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RESUMEN.

Objetivo: Comparar la nueva formacion de hueso en defectos criticos en ratas sanas,
diabéticas y osteoporoéticas rellenados unicamente con hidroxiapatita (HA) o con HA
combinada con sinvastatina (SV). Materiales y métodos: un total de 48 ratas hembras
adultas Sprague-Dawley fueron asignadas al azar en tres grupos (n=16 por grupo): Grupo
1 sanas; Grupo 2 diabéticas; y Grupo 3 osteopordticas. La estreptozotocina se uso para
inducir diabetes tipo I en el Grupo 2, mientras que la ovariectomia bilateral se us6 para
inducir osteoporosis en el Grupo 3. La porcion central de la sinfisis mandibular de rata se
uso6 como defecto 0seo critico fisioldgico. En cada grupo, ocho defectos se llenaron solo
con HA y ocho con HA combinado con SV. Los animales se sacrificaron a las 4 y 8
semanas y las mandibulas se procesaron para: tomografia microcomputarizada para
analizar la union radiologica y la densidad mineral 6sea (DMO); andlisis histoldgico de
la union dsea; y andlisis inmunohistoquimico, que incluyé la inmunorreactividad del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la proteina morfogenética 6sea 2
(BMP-2). Resultados: en todos los grupos (sanos, diabéticos y osteoporoéticos), los
defectos rellenos de HA + SV presentaron una mayor union 6sea radioldgica, DMO,
union oOsea histologica y mas positividad VEGF y BMP-2, en comparaciéon con los
defectos Oseos tratados unicamente con HA. Conclusiones: la aplicaciéon combinada de
HA y SV mejora la regeneracion dsea en defectos Oseos criticos mandibulares en
comparacion con la aplicacion de HA sola en ratas sanas, diabéticas y osteoporoticas.
Este estudio podria ayudar a pacientes con osteoporosis o diabetes no controlada tipo I,

pero se deben realizar estudios futuros.



SUMMARY.

Objective: To compare new bone formation in critical defects in healthy, diabetic and
osteoporotic rats filled with hydroxyapatite (HA) alone and HA combined with
simvastatin (SV). Materials and Methods: A total of 48 adult female Sprague-Dawley
rats were randomized into three groups (n=16 per group): Group 1 healthy; Group 2
diabetics; and Group 3 osteoporotics. Streptozotocin was used to induce type-I diabetes
in Group 2, while bilateral ovariectomy was used to induce osteoporosis in Group 3. The
central portion of the rat mandibular symphysis was used as a physiological critical bone
defect. In each group, eight defects were filled with HA alone, and eight with HA
combined with SV. The animals were sacrificed at 4 and 8 weeks and the mandibles were
processed for: micro-computed tomography to analyze radiological union and bone
mineral density (BMD); histological analysis of the bone union; and
immunohistochemical analysis, which included immunoreactivity of vascular endothelial
growth factor (VEGF) and bone morphogenetic protein 2 (BMP-2). Results: In all groups
(healthy, diabetics and osteoporotics), the defects filled with HA + SV presented greater
radiological bone union, BMD, histological bone union and more VEGF and BMP-2
positivity, in comparison with bone defects treated with HA alone. Conclusions:
Combined application of HA and SV improves bone regeneration in mandibular critical
bone defects compared with application of HA alone in healthy, diabetic and osteoporotic
rats. This study might help to patients with osteoporosis or uncontrolled diabetes type I,

but future studies should be done.
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION.

La reabsorciéon del hueso alveolar, con la consiguiente reduccion de la
disponibilidad 6sea tanto en altura como en anchura, es un problema cada vez mas
frecuente en el campo de la implantologia oral. Esto conlleva una complicacion a la hora
de rehabilitar protésicamente y conseguir resultados estéticos y funcionales 6ptimos

(Van der Weijden y cols., 2009; Novaes y cols., 2012; Nazirkar y cols., 2014).

