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l. INTRODUCCION



La Implantologia ha experimentado un desarrollo paulatino para satisfacer la demanda de la
poblacion a la hora de reponer la estética y funcién reducidas o anuladas tras la pérdida de
piezas dentarias. Se prevé un aumento de la poblacién de personas de mas edad en Espafia,
asi como un crecimiento del subgrupo de mayores de 80 afios denominado "sobreenvejec-
imiento" (Abades y Rayon, 2012), hecho que va acompanado de una creciente demanda de
soluciones odontolégicas, entre ellas, la de reponer piezas perdidas.

Actualmente, el grado de satisfaccion de los pacientes con implantes dentales es muy eleva-
do, sin diferencias significativas entre portadores de protesis fija sobre implantes y portadores
de sobre-dentaduras implantosoportadas, tanto en maxilar superior como en mandibula
(Mestre et al., 2001).

La investigacion actual en Implantologia sigue varios caminos, de los cuales destacan dos so-
bre el resto. Por un lado la busqueda de nuevas superficies para el implante en cuanto a com-
posicién quimica y disefio geométrico se refiere y, por otro lado, la busqueda de biomateriales
que suplan la ausencia de hueso en las zonas que asi lo requieran. Es en este campo donde
tiene aplicacién nuestro objeto de estudio.

1.1 Generalidades y breve reseia histoérica de los biomateriales

El hombre, desde sus inicios, ha querido reponer las piezas dentarias ausentes o conservar
dientes naturales, no sélo en los vivos, sino también en los muertos (para embellecer el recuer-
do de la persona fallecida) mediante elementos que sustituyan a los dientes para restaurar la
funcién y estética perdida.

Las constancias arqueolégicas de una primera protesis implantolégica nos situan en la Prehis-
toria. En la Edad Antigua se realizaron implantes de piedras y metales preciosos, asi como
trasplantes de dientes humanos y animales. En la Edad Media se reimplantaban dientes en su
alvéolo y se fijaban con hilos de oro. Es en la Edad Moderna cuando se colocan los primeros
implantes metalicos intralveolares. En la actualidad se describe el fenédmeno de la osteointe-
gracion y se reponen los dientes perdidos con implantes dentales (Lemus et al., 2009).

El primer indicio del empleo de injertos 6seos data de 1668, cuando Van Meekren implanta en
el humano, hueso heterdlogo de un perro con el fin de reparar un defecto en el crdneo. Merrem

en 1809, realiza con éxito el primer trasplante de injerto autélogo 6seo. MacEwen, en 1879



informa el uso de injerto de hueso autdlogo para tratar un defecto 6seo y McKeever en 1960,
notifica el uso de injerto de hueso autélogo, tomado de la cresta iliaca, para reparar defectos de
la tibia (Vergara et al., 2012).

En el campo de biomateriales, el mejor sustituto 6seo es, actualmente, por poseer la capaci-
dad osteogénica, osteoinductora y osteoconductora, el hueso autélogo (del propio paciente).
Sin embargo, su disponibilidad es limitada y este factor ha hecho que se busquen las mismas
caracteristicas del hueso autélogo proyectadas en otros materiales.

El empleo de injertos 6seos como alternativa de reconstruccion de defectos éseos, ya sean
congénitos u ocasionados como traumatismos, secuelas oncoldgicas e infecciosas, tienen
como finalidad restablecer la integridad anatomica y funcional de una estructura alterada (Soto
y Guadalupe, 2005). Las aplicaciones clinicas de los rellenos de cavidades en cirugia maxilofa-
cial van desde fisuras alveolares, elevaciones de seno o de fosas nasales para la insercion de
implantes osteointegrados, alvéolos post-extraccion, defectos crestales tratados de forma pre-
protésica y periodontales hasta aquellas situaciones en las que resulte un defecto o cavidad
postquirdrgico en el maxilar, como por ejemplo tras apicectomias, quistectomias, exéresis de
tumores odontogénicos u éseos, e incluso en cirugia craneo-facial para relleno del seno frontal
(Infante et al., 2007).

1.2 Tejido 6seo

1.2.1 Composicidén del tejido 6seo. Hueso esponjoso, hueso cortical

La arquitectura ésea esta disefiada de tal manera que, si se corta longitudinalmente por la mi-
tad un hueso, puede verse que el tejido 6seo se presenta en dos tipos diferentes: sdlido o
compacto, formando una capa periférica y continua, y esponjoso o trabecular, constituido por
una serie de trabéculas que delimitan aréolas que se comunican, alojando la médula ésea (La-
tarjet, 1997). Basicamente el hueso es una matriz organica mineralizada por depdsitos de sales
de calcio (Zanchetta y Talbot, 2001), estructurado en laminillas (Suarez, 2012). La matriz orga-
nica esta compuesta por proteinas colagenas (principalmente colageno tipo 1), proteinas no co-
lagenas (osteocalcina, osteopontina, osteonectina, etc) y proteoglucanos. Los cristales son hi-
droxiapatita y fosfato de calcio amorfo. Histolégicamente, el hueso es un tejido conjuntivo mine-
ralizado muy vascularizado e inervado, que esta formado por osteonas y estructurado en lami-
nillas de matriz osteoide mineralizada. La disposicion de estas laminillas es la que determina

que el hueso sea cortical o esponjoso (Suarez, 2012).



Los cambios en el tejido 6seo son consecuencia de las interacciones entre determinadas célu-

las 6seas, que regulan el reclutamiento, proliferacion y diferenciacién de osteoblastos y osteo-
clastos (Delgado y Riancho, 2013). Las células 6seas detectan sefiales de fuerza fisica, trans-
forman estos estimulos fisicos en sefiales bioquimicas (Keinan et al., 2014), integrando estas
sefales en las respuestas celulares de osteoblastos y osteoclastos, induciendo cambios apro-
piados en la arquitectura de los huesos, mecanismo denominado mecanotransduccion (Natu et
al., 2014).

La médula 6sea es un tejido complejo, sinusoidal y bien organizado que se encuentra en la
cavidad medular de los huesos largos, del esterndn, de los huesos de la cadera y de las vérte-
bras esponjosas, cuya funcion principal es la de promover la hematopoyesis. Esta constituida
por varios tipos de células y mantiene en su estado indiferenciado y funcional a las células
troncales hemopoyéticas o hemopoietic stem cells (HSC), que son las primeras células del sis-
tema hemopoyético, con una identidad bien definida (Catalina et al., 2004).

1.2.2 Células 6seas, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos

Las células 6seas se encuentran dentro del propio tejido 6seo o en el estroma conjuntivo de la
médula dsea, rico en células mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas (o mesenchymal
stem cells). Estas células mesenquimales pueden dar origen a cinco estirpes celulares distin-
tas: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos, en funcion de las dife-
rentes sefiales moleculares que inician la cascada de activacion de diferentes genes (Fernan-
dez et al., 2006).

Osteoblastos

Los osteoblastos tienen un tamafio grande (20-30 uym) y forma poliédrica. Disponen de un ci-
toplasma basdfilo, con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso de tamafio im-
portante. Sus procesos citoplasmaticos llegan hasta la matriz, comunicando con la red de os-
teocitos y con osteoblastos vecinos a través de proteinas transmembrana o integrinas, que ac-
tuan de enlace entre células o entre una célula y la matriz extracelular, permitiendo el paso de
mensajeros como calcio, citoquinas o prostaglandinas, siendo la conexién entre estas células la
Conexina 43 (Fernandez et al., 2006). También estan los osteoblastos planos (bone lining
cells), que se encuentran sobre la superficie del hueso, su cometido es la de crear una barrera
y controlar el flujo de iones entre éstos y el espacio extradseo, ademas de participar en la acti-
vidad metabdlica del hueso (Khoury, 2010).



Proceden de las células mesenquimales pluripotenciales de la médula ésea, endostio, perios-
tio y pericitos perivasculares. Por accidn de proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), factor
transformador de crecimiento B (TGF-B) y otros factores da origen a una célula madre osteo-
blastica que, a su vez, influenciada, entre otros, por la parathormona (PTH), la 1,25 dihidroxivi-
tamina D (1,25D), prostaglandina E2, el IGF-1y el IGF-II prolifera y se diferencia dando origen a
los osteoblastos y preosteoblastos, estos Ultimos son similares en estructura a los osteoblastos
pero sin capacidad de sintesis de matriz organica ni division que tienen éstos (Zanchetta y Tal-
bot, 2001).

Esta diferenciacion esta conformada en tres periodos definidos. El primero es de proliferacion,
donde la principal funcion celular es la expansion mitética, se producen importantes cantidades
de colageno tipo I. En la segunda etapa, se produce una disminucién de la produccién de cola-
geno | debida a la sobreexpresion de la enzima fosfatasa alcalina y de ciertas proteinas aso-
ciadas a la MEC 6sea, como la osteopontina y osteocalcina. En la ultima etapa, se acusa una
disminucién de la produccioén de la fosfatasa alcalina y se produce el depésito de cristales de
calcio entre las fibras de colageno (Caplan, 1991; Jaiswal et al., 1997; Sikavitsas et al., 2001).
La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al término de las cuales
pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis, un 20%, transformarse en células limitan-
tes o de revestimiento (bone lining cells) o en osteocitos (15 %) (Jilka et al., 1998; Weinstein et
al., 1998).

Su baja tasa de proliferacion y rapida muerte celular programada, tras depositar una cierta
cantidad de MEC, que constituye la base de los huesos (Bruder et al., 1999) se deben a que
estas células son altamente diferenciadas y senescentes (Alvarez, 2009).

Los osteoblastos producen osteocalcina, que es determinante para la mineralizacion del hue-
so, sintesis estimulada por 1,25-dihidroxivitamina D. Esta osteocalcina se somete a carboxila-
cion, proceso que depende de la vitamina K1. La osteocalcina carboxilada, que tiene una alta
afinidad por la hidroxiapatita y otros iones minerales, es determinante para la distribucion de
calcio en los huesos (Gongalves et al., 2013).

Cabe destacar su capacidad de secretar importantes factores para el remodelado y la repara-
cion de lesiones 6seas, como TGF-B, BMP, factores de crecimiento similar a la insulina | y |l
(IGF-I, IGF-II), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), asi como de osteoide
(Donado, 2003), a un ritmo de 2 a 3 ym por dia y, para ello, los osteoblastos expresan una en-
zima caracteristica, la fosfatasa alcalina (ALP) (Fernandez et al., 2006). También producen fac-
tores que regulan la formacién y la actividad de los osteoclastos (Marriott, 2013). Asi, los os-
teoblastos son una fuente importante de activador del receptor de NF-kB ligando (RANKL) y la



osteoprotegerina (OPG), los reguladores criticos del desarrollo de los osteoclastos (Wada et al.,
2006), controlando la diferenciacién de osteoclastos mediante la expresién de RANKL en su
superficie (Mediero y Bruce, 2013).

Osteocitos

Son las células mas abundantes del hueso en una proporcién de 10 osteocitos por cada 1
osteoblasto (Fernandez et al., 2006), comprendiendo mas del 90% de las células dentro de la
matriz 0 en las superficies éseas, con una vida en anos, incluso décadas, pero no son capaces

de reproducirse.

Tienen una morfologia estrellada, disponiendo unas prolongaciones citoplasmaticas a través
de los canaliculi, que permiten la transmision de sefales de y a los osteoblastos (Donado,
2003). Estas células se agrupan formando una unica estructura interconectada, con una una
gran superficie de contacto en el interior y hacia la superficie 6sea, para asegurarse oxigeno y
nutrientes. Esta localizacion les permite tener un papel mecanosensor, funcionan como senso-
res de tension y el estrés (Polo-Corrales et al., 2014), traduciendo, asimismo, sefales de “es-
trés mecanico” en senales quimicas (citoquinas), enviando éstas a la superficie iniciando asi el
proceso del remodelado éseo (Bonewald, 2011). Asimismo, secretan esclerostina, una citoqui-
na que suprime la funcién osteoblastica (Reynaga, 2009) y juegan un papel importante en el

metabolismo de fosfato y la disponibilidad de calcio (Bonewald, 2011).

Provienen de la diferenciacién de osteoblastos (Donado, 2003) y se encuentran dentro del
hueso, profundamente atrapados en la matriz mineralizada, al contrario que los osteoblastos y
osteoclastos, que se hallan en la superficie 6sea y estan altamente conectados con las células
sobre la superficie del hueso (Komori, 2013) y entre si, a través de procesos citoplasmicos que
irradian desde sus cuerpos y viajan a lo largo de los canaliculos que hay excavados en la ma-
triz mineralizada (Lippuner, 2012), respondiendo a los cambios en las fuerzas fisicas sobre el
hueso y al dafio, y transmitiendo sefiales a la superficie de las células a través de los procesos
canaliculares (Martin, 2014). Son también una fuente importante de moléculas que influyen en
el desarrollo y la actividad de los osteoclastos (Bellido et al., 2013), secretando una variedad de
factores que regulan la diferenciacién de los osteoclastos y los osteoblastos y la mineralizacion
local, asi como factores endocrinos que modifican la funcién renal (Jilka et al., 2013). Destacan
de los osteocitos su papel regulador, no sélo de la homeostasis ésea y mineral, sino también la
hematopoyesis. En la vida de un osteocito existen dos etapas; una etapa temprana (osteocito

joven) en la que la célula es de menor tamafo, reside en el osteoide y no expresa la fosfatasa



alcalina y una fase tardia (osteocitos maduros) en el que la célula mas grande re-expresa la

fosfatasa alcalina y esta profundamente arraigada en el hueso mineralizado (Divieti, 2013).

Las células mueren principalmente a través de una de las tres vias: la apoptosis, muerte celu-

lar y autofagia (Komori, 2013).

Osteoclastos

Descritos por primera vez en 1873 (Hameed et al., 2014) y, estudiados en 1980 como células
aisladas en cultivo (Martin, 2013), los osteoclastos son las células responsables de la resorcion
0sea, no nacen de las células madre mesenquimales sino de las hematopoyéticas, de las de-
nominadas “Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macrofagos” (CFU-GM), pre-
cursoras de macréfagos y monocitos (Fernandez et al., 2006). Son células grandes, de (100
pum), multinucleadas (2- 100 nucleos/célula), ricas en mitocondrias y vacuolas, especializadas
en la descomposicién de tejido calcificado. Se encuentran en las llamadas lagunas howship
(lagunas de resorcion 0sea en el tejido duro), disponiendo un borde en cepillo, donde tiene lu-
gar la acidificacion (Polo-Corrales et al., 2014). También tienen una zona de sellado donde en-
zimas del tipo Anhidrasa Carbénica, Hidrolasas lisosomales de Ph acido, MMP-9 (Metaloprotei-
nasa de matriz o Colagenasa |) (Ballesteros et al., 1999), logran una bajada del pH y favorecen
la solubilizacion del calcio y fosfato, dejando al descubierto la matriz organica (Donado, 2003) a
las enzimas proteoliticas, particularmente la catepsina K, que degrada la matriz organica, cola-

geno de tipo |, en pequefios péptidos (Gongalves et al., 2013).

El factor comun y esencial para promover la diferenciacion de osteoclastos, asi como su su-
pervivencia y actividad, es el activador del receptor del ligando del factor nuclear-kappa B
(RANKL) que se une a su receptor, RANK (Martin, 2014).

Los osteoclastos se diferencian mediante dos vias: una depende de la interaccioén con los 0s-
teoblastos y esta relacionada con el proceso de degeneracion y formacion 6sea que se produ-
ce durante el modelado fisiol6gico del hueso. La segunda via, sin embargo, se relaciona con la
pérdida de hueso en eventos patolégicos, como la inflamacién o traumatismo, y esta controlada
por las citoquinas. Los mediadores inflamatorios mas importantes son la interleuquina 1 (IL-1) y
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa).



1.2.3 Osteoclastogénesis, sistema OPG/RANKL/RANK

En la osteoclastogénesis o proceso de induccion y de maduracién de los osteoclastos, proce-
SO que ocurre en la superficie 6sea o cerca de la misma, el factor estimulante de colonias de
macrofago (CSF-1), el receptor asociado a la activacion del factor nuclear kappa-beta (RANK)
o (Receptor Activador de NF-kB), perteneciente a la superfamilia de TNF (Hameed et al., 2014)
y su ligando (RANKL), y la osteoprotegerina (OPG), desempefian un papel importante a partir
de células provenientes de la linea granulocito macréfago. Este proceso involucra por lo menos
24 genes a través del eje RANK/RANKL/OPG, cuya expresion diferencial regula la resorcion y
la densidad 6sea (Mikan y William, 2007).

La osteoprotegerina (OPG), que la pueden sintetizar los osteocitos, también conocida como
factor de inhibicion de la osteoclastogénesis (OCIF) o como TNFRSF11B, descubierta simulta-
neamente por el grupo de investigacion de (Amgen, Inc. Group, USA) y por (Snow Brand Milk
Group, Japon), en 1997, tiene un papel muy importante en la osteoclastogénesis (Ferrer et al.,
2002), siendo uno de los agentes que limitan la velocidad de diferenciacion de los osteoclastos
y la funcion (Zofkova, 2014), ya que puede bloquear la unién a las membranas de RANK y
RANKL (Kitamura et al., 2013; Takahashi et al., 2011).

El ligando de la OPG es OPG-L, también conocido como ODF (factor de diferenciacion de los
osteoclastos) inducido por activacion de receptores de células T, y el RANKL (ligando de union
al Receptor Activador de NF-kB) (Takahashi et al., 2014). El principal papel en el hueso de
OPG-L es la estimulacion de la diferenciacion de los osteoclastos, su activacién y la inhibicion
de su apoptosis. Junto al factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) son los dos
factores necesarios y suficientes para completar todo el ciclo de maduracion de los osteoclas-
tos a partir de sus precursores inmaduros (Ferrer et al., 2002). El contacto de célula a célula
entre las células osteoblasticas y progenitores de osteoclastos ha demostrado ser esencial
para la induccion de la osteoclastogénesis (Miyazaki et al., 2014).

RANKL induce especificamente y de forma potente al maestro regulador de la diferenciacion
de osteoclastos, el factor nuclear de células T activadas citoplasmaticas 1 (NFATc1) (O’Brien et
al., 2013) y conlleva no s6lo una reorganizacion en el citoesqueleto del osteoclasto y cambios
fundamentales para su activacion, movilidad y establecimiento en la superficie ésea a resorber,

sino que desencadena una sefial de supervivencia en el osteoclasto maduro.

La interaccion entre OPGL liberado por los osteoblastos y/o células del estroma, y su receptor
RANK expresado en los precursores osteoclasticos, y para la cual la OPG actua como receptor
sefuelo secuestrando a OPGL y evitando la activacion de RANK, es fundamental para un co-
rrecto desarrollo de la osteoclastogénesis, no sélo para la diferenciacion de los precursores
hematopoyéticos hasta osteoclastos maduros, sino también para la fusion de los osteoclastos
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mononucleares comprometidos entre si para formar osteoclastos multinucleados, asi como
para activar a los osteoclastos maduros (Ferrer et al., 2002; Martin, 2013). La eliminacién gené-
tica de RANKL en modelos animales conlleva a una ausencia completa de osteoclastos y un
fracaso de erupcion de los dientes, un proceso que impulsan los osteoclastos (Weitzmann,
2013). La inhibicion de la sefal de RANKL / RANK en el hueso puede aumentar la masa 6sea,
siendo util para el tratamiento de la osteoporosis, de hecho, el anticuerpo neutralizante anti-
RANKL humano (denosumab) se ha utilizado clinicamente para la osteoporosis y trastornos
Oseos relacionados con el cancer (Yasuda, 2013).

1.2.4 Proteinas 6seas, colagenas y no colagenas. Hormonas del tejido

oseo

El hueso es un nanocompuesto jerarquicamente estructurado que consta de mineral y, por
otro lado, la matriz organica. La fase mineral presenta un (85%) en forma de hidroxiapatita
(Polo-Corrales et al., 2014) el cual confiere al hueso rigidez, flexibilidad y resistencia, gracias a
su unién con las fibras de colageno (Giribone y Catagnetto, 2013), también esta compuesto de
carbonato de calcio (10%), fluoruro de calcio (2-3%) y fluoruro de magnesio (2 -3%).

La matriz organica se compone de fibrilar (principalmente colageno I) (Sroga y Deepak,
2012) en un 90% vy, el otro 10%, esta integrado, en un 5%, por proteinas no estructurales como
osteocalcina, osteonectina, sialoproteinas, factores de crecimiento y proteinas séricas (Giribone
y Catagnetto, 2013), 2% de lipidos en peso, que son importantes para la funcién celular, regu-
lando el flujo de iones y moléculas de sefalizacion dentro y fuera de la célula y, por ultimo,
agua (Boskey, 2013).

El colageno de tipo | es la proteina mas abundante en la matriz ésea extracelular, su estruc-
tura molecular tiene la configuracion espacial de triple hélice, cada una formada por el enrolla-
miento de 3 cadenas unidas entre si (dos cadenas de amino-acidos idénticos y uno que es dife-
rente) con uniones intramoleculares y extramoleculares, manteniendo el entrecruzamiento mo-
lecular, lo que les da la resistencia al impacto al que son sometidas (Bernales et al., 2004). Dis-
tintas hormonas, citocinas y factores de crecimiento regulan la sintesis del colageno (Zanchetta
y Talbot, 2001). Entre las funciones del colageno se encuentran: proveer propiedades mecani-
cas y servir de “estructura” para que los cristales se ordenen correctamente, proporcionar elas-
ticidad a los tejidos, estabilizar la matriz extracelular, apoyar la deposicion mineral inicial y unir-
se a otras macromoléculas (Boskey, 2013).



El colageno tipo lll, forma fibras y regula el didmetro de las mismas. El tipo V sirve como
plantilla para el colageno tipo | y el tipo VI. Ademas de colageno, la matriz ésea tiene aproxi-
madamente de 180 a 200 proteinas no colagenas (PNC), destacando las mas importantes
(Sroga y Deepak, 2012):

La osteocalcina, o BGP (por sus siglas en inglés Bone Gla Protein), se sintetiza exclusiva-
mente por los osteoblastos (Sroga y Deepak, 2012), proteina de baja masa molecular, presente
en hueso alveolar, cemento radicular y subpoblaciones del ligamento periodontal (Heinegard y
Oldberg, 1989). Participa en el andamiaje junto con el colageno de tipo | para la deposicién mi-
neral, también regula la maduracion de los cristales de hidroxiapatita y su tamafo, teniendo
también un papel en el reclutamiento de los osteoclastos, participando en la remodelacion ésea
(Villarreal et al., 2013).

Osteopontina. La osteopontina tiene accién inhibidora sobre la calcificacién. Es una fosfopro-
teina acida que normalmente se encuentra en los tejidos mineralizados, tales como huesos y
dientes, asi como en los revestimientos epiteliales del rindén y del cuerpo (Shahrzad, 2011).
Constituye un 1% a 2% de las proteinas no colagenas en un hueso sano. Regula la formacién
de hueso y la resorcion, junto con el colageno de tipo | forma andamio para la deposicion mine-
ral, controla la cristalizacién (Sroga y Deepak, 2012).

Osteonectina. Estudios de unién in vitro han revelado que la osteonectina tiene una alta afi-
nidad por el calcio, colageno e hidroxiapatita, siendo para ésta Ultima seis veces mas fuerte
que la osteocalcina (Sauk y Somerman, 1991). La osteonectina apoya la remodelacion ésea,
regula el diametro de las fibras de colageno, la proliferacion celular y de las interacciones célu-
la-matriz, también regula el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita y controla su tamafo
(Sroga y Deepak, 2012).

Fibronectina. La fibronectina es una proteina adhesiva, que se encuentra libre en el plasma y
constituye uno de los principales componentes de la matriz extracelular. En la region amino-
terminal de la molécula de fibronectina se ha identificado un dominio que tiene afinidad por ge-
latina y colageno tipo | (Lucena et al., 2007). Esta proteina regula la diferenciacion de osteo-
blastos y la supervivencia, la proliferacion y diferenciacidon celular, también regula indirectamen-
te la mineralizacion mediante la union a otras proteinas de la matriz y la modificacion de sus

actividades (Sroga y Deepak, 2012).
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Las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP)

Descubiertas por el cirujano ortopédico Dr. Marshall Urist (Lo et al., 2012), dirigen y regulan
los procesos de reparacion de fracturas gracias a la cascada de sefializaciéon que surge de la
unioén de las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP) a sus receptores de la superficie celular
en células mesenquimales (Rivera et al., 2004; Jain et al., 2013). Promueven, en el sitio del de-
fecto 6seo, también presentes en periostio del callo de fractura (Kloen et al., 2003) la prolifera-
cion y diferenciacion de las células mesenquimales indiferenciadas en cartilago o en osteoblas-
tos (Wilson et al., 2013), promoviendo la produccién de matriz ésea y la sintesis de proteinas
colagenas y no colagenas (Rivera et al., 2004). Las sefiales se envian a través de proteinas
especificas al nucleo celular y, a continuacion, se produce una expresién de genes que condu-
cen a la sintesis de macromoléculas que participan en la formacion de cartilago y hueso (Jain
et al., 2013). Gracias a los avances de la biologia molecular y genética, mas de 20 BMPs han
sido identificados y algunos BMP humanos se han clonado INFUSE® (rhBMP-2, Medtronic,
Minneapolis, MN) y OP-1™ (rhBMP-7, Stryker Biotech, Hopkinton, MA). En cirugia oral, rhBMP
participa en la induccion de formacion de hueso nuevo en la zona en que falta un diente (Lo et
al., 2012).

A nivel dental la BMP2, BMP4, BMP6, BMP7 y GDF11 se expresan durante la diferenciacion
de los odontoblastos; mientras que la BMP4 y BMP5 durante la diferenciacion de los amelo-
blastos (Munevar et al., 2008). Sin embargo, no todos los miembros de la familia BMP inducen
la formacion de hueso o diferenciacion (Otsuka, 2013), si bien, especificamente, BMP-2, -4, -6,
-7, -9 y -14 han demostrado tener propiedades osteogénicas significativas (Roberts y Andrew,
2012), en contraste, la BMP-3b inhibe el proceso de diferenciacion de osteoblastos y antagoni-
za las acciones de BMP-2 (Otsuka, 2013).

Hormonas mas importantes que influyen en la resorcion 6sea

En la fisiologia 6sea cabe destacar el papel de las hormonas. La vitamina D3, 1,25(0OH)2 o
calcitriol, se metaboliza primero a 25-hidroxivitamina D3(25(OH)D3) en el higado y luego a 1q,
25-dihidroxivitamina D3(1a,25(0OH)2D3) en el rifion. 1a,25(0H)2D3 es ahora reconocida como
una hormona esteroide que tiene un papel en el mantenimiento de la homeostasis del calcio a
través del receptor de la vitamina D (VDR) (Takahashi et al., 2014). Los metabolitos de la vita-
mina D, calcitriol, son potentes estimulantes de la resorcién y de la formacion de osteoclastos,
induciendo también la secrecion de IL-1 y 6 por parte de los osteoblastos (Ballesteros et al.,
1999).

PTH (parathormona), es un estimulador en la formacion 6sea, a través de la sintesis de IGF-|
y TGF-B (Fernandez et al., 2006), también modula la funcién del osteoclasto actuando directa-
mente sobre él o por medio del osteoblasto, mediante la secrecion de IL-6 (Ballesteros et al.,
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1999) y controla la homeostasis del calcio a través de la accién directa sobre el hueso y el rifidn

e indirecta en el intestino.

La calcitonina inhibe, de forma transitoria, la reabsorcion 6sea reduciendo el numero y activi-
dad de los osteoclastos.

Las hormonas tiroideas manifiestan acciones contrapuestas sobre el hueso, pueden estimular
la sintesis de la matriz osteoide por los osteboblastos y su mineralizacién, favoreciendo la sin-
tesis de IGF-I o bien puede aumentar el numero y funcion de los osteoclastos, estimulando la
reabsorcion 6sea (Fernandez et al., 2006).

1.3 Funciones y caracteristicas del hueso

Lejos de tener un papel inerte, el hueso es un tejido del que destacamos su dinamismo y su
constante renovacion a base de un equilibrio entre la aposicion y reabsorcion ésea (un 5% del
hueso cortical y un 20% del trabecular al afio), lo que representa una renovacion de un 5-10%
del hueso total anualmente (Suarez, 2012). Hay que distinguir entre el modelado éseo, que im-
pulsa el crecimiento del esqueleto, y la remodelacién dsea, responsable del mantenimiento de
huesos sanos en la edad adulta (Teti, 2011).

