-Oss” y Biogide® ofrecia mejores resultados de regeneracion dsea que
el tratamiento convencional.

Sculean y cols en 2003, realizaron un estudio similar comparando
dos tipos de tratamiento de defectos intradseos mediante el uso de
xenoinjerto bovino mas una membrana de colageno o bien mediante
desbridamiento quirirgico convencional de la lesion obteniendo
resultados similares.

Estos mismos autores, Sculean y cols en 2004, realizaron
posteriormente el estudio histologico en pacientes con enfermedad
periodontal realizando regeneracion tisular guiada sobre dientes en los
que estaba indicada la exodoncia. La regeneracion la realizaron de dos
modos, mediante xenoinjerto bovino mas membrana de colageno y

mediante xenoinjerto bovino mezclado con coldgeno mas membrana de
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colageno. Pasados 6 meses del tratamiento, realizaron la exodoncia de los
dientes tratados junto con tejidos blandos y duros periodontales para
realizar el estudio histolégico. Comprobaron que ambos tipos de
tratamiento conseguian unos resultados adecuados de regeneracion
periodontal, observando formacion de nuevo hueso y cemento, con la
inclusion de particulas del xenoinjerto en el hueso autdélogo remanente.

En casos de maxilares atroficos con rebordes alveolares posteriores
severamente reabsorbidos y senos maxilares pneumatizados, es necesario
realizar la elevacion de la mucosa sinusal con la colocacion de un injerto
de hueso para poder insertar los implantes dentales.

Existen multiples estudios sobre los diferentes injertos que se utilizan
para regenerar estos rebordes, desde el uso de injertos autdlogos
particulados o en bloque, hasta el uso de xenoinjertos individuales o
mezclados con hueso autdlogo.

Yildirim y cols en 2000, evaluaron la formacion de nuevo hueso
usando Bio-Oss® mezclado con sangre venosa en elevaciones de seno.
Comprobaron que se produce tejido déseo nuevo, observando los granulos
del xenoinjerto dentro del nuevo tejido 6seo asi como la presencia de
puentes entre las trabéculas neoformadas y los granulos de Bio-Oss®.
También observaron escasa actividad osteoclastica lo que indica la lenta
reabsorcion del xenoinjerto que actuaria como un andamiaje para la
formacion Osea sin que se origine un colapso sobre la zona injertada. El
éxito de los implantes colocados sobre el injerto fue del 89,5% siendo por

tanto una técnica fiable y predecible.
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En esa misma linea de investigacion, Yildirim y cols en 2001,
realizaron otro estudio en humanos, en el que valoraron histolégicamente
la nueva formacion de tejido 6seo en elevacion de seno utilizando
nuevamente Bio-Oss®, pero aqui lo mezclaron con hueso autdlogo
obtenido de la region retromolar, sinfisis y de la tuberosidad maxilar. A
los 7 meses colocaron los implantes y tomaron biopsias. El analisis
histologico demostrd que el Bio-Oss® se integré muy bien en el nuevo
hueso formado. La combinacion del Bio-Oss® con hueso autdlogo
osteoinductor constituye por tanto una técnica de eleccion de eficacia
probada para la elevacion de seno maxilar.

Otros autores como Tawil y Mawla en 2001, compararon el
porcentaje de éxito de implantes dentales colocados tras la elevacion del
seno maxilar usando xenoinjerto bovino combinado con membrana o sin
ella, colocando los implantes en el mismo momento de la elevacion o de
manera diferida cargando el implante antes de los nueve meses o bien
después. Obtuvieron un mayor porcentaje de éxito en aquellos casos en
los que el xenoinjerto se coloco con una membrana de barrera, cuando los
implantes se colocaron de manera diferida a la elevacion de seno maxilar
y en aquellos casos en que se realizd la colocacion de la protesis
transcurridos mas de nueve meses después de la colocacion de los
implantes.

Otros autores como Schlegel y cols en 2003, realizaron el estudio
histologico en perros comparando dos modalidades de injerto en
elevaciones de seno; para ello utilizaron en un grupo, chips de hueso

autdlogo y en otro, hueso mineralizado desproteinizado bovino.
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Comprobaron que a corto plazo, la reabsorciéon O6sea era mayor en las
elevaciones de seno con el xenoinjerto; no obstante, a largo plazo
observaron menor disminucion del volumen del injerto Oseo en las
elevaciones de seno realizadas con Bio-Oss” debido al lento remodelado
0seo que sufre, siendo por tanto una eleccion de injerto recomendable en
la técnica de elevacion de seno maxilar.

Hatano y cols en 2004, realizaron un estudio similar en elevaciones
de seno maxilar utilizando como injerto una combinaciéon de hueso
autodlogo con xenoinjerto bovino con una relacion de 2:1 y la colocacion
simultanea de los implantes dentales. Del mismo modo valoraron la
importancia de la elevada estabilidad que presenta el xenoinjerto 6seo
bovino en el tiempo para disminuir al maximo la reabsorcion del volumen
injertado.

Existen pocos estudios sobre xenoinjertos 0seos de origen porcino en
la literatura aplicados en cirugia bucal. Vozza y cols en 2004, realizaron
el estudio clinico e histologico en la elevacion del seno maxilar con
xenoinjerto de hidroxiapatita y colageno porcino, colocando los implantes
simultdineamente. A los 6 meses rehabilitaron protéticamente los
implantes y realizaron biopsias de la zona injertada observando una
integracion completa del biomaterial sin evidencia de pérdida de hueso
crestal alveolar, afirmando que el xenoinjerto dseo de origen porcino en la
elevacion de seno maxilar y colocacion simultdnea de los implantes
dentales era una técnica exitosa y predecible en el tiempo.

En la misma Ilinea, Barone y cols 2005, compararon

histologicamente en la técnica de elevacion de seno maxilar, el injerto
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O6seo autdlogo con una combinacion de injerto Oseo autdlogo con
xenoinjerto 0seo corticoesponjoso de origen porcino en una proporcion
1:1. Realizaron las biopsias a los 5 meses de la insercion del injerto, no
encontrando diferencias estadisticamente significativas. Asimismo,
afirmaron que el xenoinjerto 6seo corticoesponjoso de origen porcino en
combinacién con el hueso autdlogo en la elevacion de seno maxilar, es
una técnica predecible y exitosa en aquellos casos de atrofias maxilares
severas.

Otros autores como Arcuri y cols en 2005, realizaron un estudio
clinico e histologico de hueso y coldgeno porcino en pasta rellenando
alvéolos postextraccion. Realizaron las biopsias a los tres meses de la
implantacion y observaron sustitucion completa del injerto por tejido
0seo cortical sobre una matriz osteoide. Sin embargo, afirmaron que este
tipo de injerto esta indicado en aquellos defectos 6seos no superiores a 2
mm asi como en regeneracion periodontal, pero no en defectos dseos muy
importantes.

Cardaropoli D y Cardaropoli G en 2008, en otro estudio clinico e
histolégico realizaron la implantacion de un xenoinjerto de origen porcino
en forma granulada cubierto por una membrana de colageno en alveolos
postextraccion para comprobar su preservacion. Tras 4 meses los
resultados confirman la probabilidad de mantener la forma original de la
cresta, permitiendo la colocaciéon de los implantes sobre unos niveles
optimos de hueso y tejido gingival.

Nannmakan y Sennerby en 2008, evalu6 la respuesta del hueso ante

un xenoinjerto de origen porcino mezclado con un gel coldgeno, para
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comprobar la influencia del gel sobre la respuesta 6sea, llegando a la
conclusion de que esta mezcla aumentaria el manejo clinico no
interfiriendo en el proceso de osteoconduccion y siendo reabsorbida con

el tiempo.

Asociacion de biomateriales y células osteogénicas:

A lo largo de la revision bibliografica, ha quedado reflejado que la
mayoria de los biomateriales de fosfato calcio e hidroxiapatita tienen
propiedades osteoconductoras, pero ninguno de ellos es capaz de inducir
la formacion de hueso, limitandose por ello su utilizacion en rellenos de
pequeno tamano.

Con objeto de mejorar esta deficiencia, se han disefiado diferentes
asociaciones de biomateriales y células de estirpe osteogénica, para
conseguir la rapida colonizacion de las mismas. Para el desarrollo de este
material deben darse dos condiciones, que las células que se unan al
elemento fosfocalcico produzcan tejido dseo lo mas rapidamente posible y
que el biomaterial tenga unas caracteristicas fisicas que pueda acoger a las
c¢lulas para que estas desarrollen y conserven su actividad.

Se suelen utilizar dos tipos principales de células osteogénicas,
osteoblastos diferenciados procedentes de explantes del hueso que
muestran escaso potencial proliferativo, asi como dificultad para mantener
su fenotipo "in vitro"; y células de origen mesenquimal derivadas de la
médula 6sea como osteoblastos, fibroblastos y adipocitos, que muestran
gran capacidad de proliferacion y poder osteogénico. El empleo de células

procedentes de la médula 6sea permite ademas aportar al punto de
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implantacion, células implicadas en la degradacion de la hidroxiapatita,
como osteoclastos, monocitos-macréfagos o precursores de células
hematopoyéticas.

Diversos estudios han utilizado células progenitoras asociadas a
biomateriales constituidos por ceramicas fosfocalcicas, tales como los de
Ohgushi y cols en 1992, quienes utilizaron células mesenquimales de
médula osea; posteriormente Faucheux y cols en 1994, experimentaron
con clones de precursores osteoblasticos; Petite y cols en 1996, trabajaron
con células madre de la médula 6sea y Jaiswai y cols en 1997, utilizaron
el cultivo policlonal de progenitores osteoblasticos. A pesar de que todos
utilizaron distintas células asi como diversos materiales, observaron
crecimiento de tejido dseo superior al observado tras el implante de la
ceramica sin cé€lulas, lo que indicaba una capacidad osteogénica y de
osteoinduccion que alentaba a proseguir los experimentos.

Yoshikawa y cols en 1998, emplearon células cultivadas de médula
Oseas combinadas con ceramica porosa de hidroxiapatita en presencia de
dexametasona y glicerofosfatos, realizando el estudio "in vitro" e "in
vivo" mediante el implante intraperitoneal de estas cerdmicas en ratones.
Observaron crecimiento de tejido 6seo en todos los casos, lo que parece
demostrar el potencial osteogénico de las células cultivadas sobre la
ceramica de hidroxiapatita. Sin embargo, Bruder y cols en 1998,
trabajaron con células mesenquimales cultivadas a las que impregnaron
ceramicas bifasicas de hidroxiapatita porosa (65%) y fosfato tricalcico

(35%) que posteriormente eran introducidas en defectos Oseos

segmentarios realizados en fémures de perros. Comprobaron mayor
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formacion Osea en los defectos Oseos rellenados con cerdmicas provistas
de células que en aquellos rellenados s6lo con la ceramica.

Los estudios de Anselme y cols en 1999, demostraron la capacidad
osteoinductiva de la combinacion de una ceramica de hidroxiapatita sobre
la que se habian implantado células 6seas cultivadas, tras la colocacion de
este material hibrido en una zona muscular de conejo. También Kon y
cols en 2000, utilizaron células madre de médula 6sea sobre ceramica de
hidroxiapatita implantadas en defectos creados en huesos largos de oveja,
comprobando un potencial osteogénico mayor que cuando utilizaban la
hidroxiapatita de forma individualizada, recomendando este
procedimiento para su utilizacion en el tratamiento de defectos de huesos
largos. Posteriormente Bareille y cols 2000, utilizaron técnicas
inmunohistoquimicas para demostrar crecimiento celular sobre los
bloques de hidroxiapatita, a los que se les habia afiadido células de
médula 6sea humana para implantarlas después subcutaneamente en
ratones.

En los trabajos desarrollados por Akahane y cols en 2002, utilizaron
la hidroxiapatita como transportador de células de médula osea, a las que
infectaron con un retrovirus y observaron crecimiento 4seo con
osteoblastos y osteocitos normales, sin que el retrovirus impidiera la
formacion de tejido 6seo, por lo que consideraron a la hidroxiapatita como
un método ideal para el transporte de células de la médula 6sea. En el
mismo afio, Cerroni y cols en 2002, realizaron el estudio del crecimiento
celular "in vitro" introduciendo dos lineas celulares de fibroblastos sobre

dos bloque de hidroxiapatita sintética con volumen poroso de 30-40% y

59



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

50-60% respectivamente y también sobre una hidroxiapatita natural
procedente del coral. En todas las ceramicas se produjo proliferacion
celular sin alteraciones morfologicas.

"

Recientemente Chouteau y cols en 2003, realizaron un estudio "in
vitro" del crecimiento de osteoblastos y fibroblastos sobre una cerdmica
fosfocalcica macroporica (70% hidroxiapatita y 30% fosfato tricélcico)
concluyendo que el material fosfocalcico presentaba caracteristicas
osteoconductivas pero no osteoinductivas, que podrian desarrollarse
mediante la asociacion hibrida de cerdmica fosfocalcica y células
osteogénicas.

De igual modo, Uemura y cols 2003, en su trabajo, utilizaron como
material de andamiaje para el crecimiento celular, dos clases de ceramicas
porosas de hidroxiapatita y fosfato tricalcico B-poroso y un nuevo
colageno. Mediante un sistema de presion baja y de perfusion que
facilitaba el crecimiento celular sobre las ceramicas dando lugar a la
regeneracion de defectos Oseos.

Fischer y cols en 2003, variaron el tamafio del granulo y la
microporosidad de las particulas de hidroxiapatita, usando hidroxiapatita
densa e hidroxiapatita microporosa, con dos tamafios de granulo, 212-300
um y 500-706 um. A continuacion cultivaron células madre
mesenquimales en condiciones de diferenciacion osteoblastica sobre los
dos tipos de hidroxiapatita durante una semana, observando una mayor
diferenciacion, proliferacion y actividad osteoblastica en la hidroxiapatita

de rango menor (212-300 um).
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En otros estudios como los de Takahashi y cols en 2005,
consiguieron cultivar y diferenciar osteoblastos sobre un biomaterial de 3-
fosfato tricalcico con un tamaio de granulo de 180-200 um. Asimismo, en
un estudio “in vitro” realizado por Weissenboeck y cols 2006, cultivaron
células madre mesenquimales bajo condiciones de diferenciacion
osteoblastica sobre particulas de hidroxiapatita de distinto tamafio,
observando que con un tamafio de granulo de 10-100 um observaban un
mayor crecimiento osteoblastico asi como una mayor actividad celular a
los 9 dias del cultivo; sin embargo, cuando el tamafo de particula era
mayor, entre 600 y 1000 um, se producia una mayor produccion de
colageno tipo I. También demostraron que el tamafio del granulo no

variaba la secrecion de osteocalcina y osteopontina.

Asociacion de biomateriales y principios activos:

Las sustancias farmacologicas administradas por via oral o parenteral
presentan a menudo una vida media excesivamente corta y conllevan
riesgos de toxicidad sistémica para alcanzar el efecto local deseado. Con
el fin de atenuar tales inconvenientes se han ideado sistemas de liberacion
de principios activos denominados Drug Delivery Systems (DDS). El
principio fundamental de los DDS consiste en liberar productos
farmacoldgicamente activos "in situ" de forma prolongada y constante, en
concentraciones suficientes y no toxicas.

Estas asociaciones ya han sido experimentadas utilizando una
ceramica de fosfato calcico como matriz. Permiten conseguir dos acciones

sinérgicas "in situ": una accion terapéutica mediante la liberacion
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prolongada de un principio activo, y otra de soporte, mediante la
formacion de hueso nuevo a través de la ceramica. Diversos trabajos
muestran que este tipo de liberacion puede emplearse para conferir al
biomaterial propiedades osteoinductoras (asociadas con proteinas
osteogénicas) o para el tratamiento de determinadas patologias Oseas
(infecciones, tumores, osteoporosis) (Urist y cols 1984, 1987; Shinto y
cols 1992; Uchida y cols 1992; Yamamura y cols 1992; Ohgushi y cols
1992; Faucheux y cols 1994; Arm y cols 1996; Lind y cols 1996; Petite
y cols 1996; Denissen y cols 1997; Guicheux y cols 1997 ; Jaiswai y cols
1997; Hallman y cols 2001,2002).

Urist y cols en 1984, 1987, describieron el aumento del crecimiento
6seo cuando utilizaban proteina morfogenética junto con ceramicas de
fosfato tricalcico.

Posteriormente Fang y cols en 1996, desarrollaron un nuevo
concepto, segun el cual se considera a la ceramica fosfocalcica como un
sistema de liberacion de 4cido desoxirribonucleico (ADN) plasmidico que
codifica factores osteogénicos de la proteina morfogenética 6sea (BMP) y
paratohormona (PTH). Observaron que tras su implantacion en diéfisis
femoral de rata era posible transferir células mesenquimatosas "in situ" y
de este modo, desarrollar una poblacion celular genéticamente modificada
y dispuesta a producir proteinas con capacidad osteogénica.

Lind y cols en 1996, utilizaron factor de crecimiento Beta-1 sobre
ceramicas de fosfato tricalcico y las implantaron en defectos Oseos
desarrollados en perros, demostrando la capacidad osteogénica asi como

crecimiento celular en los lugares de implante.
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Guicheux y cols en 1997, observaron en su estudio la capacidad
osteogénica de las hormonas de crecimiento.

Koempel y cols en 1998, demostraron que la proteina
morfogenética-2 (BMP-2) puede ser adsorbida sobre una cerdmica de
hidroxiapatita e incluso promover el crecimiento de tejido 6seo tras su
colocacion en bolsillos subperiosticos de craneo en conejos, por lo que
concluyeron que la union de la BMP-2 y cerdmica de hidroxiapatita era
biocompatible, presentaba capacidad osteoconductiva 'y  facil
osteointegracion con una gran fijacion osea, recomendando su empleo en
cirugia craneo-maxilofacial y de reconstruccion.

También Takahashi y cols en 1999, utilizaron ceramica de
hidroxiapatita junto con BMP-2 para realizar la fusion espinal anterior en
cabras observando un 100% de fusion cuando utilizaban dosis elevadas
(50 mp) de BMP-2 frente al 50% cuando no la utilizaban o en las dosis
bajas (5 mpu), demostrando de esta manera la gran capacidad osteogénica
y osteoinductora de la BMP-2.

Los estudios experimentales desarrollados por Zambonin
demostraron la potenciacion de la actividad osteobléstica sobre cubiertas
de hidroxiapatita a las que afiadian IGF1 (insulin-like growth factor 1)
(Zambonin y cols 1999, 2000).

Lind y cols en 2000, estudiaron la interposicion de relleno con OP-1
(osteogenic protein) sobre transportador colageno con buenos resultados.

En la investigacion llevada a cabo por Neoshi y cols en 2000,
utilizando un compuesto de hidroxiapatita porosa a la que unian células

mesenquimales y proteina morfogenética procedente de hueso bovino que
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se implantaba de forma subcutdnea en ratas machos, demostraron una
capacidad osteogénica mayor cuando se combinaban los tres elementos
que cuando se colocaban solo las células mesenquimales sobre la
ceramica o la proteina morfogenética, indicando los importantes
beneficios que presentaba unir la proteina morfogenética a células
mesenquimales y ceramica de hidroxiapatita; no obstante, concluyeron
que eran necesarios mas estudios "in vivo" antes de poder ser utilizados
en la clinica diaria.

Recientemente, Abiraman y cols en 2002, han demostrado la
capacidad de osteoinduccion de la "cola" de fibrina en la formacion y
reparacion oOsea, al utilizarla junto con ceramicas de hidroxiapatita,
biovidrio y silicato de fosfato célcico, al observar crecimiento del tejido
0seo en todas las ceramicas tras su implantacion en musculo, por lo que
consideraron a la fibrina como el pegamento bioldgico con potencial
osteoinductivo.