La pérdida del hueso alveolar se puede atribuir a una variedad de factores como
la patologia endodontica, periodontitis, traumatismo facial o maniobras agresivas
durante las extracciones. Ya sea por caries, traumatismo o enfermedad periodontal
avanzada, la extraccion dental y la siguiente cicatrizacion de la cavidad cominmente
producen deformidades 6seas de la cresta alveolar, incluyendo la reduccion de la altura
y la anchura de la cresta residual. El patron de curacion puede plantear un problema para
el clinico porque crea un problema estético en la fabricaciéon de una rehabilitacion
soportada por implantes o una protesis convencional, y porque puede hacer desafiante,
si no inviable, la colocacion de un implante. Sin embargo, es posible minimizar tales
problemas simplemente llevando a cabo procedimientos de conservacion de las crestas
en alveolos postextraccion usando materiales de injerto con o sin membranas de barrera
(Irinakis, 2006) ya que el mantenimiento postextraccion de la cresta alveolar minimiza
la resorcion residual de la cresta y, por tanto, permite la colocacion de un implante que

puede satisfacer criterios estéticos y funcionales.

Debido al auge de la reposicion de los dientes perdidos mediante la rehabilitacion
de éstas y de maxilares edéntulos con protesis fijas, se ha aumentado la demanda de
biomateriales 0seos, porque no siempre nos encontramos con la cantidad de hueso
adecuada y hay que rellenar pequefios defectos 6seos o simplemente queremos mejorar
la curacion y el pronostico de los tratamientos realizados sobre nuestros pacientes.
Ademas de que, si se da una gran reabsorcion 6sea, la colocacion de un implante puede
llegar a ser extremadamente dificil, lo que ha convertido al tejido 6seo en el segundo
tejido mas trasplantado, solo superado por las transfusiones de sangre (Oryan y cols.,

2014); y es por todo esto que nos encontramos ante la necesidad de encontrar un buen
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biomaterial 6seo evitando las desventajas que supone otro tipo de materiales como el
injerto de hueso autdogeno, que aunque sea el estandar de oro en cuanto a materiales de
relleno se refiere, tiene la desventaja de la morbilidad de la zona donante y la
disponibilidad limitada del hueso que podemos obtener y utilizar. Por ello también se
han combinado sustitutivos 6seos aloplasticos con moléculas que mejoran y/o inducen
una nueva formacion 6sea con el fin de desarrollar un injerto 6seo con propiedades

osteogénicas mejoradas (Nyan y cols., 2009; Mansour y cols., 2014).

El aumento del tejido 6seo mediante técnicas regenerativas constituye una de las
lineas de investigacion mas emergentes en la actualidad, por lo que los procedimientos
de regeneracion 6sea han aumentado de forma considerable con el objetivo de obtener
resultados mas favorables en rehabilitaciones implantologicas. Para ello, se han
empleado determinadas moléculas con potencial osteogénico junto con las diferentes
técnicas regenerativas y materiales de injerto habituales con el fin de mejorar los
resultados en la formacion de hueso durante los procedimientos de regeneracion (Van

der Weijden y cols., 2009; Allon y cols., 2014; Nazirkar y cols., 2014).

En los ultimos afios, se han descrito propiedades anabdlicas de las estatinas,
farmacos anticolesterolémicos ampliamente utilizados. Este tipo de compuestos parecen
influir sobre la funcidn osteoblastica y osteocléstica y la formacion de hueso (Mundy y
cols., 1999), pudiendo ser beneficiosos sobre determinadas enfermedades catabolicas
como la osteoporosis (Satyawan y cols., 2006; Ho y cols., 2009; Laurencin y cols., 2014;
Zhang y cols., 2014). Parecen inducir la liberacion de las proteinas morfogenéticas 6seas
(BMP), especialmente BMP-2, lo que estimularia al osteoblasto y favoreceria la
formacion de hueso, habiéndose observado efectos positivos sobre defectos creados en
animales de experimentacion (Mundy y cols., 1999; Garrett y Mundy, 2002; Gutierrez y
cols., 2006; Horiuchi y Maeda, 2006; Du y cols., 2008; Lee y cols., 2008; Seto y cols.,
2008; Nyan y cols., 2009; Lima y cols., 2010; Handal y cols., 2011; Rojbani y cols.,
2011; Wadagaki y cols., 2011; Tanabe y cols., 2012; Chang y cols., 2013; Riveray cols.,
2013; Nazirkar y cols., 2014; Papadimitriou y cols., 2015; Lin y cols., 2016; Moshiri y
cols., 2016; Zhang y cols., 2016).