El hueso presenta una excelente capacidad para mantener integra su estructura cuando sufre
injurias. Sin embargo, no siempre puede hacer frente a la reposicion del defecto de manera exi-
tosa. Ahi es donde podemos intervenir, mediante biomateriales, intentando que el tejido sea
anatémica y funcionalmente idéntico al afectado por la enfermedad, pérdida de piezas denta-
rias o desequilibrio 6seo, para recuperar la funcion y/o estética perdida. Cuando se realiza un
injerto lo que se pretende es la formacién de hueso nuevo que, tras un proceso de remodelado,
sea idéntico al preexistente (Fernandez et al., 2006). Esto también se puede aplicar a otros ca-
sos, por ejemplo, para mejorar la celeridad de la reparacion ésea o cuando el defecto 6seo tie-
ne un tamano tan grande que por si sélo no puede el tejido dseo regenerarlo en su totalidad
(Zwingenberger et al., 2012), no pudiendo seguir los procesos de reparacion normales via osifi-

cacion endocondral, y creando lo que se denomina fractura de no union.

Se pueden atribuir a los huesos cuatro funciones basicas. Estructural, protegiendo 6rganos
vitales, locomotora, proporcionando soporte para la movilidad del cuerpo, cuyo comportamien-
to biomecanico del hueso resulta extremadamente complejo debido a su caracter heterogéneo,
anisotrdpico y viscoelastico, variando sus propiedades biomecanicas en funcion de la direccién
en la cual se aplica la fuerza (Guede et al., 2013), hematopoyética, produciendo componentes
esenciales para la diferenciacion y supervivencia de células madres hematopoyéticas vy, final-
mente, como almacén, sirviendo como reservorio de calcio, fosfato, magnesio y otros iones, al
igual que células madres mesenquematicas y hematopoyéticas (BucKwalter et al., 1996), las
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cuales participan en la regulacion de la diferenciacion celular, en la integridad y funcion del teji-
do 6seo (Alvarez, 2009).

1.4. Densidad ésea, importancia en la Implantologia y formas de me-
dirla

Las propiedades mecanicas de los huesos estan relacionadas con su estructura, composicion
y mineralizacion, y cada una de ellas esta vinculada con la densidad del hueso (Ramirez et al.,
2013).

En medicina, la densidad es determinante para valorar la salud 6sea. La Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS) considera la presencia de osteoporosis cuando la densidad mineral
6sea sea menor de un valor 2,5 desviaciones estandar (DE) por debajo del pico normal de
masa 6sea (Guerra et al., 2015).

En implantologia oral, la densidad 6sea es uno de los factores de osteointegracion y éxito im-
plantolégico mas importante. Su evaluacién es de maxima importancia, ya que tradicionalmente
se han utilizado las clasificaciones de Lekholm-Zarb y Misch, técnicas empiricas y subjetivas
segun la experiencia del cirujano, pero necesitamos técnicas mas objetivas (Merchan S et al.,
2015). La densidad influye en el pronéstico del implante; asi, en el hueso de baja densidad o
tipo IV las tasas de supervivencia son menores (entre 50-94% segun los autores) en compara-
cion con los otros tipos de hueso (Martinez-Gonzéalez JM et al., 2002). La densidad del hueso
es mayor en las zonas anterior y posterior mandibulares y en la anterior maxilar y es menor en

la zona posterior maxilar (Corona M et al., 2015).

En implantologia, el uso de tomografia como herramienta para la obtencion de valores numé-
ricos de densidad, es cada vez mas comun. Asi, podemos valorar, de manera no invasiva, la
interfase hueso-implante por ejemplo, o la accién de los osteoblastos que pueden generar un
aumento local de la densidad del hueso, debido, por ejemplo, a los esfuerzos mecanicos sobre
la zona. En esta linea, estos ultimos afos, varios articulos se han publicado tras la utilizacion
de la micro-TC para el estudio de calidad 6sea. Fanuscu et al., Guldberg et al., Takada et al.,
Chopra et al., han estudiado parametros como Bone volume density (Densidad de volumen
6sea), Trabecular Thickness (Espesor trabecular), Trabecular separation (Separacion trabecu-
lar), Trabecular number (Numero trabecular), Structural model index and Connectivity density
(indice de modelo estructural y densidad de conectividad) (Peroti-Abad JA et al., 2015). Estos
trabajos muestran la micro-TC como un instrumento prometedor, siendo necesarios mas estu-
dios con este sistema no invasivo que protocolicen la correlacion de los distintos parametros
que nos aporta esta técnica con un criterio global de éxito o fracaso en la osteointegracion, de
ahi que el objeto de nuestro estudio sea analizar los cambios de densidad que ocurren tras la
colocacion del biomaterial.
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En el area de patologia bucal y maxilofacial la TC se ha Diagnéstico TUF:)'f“ de Densidad

hecho particularmente necesaria para el estudio de lesiones  Ameloblastoma 9-106
TOQQ -217- 188
Odontoma com-

densidad de la zona, correlacionandolo con el diagnostico puesto
Quiste dentigero 32 -168

histopatoldgico, si bien el TC debe emplearse como examen Quiste periapical 38 - 51

intradseas, tanto tumorales como quisticas, valorando la
1502 - 1577

complementario (Dellan A et al., 2015). Las medias de uni- ~ Quiste odontogenico », 5

glandular

dades Hounsfield (HU) mas altas fueron observadas en dis-  Quiste 6seosimple  27- 59
Osteoma esponjoso 357 - 382

plasia 6sea y odontoma (1732,4/1698/1707,5 Y  oueitis condensante 770 - 1077
1582,9/1523/1512,9 HU respectivamente). El tumor odonto- ~ Displasia sea 1695 - 1731

Fibroma osificante

génico quistico queratinizante mostré valores medios alre-  central At 00
Hemangioma 17 - 224

dedor de -15 HU. Histiocitosis 90 - 139
. . Querubinismo 43 - 90

Para la displasia 6sea los valores fueron de 1695 a 1731  T1ajasemia T

HU y el odontoma compuesto de 1502 a 1577 HU. Por otra
Tabla 1. Perfil de densidad por

grupo de lesién (Dellan A et al.,
2015)

parte, los ameloblastomas obtuvieron un rango de 9 a 106
HU (Tabla 1).

Para evaluar la densidad 6sea se han aplicado varias técnicas radiolégicas:

La radiografia convencional, la cual es poco sensible para valorar la densidad 6sea ya que
sélo refleja grandes disminuciones de la masa ésea (superiores a un 30%). Ademas, represen-
ta objetos de 3D con imagenes en 2D, con una superposicion de estructuras. Valorariamos la
densidad de forma fotografica, clasicamente se describen: aire, grasa, agua, hueso y metal.
Esta valoracion visual, ademas del componente subjetivo que conlleva, esta influenciada por
otros factores, como el tiempo de exposicién, el miliamperaje, el kilovoltaje, la distancia tubo-
pelicula, el tamafo del punto focal, la colimacion, la filtracion, el tipo de pelicula, las pantallas
intensificadoras y la técnica de revelado vy fijado.

Una variacién de la anterior, donde se digitaliza la imagen analdgica obtenida con el aparato
de rayos X y el programa informatico la convierte en numeros y digitos es la radiografia digi-
tal. Aqui si podemos medir la densidad désea, basada en una escala de grises, de tres formas:
como informacion estadistica numérica, como un histograma que muestra la distribucién de la
densidad y como un perfil de la misma (Digora ®, Dent-a-View ®, Trophy- Window ®).

La Absorciometria radiolégica de doble energia (DXA) pertenece al grupo de las técnicas
densitométricas por absorciometria, que pueden ser foténicas o radiologicas y dobles o sim-
ples. Se usa mucho para cuantificar la densidad 6sea de la columna lumbar y el tercio proximal
de fémur. En el area bucal su mayor limitacion es su falta de capacidad para distinguir la densi-
dad de hueso trabecular y cortical debido a que la DXA proyecta las tres dimensiones del hue-
so en modo de dos.
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Con la ultrasonografia cuantitativa aplicamos un sistema no invasivo, inocuo y sin radiacion,
ya que empleamos ultrasonidos, que son ondas con una frecuencia elevada. Si bien se ha
desarrollado, su uso esta limitado a la investigacion clinica en densitometria ésea, para la esti-
macién de la DMO en el estudio de la osteoporosis.

La resonancia magnética tiene como ventaja sobre la Tomografia Computerizada que no es
invasiva y no se emplea radiaciéon, ya que se basa en el empleo de ondas electromagnéticas
de energia muy baja que originan la resonancia de los nucleos de los atomos de hidrégeno
presentes en el agua y las grasas del cuerpo humano. Sin embargo, no se emplean en implan-
tologia debido a que el hueso no tiene sefal de resonancia, creando confusién con estructuras
como el aire o el tejido cicatricial, que tampoco tienen sefal.

Con la Tomografia Computerizada (TC), la cual ha desplazado a la Tomografia Convencio-
nal, conseguimos imagenes en 3D con el area explorada reflejado en un volumen constituido
por una matriz de voxeles, sin superposicion de estructuras y una densidad expresada en HU.
Existen tres tipos de TC: la TC médica, la TC dental o CB-CT (Cone Beam Computerized To-
mography) y la micro-TC (Merchan S et al., 2015).

La TC médica fue presentada en 1972 por el ingeniero britanico Hounsfield, premio Nobel
por este motivo, en 1979. La tomografia axial dispone de unos elementos fundamentales que
son, el tubo de rayos X, el cual emite un haz colimado que atraviesa al paciente, el sistema de
detectores que sustituyen a la placa radiografica y recibe el haz atenuado procedente del tubo
de Rx y el ordenador o sistema informatico, que reconstruye la imagen (digital) y la muestra en
un monitor tras complicados calculos matematicos.

Cada corte de la TC contiene un numero de elementos volumétricos, en el monitor se repre-
sentan imagenes bidimensionales o pixels (picture element), que es el menor elemento a partir
del cual se reconstruye una imagen de estos elementos de volumen o voxels (volume element),
que es el volumen de esa minima unidad; el cual esta dado por el espesor del corte (0,1 mm.)
Es decir, cada pixel es la representacion de un volumen tridimensional. Como cada tejido tiene
un nivel de absorcion de radiacion diferente, lo cual se refleja en el amortiguamiento de los ra-
yos X que lo atraviesan, tendremos distintos coeficientes de atenuacién de la radiacion en cada

voxel, asignando a cada uno de ellos un valor numérico o numero TC.

Alas HU se les asigna un valor arbitrario, siendo 0 la densidad del agua. La grasa posee valo-
res negativos (en torno a =70 o —90 HU) y los tejidos blandos valores positivos (+ 30, + 70 HU)
(Hernandez y Mitjavila, 2006). En los extremos de la escala se situan la densidad de hueso
(+ 500 HU) y del aire (—1.000 HU). En los primeros aparatos habia 2.000 valores, con un inter-
valo desde el -1.000 hasta el +1.000, en los de ultima generacion hay 4.100 valores, con un
intervalo desde el -1.024 hasta el +3.076.
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En Cirugia Bucal e Implantologia la técnica densitométrica mas exacta es TC cuantitativa o
Quantiative Computerized Tomography (QCT).

Clasificacion de Norton y Gamble basada en el analisis 6seo por medio de TC y
las HU

Misch (1993) y (Engquistet al., s 5 e B
. . Bone density Bone density Bone density Bone density

1988) establecieron un procedi- (HU) (HU) (HU) (HU)
miento operatorio en Implantologia — e R i Ml =
., . ., 892 397 604 609 594 242 699
en funcion a una clasificacion, 710 as 15 723 10s a7 452
964 138 378 514 606 773 680
complementando a la de (Lekholm 686 60s 355 69 864 455 331
1421 784 797 556 B18 622 461
1021 659 496 1396 656 274 500
& Zarb1985), que se basaba en la s e ] = o
. . e 003 283 446 453 755 1232 502
percepcién de la calidad ésea de s e o s o e 244
. . . 1057 1326 622 956 565 1176 457
forma subjetlva. Por este mOtIVO, 636 903 535 503 905 534
1205 898 678 1302 231
en 2001 Norton y Gamble elabora- 1291 559 6% 466 394
400 666 279 975 404
ron una clasificacion basada en el i i o
analisis 6seo por medio de TC y Soal o 5 s
. 1167 838 404 213
HU como respuesta a la necesi- a1 656 696 199
700 737 492 77

dad de una clasificacion objetiva y ST K =
. . . , n=12 n=67 n=37 n=23
cuantitativa de la densidad 6sea Mean 9515 706.2 675.6 463.7
sD 209.6 2759 2817 290

que se puede aplicar preoperato-
. Tabla 2. Medidas de densidad (Norton Mr et al., 2001)
riamente y que no depende de la

experiencia del operador.

Se hicieron un total de 32 exploraciones con TC, tanto en desdentados totales como parcia-
les, estableciendo un rango cuantitativo (HU) para las cuatro regiones quirurgicas (Norton Mr et
al., 2001): mandibula anterior, anterior maxilar, mandibula posterior, posterior maxilar y correla-
cionaron estos resultados con las cuatro poblaciones de hueso establecidas, segun Lekholm &
Zarb (Tabla 2 y 3).

Quality Bone density range (HU) Region of interest

(Lekholm & Zarb) (Norton & Gamble)

Quality 1 -+ 850 Anterior mandible

Quality 2/3 +500 to +850 Posterior mandiblefanterior maxilla
Quality 4 0 to +500 Posterior maxilla

Quality 4* <0 Tuberosity region

Tabla 3. Clasificacion segun Norton y Gamble clasificacién basada en el analisis 6seo
por medio de Tomografia Computerizada (TC) y las unidades Hounsfield (HU).
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1.5. Flavonoides

1.5.1 Consideraciones generales sobre los flavonoides

Los flavonoides, del latin flavus, “amarillo”, (Alvarez, 2010) estan presentes en la naturaleza
durante mas de mil millones de afios (Estrada-Reyes et al., 2012), descubiertos por el premio
Nobel Szent-Gyoérgy, quien en 1930 aislé de la cascara del limén una sustancia, la citrina,que
regulaba la permeabilidad de los capilares (Martinez-Flérez et al., 2002). Este es el término ge-
nérico con que se identifica a una serie de metabolitos secundarios producidos por las plantas,
de los cuales se han identificado mas de 10.000 compuestos (Kozlowska y Szostak-Wegierek,
2014). Al principio se denominaron vitamina P (por su permeabilidad) y también vitamina C2,
sin embargo, ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950 (Alvarez, 2010). El
numero de estos compuestos se incrementa conforme avanza la ciencia, asi, el numero total
de nuevos flavonoides informados en 2007-2009 se incrementé en mas de un 30% en compa-
racion con los tres anos anteriores (Veitch, 2011). Sin embargo, a pesar de que los flavonoides
se han estudiado durante unos 50 afios, los mecanismos celulares involucrados en su accion
biolégica aun no se conocen totalmente (Benavente-Garcia y Castillo, 2008).

Los flavonoides, la clase mas importante de compuestos fendlicos, se encuentran en una for-
ma no glicosilada (aglicona) o unidos a una molécula de azucar (glucésido) (Lago et al., 2014;
Cartaya y Reynaldo, 2001). Estan disponibles de forma abundante en la naturaleza como mi-
cronutrientes en la dieta animal (Moreno et al., 2004), siendo los antioxidantes mas abundantes
en la dieta humana, y estan presentes de forma generalizada en frutas y bebidas, como el té,
café y vino, también en frutos secos, semillas, hierbas, especias, vino tinto, verduras, granos,
cortezas, raices, flores y tallos (Palaska et al., 2013; Lago et al., 2014).

Los polifenoles tienen una amplia variedad
de funciones fisiolégicas en plantas (Lago et
al., 2014), ademas de aportar rasgos fenoti-
picos como fragancia, sabor y color (Drago,
2007) siendo este ultimo aspecto importante
para favorecer la polinizacion (Escamilla et
al., 2009). Los flavonoides muestran un papel
de sefial quimica o marcadores florales, facili-

tando indirectamente la polinizacion (figura 1)
al guiar a las abejas y otros insectos poliniza- Figura 1. Abeja polinizando
dores hacia el néctar.
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Otras veces, estimulan la ovoposicién indicando al insecto un lugar apropiado de la planta
para depositar sus huevos (Cartaya y Reynaldo, 2001). Asi, por ejemplo, flavonoides como la
antocianina en flores atraen a los insectos polinizadores y son responsables de los caracteristi-
cos colores rojo y azul de las bayas, vinos y ciertas verduras (Heim et al., 2002).

También tienen efecto sobre las enzimas, asi, gracias al control que ejercen de los niveles de
las auxinas (hormonas vegetales), responden a la luz (Martinez-Flérez et al., 2002), estan invo-
lucrados en el transporte de electrones en la fotosintesis, que actia como un antioxidante con-
tra los efectos de la luz ultravioleta (Lago et al., 2014), confiriendo resistencia contra la fotooxi-
dacion de la luz ultravioleta del sol (Estrada-Reyes et al., 2012).

Tienen un efecto protector al proporcionar una inmunidad innata y resistencia contra agentes
patdgenos (bacterias, hongos vy virus), radiaciones (Heim et al., 2002), enfermedades (Drago,
2007) y también protecciéon contra insectos herbivoros (Lago et al., 2014). Los flavonoides ex-
hiben, ingeridos por otros animales y humanos, entre otras, actividad antioxidante, antitumoral,
antiinflamatoria, antimicrobiana y hormonal (Drago, 2007).

1.5.2 Estructura quimica, biosintesis, clasificacion

Los flavonoides pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas hasta compuestos muy
polimerizados con pesos moleculares superiores a los 30.000 Da (Pérez, 2003). Comprenden
un grupo muy amplio de compuestos polifendlicos caracterizados por una estructura benzo-y-
pirano. Los anillos son denominados A, B y C (figura 2); los atomos de carbono individuales son
referidos por un sistema numeérico, el cual utiliza nUmeros ordinarios para los anillos Ay C y
numeros con tilde para el anillo B (Cartaya y Reynaldo, 2001). Los atomos de carbono en los
anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2 al 6 (Russo et al., 2006).

Figura 2. Estructura de flavonoide con numeracién
y especificacion de cada heterociclo (Escamilla et
al., 2009)
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Los flavonoides naturales suelen presentar al menos tres hidroxilos fendlicos y se encuentran
generalmente combinados con azucares en forma de glucosidos (Cartaya y Reynaldo, 2001),
en el que uno 0 mas grupos de azucar estan ligados a los grupos fendlicos por enlaces glicosi-
dicos (Kinoshita et al., 2006). Los glucésidos se pueden encontrar de dos formas: como O-glu-
cosidos, los mayoritarios, siendo la D-glucosa el residuo azucar mas frecuente (Martinez-Florez
et al., 2002) con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal),
o como C-glucésidos con los carbohidratos ligados a través de enlaces carbono-carbono (Qui-
nones y Aleixandre, 2012), también se presentan con relativa frecuencia moléculas de flavonoi-
des no unidos a restos de azucar, conocidos como la forma aglicona (Cartaya y Reynaldo,
2001). Cuando se forman los glucésidos, el sitio de glicosilacién preferido, en el caso de la mo-
lécula de flavonol, es la posicién C-3 y, con menor frecuencia, la posicion C-7 (Aherne y O'-
Brien, 2002). Otros residuos de azucares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-arabinosa, la
D-xilosa, asi como el acido D-glucurénico. Los glicosidos son mas solubles en agua y menos
reactivos frente a radicales libres que su aglicona o flavonoide respectivo (Martinez-Florez et
al., 2002).

Los flavonoides presentan una estructura comun de dos anillos aromaticos conectados a tres
atomos de carbono (Lago et al., 2014) que forman un anillo heterociclico oxigenado (C6'C3'C6)
(Schroeter et al., 2003; Luis y Aller, 2008). Mostrando con frecuencia la hidroxilacion en las po-
siciones 5y 7 y el anillo B y la oxidacion en el 4'-, 3 ', 4', 0 3 ', 4', 5'-posiciones (Lago et al.,
2014). Asi, éstos comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por
dos anillos de fenilos (A 'y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico) (Russo et
al., 2006), cada porcion C6 es un anillo de benceno (Veitch, 2011).

La clasificacion de los flavonoides en grupos principales se basa en la configuracion y el esta-
do de oxidacion de la porcion ¢3 de conexion de la molécula. El anillo de benceno al que el ani-
llo de pirano (antocianidina) o el anillo pirona (flavona, etc) se fusiona se designa el "anillo A" y
el otro anillo de benceno es el "anillo B”.

Las caracteristicas individuales de los flavonoides dentro de cada grupo principal se basa en
el andlisis del patrén de sustitucidén y de la naturaleza de los sustituyentes, siendo los grupos
hidroxilo los mas comunes y con frecuencia uno o mas de ellos se utilizan en la formacion de

éteres.

Entre los alcoholes que participan en la formacién de los éteres estan el metanol (sustituyen-
tes metoxilo resultantes) y azucares (Veitch, 2011). De acuerdo a los sustituyentes presentes
en estas tres estructuras ciclicas, se subdividen en funcion de la presencia o ausencia de un
doble enlace entre los carbonos 4 y 5 del anillo C, de la presencia o ausencia de un doble enla-
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ce entre los carbonos 2 y 3 del anillo C, y de la presencia de grupos hidroxilo en el anillo B (Te-
norio et al., 2006).

Si bien los compuestos individuales dentro de una clase difieren en el patron de sustitucion de
los anillos Ay B, los diversas clases de flavonoides difieren en el nivel de oxidacion y el patrén
sustituciéon del anillo C, clasificandose de esta manera (Kumar y Abhay, 2013; Alvarez, 2010)
(figura 3):

O OC
/OH

Antocianidina

Flavanol

Flavona Flavonol

Figura 3. Diferentes tipos de flavonoides segun la estructura (Martinez-Flérez et al., 2002)

flavonas, por ejemplo, apigenina, luteolina (Kumar y Abhay, 2013) y la diosmetina, que poseen
un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3 (Mar-
tinez-Florez et al., 2002), flavonoles, por ejemplo, kaempferol, miricetina, fisetina (Kumar y Ab-
hay, 2013) y quercetina, que posee un grupo carbonilo en posicién 4 y un grupo -OH en posi-
cion 3 del anillo C (Martinez-Florez et al., 2002), flavanoles como la catequina, con un grupo
-OH en posicion 3 del anillo C, flavanonas, por ejemplo, hesperetina, y naringenina (Kumar y
Abhay, 2013), isoflavonas y antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicidon 3 pero
ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C (Huxley et al., 2004). In-
fluye la posicion de sustitucion del oxigeno del carbonilo y el grupo fenilo (anillo B) y el orden
de enlace entre los atomos 2 y 3 en el anillo C. Mientras flavanones y flavanoles tienen un en-
lace sencillo entre los atomos 2 y 3, flavonas, flavonoles, isoflavonas y antocianidinas tienen un
doble enlace o aromatico alli (Kinoshita et al., 2006) (Tabla 4). El patrén de la conjugacion, gli-
cosilacién, o metilacién puede ser muy compleja, puede modificar el caracter hidréfilo de la mo-
Iécula y sus propiedades biolégicas, y notablemente aumentar el peso molecular del flavonoide
(Aherne y O'Brien, 2002).
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Se pueden distinguir entre compuestos que poseen un radical ceténico en el heterociclo: fla-
vonas, flavonoles, flavanonas (dihidroflavonas) y calconas, y los que no lo poseen: flavanoles y
antocianidinas. Otra caracteristica comun a antocianidinas, flavanoles y flavonoles es la exis-
tencia de un hidroxilo en posicion 3. Dentro de cada uno de estos grupos los compuestos se
diferencian entre si por los sustituyentes en el anillo B y por los sustituyentes en los diferentes
hidroxilos de la molécula (metilos, azucares y/o acidos organicos, mas habitualmente) (Rivas y
Garcia, 2002)

Flavonoide Estructura anillo C Parte de sustitucién
Flavanona naringina 5,4°-OH;7-O-Neo*
hesperidina 5,3-OH;4"-OM¢e*
eriodictiol 5,7,3°,4"-OH
Flavona tangeritina 5,6,7,8,4°-OMe?
luteolina 5,7,3°4°-OH
apigenina 5,7,4-OH
Flavonol kaemferol 5,7,3,4-OH
guercetina 5,7,3,3°,4°-OH
rutina 5,7,3°,4-OH;3-0-Rut?
Isoflavonoides genisteina 5,7,4-OH
diadzeina 7,4°-OH
orobol 5,7,3°,4°-OH
Antocianidinas apigenidina 5,7,4’-OH
luteolinidina 5,7,3,4-OH
cianidina 3,5,7,3°,4"-OH
Auronas sulfuretina 6,3°,4"-OH
leptosidina 6,3°,4°-OH;7-OMe?

Tabla 4. Ejemplos de flavonoides, su estructura y parte de sustitucion
(Cartaya y Reynaldo, 2001)

Flavonas y flavonoles

Ambos tipos de compuestos poseen un grupo cetona en posicion 4 y una insaturacién entre
los carbonos C2 y C3 del anillo C; los flavonoles presentan, ademas, un grupo hidroxilo en C3.
Se encuentran habitualmente en los tejidos vegetales bajo la forma de heterésidos (glucdsidos,
galactosidos, ramnosidos, rutindsidos o glucurondsidos). La posicién mas frecuente implicada
en la glicosilacién es la 3, aunque también pueden darse en 5y 7 y el azicar mas frecuente es
la glucosa.

Flavanoles

Los flavanoles presentan estructuras derivadas de tres esqueletos basicos: flavan-3-ol, flavan-
4-ol y flavan-3,4-diol, con diversos sustituyentes hidroxilo en su anillo B. En la naturaleza se
pueden encontrar como monémeros o condensados entre si, formando compuestos con diver-
so grado de polimerizacion.
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Flavan 3-ol monémeros

Se les suele designar genéricamente como “catequinas” y se diferencian entre si segun el
grado de hidroxilacion de su anillo B. En su estructura poseen dos carbonos asimétricos (C2 y
C3), lo que hace posible la existencia de isémeros 6pticos (Rivas y Garcia, 2002).

La biosintesis de la unidad C6C3C6, deriva de dos rutas separadas. Los anillos A provienen
de la condensacion de dos unidades malonil coenzima A y acetil coenzima B y los atomos de
carbono 2, 3 y 4, y deriva del acido cinamico. El primer intermediario estable es la chalcona.
Los pasos subsecuentes conducen a la formacion de varios flavonoides, los cuales controlan
los patrones de hidroxilacion, los niveles de oxidacion, las posiciones de O-metilacién y la gli-
cosilacién (Mabry et al., 1970; Albornoz, 1980).

Los distintos tipos de flavonoides tienen una ruta biosintética comun, que incorpora precurso-
res de las rutas del shiquimato y la acetato-malonato para, posteriormente, sufrir modificacio-
nes en varios estados, lo que se traduce en la extension de la hidroxilacion, metilacion, isopre-
nilacién, dimerizacion y glicosilacién, produciendo O y C-glicésidos (Cartaya y Reynaldo, 2001).

1.5.3 Fuentes y métodos de obtencién de flavonoides citricos

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes de la dieta, siendo su presencia 10 ve-
ces mayor que la de vitamina C y 100 veces mayor que la de vitamina E o carotenoides (Luis y
Aller, 2008). Los flavonoides se encuentran principalmente en frutas, granos, cortezas, vegeta-
les, raices, flores, vino, y los tallos (Sankari et al., 2014) té verde, té negro, soja asi como vino
(con un promedio de 2,57 g/l para el vino tinto y de 0,16 a 0,3 g/I, con un promedio de 0,24 g/l
para el vino blanco, dependiendo su cantidad y tipo principalmente de la variedad de la vid, del
clima, del terreno y de las practicas de cultivo) y cerveza, donde destacan los flavonoides poli-
hidroxiflavanos (catequina y epicatequina), los antocianégenos (leucocianidina o leucopelargo-
nidina) y los flavonoles (grupo de quercitinas: kaempferol o mirecitina) (Martinez-Florez et al.,
2002). La distribucion de los flavonoides en el reino vegetal, aparte de la planta en si,depende
de varios factores, orden, familia, e incluso existen variaciones dentro de las especies, asi, por
ejemplo, en pomelos y naranjas tanto amargas como acidas predomina la naringina, mientras
que la hesperidina se encuentra principalmente en naranjas, limones y varias clases de manda-
rinas. La quercetina y kaempferol son los flavonoles mas comunes en los alimentos (Myburgh y
Kathryn, 2014).
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Algunos polifenoles son especificos de determinados alimentos (flavanonas en citricos, isofla-
vonas en soja). Otros, como la quercetina, se pueden encontrar en un gran numero de plantas
(frutas, vegetales, cereales, leguminosas, té, vino, etc.). Generalmente, los alimentos contienen

una mezcla compleja de polifenoles (Quinones y Aleixandre, 2012).