Por su parte, Cheng y cols en 2002, demostraron la capacidad
osteoinductora de la PMB-4 que combinada con hidroxiapatita y fosfato
tricalcico provocaban una fusion lumbar posterior, ya que se necesitaban
dosis diez veces mas bajas que las proteinas morfogenéticas 2 y 7.

Por otra parte, ademas de las ceramicas, también se ha investigado
con xenoinjertos Oseos como transportadores de distintos principios
activos. Terheyden y cols en 1999, realizan un estudio histologico en
cerdos realizando técnicas de elevacion de seno maxilar y posterior injerto
de hueso bovino mineralizado desproteinizado (Bio-Oss”) mezclado con

una proteina osteoinductiva (proteina humana recombinada osteogénica,

64



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

rh OP-1) y colocacion simultdnea de los implantes dentales. Analizaron el
grado de osificacion y el contacto implante-hueso (BIC) a los seis meses,
comprobando que la osificacion y el BIC habian sido mayores en
aquellos casos en los que se uso el Bio-Oss® mezclado con la thOP-1.

Pietruska en 2001, realizd el estudio comparativo clinico y
radiografico de dos modalidades de tratamiento de regeneracion Osea de
defectos periodontales mediante Bio-Oss® o bien usando un derivado de
la matriz de proteinas de esmalte (Emdogain®). Realizo examenes clinicos
y radiograficos antes y un afio después del tratamiento. Todos los
parametros clinicos y radiograficos mejoraron significativamente en
ambos grupos de tratamiento sin que existieran diferencias significativas
entre las dos modalidades de tratamiento demostrando la capacidad del
xenoinjerto bovino para la regeneracion Osea.

Posteriormente, Sculean y cols en 2003 y 2004, combinaron ambos
tipos de tratamiento valorando parametros clinicos e histologicos en
pacientes con defectos 6seos periodontales. Compararon dos modalidades
de tratamiento, una mediante una mezcla de Bio-Oss® y Emdogain® y otra
usando Bio-Oss” solamente. Comprobaron una mejora significativa de los
parametros clinicos e histologicos en ambos tipos de tratamiento sin
diferencias significativas entre ellos. Observaron ademas la formacion de
nuevo tejido conectivo de insercion a partir de cementoblastos y fibras
colagenas, ademads de la formacion de nuevo tejido dseo periodontal, pero
como demostrdo en otros estudios, no existia contacto directo entre las
particulas del xenoinjerto y la superficie radicular (dentina o cemento).

Estos mismos autores en un estudio posterior de 2004, compararon los
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resultados sobre el tratamiento de defectos 0seos periodontales usando
una combinaciéon de Bio-Oss®, Emdogain® y membrana de coldgeno,
observando unos valores similares de regeneracion de nuevo tejido dseo,
cemento y ligamento periodontal.

Vasilic y cols en 2003, realizaron la regeneracion o6sea de rebordes
alveolares postextraccion mediante hueso poroso mineralizado bovino,
combinado con una membrana de colageno o bien mezclado con el
sistema fibrindgeno/fibronectina autdlogo (plasma rico en factores de
crecimiento). Compararon ambos tipos de tratamiento llegando a una serie
de conclusiones; observaron una mayor regeneracion  Osea
estadisticamente significativa en los alvéolos tratados con Bio-Oss® y
membrana que en aquellos tratados con Bio-Oss® mezclado con plasma
rico en factores de crecimiento; sin embargo no observaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la reabsorcion alveolar en
altura pero si en los valores de reabsorcion alveolar en sentido horizontal,
que era menor en los casos tratados con Bio-Oss® y membrana de
colageno. Por tanto estos autores defendian que la regeneracion Osea de
los alvéolos postextraccién mediante Bio-Oss® y membrana de colageno
suponia una preservacion mayor de las dimensiones del reborde alveolar
que aquellos tratados con xenoinjerto mezclado con plasma rico en
factores de crecimiento, en los que observaron solo una cicatrizacion mas
rapida de los tejidos blandos. Sin embargo (Waojtowick y cols 2003;
Rodriguez y cols 2003; Hanna y cols 2004), obtienen resultados muy
favorables en el tratamiento del proceso alveolar atrofico, en elevacion del

seno maxilar 'y en el relleno de defectos Oseos periodontales
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respectivamente, mediante Bio-Oss combinado con plasma rico en
factores de crecimiento.

Scabbia y cols en 2004, realizaron el estudio de regeneracion Osea
comparando el tratamiento de los defectos 6seos usando Bio-Oss” con el
tratamiento mediante una combinacion de hidroxiapatita sintética mas
colageno tipo I de origen equino y condroitin sulfato (Biostite®). No
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos tipos
de tratamiento en los distintos pardmetros estudiados, profundidad de
bolsa periodontal, nivel de insercion clinica y en la profundidad del
defecto 6seo radiologicamente. Ambos tipos de tratamiento demostraron
ser exitosos y predecibles en la regeneracion Osea de defectos
periodontales.

Philippart y cols en 2005, llevan a cabo elevaciones de seno maxilar
injertando de 5 a 10 ml de una pasta compuesta de hueso autdlogo
obtenido de la calota con un didmetro de particula < 1 mm, un 50% de
hueso bovino inorganico mineralizado (PepGen P-15), plasma rico en
plaquetas (1.8 x 10° plaquetassmm’ de plasma) y alrededor de 1
microgramo de rhTF (factor tisular humano recombinado). Realizaron
estudios histologicos a los 6 y 10 meses después del injerto. Demostraron
histoldégicamente una elevada integracion de las particulas del xenoinjerto
en el nuevo tejido 6seo formado, observando colonizacion de osteocitos y
osteoblastos circundantes. El uso de xenoinjertos 6seos en pasta de hueso,
supone una alternativa facil y comoda para el paciente consiguiendo un
optimo resultado en la capacidad de regeneracion osea a lo largo del

tiempo. El injerto sinusal demostrd una intensa formacion de tejido 6seo a
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los 6 meses de su colocacion y un incremento en el tiempo del
crecimiento O0seo a los 10 meses.

Las perspectivas de los compuestos que incorporan células
osteogénicas o principios activos especificos (factores de crecimiento,
antibidticos, antimicoticos) a los materiales ya conocidos serviran para
abrir campos de aplicacion, tanto mas si tenemos en cuenta que estos
compuestos activos seran introducidos por técnicas quirirgicas poco
invasivas.

Asi aplicado al campo de la implantologia diversos autores intentan
potenciar la osteointegracion, a traveés del perfeccionamiento o aumento
de los mecanismos intrinsecos de la respuesta celular, por ejemplo, la
incorporacion de FGF-2 y la melatonina (Takechi y cols 2008) utilizo
esta mezcla para promover la osteogénesis alrededor de los implantes.
Basandose en dichos estudios y otros anteriores como son los de (Reiter,
1991), el cual demostr6 que la melatonina podia estimular la
diferenciacion primaria de osteoblastos en cultivo, (Roth y cols 1999),
demostraron la capacidad de la melatonina para promover la
diferenciacion celular y mineralizacion en cultivos de preosteoblastos.
Asimismo, la melatonina incrementa la produccion de colageno tipo I, y
puede modular in vitro la expresion de sialioproteina asi como aumentar
la expresion de otros marcadores 60sos incluida la fosfatasa alcalina, la
osteopontina, y la osteoclaciona (Nakade y cols 1999) reconocio que la

melatonina por si s6la podria incrementar el volumen 6seo in vivo.
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Fisiologia de la melatonina

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina es una indolamina
descrita por (Mc Cord y Allen 1917) y aislada por (Lerner y cols 1958),
al busar un factor que pudiese ser responsable del vitiligo en humanos,
descubrieron que dicha molécula aclaraba la piel y le dieron el nombre de
melatonina al relacionar su funcidon con el pigmento melanina y su
estructura con la serotonina. Se trata de un cristal organico, de color
blanco, cuyo peso molecular es de 232,38 Da y un punto de fusidén entre

116 y 118 °, altamente liposoluble (Smuszkovicz y cols 1960).

Biosintesis de la melatonina

La melatonina se sintetiza a partir del triptéfano, aminoacido
aromatico esencial, en la glandula pineal. (Fig. 2) Ademas de ser
sintetizada en los pinealocitos, la melatonina también es sintetizada en
otros tejidos como la retina, (Grace y cols 1991), cuerpo ciliado del iris
(Aimoto y cols 1985), glandula lacrimal ( Mhatre y cols 1988), médula
osea (Tan y cols 1999), aparato digestivo (Huether y cols,1992), ovario(
Itoh y cols 1997), sistema inmune (Guerrero y Reiter 2002), resultando
mayores los niveles de melatonina a nivel tisular que en el plasma (Reiter

y Tan 2003).
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Fig 2.- Biosintesis de la melatonina a partir del triptéfano. Tomada de (Fuentes-Broto L 2008).

La biosintesis pineal comienza con la captacion del triptéfano a través de
un mecanismo de transporte activo que esta bajo control adrenérgico.

Dentro de la célula el triptoéfano se convierte en 5-hidroxitriptofano por la
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enzima triptéfano hidrolasa. La enzima 5-hidroxitriptofano hidrolasa (5-
HT) o serotonina.

La serotonina tiene dos vias principales de metabolizacion en la
gandula pineal, puede desaminarse por la accion de la MAO o convertirse
en melatonina por la accion de dos enzimas que actiian sucesivamente:

Primero la N-acetil-transferasa NAT que presenta un marcado ritmo
circadiano y le transfiere a la serotonina un grupo acetilo del cofactor
acetil coenzima A dado lugar a la N-acetil- 5-hidroxitriptamina o N- acetil
-serotonina. A continuacién la enzima hidroxidol-O-metil-transferasa
(HIOMT) va a transferir a la N-acetil-serotonina un grupo metilo de un
cofactor de S-adenosil-melatonina y convertirla en N-acetil-5-
metoxitriptamina o melatonina.

La actividad de la NAT determina el ritmo de produccion de la
hormona y puede regularse mediante su expresion génica o mediante la
activacion y estabilidad de la enzima (Hardeland y Poeggeler 2007).

La expresion de la enzima se puede regular por una via nerviosa
controlada por el nacleo supraquiasmatico del hipotalamo. Comienza en
la retina y continia a través de los axones de las células ganglionares.
(Lewy y cols 1980). En el quiasma Optico estas fibras se separan del
tracto Optico principalmenten para dirigirse al nlicleo supraquiasmatico,
de ahi se proyectan al nuceo parantricular del hipotdlamo desde donde se
dirigen a la columna intermediolateral de la médula espinal toracica,
origen de las terminaciones preganglionares que alcanzan al ganglio
cervical superior, finalmente las fibras postganglionares se introducen en

el parénquima pineal y llegan a los pinealocitos. El estimulo luminico
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durante el dia mantiene hiperpolarizados los fotorreceptores, lo cual
impide la liberacion de noradrenalina, en ausencia de luz los
fotorreceptores generan potenciales de accion que son conducidos por esta
via neuronal hasta los terminales sinapticos que liberan noradrenalina que
se unen a los receptores adrenérgicos a; ; del pinealocito (Reiter 1991).

Esta reaccion se traduce en un incremento de la expresion y
actividad de la NAT, aumentando como consecuencia las concentraciones
de melatonina (Hardeland y cols 2003,2005, 2007).

Recientemente se ha demostrado la presencia de los genes que
codifican las enzimas NAT y HIOMT claves para la sintesis de la
melatonina, por lo que cada tejido es capaz de producir la melatonina que
necesita en cada momento independiente de la melatonina circulante.

Stefuji y cols 2001.

Metabolismo de la melatonina

La degradacion de la melatonina se produce en primer lugar en el
higado y secundariamente en el rifion. En el higado sufre una 6-
hidroxilacion gracias a la accion de las enzimas del citocromo Pys, siendo
excretada en la orina en forma de compuestos sulfatados y glucoronados.
(May cols 2005).

La melatonina puede seguir otra via catabdlica en la que es
desacetilada a 5-metoxitriptamina, la cual es desaminada por la MAO que
produce 5-metoxiindol-3-acetaldehido, convietiendose este por la
aldehido deshidrogenasa en acido-5-metoxiindolacético y por la accion

del la alcohol deshidrogenasa a 5-metoxitriptofol (Grace y cols 1991).
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Regulacion de la secrecion de melatonina
La glandula pineal es un o6rgano neuroendocrino que convierte la
informacion externa, fotoperiodo, en un mensaje interno hormonal para la

regulacion de los sitios diana periféricos. (Fig. 3)
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Fig 3.-Via nerviosa de la regulacién de la sintesis de melatonina.Tomada de (Fuentes-Broto L 2008).

La sintesis de la melatonina se caracteriza por incrementarse
nocturnamente o durante la oscuridad. La magnitud y duracion en el
incremento nocturno es dependiente de la longitud de la fase de oscuridad
del ciclo fotoperiodo y actia como un reloj para la regulacion de las
actividades bioldgicas. Siendo este un mensaje de oscuridad y no de
periodo de suefio. La sintesis pineal de la melatonina es conducida por un
oscilador circadiano en el nucleo supraquiasmatico hipotalamico a través
de una via neural multisinaptica que incluye terminales nerviosos
sindpticos que se proyectan desde el ganglio cervical superior a la glandula

pineal (Reiter 1991).
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Mecanismos de Accion
Pueden dividirse en dos, aquellos mediados por su unién a un receptor
tanto de membrana como nuclear y aquellos que se realizan de forma

independiente del receptor. (Fig. 4)
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Fig 4.- Principales mecanismos de accidn de la melatonina. Tomada de (Fuentes-Broto L 2008).
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Mecanismos mediados por receptor

Los efectos de la melatonina estan mediados por receptores de alta
afinidad. Estos receptores se ha identificado en diversos tejidos diana
sobre los que la melatonina ejerceria algunas de sus funciones fisiologicas.
Podemos distinguir dos receptores: de alta afinidad MT; MT, y receptores
de baja afinidad MTj,

Los receptores MT; y MT, son receptores de membrana acoplados a
proteinas G inhibidoras. Debido a que estos receptores estan localizados en
la membrana plasmatica, la melatonina regula la funcidn celular a través
de segundos mensajeros intracelulares, disminuyendo la concentracion
intracelular de AMP, y también se ha encontrado efectos sobre otros
segundos mensajeros como el Ca>*, GMPc, proteina Kinasa.

El receptor MT; no acoplado a protina G, cuando es activado
estimula la hidrolisis de fosfoinositol (Dubocovich y Markowsky 2005).

Por otro lado la melatonina por ser una molécula pequefia y de

naturaleza lipofilica, también es capaz de atravesar la membrana celular y
de unirse a nivel intracelular, citosolico y nuclear. Los receptores
nucleares son proteinas localizadas en el interior del nucleo, capaces de
unirse a la region reguladora de algunos genes. Estas proteinas regularian
la actividad de la ARNpolimerasa II. Se ha descrito la union de la
melatonina con proteinas intracelulares, como la calmodulina,
calreticulina y PKC.

La calmodulina es una proteina cuya funcion principal es quelar el

calcio, lo que permite modular la actividad de muchas enzimas. Entre las

enzimas que regula se encuentra la fosfodiesterasa de los nucleotidos
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ciclicos y adenilatociclasa necesaria para la formaciéon de AMPc
intracelular.

Cuando la melatonina interactia con la calmodulina, inhibe la
actividad fosfodiesterasa de forma concentracion dependiente, lo cual
permite modular directamente las sefiales intracelulares del calcio.

La calreticulina es una proteina del reticulo endoplasmatico que
también se une al calcio. Se trata de una proteina que regula la
homeostasis intracelular del Ca*". La unién de la melatonina a la
calreticulina es altamente especifica y se produce con una afinidad en
rango molar (Macias y cols 2003).

La PCK es una quinasa de serina y treonina activada por Ca>". Esta
enzima fosforila diversos sustratos y modifica la estructura del
citoesqueleto. La melatonina activa la PCK (Benitez 1996).

Los resultados obtenidos de la interaccion de la melatonina con la
calmodulina, calreticulina y PCK respaldan la idea de que la melatonina
puede contribuir a modular el citoesqueleto. Como las tres proteinas son
dependientes del Ca*’es posible que otras proteinas con dominios de
union al calcio puedan estar influenciadas por la melatonina.

Otro lugar de union de la melatonina parece encontrarse en la
mitocondria (Hardeland y Poggeler 2007) La proteina de union se
localiza en la rampa anfipatica del complejo I de la cadena de transporte

electronico mitocondrial (Hardeland 2008).
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Mecanismos no mediados por receptor

La unién de la melatonina no mediada a través de receptores, permite
explicar por qué la melatonina a pesar de ser capaz de atravesar todas las
membranas biologicas no se libera en grandes cantidades al torrente
circulatorio, sino que permanece en los tejidos a mayor concentracion

que en el plasma (Hardeland 2008).

Funciones de la Melatonina

La melatonina fue conocida inicialmente por su funcidon como
mediadora de los ritmos reproductivos circanuales, asi como de los ciclos
circadianos, Takahashi y cols 2002. Todos los efectos cronobioticos
estan regulados por receptores de membrana MT; y MT, (Dubocovich y
Markowka 2005; Hardeland 2008).

Seguidamente se mostrd que sin embargo la melatonina tenia efectos
oncostaticos (Blask y cols 2002; Reiter 2004), estimulacion del sistema
inmune (Guerrero y Reiter 2002; Carillo-vico 2005; Hardeland 2008)
y funciones antiinflamatorias (Cuzzocrea y Reiter 2002; Mayo y cols
2005; Escames y cols 2006; Hardeland 2008). Asi mas recientemente la
melatonina fue identificada como un potente secuestrador de radicales
libres y antioxidante directo (Acufia-Castroviejo y cols 2001, 2002,2003;
Tan y cols 2002,2007; Rodriguez y cols 2004; Reiter y cols 2000,2003,
2005, 2007, 2008), resaltan la eficacia de la melatonina como protector
contra las especies reactivas del oxigeno ROS y especies reactivas del

nitrogeno RNS.
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Radicales libres y estrés oxidativo

Un radical libre es cualquier atomo o molécula que contenga uno o
mas electrones no apareados. Los radicales libres son por lo general muy
reactivos ya que desencadenan reacciones en cadena que pueden dafiar los
diferentes constituyentes de los organismos vivos.Los radicales o
prorradicales mas abundantes y reactivos de los sistemas biologicos son
el oxigeno molecular O, y los productos de su reduccion tetravalente en
agua, O,’, H,0, OH.

Se definen los antioxidantes como cualquier sustancia que en bajas
concentraciones comparando con el sustrato oxidable, disminuye
significativamente o inhibe la oxidacion de este sustrato.

Desde el punto de vista bioquimico, los antioxidantes se pueden
clasificar en enzimaticos, los cuales son proteinas de alto peso molecular,
que minimizan el dafio oxidativo catalizando reacciones quimicas y los no
enzimaticos, que son moléculas pequefias que reaccionan directamente
con los radicales libres, evitando que ejerzan su accion téxica sobre
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. La melatonina puede ser clasificada

como un antioxidante no enzimatico (Halliwell 1994).

Radicales libres y procedimientos quirdrgicos

Existe una asociacion de los procedimientos quirirgicos con un
aumento del estrés oxidativo como consecuencia de un incremento en la
produccion de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno debido a la
inflamacion (Brennan y cols 2003). Se demostré como entre las 24-48

horas después de una extraccion dentaria se produce una reaccion
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inflamatoria con un intenso infiltrado de polimorfonucleares los cuales
provocaban un aumento de formas reactiva tales como ROS, RNS
(Cutando y cols 2007). Minczykowski y cols 2001 encontraron una
relacion entre la produccion de O,” y H ,0O, por los polimorfonucleares
despu€s de una cirugia apical. Aghabeigi y cols 2003 demostraron un
aumento en la produccion de oOxido nitrico después de una cirugia

aspirativa de ATM.