La capacidad regenerativa de las estatinas podria ser beneficiosa al aplicarlas junto
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con otro tipo de biomateriales durante los procedimientos regenerativos 6seos de los
maxilares, con la finalidad de obtener un mejor resultado en la formacion de hueso (Lee
y cols., 2008; Seto y cols., 2008; Lima y cols., 2010; Handal y cols., 2011; Tanabe y
cols., 2012; Chang y cols., 2013; Papadimitriou y cols., 2015).

I.1. TEJIDO OSEO. BIOLOGIA OSEA.

Para poder comprender la regeneracion tisular Osea, tenemos que recordar
previamente cuales son las caracteristicas del tejido 6seo, tanto a nivel estructural como
de composicion, y comprender cdmo ocurren los procesos de curacion y remodelacion

oOsea.
I.1.1. Estructura y composicion 0sea.

El hueso es una estructura compleja que sufre cambios continuamente y es capaz
de adaptarse a ellos y autorrepararse (Nazirkar y cols., 2014). El tejido 6seo es un tejido
conjuntivo especializado compuesto por materia extracelular calcificada y células
(matriz dsea). La matriz 6sea esta compuesta por una parte inorganica (50%) y otra parte
organica (50%). La composicion inorgénica es la que aporta rigidez y la representan
diferentes iones, los mas abundantes son el fosfato y el calcio, encontrandose también
bicarbonato, sodio, citrato, potasio y magnesio en menor proporcion. La organizacion en
cristales de los iones de calcio y fosforo generan fosfato de calcio cristalino, la
hidroxiapatita (Caio(PO4)6(OH)2) (Sommerfeldt y Rubin, 2001), compuesta por
moléculas de hidroxilo, fosfato y carbonato. En cuanto a la composicién organica, su
principal representante es el colageno tipo I, que es el que proporciona la dureza al hueso
para que resista mejor a la fractura, junto con factores de crecimiento, proteoglicanos y
otras glicoproteinas como osteonectina, la fosfatasa alcalina y las proteinas con el
tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp). El conjunto hidroxiapatita-fibras coldgenas es el

responsable de la dureza y resistencia del tejido 6seo (Garip y Severcan, 2010).

Se ha demostrado que las membranas de las células odseas, tales como

REGENERACION OSEA DE LA SINFISIS MANDIBULAR USANDO HIDROXIAPATITA CON O SIN 15
SINVASTATINA: EFECTOS EN RATAS SANAS, DIABETICAS Y OSTEOPOROTICAS



INTRODUCCION

osteoblastos y osteoclastos que se encuentran en la matriz, tienen varios tipos de canales

Na, Ca*" y K controlados por voltaje. La evidencia sugiere que las alteraciones en la

actividad de los canales i0nicos en las membranas celulares 0seas estan asociadas con la

activacion de las células 6seas, lo que resulta en nueva formacion o resorcion 6sea (Garip

y Severcan, 2010).

En cuanto a las células que forman parte de la composicion organica del tejido

0seo, encontramos:

C¢lulas osteoprogenitoras o células madre 6seas: son células indiferenciadas
en reposo con capacidad de dividirse y diferenciarse a osteoblastos

(Sommerfeldt y Rubin, 2001; Boyce y Xing, 2007; Downey y Siegel, 2011).

Osteoblastos (OB): son células productoras del componente organico de la
matriz 6sea (colageno tipo I, glicoproteinas y proteoglicanos) y participan en
procesos de mineralizacion, principalmente concentrando el fosfato célcico
y favoreciendo su precipitacion sobre la matriz orgdnica que se haya formado
previamente. Se denomina osteoide a la matriz 6sea recién formada que
rodea a los osteoblastos aun activos y que alin no esta calcificada. Una vez
calcificada la matriz que los rodea pasan a denominarse osteocitos. También
se hallan los pericitos o células perivasculares, que son consideradas células
osteoprogenitoras principales de las que se va a derivar la formacion de
osteoblastos en funcion de los factores de crecimiento y proteinas
morfogenéticas del medio (Sommerfeldt y Rubin, 2001; Boyce y Xing, 2007,
Downey y Siegel, 2011).