Por debajo de la superficie del suelo solo existen pequefias cantidades de flavonoides en par-
tes de la planta, con la notable excepcion de las cebollas (Aherne y O'Brien, 2002). La mayoria
de ellos (a excepcion de las catequinas) esta presente en las plantas y alimentos en forma de
B-glicosidos (Estrada-Reyes et al., 2012) tanto alfa o beta, tales como flavonoides glucdsidos,
galactoésidos, rhamnosides, arabinésidos y rutindsidos (Fang et al., 2013; Pugliese et al., 2013;
Taheri et al., 2013).

El consumo es variable dependiendo de la regién geografica y cultura, variando la dieta y ha-
bitos alimentarios dentro de los paises (Sankari et al., 2014). Si en Italia una importante fuente
de flavonoides es el vino tinto (Ailsa y Hardcastle, 2014), en Finlandia, lo son las frutas y verdu-
ras (Aherne y O'Brien, 2002) el té es la fuente fundamental de flavonoides en Japén. Si bien el
consumo en la dieta occidental de los flavonoides mixtos esta a una razén de un gramo diario
(Sankari et al., 2014), se estima en 23 mg al dia en los Paises Bajos (Heim et al., 2002).

A la hora de calcular la cantidad de flavonoides en la dieta, nos encontramos con el obstacu-
lo de la heterogeneidad de criterios metodoldgicos aplicados en los estudios, con lo que los re-
sultados de los calculos son variables, influyendo también el lugar objeto de estudio. Como
ejemplos, sirvanse estos lugares(Escamilla el al., 2009):

EEUU, 190 mg/dia (Chun et al., 2007).

Finlancia, 24,2 a 26,7 mg/dia (Knekt et al., 2002).

Japén, 63 mg/dia (Arai et al., 2000).

Australia 454 mg/dia (Johannot y Somerset, 2006).

Occidente, 100-150 mg/dia, sin contar antocianinas y proantocianidinas (Beecher, 2003; Ma-
nach et al., 2004).

Si bien los flavonoides contenidos en los alimentos han sido hasta ahora tratados como com-
ponentes de los alimentos adversos debido a que a veces inhiben las enzimas digestivas (Ki-
noshita et al., 2006) se estima que su consumo en la dieta es seguro (Kozlowska y Szostak-
Wegierek, 2014). La baja solubilidad de agliconas de flavonoides en el agua unido a su corto
tiempo de residencia en el intestino, asi como su menor absorcion evita a los seres humanos
efectos toxicos agudos cuando los consumen, con la excepcion de una modalidad rara de aler-
gia (Kumar y Abhay, 2013) aunque muchas personas rechazan la ingesta de estas moléculas
por su sabor amargo y caracter astringente (Kinoshita et al., 2006). El uso de los productos
farmacéuticos que contienen altas dosis de sustancias bioactivas como una fuente alternativa
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de flavonoides a los obtenidos de la dieta estd aumentando, algunas de estas sustancias son
de origen natural como naringenina (soporte femenina natural), Ginkgo Biloba y otras de origen
sintético como flavopiridol, actualmente disponibles en el mercado (Singh et al., 2014) preocu-
pando el hecho que no se conoce la toxicidad de fuentes concentradas de flavonoides, asi
como sus interacciones con otros componentes de la dieta o medicamentos que se toman
(Kozlowska y Szostak-Wegierek, 2014).

En lo que atafie a los procedimientos de obtencion, la estabilidad durante los procesos de ex-
traccion y purificacion es debida a la alta resonancia que le confieren los anillos bencénicos; los
flavonoides presentan una elevada estabilidad molecular, soportando bajas y altas temperatu-
ras, hasta de 300°C. Pueden ser extraidos inicialmente con solventes organicos sin perder sus
propiedades estructurales, y son muy estables al calor y a las reacciones de oxidacion, resis-
tiendo la mayoria de los tratamientos térmicos que se emplean en la manufactura de los ali-
mentos enlatados (Badui, 1996).

La mayor parte de los flavonoides esta presente en las plantas y alimentos en forma de B-gli-
coésidos, asi que, una vez que son ingeridos y antes de entrar en la circulacién general, los fla-
vonoides sufren, antes de ser absorbidos, una hidrdlisis en el lumen intestinal gracias a las en-
zimas lactasa phloridzina hidrolasa (LPH) y enzima B-glucocidasa citosdlica no especifica
(CBG), ya que la unién B de estos azucares resiste la hidrdlisis de las enzimas pancreaticas
(Estrada-Reyes et al., 2012). La glicosilacién es el ultimo paso en la biosintesis de flavonoides
y mejora o facilita la solubilidad, el almacenamiento y la estabilizacion de las agliconas de fla-
vonoides (Jiang et al., 2008). El glicésido, tras ser separado de su aglicona, se absorbe rapi-
damente al tener mayor solubilidad en agua, sin embargo, la aglicona puede tardar hasta tres
horas para ser absorbida (Escamilla et al., 2009). Los glicésidos que no son sustratos para la
LPH o para el SGLT-1 son transportados hacia el colon donde son hidrolizados por las bacte-
rias ahi presentes (Estrada-Reyes et al., 2012). El pico maximo de concentracién de los flavo-
noides se da, como promedio, a las 1.75 horas, consiguiendo una distribucion homogénea en
todos los tejidos corporales.

Segun la ruta por la cual se metabolizaron se excreta de una u otra forma. Se excretara por

via renal si el flavonoide es s6lo glucuronidado (como la catequina), pero si es metilado y sulfa-
tado sera excretado por la via hepatica (como la quercetina) (Escamilla el al., 2009).
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1.5.4 Efectos biolégicos

Se ha atribuido un gran numero de efectos bioldgicos a los flavonoides (Prasad et al., 2010;
Amado et al., 2011; Hanrahan et al., 2011; Prochazkova et al., 2011; Dajas, 2012). Los datos
epidemiolégicos y médicos indican que los flavonoides en la dieta juegan un papel clave en la
prevencion y manejo de enfermedades neurodegenerativas (Scalbert et al., 2005; Letenneur et
al., 2007), cancer (Garcia-Closas et al., 1999; Hillman et al., 2001; Gates et al., 2009) diabetes
tipo Il (Scalbert et al., 2005) y de enfermedades cronicas, como por ejemplo la diabetes y las
enfermedades cardiovasculares (Andrae-Marobela et al., 2013; Delmas y Xiao, 2012; Deng et
al., 2013; Georgiev et al., 2011, 2012; Johnson et al., 2013; Xiao, 2013).

Propiedad antioxidante

Los radicales libres pueden atacar a los lipidos de la membrana, generar radicales de carbono
y producir radicales peroxi que provocan la peroxidacién de los lipidos, ya que son muy reacti-
vos. La oxidacion de las biomoléculas conlleva dafno tisular, muerte celular o varias enfermeda-
des tales como cancer, enfermedades cardiovasculares, arterioesclerosis, trastornos neurona-
les, irritaciones de la piel e inflamaciones (Singh et al., 2014).

Los flavonoides actian fundamentalmente como tampones (Quinones y Aleixandre, 2012),
retirando el oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones superoxidos, radicales hidro-
xilos, peroxidos lipidicos o hidroperéxidos, bloqueando la accién letal de dichas sustancias so-
bre las células.

Los flavonoides, como antioxidantes, actian de dos maneras (Singh et al., 2014), gracias a
sus excelentes propiedades de quelacion del hierro y secuestradoras de radicales libres (RL)
(Pérez, 2003; Martinez-Florez et al., 2002) y lo hacen previniendo el inicio de la oxidacién o
bien rompiendo la cadena (Singh et al., 2014), es decir, finalizan la cadena de formacién de es-
pecies pro—oxidantes mediante la donacion o aceptacion tanto de un atomo de hidrégeno como
un electrén fundamental (Tenorio et al., 2006). También participan en la inhibicion de las oxida-
sas: lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina oxidasa; evitando asi la for-
macioén de especies reactivas de oxigeno y de hidroxiperdxidos organicos (Escamilla el al.,
2009). La configuracion, la sustitucion, y el numero total de grupos hidroxilo influyen sustan-
cialmente en varios mecanismos de la actividad antioxidante, tales como la captacién de radi-
cales y la capacidad de quelacion de iones de metal, siendo las agliconas antioxidantes mas
potentes que sus correspondientes glicosidos (Kumar y Abhay, 2013). Los flavonoides secues-
tran O2 y OH siendo la rutina, seguida de la quercetina, el secuestrador mas fuerte de 02, se-
gun Morazzoni y Malandrino. Los flavonoides inhiben también los efectos degradativos provo-
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cados por el H202 (Pérez, 2003). Ademas, los flavonoides presentes en una mezcla pueden
interactuar afectando la capacidad antioxidante total de una solucién, tanto de forma sinérgica
como antagonica (Hidalgo et al., 2010).

Efectos antiateroscleréticos y antitromboticos

Cambiando el estilo de vida, incluyendo patrones dietéticos que hacen hincapié en el consu-
mo diario de una variedad de frutas y verduras podemos influir sobre el riesgo de enfermedad
cardiovascular siendo la misma la principal causa de muerte a nivel mundial (Wightman y Heu-
berger, 2014).

En procesos fisioldgicos como la respiracién y metabolismo, se producen ROS (especies
reactivas de oxigeno) (Khurana et al., 2013), aunque los sistemas de defensa antioxidantes
endogenos del cuerpo tienen la capacidad de evitar cualquier efecto danino (Khalil y Sulaiman,
2010). Sin embargo, en determinadas situaciones (estrés, envejecimiento, etc), aumentan los
niveles de ROS, abrumando al sistema antioxidante de la célula, pudiéndose unir los radicales
libres y oxidantes altamente reactivos a ADN, lipidos y proteinas para lograr la estabilidad,
siendo perjudicial para la salud (Khurana et al., 2013). Asi, por ejemplo, en modelos animales
de hiperlipidemia (Miller et al., 1998; Mugge et al., 1994), la hipertensién (Morawietz et al.,
2001; Zalba et al., 2000; Suzuki et al., 1995), y diabetes (Hink et al., 2001; Sano et al., 1998),
los niveles de anién superodxido vascular eran elevados. A nivel cardiovascular, el estrés oxida-
tivo y ROS se ha asociado con el dafio endotelial (Khurana et al., 2013), hecho que se conoce
en seres humanos, gracias a técnicas no invasivas, como la ecografia, midiendo la vasodilata-
cion de la arteria braquial (Hodgson y Croft, 2006), también se asocia con la progresion de la
aterosclerosis y lesiones en el infarto de miocardio. De ahi que los flavonoides, con su alta ca-
pacidad antioxidante, pueden reducir el riesgo de muerte por enfermedades del corazén (San-
kari et al., 2014; Khurana et al., 2013).

Ademas de la actividad antioxidante, los flavonoides pueden regular diferentes vias de sena-
lizacion implicadas en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Wallace, 2011), tam-
bién son catalizadores de metales de quelatos, activando antioxidantes en enzimas, reduciendo
los radicales de alfa-tocoferol, e inhibiendo oxidasas (Heim et al., 2002), disminuyen también la
actividad de la xantina oxidasa NADPH oxidasa y la lipoxigenasa, enzimas que aumentan la
produccion de ROS (Kozlowska y Szostak-Wegierek, 2014).

Hay estudios que demuestran la influencia en la salud cardiovascular de dietas ricas en flavo-
noides, reduciendo el dano post-isquémico miocardico en ratas (Heim et al., 2002). Lindera
erythrocarpa, que contiene un numero de flavonoides (epicatequina, avicularin y quercitrina) ha
demostrado que protege los cardiomiocitos H9c2 contra la muerte celular oxidativa inducida por

26



el estrés (Kim et al., 2011a). El Estudio de Ancianos Zutphen demostrd una relacion inversa en-
tre el consumo de catequina, un flavonoide predominante en el té, y la mortalidad por cardiopa-
tia isquémica en una cohorte de 806 hombres (Heim et al., 2002), asociandose la ingesta de
flavonoides inversamente con la presion arterial y la mortalidad por cualquier causa (Hodgson y
Croft, 2006). El riesgo de enfermedad cardiaca coronaria, consumiendo tres tazas de té al dia
(rico en catequinas), seria un 10% menor, segun los resultados de mas de diez estudios pros-
pectivos (Heim et al., 2002). La agregacion de plaquetas contribuye a la formacion de la ate-
rosclerosis y la formacion aguda de trombos de plaquetas. El efecto antiagregante mas impor-
tante de los flavonoides se considera que es por la inhibicion de la formacién de tromboxano
A2. Flavonoides tales como kempferol, quercetina y miricetina demostraron ser inhibidores de
éxito de la agregacion plaquetaria en monos y perros (Sankari et al., 2014).

Efectos hepatoprotectores y sobre el sistema gastrico

Varios flavonoides tienen efecto hepatoprotector (Jayaraj et al., 2007; Kim et al., 2011b; Liu et.
al., 2012), tales como catequina, apigenina, quercetina, naringenina, rutina, y venoruton (Kumar
y Abhay, 2013). Los polifenoles de uva también, por sus propiedades anti-inflamatorias y anti-
oxidante (Georgiev et al., 2014). La terapia antioxidante inhibe los cambios oxidativos deleté-
reos y es considerada una herramienta muy importante para los tratamientos de las enferme-
dades hepéticas (Favari et al., 2013).

Los flavonoides inhiben la motilidad gastrointestinal, la contractilidad y la diarrea (Di Carlo et
al., 1993; Galvez et al., 1995; Gharzouli y Holzer, 2004; Capasso et al., 2008; Borrelli et al.,
2012), atenuan el dolor visceral (Gadotti et al., 2005; Shi et al., 2012) e inflamacion intestinal
(Ocete et al., 1998; Park et al., 2012), y las acciones contra la ulcera gastrica (Di Carlo et al.,
1994; Izzo et al., 1994; Suzuki et al, 1998; Borrelli e 1zzo et al., 2.000; Hariprasath et al., 2012).

Estudios clinicos han demostrado que la hipercolesterolemia y la diabetes en los seres huma-
nos se asocian con un aumento de la generacion de anion superoxido vascular (Guzik et al.,
2000). Los flavonoides, como antioxidantes, protegen contra los efectos deletéreos de la hiper-
glucemia y mejoran el metabolismo de la glucosa (Nicolle et al., 2011; Qi et al., 2011; Tang et
al., 2011; Zheng et al., 2011).

Efectos antibacterianos

Se han demostrado propiedades como agente antimicrobiano de dos flavonoides aislados de
Z. punctata (pus-pus) contra bacterias multiresistentes Gram positivas y Gram negativas
(Alberto, 2007). Varios flavonoides incluyendo apigenina, galangin, flavona y glucdsidos de fla-
vonol, isoflavonas, flavanonas y chalconas han demostrado no sélo que poseen actividad anti-
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bacteriana potente sino también que puede ser que tengan multiples dianas celulares en lugar
de un sitio especifico de accién (Kumar y Abhay, 2013).

Efectos antiosteoporoticos

En un estudio, la densidad mineral del hueso se compard entre las mujeres de edad que con-
sumian té y aquellas que no consumen el té y se concluy6é que aquellas que lo consumian te-
nian una mayor densidad mineral 6sea que las mujeres que no bebian té. Los flavonoides que
estan presentes en el té podrian ser responsables de la prevencion de la osteoporosis (Sankari
et al., 2014).

Efectos anti-inflamatorios

En condiciones fisiolégicas normales, la inflamacion es una respuesta protectora de los tejidos
frente a estimulos nocivos (lesion celular, irritacién, invasiones de patdgenos) o para eliminar
células dafiadas y necrbticas, siempre que ocurran en un corto periodo, si la inflamacion se
prolonga, puede dar lugar a una inflamacién crénica (Georgiev et al., 2014). Por este motivo es
importante el control de la inflamacién, existiendo evidencias del efecto de los flavonoides so-
bre la inhibicion de varias enzimas involucradas en procesos inflamatorios (Wang et al., 1999;
Kwon et al., 2005; Garcia-Mediavilla et al., 2007).

El primer estudio que apunté el potencial efecto beneficioso de los flavonoides en la Ell (En-
fermedad inflamatoria intestinal) fue realizado por Galsanov y col, describiendo la actividad an-
tiinflamatoria presentada por la quercitrina. Mas adelante, otros flavonoides han mostrado acti-
vidad antiinflamatoria intestinal, incluyendo heter6sidos como la quercitrina, la rutina, la diosmi-

nay la hesperidina, siendo la quercitrina el mas potente (Ballester et al., 2006).

La inflamacién implica la liberacion de &cido araquidénico por la lipoxigenasa y ciclooxigena-
sa, que son los principales mediadores de la inflamacién. Compuestos fendlicos son capaces
de inhibir tanto la ciclooxigenasa y las vias 5-lipoxigenasa. La quercetina inhibe ambas vias de
la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa, retirando asi la formacion de estos metabolitos inflamato-
rios (Sankari et al., 2014). Las proantocianidinas en las semillas de uva también tienen una ac-
cion antiinflamatoria alta, debido a que eliminan los radicales libres, previenen la peroxidaciéon
de lipidos e inhiben la formacién de citoquinas pro-inflamatorias (Georgiev, 2014). Estos flavo-
noides naturales ademas de ser inhibidores de la COX-2 actian como antioxidantes contra O2

y especies radicalarias sin consumirse durante el proceso (quenching fisico) permitiendo su
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reutilizacidon en consecutivas interacciones con O2 lo que sumado a la inhibicion de la COX

contribuirian a mejorar su capacidad antiinflamatoria (Alberto, 2007).

Efectos sobre asma y aparato respiratorio

Los flavonoides pueden tener un efecto beneficioso elevado sobre la rinitis alérgica y asma,
segun ensayos clinicos recientes (Tanaka y Ryo, 2013). A nivel respiratorio, los flavonoides
ejercen efecto antiinflamatorio (Rogerio et al., 2010; Choi et al., 2.012; Huang y Liou, 2012) an-
tialérgico (Kulka, 2.009; Li et al., 2010), antioxidante (Gomes et al., 2012; Li et al., 2012; Yan et
al., 2.011) y antiespasmaodico (Capasso et al., 2009; Macedo et al., 2.011). Ademas, influyen en
la defensa contra los microorganismos patdégenos modulando la secrecidon de moco de las vias

respiratorias (Kim et al., 2012; Yang et al., 2012).

Efectos antitumorales

Las especies de oxigeno reactivas pueden causar dafos al ADN y afectar la divisién de las
células, pudiendo ser insuficientes los sistemas antioxidantes habituales del cuerpo.

El cancer se puede considerar una enfermedad genética causada por la adquisicion secuen-
cial de mutaciones en genes implicados en la proliferacion y la muerte celulares, el origen de
este proceso se encuentra en el dano producido en el ADN celular causado por procesos en-
dégenos (ataque de radicales libres generados durante el metabolismo, errores en la replica-
cion del ADN, etc) o exdgenos (radiacion ionizante o ultravioleta, alimentacion, carcinbgenos
quimicos, algunos virus y bacterias, entre otros) (Cabrera y March, 2012). Como antioxidantes,
los flavonoides pueden inhibir la carcinogénesis. De hecho, estudios han demostrado que el
crecimiento invasivo y metastasico de melanoma es inhibido por quercetina y apigenina en ra-
tones (Sankari et al., 2014). No todos los compuestos polifendlicos comparten la misma activi-
dad antiproliferativa; y en funcion de su estructura, presentan diferencias en la sensibilidad y la
selectividad hacia las células tumorales (Sak, 2014).

Las flavonas apigenina, baicaleina, luteolina, nobiletin y tangerina han mostrado ser los flavo-
noides mas eficaces contra los carcinomas de estdémago, mientras que la luteolina se ha pro-
puesto como un agente candidato prometedor para el tratamiento del cancer gastrico. Ademas
de algunos flavonoles, tal como quercetina, fisetina, y galangin, la hesperidina también inhibe
las células de cancer pancreatico humano. El crecimiento de células de cancer de ovario hu-
mano no soélo puede ser suprimido por varias flavonas incluyendo apigenina y luteolina sino
también por los flavonoles quercetina y kaempferol, careciendo éste ultimo de toxicidad y sien-
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do de bajo costo, facilmente adoptable al estilo de vida de la mayoria de las mujeres (Sak,
2014).

El cancer de prostata fue significativamente menos frecuente (3,3% vs 30%, p <0,01) respecto
a los controles tras un afo con suplementacion con catequinas del té verde, segun Bettuzzi et
al (Vance, 2013).

La ingesta de flavonoles y flavonas tiene relacion inversa con el riesgo de cancer de pulmon,
segun un estudio publicado en 2001, realizado en una cohorte de 27.110 varones fumadores
de mediana edad con un seguimiento de mas de 6 afos. Otro, publicado en 2008, en una
cohorte de 34.708 mujeres posmenopausicas con un seguimiento de 18 afos, concluye que
hay menos casos de cancer de pulmén entre las mujeres que consumieron mas flavonoides
(especialmente flavanonas y proantocianidinas), sobre todo en los subgrupos de fumadoras y
ex fumadoras (Cabrera y March, 2012).

Efectos antivirales

Se informd de flavonoides como la quercetina, con signos potentes de habilidades anti-infec-
ciosas y antireplicacion. Algunos flavonoides inciden en la replicacion intracelular del virus
mientras que otros dificultan las propiedades infecciosas de virus (Sankari et al., 2014).

Efectos sobre el sistema nervioso

Los flavonoides son capaces de influir en la actividad del sistema nervioso central dando lugar
a efectos ansioliticos o anti-convulsivos, también como antidepresivos o efecto antiparkinso-
niano (Choudhary et al., 2011; Guo et al., 2011; Herrera-Ruiz et al., 2011; Jager y Saaby., 2011;
Jiang et al., 2011; Fernandez et al., 2012; Karim et al., 2012; Zhang et al., 2012a, 2012b).

Los flavonoides ejercen efectos neuroprotectores en células y modelos animales atenuando el
estrés oxidativo, la excitotoxicidad y la muerte neuronal por apoptosis (Campos-Esparza y To-
rres-Ramos, 2010; Gutiérrez Merino et al., 2011; Hanrahan et al., 2011; Park et al., 2.011; Jo-
nes et al., 2012; Xu et al., 2012).
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1.5.5. Flavonoides citricos (Naringina, naringenina, hesperidina) y sus efec-

tos en el organismo

Las frutas citricas como las naranjas, mandarinas (figura 4), pomelos (figura 5) y citricos aci-
dos, como son también la bergamota y el limoén, son especialmente ricos en contenido de
flavonoides y poseen diversas acciones biolégicas.

Figura 4. Mandarinas Figura 5. Pomelos

Actualmente, hay gran interés biomédico en las frutas citricas porque parecen estar asociadas
con la mejora de la supervivencia en los ancianos (Fortes et al., 2000), asi como a un menor
riesgo de cancer colorrectal, de eséfago (Chen et al., 2002; Levi et al., 2000), gastrico (Palli et
al., 2001) y accidente cerebrovascular (Feldman 2001; Joshipura et al., 1999).

En un estudio (Bocco et al.,1998) fueron identificados los compuestos fendlicos presentes en
los extractos metandlicos de citricos, obteniendo dos clases principales de compuestos:
flavononas y flavonas, siendo las flavononas las mas abundantes, y presentes usualmente
como digliconas. De éstas se encontraron tres pares de compuestos en su forma glicosilada: la
hesperidina, naringina y eriocitrina; y en un segundo grupo de glicésidos o azucares como la
neohesperidina y rutinosa. De las flavonas se presentaron dos grupos, uno formado por
flavonas glicosiladas (luteolina, apigenina y diosmina) y otro constituido por flavonas polimetoxi-
ladas (Moreno et al., 2004).

Esos compuestos son de bajo peso molecular y comparten el esqueleto comun de difenilpira-
nos, dos anillos bencénicos unidos a través de un anillo pirona (Moreno et al., 2004).
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La naringina, 7-(2-ramnésido- beta-glucésido) o 4’,5,7-trihidroxiflavanona (Pang et al.,
2010) (figura 6), férmula molecular C27 H32 O14 y un peso molecular de 580,4 g / mol (Alam et
al., 2014) es un flavonoide (Yin et al., 2015) en el que dos unidades de ramnosa se adjuntan a
su porcion aglicona, la naringenina, en la posicion 7-carbono (Alam et al., 2014). Debido a que
no hay conjugacion entre los anillos A y B, la naringina muestra una variedad de actividades
bioldgicas y efectos farmacolégicos (Yin et al., 2015).

| naringin Ry=Rham (1o2)glu; RysH, Ry=OH, R M, ResH, RgsOMH
2 naringenin R=OH; Ry=H; Ry=OH; Re=H; Ry=H; Ry=OM

3 taxifolin Ry=OH; Ry2H; Ry=OH; R=OH, Ry=a-OH. Ry=OH

4 erlodictyol Ry= OH: Ry=H: Ry=0H. R=0H; Rg=H. Rg=0H

5 hesperidin Ry=Rham (1+6)ghu; R;=0H. Ry=OMe; R=H. Ry=H. Ry=OH
6 hesperetin Ry*OH Ry*H. Ry*OMe; R=OH; RyoH; Ry»OH

7 fustin Ry=OH Ry=H, Ry=OH; R=OH; Ry=-OH; Ry=H

8 liquiritigenin R=0H; Ri=H; Ry=OH; R=H; Ry=H; Ry=H

9 liquiritin aploside R, =OH; R,#H; RysMan (192) glu. RyoH; RyoH, RyoH

10 pinocembrin Ry=OH; RyoH; Ry"H; Ry"H, Rg"H; Rg=OH

11 sakuranetin Ry*OMe; Ry=H; Ry=OH; R =H; Rg=H; Rg=OH

Figura 6. Estructura naringina y
comparacion con otros flavonoides
(Lago, 2014)

La naringina es el principal flavonoide responsable del sabor amargo en los zumos y jugos
citricos, y fue descubierta en 1857 por De Vry en las flores de los arboles de pomelo que
crecian en Java (Pang et al., 2010). La concentracion de la naringina depende de la madurez
de los citricos, siendo abundante en las frutas inmaduras (Salmah et al., 1990). A medida que
el fruto madura, la naringina es hidrolizada por la ramnosidasa a prunina y L-ramnosa. Prunina,
que es 33% tan amargo como naringina, a su vez se hidroliza adicionalmente a naringenina y

D-glucosa, con una reduccién adicional en la amargura (Munish et al., 1996).

La naringina, que es moderadamente soluble en agua (Alam et al., 2014), lleva el grupo ruti-
nosa y se hidroliza a su aglicona, naringenina, después de su ingestién oral (Ho et al., 2000)
sélo en la parte distal del intestino y el colon por bacterias del colon (Pang et al., 2010) por ac-
cion de las enzimas B-glucosidasa y alfa-ramnosidasa (Ho et al., 2000), absorbiéndose luego
en el intestino (Alam et al., 2014). La vida media para los conjugados de naringenina en la orina
se estimo en 2,6 h. La vida media en plasma de flavanonas era relativamente corto (1-2 h) (Er-
lund, 2004). Naringenina se metaboliza rapidamente en el higado y se convierte en intermedios
glucurénidos. Este metabolismo del higado puede limitar la biodisponibilidad de naringina en
plasma in vivo (Alam et al., 2014).

Naringina y naringenina se han encontrado en los pomelos y citricos en altas concentracio-
nes (Jagetia y Reddy, 2002), naranjas amargas (Martearena, 2007) y en uvas (Alam et al.,
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2014), siendo la concentracion promedio de naringina y naringenina en el zumo de pomelo
blanco y rosa de 1.000 ppm superando la naringina a la naringenina en una proporcién 9:1
(LLuch et al., 2009; Rojas et al., 2007). La concentracion de estos flavonoides es mas alta en la
fruta inmadura que en la madura y estan presentes principalmente en las cascaras. Su obten-
cion como subproductos es de interés como via para diversificar la industria procesadora de
citricos (Vincent, 1962; Braddock,1995). La naringina se usa en perfumeria y para dar sabor a
golosinas, bebidas y productos de panaderia (Giannuzzo et al., 2000).