Accion de la melatonina a nivel de la cavidad oral

A nivel de la cavidad oral se han realizado estudios principalmente
sobre los efectos de la melatonina en el periodonto, el hueso y la respuesta
inflamatoria después de las intervenciones quirdrgicas, ademas de del
efecto protector de la mucosa del tracto gastrointestinal.

Los estudios de Naguib y cols en 2007, establecen relacion entre la
enfermedad periodontal y los niveles de melatonina. Para valorar el estado
periodontal se utilizé el indice periodontal comunitario, los niveles de
melatonina en plasma sanguineo y saliva se determinaron mediante
radioinmunoensayo. Los pacientes con enfermedad periodontal tenian
niveles mas bajos de melatonina en saliva y plasma. Confirmado con este
estudio que la melatonina tenia un papel protector frente a la enfermedad
periodontal.

Cutando y cols en 2007, demostraron que la melatonina disminia
cuando existia enfermedad periodontal en un estudio en paciente con
diferente grados de afectacion periodontal. Dado las propiedades de la

melatonina para promover la actividad de los fibroblastos y la
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regeneracion Osea se considero Util para el tratamiento de la enfermedad
periodontal.

Dentro de las funciones potenciales de la melatonina dentro de la
cavidad oral recientemente se han descrito su papel protector frente al
estrés oxidativo y dafio de los tejidos. La aplicacion de la melatonina en
alveolos postextracion de perros disminuy6 el estrés oxidativo (Gomez-
Moreno y cols 2007). Asimismo, la melatonina a nivel del trato
gastrointestinal protegia a la mucosa del efecto de irritantes y ayudaba a la
cicatrizacion de las lesiones de tipo mucositis, esofagitis y ulcera péptica

en el resto de trato (Konturek y cols 2007).

Accion de la melatonina en la regeneracion o0sea

Roth 1999 basandose en los estudios previos sobre la Drosophila
SL3, estudio el efecto de la melatonina sobre la modulacion de la
expresion de la sialoproteina 6sea BSP en la linea celular de
preosteoblastos procedentes de ratas, demostrando que incrementaba la
expresion genérica de la sialoproteina 6sea y otras proteinas marcadoras
Osea, incluyendo la fosfatasa alcalina ALP, la osteopontina y la
osteocalciona, en una concentracion dependiente molar.

Nakade y cols 1999, demostraron que la melatonina a
concentraciones micromolares estimulaba la proliferacion y sintesis de
colageneo tipo I en los cultivos de osteoblasto humanos in vitro.

Ladizesky y cols 2006, observaron el efecto de la aplicacion de la

melatonina sobre el metabolismo o6seo de ratas que habia sido
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ovaricetomizadas, concluyendo que la melatonina aumentaba los efectos
del estradiol sobre el hueso.

Koyama y cols en 2002, evaluaron los efectos de la melatonina sobe
la masa Osea en un estudio sobre ratones. Observaba como la melatonina a
dosis farmacolégicas de 5 a 500uM disminuia de manera dosis
dependiente la expresion de mRNA de OPG en lineas celulares
preosteoblasticas MC3T3-E; inhibiendo la reabsorcion oOsea e
incrementando la masa dsea a través de la regulacion de la
osteoclastogeénesis.

Ostrowska y cols en 2002, demostraron como la oscilacion a lo
largo del dia de ciertas hormonas como la PTH, GH, IGF-1 inclusive la
melatonina y las hormonas tiroideas jugaban un papel muy importante en
la expresion de los marcadores bioquimicos del metabolismo 6seo.

Ostrowska y cols en 2003, manifestaron la influencia de las
fluctuaciones de los periodos de luz oscuridad podia influir en el
metabolismo 0seo a través de ciertos marcadores 6seos como la fosfatasa
alcalina dependiendo estos de las concentraciones endogenas de
melatonina.

Dentro de la regulacion del metabolismo 6seo por parte de la
melatonina, esta accion puede ser explicada a través de la accion
antioxidante de la melatonina, depurando los radicales libres y actuando
asi sobre el osteoclasto ya que estos utilizan los radicales del oxigeno,
incluido el O,, OH y H; O, para iniciar la reabsorciéon de la matriz.

Cardinali y cols 2003.
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Ladizesky y cols 2006, demostraron como el efecto de la melatonina
a concentraciones micromolares 25 microg/mL en ratas tratadas con
metilprednisolona disminuia la reabsorcion oOsea, teniendo un efecto
protector 0seo.

Otra de las acciones de la melatonina era la regeneracion del hueso
alveolar a través de la estimulacion de la produccion de fibras de colageno
tipo I y la modulacion de la actividad osteoblastica y osteoclastica
(Cutando y cols 2006).

En un reciente estudio de casos-control se evalu6 el efecto de la
aplicacion topica de 1,2 mg de polvo liofilizado de melatonina en los
alveolos post-extraccion de premolares en perros beagle, a las dos semanas
se incrementd del perimetro de hueso que estaba en contacto con los
implantes que recibieron melatonina, aumentd la densidad dsea, y la
formacion de hueso nuevo, asi como hueso interespiras, comparandolos
con los controles (Cutando y cols 2007).

Cutando y cols 2008, evaluaron en un estudio el efecto de la
aplicacion topica de melatonina sobre la osteointegracion de implantes
dentales en perros. Después de dos semanas se increment6 el perimetro de
hueso en contacto con el implante, la densidad 6sea asi como del hueso
interrosca en comparacion con los implantes.

Takechi y cols 2008, realizaron un estudio histomorfométrico de
implantes de titanio a nivel tibial en ratas aplicando una inyeccion
intraperitoneal de melatonina junto con una inyeccion local EFG-2
alrededor de los implantes, demostrando que la melatonina promovia la

formacion 6sea alrededor de los implantes dentales.
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El objetivo de nuestro estudio experimental fue analizar el
comportamiento de distintos tipos de implantes: hueso autdlogo también
llamado “gold estandar”, dos xenoinjertos de distinto origen porcino
(MP3®) y bovino (Endobon®), asi como de una hormona, la melatonina,
en relacion a la respuesta 6sea. Ademds determinar si estos biomateriales
cumplen los requisitos de biocompatibilidad y biofuncionalidad para su

utilizacion como posibles sustitutos en defectos 0seos.
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3. OBJETIVOS
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Nuestro trabajo realizado en conejos Nueva Zelanda pretendia establecer
unas directrices utiles para la obtencién de un injerto Optimo para su
utilizacion en la practica clinica. Lo ideal seria la posible utilizacion del
hueso autélogo““gold estandar”, pero la dificultad para su obtencion bien
por problemas de disponibilidad 6sea como por el aumento de la
morbilidad, lleva a la busqueda de posibles sustitutos de origen porcino 6
bovino asi como de ciertos factores promotores 0seos.

Para ello nos planteamos los siguientes objetivos concretos:

1. Estudiar la respuesta biologica del huésped a los implantes
de: hidroxiapatita y colageno de origen porcino (MP3®), granulado
de hidroxiapatita derivada de bovino (Endobon®), hueso autologo y
melatonina, a través del un estudio radiologico y  microscopia
Optica, a 60 dias.

2. Evaluar histomorfométricamente  las caracteristicas del
defecto 6seo creado y del grosor de la cortical neoformada en el
transcurso del experimento, en los diferentes materiales utilizados a

60 dias.
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4. MATERIAL Y METODOS
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Animales de Experimentacion

En nuestro trabajo hemos utilizado el conejo como animal de
experimentacion por su elevada disponibilidad, facil acceso quirtrgico a la
tibia, buena tolerancia a los medicamentos empleados y escasos riesgos
anestésicos.

Utilizamos 20 conejos albinos Nueva Zelanda con un peso de 3.000 a
4.000 gramos y 15-18 semanas (edades proximas al cierre fisario cuando
alcanzan el volumen 6seo adecuado para el estudio) y de ambos sexos ya
que no se han descrito diferencias entre sexos respecto al metabolismo

oseo (Harkness 1980) (Fig. 5)

Fig 5. — Animal de experimentacion -Conejos raza New Zealand White (N.Z.)

El estudio experimental cumple las condiciones éticas y legales

establecidas en el R.D. 223/1988 de 14 de Marzo y la Orden de 13 de
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Octubre de 1988 sobre proteccion de animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos y se ha realizado en el servicio
de animales de laboratorio del SAI (Servicio de Apoyo a la Investigacion)

de la Universidad de Murcia (REGAES 300305440012). (Fig. 6)

Fig 6.- Imagen del estabulario de los animales de experimentacion.

La intervencion quirtrgica de los animales se realizd en un quir6fano

de Cirugia Experimental del SAI de la Universidad de Murcia.
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Materiales de Injerto

1. MP3®

Hueso liofilizado granulado y coldgeno puro (OsteoBiol, Tecnoss srl,
Turin, Italia). Mezcla de hueso esponjoso y cortical de origen natural
porcina, libre de antigenos compuesta por un 90% de hidroxiapatita en

forma granulada, con un tamafio de granulo entre 600-1000um y un 10%

de colageno puro tipo 1. (Fig. 7, 8)

Fig7.-Material de sustitucion 6sea- MP3® Tecnoss (Osteobiol®)

Fig. 8- Imagen microscopia de mp3®.
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2. ENDOBON®
Granulos estériles de xenoinjerto bovino un producto (RegenerOss' ™,
BIOMET3i. Palm Beach, FL,USA). Hidroxiapatita original de hueso

bovino, desproteinizada y cuyo tamafo de particula es de 500-1000um.

(Fig. 9,10)

Fig. 9- Material de sustitucion 6sea-Endobon® Xenograft Granules (BIOMET 3i®)

Fig.10- Imagen microscopia Endobon®Xenoinjerto Granulado-20x
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3. MELATONINA

Melatonina de Sigma-Aldrich,

Quimica S.A. (Sigma-Aldrich Logistik, Germany) en forma de polvo.
Referencia: M5250-250mg. (Fig. 11)

Fig.11-Polvo de Melatonina sigma-Aldrich ™ (M5250)

4. HUESO AUTOLOGO

El hueso autdlogo en forma de cilindros de cortical 6sea de 4mm. de
diametro fue obtenido del propio conejo a través de fresa trefina y
micromotor a baja velocidad e irrigacion con suero fisiologico tras la

realizacion de los defectos 0seos cavitarios en ambas tibias del conejo.
(Fig. 12)
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Fig.12- Imagen de hueso autélogo procedente de las corticales dseas.

- METODOS

Procedimiento Experimental

Para la identificacion de los animales se realizdé una numeracion en la
oreja con un tatuador Dermotrdn, quedando guardado junto al nombre del
investigador y niamero de jaula, en el libro de registro. Los datos de cada
animal se registraron en una hoja de protocolo individualizada anotando
ademas los detalles de la experiencia y las incidencias.

Grupos de trabajo

Los animales fueron divididos en 4 grupos de (n=4) segln el periodo
de implantacion del material. Hemos utilizado las dos tibias de las patas
traseras para el estudio, con un total de treinta y dos patas implantadas en

el experimento. (Tabla 5).
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GRUPOS TIEMPO NUMERO DE IDENTIFICACION
EXPERIMENTALES | DE PATAS
SACRIFICIO
I 15 8 4121,4128,4129,4133
Il 30 8 4122,4125,4131,4132
[ 45 8 4126,4127,4123,4134
v 60 8 4119,4130,4124,4120

Tabla 5-Clasificacion de los grupos experimentales seglin periodo de implantacion del material.

Disefio Experimental

En la presente tesis doctoral se realizd la prueba creando tres defectos

Oseos cavitarios de 4 mm de diametro centrados en la metafisis proximal de

la tibia de los conejos, separados entre si unos Smm. (Fig. 13)

“
i =
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Tibia Derecha

cantrnl

R AR A

Fig.13- Representacion del disefio experimental.
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Manejo preoperatorio

Tres semanas antes de la intervencion, se depositaron en el Servicio
de Animales de Laboratorio (SAI) de la Universidad de Murcia,
individualmente en jaulas de 45 x 65 x 45 cm. con el fin de permitirles
adaptarse al medio. Se mantuvieron a temperatura de 20-21°C, humedad
relativa del aire 45-65%, renovacion de aire de 15 veces/hora, velocidad
maxima del aire 0,5 m/s, fotoperiodo Luz/Oscuridad 12/12, ruido maximo
de 55 dB e iluminacion de 350 luxIm?.

Los animales se alimentaron con una dieta completa de
mantenimiento (Pienso 112 U.A.P, PANLAB) y durante el periodo de
adaptacion, los animales bebieron y comieron "ad libitum".

Las intervenciones se realizaron en un quir6fano de cirugia
experimental convencional de 20 m® separado convenientemente de las
areas de rasurado, almacén de material quirurgico, area de recuperacion y
vigilancia postoperatoria, segiin las recomendaciones de (Alexander 1974)
y normativa actual.

Método Anestésico

El método anestésico se bas6 en conseguir una minima toxicidad
hepéatica y renal, facil eliminacion, alto margen de seguridad y minimos
efectos secundarios, basandonos en estudios previos (Meseguer 1993;
Ubeda 1994; Galian 1995; Lax 2004; Pardo 2006).

Profilaxis antibiotica:

Amoxicilina (Clamoxyl LA® laboratorios Pfizer), administradando

una dosis de ,0.1 ml/k via im, media hora antes del inicio de la operacion.
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Premedicacion:

-Sulfato de Atropina (0.3 mg/k, via im.): til para la reducciéon de la

secrecion excesiva de las vias respiratorias altas, la motilidad intestinal, asi
como la bradicardia producida por ciertos agentes anestésicos.

-Hidrocloruro de clorpromacina (10 mg/k, via i.m.): su uso permite

reducir las dosis de agentes anestésicos, sobre todo de los barbitaricos.
Proporciona buena relajacion muscular y reduce la ansiedad del animal al
carecer de efecto analgésico y anestésico, consiguiendo efecto sedante a
los 10-15 minutos.

Tras la premedicacion del animal, se procedid al rasurado de ambas
patas traseras en una zona comprendida entre el 1/3 medio del muslo y el
1/3 medio de la pata, seguidamente se limpi6 la zona con polividona
yodada al 10 % (Betadine®) garantizando la maxima asepsia del campo

quirurgico.

Induccion anestésica:

-Clorhidrato de Ketamina (Merial®)(50 mg/k, via i.m).

Hipnoético de accion rapida y potente analgésico de escasa accion
como relajante muscular, su accidn se ve potenciada que con la
clorpromacina. Ademas no causa depresion respiratoria ni tiene efectos
acumulativos, consiguiendo una accidn anestésica suficiente para la
cirugia a los 15-20 minutos. La pauta de mantenimiento es a demanda
mediante la administracion de 20 mg/k, via i.m ante el menor signo de

agitacion del animal.
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Método quirurgico

Al ser intervenido el animal de las dos patas, elegimos la zona
proximal antero-interna de la tibia para colocar el implante ya que esta via
de abordaje es poco traumadtica y sangrante, y asi, evitamos hemorragias
profusas y descensos importantes de la volemia, que pudieran ocasionar la
formacion de grandes hematomas con la posibilidad de infeccion local
consiguiente o en el peor de los casos su muerte. (Popesko, 1981).

La asepsia del campo quirurgico se consiguid aplicando polividona
yodada al 10% (Betadine®). A continuacidn aislamos dicha zona mediante
un pafio fenestrado estéril dejando expuesta Unicamente el area de la
rodilla sobre la que aplicamos un campo estéril del tipo Steri-Drape® de
10 x 10 cm.

Con un bisturi del n® 15 realizamos en la pata derecha una incision
de unos 15 mm tomando como referencias anatomicas los relieves O0seos
proximal y distal de la tuberosidad tibial. Después de realizar un
despegamiento total con una desperiostizacion cuidadosa, marcamos con
una punta de grafito la zona donde se alojarian los implantes y la zona
control. El implante central se situaria en linea con la meseta tibial
anterior, a continuacion marcabamos el orificio superior e inferior
separados estos por una distancia de 5 mm.

Seguidamente utilizamos fresas trefina 4.0 mm de didmetro
montadas en un micromotor de bajas revoluciones, con la que perforamos
la cortical en todo su espesor hasta la médula 6sea. A continuacion
repetiamos el mismo procedimiento en la pata izquierda.

De dichas perforaciones obtuvimos injertos dseos autdlogos que
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fueron conservados en suero fisiolégico. Posteriomente lavamos
abundantemente las perforaciones con suero fisiologico arrastrando todas
las particulas 6seas producidas durante el fresado del hueso. En la tibia
derecha se colocd en el primer defecto un xenoinjerto de origen bovino
(Endobon®) rehidratado con suero fisioldgico, compactando el implante
hasta la cortical. En el segundo defecto se colocd hueso autdégeno obtenido
de las perforaciones de ambas tibias. El tercer defecto se dejo vacio como
control. En la tibia izquierda se colocé en el primer defecto un xenoinjerto
de origen porcino (MP3®) aplicado con jeringa y compactando el implante
hasta la cortical. En el segundo defecto se colocaron Smg. de polvo de
melatonina compactando el implante hasta la cortical. El tercer defecto se
dejo6 vacio como control.

Finalmente se realiz¢ el cierre cuidadoso de la herida comenzando por
el periostio y el plano muscular profundo con puntos sueltos de vicryl®
4/0, para contribuir en la estabilidad del implante en el lecho receptor
evitando su extrusion, asi como la formacion de hematoma importante. El
plano cutaneo se afront6 por medio de una sutura de puntos simples con
Seda 3/0

Finalmente, tras el lavado de la herida quirGrgica con suero

fisiologico, se aplico un aposito plastico en spray del tipo Novecutan®.
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Fig. 14- Exposicion de la zona proximal antero-interna de la tibia.

Fig.15- Incision quirurgica tomando como referencia los relieves Oseos proximal y distal de la

tuberosidad tibial
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Fig.16- Desperiostizacion y localizacion de la meseta tibial anterior.

Fig.17- Marcaje con punta de grafito de la localizacion de los implantes.
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Fig.18- Identificacion de las zonas de implante

Fig.19- Perforacion con fresa trefina de 4mm. de diametro de la cortical hasta la medular tibia derecha.
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Fig.20- Marcaje con punta de grafito de la localizacion de los implantes en la tibia izquierda.

Fig.21- Perforacion con fresa trefina de 4mm. de diametro de la cortical hasta la medular tibia izquierda.
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Fig.22- Granulos de xenoinjerto de origen bovino (Endobon®)

Fig.23- Colocacion en el 1% defecto un xenoinjerto de origen bovino (Endobon®) rehidratado con suero

fisiologico, compactando el implante hasta la cortical.
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| i

Fig.24- Hueso autologo obtenido de la perforacion de las corticales 6seas.

Fig.25- Colocacion en el 2° defecto de hueso autdgeno cortical obtenido de las perforaciones de ambas

tibias.
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Fig.26- Imagen del 3 defecto dseo sin cubrir actuando como control en la tibia derecha.

Fig.27- Jeringa de mp3 —Material de injerto del 1% defecto 0seo de la tibia izquierda.
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Fig.28- Colocacion en el 1% defecto de un xenoinjerto de origen porcino (MP3®) aplicado con jeringa y

compactando el implante hasta la cortical.

Fig. 29- En el 2° defecto 6seo de la pata izquierda se colocaron 5 mg. de polvo de melatonina

compactando el implante hasta la cortical.
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Fig. 30- Imagen del 3* defecto dseo sin cubrir actuando como control en la tibia izquierda.

Fig.31- Sutura por planos de la herida. El periostio y el plano muscular profundo con puntos sueltos de

vicryl® 4/0. El plano cutaneo se afrontd por medio de una sutura de puntos simples con Seda 3/0.
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Reversion o despertar:

Los animales fueron depositados en las jaulas para evitar posibles
dafios asi como reacciones incontroladas por parte del animal al despertar
de la operacion. Esta fase se realiza de forma suave y espontanea, no

requiriéndose pues medicacion alguna.