Existen numerosos estudios que pretenden mejorar el rendimiento en las extracciones de los
polifenones. De este modo, (Giannuzzo et al., 2003) utilizaron diéxido de carbono supercritico
modificado con 15% de etanol y fresco (en lugar de secado) sobre las cascaras a 95 bar y 58,6
°C, obteniendo un rendimiento de naringina y naringenina mas alto (14,4 g / kg) que el alcan-
zado por la técnica convencional de maceracion, y cercanos a los obtenidos por métodos de
reflujo y Soxhlet; ademas, el tiempo de la extraccion fue menor (Giannuzzo et al., 2003). En
seres humanos, la biodisponibilidad de la hesperidina puede ser mejorada por la eliminacion
del grupo ramnosa para producir hesperetina-7-glucésido (H-7-GLC) (Habauzit et al., 2009).

Ejemplo concentraciones naringina en jugo (Alam et al., 2014) (tabla 5).

Naringin content

ug/mL

Citrus (C.) sinensis 213
C. aurantium 19.7
C. reticulata 3383.6
C. clementina 8.0
C. bergamia 223
C. paradisi 230.0

Phenol Explorer database

Pure juice (naringenin) 15.6
Fruit juices/citrus juices (naringin)

Orange (blond), pure juice 7.0
Grapeftuit, juice from concentrate 37.8
Pummelo, pure juice 84.8
Grapefruit, pure juice 30.8
Grapefruit/pummelo hybrid, pure juice 45.1

USDA polyphenol database

Grapefruit, raw (color not specified) C. paradise (naringenin) 53.0
Grapefruit, raw, pink and red, all areas (C. paradisi) (naringenin) 32.6
Grapefruit, raw, white, all areas (C. paradisi) (naringenin) 213
Grapefruit juice, white, raw (naringenin) 18.2
Grapefruit juice, white, canned, unsweetened (naringenin) 18.0
Grapefruit juice cc white, frozen, d, diluted with 3 volumes of water (naringenin) 31.2

Tabla 5. Ejemplo concentraciones naringina naringina (Alam et al.,
2014)

La hesperidina y neohesperidina son los principales metabolitos secundarios de las naranjas
y limones (LLuch et al., 2009).
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La estructura de la hesperidina corresponde a hesperetina (4'-metoxi-3 ',5,7-trihidroxiflavano-
na), vinculado a rutinosa (compuesto por una molécula de ramnosa y uno de la glucosa) en la
posiciéon C7 (Horcajada et al., 2008). La hesperidina o (5,7,3'-trihidroxi-4 'metoxi- flavanona7-
ramnoglucdsido), abundante en naranja dulce y limén (Abdel y Abdel, 2009), se ha aislado de
la naranja ordinaria Citrus aurantium y otras especies del género Citrus (familia: Rutaceae)
(Agrawal et al., 2014) aunque también se ha reportado que se encuentra en muchas plantas
distintas de la fruta citrica, tales como en los géneros Fabaceae, Betulaceae, Laminaseae y
Papilionaceae (Majumdar y Ramesh, 2009). Ademas, es un barato subproducto citricola (Abdel
y Abdel, 2009). El zumo de naranja, por ejemplo, contiene entre 200 y 600 mg de hesperidina/L
(Tomas-Barberan y Clifford, 2000), representando el 90% de las flavanonas totales en él (Mo-
rand et al., 2011). La concentracion media de hesperidina era 246,69 / 201,3 ug / ml (intervalo
53.8/735,3 ug/ ml), 166,79 / 79,7 ug / ml (intervalo 45,9 /237,7 ug/ ml)y 30,69 /15,7 ug / mi
(intervalo 15.9 /47.2 ug / ml) para las muestras de naranja, mandarina y jugo de limon, respec-
tivamente (Kanaze et al., 2003). Todas las frutas citricas de tipo naranja contienen hesperetina
y naringenina, agliconas flavanonas, pero rara vez se producen agliconas libres en la propia
fruta. Los glucosidos flavanona dominantes en las naranjas dulces (C. sinensis) son la hesperi-
dina y narirutin, mientras que en las naranjas agrias (C. aurantium) los dos glucésidos flavano-
na predominantes son neohesperidina y naringina. La principal diferencia entre los glucésidos
flavanona de naranjas dulces y agrias esta en sus restos de azucar, que influyen en el sabor
(Julia et al., 2006).

De la hidrolisis de los glicosidos hesperidina y naringina se obtiene, por un lado la ramnosa y
por otro, el glucdsido, de la hesperetina y prunina respectivamente, que tienen potenciales apli-
caciones (Martearena, 2007).

La hesperetina se absorbe en el colon después de la liberaciéon de la fraccion rutinosa de hes-
peridina por la microflora intestinal (Horcajada et al., 2008) pero la recuperacion urinaria acu-
mulada indica baja biodisponibilidad (<25%) debido, a entre otros factores, la pobre solubilidad
en agua y precipitacion en un ambiente acido, segun Ameer et al (Majumdar y Ramesh, 2009).

Acciones de los flavonoides citricos

Los flavonoides citricos abarcan un enorme espectro de acciones en el organismo, aqui enu-
meramos algunas. Las acciones anticancer incluyen el bloqueo, supresion y la transformacion
de los agentes. Efectos en el sistema cardiovascular, antitrombéticos, antiisquémico, antioxi-
dante, y vasodilatador. Se ha sugerido que los flavonoides disminuyen el riesgo de enfermedad
cardiaca coronaria en las tres principales acciones: la mejora de la vasodilatacion coronaria, la
disminucion de la capacidad de las plaquetas en la sangre durante la coagulacién y la preven-
cion de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Benavente-Garcia y Castillo,
2008; LLuch et al., 2009).
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Las propiedades antiinflamatorias de los flavonoides citricos también se han estudiado y son
debidas a la inhibicién de la sintesis y actividad biolégica de los diferentes mediadores proin-
flamatorios, principalmente los derivados del acido araquidénico, prostaglandinas E 2, F 2, y el
tromboxano A 2 (Benavente-Garcia y Castillo, 2008; LLuch et al., 2009).

El papel antioxidante de los citricos flavonoides pueden desempefiar un papel clave en su ac-
tividad contra varias enfermedades degenerativas y en particular las enfermedades cerebrales
(Benavente-Garcia y Castillo, 2008).

Acciones generales de la naringina

Naringina ejerce efectos anti-cancerigenos, anti-tumorales, hipocolesterolémicos, ademas de
ser una de las razones de la actividad antioxidante total de los citricos, también tiene efecto
cardioprotector (Rani et al., 2013), anti-inflamatorio e hipolipidémico (Chanet et al., 2012). Re-
cientemente, Gopinath y Sudhandiran (2012) han informado de que la naringina posee efecto
neuroprotector contra los trastornos neurodegenerativos a través de la modulacién del estrés
oxidativo y respuesta inflamatoria (Jung y Sang, 2014) y se ha demostrado su capacidad para
evitar la neurodegeneracion (Leem et al., 2014).

Estudios para aplicar la naringina en diversas situaciones se han reportado en diferentes
condiciones:
Para curar, de manera tépica, la ulcera del pie diabético, tras inducir una herida en la superficie
dorsal de la pata trasera de ratas. Se observé mejora en aquellas tratadas con naringina que
en las que no (Kandhare et al., 2014). Igualmente mejoro el indice de la ulcera intragastrica
provocada por acido acetilsalicilico en ratas con una administracion de naringina a razén de
200 mg/kg (Galati et al., 1998).

Se observa mejoria significativa en grupos de ratas Wistar macho tratados con naringina (40 y
80 mg / kg) en la funcion ventricular izquierda en 15, 30 y 45 min después de la eliminacién de
la abrazadera respecto al grupo control (Visnagri et al., 2015) asi como efecto cardioprotector
en ratas tras lesion miocardica provodada al 15° dia en los grupos que tomaban naringina
(20-80 mg / kg / dia, por via oral) respecto al grupo que ingeria solucion salina (Rani et al.,
2013), asi como mejora de la estructura, funcién del corazén y un descenso de concentra-
ciones de lipidos en plasma tras alimentar las ratas con dietas ricas en grasa en aquellas ali-
mentadas con naringina (Alam et al., 2013). El grado de agregacion plaquetaria se redujo signi-
ficativamente por la naringina en ciertas dosis en comparacién con los de los conejos del grupo
de modelo tras ser alimentados con una dieta alta en grasa / colesterol durante cuatro semanas
(Xiao et al., 2014). En este estudio in vivo, los resultados mostraron que una cierta concen-
tracion (1-100 p g/ml) de la naringina puede aumentar la proliferacién y diferenciacion os-
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teogénica de CMMO. Sin embargo, el numero de células en el grupo de 200 y g / ml naringina
disminuyd rapidamente, lo que indica que una concentracién superior fue seriamente téxica
para el crecimiento celular (Yin et al., 2015).

De estos componentes se pueden obtener derivados, como muestra este estudio, que indica
que es posible obtener derivados de naringina con actividad antimicrobiana importante, espe-
cialmente contra las bacterias patégenas Gram-positivas (Céliz et al., 2011).

Acciones generales de la naringenina

La naringenina presenta actividad antimicrobiana contra bacterias patégenas como Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, antiviral contra el virus de herpes
simple tipo 1 (HSV), virus parainfluenza tipo 3. También regula la funcién del sistema inmune
en un modelo de infeccion de cancer de pulmén, donde se reduce IL-4, pero aumento IL-2 y
niveles de IFN-y. En otro estudio, Shi et al. también demostraron que la naringenina posee un

papel inhibitorio en la inflamacién de las vias respiratorias inducida por alérgenos (Yilma, 2013).

Naringenina mejora trastornos metabdlicos in vitro pero también in vivo, concretamente en
hembras de ratones ovariectomizadas tras una dieta hipercaldrica (11 semanas). Aquellas que
fueron alimentadas con naringenina mostraron niveles de glucosa e insulina en ayunas menor
en comparacion con el grupo control, con la reduccion de mas del 50% de la adiposidad intra-
abdominal y subcutanea (Ke et al., 2015).

Fallahi et al, (2012), observaron una mejora de la integridad del endotelio y reactividad adrtica
en ratas diabéticas macho tratadas con naringenina respecto al grupo control (Fallahi, 2012).

Acciones generales de la hesperidina

La hesperidina tiene efectos vasoprotectores, ya que mejora el estado de los capilares au-
mentando su resistencia y reduciendo su permeabilidad (Horcajada et al., 2008).

Ademas de reducir los niveles de colesterol, se le atribuyen propiedades antioxidantes, antiin-
flamatorias, anticancerigenas (Londofio y Sierra, 2007), asi como efecto protector contra la
sepsis en los animales (Abdel y Abdel, 2009), es antialérgico y radioprotector y actua contra el
estrés oxidativo en el higado y riidn de los conejos diabéticos (Agrawal et al., 2014).

Hesperidina puede disminuir la agregacién plaquetaria, que se cree que es beneficioso en los

casos de la permeabilidad capilar y la fragilidad, para tratamiento de la retinopatia diabética o la
degeneraciéon macular (Majumdar y Ramesh, 2009).
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En ratas diabéticas, aquellas tratadas con hesperidina (100 mg / kg) y tras realizarsele
oclusion de la arteria coronaria durante 45 minutos y reperfusion 1 hora se observé una mejora
de la presion arterial media y reduccién de la presion diastdlica final ventricular izquierda, re-
specto al grupo control, ejerciendo un efecto cardioprotector (Agrawal et al., 2014).

El efecto radioprotector de hesperidina frente a la genotoxicidad debido a la irradiacion gam-
ma de forma inducida se ha investigado in vivo / in vitro en cultivos de linfocitos de sangre de
voluntarios humanos. Los resultados mostraron un aumento significativo en la incidencia de
micronucleos después de la exposicidn de las células a irradiacion gamma en comparacion con
las muestras de control. Se observé la maxima proteccion y la disminucion de la frecuencia de
micronucleos (33%) 1 h después de la ingestion de hesperidina (Hosseinimehr et al., 2009).

1.5.6 Acciones especificas sobre el hueso de la naringina y naringenina

Naringina y hueso

In vitro

Este estudio consistié en explorar el potencial de la osteogénesis de las células humanas
periodontales madre ligamento (hPDLSCs) inducidas por naringina in vitro e in vitro. Los resul-
tados confirmaron que naringina 1 yM realizaba el mejor efecto y una coleccion de genes rela-
cionados con los huesos (RUNX2, COL1A2, OPN, y OCN) tenia niveles de expresién significa-
tivamente mas altos en comparacion con el grupo control. Ademas, se observé una estructura
trabecular tipica in vivo, rodeada por una gran cantidad de osteoblastos. Estos resultados de-
mostraron que la naringina, a una concentracion de 1 yM, pueden promover eficazmente la
proliferacion y diferenciacion de hPDLSCs tanto in vitro como in vivo (Yin et al., 2015).

En este estudio se determind que la naringina puede inhibir eficazmente la osteoclastogénesis
y suprimir la ostedlisis tanto in vitro (osteoclastos generados a partir de monocitos de médula
Osea de ratén) como in vivo (raton) (Yu et al., 2013).

Wong y Rabie estudiaron los efectos de la naringina sobre las actividades de las células
Oseas. Se establecieron dos grupos, el grupo control consistié en células cultivadas sin ningun
tipo de intervencion mientras que el grupo experimental (naringina) estaba formado por células
en cultivo con diferentes concentraciones de naringina (0,001 micromoles / L, 0,01 micromoles /
L, y 0,1 micromol/L), ambos grupos se estudiaron con diferentes intervalos de tiempo (24 h, 48
h, h y 72 h). Se cuantificd el contenido total de proteinas y actividad de la fosfatasa alcalina,
para medir las actividades celulares. La naringina en una concentracion elevada (0,1 micromo-
les) incrementé significativamente la actividad hasta un 20% de la fosfatasa alcalina. Se obser-
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va que los efectos de la naringina sobre la célula 6sea in vitro es dosis dependiente, a mayor
concentracion de naringina, mayor efecto sobre las células 6seas (Wong y Rabie, 2006a).

Las altas dosis de la naringina, al contrario que sucedia con las bajas dosis de este compo-
nente, podria promover la proliferacion y diferenciaciéon de las células MC3T3-E1 (células para
sintetizar osteocalcina) tanto a las 12 horas como a las 24 h horas y con una baja citotoxicidad
(Ding et al., 2009).

Zhang el al., (2009) describieron el efecto de la Drynariae Rhizoma (cuyo componente princi-
pal es la naringina) sobre las células madre mesenquimales del hueso (BMSCs). Los BMSCs
humanos fueron cultivados con diferentes concentraciones de solucion de naringina. A contin-
uacion, se analizaron los marcadores de diferenciacion osteogéncia y la capacidad de prolif-
eracion. Los resultados indicaron que una concentraciéon (100-100 microg/ml) de la soluciéon
naringina estimula la proliferacion y la diferenciaciéon osteogénica de BMSCs humanos (Zhang
et al., 2009).

Las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP) juegan un papel importante en la diferenciacion
osteoblastica y la formacién de hueso, en consecuencia, los componentes implicados en la ac-
tivacion de BMP son buenos objetivos para el desarrollo de farmacos anti-osteoporosis. Se
comprobd que la naringina mejoraba la actividad de la fosfatasa alcalina, nivel de osteocalcina,
osteopontina y la sintesis de la proliferacion celular en cultivos de osteoblastos primarios; con-
cretamente aumento los niveles de ARNm y las proteinas BMP-2 (Wu, 2008).

Naringenina y hueso

In vitro

Drynaria fortunei (Kunze) es una hierba china tradicional que se usa para el tratamiento de la
osteoporosis y otros trastornos metabdlicos relacionados con los huesos. Se identificaron cinco
agliconas flavonoides, entre las cuales estaba presente la naringenina. Tras el estudio se con-
cluyd que estos flavonoides podrian promover la diferenciacion y la mineralizacién de los os-
teoblastos UMR 106 (células osteoblasticas) in vitro. Este estudio proporciona evidencias para
el apoyo cientifico en la realizaciéon de experimentos in vivo para confirmar los posibles efectos
de agliconas flavonoides en la prevencién de la osteoporosis inducida por ovariectomizacion de
ratones (Wang et al., 2011).

El propdsito de este estudio (La et al., 2009) fue investigar el efecto de la naringenina en la
osteoclastogénesis en humanos. También se estudid la reabsorcion Gsea osteoclastica. La
naringenina (a concentraciones de 10, 25 y 50 microg / ml) inhibié significativamente la osteo-
clastogénesis (por 29+/-5, 57+/-8 y 96+/-1%, respectivamente), también disminuy6 significati-
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vamente la liberacién de péptidos helicoidales 620-633, un indicador de la actividad de reab-
sorcion 6sea (un 44+/-0.5, 73+/-0.5 y 86+/-1%, respectivamente). Disminuyeron los valores de
secrecion de Interleuquina (IL)-1 alfa (un 59%), IL-23 (un 87%) . Como dato a destacar, se vi6
que la naringenina no era mas toxica a la concentraciéon mas alta utilizada (50 microg/ml). Por
lo tanto, es una promesa como agente terapéutico o preventivo para las enfermedades rela-
cionadas con los huesos como la periodontitis (La et al., 2009).
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Il. Hipétesis de trabajo y objetivos
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2.1- Hipotesis de trabajo

Existen sustancias naturales que pueden influir de forma positiva en la formacion de tejido

0seo tras una injuria. Hemos realizado una revision de la literatura cientifica al respecto y he-

mos decidido estudiar el efecto de la aplicacién de naringina con y sin extracto de uva y en

combinacién con el colageno.

2.2.-Objetivos

1.

Estudiar los cambios densitométricos que se producen durante la curacién de defectos
6seos creados en tibia, maxilar y mandibula de conejos albinos de Nueva Zelanda, me-
diante densitometria.

Estudiar el efecto del relleno de dichos defectos con naringina, sola y en combinacion
con extracto de uva y/o colageno.

Determinar la correlacion anatdémica en términos de densidad, en tibia, maxilar y man-
dibula, mediante el estudio con micro-tomografia computarizada (micro-TC).
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lll. MATERIAL Y METODOS
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3.1 Materiales

3.1.1 Animales

Los animales de experimentacién utilizados en este trabajo de investigacion o reactivos biol6-
gicos para el investigador (Hernandez, 2006), corresponden a 7 conejos albinos Nueva Zelan-
da (Oryctolagus Cuniculi), siendo la clase: mamifero, orden: lagomorpha, género: leporidae y
oryctolagus y especie: cuniculus (Fuentes et al., 2010). Los conejos de Nueva Zelanda se ca-
racterizan por tener el cuerpo cilindrico y ser de temperamento ligeramente nervioso. Estos
animales estan estandarizados, lo que significa que tienen una composicion genético-sanitaria
definida y, ademas, fueron criados y mantenidos en ambientes controlados (Hernandez, 2006)
siguiendo la guia establecida por la Union Europea sobre la proteccion de los animales utiliza-
dos en experimentacion (86/609/CEE).

Los animales presentaban un peso medio de 3665 + 127 gr, teniendo por tanto, buena ca-
pacidad para soportar el trauma quirdrgico (Mapara et al., 2012) y entre 15-18 semanas de
edad (edades proximas al cierre fisario cuando alcanzan el volumen 6seo adecuado para el
estudio), siendo de ambos sexos, ya que no se han descrito diferencias entre sexos respecto al
metabolismo 6seo.

Los animales fueron suministrados por el Servicio de Animales de laboratorio (SAIl, n° RE-
GAES: 300305440012) de la Universidad de Murcia. La parte experimental se realizé en el qui-
réfano experimental del Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia.

Los animales fueron tratados siguiendo las normas del Real Decreto 1201/2005 del 10 de oc-
tubre, sobre proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos y la
Ley 32/2007 de 7 de Noviembre para el cuidado de los animales en su explotacién, transporte,
experimentacioén y sacrificio.

3.1.2 Agentes
Los biomateriales seleccionados en este estudio previamente han despertado nuestro interés
gracias a referencias bibliograficas en el que ha quedado patente su eficacia experimental en

animales en el campo de la regeneracién ésea, asi como en ensayos clinicos.

En este estudio utilizamos el flavonoide naringina, gracias al interés biomédico suscitado por
este producto, proporcionado por la empresa Nutrafur S:A (Alcantarilla, Murcia). La naringina o
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7-(2-ramnosido-beta-glucésido) es un flavonoide en el que dos unidades de ramnosa se unen a
su porcion aglicona, la naringenina, en la posicion C7.

La naringina aqui utilizada fue obtenida del pomelo, representando un 53,21% del total de
flavonoides del extracto (un total de 69,26%).

También hemos utilizado extracto de semila de uva, que tiene un 90,9% de polimeros pro-
cianidinas.

Para este estudio hemos utilizado las siguientes combinaciones:

Naringina sola, naringina combinado con extracto de semilla de uva y naringina en combi-
nacion con colageno de origen porcino. En el caso de las combinaciones, las proporciones de
cada compuesto eran 50/50%. Para determinar la masa exacta en esta etapa utilizamos una
balanza analitica, que se caracteriza por su precision, exactitud y sensibilidad.

Anestésico. Clorhidrato de Ketamina (“Imalgene 1000”, MERIAL(registrado). Laboratorios Me-
rial. Francia) Xilacina; (“Xilagesic” al 2%. Laboratorios Calier, S.A. Barcelona. Espana), 1 ml/kg.
Analgésico. Hidrocloruro de buprenorfina 0,3 mg/ml (Divasa-Farmavic S.A. Barcelona. Espa-
na).

Antibiético. Erofloxacina 25 mg; (“ALSIR” 2,5%, Veterinaria-Esteve. Barcelona. Espana).
Eutanasico. Pentobarbital sédico (Dolethal(registrado); Lab. Vetoquinol. Cédex. Francia).

3.1.3 Aparatos

Para el desarrollo del estudio se utilizaron los siguientes equipos:

Equipo de micro-TC: Microtomaografo de rayos X de

sobremesa, escaner multimodal SPECT/CT Albira Il ARS
perteneciente a la Universidad de Murcia (figura 7).

Figura 7. Escaner multi-
modal SPECT/CT
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3.2 Métodos, procedimiento experimental estudio “in vivo”

3.2.1 Planificacion del procedimiento

Los experimentos fueron aprobados por el comité ético local y se asegurd que los procedi-
mientos respetaran la normativa de la UE (BOE 223/1988 y 265/1990) para la manipulacién de
animales de experimentacion.

A los animales se les aplicé el material objeto de estudio (naringina sola o combinada) tanto
en las patas traseras como en el maxilar y mandibula. Se usaron 13 patas traseras correspon-
dientes a 7 conejos (tanto derecha como izquierda, una se desechdé por malformacion), reali-
zando 2 perforaciones por pata, dando lugar a 26 perforaciones en las patas, 7 porciones del
maxilar y 7 de la mandibula.

Lugares y distribucion de la insercion de los materiales estudio del proyecto:
En el caso de la tibia, se realizaban dos defectos con trefina (uno superior y otro inferior) en
cada pata trasera de los animales. Posteriormente se rellenaban con el tratamiento correspon-
diente 0 no se aplicaba ningun tratamiento en el caso de los defectos de control.
Maxilar superior: Extraccién incisivo superior derecho y relleno del defecto con naringina y co-
lageno.
Mandibula: Extraccion incisivo inferior derecho y relleno del defecto con naringina y extracto de
uva.
El disefio del estudio quedd de la siguiente manera (tabla 6):
7 defectos control (tibia)
7 defectos con naringina (tibia)
6 defectos con naringina y colageno (tibia) (la pata del conejo 7 se descartd, por malformacion)
6 defectos naringina y extracto uva (tibia, porque la pata del conejo 7 se descartd, por malfor-
macion)
7 defectos con naringina y coldgeno (maxilar superior)
7 defectos con naringina y extracto de uva (mandibula)

Los conejos se sacrificaron a los 6 meses después del dia de la cirugia.

Todos los conejos sobrevivieron hasta la eutanasia, sélo se descarté la tibia izquierda del co-
nejo 5353 por malformacién previa y no por complicaciones en la cirugia.
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Conejos
5154 Tibla derecha Superior Control Tibla izquierda Superior Naringina+Extracto | Maxllar superior | Naringina+Colageno
uva
Inferior Naringina Interior Naringina+Extracto Mandibula Naringina+Extracto
uva uva
5153 Tibla derecha Superior Control Tibla 1zquierda Superior Naringina Maxilar superior | Naringina+Colageno
+Colageno
Interior Naringina Interior Naringina Mandibula Naringina+Extracto
+Colageno uva
| 5206 Tibla derecha Superior Naringina Tibla izquierda Superior Naringina+Extracto | Maxilar superior | Naringina+Golageno
uva
Interior Control Interior Naringina Mandibula Naringina+Extracto
+Colageno uva
5356 Tibla deracha Superior Control Tibla izquierda Superior Naringina Maxilar superior | Naringina+Colageno
+Colageno
Interior Naringina Interior Naringina+Extracto Mandibula Naringina+Extracto
uva uva
| 5355 Tibla derecha Superior Control Tibla izquierda Superior Naringina+Extracto | Maxilar superior | Naringina+Golageno
uva
Interior Naringina Interior Naringina Mandibula Naringina+Extracto
+Colageno uva
5352 Tibla derecha Superior Control Tibla izquierda Superior Naringina Maxilar superior | Naringina+Colageno
+Golageno
Inferior Naringina Interior Naringina+Extracto Mandibula Naringina+Extracto
uva uva
| 5353 Tibla deracha Superior Naringina Tibla izquierda X X Maxilar superior | Naringina+GColageno
Interior Control X X Mandibula Naringina+Extracto
uva

Tabla 6. Distribucion conejos y lugares insercidon biomaterial

Tras el sacrificio y, antes de proceder la micro-tomografia computarizada (micro-TC) se obtuvo
la porcién de la tibia que abarca ambos orificios mas un margen tejido éseo periférico (aproxi-
madamente 2/3 proximales de la tibia), asi como la mandibula y el maxilar superior.

3.2.2 Protocolo quirurgico

3.2.2.A. Examen, registro y documentacién de datos

Los conejos recién llegados al animalario fueron examinados para detectar las enfermades
mas comunes como son la pasteurelosis, mixomatosis, enteritis, enterotoxemia, salmonelosis,
colibacilosis, estrefimiento, mastitis, dermatitis y (Fuentes et al., 2010) sarna (siendo ésta al-
tamente contagiosa y es capaz de danar las vias respiratorias, predisponiendo a la neumonia).

Posteriormente y, ante la ausencia de incidencias en la exploracién, se pusieron en cuarente-
na por un minimo de dos semanas, sirviendo este periodo también de adaptacion al entorno y
la rutina diaria en los cuartos de animales (Mapara et al., 2012). Los conejos se mantuvieron en
jaulas de malla individuales (0,90 x 0,60 x 0,45 m) en el Servicio de Animales de Laboratorio
del SAI de la Universidad de Murcia. Es bien conocido que el estado sanitario de los animales
interfiere en el resultado de las investigaciones y estéa ligado a la capacidad de respuesta (Her-
nandez, 2006).

En una hoja de protocolo individualizada anotamos todos los datos de cada animal, asi como
la experiencia e incidencias si las hubieran. En el libro de registro quedé patente el nombre del
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investigador y numero de jaula, realizando perforacién en la oreja al conejo con un tatuador

Dermotron, para su identificacion numérica.

3.2.2.B Cuidados y datos de interés prequirurgicos

Temperatura y humedad

Se les mantuvo a temperatura de 20-21° C, humedad relativa del aire 45-65%, esto es muy
importante ya que una reduccion en la temperatura ambiente por debajo de la capacidad de un
animal para regular la temperatura corporal aumenta su susceptibilidad a las infecciones (Damy
et al., 2010) y, por el contrario, la exposicion a altas temperaturas puede causar, en conejos, el
lamido del pelo (Navarro et al., 2012). Para evitar un aumento de concentracion de amoniaco
en el aire (Mapara et al., 2012) para respirar, conduciendo a irritacion del epitelo de las vias
respiratorias superiores y elevando la susceptibilidad del conejo de padecer enfermedades in-
fecciosas, se asegurd una adecuada ventilacién y una buena higiene, renovando el aire 15 ve-
ces/hora a una velocidad maxima del aire 0,5 m/s.

lluminacion

La intensidad de la luz se mantuvo en una franja entre 300 a 450 lux a 1 metro por encima del
suelo y 600 lux a 1 m del techo, justo debajo de la fuente de luz, evitando la luz directa. Los
ciclos de luz/oscuridad fueron en una serie 12/12. La fuente de luz fue fluorescente en lugar de
incandescentes (Damy et al., 2010), el ruido maximo fue de 55 dB.