Esta pauta anestésica resulté ser comoda de aplicar, consiguié un
tiempo anestésico suficiente, excelente relajacion muscular y analgesia,
careci6 practicamente de complicaciones, de efectos toxicos minimos y

produjo en el animal un despertar suave y progresivo.

Protocolo de Eutanasia

El sacrificio de los animales se realizd administrando una sobredosis
endovenosa de Tiopental Sédico, solucion al 2%, 1 g en 50ml. de agua

destilada (Pentotal®) provocando paro cardiorespiratorio.

Recogida de las Muestras:

Para la obtencidon de las muestras dseas se realizd un abordaje lateral
longitudinal de la pata del conejo, extrayendo completamente la tibia por
desarticulacion a niel de la rodilla y el tobillo. Las piezas se almacenaban
en formol, en frascos separados y debidamente rotulados para su

identificacion.
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Método radiologico

Las imagenes radioldgicas fueron obtenidas con el equipo TC del
Hospital Universitario Reina Sofia de Murcia, Philips Brillance (Philips,
Madrid) de 16 cortes en modo helicoidal, FOV 120, 90Kv y angulo de
180°.(Fig. 32)

La secuencia de imagenes fueron procesadas mediante un programa
de tratamiento de iméagenes que permitia el analisis de este tipo de
secuencias, facilitando la resconstruccion tridimensional de las muestra.

Asi mismo antes de realizar los cortes para el estudio
histomorfométrico realizamos controles con radiovisuografia, utilizando
un sistema de radiologia digital Kodak RVG 6100 (Fig. 33). Estos
consistian en la toma de radiografias en dos proyecciones ortogonales
(ML) medio-lateral y posteroanterior (PA) de cada una de las piezas

anatomicas.
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PHILIPS

Fig.32- Escaner TC de 64 capas ”Brillance” de Philips

Fig.33- Sistema de radiologia digital Kodak 6100.
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Con objeto de facilitar la visualizacion radiologica de todo el implante
se realizaron radiovisuografias a través de aparato kodak 6100 a cada uno
de los cortes transversales de la tibia a nivel del implante.

Metodo anatomo-patologico

Obtencion de las muestras:

Tras la identificacion del area de implante se obtuvieron las muestras
mediante osteotomia transversal con mini-sierra circular, a una distancia

de 5 mm proximal y distal de la zona del implante y de la zona control.

(Fig. 34,35).

Fig.34-Detalle de las perforaciones para el corte transversal mediante sierra oscilante en 1/3 proximal de

la tibia.

Fig. 35 - Detalle de uno de los cortes de tibia transversal de 5 mm de espesor en la zona del implante
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Procesado de las muestras:

Las muestras obtenidas se fijaron en formol neutro tamponado al 10%
hasta su proceso decalcificacion. Para la decalcificacion hemos utilizado
Osteomol® Merck KbaA (Germany) que contiene H Cl - 10% y CH,O -
4%. Las muestras fueron sumergidas en Osteomol durante 15 dias.
Posteriormente las muestras fueron lavadas con agua destilada y
seguidamente fueron deshidratadas mediante alcoholes a concentraciones
crecientes continuando con los pasos habituales de este proceso hasta su
inclusion en parafina.

De los bloques de parafina se realizaron secciones de 3pu mediante un
microtomo de rotaciéon Minot Leitz, eligiendo una de cada 14 secciones
hasta obtener 3 secciones a distintos niveles de cada implante. Las
muestras fueron tefiiddas mediante técnica de Hematoxilina-Eosina (H.E.)
y Tricromico de Masson (T.M.) y estudiadas y valoradas al MO Orthoplan

FSA (Leitz) por los observadores.

Estudios morfométricos mediante Analisis de Imagen

Las preparaciones histologicas de las secciones transversales de cada
una de las muestras experimentales de las tibias a nivel del defecto 6seo
cavitario ocasionado se estudiaron mediante analisis de imagen

evaludndose los siguientes parametros:

1.- El porcentaje de defecto oseo cavitario cubierto por hueso
neoformado 2.- La relacion entre el grosor del hueso cortical residual y el

grosor del hueso neoformado en la zona del defecto oseo cavitario.
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Para calcular el porcentaje de defecto cavitario cubierto, las iméagenes
se obtuvieron de 3 secciones seriadas en un macroscopio Leica Z6 APO
conectado a una camara digital Leica DC 500 (Barcelona, Espafia) (Fig.
36) obteniendo imagenes a una magnificacion 23x, mientras que las
imagenes para estimar el grosor del hueso cortical residual y el hueso
neoformado se capturaron en un microscopio Leica DM 6000 B conectado
a una camara Leica DFC 280 (Barcelona, Espafia) a una magnificacion
273x (Fig. 37). Se tomaron 12 mediciones en tres zonas distintas de la

cortical 6sea normal y 8 mediciones en dos zonas distintas de la cortical

neoformada para obtener las medias.

Fig.36- -Macroscopio LeicaZ6-APO conectado a camara digital Leica DC500.
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Fig. 37- Microscopio Leica DM 6000 B conectado a camara Leica DFG 280

Tras la digitalizacion de las imagenes de la zona del defecto cavitario
en las condiciones anteriormente indicadas y calibracién del sistema se
obtuvieron medidas interactivas de las lineas de interés empleando el
programa de andlisis de imagen Leica QWin V3 (Barcelona, Espafia).
Finalmente se aplicaron las siguientes foérmulas para el célculo de los

parametros indicados.

Porcentaje de la Longitud del defecto cubierto= Longitud del defecto

cubierto de hueso neofomado/ Longitud del defecto total x100

Porcentaje del Grosor de la Cortical Neoformada= Grosor hueso

neofomadol/grosor hueso cortical normal x 100
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Fig. 38-Imagen de la seccion histologica capturada con macroscopio Leica Z6 APO conectado a una
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Estos pardmetros quedan almacenados en archivos definidos de
memoria del ordenador y son exportados a un programa de calculo (Excel)

para realizar las determinaciones estadisticas.

Método estadistico

Los datos obtenidos del tratamiento de las imagenes fueron recogidos
en una hoja de calculo (Excel, Microsoft) y posteriormente se exportaron a
programa de analisis estadistico SPSS15.

El analisis estadistico se llevard a cabo en la  Catedra de
Bioestadistica de la Facultad de Medicina de la U.M. Realizdndose una
estadistica descriptiva basica con el establecimiento en cada variable de las
medias y las desviaciones estandar entre los diferentes cortes de cada
muestra. Asi mismo una estadistica inferencial que incluira un analisis de
la varianza ANOVA para medidas repetidas. El nivel de significacion

establecido fue (p<0,05).
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5. RESULTADOS
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GRUPO I (15 dias): Estudio Radioldgico

CONTROL

En la radiografia simple de hueso se aprecia la imagen lacunar,
radiotransparente del defecto d6seo artificial provocado quirurgicamente.
Presenta una morfologia redondeada de bordes regulares y lisos que
permiten diferenciarlo perfectamente del hueso normal circundante. Seglin
la proyeccion, puede observarse la ruptura de la linea radiopaca de la
cortical 6sea. En los cortes transversales realizados a nivel de la laguna
O0sea puede observarse la pérdida de la cortical diafisaria y la
comunicacion con la zona medular del hueso. No se aprecian
deformaciones, lineas de fracturas o artefactos en el interior de la cavidad
artificial realizada. Se observa claramente la pérdida dsea en la zona de la
cortical diafisaria en donde se realizé la perforacion oOsea.

La imagen de TC muestra la discontinuidad del hueso cortical, con
la comunicacion entre el exterior y la zona medular del hueso, que puede
observarse, de igual forma, en la imagen radiologica obtenida del corte
transversal de la pieza quirtrgica. (Fig.44)

ENDOBON

Las caracteristicas radioldgicas del material implantado corresponde a
la imagen de un elemento cilindrico con estructura rectangular de 4 x 6
mm que se adapta a la morfologia del defecto 6seo provocado
artificialmente. Presenta una densidad calcio muy elevada, superior a la de
las estructuras 6seas adyacentes que permite individualizarlo sin dificultad.

Su densidad célcica no es homogénea, parece formado por pequefias
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particulas o granulos muy radiopacas, de pequefio tamafio y aspecto
redondeado que le confiere un aspecto denso pero heterogéneo. Por esta
razon, los bordes del implante aparecen irregulares, aunque formados por
estas particulas que se observan bien delimitadas debido a su elevada
densidad radiologica.

Se observa una solucion de continuidad en la cortical de la zona
epifisaria utilizada para la introduccion del material. El relleno de la
laguna dsea, una vez introducido el implante, es practicamente completo.
La estructura radioldgica 6sea del resto de la tibia no presenta alteraciones
ocasionadas por la del implante. En algunas zonas marginales externas el
implante contacta con la ausencia de linea Osea cortical y presenta una
morfologia mas radiopaca y de aspecto granular.

En la imagen radioldgica del corte transversal puede observarse todas
estas caracteristicas del implante que, ademas, ocupa practicamente toda la
cavidad medular del hueso estudiado al nivel de la laguna 6sea practicada.

La imagen de TC confirma estos resultados debido a la elevada
atenuacion radiologica que provoca el implante en comparacion con las
estructuras o0seas adyacentes. (Fig.45)

HUESO AUTOLOGO

Las caracteristicas radioldgicas del material implantado corresponde a
la imagen de un elemento irregular, de aspecto algodonoso y densidad
radiologica homogénea ligeramente superior a la del hueso circundante
que permite individualizarlo sin dificultad. Su densidad calcica es
homogénea, y presenta unos bordes lisos pero irregulares adaptdndose a la

laguna 6sea artificial que se ha practicado.
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Se observa una solucion de continuidad en la cortical de la zona
epifisaria utilizada para la introduccion del material. La estructura
radiologica dOsea del resto de la tibia no presenta alteraciones ocasionadas
por la del implante.

En la imagen radiologica del corte transversal puede observarse estas
caracteristicas del implante que ocupa practicamente toda la cavidad
medular del hueso estudiado aunque destaca la diferente densidad 6sea que
presenta el implante en su interior.

La imagen de TC confirma estos resultados mostrando una superficie
de gran irregularidad en las zonas de contacto con el hueso adyacente.
(Fig. 46)

MP3

Las caracteristicas radioldgicas del material implantado corresponde a
la imagen de un elemento cilindrico con estructura rectangular se adapta a
la morfologia del defecto 6seo provocado artificialmente. Presenta una
densidad calcio muy elevada, superior a la de las estructuras Oseas
adyacentes que permite individualizarlo sin dificultad. Su densidad célcica
no es homogénea, parece formado por pequefias particulas radiopacas de
pequefio tamafio y aspecto redondeado que le confiere un aspecto granular,
denso pero heterogéneo. Por esta razon, los bordes del implante aparecen
irregulares, aunque formados por estos granulos que se observan bien
delimitados debido a su elevada densidad radiolédgica.

Se observa una solucion de continuidad en la cortical de la zona
epifisaria utilizada para la introduccion del material. El relleno de la

laguna d6sea una vez introducido el implante es practicamente completo. La
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estructura radioldgica osea del resto de la tibia no presenta alteraciones
ocasionadas por la del implante. En algunas zonas marginales externas el
implante contacta con la ausencia de linea 0sea cortical y presentando una
morfologia mas radiopaca y de aspecto granular.

En la imagen radiologica del corte transversal puede observarse todas
estas caracteristicas del implante que ocupa toda la cavidad medular del
hueso estudiado al nivel de la laguna 6sea practicada.

La imagen de TC confirma estos resultados con igual claridad debido
a la elevada atenuacion que provoca el implante en comparacion con las
estructuras o0seas adyacentes. (Fig.47)

MELATONINA

Los implantes de melatonina son radiotransparentes en la radiografia
simple de hueso y en la micro TC. Por ello, a los 15 dias solo se observa la
laguna radiotransparente artificial que aparece practicamente “vacia” en su
interior, pudiéndose apreciar la rotura cortical de la tibia realizada para la
introduccion del implante en la micro TC.

En la radiografia transversal de la pieza quirurgica puede observarse
un ligero aumento de la densidad radioldgica de la melatonina que permite
observarla individualizadamente en el interior del hueso. Puede observarse
la pérdida de la cortical 6sea realizada artificialmente para la introduccion
del implante que aparece como una imagen de pérdida de densidad célcica

en la zona abierta quirargicamente. (Fig.48)
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Fig. 44- Imagen radiologica Tibia Derecha-15 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b) Radiologia
Digital Lateral (¢) Radiovisiografia corte transversal de la pieza quirirgica (CONTROL) (d) Tomografia
Computerizada .

129



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

Fig. 45- Imagen radiologica Tibia Derecha-15 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b) Radiologia
Digital Lateral (¢) Radiovisiografia corte transversal de la pieza quirurgica, material implantado
(ENDOBON) (d) Tomografia Computerizada.

130



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

Fig. 46- Imagen radiologica Tibia Derecha-15 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b) Radiologia
Digital Lateral (¢) Radiovisiografia corte transversal de la pieza quirrgica, material implantado (H.
AUTOLOGO) (d) Tomografia Computerizada.
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Fig. 47- Imagen radiologica Tibia Izquierda-15 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)

Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisiografia corte transversal de la pieza quirGrgica, material

implantado (MP3) (d) Tomografia Computerizada.
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Fig. 48- Imagen radiologica Tibia Izquierda-15 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (c¢) Radiovisiografia corte transversal de la pieza quirtirgica, material
implantado (MELATONINA) (d) Tomografia Computerizada.
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Estudio Anatomopatoldégico: Estudio Macroscopico

GRUPO I (15 dias)

Fig. 49- Imagen macroscoscopica tibia diseccionada-15 dias (a) Tibia Derecha (b) Tibia izquierda.
Imagen macroscopica corte transversal de las tibias a nivel del implante (1) Control (2) Endobon (3) H.
Autologo (4) MP3 (5) Melatonina.
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Grupo I (15 dias): Estudio Microscopico

CONTROL

Los cambios microscopicos mas relevantes observados
correspondian a: el area del defecto creado a nivel cortical 6sea para la
introducciéon de los implantes, destacaba la presencia de una costra
fibrinohematica que tapizaba la zona mas externa del orificio realizado. En
este periodo de estudio se observan numerosos focos de tejido de
granulacion joven constituido por abundantes yemas endoteliales y vasos
sanguineos de calibre capilarasi como células mesenquimales de
morfologia irregular con citoplasmas amplios, numerosos fibroblastos
dispuestos al azar entre abundante sustancia intercelular con fibras
colagenas dispuestas de forma irregular, asi como frecuentes macrofagos y

linfocitos de distribucion dispersa. (Fig. 53, 55)

H. AUTOLOGO

A nivel del defecto 0seo, se observaba en el seno de la médula Osea,
la presencia de multiples focos de hueso cortical maduro correspondiente
a los chips de hueso autologo obtenido de la perforacion de las corticales.
El implante presenta un aspecto de hueso laminar. Algunas trabéculas se
encontraban aisladas y otras unidas a la superficie externa de la cortical,
observandose a mayor detalle la actividad osteoblastica, con una hilera de

osteoblastos que comenzan la neoformacion del tejido 6seo. (Fig.60)
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MP3

Destacaba la gran cantidad de particulas de xenoinjerto porcino
(MP3®) repartidas por todo el area de la muestra. Las particulas presentan
lagunas vacias de osteocitos, pudiendo existir algunas trabéculas
neoformadas entre fragmentos del material implantado. Entre ellas
existian numerosos focos de tejido de granulacion joven de caracteristicas

similares a las descritas en el grupo control. (Fig.51, 56)

ENDOBON

La zona correspondiente al material implantado se caracterizaba por
presentar pequeiios acumulos de material finamente granular e
intensamente basofilos. En el seno del tejido de granulacion en contacto
con la cortical asi como en el seno del material implantado se observaban
numerosos depdsitos de material osteoide. El orificio de entrada esta
formado por una fina capa de tejido fibrinohematico interrumpido en su
mayoria por granulos del material implantado. Los bordes lisos y
claramente artificiales lo diferencian de trabéculas 6seas que pudiera haber
a su alrededor (Detalle del biomaterial colonizado por osteoblastos). (Fig.

57)

MELATONINA

A nivel cortical observamos la costra fibrinohematica tapizando la
entrada del defecto 6seo creado para la introduccion de los implantes,
quedando este cubierto en todo su espesor. No observamos fendémenos

inflamatorios relevantes, aunque en el seno del tejido de granulacidén
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existen algunos macrofagos e infiltrados linfocitarios dispersos que
penetraban de forma irregular en el seno de la médula Osea

hematopoyética adyacente. (Fig. 50, 52, 54, 58)
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Fig.50-Melatonin-15dias. Imagen panoramica (H.E.-23x). Zona de actividad histica. Cierre completo de

la entrada al defecto 6seo creado.

Fig.51- MP3®- 15 dias. Imagen panoramica (H.-E.-23x). Area implantada, cierre incompleto de la
cortical a nivel del defecto creado.
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Fig. 52- Melatonina- 15 dias. Imagen panoramica (T. M.-23x). Aumento de la angiogénesis.

Fig.53- Control- 15 dias. Imagen panoramica (T.M.-23x).Tejido de granulacion joven.
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Fig.54- Melatonina-15 dias. Detalle microscop\i; (T.M.-250x). Concha ﬁbrinheética que tap;;all

completamente la entrada del defecto 6seo creado.

de granulacion a nivel de la médula 6sea y formacion de trabéculas dseas en la proximidad de la cortical.
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Fig. 56- MP3® 15 dlas Detalle mlcroscopla (T.M.-125x). Dep0s1to de tejldo oste01de en el seno del

tejido de granulacion que envuelve al implante con trabéculas neoformadas dispersas.

Fig.57- Endobon®-15 dias. Detalle microscopia (T -1000x). Material colonizado por una hilera de

osteoblastos.
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Fig.58- Melatonina-15 dias. Detalle microscopia (T. M.-500x). Numerosas yemas endoteliales y vasos

sanguineos de calibre capilar.
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GRUPO II (30 dias): Estudio Radioldgico

CONTROL

Las lagunas o6seas realizadas pueden observarse inmersas en la
imagen 6sea de la diafisis del hueso presentando unos bordes menos nitidos
que en el estadio anterior pero con bordes regulares y lisos. En la
proyeccion lateral puede observarse la linea de densidad calcio que cierra la
zona externa de la imagen lacunar cubierta por densidad calcio ligeramente
inferior a la del hueso cortical suprayacente. En la imagen radiologica
transversal puede observarse el cierre completo de la cortical realizada
quirurgicamente, aunque su grosor y densidad todavia son diferentes a las
del hueso circundante y, por ello, permite diferenciarlo todavia facilmente
del hueso de alrededor.

La imagen de TC muestra la discontinuidad del hueso cortical que
muestra la comunicacion entre el exterior y la zona medular, presentando
las mismas caracteristicas que el hueso circundante, aprecidndose, segun el
corte realizado, una laguna radiologica de igual densidad que la del hueso
que tiene a su alrededor en donde ya no se aprecian imagenes de densidad

inferior a la del hueso circundante. (Fig. 60)

ENDOBON

A los 30 dias el implante presenta una mayor densidad radiologica
posiblemente al disminuir su volumen y presentar una mayor compactacion
entre los granulos que se observan en su interior. La laguna Osea continia
observandose ocupada completamente por el implante. Los limites con la
cortical comienzan a presentar una mayor irregularidad pero con una
densidad radioldgica menor. Se observa aumento de la densidad dsea en la
cortical externa del hueso que consigue cubrir por completo el orificio de

entrada en donde se coloco el implante.
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La imagen radioldgica transversal de la pieza muestra la completa
reparacion de la cortical en el lugar donde se realiz6 el implante, aunque su
densidad radioldgica es claramente inferior y mas heterogénea que la
presentada por la cortical del el resto del hueso. La imagen de TC confirma

estos mismos hallazgos. (Fig.61)

HUESO AUTOLOGO

El implante de hueso ant6logo presenta un menor tamafio, una menor
densidad radioldgica y un aumento de las irregularidades de su superficie
que se encuentran en contacto con el hueso normal circundante. Se
observan lineas radiopacas similares a las trabéculas 6seas introduciéndose
desde el hueso adyacente hacia el interior del implante.