Hidratacién y nutricién

Respecto a la hidratacién y nutricién, aparte de su disponibilidad durante todo el dia, el agua,
que fue clara y potabilizada, se cambié cada dia para evitar el acimulo de algas (Fuentes et
al., 2010). Se exploré la piel, elevando la parte posterior del cuello del conejo hacia arriba, esti-
rando lo suficiente para que sea comodo para el conejo, el encaje rapido de la piel denoté una
buena hidratacién, en caso de tardanza se habria requerido atencién inmediata (Mapara et al.,
2012). Se los aliment6 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”.

Manipulacién
Nunca se manipuld un conejo cogiéndolo por las orejas, por la alta probabilidad de causar lu-

xacion cervical y la muerte. Se hizo agarrando un gran pliegue de piel suelta sobre los hombros
con una mano Yy, con la otra mano, asegurandonos que apoyen los pies o sostener su trasero

51



(Mapara et al., 2012). Para trayectos largos se utilizaron jaulas, cestos o cajas (Fuentes et al.,
2010).

3.2.2.C Premedicacion y anestesia

Método anestésico

Con el método anestésico buscamos cumplir serie de principios farmacoldgicos, consiguiendo
una minima toxicidad hepatica y renal, facil eliminacion, alto margen de seguridad y minimos
efectos secundarios.

Profilaxis antibiotica

Amoxicilina (Clamoxyl LA, laboratorios Pfizer), administrando una dosis de 0,1 ml/k, via im,
administrada en monodosis y 30 minutos antes de la intervencion.

Premedicacion

Con efecto sedante a los 10-15 minutos de la administracion. Sulfato de atropina (0,3 mg/k,
via im.): el objetivo es reducir la secrecién 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 im.): con ello reducimos las dosis de agentes
anestésicos, sobre todo de los barbituricos. A los 10-15 minutos conseguimos el efecto sedan-

te, reduciendo la ansiedad del animal y proporcionando una buena relajacién muscular.

Induccién anestésica

Clorhidrato de ketamina (Merial) (50 mg/k, via im). Hipnético de accion rapida y potente anal-
gesico de escasa accién como relajante muscular, que se potencia con la clorpromacina. No
causa depresion respiratoria ni tiene efectos acumulativos, consiguiendo una accién analgésica
suficiente para la cirugia a los 15-20 minutos. La pauta de mantenimiento es a demanda me-
diante la administracion de 20 mg/k, via im ante el menor signo de agitacion del animal.

Atropina al 1%: si bien se usa como anestésico local en odontologia, en este estudio se ha
utilizado como anestésico local tanto en las tibias como en los maxilares, no solo por su efecto
anestésico sino por su gran grado de vasoconstriccién para reducir en mayor grado el sangra-
do en la zona intervenida y favorecer asi la vision del campo quirurgico.
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La profundidad de la anestesia se evalla la respuesta a oreja-pinch y reflejos palpebrales y

cornea.

Afeitado y antisepsia

Tras la premedicacion del animal, afeitamos la zona, con una maquina de afeitar eléctrica, se
rasur6 ambas patas traseras en una zona comprendida entre el 1/3 medio del muslo y el 1/3
medio de la pata. Todos los pelos afeitados se limpiaron de inmediato para evitar la contamina-
cion como aconseja (Mapara et al., 2012). Seguidamente, para la asepsia del campo quirurgi-
co, se aplico en la zona polividona yodada al 10% (Betadine). A continuacion aislamos dicha
zona, dejando expuesta unicamente el area de la rodilla y de la regidon maxilar y/o mandibular,
mediante un pafo fenestrado estéril, aqui aplicamos un campo estéril del tipo Steri-Drape de
10 x 10 cm.

El rasurado no se realizé en la region maxilar y mandibular al ser la intervencion en medio in-
trabucal, pero si se realizé una asepsia de la zona aplicando polividona yodada.

Procedimiento quirurgico

Las intervenciones se realizaron en un quiréfano de cirugia experimental convencional de 20
m2 separado convenientemente de las aéreas de rasurado, almacén de material quirurgico,
area de recuperacion y vigilancia postoperatoria, segun las recomendaciones de Alexander
(1974) y normativa actual, bajo rigurosas normas de asepsia.

Tras el afeitado y asepsia del campo quirurgico (Figura 8 y 9) procedimos a realizar la técnica
quirdrgica que la vamos a dividir en dos fases: una fase desarrollada en las tibias de los cone-
jos tratados y otra desarrollada en la cavidad bucal.

, e

Figura 8. Afeitado del campo quirtirgico Figura 9. Asepsia del campo quirdrgico
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Tibia conejos

Se realizé una incision cutanea, en el lado ventral de la articulacion, utilizando un No. 22 de la
hoja de bisturi montado en un mango de bisturi, de unos 15 mm teniendo los relieves 6seos
proximal y distal de la tuberosidad tibial como referencias anatémicas (Figura 10).

La incision se realizé hasta el hueso, separando el periostio con un periostotdmo de Freer,
exponiendo el hueso a tratar (Figura 11). Esta via de abordaje es poco traumatica y sangrante
evitando hemorragias profusas y descensos importantes de la volemia.

Figura 10. Incision cutanea Figura 11. Exposicién del hueso

Marcamos con una punta de gratifo la zona donde se practicaran los lechos de las trefinas,
asegurandonos que estén separados ambas lineas circulares por un espacio de, al menos 5
mm, para evitar la contaminacién del producto objeto de estudio. Con fresas trefinas de 4 mm
de diametro montadas en un micromotor a bajas revoluciones e irrigacion con suero fisiolégico,
perforamos la cortical en todo su espesor hasta la médula 6sea (Figura 12), realizando dos de-
fectos por tibia (Figura 13), lavando posteriormente las perforaciones con Ringer Lactato para

arrastrar todas las particulas 6seas resultantes del fresado éseo. A continuacion, se ponen los
productos objeto de estudio.

Figura 12. Perforacion de la cortical Figura 13. Segundo lecho ya preparado
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Tras el depdsito del material objeto de estudio (Figura 14) o no, si es un defecto control, se
procedio al cierre de la herida de manera cuidadosa. Comenzamos por el periostio y el plano
muscular profundo con puntos sueltos de Coated Vicryl® 4/0, de esta manera, contribuimos a
la estabilidad del implante en el lecho receptor evitando su extrusion, asi como la formacion de
hematoma importante. A continuacién, suturamos el plano cutaneo gracias a una sutura conti-
nua y puntos simples con Vicryl rapide® 3/0 (Figura 15).

Finalmente, se realiz6 el lavado de la herida quirdrgica con suero fisiolégico,se volvio a aplicar
el antiséptico povidona yodada y se aplica un aposito plastico en spray del tipo Nobecutan®.

e

Figura 14. Depésito naringina Figura 15. Sutura

Cavidad bucal conejos

Al igual que en el ser humano, la cavidad bucal del conejo de Nueva Zelanda tiene dos por-
ciones diferenciadas: el vestibulo de la boca y la cavidad bucal propiamente dicha (Vazquez-
Auton, 1999).

Los conejos no presentan caninos, estando los incisivos separados de los premolares por un
espacio denominado diastema. Los incisivos principales tienen un borde cortante y crecen du-
rante toda la vida (Fuentes et al., 2010).

Para el estudio tanto en maxilar como en
mandibula optamos por realizar extracciones
de un incisivo central (Figura 16), tanto supe-
rior como inferior, siempre homolaterales, aso-
ciados a una extirpacion de la cortical vestibu-
lar, creando asi grandes defectos.

Figura 16. Extraccion incisivo central superior

55



Para esta parte, se le realizé una incisién con bisturi y hoja del n° 15C, intraoralmente hasta el
periostio, a continuacion, se procede a desperiostizar desde la linea media interincisal conti-
nuando crestalmente hasta el 1/3 medio del paladar.

Entonces procedimos a la extraccion del incisivo central maxilar y/o mandibular, y a continua-
cion se extirpod la tabla vestibular adyacente para asi crear un gran defecto. Estos defectos fue-
ron rellenados con naringina en combinacion con colageno (defecto correspondiente al maxilar
superior) y de una amalgama resultante entre la combinacion entre la naringina y extracto de
uva (defecto correspondiente a la mandibula).

Finalmente, se realizé el cierre de la herida comenzando por el periostio y el plano muscular
profundo con puntos sueltos de Coated Vicryl® 4/0. Finalmente tras el lavado de la herida qui-
rargica con suero fisioldgico, se aplicé un apdsito plastico en spray del tipo Nobecutan®.

Cuidados postperatorios

Los animales fueron depositados en las jaulas para evitar manipulaciones intempestivas asi
como reacciones incontroladas por parte del animal en las primeras horas tras la intervencion.
A modo de prevencion se realiza una ferulizacion con inmovilizacion de las dos patas traseras
para prevenir fracturas, con escayola.

El hecho que los conejos han evolucionado como especie presa, ocultando cualquier discapa-
cidad para escapar de la depredacion hace que vigilemos con mayor detenimiento cualquier
cambio en su comportamiento que puede darse de manera sutil, como un aumento de respira-
cion, su oposicion a moverse o hacerlo con cojera 0 cambio en la marcha, la agresion subita, la
incapacidad para descansar o dormir de forma normal o la disminuicion de la ingesta de ali-
mentos y agua, el que se frote, lama o rasque en el area de la herida (Mapara et al., 2012). Un
dolor excesivo puede prolongar el tiempo de recuperacion de una enfermedad o lesion, tam-
bién puede a raiz del dolor, dejar el conejo de comer e incluso entrar en shock y morir dentro
de 24 a 48 horas a pesar de que la enfermedad o lesidon en si misma no puede haber sido mor-
tal.

Nos aseguramos que la sala de recuperacién no tuviera ruido, con una temperatura adecuada
y luz tenue. La supresion del sufrimiento y el dolor debe ser una de las prioridades en la expe-

rimentacioén animal.

Las evaluaciones para el dolor postoperatorio se deben ejecutar de forma sistematica para
determinar si los animales requieren analgésicos. Estas evaluaciones implican un gran numero

de indicadores tales como: evaluaciéon de la actividad motora; cambios en la apariencia, como
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el curling, pelos erizados, y las secreciones de los ojos o la nariz; cambios en el temperamento,
el aumento de la agresion, la renuencia a interactuar; cambios en los sonidos emitidos, rechinar
o crujir de dientes, aumento o disminucién de los sonidos emitidos; cambios en la cantidad de
alimentos o agua que se consume, pérdida de peso, disminucion de la orina y la produccién de
heces; y cambios fisioldgicos a los latidos del corazén, la frecuencia respiratoria, la presion ar-
terial, saturacion de oxigeno y el color de la piel. El sitio quirdrgico se evalu6 para detectar eri-
tema, edema, vertidos, etc, segun (Damy et al., 2010).

Eutanasia. Obtencion de las muestras

La eutanasia se realizé mediante la administracion una sobredosis endovenosa de Tiopental
Sadico, solucion al 2%, 1 g en 50 ml. de agua destilada (Pentotal) provocando paro cardiorespi-
ratorio y se hizo una vez finalizados los tiempos de estudio, es decir, a los 6 meses tras la ciru-

gia.

Una vez que se comprobé la muerte del animal, se abordé quirdrgicamente vy, tras desprender
los tejidos blandos, se practicé una osteotomia horizontal, perpendicular al eje tibial, con una
sierra oscilante, extrayendo las porciones que abarcaban los orificios con tejido éseo reman-
tente circundante. También se extrayeron las mandibulas y los maxilares.

3.2.3. Protocolo de adquisicion mediante microtomografia computerizada y analisis de
las muestras

Tras obtener las muestras, se procedié a su identificacion con etiquetas en el que se especifi-
caba el numero del conejo, lugar de la muestra (pata derecha, pata izquierda, maxilar, mandi-
bula) y fecha de sacrificio, para evitar errores, y se deposité en frascos que contienen formol,
para su adecuada conservacion.

Procedimos, entonces, al analisis a nivel microestructural de la porcién de la tibia extraida,
maxilar y mandibula, para ver el compartimento de hueso trabecular y cortical en las zonas del

defecto, con el fin de valorar la densidad mineral volumétrica en estas regiones.

Para ello, se escanearon con un microtomégrafo de rayos X de sobremesa, un escaner mul-
timodal SPECT/CT Albira Il ARS perteneciente a la Universidad de Murcia. Los parametros de
adquisicion fueron 45 Kv, 0,2 mA, voxel de 0.05 mm, con cortes de adquisicion axiales de 0,05
mm de espesor . Se obtuvieron de 800 a 1000 imagenes de cada pieza a través de un detector
digital flat panel 2400 x 2400 pixels y un FOV de 70 x 70 mm.

Se asegur6 en todo momento que la muestra estuviera perfectamente identificada, a fin de
evitar cualquier error o transposicion (figura 17).
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\
Figura 17. Adquisiciénes mediante microtomografia
computerizada

Se procedid a reconstruir las imagenes adquiridas con el micro-TC, gracias a un algoritmo

FBP (Filtered Back Projection), en los tres planos del espacio. Tras ello, se aplica el programa
de imagen Amide (http:/kitware.com/opensource/volview.html) para una reconstruccion avan-

zada, también se practicé una reconstruccién en 3D gracias al programa de analisis de imagen

Volview (http:/kitware.com/opensource/volview.html).

Se practicé un estudio visual mediante el programa Volview (figura 18) para determinar los
lugares de los defectos y facilitar su localizacion y, posteriormente, medicion, en el programa

Volview.

\/omrrl"r;, / B\ 5153 ANALYZ...ERECHA .hdr
Upliriousrl

gileciciri ey 2 ID: Unknown

Figura 18. Imagen pata derecha conejo 5153 mediante Volview

A continuacion y, con las imagenes obtenidas con el micro-TC y con el programa Amide y, en
la zona de las tibias, lo que hacemos es calibrar la imagen para obtener la mayor calidad,
usando los diferentes filtros de colores, para poder diferenciar la cortical de forma 6ptima, ya
que su discontinuidad y localizacién, con la ayuda del estudio a través de Volview, nos indicaba

exactamente la zona a medir (figura 19 y 20).
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Figura 19. Tibia derecha conejo 5153, orificio superior (Amide)
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Figura 20. Tibia derecha conejo 5153, orificio inferior (Amide)

Tras ver varias escalas de colorimetria, elegimos un tono verdoso-amarillento para determinar
la cortical y un color azul que manifiesta el patron trabecular.

En la vista transversal era donde resultaba mas facil detectar la discontinuidad causada por

la rotura de la cortical debido a la trefina, en la vista coronal confirmamos igualmente la misma.

En el maxilar y en la mandibula hicimos lo mismo, localizamos los sitios del defecto gracias a
Volview (figuras 21 y 22). En Amide tomamos como referencia localizar el incisivo contralateral,
en su porcion media, para, acto seguido, situarnos en la zona del defecto y, de esta manera,
sabemos su ubicacion aproximada, lo que nos facilita a localizar con precisién los margenes
del defecto (figuras 23, 24, 25 y 26).
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Figura 23. Mandibula 5353, localizacion incisivo contralateral
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Figura 24. Mandibula 5353, localizacion zona defecto
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Figura 25. Maxilar 5353, incisivo contralateral
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Figura 26. Maxilar 5353, localizacion zona defecto
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Una vez localizados los lugares del defecto con suficiente calidad interpretativa de cara al
diagnéstico, procedemos a su medicion.

Analisis estadistico descriptivo

Para calcular la densidad en valores numéricos, unidades Hounsfield (HU), que corresponde a
una zona concreta en los lechos de las tibias hemos trazado 6 lineas en el eje coronal, que
contuvieran los valores numéricos en unidades Hounsfield de los voxels que atraviesan de for-
ma perpendicular la entrada del defecto. Lo hemos hecho desde la porcion que existe encima
del limite superior del defecto hasta la porcién que hay debajo del limite inferior del defecto
(figura 27).

En la mandibula y maxilar hemos trazado trazamos 7 lineas en el eje transversal, abarcando
toda la hemimandibula de un lado y del otro, para comparar ambos lados. Hemos abarcado la
totalidad de la mandibula, mientras que en el maxilar hemos acotado las lineas a aquellas que
pasan en la zona del defecto y circundante, eliminando gran parte del area que escapa a la
zona del estudio, como se aprecian en las imagenes (figuras 28 y 29).

Figura 27. Lineas en Figura 28. Lineas en corte Figura 29. Lineas en corte
corte coronal que transversal que atraviesan transversal que atraviesan la
atraviesan la zona del la zona del defecto, maxilar zona del defecto, mandibula
defecto

En el caso de las lineas interpretamos estadisticamente el valor de de la densidad, mediante
histogramas, comparando con las demas lineas, para interpretar analiticamente los cambios

que se han producido tras el depésito del biomaterial 0 no, si es un grupo control.

Para la interpretacion estadistica, determinamos los valores o unidades Hounsfield (HU) de
cada pixel contenido en la linea media representados en una grafica. Los valores numéricos,
trasladados a una hoja de calculo (Excel, Microsoft) y procesados, nos sefialan informacion es-
tadistica relevante. Asi, se desecharon los valores numéricos correspondientes a la franja de la
linea (1 y 2, color azul, de las figuras 30 y 31) debido a que sus valores negativos se corres-
ponden a la presencia de aire a ambos lados de la cortical. La zona de estudio analitico con los
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valores numéricos a estudiar desde el punto de vista de analitica descriptiva se corresponden a
los de la franja de la linea 3 (roja, figuras 30 y 31). Si comparamos una linea que pasa por cor-
tical de la tibia (figura 32) con otra de la misma tibia que pasa por la zona del defecto (figura 33)
vemos que el pico de densidad disminuye por la presencia del defecto y biomaterial (flecha 4
en figuras 30 y 31, respectivamente).

[
‘;,;!‘.J‘;J‘L A q A gl ases
Figura 31. Escala densitométrica zona
defecto

- " 'l
Figura 30. Escala densitométrica
zona cortical

Figura 32. Linea que atraviesa la Figura 33. Linea que atraviesa la
cortical de zona del defecto
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Tras la obtencién y posterior procesamiento de datos con el micro-TC de las muestras corres-
pondientes a las tibias, mandibulas y maxilares superiores de los 7 reactivos biolégicos o ani-

males de experimentacion realizamos su analisis.

Si bien se contemplé la posibilidad de usar un grafico de barras, que representa el porcentaje
en la altura de la barra, finalmente, nos decidimos por el histograma, ya que la variable que
define las categorias es numérica, donde el porcentaje se representa en el area de la barra vy,

ademas, las barras adyacentes estan en contacto indicando que la variable es continua.

Asi, en nuestro estudio, realizamos varios histogramas obtenidos a partir de los datos del mi-
cro-TC de las distintas regiones anatdomicas donde se ha hecho el estudio (tibia, maxilar o
mandibula). Por otro lado, son varios histogramas correspondientes a las diferentes lineas tra-
zadas en la zona del defecto. Los datos reflejados corresponden, en el eje de las abcisas, al
punto donde se ha realizado la medicidn, en sentido antero-posterior y, en el eje de la ordena-
da, a la densidad, en unidades Hounsfield, de esa region especifica. Cada histograma tiene a
su lado la imagen correspondiente a la linea trazada para orientarnos en todo momento y tener
definida la zona del defecto tanto en ubicaciéon como su correspondencia en valores numéricos
expresados en el area del histograma. Tomamos como ejemplo la linea 3 trazada sobre la tibia
derecha, lecho superior, del conejo 5353 (figura 34).

Correspondencia region

Valores densidad

4

Figura 34. Histograma tibia

Nuestro objetivo, pues, fue comparar los histogramas y sacar conclusiones a partir de los datos
numeéricos reflejados en estos graficos que nos indicaran la coherencia de las medidas del mi-
cro-TC y el comportamiento de los grupos con biomateriales.

Interpretacion de las graficas en general

Ala hora de interpretar las graficas, compararemos la region correspondiente al defecto con la
region vecina en el caso de las tibias, asi como el contralateral (donde existira presencia de
incisivo) en el caso de maxilar y mandibula, a fin de desechar estructuras anatémicas que pu-
dieran interferir en la interpretacion de los resultados. Ademas, en nuestro analisis, valoraremos
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todas las lineas pero le daremos mayor importancia a aquellas que atraviesan integramente la
zona del defecto, normalmente, correspondientes a las lineas 3 y 4 en el caso de las tibias y las
lineas 3, 4 y 5 en el caso de maxilares y mandibulas.

Asi, y a modo de ejemplo, en el caso de la tibia derecha, lecho superior, del conejo 5353 te-

nemos 6 lineas trazadas desde el borde superior a la zona del defecto al borde inferior (figura
35). Vemos en las lineas 1 y 6 los picos de elevados valores numéricos de densidad corres-
pondientes a las corticales que se encuentran en los limites del defecto, reflejados en la grafica
en la parte derecha. La zona importante es la que atraviesa el defecto, en este caso, corres-
pondiente a las lineas 3, 4 y 5. Una vez localizada la franja del biomaterial, valoramos y compa-
ramos respecto a las regiones vecinas si existian valores numéricos altos y, no sélo eso, tam-
bién valoramos si es un tramo localizado estable, es decir, sin altibajos que podrian indicar una
discontinuidad en la zona del defecto. Una vez comparados los graficos de forma interna (res-
pecto a otros tramos de la misma zona) y de forma externa (respecto a otras lineas de la mis-
ma region), determinamos estas posibilidades en concepto de score:
(0) zona de baja densidad o similar al resto de las regiones, (1+), hay indicios suficientes que
indiquen valores numéricos mas altos y/o estabilidad en la franja de este tramo, respecto a la
zona vecina en el caso de las tibias y contralateral en el caso de maxilar y mandibula, (2+), hay
indicios claros que indican valores numéricos mas altos y/o estabilidad en la franja de este tra-
mo, respecto a la zona vecina en el caso de las tibias y contralateral en el caso de maxilar y
mandibula.

Linea 1 Linea 2

Linea 3 3
Linea 4

Linea 5 Linea 6

Figura 35. Tibia sujeto 5353
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De esta manera y, a modo de ejemplo, en las imagenes de la figura 35 se observa un pico muy

elevado a la derecha del histograma en las lineas 1 y 6, correspondientes a la corticales que
limitan el defecto. Vemos que la zona que atraviesa el defecto, correspondientes a las lineas 2,
3, 4 y 5, presentan picos de densidad mas elevados que la region vecina, habida cuenta que el
pico situado totalmente a la izquierda se corresponde a la cortical del otro lado de la tibia y no
debemos considerar este dato. Ademas, la zona atribuible al defecto no soélo presenta valores
mas altos, sino que la linea 4 mantiene una breve franja estable, que indica estabilidad, a nivel
densitométrico. Por este motivo, esta region seria catalogado como score (2+).

Ademas de valorar el comportamiento de los biomateriales, valoramos la concordancia de
los valores del micro-TC. En este caso, se detectaba claramente la presencia de hueso corti-
cal y trabecular en la trayectoria del vector, ilustrando una menor densidad mineral 6sea para el
hueso trabecular y una alta densidad mineral 6sea para el hueso cortical. A continuacion, des-
cribiremos lo que vimos en los histogramas de todas las muestras obtenidas.
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5153 Mandibula (Naringina+extracto de uva)

Linea7

En la linea 1 observamos picos de subida y bajada en la zona izquierda, correspondientes al
lado contralateral del defecto, a continuacioén, aparecia una zona de transicion (con caida de
los valores numéricos en HU) para volver a subir en la zona del defecto. En la linea 2 ocurria lo
mismo, pero empezaba a subir la densidad antes, atribuible a que la linea empieza a abarcar
mas zona del defecto. En la linea 3, la zona del defecto se manifestaba por una composicién
uniforme, con valores densitométricos altos, si bien la franja era pequena. En la linea 4 es don-
de se observaba la mayor franja con uniformidad en valores HU y de manera estable. En la li-
nea 5 la franja correspondiente al defecto aumentaba pero también manifiestaba picos de dis-

continuidades pequenos tendiendo a la subida en valores numéricos.
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5154 Mandibula (Naringina+extracto de uva)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Linea7

En la linea 1 se observaban picos de densidad discontinuos en la zona del lado contralateral,
tras una breve caida en valores numéricos, volvia a subir la densidad en la zona atribuible al
defecto. Este patrén lo seguia también la linea 2. En la linea 3, las discontinuidades eran mas
pronunciadas, manteniendo aun un perfil alto. En la linea 4 se observaba, tras la zona del de-
fecto, una subida en valores de densidad y una estabilidad creciente. En la linea 5, los valores
de la zona del defecto eran mas altos que en el lado contralateral, por lo general. La linea 6
mostraba practicamente el mismo patrén de comportamiento que la linea 5. En la linea 7, se
observaban dos zonas diferenciadas, la de la zona contralateral y la del defecto, con valores
densitométricos altos.
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5206 Mandibula (Naringina+extracto de uva)

Linea 1

Lea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

En la linea 1, tras valores numéricos muy altos a nivel de densidad en la zona atribuible al
lado contralateral, vimos que decaian a niveles muy bajos en la zona del defecto. En la linea 2,
la franja del defecto seguia presentando valores muy bajos, aunque existia un pico de subida
en densidad. En la linea 3, el pico de densidad aumentaba en valor numérico y la franja es mas
grande, mas estable. En la linea 6 la franja aumentaba, tras una zona claramente delimitada
con picos discontinuos altos del lado contralateral y la correspondiente a la zona del defecto. La

linea 7 mostaba una franja muy estables con valores densitométricos medios.
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5352 Mandibula (Naringina+extracto de uva)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Linea 7

En la linea 1 vimos una zona con picos numéricos altos en términos de densidad vy, luego,
caia levemente para volver a subir. En la linea 2, habian muchas discontinuidades en ambas
franjas, contralateral y zona defecto, siempre con valores altos, al igual que en la linea 3. En la
linea 4 ocurria lo mismo, pero el valor numérico decaia levemente, hasta volver a subir de nue-
vo. En la linea 5 los valores eran relativamente altos en toda la franja, con discontinuidades. En
la linea 6, la zona de mayor densidad estable era la zona del centro. En la linea 7, los picos
eran discontinuos y mostraban valores altos al principio, en el centro y al final.
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5353 Mandibula (Naringina+extracto de uva)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Linea7

En la linea 1 se observaban 2 franjas, al comienzo con 2 picos altos, seguida de una breve
caida para, a continuacion, subir en valores densitométricos. En la linea 2, la segunda franja,
correspondiente a la zona del defecto, mostraba estabilidad con altos valores numéricos, algo
que sucedia después de una breve caida en la zona media, atribuible a la zona que existe an-
tes del defecto. En la linea 3 y 4 ocurria lo mismo. En la linea 5 y 6, sin embargo, excepto un
valor alto al principio, toda la franja presentaba discontinuidades con valores numéricos altos y

medios. La linea 7 mostraba una subida en valores al principio y al final, el resto estaba en va-
lores densitométricos medios.
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5355 Mandibula (Naringina+extracto de uva)

Linea 1 Linea 2

Linea 5 Linea 6

Linea 7

En la linea 1 vimos una zona con picos altos en valores de densidad, una caida y, luego, vol-
via a subir en valores de densidad en la zona atribuible al defecto. En la linea 2, las dos franjas
aparecian delimitadas, ambas con valores densitométricos altos. En la linea 3, las 2 franjas
subian a nivel de densidad y aparecian estables y delimitadas, separadas por la caida brusca
de densidad en la zona media. En la linea 4, las franjas decaian en valores numéricos de forma
leve y la linea de caida de densidad en la zona media desaparecia. En las lineas 5, 6 y 7 apa-
recian muchas picos en toda la grafica, con valores medios-altos.
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5356 Mandibula (Naringina+extracto de uva)

Linea7

En la linea 1 se veia una franja con altos numéricos en términos de densidad, seguida de una
caida importante, seguida de una subida, con una franja muy limitada. En la linea 2 la franja se
ampliaba levemente, al igual que en las lineas 3, 4 y 5, donde se veian 2 franjas, una con valo-
res discontinuos altos, seguida de una caida importante para, a continuacion tener una franja
con valores medios. En la linea 7 no existia una caida de densidad tan importante entre las dos

franjas.
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5153 Maxilar (Naringina+colageno)
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Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Linea 7

En la linea 1 se observaban varias lineas discontinuas, con picos tanto altos como bajos en
valores densitométricos, principalmente altos. En la linea 2 se observaba en la zona del defec-
to, que estaba en el lado izquierdo, valores numéricos altos, seguida de una breve caida para,
a continuacion volver a subir, en la zona del lado contralateral. En la linea 3 se observaba una
breve franja con valores numéricos medios en la zona del defecto para, después subir confor-
me avanza la grafica, lo mismo ocurre en las lineas 4 y 5. En la linea 6 se veia que en la zona
del defecto los valores numéricos habian aumentado, por encima del lado contralateral, lo
mismo ocurria en la linea 7.
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5154 Maxilar (Naringina+colageno)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5

Linea7

En la linea 1 se veian valores similares, y altos, tanto en la zona atribuible al defecto como en
el contralateral, asi como en las lineas 2 y 3. En la linea 4 el valor numérico de la parte del de-
fecto se incrementaba, equiparandose al otro lado. En la linea 5 los valores de la zona del de-
fecto superaban a los del lado contralateral. En la lineas 6 y 7 practicamente ambos lados es-
taban a la misma altura, con pequefias discontinuidades, con valores numéricos altos.