Se observa aumento de la densidad 6sea en la cortical externa del
hueso que consigue cubrir por completo el orificio de entrada en donde se
coloco el implante.

La imagen radioldgica transversal de la pieza muestra la completa
reparacion de la cortical en el lugar donde se realizo el implante, aunque su
densidad radioldgica es ligeramente inferior y mas heterogénea que la
presentada por la cortical del el resto del hueso, de forma similar a la
descrita en los huesos controles. La imagen de TC confirma estos mismos

hallazgos. (Fig. 62)

MP3

La densidad radiologica del material implantado ha disminuido
presentando unos bordes irregulares en contacto con el hueso normal
circundante. En este periodo la cortical de hueso aparece incompleta,

todavia ocupada por material del implante. (Fig 63)
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MELATONINA

El orificio cortical para la introduccion del implante se encuentra
completamente cerrado por una imagen densa de hueso presentando un
aspecto de menor densidad radiolégica que el hueso cortical circundante
pero completamente reparado. La TC muestra una imagen cortical 0sea
muy delgada pero que cierra completamente la cortical externa del hueso.

(Fig. 64)
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Fig.60- Imagen radiologica Tibia Derecha-30 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b) Radiologia
Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirGrgica, material implantado
(CONTROL) (d) Tomografia Computerizada .
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Fig. 61- Imagen radioldgica Tibia Derecha-30 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b) Radiologia
Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirGrgica, material implantado
(ENDOBON) (d) Tomografia Computerizada.
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Fig.62- Imagen radiologica Tibia Derecha-30 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b) Radiologia
Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirGrgica, material implantado
(H.AUTOLOGO) (d) Tomografia Computerizada.
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Fig.63- Imagen radiologica Tibia Izquierda-30 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirtirgica, material
implantado (MP3) (d) Tomografia Computerizada.
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Fig.64- Imagen radiologica Tibia Izquierda-30 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirurgica, material
implantado (MELATONINA) (d) Tomografia Computerizada.
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GRUPO II (30 DiAS): Estudio Macroscopico

Fig.65- Imagen macroscoscopica tibia diseccionada-30 dias (a) Tibia Derecha ( b) Tibia izquierda.
Imagen macroscopica corte transversal de las tibias a nivel del implante (1) Control (2) Endobon (3) H.
Autologo (4) MP3 (5) Melatonina.
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Grupo II (30 dias): Estudio Microscopico

CONTROL

En este periodo destacaba el aumento de los fendmenos de regeneracion
Osea en la periferia del implante y en la proximidad de la médula 6sea
adyacente. A mayor aumento se observaba en algunas preparaciones
como el area de la cortical neofomada no cubria la longitud del defecto en
su totalidad dejando algunos gap de unién entre el hueso de la cortical

neoformada y la cortical adyacente. (Fig. 70)

ENDOBON

En el seno del tejido de granulacion en contacto con la cortical se
observaban numerosos depdsitos de material osteoide e incluso pequefas
trabéculas oOseas neoformadas, irregulares respecto a su tamafio y
disposicion, que eran mas abundantes en las zonas adyacentes a la cortical.
Entre las particulas se observaba como la médula dsea era sustituida por

material osteoide que adoptaba una forma trabécular. (Fig. 66,75)

H.AUTOLOGO

Destacaba el aumento de la formacion de trabéculas dseas en continuidad
con la cortical, alrededor de los focos de material injertado y del tejido
medular. Aisimismo empezaban a mostrarse signos de osificacion del
material osteoide neoformado entre las trabéculas de hueso maduro. La
neoformacion Osea seguia una distribucion tanto centripeta como
centrifuga desde el interior de la médula que le da un aspecto a modo de

doble cono invertido. (Fig. 68)

152



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

MP3

En la zona limite entre la cortical y la zona del implante existia abundante
tejido de granulacidon entre islotes del material con multiples focos de
osteoide. A mayor aumento se observaba alrededor del material numerosas
trabéculas neoformadas y depositos de osteoide en el seno del tejido de
granulacion.  Asimismo se evidenciaban signos de reabsorcion del

biomaterial. (Fig. 69,74)

MELATONINA

Observamos en el seno del tejido de granulacion, de la costra
fibrinohematica, abundantes focos de material osteoide que se proyectaba
desde los bordes del defecto a modo de dedo de guante, cubriendo la

longitud del defecto en su practica totalidad. (Fig. 67, 71, 72, 73)
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Fig.66- Endobon®-30 dias. Imagen panoramica (T.M.-23x). Deposito de osteoide en el seno del tejido

de granulacion.

Fig.67- Melatonina 30 dias. Imagen panoramica (T.M.-23x).Tendencia a la reconstruccion del defecto.

Tejido inmaduro calcificado vascular

154



Modelo Experimental de la respuesta dsea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

Fig. 68- H. aut6logo-30 dias. Imagen panoramica (H.E.-23x). Aumento de la formacion de trabéculas
o6seas en continuidad con la cortical, alrededor de los focos de material injertado y del tejido medular.

Fig. 69- MP3® -30 dias. Imagen panoramica (T.M.-23x). Abundante depdsito de tejido osteoide.
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Fig. 70- Control-30 dias. Detalle microscopia (T.M.-125x). Gap de unién entre el hueso de la cortical

neoformada y la cortical adyacente.

Fig. 71- Melatonina-30 dias. Detalle microscopia (T.M.-125x). Tejido de granulacion con formacion

trabeculas 6seas en la proximidad y en continuidad con la cortical.
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Fig. 72- Melaton1na-30 d1as Detalle mlcrosopla (H.E.-125x). Zona adyacente al defecto cortical con

trabéculas neoformadas.

Fig. 73- Melatonina-30 dias. Detalle microscopia (H.E.-500x). Abundantes focos de material osteoide
que se proyectaba desde los bordes del defecto a modo de dedo de guante.
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Fig.74- MP3®-30 dias. Detalle microscopia (T.M.-125x). Material osteoide que envuelve al implante con

trabéculas neoformadas de distribucion dispersa.
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Fig. 75- Endobon®-30 dias. Detalle microscopia (T.M.-125x). Implante con tejido de granulacion con
células gigantes multinucleadas y trabéculas dseas.
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GRUPO III (45 dias): Estudio Radioldgico

CONTROL

La imagen lacunar radiotransparente todavia puede observarse en la
diafisis del hueso aunque presenta un tamafio menor y unos bordes
ligeramente menos diferenciados que en los estadios anteriores. En el corte
radiologico transversal, aunque el defecto cortical aparece completamente
reparado, sus caracteristicas de menor espesor y menor radiopacidad
permiten localizar el lugar de rotura cortical que se realizo artificialmente
hace 45 dias. El defecto parece completamente cubierto tanto a nivel
longitudinal como en grosor aunque éste presenta, en este estadio, una
densidad radioldgica inferior a la cortical adyacente que permite identificar

la zona del defecto sin dificultad.
La imagen de TC muestra la reparacion completa de la cortical dsea en

la zona de la laguna artificial practicada con caracteristicas de hueso
normal, indiferenciable al de las zonas de hueso normal circundante.
(Fig.76)
ENDOBON

En este periodo el implante presenta una ligera disminucion de su
tamafio con una mayor disminucion de su radiopacidad, fundamentalmente
debido al incremento de espacios radiotransparentes en su interior. De igual
forma, esta disminucioén de granulos radiopacos en su interior se observa,
en las zonas externas del implante en contacto con el hueso, como un
aumento de las irregularidades en las zonas de contacto. La cortical, en la

zona de introduccion del implante se encuentra completamente reparada,
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presentando caracteristicas radioldgica similares a la cortical del resto del
hueso. (Fig. 77)
H. AUTOLOGO

Se observan restos radiopacos irregulares y pequefios pertenecientes
al implante que aparecen fragmentados en el interior del hueso de la tibia.
Estas imagenes irregulares ya no se observan en los cortes radiologicos
transversales pero si ni en la mayoria de los cortes de TC que todavia
ponen de manifiesto la persistencia del implante confirmando las imagenes
de la radiologia simple. (Fig. 78)
MP3

En este periodo el implante presenta caracteristicas similares al estadio

anterior. Se puede destacar el aumento del aspecto granular en el interior
del implante y la reparacion completa de la cortical externa que se produjo
artificialmente para la colocacion del mismo. (Fig.79)
MELATONINA

La radiografia simple muestra un hueso de aspecto normal. En la
zona del implante pueden observarse unas pequefias 1magenes
radiotransparentes en el lugar donde se realizé el implante de melatonina.
La cortical del hueso esta reparada. En la radiografia del corte transversal
del implante la cortical ha aumentado de grosor y densidad presentando un

aspecto casi normal, muy similar al de hueso cortical circundante. (Fig. 80)
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Fig. 76- Imagen radiologica Tibia Derecha-45 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirtirgica (CONTROL) (d)
Tomografia Computerizada.
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Fig. 77- Imagen radiologica Tibia Derecha-45 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirirgica, material
implantado (ENDOBON) (d) Tomografia Computerizada.
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Fig. 78- Imagen radioldgica Tibia Derecha-45 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b) Radiologia
Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirGrgica, material implantado
(H.AUTOLOGO) (d) Tomografia Computerizada.
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Bomsommommommommommonr

Fig. 79- Imagen radiologica Tibia Izquierda-45 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirurgica, material
implantado (MP3) (d) Tomografia Computerizada .
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Fig. 80- Imagen radiologica Tibia Izquierda-45 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirtirgica, material
implantado (MELATONINA) (d) Tomografia Computerizada.
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GRUPO III (45 DiAS): Estudio Macroscopico

Fig. 81- Imagen macroscoscopica tibia diseccionada-45 dias (a) Tibia Derecha ( b) Tibia izquierda.
Imagen macroscopica corte transversal de las tibias a nivel del implante (1) Control (2) Endobon (3) H.
Autodlogo (4) MP3 (5) Melatonina.
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Grupo III (45 dias): Estudio Microscopico

CONTROL
En este periodo destacaba la maduracion del material osteoide que
tapizaba la totalidad de la entrada al defecto 6seo creado y adoptando un

aspecto mas ordenado de hueso mas ordenado.

H. AUTOLOGO

Asimismo  destacaba la mejor ordenacion de las trabéculas Oseas
neoformadas que conectaban el exterior de la cortical con el interior de la
cavidad medular disponiéndose bajo la forma de tejido 6seo trabecular
reticulado cada vez mas ordenado.

MP3

El xenoinjerto porcino presentaba signos de reabsorcion en el interior a
modo de imagen en forma de panal de abeja, existiendo lagunas de material
osteoide en el seno de las mismas (Fig.). Asimismo presentaba signos de
neoformacidon externa al material quedando el biomaterial rodeado por
tejido 0seo, en fase de reabsorcidn y sustitucion. (Fig. 83)

ENDOBON

No se observaban fendémenos de reabsorciéon del xenoinjerto bovino
aunque si destacaban los fendmenos de regeneracion Osea caracterizados
por trabéculas neoformadas de caracteristicas irregulares en continuidad
con la médula 6sea y ocasionales depdsitos del material implantado. En los
bordes se observaba la presencia de tejido 6seo neoformado en continuidad

con la cortical que penetraba en la médula 6sea adyacente. (Fig. 84)

MELATONINA
Observabamos ocasionales trabéculas oseas en el seno de la médula 6sea en

relacion con pequeiiisimos restos de material implantado. Tanto el hueso

167



Modelo Experimental de la respuesta dsea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

cortical como las trabéculas descritas en el seno de la médula dsea
mostraban caracteristicas normales con disposicion haversiana tapizadas
por una hilera continua de osteoblastos que convertian poco a poco el tejido
medular inmerso entre ellas en un tejido 6seo de caracteristicas normales.

(Fig.82, 85, 86)

Fig.82- Melatonina-45 dia. Imagen panoramica (T. M.-23x). Cortical regenerada en fase de remodelacion
con caracteristicas normales con una disposicion haversiana. Escasos restos de tejido de granulacion en la
zona medular adyacente.
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25x). Trabéculas neoformadas y pequefios islotes

X " . . T - VA
Fig.84- Endobon®- 45 dias. Detalle microscopia (T.M.-125x). Trabéculas irregulares anastomosadas con
aspecto de encaje en las areas proximas a la cortical.
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W= A kA v - 4 .
Fig.86- Melatonina-45 dias. Detalle microscopia (T.M.-250x). Ocasionales trabéculas 6seas en el seno de
la médula 6sea.
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GRUPO 1V (60 dias): Estudio Radiologico
CONTROL

En la imagen simple del hueso todavia puede observarse una pequefia
laguna radiotransparente que presenta unos bordes regulares pero ya no tan
redondeados en la diafisis del hueso. Se pueden observar iméagenes de
densidad calcica en el interior de la laguna, e incluso en numerosas
ocasiones, la infiltracion, desde el hueso adyacente, de lineas radiopacas
compatibles con trabéculas dseas que se introducen hacia el interior de
dicha laguna o defecto 6seo.

La cortical d6sea aparece completamente reparada e, incluso en
ocasiones, presenta una anchura mayor a la del hueso circundante. La
radiografia transversal de la laguna Osea presenta el cierre completo del
defecto 6seo por tejido O0seo compacto de caracteristicas radiologicas
normales.

Los cortes tomograficos muestran una zona de hueso normal sin
ninguna diferencia de las zonas de hueso que lo rodean.

No se ha observado ninguna deformacién, zona de infeccidén o

anomalia asociada a la evolucion del defecto 6seo realizado. (Fig. 87)

ENDOBON
El material implantado presenta un tamafio menor y una
disminucion de su densidad radiolégica pero permanece perfectamente

individualizado en el interior del hueso. (Fig. 88)

H. AUTOLOGO
Todavia se observan algunos restos radiopacos irregulares y

pequetios pertenecientes al implante que aparecen fragmentados en el
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interior del hueso de la tibia. Estas imagenes no se observan en los cortes
radiologicos transversales ni en la mayoria de los cortes de TC que
presentan un aspecto 6seo normal con la cortical perfectamente reparada.
(Fig. 89)
MP3

En este periodo se puede observar la disminucion significativa del
tamafio del implante junto con una disminucién importante de la densidad
calcica del mismo. También se aprecia un aumento de las irregularidades
superficiales del implante en las zonas en contacto con el hueso circundante
en donde se pueden apreciar lineas densas trabeculares dirigiéndose hacia

el interior del implante. (Fig. 90)

MELATONINA

En la radiografia simple ni en la TC se puede apreciar ningln resto
del implante utilizado ni de la laguna 6sea practicada, presentando una
densidad radioldgica completamente normal y observandose la continuidad
de las trabéculas Oseas atravesando el lugar donde se encontro el defecto

0seo siguiendo las lineas de carga habituales en el hueso. (Fig. 91)
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Fig. 87- Imagen radiologica Tibia Derecha-60 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirurgica (CONTROL)
(d) Tomografia Computerizada.
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Fig.88- Imagen radioldgica Tibia Derecha-60 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirtirgica, material
implantado (ENDOBON) (d) Tomografia Computerizada.
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Fig.89- Imagen radiologica Tibia Derecha-60 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (c) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirargica, material
implantado (H. AUTOLOGO) (d) Tomografia Computerizada.
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Fig. 90- Imagen radiologica Tibia Izquierda-60 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirirgica, material
implantado (MP3) (d) Tomografia Computerizada .
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Fig. 91- Imagen radiologica Tibia Izquierda-60 dias (a) Radiologia Digital Antero-Posterior (b)
Radiologia Digital Lateral (¢) Radiovisuografia corte transversal de la pieza quirtirgica, material
implantado (MELATONINA) (d) Tomografia Computerizada.
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GRUPO IV (60 DIAS): Estudio Macroscépico

Fig. 92- Imagen macroscoscopica tibia diseccionada-60 dias (a) Tibia Derecha ( b) Tibia izquierda.
Imagen macroscdpica corte transversal de las tibias a nivel del implante (1) Control (2) Endobon (3) H.
Autodlogo (4) MP3 (5) Melatonina.
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Grupo IV (60 dias): Estudio Microscopico

CONTROL
Durante este periodo destacaba la remodelacion 6sea casi total a nivel del

orificio realizado para la colocacidn de los implantes.

ENDOBON

A nivel del material implantado se observaban areas en los que todavia
predominaban los fendmenos de regeneracion d6sea alrededor de pequefios
islotes del material granular aunque con predominio de médula 6sea con
caracteristicas normales, estas alternaban con otras areas en las que
predominaba la médula 6sea con trabéculas irregulares anastomosadas con

aspecto en encaje, sobre todo en las dreas proximas a la cortical.

MP3

En la zona cortical todavia se observaban fendmenos de regeneracion Osea
caracterizados por numerosas trabéculas neoformadas de caracteristicas
irregulares en continuidad con la médula 6sea y ocasionales depdsitos del
material implantado. El material implantado  presentaba signos de

reabsorcion en su interior hasta la practica sustitucion osea. (Fig. 95,96)

H.AUTOLOGO
Microscopicamente destacaba la reparacion completa de la cortical externa
con extensos fenomenos de regeneracion Osea que sobrepasaban el limite

inferior de la cortical adyacente. (Fig. 93,94)
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MELATONINA

La zona del implante destacaba por la sustitucidén casi total del tejido de
granulacion que tapizaba el defecto 6seo por tejido 0seo de caracteristicas
compacta. Asi como una recuperacion perfecta del la cavidad medular.

(Fig. 97,98)
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compacto maduro.

Fig. 94- H.Aut6logo-60 dias. Detalle microscopia (T. M.-500x). Sistemas de Havers de nueva formacion.
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Fig. 95- MP3®-60 dias. Detalle mlcroscopla (T. M.- 125x) Particula de biomaterial rodeada por tejido
oseo en fase de reabsorcion y sustitucion osea.

Fig.96- MP3®-60 dias. Detalle microscopia (T M.-500x). Particula 6sea en fase de reabsorc1on con
pequerios islotes de osteoide e el interior.
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e -
Fig.97- Melatonina- 60 dias. Detalle microscopia (Tricromico de Masson-125x). Reparaciéon completa

dela cortical externa.

Fig.98- Melatonina- 60 dias. Detalle microscopia (T.M.-250x). Remodelacion del hueso cortical en uno
de los bordes de defecto creado.
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6. ANALISIS ESTADISTICO
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ANALISIS DE GROSOR DE LA CORTICAL NEOFORMADA
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Grafico 1. Representacion de la Media del Grosor de la Cortical Neoformada.
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Grifico 2. Representacion Media- Desviacion Estandar de la Media para la variable Grosor de la

cortical Neoformada.
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Tiempo 15dias 30dias 45dias 60 dias
— Media+Sd Media+Sd Media+Sd Media+Sd

MP3 25,8613,31 42,621+2,74 74,71+5,66 92,05+1,03

ST 01,84:0,94 9534223 97,69+223 99,26+0,26

Endobon 30,32+4,18 40,14+2,02 71,59+5,63 90,9610,62

VAT 89,72+0,84 93,23+2,95 94,89+3,14 98,35+1,14

87,48i1,73 91,68+2,47 94,42+2,69 98,00+1,43

Tabla 6. Grosor de la Cortical Neoformada expresado MediatDesviacion Estandar de la Media (Sd) %

MP3 2,498 3 12 0,109
[SWAITIN 2,556 3 12 0,104
Endobon 1,765 3 12 0,207
Wk 2 172 3 12 0,144
Control 819 3 12 0,508

Tabla 7. Contraste de Levene sobre igualdad de las varianzas.

Suma
cuadrados
tipolll gl Media cuadratica F Signiﬁcaci()n

\WETSREIE 24684,26 4 6171,06 1095,80  0,0005
\WETSW RIS 936345 12 780,29 138,56 0,0005
Tiempo/

sacrificio
Error 270,32 48 5,63 |

Tabla 8. Andlisis de la varianza de medidas repetidas para el Grosor de la Cortical Neoformada.

El andlisis de la varianza de medidas repetidas detectdé diferencias
significativas entre los biomateriales en los distintos tiempos de

implantacion para la variable grosor de la cortical.
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Suma

cuadrados Media

tipo 111 gl cuadratica F Significacion
IS REve 512148 811 1 512148,811 313227,624 0,005
Tiempo 11401,084 3 3800,361 232,464 0,005

sacrificio

196,178 12 16,348

Tabla 9. Analisis de la varianza (Tiempo sacrificio) para el grosor de la cortical neoformada

El andlisis de la varianza de medidas repetidas detectdé diferencias

significativas entre los tiempos de implantacion.

Diferencias
Tiempo Tiempo entre
sacrificio(I) sacrificio(J) medias(I-J) Error Tipico Signiﬁcaciéna
15 30 -7,558%* 1,279 0,005
45 -21,618* 1,279 0,005
60 -30,681* 1,279 0,005
15 7,558%* 1,279 0,005
45 -14,060* 1,279 0,005
60 -23,123* 1,279 0,005
15 21,618* 1,279 0,005
30 14,060* 1,279 0,005
60 -9,063* 1,279 0,005
15 30,681°* 1,279 0,005
30 23,123* 1,279 0,005
45 9,063* 1,279 0,005

*La diferencia de las medias es significativa al nivel 0,05

a. Ajuste para comparaciones multiples

Tabla 10. Comparaciones multiples (Método de la LSD) entre los distintos periodos de experimentacion

en relacion a la variable Grosor de la Cortical Neoformada.

El anélisis de comparaciones multiples detectd diferencias significativas
entre las medias de los periodos de experimentacion cuando los

comparamos por pares.
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Tiempo
sacrificio

15 dias

Diferencia
entre Error
Material(I) Material(J) medias(I-J) Tipico  Significacion®
MP3 H.Autélogo -65,988" 1,886 0,005
Endobon 4,463 1,329 0,006
Melatonina -63,863" 2,286 0,005
Control -63,625° 2,053 0,005
H.Autélogo MP3 65,988" 1,886 0,005
Endobon 61,525 1,812 0,005
Melatonina ~ 2,125° 0,879 0,032
Control 4363 0,881 0,005
Endobon  MP3 4,463 1,329 0,006
H.Autélogo -61,525 1,812 0,005
Melatonina -59,400° 2,167 0,005
Control -57,163° 1,919 0,005
Melatonina MP3 63,863’k 2,286 0,005
H.Autélogo  -2,125" 0,879 0,032
Endobon 59,400° 2,167 0,005
Control 2,238" 0,427 0,005
Control MP3 61,625 2,053 0,005
H.Autologo  -4,363 0,881 0,005
Endobon 57,163° 1,919 0,005
Melatonina ~ -2,238" 0,427 0,005

*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples : Diferencia minima significativa.

Tabla 11. Comparaciones Multiples (Método LSD) para la variable Grosor de la Cortical Neoformada.

El

significativas entre las medias de

analisis de comparaciones multiples detectd diferencias

todos los implantes utilizados,

comportandose todos los materiales de manera distinta en este primer

tiempo de experimentacion.
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Tiempo
sacrificio

30 dias

Diferencia
entre Error
Material(I) Material(J) medias(I-J) Tipico  Significacion®
MP3 H.Autologo -52,723 1,886 0,005
Endobon 2,483 1,329 0,086
Melatonina -50,615" 2,286 0,005
Control -49,060° 2,053 0,005
H.Autdlogo MP3 52,723 1,886 0,005
Endobon 55,205 1,812 0,005
Melatonina ~ 2,108° 0,879 0,034
Control 3,663" 0,881 0,001
Endobon  MP3 2,483 1,329 0,086
H.Autélogo -55,205 1,812 0,005
Melatonina -53,098" 2,167 0,005
Control -51,543" 1,919 0,005
Melatonina MP3 50,615* 2,286 0,005
H.Autélogo -2,108" 0,879 0,034
Endobon 53,098 2,167 0,005
Control 1,555 0,427 0,003
Control MP3 49,060° 2,053 0,005
H.Autologo  -3,663 0,881 0,001
Endobon 51,543 1,919 0,005
Melatonina ~ -1,555" 0,427 0,003

*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples : Diferencia minima significativa.

Tabla 12. Comparaciones Multiples (Método LSD) para la variable Grosor de la Cortical Neoformada.

El

analisis

de comparaciones

multiples

detectd diferencias

significativas entre el comportamiento de todos los implantes a excepcion

del MP3 y el Endobon entre los cuales no existian diferencias

significativas para este periodo.

191




Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

Tiempo
sacrificio

45 dias

Diferencia
entre Error
Material(I) Material(J) medias(I-J) Tipico  Significacion®
MP3 H.Autologo -22,980° 1,886 0,005
Endobon 3,118° 1,329 0,037
Melatonina -20,178" 2,286 0,005
Control -19,713° 2,053 0,005
H.Autdlogo MP3 22,980° 1,886 0,005
Endobon 26,098° 1,812 0,005
Melatonina ~ 2,803" 0,879 0,008
Control 3,268° 0,881 0,003
Endobon  MP3 3,118" 1,329 0,037
H.Autologo -26,098" 1,812 0,005
Melatonina -23,295" 2,167 0,005
Control -22,830° 1,919 0,005
Melatonina MP3 20,178* 2,286 0,005
H.Autélogo -2,803° 0,879 0,008
Endobon 23,295° 2,167 0,005
Control 0,465 0,427 0,298
Control MP3 19,713° 2,053 0,005
H.Autologo  -3,268" 0,881 0,003
Endobon 22,830° 1,919 0,005
Melatonina  -0,465 0,427 0,298

*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples : Diferencia minima significativa.

Tabla 13. Comparaciones Multiples (Método LSD) para la variable grosor de la cortical neoformada.

En el andlisis de comparaciones multiples se detectaron diferencias

significativas entre el comportamiento de todos los implantes, a excepcion

del implante de Melatonina y el control, para los cuales la diferencia de las

medias no resulto significativa.
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Tiempo
sacrificio

60 dias

Diferencia
entre Error
Material(I) Material(J) medias(I-J) Tipico Significacion®
MP3 H.Autologo -7,208° 1,886 0,002
Endobon 1,093 1,329 0,427
Melatonina  -6,298" 2,286 0,017
Control -5,953° 2,053 0,013
H.Autologo MP3 7,208 1,886 0,002
Endobon 8,300° 1,812 0,001
Melatonina 0,910 0,879 0,321
Control 1,255 0,881 0,180
Endobon  MP3 -1,093 1,329 0,427
H.Autélogo -8,300° 1,812 0,001
Melatonina  -7,390° 2,167 0,005
Control 7,045 1,919 0,003
Melatonina MP3 6,298* 2,286 0,017
H.Autologo -0,910 0,879 0,321
Endobon 73907 2,167 0,005
Control 0,345 0,427 0,435
Control MP3 5,953° 2,053 0,013
H.Autologo -1,255 0,881 0,180
Endobon 7,045 1,919 0,003
Melatonina -0,345 0,427 0,435

*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples : Diferencia minima significativa.

Tablal4. Comparaciones Miltiples (Método LSD) para la variable grosor de la cortical neoformada.

El

analisis

de comparaciones

multiples

detectd diferencias

significativas entre los xenoinjertos de MP3 y Endobon con el resto de

implantes de H.Autologo, Melatonina y Control.
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Grupo I (15 dias)
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Grafico3. Comparaciones multiples (Método LSD) de la Media del Grosor de la Cortical Neoformada-
Grupo I (15 dias). *La diferencia de las medias es significativa nivel a 0,05.

Para la variable Grosor de la Cortical Neoformada a los 15 dias
existen diferencias significativas entre el Control y los implantes de MP3,
H Autélogo, Endobon y Melatonina. El H. Autélogo se comporta mejor
que el resto de los implantes. Asimismo la Melatonina se comporta mejor
que el control en este periodo. La diferencia entre los implantes de
Endobon y el MP3 es significativa en este primer periodo, siendo mejor

el comportamiento Endobon.
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Grupo II (30 dias)
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Grafico 4. Comparaciones multiples (Método LSD) de la Media del Grosor de la Cortical Neoformada-
Grupo II (30 dias).*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

Para la variable Grosor de la Cortical Neoformada a los 30 dias
existen diferencias significativas entre el Control y los implantes de MP3,
H Autdélogo, Endobon y Melatonina. En este periodo el H.Autologo se
sigue comportando mejor que el resto de los implantes. Asi mismo existen
diferencias significativas entre La  Melatonina y el Control,
comportandose mejor la Melatonina que el control. Y estos a su vez
mejoran a los implantes de Endobon y MP3. En este periodo no existen

diferencias significativas entre Endobon y el MP3.
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Grupo III (45 dias)
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Grafico 5. Comparaciones multiples (Método LSD) de la Media del Grosor de la Cortical Neoformada-
Grupo III (45 dias). *La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

Para la variable Grosor de la Cortical Neoformada a los 45 dias
existen diferencias significativas entre el Control y los implantes de MP3,
H Autélogo, Endobon. En este periodo el H.Autologo se sigue
comportando mejor que el resto de los implantes. No existen diferencias
significativas entre control y Melatonina, comportandose ambos de forma
similar, aunque mejor que el Endobon y El MP3. Estos tltimos presentan
diferencias significativas en este periodo resultando mejor el

comportamiento del MP3.
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Grupo IV (60 dias)
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Grafico 6. Comparaciones multiples (Método LSD) de la Media del Grosor de la Cortical Neoformada
Grupo IV (60dias). *La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

Para la variable Grosor de la Cortical Neoformada a los 60 dias no
existen diferencias significativas entre el Control y los implantes de
H.Aut6logo y Melatonina, comportandose estos de forma similar. Si que
existen diferencias significativas entre estos y los implantes de Endobon
y MP3, entre los cuales no existen diferencias significativas para este

periodo.
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ANALISIS DE LA LONGITUD DEL DEFECTO CUBIERTO
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Grifico 7. Representacion de la Media de la Longitud del Defecto Cubierto.
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Grafico 8. Representacion Media- Desviacion Estandar de la Media para la variable Longitud del Defecto

Cubierto.
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histomorfométrico.

Tiempo 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
— Media+Sd Media=Sd Media+Sd Media+Sd
34,65i3,60 59,7343,76 90,96+0,31 92,73+1,08

SRR 06.74+158 97,5840.78 98274219 99.73+0,54

SN 10194391 84,1242.75 91,52+1,55 93304125

Sl 0] 084144 95234343 96,55+2.03 99.03+0,66
90,16i0,78 92,29+1,93 96,67+2,08 98,92+0,82

Tabla 15. Longitud del Defecto Cubierto expresado en Media  Desviacion Estandar de la Media(Sd) %.

F gll gl2 Significacion
MP3 2472 3 12 112
2,674 3 12,094
Endobon 2,457 3 12,113
\Y R 4,733 3 12,021
Control 2,850 3 12,082

Tabla 16. Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas.

Suma

cuadrados Media

tipo 111 gl cuadratica F Significacion
Materiales 9839,598 4 2459,9 623,4 0,005
\WEWSEIC M S ol 7351,09 12 612,59 155,24 0,005
sacrificio
Error 189,407 48 3,946

Tabla 17. Analisis de la Varianza de medidas repetidas para la longitud del defecto cubierto.

Para la variable longitud del defecto cubierto el andlisis de la varianza
detect6 diferencias significativas en el comportamiento de los biomateriales

en los distintos tiempos de experimentacion.

199



Modelo Experimental de la respuesta 6sea a implantes y Melatonina: Estudio radiolégico e
histomorfométrico.

Suma

cuadrados Media

tipo 111 gl cuadratica F Significacion
Interseccion [EIPLREIEINN 612034,588 86725,195 0,005
Tiempo 7303,857 3 2434,619 344,985 0,005

sacrificio

84,686 12 7,057

Tabla 18. Analisis de la Varianza de medidas repetidas para la longitud del defecto cubierto.

El analisis de la varianza detectd diferencias significativas entre los

distintos periodos de experimentacion para la variable longitud del defecto

cubierto.
Diferencias

Tiempo Tiempo entre

sacrificio(I sacrificio(J) medias(I-J) Error Tipico Significacién®
30 -13,245%* ,840 0,005
45 -22,248%* ,840 0,005
60 -24,198* ,840 0,005
15 13,245%* ,840 0,005
45 -9,003* ,840 0,005
60 -10,953* ,840 0,005
15 22,248* ,840 0,005
30 9,003* ,840 0,005
60 -1,950* ,840 0,039
15 24,198* ,840 0,005
30 10,953* ,840 0,005
45 1,950* ,840 0,039

*La diferencia de las medias es significativa al nivel 0,05

a. Ajuste para comparaciones multiples

Tabla 19. Comparaciones multiples (Método de la LSD) entre los distintos periodos de experimentacion

en relacion a la variable Longitud del Defecto Cubierto.

Existen diferencias significativas entre las medias de los periodos de

experimentacion cuando los comparamos por pares.
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Diferencia
Tiempo entre Error
sacrificio Material(I) Material(J) medias(I-J) Tipico Signiﬁcaci(’)na
15 dias BYIE H.Autologo -62,088" 1,367 0,005
Endobon  -14,543" 1,914 0,005
Melatonina -57,328" 1,546 0,005
Control -55,513" 1,718 0,005
H.Autdlogo MP3 62,088 1,367 0,005
Endobon 47,545° 1,478 0,005
Melatonina ~ 4,760° 1,215 0,002
Control 6,575 0,849 0,005
Endobon  MP3 14,543 1,914 0,005
H.Autologo -47,545" 1,478 0,005
Melatonina -42,785" 1,135 0,005
Control -40,970° 1,389 0,005
Melatonina MP3 57,328* 1,546 0,005
H.Autélogo -4,760° 1,215 0,002
Endobon 42,785" 1,135 0,005
Control 1,815 1,122 0,132
Control MP3 55,513 1,718 0,005
H.Autélogo -6,575 0,849 0,005
Endobon 40,970° 1,389 0,005
Melatonina  -1,815 1,122 0,132

*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples : Diferencia minima significativa.

Tabla 20. Comparaciones Multiples (Método LSD) para la variable Longitud del Defecto Cubierto-
Grupo I (15 dias).

El  andlisis de comparaciones multiples detectd diferencias
significativas entre las medias de todos los implantes, a excepciéon de la
Melatonina y el control para los cuales la diferencia de las medias no era

significativa.
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Diferencia
Tiempo entre Error
sacrificio Material(I) Material(J) medias(I-J) Tipico Signiﬁcaci(’)na
30 dias WY1 H.Autologo -37,850° 1,367 0,005
Endobon  -24,390 1,914 0,005
Melatonina -35,495" 1,546 0,005
Control -32,560° 1,718 0,005
H.Autdlogo MP3 37,850 1,367 0,005
Endobon 13,460° 1,478 0,005
Melatonina 2,355 1,215 0,077
Control 5,290° 0,849 0,005
Endobon  MP3 24,390 1,914 0,005
H.Autélogo -13,460° 1,478 0,005
Melatonina -11,105" 1,135 0,005
Control -8,170" 1,389 0,005
Melatonina MP3 35,495* 1,546 0,005
H.Autélogo -2,125 1,215 0,077
Endobon 11,105 1,135 0,005
Control 2,935 1,122 0,023
Control MP3 32,560° 1,718 0,005
H.Autélogo -5,290° 0,849 0,005
Endobon 8,170 1,389 0,005

Melatonina 2,935 1,122 0,023

*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples : Diferencia minima significativa.

Tabla 21. Comparaciones Multiples (Método LSD) para la variable Longitud del Defecto Cubierto-
Grupo II (30 dias)

El analisis de comparaciones multiples detectdo diferencia
significativas entre la media de todos los implantes para este periodo, a
excepcion de los implantes de H. Autélogo y Melatonina, para los cuales

la diferencia de las medias en este periodo no era significativa.
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Tiempo
sacrificio

45 dias

Diferencia
entre Error
Material(I) Material(J) medias(I-J) Tipico  Significacion®
MP3 H.Autologo  -7,303 1,367 0,005
Endobon -0,558 1,914 0,776
Melatonina ~ -5,585" 1,546 0,004
Control -5,703" 1,718 0,006
H.Autélogo MP3 7,303 1,367 0,005
Endobon 6,745" 1,478 0,001
Melatonina 1,718 1,215 0,183
Control 1,600 0,849 0,084
Endobon MP3 0,558 1,914 0,776
H.Autologo  -6,745" 1,478 0,001
Melatonina  -5,028" 1,135 0,001
Control -5,145" 1,389 0,003
Melatonina MP3 5,585 1,546 0,004
H.Autologo -1,718 1,215 0,183
Endobon 5,028° 1,135 0,001
Control 0,118 1,122 0918
Control MP3 5,703" 1,718 0,006
H.Autologo  -1,600 0,849 0,084
Endobon 5,145° 1,389 0,003
Melatonina 0,118 1,122 0,918

*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples : Diferencia minima significativa.

Tabla 22. Comparaciones Multiples (Método LSD) para la variable Longitud del Defecto Cubierto-
Grupo III (45 dias).

El

analisis

de comparaciones

multiples

detectd diferencias

significativas entre los implantes de MP3 y Endobon con los implantes de

H. Autologo, Melatonina y control.
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Tiempo
sacrificio

60 dias

Diferencia
entre Error
Material(I) Material(J) medias(I-J) Tipico  Significacion®
MP3 H.Autologo  -6,998" 1,367 0,005
Endobon -0,573 1,914 0,770
Melatonina ~ -6,298" 1,546 0,002
Control -6,193" 1,718 0,004
H.Autdlogo MP3 6,998" 1,367 0,005
Endobon 6,425 1,478 0,001
Melatonina 0,700 1,215 0,575
Control 0,805 0,849 0,362
Endobon MP3 0,573 1,914 0,770
H.Autologo -6,425" 1,478 0,001
Melatonina ~ -5,725" 1,135 0,005
Control -5,620" 1,389 0,002
Melatonina MP3 6,298" 1,546 0,002
H.Autélogo  -0,700 1,215 0,575
Endobon 5,725 1,135 0,005
Control 0,105 1,122 0,927
Control MP3 6,193" 1,718 0,004
H.Autélogo  -0,805 0,849 0,362
Endobon 5,620° 1,389 0,002
Melatonina  -0,105 1,122 0,927

*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples : Diferencia minima significativa.

Tabla 23. Comparaciones Multiples (Método LSD) para la variable Longitud del Defecto Cubierto-
Grupo IV (60 dias).