76



5206 Maxilar (Naringina+colageno)

Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Linea7

En la linea 1 se observaban 2 franjas similares, separadas por una bajada en el centro, en
valores de densidad. En la linea 2 se observaba, sin embargo, una sola franja, con valores al-
tos y discontinuidades tendiendo a la subida, lo mismo ocurria en la lineas 3 y 4, si bien en esta
ultima, los valores mas altos se correspondian a la zona contralateral. En las lineas 5, la franja
permanecia estable, con picos de subida a ambos lados. En la linea 6 se observaba una
subida destacada en términos generales, en especial en la zona media, que volvia a bajar de
forma generalizada y sensible en la linea 7.
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5352 Maxilar (Naringina+colageno)
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Linea 3

Linea 5 Linea 6

Linea 7

En la linea 1 se observaban valores altos en la zona atribuible al defecto, a continuacion exis-
tia una caida en el centro, en valores densitométricos, para volver a subir, en la zona contrala-
teral. En la linea 2 seguia un patrén similar, si bien la zona contralateral mostraba valores mas
altos. En la linea 3, los valores de ambas franjas se estabilizaban, asi como en la linea 4. En la
linea 5 llamaba la atencién la subida en la franja correspondiente a la zona del defecto, algo
que se mantenia en la linea 6, en la linea 7 practicamente toda la franja es similar, a excepcion
de picos que subian.
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5353 Maxilar (Naringina+colageno)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Linea7

En la linea 1 se veian valores similares en toda la franja, con discontinuidades, a excepcion

de la zona final, que era mas alta. En la linea 2, las discontinuidades con picos altos aparecian
tanto en una zona como la otra. En la linea 3 se empezaba a apreciar una separacion entre
ambas franjas, la del defecto y el contralateral, algo que ocurria también en la linea 4, siendo la
zona del lado contralateral la que mostraba valores mas elevados. En la linea 5, se observaban
picos altos en la zona atribuible al defecto, que también mostraban en la zona contralateral. La
lineas 6 y 7 mostraban una unica franja con muchos picos ascendentes tanto en una como otra
zona.
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5355 Maxilar (Naringina+colageno)
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Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4
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Linea 5 Linea 6

La linea 1 mostraba dos franjas, separadas por una zona de baja densidad, ambas franjas
presentaban picos de subida en términos densitométricos. Las lineas 2, 3, 4 y 5 mostraban un
patron similar, si bien la zona del lado contralateral mostraba valores mas altos. Las lineas 6 y
7 mostraban una irregularidad continua en toda la franja, con picos que subian y bajaban en
toda la franja, si bien la 7 mostraba valores densitométricos mas altos.
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5356 Maxilar (Naringina+colageno)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Linea 7

La linea 1 mostraba dos franjas con valores numéricos altos similares en valores, separadas
por un pico inferior de densidad. La linea 2 mostraba valores altos pero no habia separacion vy,
ademas, los valores mas altos se correspondian a la zona del lado contralateral, algo que ocu-
rria también en la linea 3. La linea 4, sin embargo, vimos que los valores mas altos se corres-
pondian en general a la zona del defecto. La linea 5 mostraba una subida importante de densi-
dad en toda la franja, permaneciendo la misma estable, con pequefios picos, esta estabilidad
de la franja se manifestaba también en la linea 6, si bien los valores eran sensiblemente mas

bajos. La linea 7 mostraba valores mas bajos en la zona del defecto a los del lado contralateral.
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5153 Tibia derecha lecho superior (Control)

Linea 3

Linea 6

En la linea 1 se veia una franja con altos valores densitométricos con dos picos de subida im-
portantes, tanto al comienzo como al final de la franja, algo que ocurria de igual manera en la
linea 2. En la linea 3 se visualizaba una franja donde tiene lugar un comienzo con un valor nu-
mérico muy alto, en términos de densidad, igual que la linea 4. La linea 5 mostraba un comien-
zo alto para estabilizarse y luego volvia a subir, algo que ocurria también en la linea 6, si bien

en esta ultima la franja era mas reducida.
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5154 Tibia derecha lecho superior (Control)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

En la linea 1 se veia una franja con un comienzo y final con valor numérico muy alto, respecto
a la densidad, lo mismo ocurria en la linea 2. Las lineas 3, 4, 5 y 6 mostraban el mismo perfil
de franja, si bien el valor del pico del final disminuia.
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5206 Tibia derecha lecho superior (Naringina)

Linea 1 Linea 2

Linea 5 Linea 6

La linea 1 mostraba una subida inicial para estabilizarse a lo largo de la franja y luego mostra-
ba una subida final, en la linea 2 ocurria lo mismo. En la linea 3, la subida inicial disminuia, en

la linea 4 la subida inicial aumentaba y alcanzaba su pico maximo en las lineas 5 y 6.
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5352 Tibia derecha lecho superior (Control)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

La linea 1 mostraba una franja con un altisimo valor numérico al comienzo, después se esta-
bilizaba y volvia a subir al final, lo mismo ocurria en las lineas 2 y 3. Las lineas 4, 5 y 6 tenian

un patrén similar, si bien al final aumentaba el pico de una manera sensible.
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5353 Tibia derecha lecho superior (Naringina)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

La linea 1 mostraba una franja con un ascenso inicial para, a continuacién, mostrar un desta-
cable ascenso en valores numéricos y volvia a caer a valores que no terminaban de ser altos,
finalmente volvia a subir de manera puntual. La linea 2 la franja mostraba un valor numeérico
muy alto de forma inicial, luego se estabilizaba en valores de término medio para, finalmente,
volvia a subir sensiblemente, algo que ocurria de manera similar en las lineas 3 y 4. Las lineas
5 y 6 mostraban un ascenso inicial pero también al final de la franja una subida con valores

aparentemente similares.
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5355 Tibia derecha lecho superior (Control)

Linea 2
Linea 1

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Todas las lineas mostraban un patron similar consistente en picos discontinuos de valores en
términos densitométricos bajos-medios para, posteriormente, mostrar una franja estable con
valores medios-altos, con 2 picos al comienzo y al final de subida. Posteriormente, continuaban

los picos discontinuos de manera similar de los que ocurrian al comienzo.
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5356 Tibia derecha lecho superior (Control)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5
Linea 6

La linea 1 mostraba una subida importante al comienzo, para mantenerse la franja en térmi-
nos medios-altos y, posteriormente subia de nuevo de manera importante, finalmente, decaia
progresivamente, algo que ocurria también en la linea 2 pero en esta ultima los picos de subida
eran menores. La linea 3 mostraba una franja estable con valores altos, mostrando picos de
subida casi en el tramo final, para decaer progresivamente. La linea 4 mostraba una franja es-
table, si bien al final mostraba un patréon levemente irregular con subida y bajada. La linea 5
mostraba un ascenso importante inicial, para decaer a términos medios y volver a subir en el
tramo final, luego decaia progresivamente. En la linea 6 los valores iniciales altos eran los que
aparentemente son los mas altos, junto con la linea 2, luego se estabilizaba, subia de nuevo y
bajaba progresivamente.
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5153 Tibia derecha lecho inferior (Naringina)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5

Linea 6

La linea 1 mostraba una franja estable, con pico de subida tanto al comienzo como al final. La
linea 2 también pero el pico final era mas leve. La linea 3 mostraba una subida importante al
comienzo de la franja y luego otra muy tenue al final, algo que ocurria también en la linea 4.
Las lineas 5 y 6 mostraban picos de subida tanto al comienzo como al final de la franja.
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5154 Tibia derecha lecho inferior (Naringina)

Linea 3 Linea 4

Linea 5
Linea 6

La linea 1 mostraba, tras un leve ascenso, una subida importante al comienzo de la franja y
otra al final, siendo mayor la ultima. La lineas 2, 3, 4 y 5 mostraban una franja con una subida
mas grande al comienzo que al final. La linea 6 mostraban una subida importante al comienzo

y otra mayor al final.
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5206 Tibia derecha lecho inferior (Control)

Linea 1 Linea 2

Linea 5

Linea 6

La linea 1 mostraba una franja con una subida destacable al comienzo y otra mayor al final, al
igual que ocurria en la lineas 2 y 3. La linea 4 mostraba una subida mayor al comienzo que en
las anteriores y al final también, la linea del comienzo aumentaba aun mas en la linea 5 y se
mantenia en la linea 6.
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5352 Tibia derecha lecho inferior (Naringina)

Linea 1 .
Linea 2

Linea 4

Linea 5

La linea 1 mostraba una franja con valores densitométricos altos, con una subida importante al
comiendo, después se mantenia y volvia a subir varias veces, algo que ocurria de manera simi-
lar en todas las demas lineas.
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5353 Tibia derecha lecho inferior (Control)

Linea 1 Linea 2

Linea 3

Linea 6

La linea 1 mostraba una franja definida con valores medios-altos, con una importante subida
al comienzo y, después al final. La linea 2 presentaba el mismo patréon que el anterior pero la
subida del final era mas leve. La linea 3 presentaba una subida inicial importante, pero al final
no existia subida, lo mismo ocurria en la linea 4. Las lineas 5 y 6 mostraban subidas importan-

tes tanto al comienzo como al final.
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5355 Tibia derecha lecho inferior (Naringina)

| A Ll

Linea 3

Linea 6

La linea 1 mostraba un patron de subida y bajada puntual en altunos tramos, posteriormente
mostraba una franja definida con subida al comienzo y al final para, posteriormente, seguir
mostrando fluctuaciones irregulares a lo largo de la grafica. En la linea 2 ocurria lo mismo. En
las lineas 3 y 4 ocurria lo mismo si bien el pico de fuerte subida inicial no existia, pero si al final
de ese tramo. En la linea 5 las fluctuaciones eran similares y existia pico de subida tanto al
comienzo como al final de ese tramo. El pico de subida, ademas, se disparaba en la linea 6.
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5356 Tibia derecha lecho inferior (Naringina)

Linea 5

La linea 1 mostraba una franja con valores densitométricos altos, con una subida importante
en el tramo inicial y otro en el tramo final, algo que ocurria de igual manera en la linea 2. La li-
nea 3 la franja presentaba valores densitométrico mas reducidos en general, mostrando una
subida creciente pero sin subir de manera significativa, sélo al final subia de manera importan-
te, lo mismo ocurria en la linea 4. La linea 5 mostraba una franja con una subida importante
tanto al comienzo como al final, lo mismo ocurria en la linea 6.
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5153 Tibia izquierda lecho superior (Naringina+colageno)

Linea 1

Linea 3 Linea 4

Linea 6

Linea 5

La linea 1 describia una subida leve al comienzo, seguida de una subida altisima y de forma
abrupta, tras un pico de bajada, se mantienia estable, volvia a bajar y a subir, con grandes dife-
rencias numeéricas, finalmente decaia, la linea 2 tenia el mismo patroén, si bien la primera subida
alta era menos acusada. Las lineas 3, 4, 5 y 6 mostraban patrones similares una subida llama-
tiva desde el comienzo, se mantenia estable la franja con picos de subida al principio, después
bajaba y subia hasta el maximo, finalmente decaia.
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5154 Tibia izquierda lecho superior (Naringina+extracto de uva)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

La linea 1 mostraba una subida primero breve y gradual, después subia hasta un maximo en
términos densitométricos, después se mantenia estable tras decaer, subia un poco y bajaba
subitamente, en el tramo final se observaba una nueva subida y bajada, con una franja estable
pero corta. La lineas 2, 3 y 4 mostraban un patron similar al anterior, si bien la primera subida
no era tan alta, la 2 la franja final no mostraba un valor tan elevado y la 4 mostraba una franja
final mucho mas estrecha y fina. Las lineas 5 y 6 mostraban una subida gradual leve, luego
subia mucho, bajaba, se mantenia estable, volvia a subir, decaia a un valor muy inferior para
subir brevemente y decaer.
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5206 Tibia izquierda lecho superior (Naringina+extracto de uva)

Linea 1 Linea 2

Linea 3

Linea 6

La linea 1 mostraba una subida subita desde el comienzo, luego se mantenia estable con lige-
ros picos que subian, luego subian aun mas hasta un maximo y a partir de ahi bajaba gradual-
mente, si bien en el tramo final volvia a subir levemente. La linea 2 mostraba una fuerte subida
al comienzo, luego decaia y se estabilizaba, volvia a subir, decaer y mantenerse brevemente a
niveles bajos. Las lineas 3 y 4 eran similares, subian al principio pero no a maximos, se mante-
nian estables, volvia a subir casi al final y decaia gradualmente. La linea 5 mostraba una franja
con subida desde el principio y al final, con valores similares, la linea 6 también, pero habian
picos de subida en medio de la franja.
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5352 Tibia izquierda lecho superior (Naringina+colageno)

Linea 1 Linea 2
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Linea 3 Linea 4

Linea 5 - Linea 6

Las lineas 1 y 2 eran similares, mostraban un pico de subida, luego bajaba bruscamente, lue-
go subia y se mantenia estable, tenia un pico de bajada, algo que no tenia la linea 2, luego te-
nia 2 picos de subida y bajaban. Las lineas 3 y 4 eran parecidas pero no iguales, subian, baja-
ban, volvian a subir y se mantenian estables, ambas mostraban un pico de bajada en la mitad
de la franja, volvian a subir y, si bien la linea 3 mostraba un pico de subida antes de decaer, la
linea 4 mostraba un pico de bajada antes de subir y decaer. Las lineas 5 y 6 eran parecidas,
subian, se mantenian estables, luego volvian a subir y bajar, volvian a subir y luego decaian

abruptamente para volver a subir y bajar, siempre con valores muy altos y llamativos, en térmi-
nos densitométricos.
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5355 Tibia izquierda lecho superior (Naringina+extracto de uva)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Las lineas 1 y 2 eran muy parecidas, subian, mantiendo una pequena franja, bajaban, volvian
a subir y bajar, asi tres veces, hasta decaer abruptamente. Las lineas 3, 4, 5 y 6 eran muy pa-
recidas, con unos picos de subida iniciales, hasta configurar una franja de valores medios-altos
y mas picos de subida, algo que pasaba mas en la ultima linea. Luego decaia y volvia a subir y
decaer.
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5356 Tibia izquierda lecho superior (Naringina+colageno)

Linea 5 Linea 6

Las lineas 1, 2 y 3 mostraban, tras una breve subida inicial leve, una gran subida, después se
mantenia en valores medios, luego volvia a subir (algo que se notaba menos en la linea 3) v,
finalmente decaia. La linea 4 mostraba una subida similar pero apenas se apreciaba el segun-
do pico de subida en la franja que si se apreciaban en las demas lineas. Las lineas 5 y 6 eran
similares, tras una pequena subida, mostraban 2 subidas mas a lo largo de la franja, al principio

y al final.
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5153 Tibia izquierda lecho inferior (Naringina+colageno)

Linea 1 Linea 2

Linea 3

Las lineas 1, 2, 3 y 4 eran muy parecidas, tenian una subida importante, mas enla 1y 2, lue-
go se mantenia a niveles medios y volvia a subir antes de decaer. Las lineas 5 y 6 presentaban
una subida inicial mayor que la 3 y 4, por lo demas seguia un patron muy parecido.
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5154 Tibia izquierda lecho inferior (Naringina+extracto de uva)

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

Las lineas 1, 2, 3 y 4 eran muy parecidas, tras subir mucho inicialmente, decaian a nivel me-
dio, se mantenia, volvia a subir a niveles maximos y luego presentaba dos picos de subidas
importantes y bajadas, hasta desaparecer. Las lineas 5 y 6 mostraban, aparte de las caracteris-
ticas anteriores, una franja pequefa al final, estable, en vez de varios picos.

103



5206 Tibia izquierda lecho inferior (Naringina+colageno)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 6

Linea 5

Las lineas 1 y 2 compartian una franja con subida inicial, luego baja y se consolidaba a nive-
les medios, volvia a subir para finalmente desaparecer. Las lineas 3 y 4 mostraban la misma
franja pero sin la fuerte subida inicial, algo que volvia a aparecer en las lineas 5 y 6, con pre-
sencia, ademas, de pequenos picos en medio de la franja.
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5352 Tibia izquierda lecho inferior (Naringina+extracto de uva)

. Linea 2
Linea 1

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

La linea 1 mostraba una pequena franja de subida y bajada, seguida de una subida a niveles
medios, luego se mantenia, descendia abruptamente en la mitad de la gréfica, algo que no su-
cedia en las demas lineas, luego subia y bajaba. La linea 2 el descenso que ocurre en la mitad
de la grafica era menor, algo que se contrastaba también en la lineas 3 y 4, en las lineas 5y 6
no habia tal descenso en la zona media.
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5355 Tibia izquierda lecho inferior (Naringina+colageno)

Linea 1 Linea 2

Linea 3 Linea 4

Linea 5 Linea 6

La linea 1 mostraba una fuerte subida, luego decaia y se mantenia, luego volvia a subir y ba-
jar a niveles maximos y minimos, formando una franja estrecha al final, algo que ocurria tam-
bién en la linea 2. En las lineas 3, 4 y 5 ocurria lo mismo pero la franja final mostraba valores
inferiores a nivel de densidad. La linea 6 mostraba una subida al comienzo y final de la franja

grande, luego aparecia otra pequefia con pequefas subidas y bajadas, por debajo de los valo-
res medios.
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5356 Tibia izquierda lecho inferior (Naringina+extracto de uva)
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Linea 4

Linea 5 Linea 6

La linea 1 mostraba una subida tanto al principio como final de la franja, luego decaia. La li-
nea 2 también mostraba ambos picos, si bien el pico del final de esta franja principal era mas
leve. La linea 3 mostraba un pico que alcanzaba niveles maximos al comienzo de la franja, lue-
go decaia hasta niveles altos para bajar y subir nuevamente de forma breve, antes de desapa-
recer, algo que ocurria también en la linea 4. La linea 5 mostraba una franja que subia al co-
mienzo, se mantenia en términos medios y decaia. La linea 6 presentaba, aparte de la subida

inicial, otro pico de subida antes de decaer, al final de la franja.
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Interpretacion de las graficas, grupos control, concordancia y correlacién anatémica

Un hecho llamativo del analisis de los lechos control es la coherencia que muestra la cortical
contralateral al defecto de manera unanime. Se evidencia un pico mas elevado en esta zona
respecto a la zona del defecto, atribuible en este ultimo caso a la discontinuidad de la cortical,
producto del paso de la trefina.

También se observaba de manera coincidente, tras visualizar los graficos, que la mandibula
es mas densa que el maxilar. Asimismo, se evidencia una llamativa subida en valores de den-

sidad en la zona del incisivo contralateral, en las muestras correspondientes a maxilar y man-
dibula.

A la hora de evaluar las graficas de los lechos control se observaba que de los 7 lechos del
grupo control, tres, concretamente, de los conejos 5153, 5154 y 5352, la curva indicaba un va-
lor bajo al inicio del defecto y luego subia ligeramente. Los otros cuatro, correspondientes a los
sujetos 5352, 5355, 5206 y 5356, tenian un valor en la zona del defecto ligeramente elevado en
la zona del defecto.

A continuacion, mostraremos las graficas y tablas con el score de cada muestra. Recordemos
que (0) significa zona de baja densidad o similar al resto de las regiones, (1+), que existen indi-
cios suficientes que indiquen valores numéricos mas altos y/o estabilidad en la franja de este
tramo, respecto a la zona vecina en el caso de las tibias y contralateral en el caso de maxilar y
mandibula, (2+), que existen indicios claros que indican valores numéricos mas altos y/o estabi-
lidad en la franja de este tramo, respecto a la zona vecina en el caso de las tibias y contralate-
ral en el caso de maxilar y mandibula.
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Tablas y graficas de los lechos que contienen naringina

Score naringina (Tabla 7)

N° Conejo Localizacion Tratamiento Puntuacion Total Score (0) Total Score
del defecto (score) 14y (2+)
5206 Tibia derecha Naringina (1+) 1

lecho superior

5353 Tibia derecha Naringina 2+) 1
lecho superior

5154 Tibia derecha Naringina (2+) 1
lecho inferior

5352 Tibia derecha Naringina 2+) 1
lecho inferior

5153 Tibia derecha Naringina (1+) 1
lecho inferior

5355 Tibia derecha Naringina 0 1
lecho inferior

5356 Tibia derecha Naringina 0 1
lecho inferior

Resumen 2 5

Bl Total Score (1+) y (2+) Bl Total Score (0)

5353

5206
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Resumen naringina

5 score positivos (2 de 1+ y 3 de 2+)
2 score (0)

Score naringina (en %)

@ Total Score naringina (0) @ Total Score naringina (1+) y (2+)
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Tablas y graficas de los lechos que contienen naringina+colageno

Score naringina+colageno (Tabla 8)

N° Muestra Localizacion Tratamiento Puntuacion  Total Score (0) Total Score

del defecto (score) (1+4) y (2+)
5153 Tibia izquierda Naringina (2+) 1
lecho superior +colageno
5356 Tibia izquierda Naringina (2+) 1
lecho superior +colageno
5352 Tibia izquierda Naringina 0 1
lecho superior +colageno
5153 Tibia izquierda Naringina (2+) 1
lecho inferior +colageno
5206 Tibia izquierda Naringina (1+) 1
lecho inferior +colageno
5355 Tibia izquierda Naringina (1+) 1
lecho inferior +colageno
5153 Maxilar Naringina (1+) 1
+colageno
5154 Maxilar Naringina (2+) 1
+colageno
5206 Maxilar Naringina 0 1
+colageno
5352 Maxilar Naringina (1+) 1
+colageno
5353 Maxilar Naringina (1+) 1
+colageno
5355 Maxilar Naringina (1+) 1
+colageno
5356 Maxilar Naringina (1+) 1
+colageno
Resumen 2 11
Il Total Score (+1) y (+2) Hl Total Score (0)



Resumen naringina+colageno (tibias)
5 score positivos (2 de 1+ y 3 de 2+)
1 score (0)

Resumen naringina+colageno (maxilar)

6 score positivos (5 de 1+ y 1 de 2++)
1 score (0)

Resumen naringina+colageno (global
11 score positivos (7 de 1+ y 4 de 2++)
2 score (0)

Score naringina+colageno (en %)

@ Total Score (0) @ Total Score (+1) y (+2)
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Tablas y graficas de los lechos que contienen naringina+extracto de uva

N° Muestra

5154

5206

5355

5154

5352

5356

5153
5154
5206
5352
5353
5355
5356

Resumen

Score naringina+extracto de uva (Tabla 9)

Localizacion
del defecto

Tibia izquierda
lecho superior

Tibia izquierda
lecho superior

Tibia izquierda
lecho superior

Tibia izquierda
lecho inferior

Tibia izquierda
lecho inferior

Tibia izquierda
lecho inferior

Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula

Tratamiento

Naringina+Uva

Naringina+Uva

Naringina+Uva

Naringina+Uva

Naringina+Uva

Naringina+Uva

Naringina+Uva
Naringina+Uva
Naringina+Uva
Naringina+Uva
Naringina+Uva
Naringina+Uva

Naringina+Uva

Puntuacion

(score)

(1+)

(1+)

(2+)

Total Score (0)

Total Score
(1+)y (2+)

Bl Total Score (+1) y (+2)

Bl Total Score (0)
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Resumen naringina+extracto de uva (tibias)

4 score positivos (3 de 1+ y 1 de 2+)

2 score (0)
Resumen naringina+extracto de uva (mandibula)

4 score positivos (3 de 1+ y 1 de 2+)
3 score (0)
Resumen naringina+extracto de uva (qglobal)

8 score positivos (6 de 1+ y 2 de 2+)
5 score (0)

Score naringina+extracto de uva (en %)

@ Total Score (0) @ Total Score (1+) y (2+)
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Resumen global de todas las zonas de experimentacion
Resumen naringina

5 score positivos (2 de 1+ y 3 de 2+).
2 score (0)
Resumen naringina+colageno (global)

11 score positivos (7 de 1+ y 4 de 2++)

2 score (0)

Resumen naringina+extracto de uva (global
8 score positivos (6 de 1+ y 2 de 2+)

5 score (0)

COMPARATIVA POR BIOMATERIALES DE SCORE (0) Y (1+y 2+)

SCORE (0) SUMA SCORE (1+y 2+4)

B Naringina ¥ Naringina+colageno [ Naringina+extracto de uva

COMPARATIVA GLOBAL, 73%
SCORE (1+ Y 2+). 27%
SCORE (0)
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V DISCUSION
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Existe un impacto directo de la pérdida dentaria en la calidad de vida al afectar a la funcién
masticatoria, habla y, en algunos casos, socializacion (Gerritsen et al., 2010). Esto ocurre por
diferentes patologias (quisticas, tumorales o traumaticas) (Martinez y Ozols, 2012) o situacio-
nes que pueden hacer necesario este procedimiento: caries avanzadas, traumatismos, lesiones
endodonticas, defectos del desarrollo o periodontitis avanzadas.

Cuando se produce la pérdida de la pieza o piezas dentarias, se plantean basicamente varias
opciones para rehabilitar funcional y estéticamente la ausencia de las mismas. Una de ellas es
una proétesis dental removible, sea parcial o total. Como ventajas de ella destacamos la hi-
giene, la sustitucion de tejido blando en las zonas estéticas y su coste reducido. Sin embargo,
como desventaja cabe sefalar que, en muchas ocasiones no dan la retencién y estabilidad
deseada, lo que puede sugerir una deficiencia en la efectividad funcional de la prétesis en
comparacion a una dentadura natural, sumado a la pérdida 6sea que su uso conlleva. Segun
Matuz, su eficiencia masticatoria no es mayor al 30% de una dentadura natural. Sin embargo,
en caso de ausencia de hueso y si fuera imposible la colocacién de implantes, si que podria ser
una buena opcion.

Otra opcidn para reponer piezas dentarias perdidas es la proétesis parcial fija dento-sopor-
tada, con una tasa de supervivencia cercana al 90% a 10 afios y 74% a 15 afos. Como venta-
jas de la protesis parcial fija destacamos que no depende del hueso y tejidos blandos, produce
menos miedo al paciente y supone poco tiempo (con pocas citas y poco tiempo de separacion
entre ellas). El problema de la prétesis parcial fija dento-soportada es el tallado de los dientes
que sirven como pilar, con su correspondiente riesgo bioldégico y mecanico, ambos irreversibles.
El motivo mas frecuente de complicacion irreversible es la caries (82,2%), seguida de la pérdi-
da de retencion (15,3%). Sin embargo, si podria estar indicada esta opcién en algunos casos,
como en el caso de dientes posteriores endodonciados o con restauraciones dentarias muy ex-
tensas, aqui las preparaciones dentarias y su correspondiente restauracion protésica pueden
ser un medio para mejorar la resistencia y estructura anatémica. Otra indicacion puede ser
aquellos dientes anexos a brechas edéntulas que presentan, asimismo, alteraciones de planos
oclusales. Los condicionantes médicos, quirdrgicos, psicoldgicos, econémicos e incluso estéti-
cos, por ejemplo, cuando se quiere aprovechar los dientes vecinos de un sector edéntulo ante-
rosuperior para realizar un cambio estético por cuanto a forma o color se refiere, por ejemplo,
pueden ser otra indicacion para emplear prétesis fija dento-soportada.
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Los implantes dentales proporcionan tanto al dentista como al paciente una opcion de trata-
miento alternativa a la protesis fija o removible para sustituir las piezas dentarias perdidas,
siendo la mejor opcidn para reponer la estética y funcién perdida (Misch, 2009) siempre y
cuando haya volumen 6seo tanto en sentido vertical como horizontal, requisito imprescindible
para obtener oseointegracion en los implantes dentales (Nart et al., 2007). Los implantes evitan
la preparacién de los dientes adyacentes (a menudo intactos), reduciendo el riesgo de sensibi-
lidad en los dientes preparados, ademas del beneficio estético (diente natural frente a corona
estética de los dientes preparados) y, lo mas importante, el implante mantiene el hueso en su
sitio.