En el andlisis de comparaciones multiples no existen diferencias

significativas entre

las medias de los xenoinjertos de origen bovino

Endobon® y porcino MP3® en este periodo. Asimismo cuando

comparamos por pares no existe diferencia significativa entre la media de

los implantes de H. Aut6logo, Melatonina y control. El analisis detecto

difencias significativas entre estos y los implantes de MP3 y Endobon.
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Grupo I (15 dias)
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Grifico 9. Comparaciones multiples (Método LSD) del la Longitud del Defecto Cubierto-Grupo I (15

dias).*La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

Para la variable Longitud del Defecto Cubierto a los 15 dias existen
diferencias significativas entre el Control con los implantes H. Autélogo,
MP3 y Endobon. EI H. Autélogo se comporta mejor que los demas
implantes incluido el control. No se encontraron diferencias significativas
entre el control y la melatonina en este primer periodo, ambas de
comportan de un modo similar. Asimismo estas se comportan mejor que el
MP3 y el Endobon, entre los cuales existen diferencias significativas que

indican un mejor comportamiento para el Endobon.
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Grupo II (30 dias)
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Grifico 10. Comparaciones multiples (Método LSD) del la Longitud del Defecto Cubierto-Grupo II (30

dias). *La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

Para la variable Longitud del Defecto Cubierto a los 30 dias existen
diferencias significativas entre el control y los implantes de H.Autologo,
Melatonina, Endobon y MP3. El H. Autélogo se comporta mejor que el
control, pero no existen diferencias significativas entre este y la
Melatonina. La melatonina supera al control de manera significativa en
este periodo. Ambos Endobon y MP3 se comportan peor que el control,
mejorando el Endobon al MP3 en relacion a la longitud del defecto

cubierto.
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Grupo III (45 dias)
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Grafico 11. Comparaciones multiples (Método LSD) del la Longitud del Defecto Cubierto-Grupo III (45

dias). *La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

Para la variable Longitud del Defecto Cubierto a los 45 dias existen
diferencias significativas entre el control y los implantes de MP3 y
Endobon, comportdndose mejor el control que ambos xenoinjertos entre
los cuales no existia diferencias significativas. Asimismo no existian
diferencias significativas entre el control y los implantes de H. Autélogo y

Melatonina, comportandose estos de un modo similar.
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Grupo IV (60 dias)
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Grafico 12. Comparaciones muiltiples (Método LSD) de la Longitud del Defecto Cubierto-Grupo IV (60

dias). *La diferencia de las medias es significativa a nivel 0,05.

Para la variable Longitud del Defecto Cubierto a los 60 dias no
existen diferencias significativas entre el control y los implantes de H.
Autologo y Melatonina, comportdndose estos de un modo semejante.
Aunque si existen existen diferencias significativas significativas entre el
control con los implantes de MP3 y Endobon, los cuales se comportan
peor. Asimismo no existen diferencias significativas del comportamiento

de MP3 y Endobon para este grupo de estudio.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Grosor de la

Cortical Longitud del
Neoformada Defecto Cubierto
Grupos Tiempo
Experimentales sacrificio Material Mediat SD Media £SD

15dias MP3 25,86 + 3,31* 34,65 £ 3,60*
H.Autologo 91,84 +£0,94* 96,74 +0,78*
Endobon 30,32 £+ 4,18 49,19 +391*%
Melatonina 89,72 + 0,48% 91,98 + 1,44

Control 87,48 £ 1,73 90,16 £0,78
30dias MP3 42,62 +2,74* 59,73 +3,76*
H.Autologo 95,34 + 2,23* 97,58+ 0,78*
Endobon 40,14+ 2,02* 84,12 +£ 2,75*
Melatonina 93,23 + 2,95* 95,23 + 3,43*

Control 91,68+ 2,47 92,29+ 1,93

45dias  MP3 74,71+ 5,66* 90,96+ 0,31*
H.Autélogo 97,69 + 2,23* 98,27+ 2,19
Endobon 71,59+ 5,63* 91,52+ 1,55%
Melatonina 94,89+ 3,14 96,55+ 2,03

Control 94,42+ 2,69 96,67+ 2,08

60dias MP3 92,05+ 1,03* 92,73+ 1,08*
H.Autologo 99,26 £ 0,26 99,73+ 0,54
Endobon 90,96 + 0,62* 93,30+ 1,25%

Melatonina 98,35+ 1,14 99,03+ 0,61

Control 98,00 £ 1,43 98,92+ 3,82

*Estadisticamente significativo respecto al control p<0,05.

Tabla 24. % Media-DS de las variables Grosor de la cortical Neoformada y Longitud del Defecto
Cubierto para cada uno de los grupos experimentales.

Porcentaje del Grosor de la Cortical Neoformada

GRUPO 1 (15 dias): En relacién a esta variable destaca el mejor
comportamiento del hueso autdlogo, con un porcentaje de grosor de la
cortical del 91,84% muestra diferencias significativas respecto a los

demas implantes. Por su parte la melatonina con un porcentaje de grosor

de la cortical neoformada del 89,72%, se comporta mejor que el control y
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los xenoinjertos porcinos 'y bovinos.Comportandose mejor el
Endobon®con un porcentaje del 30,32% que supera al 25,86% del MP3®.

GRUPO 1II (30 dias): Durante este periodo el hueso autélogoco un
poecentaje del 95,34% sigue superando en el porcentaje del grosor de la
cortical neoformada al resto de implantes, incluido el control. De igual
forma que la melatonina con un porcentaje del 93,23% se comporta mejor
que el control 91,68% y los xenoinjertos porcino 42,62% vy bovino
40,14%, entre ambos xenoinjertos no existen diferencias significativas de
formacion 6sea para este periodo.

GRUPO III (45 dias): Para este periodo el hueso autélogo con un
porcentaje del 97,69% sigue comportandose mejor que el resto de los
implantes, aunque ya no encontramos diferencias significativas entre la
melatonina con un 94,89% y el control 94,42%. Ambos se comportan
mejor que los xenoinjertos porcino y bovino, de los cuales el MP3® con
un 74,71% presenta mejores resultados que Endobon® con un 71,59%.

Grupo IV (60 dias): En este periodo las diferencias entre el hueso
autdlogo 99,26%, la melatonina con un 98,35% y el control 98,00%
respecto al grosor de la cortical neofomada, dejan de ser significativas,
comportandose estos de forma similar en la formacion 6sea. Asimismo
estos superan a los xenoinjertos porcino con un 92,05% y bovino 90,96%,
los cuales obtienen porcentajes similares en relacion a la variable grosor de

la cortical neoformada.
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Porcentaje de la Longitud del Defecto Cubierto

GRUPO (15 dias): En este primer periodo destaca significativamente
el comportamiento del hueso autdlogo, respecto de los demas implantes
con un porcentaje del 96,74% de la longitud del defecto cubierto. La
melatonina con un 91,98% no se diferencia del control 90,16%, aunque
ambos se comportan mejor que los xenoinjertos porcino y bovino. Entre
ellos el Endobon® con un 49,19% se comporta mejor que el MP3® con
34,65%.

GRUPO II (30 dias): El hueso autélogo en este periodo con un
porcentaje del 97,58% se comporta mejor que el control 92,29% vy los
xenoinjertos porcino 59,73% y bovino 84,12%, pero no mejor que la
melatonina. La melatonina con un 95,23% se comporta de forma similar
al hueso y obtienen mejores resultados que el control. Estos superan a los
xenoinjertos porcino y bovino, obteniendo mejores resultados con el
Endobon®.

GRUPO III (45 dias): En este perido dejan de existir diferencias
significativas entre los implantes de hueso autdlogo 98,27%, control
96,67% vy melatonina 96,55%. Aunque estos se comportan mejor que los
xenoinjertos porcino 90,96% y bovino 91,52%, los cuales no se
diferencian.

GRUPO 1V (60 dias): Al igual que en el periodo anterior no se
encuentra diferencias entre los implantes de hueso autologo 99,75%,
melatonina 99,03% y control 98,92%, comportandose estos de una forma
parecida, siempre mejor que los xenoinjertos porcino 92,73% y bovino

93.30% entre los cuales no existen diferencias significativas.
9
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El hueso al ser dafiado es capaz de regenerarse por medio de la creacion
de un tejido exactamente igual al original. De esta manera cuando el hueso
presenta soluciones de continuidad, ya sea por fracturas u otros defectos,
se ponen en marcha de inmediato los mecanismos osteoformadores con la
finalidad de restaurar el tejido 6seo en el lugar de la lesion. Habitualmente,
la dinamica del hueso es suficiente para la reconstruccion defectos no
criticos, no obstante en pérdidas mayores de masa tisular se hace necesario
recurrir al aporte de sustitutos 6seos para evitar la reparacion fibrosa.

La sustitucion o reemplazo del tejido 6seo ha sido objeto de
investigacion durante muchos afios por su alto interés en el campo de la
cirugia bucal y maxilofacial, dada la evidente necesidad de sustituir el
tejido Oseo en determinadas situaciones como: alteraciones Oseas
secundarias a traumatismos, infecciones, tumores, malformaciones, etc.
Usualmente dichos procesos suponen graves problemas tanto para el
paciente como para el especialista que los tiene que tratar. De ahi, la
necesidad de la existencia de un material que sea compatible y
reemplazable en el nuevo tejido dseo.

El biomaterial “ideal” deberia ser el resultado de la combinacion de
matrices osteoconductoras, células osteogénicas y/o materiales o agentes
osteoinductivos, con el fin de proporcionar los tres elementos
fundamentales para la regeneracion Osea: una matriz osteoconductora
capaz de proporcionar el andamiaje adecuado para el crecimiento del
tejido 6seo en su interior; factores osteoinductores que aporten los
componentes fisicos y/o quimicos capaces de inducir las diferentes fases

del proceso de reparacion Osea y por ultimo cé€lulas osteogénicas que se
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diferenciaran segun los distintos estadios de la regeneracion Osea (Anitua
2000).

El tejido 6seo autdlogo es el material de eleccion para la regeneracion
O0sea, como pudimos comprobar en nuestro trabajo, ya que es el que
presenta los mejores resultados desde el inicio de la regeneracion, debido a
diversas ventajas como su capacidad de angiogénesis y la presencia de
células osteogénicas vitales y de factores de crecimiento (Cancian y cols
2004). Sin embargo, presenta la desventaja de la escasa cantidad que se
puede obtener de zonas donantes intraorales, asi como las complicaciones
vinculadas a la toma de injertos autdlogos extraorales, que estan cifradas
entre el 6 y 20 % (Nkenke y cols 2002; Cricchio y Lundgren 2003; Lax
2004; Nather 2005; Sutherlandy y Brostrom 2005; Sasso y cols 2005;
Cutter y Mehrara 20006).

En contraposicion a los estudios de Barone y Covani en 2007, los
cuales encuentran una baja morbilidad y so6lo el 10% de los pacientes
refieren dolor moderado anterior al tercer dia.

Una alternativa a los injertos autdlogos la constituyen los aloinjertos,
que no obstante presentan riesgos de caracter infeccioso e inmunoldgico
(hepatitis, virus de la inmunodeficiencia humana, priones, etc.) como ha
sido sefalado por Andrew y Crenshaw enl1998, asi como los problemas
relacionados con su disponibilidad, adquisicion y elevado coste econdomico
(Choi y cols 2004; Vance y cols 2004). Todo ello ha impulsado la
busqueda de alternativas como son los xenoinjertos, destacando en este

sentido los estudios realizados por Rodriguez y cols 1997; Hockers y
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cols 1999; van Steenbergne y cols 2000; Yildirim y cols 2000; Hising y
cols 2001; Lax 2004; Stavropoulos y cols 2004; Barone y cols 2005)

El analisis de los resultados clinicos y la difusion comercial de los
distintos tipos de productos desarrollados por la industria biomédica,
demuestran la neta superioridad de los sustitutos 0seos de origen natural
respecto de los de derivados sintéticos (Santos y cols 2008).

Los xenoinjertos porcino y bovino utilizados en nuestro estudio
necesitan un periodo minimo de osteointegracion que alarga los tiempos
de tratamiento. La demanda actual en la clinica odontologica obliga a
buscar materiales o sustancias que ayuden a acelerar los procesos de
osteointegracion. Los pacientes desean acortar los tiempos de tratamiento
debido a sus requerimientos funcionales y estéticos, ya que la boca
forma parte del sistema estomatognatico cuya funcién principal es la
masticacion.

Numerosos estudios in vitro han demostrado que la melatonina es un
importante mediador de la formacion 6sea, promoviendo la diferenciacion
osteoblastica (Satomura y cols 2007; Jockers y cols 2008).

Esta indolamina es un importante modulador del metabolismo del
calcio, previniendo la osteoporosis y la hipocalcemia en ciertos casos
(Suzuki 2008), probablemente debido a su relacion con otros factores
reguladores Oseos como la paratohormona, la calcitonina o las
prostaglandinas (Ostrowska y cols 2003; Macias y cols 2003).
Basandonos es estos resultados y en los recientes trabajos de (Cutando y
cols 2003,2007, 2008), hemos basado nuestra investigaciéon sobre el

posible efecto inductor de la melatonina en el metabolismo 6seo.
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La melatonina presenta su acciéon inductora sobre el metabolismo
0seo a corto plazo. Su maxima accion se realiza sobre las primeras
semanas como demuestran los trabajos de (Cutando Yy cols. 2006,2007;
Takechi y cols 2008), una vez pasado este tiempo las diferencias dejan de
ser significativas. Estos resultados estan relacionados con los nuestros, en
los cuales la melatonina mejoraba respecto al control en las primeras
semanas. Esto se puede expliar por diversos mecanismos, parece que la
melatonina aumenta el numero de células en la zona que rodea al
implante, al tiempo que esta aceleracion de la diferenciacion celular,
aumenta considerablemente la sintesis y mineralizacion de la matriz
osteoide. Esto puede explicar la gran cantidad de matriz mineralizada
alrededor del implante de melatonina en toda la longitud del defecto
creado después de cuatro semanas. La melatonina parece contribuir a la
neoformacion de hueso en la zona del defecto estimulando la
diferenciacion de preosteoblastos los cuales son transportados desde el la
médula hasta la zona por la circulacion vascular. Otra posible accion de la
melatonina a nivel de los preosteoblastos es debida a la estimulacion de la
expresion genética de ciertas proteinas de la matriz 6sea (Radio y cols
2000).

Esta aumentaria la expresion de ciertos genes que contienen la
presencia de determinadas proteinas a nivel de la matriz osteoide. De esta
forma se ha demostrado que la melatonina es capaz después de un periodo
comprendido entre 5 y 9 dias de estimular la presencia de osteocalcina

sialoproteina y de fosfatasa alcalina; dichas proteinas contienen la
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secuencia de bases RGGTC, necesaria para que el factor nuclear RZR de
la melatonina pueda ejercer su accion.

El rapido incremento en la formacion de hueso que cubre el defecto
0seo cavitario sugiere que la melatonina actia simultineamente a dos
niveles diferentes en el proceso de la remodelacion. Se sabe los
osteoclastos, células responsables de la reapsorcion oOsea contienen
superdxido dismutasa y producen especies reactivas del oxigeno durante
el metabolismo 6seo, esto puede contribuir a la degradacion de los
componenetes estructurales de la matriz como el coldgeno o el acido
hialurénico los cuales son susceptibles del dafio oxidativo provocado por
los radicales libres(Garrett y cols 1990). Ademas los osteoclastos
secretan otra enzima, la fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP), la
cual en presencia de hierro puede reaccionar con el peroxido de hidrégeno
a través de una reaccion de Fenton y producir el radical hidroxilo (-OH)
uno de los mas toxicos (Halleen cols 1999). La melatonina actiia a nivel
de los osteoclastos, debido a sus propiedades antioxidantes y su habilidad
para neutralizar las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno inhibiendo la
reabsorcion 0sea (Reiter y cols 2007).

Después de la insercion de los implantes por muy cuidadosa que sera
la técnica, se produce un necroésis de los bordes de la herida y una reaccion
inflamatoria consecuencia directa de la cirugia. Los macréfagos y los
leucocitos procedentes de los vasos sanguineos provocan un incremento de
los radicales libres los cuales estimulan la reapsorcion a traveés de los

osteoclastos (Bai y cols 2005; Lee y cols 2005).
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La melatonina a través de sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias puede atenuar esta reaccion y disminuir la produccion de
especies reactivas (Cutando 2007) y como consecuencia la reabsorcion
Osea. Esta inhibicion de la reabsorcion 6sea puede ser explicada por otra
accion inducida por la melatonina sobre el proceso de la
osteoclastogénesis. De acuerdo con algunos autores, la aplicacion de
melatonina a concentraciones de 5 a 500 um, de manera dosis
dependiente, disminuye la expresion de mRNA del RANK e incrementa
los niveles de ambas OPG asi como del mRNA del OPG en lineas
celulares de preosteoblastos MC3T3-E; (Koyama vy cols 2002). Esto
indica que la melatonina puede provocar una reduccion de la reabsorcion y
un aumento de la masa Osea debido a su accion sobre el sistema OPG-
RANK-RANK-L (Cardinally y cols 2003).

Otra de las posibles explicaciones del proceso de aceleracion de la
curacion se puede deber al efecto de la melatonina sobre la angiogénesis,
incrementando la formacion de nuevo vasos y aumentando los niveles la
expresion de proteinas del factor de crecimiento del endotelio vascular
durante la formacion del tejido de granulacion (Pugazhenthi y cols 2008)

El proceso de regeneracion depende de la angiogénesis,
incrementando la melatonina el nimero de vasos sanguineos 'y
aumentando la expresion de VEFGyes, la mas potente proteina
angiogenética, con un pico de expresion entre el 3 y 7 dia. Estos
resultados también estan de acuerdo con los expuestos por (Soybir y cols
2003), el cual destaco como la melatonina aumentaba la proliferacion de

los fibroblastos.
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Los estudios de Pugazhenthi atribuyeron a la melatonina una
inhibicion selectiva de la actividad de la enzima iINOS, disminuyendo su
actividad durante la fase inflamatoria y aumentdndola durante la fase de
proliferacion. También concluyé que la melatonina incrementaba la
actividad del COX durante la primera fase, relacionada esta con la
proliferacion de fibroblastos y la sintesis de coldgeno. Asimismo la
melatonina aumentaba la actividad de la arginasa el primer dia después de
la cirugia, lo cual resultaba beneficioso para la curacion del proceso.

Mayo y cols 2005, en este sentido destacaban la accion
antiinflamatoria de la melatonina y de sus metabolitos, N1-acetil-N2-
formil-5Smethoxiquinuramina (AFMK) y N1-Acetil-5-methoxiquinuramina
(AMK). Esta como sus metabolitos previene la activacion del COX-2
inducida por la LPS, sin afectar los niveles de COX-1. Del mismo modo
previenen la activacion del iNOS y reduce la concentracion de los
productos de dichas enzimas, PGE (2) y o6xido nitrico. Todas estas
investigaciones sugieren que el uso de esta indolamina no toxica puede ser
utilizada s6la o combinada con otros tratamientos en la préctica clinica
(Korkmaz y cols 2009).

Las acciones de la melatonina sobre el hueso resultan de interés
clinico y sugieren su posible utilizacion como agente biomimético en los
proceso de regeneracion Osea asi como en implantologia donde se
pretenda acelerar el proceso de regeneracion y reducir de esta manera el
periodo de osteointegracion (Cutando y cols en 2008). En esta linea de
investigacion  presentamos los resultados de (Calvo-Guirado y cols

2009), en cuyo estudio se utiliza la melatonina como agente inductor del
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metabolismo dseo junto a un xenoinjerto de origen porcino, que actuaria
como andamio y permitiria la osteoconduccion, arrojando resultados
altamente esperanzadores en el campo de la regeneracion oOsea e
implantologia.

La regeneracion 6sea ha estado sujeta a una amplia investigacion para
aplicar dichos avances en la practica clinica, esta se ha basado en el uso de
materiales de origen natural o sintético que remplacen el dafio provocado
sobre el tejido y aceleren el proceso de la regeneracion. El uso de células
progenitoras, materiales osteocondutivos y factores de crecimiento o
agentes bioactivos, combinados de tal modo que se controle el soporte
estructural y celular es la llave para un adecuado proceso de regeneracion.