Los implantes tienen un gran nivel de satisfaccién en los pacientes, tanto en los aspectos fun-
cionales como estéticos, (Sanches et al., 2013). Existe un éxito en implantes endodseos en pa-
cientes parcial o totamente edéntulos, tanto maxilar o mandibula superior al 90% (AAP, 2000).
Por este motivo, son la mejor opcién para reponer las piezas perdidas frente a otras (protesis
removible o puente) (Misch, 2009).

Sin embargo, en caso de deficiencia dsea la colocacién de los implantes puede ser imposible.
Los injertos 6seos se aplican tanto para la reconstruccion de un reborde alveolar inadecuado
tras la pérdida 6sea como para la preservacién de los alveolos, ya que conserva de mejor ma-
nera las dimensiones del reborde residual al compararla con el proceso de cicatrizacion fisiolo-
gica del alveolo sin la utilizacion de biomateriales (Darby et al., 2009), dada la remodelacién

6sea significativa que se da tras una extraccion dental.

El propésito principal de este estudio experimental ha consistido en calibrar y comprender,
mediante respuestas racionales y obijetivas, la efectividad de los procedimientos quirdrgicos
que aplicamos y los resultados en nuestros animales, en este caso, conejos albinos de Nueva
Zelanda, con el fin de valorar su extrapolacion a seres humanos en futuros ensayos clinicos,
enmarcandose nuestro trabajo dentro de las actuales investigaciones y tendencias en el campo
de la implantologia oral. Hemos basado nuestro estudio en el analisis 6seo por medio de TC y
HU, de una manera no invasiva, para valorar la densidad que existe tras la colocaciéon de un

biomaterial.

Debemos tener en cuenta la irreversibilidad del proceso de reduccién de volumen éseo tras la
pérdida de la pieza dental, tanto en sentido horizontal como vertical, que es mayor en el maxilar
superior que en la mandibula y en vestibular que en palatino (Nart et al., 2007), y que repercute
de manera directa en el lecho donde se aloja el implante (Avila-Ortiz et al., 2014). Y, si bien el
hueso es un tejido con capacidad de regeneracion tras sufrir un dafio, mediante mecanismos
osteoformadores, cuando hay pérdidas considerables de tejido 6seo no puede realizar con éxi-
to la restitucion de la integridad del tejido, siendo necesario recurrir al aporte de sustitutivos
6seos para obtener la reparacion.
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Y es que para que el implante sea un éxito tras su colocacién tiene que haber un volumen
Oseo suficiente en altura, anchura y una densidad 6sea adecuada, para que dé lugar a la os-
teointegracion, que es la unién directa entre el hueso y el metal, sin interposicién de tejido no
0seo (Mavrogenis et al., 2009) o “La conexion directa, estructural y funcional entre el hueso
vivo y la superficie del implante sometido a carga funcional” (Branemark et al., 1999) con una
serie de reacciones a nivel celular y extracelular, con procesos osteogénicos similares a los que
ocurren en la reparacion de hueso (Vagaska et al., 2010). Por otra parte, el hueso humano a
partir de los 40 afios, pierde densidad debido a un desajuste en el proceso de remodelado
0seo. La pérdida de densidad se presenta como un adelgazamiento de la estructura trabecular,
la cual amplia los espacios inter-trabeculares (Flores y Ayala, 2012).

Existen trabajos de investigacién desarrollados para minimizar la pérdida ésea post-extrac-
cion, donde al cabo de 6 semanas se ha producido el cubrimiento completo del alveolo por
hueso trabecular (Monje et al., 2007). De hecho, se han propuesto, gracias a investigaciones
hechas tanto in vivo como in vitro durante las Ultimas 2 décadas, numerosas técnicas de au-
mento de tejido (duros y blandos), asi como los enfoques de conservacion cresta (McAllister y
Haghighat, 2007), incluyendo el uso de diversos biomateriales (injertos 6seos, esponjas de co-
lageno, factores de crecimiento y membranas) e incluso células madre, destacando los estu-
dios de de Mankani en el 2001, que muestran la efectividad de las células madre en reparacion
6sea en modelos animales, donde las células madre son reproducidas en laboratorio, cargadas
y transplantadas localmente al sitio del defecto 6seo. Si bien los resultados indican una dismi-
nucién de reabsorcién dsea respecto al grupo control, la reabsorcion es inevitable (Salgado et
al., 2014), aun asi, se considera imprescindible la preservacion del alveolo en zonas estéticas,
siendo el material mas indicado los xenoinjertos (Saletta et al., 2014).

Hoy en dia, el mejor sustitutivo éseo es el denominado autoinjerto 6seo o hueso autélogo o
“gold standard” en cirugia ésea reconstructiva, debido a que hay menos riesgo de rechazo del
injerto, ya que el mismo se origind en el propio cuerpo del paciente (Gémez, 2013), siendo el
unico biomaterial que tiene capacidad ostegénica, osteoinductora y osteconductora, ademas,
evita la transmision de enfermedades y el rechazo inmunitario. Sin embargo, como puntos ne-
gativos destacamos la morbilidad de la zona dadora, la insuficiente cantidad de injerto (Marti-
nez y Ozols, 2012) y la gran reabsorcién y ademas, impredecible, con un alrededor del 60% de
pérdida en injertos en bloque cortico-esponjoso (Gomez et al., 2013). Desde hace décadas
existen numerosas investigaciones en el campo de ingenieria de tejidos, habiéndose caracteri-
zado diversos biomateriales (materiales, elementos, sustancias o compuestos, elaborados con
componentes naturales o artificiales) que pueden tener utilidad para facilitar la regeneracion
Osea, capaces de implantarse en un organismo vivo para reemplazar o reparar un tejido natural
lesionado o irreversiblemente dafado, ya que mimetizan la arquitectura, composicion y/o fun-
cionamiento del tejido original, sin embargo, los mismos presentan carencias siendo un pro-
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blema pendiente de resolver en la actualidad la sustitucion del hueso, existiendo en la actuali-
dad la necesidad de buscar nuevos biomateriales.

Debido a que en implantologia uno de los factores de osteointegracion y éxito mas importan-
tes es la densidad 6sea, seria prometedor poder evaluar este parametro de manera no invasi-
va. Se acusa su importancia tanto antes de la cirugia implantolégica, para calibrar la dificultad o
valorar qué técnica implantolégica deberia ser aplicada, en funcion de la densidad ésea (segun
Clasificacion de Norton y Gamble), como después, para valorar el prondstico y evolucion.

En nuestra practica diaria clinica a nivel implantoldgico, ¢ qué podemos conseguir valorando la
densidad del hueso a intervenir antes de la cirugia implantolégica, con un estudio tomografico y
posterior evaluacion segun Clasificacion de Norton y Gamble, que correlaciona la densidad del
hueso con Unidades Hounsfields?

Existen estudios que correlacionan cientificamente una disminucion generalizada de la densi-
dad 6sea a causa de una enfermedad (osteoporosis) con una equivalencia de hueso tipo IV de
la Clasificacion de Lekholm y Zarb (Flores y Ayala, 2012). En este caso, por ejemplo, preopera-
toriamente podemos informar al paciente que el tiempo de osteointegraciéon sera mayor que en
caso de mayor densidad 6sea. También nos aseguraremos de tener un implante del mayor
diametro posible, que asegure la estabilidad primaria, ademas de preferir un implante cuyo sis-
tema de rosca sea favorable a este tipo de hueso, prefieriendo un implante cénico a uno cilin-
drico, y siendo el diseno macroscopico del implante muy importante en este caso (Nappe y
Montoya, 2008) Intraoperatoriamente evitaremos el avellanado (Cavallaro et al., 2010), evita-
remos carga inmediata (si la densidad es inferior a 350HU) (Cardenas-Erosa et al., 2012), limi-
taremos el numero de fresas y utilizaremos un torque de insercion bajo al colocar el implante
(menos de 30 N-cm) (Concejo et al., 2005). De esta manera, es evidente que el procedimien-
to a seguir sera distinto segun la densidad ésea y el uso del micro-TC seria de gran utili-
dad clinica dado que Jaffin y Berman encontraron que el 35% de los implantes fueron perdidos
después de 5 anos en el hueso tipo IV frente al 3% de los colocados en huesos tipo I, Il y Il en
el mismo periodo (Nappe y Montoya, 2008).

La densidad también puede influir en la cantidad de hueso neoformado, segun cémo se pro-
duce el relleno de cavidades con injertos. Si se compacta cuidadosamente en la cavidad
aumenta la densidad celular, y por ende la cantidad de hueso neoformado y su duracion (In-
fante et al., 2007).

A la hora de valorar la interfase implante-hueso, existen test clinicos que se consideran invasi-
vos y de los que no podemos justificar su uso en humanos, como el método de control de tor-
que de retirada del implante que mide la fuerza de torsién necesaria para romper la interfase
implante-hueso. Otro test clinico invasivo también es la toma de una muestra de la zona im-
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plantada y su posterior medicion microscépica a nivel histolégico e histomorfométrico, para va-
lorar la interfase hueso-implante.

Sin embargo, existen test clinicos no invasivos. EI mas comun para valorar la estabilidad de
un implante usa la técnica radiografica, la cual valora la altura 6sea marginal e identifica areas
radiolucidas periimplantarias. Su limitacién es que s6lo valora cambios en sentido mesiodistal y
representa bidimensionalmente una estructura que existe en tres dimensiones (Infante et al.,
2007).

Otros métodos son el método Periotest® y el sistema de Analisis de la Frecuencia de Reso-
nancia (método Osstell®). Sin embargo, se evidencia la necesidad de mas estudios no inva-
sivos para valorar la estabilidad en implantes y para definir su grado de osteointegracion
(Infante et al., 2007), siendo el estudio densitométrico a través del micro-TC un elemento pro-
metedor.

Los experimentos con animales estan, en general, aceptados por la poblacion. Por ejempilo, el
75% de la poblaciéon en Gran Bretafia lo aprueba siempre que sea con propdsitos de investiga-
cion biomédica (Sondeo realizado por Market and Opinion Research International (MORI) el
afio 2005, a solicitud de Coalition for Medical Progress (CMP) (Vinardell, 2007).

Hemos decidido realizar nuestro modelo experimental in vivo concretamente en defectos
6seos en conejos albinos de Nueva Zelanda, debido a que es dificil extrapolar los resultados
conseguidos tras una investigacion in vitro a la situacion in vivo. De hecho y, segun la Declara-
cion de Helsinki, adoptada en 1964 por la XIIl Asamblea Médica Mundial y revisada en cinco
ocasiones, la investigacion médica en sujetos humanos “debe estar basada en pruebas de la-
boratorio adecuadamente realizadas y en experimentacion con animales” (Rodriguez, 2007). Si
bien, el primer informe de la investigacion experimental en modelo animal fue hecho por el pa-
dre de la fisiologia experimental moderna, Claude Bernard, en 1860 (Watanabe et al., 2014).

Debemos mucho a las contribuciones de los estudios realizados en animales de laboratorio,
entre otros se deben: las vacunas de la rabia (L. Pasteur, 1885), viruela (E. Jenner, 1798), téta-
nos, difteria, tos convulsa y poliomielitis; el desarrollo de diversos antibitticos, la insulina y el
conocimiento de las bases genéticas de la herencia, los avances de la investigacion en cancer,
cardiologia, trasplantes de érganos, Sindrome de inmunodeficiencia adquirida o en la enferme-
dad de Alzheimer (Hernandez, 2006).

Es obvio que los resultados obtenidos entre las distintas especies, asi como entre éstas y la
especie humana, son diferentes. Pero es también cierto que, en la especie humana, no hay un
solo modelo, y que también influyen multiples factores (edad, sexo, condicion fisiolégica o pato-
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l6gica, etc). Los modelos animales se utilizan para entender “lo que sucede” y elaborar hipéte-
sis para aplicarlas en ensayos humanos con suficiente seguridad (Moran, 2007).

Tenemos que tener en cuenta que, en el campo de los biomateriales, antes de determinar si
un nuevo material posee estabilidad mecanica y es biocompatible para su uso clinico in vivo,
hay que valorar su citocompatibilidad en las pruebas in vitro (Richards et al., 2001). Se acepta
que la prueba in vitro se utiliza principalmente como una primera etapa para evitar el uso inne-
cesario de animales en el ensayo de materiales citoldgicamente inapropiados (Al Pearce et al.,
2007).

Es muy importante destacar que los cultivos celulares de ninguna manera reproducen la di-
namica del hueso vivo / el medio ambiente en la superficie del implante (Coelho et al., 2009), y
para tal fin, los modelos animales y subsiguientes ensayos clinicos (Groth et al., 1995) se
muestran como la opcién mas fiable en la actualidad.

Los animales mas utilizados para la investigacion con implantes dentales son ratas, conejos,
ovejas, perros, cerdos y primates no humanos. Entre los factores considerados para determinar
qué modelo animal es el mas apropiado para un protocolo de investigacion destacan, en parti-
cular, aquellos que guarden similitud con los seres humanos, respecto a la zona de experimen-
tacion, bajo condiciones fisioldgicas y patolégicas, asi como la disponibilidad de un gran nime-
ro de especimenes. Otras consideraciones incluyen la aceptacion de la sociedad, el coste, dis-
ponibilidad, edad, tamano (la colocacion de implantes multiples para la comparacion), la tole-

rancia a la cirugia y el cautiverio, la vivienda y la proteccion de animales.

El conejo es utilizado fundamentalmente en la produccion de antisueros; farmacologia, toxi-
cologia, teratogenicidad y reproduccion (Hernandez, 2006). Se utiliza en aproximadamente el
35% de los estudios de investigacion musculoesqueléticos (Neyt et al., 1998). Sin embargo, los
huesos de conejo comunmente utilizados, tales como la tibia y el fémur son de los modelos
menos similares en comparacion con los humanos. Las macroestructuras 6seas son significati-
vamente diferentes (sobre todo cuando se compara la cantidad de hueso trabecular del hueso
alveolar de humanos con huesos largos de conejo); también la micro-estructura, y la cinética
(Coelho et al., 2009). El conejo tiene, en comparacion con otras especies (primates y algunos
roedores), el recambio 6seo mas acelerado (Castaneda et al., 2006; Newman et al., 1995).
Esto puede hacer que sea dificil extrapolar los resultados de estudios realizados en conejos
sobre la probabilidad de una respuesta clinica humana (Al Pearce et al., 2007).

Por lo tanto, la extrapolacion de los resultados obtenidos en estudios en conejos en relacion
con los seres humanos es un reto y debe ser realizado cuidadosamente (Coelho et al., 2009).
No obstante, se utilizan comunmente para la deteccién de materiales de implante antes de la
prueba en un modelo de animal mas grande (Al Pearce et al., 2007).
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Entre las ventajas de este modelo animal encontramos, ademas de su facilidad de manejo y
tamafno, que alcanza la madurez esquelética alrededor de los 6 meses de edad, (Gilsanz et al.,
1988). Destacamos que es docil y no agresivo, facilitando su manejo y observacion. Precisa
una alimentacion sencilla (Fuentes et al., 2010), es ampliamente criado, y ademas, es muy
econdmico en comparacion con el gasto de animales mas grandes, tanto en su obtencion como
su mantenimiento (instalaciones mas elaboradas y caras). Tiene ciclos vitales cortos (gesta-
cion, lactancia, pubertad) y un rapido metabolismo éseo, permitiendo obtener muestras a corto
plazo para su estudio. También presentan una elevada resistencia a infecciones presentando
calidad y cantidad de anticuerpos (Fuentes et al., 2010).

Entre sus mayores inconvenientes destaca su tamafio, limitado por cuanto al tamaifio y al nu-
mero de implantes, que segun el estandar internacional para la evaluacion biolégica de disposi-
tivos médicos es un maximo de 6 implantes por conejo (norma internacional ISO 10993-6,
1994), siendo la mitad del nimero maximo de implantes recomendadas para ovejas, perros,
cabras y cerdos (Al Pearce et al., 2007).

Otro modelo animal a destacar en la investigacion de implantes dentales seria el modelo ca-
nino (Coelho, 2009), que se utiliza mucho en el sector dental y musculoesquelético. Asimismo,
los macacos y los perros parecen ser los modelos de eleccion de los estudios preclinicos de la
enfermedad periodontal y los procesos dentales, por ejemplo, en los molares, asociados a la
pérdida de masa ésea, ya que son similares al de los humanos a nivel estructural, fisiolégico y
anatémico (Bagi et al., 2011). Neyt et al. (1998) encuentra que los perros y gatos se utilizaron
en el 1% de la investigacién musculoesquelética entre 1991 y 1995, revisién confirmada por
Martini et al. (2001), quien informa de que entre 1970 y 2001, en el 9% de los estudios ortopé-

dicos fueron los perros los utilizados como un animal modelo.

El hecho que los perros pueden formar parte activa en los protocolos de recuperacion es una
de las ventajas mas destacadas. Su condicién de animales de companiia es el punto mas con-
trovertido desde el punto de vista ético en la investigacion médica.

Aerssens et al. (1998) encontré mas similitud en la composicion 6sea entre el perro y el hu-
mano en un estudio que examinaba las diferencias en la composicién 6sea, la densidad y la
calidad entre diferentes especies (humanos, perros, ovejas, cerdo, vaca y pollo). No obstante,
hay que acoger estos datos anteriores con cautela, toda vez que existe una diferencia evidente
en la tasa de remodelacién entre ambas especies. Asi, cambios asociados a los implantes de
manera evidente en un modelo canino puede no serlo en el ser humano por la menor tasa de
remodelacién en éste ultimo (Bloebaum et al., 1991; Bloebaum et al., 1993).
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En 1993 se produjo el primer encuentro del Centro Europeo para la Validacion de Métodos
Alternativos [European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM)], en el que se
decidié que era prioritaria la implementacion de “las tres erres” (reemplazo, reduccién y refina-
miento) (Jar, 2014), concepto presentado por primera vez en 1959, en el libro titulado “Los prin-
cipios de las técnicas de experimentacion animal humano”, escrito por William Russell y Rex
Burch (Watanabe et al., 2014; Jar, 2014). El “reemplazo” consiste en la sustitucion de animales
mas grandes por otros mas pequefios. La “reduccién” consistiria en limitar el numero de anima-
les al minimo que permita llegar a los resultados buscados. Y con el “refinamiento” se mide y
controla, mediante analgésicos, anestésicos y tranquilizantes, el dolor y estrés, aplicando, si es
necesario, la eutanasia anticipada. El costo y la conveniencia no pueden anteponerse a estos
tres principios y las autoridades regulatorias deberian vigilar su cumplimiento (Jar, 2014).

En la busqueda de biomateriales hemos determinado que aquel que se emplea como sustituto
6seo ha de poseer una serie de requisitos; bioabsorcion, biocompatibilidad, osteoconduccién/
osteoinduccién, estructuralmente similar al hueso, facil manejo, relacion coste/efectividad ade-
cuada (Tatay et al., 2008).

Tenemos que tener en cuenta que el uso de productos naturales en las investigaciones como
agentes biomédicos esta muy extendido. Nosotros nos hemos fijado en el grupo de flavonoides
citricos, presentes de forma amplia en el reino vegetal (las naranjas, mandarinas, pomelos y
citricos acidos, como son también la bergamota y el limén) y consumidas en la dieta de una
manera segura, hasta tal punto que se han creado productos farmacéuticos con sustancias
bioactivas con flavonoides para su consumo. Este grupo, si bien han sido estudiados durante
décadas de investigaciones, algunos los mecanismos celulares involucrados en su accion bio-
I6gica aun no se conocen totalmente.

De los flavonoides citricos, destacamos sus propiedades antioxidantes, con efectos biolégicos
sobre la diabetes y las enfermedades cardiovasculares (antitrombdticos, antiisquémico, antioxi-
dante, y vasodilatador), cancer, neurodegenerativas, hasta las inflamatorias crénicas y alérgi-
cas, entre otros.

Dentro de los flavonoides citricos, hemos prestado atencion especial, por su protagonismo en
estudios relacionados con el hueso, a la naringina, descubierta en 1857, encontrada en altas
concentraciones en los pomelos, naranjas amargas, y en uvas, teniendo una facil disponibilidad

tanto en la dieta como en los métodos de extraccion industrial para su aislamiento y consumo.
El objetivo de esta investigacion ha sido profundizar en el papel de este flavonoide en el hue-

S0, ya que tenemos la experiencia previa de estudios exitosos realizados con este flavonoide

en el hueso, tanto in vitro como in vivo.
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La finalidad de este trabajo ha sido poder estudiar la regeneracion 6sea con un flavonoide
como es la naringina en combinacién con colageno y de una amalgama resultante entre la
combinacién entre la naringina y extracto de uva, tanto en grandes como en pequefios defec-
tos, para valorar su papel en los cambios densitométricos que se pudieran dar en el hueso.

Nuestro objetivo era interpretar, por cuanto a densidad se refiere, los efectos que tienen los
biomateriales en el hueso, respecto al grupo control, de una manera no invasiva, al contrario
que otras técnicas, como la anatomia patoldgica, ya que nuestro fin ultimo es determinar la ca-
lidad de hueso en un paciente humano y, como sabemos, no sélo es importante la cantidad de
tejido 6seo sino también la densidad, medido en unidades Hounsfield (HU).

Ya hay antecedentes de estudios que relacionan un alto consumo de frutas y hortalizas y la
mejora de la densidad 6sea mineral. Dado que en los citricos hay muchos tipos de flavonoides,
interesa delimitar el papel de cada uno en la mejora de la densidad 6sea mineral, en caso de
que exista. En Estados Unidos, se examinoé la asociacion entre la ingesta habitual de subclases
de flavonoides y la densidad mineral 6sea (DMO) en una cohorte de gemelas, con un total de
3160 mujeres, mediante un cuestionario semicuentativo de frecuencia alimentaria con posterior
evaluacion densitométrica. Se asocio positivamente con la DMO, con efectos observados para
las antocianinas y flavonas tanto en la cadera como en la columna vertebral (Welch et al.,
2012).

Los flavonoides citricos tienen efectos a nivel general del organismo, asi, existen productos
con presencia de flavonoides citricos que han sido ampliamente utilizados por los grupos étni-
cos de la India para tratar la inflamacion, reumatismo, dolor de cabeza, fractura dsea, ictericia,
etc, como la Drynaria quercifolia (que contiene un 1,2% de naringina y un 0,02% de su aglicona
naringinena). En este experimento, se administré Drynaria quercifolia por via oral a ratas Wistar
y ratones albinos Swiss y a los que previamente se les habia provocado un edema en la pata.
Se contrastd, tras medir diariamente el volumen del edema y tiempo de lamido de la pata, el
efecto analgésico y antiinflamatorio de este producto, observandose una reduccién significativa
del tamafio del edema. También resaltamos de este estudio la busqueda de posibles sintomas
toxicos, asi, todos los animales se observaron continuamente durante las primeras 3 h y luego
1 h intermitentemente hasta 24 h durante 7 dias después del tratamiento. El objetivo fue detec-
tar, aparte de mortalidad, cambios de comportamiento como convulsiones, hiperactividad, pér-
dida de pelo, frecuencia respiratoria, ingesta de alimentos y agua y cualquier otra anomalia re-
levante. Se concluyd que la administracion oral de D. quercifolia hasta 5 g / kg no produjo nin-
gun cambio de comportamiento ni letalidad (Anuja et al., 2010).

Otro efecto general del flavonide citrico en el organismo es el papel como captador de radica-
les libres (responsables de la induccion de dafios en el ADN cellular). En este estudio realizado
en ratones, se administré naringina a una concentracion de 2 mg/kg a ratones previamente a
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su irradiacion con rayos gamma. Se contrastd, tras el estudio al cabo de unas horas de la irra-
diacién, el efecto antioxidante y anticancerigeno de la naringina al reducir el dafio inducido por
las radiaciones (Jagetia et al., 2003; Jagetia y Reddy, 2002).

En la linea de investigacion anticancer, Miller y cols. evaluaron la actividad antineoplasica de
seis flavonoides citricos. Este experimento realizado con hamsters, se hizo aplicando tépica-
mente las soluciones de los flavonoides (2,0-2,5%) y la solucion del carcinégeno 7,12-dimetil-
benzoantraceno o (DMBA), en la mejilla de los roedores. Naringina y la naringenina disminuye-
ron significativamente el numero de tumores. La naringina también disminuy6 significativamen-
te el tamano o peso del tumor (Miller et al., 2008).

No sélo es importante determinar la efectividad del flavonoide citrico objeto del estudio, sino
cual es la concentracién 6ptima. Asi, destacamos un estudio con naringina en la linea de efec-
tos protectores de la radiacién (radioprotectores), donde diferentes concentraciones de naringi-
na (0, 0,5, 1, 2, 4, 6 y 8 mg/kg de peso corporal) se administraron a ratones para valorar los
efectos protectores en la médula dsea frente a la radiacion gamma (exposicién de 2Gy), la do-
sis 6ptima fue la de 2mg/kg (Jagetia y Reddy, 2002).

Para evaluar la actividad antimutagénica de la naringina se ha utilizado en este estudio de At-
tia (2008) la lomefloxacina, que es un farmaco utilizado en el tratamiento de diversas enferme-
dades infecciosas, pero tiene actividad mutagénica como efecto no deseado. Se utilizaron 70
ratones albinos suizos blancos machos adultos de 10-12 semanas de edad. Ademas de la ad-
ministracién de este farmaco, los ratones se dividieron en varios grupos de 10 miembros cada
uno y se administré tratamiento con naringina en diferentes dosis (5 y 50 mg/kg) en algunos
grupos. Los animales fueron sacrificados 24 h después del tratamiento con lomefloxacina vién-
dose que la naringina no fue ni genotdxica ni citotoxica a las dosis ensayadas. El pretratamien-
to con naringina se tradujo en una disminucién de la mutagénesis ocasionada por lomefloxaci-
na en estos animales, de forma dosis-dependiente (Attia, 2008). El hecho de que la naringina
es un antioxidante seguro y facilmente disponible hace necesaria la amplicacion de estudios

que indiquen su interaccién con las drogas.

Como vemos, existen estudios que demuestran una serie de efectos biolégicos de flavonoides
citricos sobre el organismo, ahora veremos algunos en los cuales tienen efectos sobre el hue-
so. Drynariae rizoma tiene la naringina como componente principal. Este estudio se realizé con
ratas y se llego a la conclusién de que la Drynariae rizoma podria reducir la reabsorcion 6sea
en el hueso alveolar. Este producto también ejerce un efecto osteogénico en los osteoblastos.
El estudio in vivo indico un valor elevado de densidad 6sea mineral en los tejidos periodontales
de los grupos que contenian naringina después de 10, 20 y 30 dias de perfusion (p <0,05)
(Chen el al., 2011). Si bien el estudio tiene una aplicacién breve de tiempo, convendria hacer
estudios mas longevos para ver el efecto de Drynariae rizoma sobre la densidad mineral ésea.
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La naringina también se utilizé aqui, donde Chen et al (2013), afiadieron una concentracion
predeterminada de naringina a un compuesto llamado GGT, dando como resultado el llamado
GGTN (el mismo GGT pero con naringina). Se evalud el potencial de los materiales compues-
tos en la reparacion de defectos 6seos en la béveda craneal de conejos y se compar6 in vivo
su respuesta biolégica. Se observd que la concentracion mas eficaz de naringina era 10 mg/
mL. El analisis radiografico revel6 mayor crecimiento de hueso nuevo en el material compuesto
GGTN que en el compuesto GGT, a las 2, 4 y 8 semanas después de la operacion. Por lo tanto,
se concluy6 que el material compuesto GGTN es muy prometedor para el uso como un mate-
rial de injerto 6seo (Chen, 2013).