El hueso corticoesponjoso bovino ha sido durante muchos afios el
xenoinjerto de eleccion en el campo de la cirugia bucal y maxilofacial por
su gran capacidad osteoconductora demostrado por los estudios de
Terheyden y cols 1999; Hockers y cols 1999; Yildirim y cols 2000; Van
Steenberghe y cols 2000; Tawil y cols 2001; Pietruska y cols 2001;
Hising y cols 2001; Houser y cols 2001; Norton y cols 2003; Schlegel y
cols 2003; Vasilic y cols 2003; Sculean y cols 2003, 2004; Hatano y cols
2004; Ersanli y cols 2004; Scabbia y cols 2004; Cornelini y cols 2004;
Philippart y cols 2005; Worth y cols 2005; Schwarz y cols 2006;
Galindo y cols 2008; Cordado 2008). No obstante, presenta un riesgo
potencial de contagio de la encefalopatia espongiforme, aunque existen
pocos casos publicados segiin (Sogal y Tofe 1999).

Por otra parte, existen especies animales con un genotipo mas cercano

al humano (Borie y cols 1998); por este motivo nuestro grupo de
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investigacion ha dirigido los estudios durante los ultimos afios, hacia los
xenoinjertos de origen porcino como potenciales sustitutos de los injertos
0seos, puesto que, diversos estudios previos han demostrado en los
experimentos realizados, su eficacia tanto como matrices osteoconductoras
como para el crecimiento de células de estirpe osteoblastica (Briem D,
2002; Kin y cols 2004;Barone y cols 2005; Arcuri y cols 2005; Orsini y
cols 2006; Nannmark y Sennerby 2008).

En relacion a los xenoinjetos utilizados en nuestro estudio estos tienen
un comportamiento similar, aunque podemos definir ciertas diferencias si
comparamos sus propiedades fisico-quimicas.

En cuanto a la otra propiedad que debe presentar un biomaterial, la
capacidad osteoconductora, en el caso de la hidroxiapatita ha quedado
comprobada por otros autores en los numerosos estudios realizados con
distintas HA (naturales y sintéticas) tras su implantacion en diferentes
animales de experimentacion e incluso en humanos (Jarcho 1981; Winter
y cols 1981; Katthagen y Mittelmeier 1984; Ono y cols 1990; Caja y
cols 1992; Meseguer y cols 1994; Thomas 1994; Galian 1995; Korkusuz
y cols 1995; Cornell y Lane 1998; Boyde y cols 1999; Ikeda y cols 1999;
Denissen y cols 2000; Walsh y cols 2003; Jun y cols 2003; Lax 2004).
Cuando hace dos décadas (Dahners y cols 1984), senialaba que la
hidroxiapatita no posee capacidad osteoconductora.

El colageno tiene un papel fundamental en el proceso de osteoconduccion
en cudnto que actla como sustrato valido para la activacion y la
agregacion plaquetaria y porque es capaz de atraer y de estimular las

diferentes células madre mesenquimales presentes en la médula 6sea segliin
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el trabajo de (Salasznyk y cols 2004); ademés aumenta 2 a 3 veces los
niveles de proliferacion de los osteoblastos segiin (Hsu y cols 1999), y
estimula la activacion de las plaquetas, de los osteoblastos y de los
osteoclastos en el proceso de curacion del tejido.Se han disefiado nuevos
materiales en los que se establece inicialmente una matriz coldgena en red
tridimensional, a la que se recubre con una fina capa de hidroxiapatita,
resultando finalmente una red de granulos completamente interconectados.

En relacion con el biomaterial (MP3®) que hemos utilizado en
nuestro trabajo, el exclusivo proceso de produccion permite neutralizar
todas las moléculas antigénicas presentes en el hueso al mismo tiempo que
mantiene la matriz de colageno dentro de cada granulo del biomaterial. Por
otra parte, la estructura atobmica de la hidroxiapatita natural no es alterada
de modo significativo gracias a la limitacion de la temperatura méxima en
el proceso productivo. Estas caracteristicas garantizan una consistente
neo- formacidon Osea asi como una significativa reabsorcidon pocos meses
después del injerto. La presencia de colageno dentro de cada granulo le
confiere caracteristicas higroscopicas facilitando las sucesivas mezclas con
colageno puro.

Los estudios previos de (Hsu y cols 1999,2005; Wu y cols 2004),
consiguieron sintetizar un biomaterial de particulas de hidroxiapatita
dispersas y amalgamadas en fibras de colageno de un didmetro de 30 a 90
nm que injertaron en ratas y observaron un incremento de la densidad
celular de los osteoblastos de 2x10* hasta 3.2 x10* células por cm” a los 8
dias del implante respecto a las muestras control. Estos resultados indican

que los osteoblastos son capaces de proliferar, diferenciarse y mineralizar
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la matriz de hidroxiapatita y coldgeno, hecho que también hemos
observado en nuestro estudio experimental.

Otros autores como (Chapman y cols 1997), han utilizado el
coldgeno como matriz de sostén del componente mineral del biomaterial;
en su estudio utilizaron un composite de colageno puro de origen bovino
ademas de fosfato calcico y médula o6sea autdloga, para el tratamiento de
fracturas 0seas con unos resultados que no diferian significativamente con
los obtenidos cuando utilizaban injerto autdlogo de cresta iliaca. Asimismo
los estudios de (Grimes y cols en 2006), en los que rellenaron defectos
Oseos tras resecciones de tumores usando un composite de hidroxiapatita,
fosfato tricalcico y colageno bovino, obtuvieron resultados excelentes en
los que demostraban que el sustrato de colageno y fosfato tricalcico
favorece la regeneracion osea.

El coldgeno anadido al MP3® le otorga unas excepcionales
caracteristicas, mejorando su maleabilidad y su plasticidad. Lo cual le
convierte en un material de facil aplicacion en la clinica, a diferencia del
xenoinjerto bovino utilizado Endobon® utilizado en nuestro trabajo, el
cual necesita ser mezclado con médula 6sea o hueso esponjoso para su
aplicacion.

Ademés de la importancia de la presencia de colageno en el
xenoinjerto, uno de los principales factores que influyen en la
osteoconduccion es el tamafio de granulo del biomaterial que en la
hidroxiapatita porcina contenida en el MP3® varia entre 600 y 1000 um y
en el caso del Endobon® la granulometria esta entre 500 y 1000 um;

también depende del grado de interconexion entre los granulos, asi como
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de una serie de factores quimicos, fisico-quimicos y biologicos descritos
por diversos autores (Meseguer 1993; Galian 1995; Zyman y cols 1998;
Cornell y Lane 1998; Hsu y cols 1999; Wu y cols 2004; Grimes y cols
2000).

La microporosidad juega un papel importante en el proceso de
reabsorcion del material, mientras que la macroporosidad esta
estrechamente ligada a la osteoconduccion. En términos generales se ha
considerado que la macroporosidad Optima para permitir el crecimiento
0seo en el interior del biomaterial se encontraba en el rango de los 150-500
um, que coinciden con los requisitos propuestos en los estudios cldsicos
de (Klawitter y Hulbert 1971). Segln estos autores los implantes porosos
de fosfato calcico debian presentar poros interconectados para poder
favorecer el crecimiento 0seo en su interior.

A este tipo de porosidad se le denomina "abierta", con la que se
obtiene una presion parcial de oxigeno en el interior del implante igual a la
del exterior del mismo, condicidén que actuaria favoreciendo el crecimiento
de tejido 6seo en su interior.

En este sentido, los resultados de nuestro estudio difieren con los
descritos por otros autores como (Eggli y cols 1988), quienes observaron
mejores resultados con materiales con granulos de 50-100 um respecto a
los de 200 a 400 um. Asi como con los de (Frayssinet y cols 1998), que
observaron crecimiento 6seo mas importante en materiales con granulos de
diametro inferior a 200 um respecto a otros materiales con didmetros de

300 a 400 um y mayores de 600 pum.
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Por otra parte, nuestros resultados no concuerdan con los publicados
por autores como (Uchida y cols 1984,1985), en los distintos
experimentos desarrollados, describieron que el tamafio de granulo
apropiado para considerar un material como sustituto del hueso debia estar
comprendido en un rango de 210-300 um. Sin embargo si coincide
nuestro estudio con lo observado por (Shimazaki y Mooney 1985),
quienes describieron un crecimiento 6seo mayor cuando los granulos del
material utilizado eran superiores a 500 um en comparacién con granulos
de tamafo inferior. Asimismo, (Van Blitterswijk 1991), observaba un
elevado porcentaje de crecimiento del tejido 6seo (96%) con tamafios de
granulo superiores a 276 um respecto al 17% obtenido cuando utilizaban
granulos de tamafo comprendido entre 100 y 160 um; por lo que
propusieron que el tamafo del granulo no debia reducirse demasiado, ya
que tanto el granulo como las interconexiones tienen un efecto
significativo sobre el tipo y el volumen de tejido 6seo neoformado.

En este sentido, los estudios realizados por (Gouin y cols 1995;
Gauthier y cols 1998), demostraron que los granulos de tamafio superior
a 500 pum permitian obtener mayor respuesta de tejido dseo en
comparacion con los granulos de menor tamarfio, igual a lo que hemos
observado en nuestro estudio.

Otros autores como (Klawitter y Hulbert 1971; Schepers y cols
1991) consideraron que la existencia de interporo facilita el crecimiento
0seo en su interior. Nuestro estudio confirma los resultados anteriores
respecto al MP3® puesto que con este material observamos crecimiento

0seo no solo en la superficie sino también en el interior del implante,
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hecho comprobado mediante el estudio con el microscopio dptico, que de
forma similar también ha sido descrito por (Tamai y cols 2002), cuando
utilizaron nuevos biomateriales de hidroxiapatita. Sin embargo a pesar de
la porosidad abierta del Endobon® no encotramos crecimiento en el
interior de implante.

Estudios mas recientes han demostrado que segin el tamano del
granulo se obtendrdn resultados distintos respecto a la actividad
osteoblastica y consecuentemente en la regeneracion 6sea. (Fischer y cols
en 2003), variaron el tamafo del granulo y la microporosidad de las
particulas de hidroxiapatita, usando hidroxiapatita densa e hidroxiapatita
microporosa, con dos tamafios de granulo, 212-300 um y 500-706 um. A
continuacion cultivaron células madre mesenquimales en condiciones de
diferenciacion osteobldstica sobre los dos tipos de hidroxiapatita durante
una semana, observando una mayor diferenciacion, proliferacion y
actividad osteoblastica en la hidroxiapatita de rango menor (212-300 pum).

Estudios “in vitro”de (Takahashi y cols en 2005), consiguieron
cultivar y diferenciar osteoblastos sobre un biomaterial de [-fosfato
tricalcico con un tamafio de granulo de 180-200 pm. Asimismo, en un
estudio “in vitro” realizado por (Weissenboeck y cols 2006), cultivaron
células madre mesenquimales bajo condiciones de diferenciacion
osteoblastica sobre particulas de hidroxiapatita de distinto tamafio,
observando que con un tamafio de granulo de 10-100 um observaban
mayor crecimiento osteoblastico asi como mayor actividad celular a los 9
dias del cultivo; sin embargo cuando el tamafio de particula era mayor,

entre 600 y 1000 um, se producia mayor produccion de colageno tipo I.
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También demostraron que el tamafio del granulo no variaba la secrecion de
osteocalcina y osteopontina. Estos resultados concuerdan con los nuestros,
ya que esta establecida la relacion de la melatonina con ciertos marcadores
del metabolismo 6seo.

Sin embargo, otros estudios recientes como los de (Mangano y cols
2006), quienes utilizaron hidroxiapatita con un tamafio de particula entre
200 y 800 um como injerto en elevaciones de seno maxilar, observaron
migracion, adhesion y proliferacion osteoblastica en el granulo asi como
angiogénesis en la red de granulos.

En este sentido, existe un problema que corresponde a la dificultad
para poder interpretar correctamente los resultados de los estudios
publicados, ya que existe una gran variabilidad respecto a las
caracteristicas de los materiales utilizados en los distintos estudios
publicados, respecto a sus propiedades fisicas como quimicas. Ademas de
que dichas caracteristicas suelen estar poco especificadas e incluso en
ocasiones son desconocidas. Por este motivo, los resultados entre los
distintos estudios no pueden ser comparables, cuando consideramos el

tamafio de granulo como Unico pardmetro considerado en el estudio.

En relacion con las interacciones sistémicas de un material con el
tejido receptor, se pueden distinguir tres grados diferentes de
biocompatibilidad en los materiales: inerte, bioactivos y biodegradables. El
xenoinjerto porcino es considerado como una material bioactivo, debido a
su capacidad de combinarse con el hueso vivo (Rodriguez y cols 1997;

Yildirim y cols 2000, 2001; Artzi y cols 2001, 2003, 2004; Norton y
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cols 2003; Ersanli y cols 2004; Nannmarky Sennerby 2008) frente a
otros materiales a los que se denomina bioinertes, que solo poseen la
capacidad de entrar en contacto con el hueso sin interactuar entre ellos.
Asimismo, el xenoinjerto de origen bovino Endobon® utilizado por
nosotros ha demostrado ser un sustituto 6seo muy biocompatible, con
escasa reaccion inflamatoria, no mostrando signos de mutagenicidad ni
genotoxicidad.

La mayoria de los experimentos en los que se han utilizado
xenoinjertos, demuestran que la incorporacion de estos implantes al tejido
0seo huésped tiene lugar sin reaccién a cuerpo extraiio y sin signos de
toxicidad local o sistémica, por lo que diversos estudios previos han
llevado a considerar al xenoinjerto como un material biocompatible
(Rodriguez y cols 1997; Hockers y cols 1999; Yildirim y cols 2000; Van
Steenbergne y cols 2000; Artzi y cols 2001; Houser y cols 2001; Hising
y cols 2001).

La biocompatibilidad del xenoinjerto también se pone de manifiesto
por la presencia de una interfase implante-huésped con ausencia de capsula
fibrosa, en la que se establece una intima union entre las particulas del
biomaterial y el hueso huésped para ambos xenoinjertos utilizados. De esta
forma se demuestra su capacidad de osteointegracion como ha sido
definida por distintos autores en estudios sucesivos (Rodriguez y cols
1997; Yildirim y cols 2001; Norton y cols 2003; Ersanli y cols 2004;
Barone y cols 2006; Orsini y cols 2006). Dicha propiedad también ha

sido definida por otros autores como “enlace quimico” o “union bioactiva”
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(Cook y cols 1988 y 1991 y Oonishi y cols 1989; Pietruska y cols 2001;
Tapety y cols 2004).

Por el contrario no ha podido demostrarse la osteointegracion cuando
se utilizaban materiales diferentes a la hidroxiapatita bovina, pues distintos
autores han observado la presencia de una capa fibrosa entre el biomaterial
y el hueso huésped (Bell y Beirne 1988; Collins 1989; Gatti y cols 1990).

Nuestro estudio experimental ha confirmado la biocompatibilidad de
ambos xenoinjertos utilizados, puesto que hemos observado la existencia
de respuesta inflamatoria poco relevante y sélo durante los primeros
periodos del estudio, que creemos debida a una reaccion frente a la
agresion que supone la perforacion 6sea y colocacion del implante; dicha
respuesta a las dos semanas quedaba representada exclusivamente por
escasos macrofagos y linfocitos. Tampoco hemos observado, en ninguna
de las secciones estudiadas, presencia de fibrosis entre el implante y el
hueso huésped por lo que creemos que se confirma la capacidad de
osteointegracion de ambos biomateriales. En relacion a la melatonina esta
presenta caracteristicas de biocompatibilidad, pues no sélo no presenta
signos citotoxico (Korkmaz y cols en 2009), sino mas bien se comporta
como un agente antiinflamtorio (Mayo Yy cols en 2005) y antiinfeccioso,
impidiendo el crecimiento de patégenos (Cutando y cols en 2007).

La disminucion del volumen trabecular alrededor y en el interior del
implante que observamos en las radiografias demuestran la existencia de
un fendmeno de reabsorcidon progresiva del MP3®, observado desde los
primeros periodos del estudio.Dicho proceso de reabsorcion se realiza

mediante un mecanismo de fagocitosis celular a través de macrofagos que
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se observaban en la periferia del implante. Microscopicamente destacaba
la existencia de una reaccion inflamatoria leve caracterizada por
macrofagos y linfocitos dispuestos de forma dispersa sin formacion de
granulomas. Este hecho contrasta con lo descrito en los estudios realizados
por autores como (Klein y cols 1983; Gumaer y cols 1986; Eggli y cols
en 1988), quienes concluyen en que no observaron modificaciones en los
biomateriales de hidroxiapatita utilizados en sus estudios durante el tiempo
de implantacion.

Esta reabsorcion también queda claramente demostrada en los
estudios de (Nannmark y Sennerby 2008), que explican la reabsorcion
del hueso porcino MP3® gracias a la presencia del coldgeno, el cual
induce la adhesion de los osteoclastos a la superificie del material. Estos
resultados se suman a los del grupo de (Barone y cols 2005), quien
confirma a través del estudio de las biopsias tomadas en humanos 5 meses
después de la elevacion del seno maxilar. A pesar de ello, los resultados
del estudio con microscopia electronica de transmisison en  biopsias
tomadas de un aumento de seno maxilar utilizando el MP3® por (Orsini
y cols 2006) no muestraban signos de reabsorcion.

Existe controversia sobre la reabsorcion en el tiempo del injerto
bovino, los resultados de anteriores estudios lo definen como un material
no reabsorbible en el sentido estricto de que no es reabsorbido en un
periodo inferior a un afio (Hallman y cols 2001). Asi, en investigaciones
con animales se ha demostrado el incremento de la reabsorcion
osteoclastica (Klinge y cols 1992; Hurzeler y cols 1997; Carmagnola y

cols 2002) mientras que en investigaciones con humanos utilizando
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sucesivas biopsias durante 6 afios de seguimiento se han hallado grandes
cantidades de material remanente con pocos o ningun signo de reabsorcion
(Schlegel y Donath 1998; Piatelli y cols 1999; Hallman y cols 2001).

La melatonina no presenta gran radiopacidad por lo que no se puede
observar radioldégicamente su degradacion, pero si que debido a capacidad
lipofilica esta es rapidamente solubilizada.

En resumen, los xenoinjertos porcino y bovino utilizados, se han
comportado en nuestro estudio, como materiales biocompatible puesto que
solo provocaron respuesta inflamatoria leve y durante las dos primeras
semanas del estudio; también han demostrado ser  biomateriales
osteoconductores al permitir la formacidn de tejido de granulacion que es
sustituido por tejido Oseo trabecular, no genotoxicos ni citotdxicos.Si
embargo la melatonina produjo un rdpida induccion del proceso de
regeneracion que superaba al control y a ambos xenoinjertos. Si bien esta
no cumple algunas caracteristicas de los biomateriales como puede ser la
resistencia a la compresion y estabilidad del implante, se puede plantear su
uso en combinacion con biomateriales osteoconductores que sirvan de
andamiaje, utilizando asi las propiedades biomiméticas de la melatonina
sobre el hueso. Los estudio de Calvo-Guirado y cols en 2009, ya
confirman dichos resultados, cuando mezcla las propiedades de un

xenoinjerto de origen porcino con melatonina.
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8. CONCLUSIONES
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1. El xenoinjerto de origen porcino MP3® puede ser considerado
como un material, biodegradable, biocompatible y osteoconductor
para la regeneracion de defectos Oseos. Este sufre un proceso de
reabsorcion progresiva durante los 60 dias, llevada a cabo por
mecanismos celulares de fagocitosis sin que se originen productos
intermedios.

2. El xenoinjerto de origen bovino Endobon® puede ser considerado
como un material, biocompatible, osteoconductor y no
reabsorbible.

3. El hueso autdlogo se comporta como un un material osteogénico,
osteoconductor, reabsorbible y debido a sus propiedades
osteogénicas sigue considerandose el “gold estdndar” de Ia
regeneracion.

4. La hormona melatonina actia como un agente biomimético,
reduciendo la inflamacion y favoreciendo la regeneracion en los
primeros periodos de estudio. Este implante puede ser considerado

como promotor y estimulador de la formacion 6sea.
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