Hay veces que para valorar la mejora, o no, de densidad mineral ésea, hay que provocar una
patologia en un modelo experimental animal. Asi, en este caso, se realizé una ovariectomia
para provocar una bajada de la densidad 6sea (osteoporosis). A continuacion, se administraron
a varios grupos de ratones durante 6 semanas 2 dosis de naringina, una (0,2 mg por gramo y
dia) y otra de (0,4 mg por gramo y dia). Tras ello, se midieron las densidades éseas trabecula-
res y corticales del fémur izquierdo, tibia y columna lumbar regién L1, con una maquina StraTec
XCT2000. Se contrasté que aquel grupo de ratones ovariectomizados que recibié la dosis mas
baja de naringina (0,2 mg por gramo y dia) aumento significativamente la DMO total del fémur
distal y la DMO trabecular de la tibia proximal en un 12 y un 26% respectivamente, mientras
que el grupo de ratones ovariectomizados que recibié una dosis mas alta de naringina (0,4 mg
por gramo y dia) aumento significativamente la DMO total en los tres sitios en un 15-19%, asi
como la DMO trabecular del fémur distal en un 17% (Pang el al., 2010). En esta linea observa-
mos también una mejora de densidad 6sea mineral en ratas en este estudio que describiremos
a continuacion. En este caso vy, tras inducir durante 14 dias a la osteoporosis con acido retinoi-
co (in vivo), se contrasté que aquellas ratas tratadas con naringina tenian una densidad mineral
mayor en el fémur que aquellas no tratadas. Ademas, las tratadas con naringina tuvieron una

menor actividad de la fosfatasa alcalina en suero (Wei et al., 2007).

Chiba et al (2003) también aplicaron la ovariectomia, en este caso sobre ratones, para ver los
efectos de otro flavonoide citrico, en este caso hesperidina. Tras su ovariectomizacion y admi-
nistracion de una dieta que contenia hesperidina durante 4 semanas, se procedié a su sacrificio
y posterior analisis de los datos. La administracion de hesperidina no afectd el peso uterino y
se contrasté que la misma impidié significativamente la pérdida ésea, consecuencia de la ova-

riectomizacion, respecto al grupo control (Chiba et al., 2003).

Con hesperidina también se realizé este estudio con ratas ovariectomizadas jovenes (3 me-
ses) y adultas (6 meses), alimentadas a base de una dieta con caseina y complementadas, o
no, con hesperidina al 0,5% durante 3 meses. En los animales tratados se observé una inhibi-
cion parcial de la pérdida 6sea en las ratas adultas debido a la ovariectomia, la inhibiciéon fue
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completa en el caso de las ratas jovenes. Como valor positivo afiadido, hubo una disminucion
de lipidos que, junto con los beneficios de los huesos obtenidos con la hesperidina lo convier-
ten en un atractivo agente de la dieta para la gestién de la salud de las mujeres postmenopau-
sicas (Horcajada et al., 2008).

Si queremos valorar de forma cuantitativa y no cualitativa a través de la densidad, sino direc-
tamente la cantidad de hueso formado, entonces destacariamos el trabajo publicado por Wang
et al., (2006), donde se realizaron veinte defectos 6seos de 5 mm x 10 mm en el hueso parietal
de 14 conejos blancos de Nueva Zelanda. En el grupo experimental, 5 defectos fueron injerta-
dos con la solucion de naringina mezclado con matriz de colageno y 5 defectos fueron injerta-
dos con hueso autégeno endocondral. En los grupos de control, 5 defectos fueron injertados
s6lo con matriz de colageno (control activo) y 5 habian quedado en blanco (control pasivo). Los
animales fueron sacrificados a los 14 dias vy, tras el analisis de las muestras, se determiné que
un total de 284% y 490% mas de hueso nuevo estuvo presente en los defectos injertados con
naringina en matriz de colageno que aquellos injertados con hueso y colageno, respectivamen-
te. Concluyeron que la naringina en matriz de colageno tiene el efecto de aumentar la forma-
cion de hueso nuevo a nivel local y puede ser utilizado como material de injerto 6seo (Wong y
Rabie, 2006a; Wong y Rabie, 2006b).

Si queremos comparar los efectos sobre el hueso de dos flavonoides citricos, bien de forma
aislada o combinada, entonces acudimos a este estudio realizado sobre roedores (Habauzit et
al., 2011). Estos animales fueron tratados durante 3 meses con una dieta de caseina en com-
binacién con hesperidina (0,5%), naringina (0,5%) y combinacién de ambas (0,25% de cada
flavanona). Transcurrido este tiempo, se vié una mejora significafiva de la integridad del hueso
del fémur como reflejan los valores de |la densidad mineral total y regional ésea. Los que mayor
efecto experimentaron fueron los tratados con hesperidina, seguidos de los tratados con narin-
gina, que mejord sélo en lugares especificos; finalmente, la combinacién de hesperidina y na-
ringina no aporté efectos positivos. Ademas y, de forma sorprendente, los niveles plasmaticos
circulantes de naringina (8,15uM) era cinco veces mayor que la hesperidina (1,44uM) a dosis
equivalentes (0,5%) y se observd una reduccién lineal de los niveles plasmaticos en la co-ad-
ministracién (0,25% cada uno). También se observaron efectos antiinflamatorios en los tres
grupos (Habauzit, 2011). Podemos deducir entonces que hay una ausencia de competencia por
sus sitios de absorcion intestinal y el metabolismo.

En este estudio, se aplicaron tres bioflavonoides. Wood (2004), compard la influencia de ruti-
na, quercetina y naringina en la dieta, durante 42 dias en 40 ratas jovenes albinas macho, con
una concentracion de 0,57% de cada uno a expensas de la glucosa. Tras el analisis de las dis-
tancias en el craneo, se observe una reduccion de la distancia de la cresta 6sea alveolar del
molar y la union cemento-esmalte respecto a los grupos control, lo que indicaba que los trata-
mientos favorecian el desarrollo alveolar en ratas macho jovenes, ademas, el grupo de naringi-
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na fue el que obtuvo la distancia mas baja, excepto en la regién lingual, respecto a quercetina y
rutina (Wood, 2004).

Analogamente con el estudio anterior, el mismo autor y al afio siguiente (Wood, 2005), estudio
los efectos de las dietas suplementadas con 0,09%, 0,18%, 0,36% y 0,72% de naringenina, a
expensas de la glucosa, en 40 ratas jovenes, repartidas en cinco grupos, por un periodo de 42
dias. Se analizaron los craneos de los roedores durante el desarrollo alveolar, puntuandose la
distancia de la cresta 6sea alveolar molar a la union cemento-esmalte. A mayor dosis de narin-
genina, menor distancia existia entre la cresta 6sea alveolar del molar y la unién cemento-es-
malte, con diferencias estadisticamente significativas (Wood, 2005).

Si bien existe poca bibliografia en relacion a la densidad ésea y el uso del micro-TC, podemos
destacar varios estudios en humanos y animales. Ademas, segun el lugar especifico del estu-
dio con el micro-TC, los resultados son coherentes con la distribucion real de la densidad mine-
ral del hueso, asi, se asocian valores HU mas altos en la zona de la diafisis respecto a otros
mas bajos, como en el cuello de la cabeza femoral (Ramirez et al., 2013). A nivel oral, también
existe correlacion entre los distintos lugares de la mandibula y maxilar con la densidad 6sea.
En un estudio, se evaluo la correlacion entre la densidad ésea y la micro arquitectura tridimen-
sional del hueso trabecular en treinta y cuatro especimenes de huesos de mandibula de cada-
ver humano. Con el uso de micro-TC, se relacioné la fraccion de volumen éseo (BV) y el valor
de densidad mineral 6sea (DMO) con los parametros de micro-arquitectura tridimensional, que
representan la calidad del hueso trabecular, dentro de un volumen determinado. Se contrasto
una diferencia significativa entre el maxilar y la mandibula. Todos los parametros de micro ar-
quitectura fueron mas altos en la mandibula, hasta 3,3 veces mayores que los del maxilar su-
perior (Kim y Henkin, 2015).

Gracias a los grupos control empleados en nuestro estudio pudimos ver el estandar de una
cicatrizacién tras una injuria ésea, en nuestro caso, la realizacién de un lecho quirurgico, con-
trastando una correlacion entre la regién anatémica y el valor marcado en el histograma. Sirva
como ejemplo la cortical contralateral en las tibias respecto al defecto, con valores claramente
mas elevados, debido a la mineralizacion. Si bien han transcurrido 6 meses, en la zona del de-
fecto no se produce una reparacion tras el trauma que restituya una cortical idéntica a la que

existia antes de la intervencion.

Una importante correlacién también se ha observado en los maxilares y mandibulas, aunque
aqui no se aplicaron grupos control, donde se aprecia un valor muy elevado que destaca en
todos los histogramas, correspondiente a la regién del incisivo contralateral. Este hecho entra-
ria dentro de la l6gica, aunque no sea un modelo experimental humano, ya que los dientes po-
seen los tejidos mas duros del cuerpo humano, los cuales estan compuestos de tres tejidos du-
ros que son la dentina, el esmalte y el cemento y un tejido blando que es la pulpa. Si bien el
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esmalte muestra una elevada dureza debido a la fase inorganica del esmalte maduro, que es
el 95% del peso total (Chavez et al., 2011), es la dentina el tejido que ocupa la mayor parte del
diente y la cual esta conformada por 50% de material mineral (Hidroxiapatita), 35% de material
organico (Colageno tipo 1) y 15% de agua. También es verdad que existe una disminucion de la
dureza del diente humano conforme se avanza de la dentina superficial a la profunda, atribuible
al hecho de que el nimero de tubulos dentinarios aumenta conforme nos acercamos a la pulpa
(Saha et al., 2017). En este sentido, se han reportado valores para la densidad de tubulos entre
15.000 y 24.000 tdbulos/mm2 para la dentina superior; entre 35.000 y 40.000 tdubulos/mm2
para la dentina media; y entre 43.000 y 65.000 tubulos/mm2 para la dentina inferior (Montoya y
Ossa, 2013)

Para el estudio de los histogramas hemos considerado que, en el maxilar superior, en la zona
anterior, existe un hueso con poco trabecular disponible y muy corticalizado debido a la cortical
del conducto palatino anterior, los apices de los incisivos centrales, el hueso palatino y la espi-
na nasal anterior. En el extremo contrario, Norton y Gamble indican que algunas tuberosidades
presentan valores negativos (<0 HU) debido a su alto contenido de grasa en médula (Norton Mr
et al., 2001). También se ha observado que puede haber grandes diferencias o saltos de densi-
dad en un espacio muy reducido (de pocos milimetros) y que puedan existir areas mas minera-
lizadas al lado de otras menos densas, sin solucién de continuidad entre ellas, tanto en hueso
maxilar como mandibular. Por este motivo, hemos puesto especial cuidado en delimitar la zona
del defecto mediante lineas para no abarcar estructuras anatdomicas que podrian interferir en la
interpretacion de los resultados y, dentro de los histogramas, escoger aquellos cuyas lineas
pasen visualmente por la zona del defecto, dejando las demas para orientarnos.

Algunos estudios que indican que el uso del micro-TC se presenta como una prueba obje-
tiva, no invasiva y que valida de manera cientifica la densidad 6sea son éstos. Hofstaetter
et al (2006) indujeron osteonecrosis quirdrgicamente en cabeza femoral en 17 conejos machos
adultos, utilizandose el lado contralateral como control. A las 4 semanas no se encontraron
cambios en la microarquitectura en la cabeza femoral ni en el acetabulo. A los 6 meses el pro-
ceso de reparacion condujo a un aumento de la masa ésea en la region trabecular de la cabeza
femoral. Sin embargo, se observé una disminucion en la densidad mineral 6sea volumétrica y
un aumento en la porosidad en la region subcondral compacta y cortical de la cabeza femoral
osteonecrética (Hofstaetter et al., 2006). Bouchgua et al (2009) realizaron un estudio sobre os-
teoartritis en conejos con equipo clinico de tomografia computerizada, y evaluaron los cambios
que existian en la densidad mineral 6sea a diferentes profundidades en el fémur y la tibia in
vivo y de forma no destructiva. Se analizaron las articulaciones de las rodillas de los conejos,
10 con transeccién del ligamento cruzado anterior y contralateral, y 6 como grupo control no
operados, realizandose mediciones hasta 3 meses después. Este estudio reporté una disminu-
cion significativa en la densidad mineral 6sea subcondral asociada con la progresion temprana
de osteoartritis en un modelo animal (Bouchgua et al., 2009).
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En la linea que afecta a la valoracion con TC de la interfase implante-hueso, destacamos un
estudio realizado sobre 28 pacientes (18 mujeres y 10 hombres), que tenian indicacion de ex-
traer sus premolares inferiores y, en su lugar, colocar implantes dentales inmediatos. En este
caso, se dividieron al azar en dos grupos iguales (14 pacientes cada uno). El grupo A recibié
implantes dentales inmediatos sin material de relleno alrededor de los implantes, mientras que
en el grupo B se insertd un biomaterial que rellené los huecos 6seos alrededor de los implan-
tes, en concreto, una mezcla de particulas de fosfato beta-tricalcico multiporoso de fase pura
(beta-TCP), con un diametro de 500-1000 uym (Cerasorb M, Curasan AG, Lindigstrasse, Klei-
nostheim, Germany), con una solucion salina normal estéril. Tres y seis meses después de
cargar los implantes, se realizé una TC, sagital y coronal, cuya precision y reproducibilidad para
medir la densidad 6sea alrededor de los implantes esta contrastada, evitando la biopsia 6sea.
El analisis estadistico de los datos recogidos indicé un aumento significativo en las mediciones
de la densidad 6sea de 3 a 6 meses sdlo en el grupo B (p <0,05). Ademas, la diferencia entre el
grupo A y B en las mediciones de densidad ésea alrededor de los implantes fue estadistica-
mente significativa (P <0,05) a s6lo 6 meses después de la carga (Emad, 2013). Gracias a los
valores densitométricos obtenidos con la TC podemos deducir que este biomaterial (beta-TCP)
no interfiere en la cicatrizacion 6sea cuando se coloca en los huecos 6seos alrededor de im-
plantes dentales inmediatos, siendo un material biocompatible. Ademas, es contrastable el au-
mento de densidad con el biomaterial respecto al grupo sin relleno, lo que haria interesante su
uso como biomaterial. También observamos que, conforme pasan los meses, aumenta el valor
numeérico de la densidad, lo que indica la conveniencia de realizar estudios prolongados en
el tiempo. Como sustituto éseo sintético, se podria ampliar su estudio usando diferentes formas
y tamanos en las particulas, con distintos niveles de porosidad y solubilidad, para ver su mejora
0 no, en valores densitométricos (Emad, 2013). En nuestro experimento seguimos esta linea, y,
seis meses después de la cirugia, evaluamos los cambios densitométricos a nivel éseo para
valorar el efecto de los diferentes grupos de biomateriales.

Para saber los tiempos de cicatrizacion dsea tras practicar un lecho 6seo en nuestro mode-
lo experimental animal destacaremos un estudio donde se evalud histolégicamente la evolucion
de la cicatrizacion 6sea en lechos control en la cresta iliaca de 16 conejos machos de Nueva
Zelanda, a las 4, 8, 12 y 16 semanas (Dominguez et al., 2007). A las 4 semanas se observaba
en la cresta iliaca del grupo control un hueso suave constituido por la matriz extracelular en
porcion organica laxa depositada por osteocitos y osteoblastos. También era observable la for-
macién del hueso nuevo a partir de la periferia hacia el centro de las trabéculas. A las 8 sema-
nas se observaba la matriz extracelular granular sobre la cual se localizaba un niumero reduci-
do de osteocitos. A las 12 semanas se distinguia un acomodo en osteonas de la matriz extra-
celular granular, la cual continuaba calcificandose y observaba la formacién de lagunas y de
conductos de Havers. A las 16 semanas se observaba condensacion de la matriz extracelular
granular que continuaba con la formacién de lagunas producto de su calcificacion. En otro es-
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tudio realizado con el mismo fin, esta vez realizado en tibias de conejos, se evidenci6 a las 8
semanas en el grupo control una extensa formacién dsea, cuya extensién aumentoé al cabo de
12 y 16 semanas (Martinez et al., 2009). En la linea de que de manera no invasiva podemos
obtener informacion relevante con el micro-TC en lo referente a la cicatrizacién 6sea en un
tiempo relativamente largo también hay un experimento con ratas, donde se establecieron 2
grupos, un grupo donde sus sujetos presentaban osteoporosis inducida y otro grupo sin esta
patologia. A ambos grupos se les practico una fractura en el eje medio del fémur. En el caso del
grupo osteoporético se realizd la fractura a los tres meses de la ovariectomia. Se estudié su
evolucion en términos de densidad al mes, dos meses y tres meses. La densidad ésea mineral
fue significativamente menor en el grupo osteoporoético al cabo de dos meses en comparacion
con el grupo control, lo que indica un retraso en la cicatrizacién 6sea, algo que en estudios hu-
manos también sucede. A los tres meses los datos del Micro-TC indicaron que el callo 6seo y el
hueso recién formado eran aproximadamente un 20% mas bajos en el grupo osteoporotico
respecto al grupo control (Y. Hao et al., 2007)

Hay estudios que reflejan la conveniencia de realizar mediciones densitométricas cada cierto
tiempo, como éste, donde a 24 conejos adultos de raza blanca de Nueva Zelanda se les practi-
c6 una transeccion del ligamento cruzado anterior, en la rodilla izquierda y los 11 restantes, de
un total de 35, se les mantuvo como grupo control. Los animales operados fueron sacrificados
al mes, dos meses y 3 meses de la intervencién. En el examen de micro-TC, la articulacién fe-
morotibial de conejos a los que se les practicé la intervencion indicd una disminucion de la den-
sidad mineral 6sea a las 4 y 8 semanas, que volvié a los valores de control 12 semanas des-
pués. Ello indica que la densidad disminuye drasticamente (un 30% de reduccién) después de
la cirugia y, a diferencia de otras investigaciones en otros modelos animales, regresa a los va-
lores de control 12 semanas después de la cirugia. Destacamos el factor tiempo por el cambio
densitométrico que indicé un cambio de tendencia de los valores del micro-TC, a los tres me-
ses, en contraposicién a los valores obtenidos a los dos meses (Danika et al., 2004). En esta
linea, Rudert (2002) es partidario de periodos de seguimiento en algunos estudios de al menos
6 meses y, si los resultados son prometedores, debe elegirse un periodo de seguimiento de al
menos 12 meses. El motivo que esgrime es que se da un aumento de los cambios degenerati-
vos después de 48 semanas en todos los animales, incluso degeneracion de reparaciones de
defectos osteocondrales que seguian aumentando 12 meses después de la intervencion inicial
(Rudert, 2002). Una limitacion de nuestro estudio seria precisamente, no poseer informacion de
los estadios mas precoces de cicatrizacion.

Un estudio muy parecido al nuestro, fue realizado sobre diez conejos de Nueva Zelanda, en
los que se cavidades éseas quirdrgicamente en la tibia, de forma bilateral. En este caso, los
injertos que se depositaron fueron bloques de dentina de premolares humanos extraidos por
razones ortodoéncicas, en 16 tibias. Asimismo, se prepararon 4 tibias con las mismas cavidades,

pero sin ser sometidas a injerto, sirviendo como controles. Cinco conejos fueron sacrificados
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después de 3 meses y cinco conejos después de 6 meses, igual que en nuestro estudio. En
las regiones corticales de la tibia, la fusiébn de hueso con dentina se observo en el 86% de la
superficie de la dentina después de 3 meses y el 98% después de 6 meses. En los bloques de
dentina insertados en el espacio de la médula ésea, se formd hueso en el bloque dentinario
cubriendo un promedio de 51% de la dentina después de 3 meses y cubriendo el 77% después
de 6 meses. Todos los bloques de dentina se curaron con anquilosis en contacto con el hueso y
sin reacciones inflamatorias. En este caso, si bien no hubo estudio densitométrico sino histolo-
gico y se evaluo el area de anquilosis, lo interesante de este estudio fue la diferencia de los
tiempos de sacrificio y la mejoria que hubo a los 6 meses respecto a los 3 meses, lo que indica
la conveniencia de hacer estudios largos en este tipo de modelo experimental, aunque
siempre es util hacer estudios complementarios para ver posibles cambios densitométricos a lo
largo del tiempo (Andersson, 2010).

A veces, para valorar el impacto de un agente externo sobre el cuerpo y su efecto en la cica-
trizacion 6sea se necesita que transcurra un tiempo largo, como en este estudio, en el cual se
inyecto nicotina subcutanea (6 microg/kg/min) a 10 conejos hembras o suero salino solo (con-
trol) a otras 10, durante 8 meses. Seis meses después del inicio de la administracién de los tra-
tamientos, se prepararon osteotomias e insertaron implantes. Y, tras su sacrificio, el analisis
histomorfométrico del contacto hueso-implante y la densidad ésea en los defectos 6seos no
revelaron diferencias entre el ensayo y el grupo de control después de 2 6 4 semanas de cica-
trizacion (Gotfredsen et al., 2009). Podemos concluir que existen patologias en las que es in-
teresante alargar el tiempo de estudio, como éste. Hay otros estudios, sin embargo, sobre pato-
logias, en los que no interesa alargar los tiempos, por ejemplo, modelos de cicatrizacion ésea
comprometida con animales con osteoporosis o irradiados, ya que lo que queremos es ver si
existen diferencias o no debido a los tratamientos a corto y medio plazo. Asi que se trata de

individualizar el estudio en funcion de lo que queremos estudiar.

Si bien, hay muchos estudios con tibias de conejos, hay poca literatura en relacién a la aplica-
cion de biomateriales del grupo de flavonoides citricos o sus efectos a nivel densitométrico. Por
este motivo, hemos decidido implantar un injerto con un flavonoide citrico, como es la naringi-
na, de facil obtencién, para valorar su efecto 6seo en un tiempo relativamente largo (6 meses)
para ver sus cambios a nivel de densidad, a fin de valorar la conveniencia de ampliar con mas
estudios en el caso de que los resultados indiquen una mejoria densitométrica en los defectos
con los biomateriales empleados. El estudio lo hemos realizado en la tibia de conejos, habida
cuenta de la abundancia de bibliografia en esta zona de este modelo experimental animal, pero
también en el maxilar y mandibula. Para la zona maxilar y mandibular se suelen usar animales
mas grandes, como monos y modelos de perros. El tamafio anatdémico del conejo, que es limi-
tado, es el principal obstaculo. Sin embargo, en un estudio publicado por (Mohammad et al.,
2017), un craneo postmortem de un conejo de Nueva Zelanda fue sometido a un estudio osteo-
l6gico y de imagenes. Se realizé una cirugia de defecto post-mortem y se ilustré con tomografia
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micro-computerizada. A continuacion, se ensayd un modelo quirdrgico in vivo en 16 conejos
para realizar cirugia de creacién de hendidura alveolar in vivo para valorar la viabilidad de un
injerto adecuado de las deformidades de las hendiduras alveolares, ya que seria un paso
esencial para restablecer el arco dental en pacientes humanos con fisura palatina.

Su autor demostraba que es posible realizar injertos 6seos alveolares en un area del sitio qui-
rargico similar al de la poblacién pediatrica en sujetos humanos, tras la extraccién de un diente
incisivo central. Incide, ademas, en permitir 8 semanas de cicatrizacion para producir un defec-
to predecible y de buen tamano (Mohammad et al., 2017). Este estudio es muy parecido al
nuestro en el que, dada la escasa bibliografia de estudios con biomateriales en esta zona, he-
mos decidido abarcar, no soélo las tibias, sino también el maxilar y la mandibula, a fin de mini-
mizar el numero de sujetos y, por otro lado, ver la evolucion del biomaterial a nivel de los hue-
sos maxilares.

En nuestro experimento, estudiadas las muestras, no se evidenciaron diferencias significati-
vas macroscopicas en las mismas lo cual es posiblemente atribuible, en parte, al tiempo trans-
currido desde el inicio de la intervencion. Se realizaron las mediciones con micro-TC, con el fin
de valorar la densidad, ya que los valores en HU nos indicarian, si eran altos, una buena salud
o calidad ésea, en contraposicién a unos valores bajos. El método de obtencion de los valores
densitométricos se ha contrastado que es fiable y reproducible, tanto en humanos como en
nuestro modelo experimental, si bien, el tiempo de estudio no sabemos si ha sido largo o corto
puesto que hay muchos estudios en ambos sentidos y muy pocos con nuestro producto de ex-
perimentacion sobre el modelo experimental de conejo. Seria interesante realizar mas estudios
con un menor plazo para ver la evolucion tras la aplicacion del biomaterial y observar como va-
rian en HU a 1 mes, 2 meses y 3 meses.

Tras analizar los resultados de los histogramas, obtenidos tras el sacrificio de los conejos a
los seis meses, podemos deducir que la naringina, bien sea sola o combinada con colageno o
extracto de uva, tuvo un impacto positivo en la cicatrizacion dsea, a nivel densitométrico, una
vez que se cometié una injuria 6sea (lecho practicado con trefina) y su posterior depésito con
biomaterial. El porcentaje global de score positivos (1+ y 2+), donde se integran todos los gru-
pos que presentan naringina sola o bien combinada con colageno o extracto de uva, result6 ser
de un 73%, si bien este porcentaje varia segun el ambito de aplicacién o en funcién de la com-
binacion, si la hubiera. Asi, la naringina sola, aplicada en las tibias hizo que la densidad tuviera
cambios positivos en un porcentaje de un 71% frente a un 29% de las muestras que no indica-
ron cambios que indiquen una mejoria densitométrica o score (0). La naringina en combinacion
con colageno, sin embargo, mejord la cifra anterior, reportando un 85% de score positivos (1+y
2+) frente a un 15% de score (0), si bien, el ambito de aplicacion, aparte de las tibias, se exten-
di6é al maxilar superior. La amalgama resultante de naringina en combinacién con extracto de
uva arrojo un resultado de 62% de score positivos frente a un 38% de score (0), realizado en

136



tibias y mandibula. En esta combinacién de naringina y extracto de uva llama la atencion que
hubo 4 resultados positivos (3 de 1+ y 1 de 2+) y 2 de score (0) en tibias y 4 resultados positi-
vos (3 de 1+ y 1 de 2+) y 3 score (0) en mandibula, lo que puede ser, entre otras razones, por-
que la mandibula ofrece un patrén de cicatrizacion diferente.

Tras el estudio de los histogramas se evidencia una mejora porcentual de los efectos de la
naringina sola o combinada no s6lo en las tibias, sino también en la mandibula y maxilar supe-
rior, mostrando una concordancia positiva, independientemente de su localizacion anatomica.
También observamos que la mandibula y maxilar superior son buenas regiones para este tipo
de estudio experimental, ya que los resultados han sido paralelos a los obtenidos en otras re-
giones tradicionalmente mas utilizadas, como es el caso de las tibias. Por otro lado, la amal-
gama resultante de la mezcla de naringina y colageno fue la que obtuvo la mejor puntuaciéon
porcentual (85% positivos-15% score 0) frente a naringina sola (71% positivos-29% score 0) y
la mezcla de naringina y extracto de uva (62% positivos, 38% score 0), lo que indica la necesi-
dad de realizar mas estudios utilizando naringina y colageno, en comparacién con el uso de la
naringina sola. Si bien en este estudio se realizé transcurrido un tiempo de 6 meses, conside-
ramos que es necesario realizar mas estudios que evalluen el impacto densitométrico que ocu-
rre en el lecho éseo en distintos tiempos, mas reducidos. Una vez vistos los efectos porcentua-
les positivos, se aconseja realizar mas estudios con naringina, bien sola o combinada, no sélo
en tibias, especialmente también sobre la mandibula, para ver si los resultados obtenidos con
la combinacion de naringina y extracto de uva han sido distintos por el lugar de aplicacién o por
el efecto de la combinacion del biomaterial en si. A nivel clinico seria interesante, una vez se
hayan realizado mas estudios, introducir la naringina como biomaterial debido a sus efectos
biolégicos positivos, ya contrastados. A ello se le suma su facil obtencion y bajo coste econémi-
co. En caso de que fuera posible su aplicacion clinica en seres humanos, la mejora densitomé-
trica una vez colocado este biomaterial se traduciria en una mejora en el pronéstico implantolo-
gico, ya que la disminucién de la densidad es un factor que afecta negativamente en el protoco-
lo quirdrgico y en el prondstico.
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1. La microtomografia computerizada es una técnica adecuada para evaluar los cambios densi-
tomeétricos tras la realizacién de defectos 6seos quirurgicos, existiendo correlacién entre los as-
pectos morfolégicos y los datos densitométricos.

2. En nuestro modelo, el tratamiento con naringina favorecioé la neoformacion ésea en los de-
fectos, siendo la combinacién mas efectiva, la formada por naringina y colageno.

3. Probablemente, no hayamos observado mayores diferencias entre los distintos grupos expe-
rimentales debido a que el periodo de estudio fue relativamente largo.
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