Osteocitos: son células dseas maduras que se encuentran localizadas en el
interior de lagunas situadas en la matriz. Estas células mantienen
comunicacion entre ellas a través de canaliculos que resultan fundamentales
para la manutencion de la matriz 6sea (Sommerfeldt y Rubin, 2001; Boyce

y Xing, 2007; Downey y Siegel, 2011).

Osteoclastos (OC), son células multinucleadas, gigantes y moviles, que
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regulan la remodelacion 6sea coordinada por citoquinas y hormonas como la

calcitonina y la hormona paratiroidea (Boyce y Xing, 2007).

Todas las superficies dseas estan recubiertas en su parte interna y externa por
células osteogénicas y tejido conjuntivo, constituyendo el endostio y el periostio. Ambos
poseen funciones de nutricion 6sea y aporte de células para el crecimiento y reparacion

osea.

I.1.2. Tipos de tejido oseo.
Segtn su origen embrionario existe (Downey y Siegel, 2011):

- Tejido 6seo de origen membranoso (mesenquimatico). El proceso de
formacion de este tipo de hueso se origina en un tejido conjuntivo. Los
huesos de la boveda craneal y los maxilares, asi como el crecimiento en
grosor y parte del crecimiento de huesos cortos tienen un origen

membranoso.

- Tejido 6seo de origen endocondral. La formacion de estos huesos tiene su
origen en una placa de cartilago hialino que es caracteristica de huesos

cortos y largos.

Segln sus caracteristicas macroscopicas, existen dos formas fundamentales de
organizacion Osea localizadas en casi todos los huesos del organismo (Downey y Siegel,

2011):
- Tejido 6seo compacto (hueso cortical, en la zona externa).
- Tejido 6seo esponjoso (hueso trabecular, localizado en el interior).

La mayoria de las cirugias que involucran maxilar y mandibula se realizan en el
proceso alveolar, que es la parte de la mandibula que contiene los dientes, y que se
compone de dos gruesas capas externas de hueso cortical en sus superficies vestibular

(labial o bucal) y lingual o palatino. El interior del proceso alveolar estd formado por un
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hueso trabecular esponjoso con numerosos espacios medulares, con la excepcion de la
pared de la cavidad alveolar que se compone de hueso alveolar. El tejido 6seo en esta
zona esta formado por pocas capas delgadas con una orientacion paralela a la direccion
cervicoapical de la raiz y ancla los haces de coldgeno del ligamento periodontal, que
también se llaman fibras de Sharpey (Figura 1). Aunque fundamentalmente es
comparable a otros huesos en el cuerpo, el hueso alveolar es una parte especializada de
los huesos mandibular y maxilar que forma el periodonto de apoyo de los dientes y sufre
un remodelado continuo y rapido en respuesta a la masticacion. Pero, a pesar de su alto
potencial de renovacion, el hueso alveolar y el proceso alveolar forman un todo y pueden
perderse como consecuencia de diferentes factores, y es por ello por lo que el uso de
farmacos que puedan estimular la regeneracion alveolar es interesante en la cirugia oral

(Maciel-Oliveira y cols., 2011).

Figura 1. Tipos de hueso en el proceso alveolar.

I.1.3. Funciones metabdlicas y mecanismos de regulacion osea.

Existe un continuo intercambio entre los iones Oseos y los sanguineos,
fundamental para la homeostasis del organismo. Los procesos de liberacion se producen

desde las propias laminillas 6seas del hueso trabecular, al resto de estructuras Oseas,
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liberando el Ca*" hasta procesos de regulacion hormonal (Sommerfeldt y Rubin, 2001).
En este caso, la homeostasis se realiza fundamentalmente por la parathormona (PTH) y
la calcitonina. La PTH favorece la reabsorcion de la matriz dsea al incrementar el nimero
de osteoclastos, aumentando la calcemia y favoreciendo la excrecion renal del fosfato.
Por su parte, la calcitonina inhibe la reabsorciéon de la matriz disminuyendo la
movilizacion del calcio (efecto inhibidor osteoblastico) (Sommerfeldt y Rubin, 2001;

Boyce y Xing, 2007; Tao y cols., 2016).

El hueso puede sufrir dos tipos de procesos, modelado y remodelado 6seo. En el
proceso de modelado aparecen cambios en su arquitectura inicial, en cambio, durante los
procesos de remodelado, los cambios que se suceden en el interior de hueso no producen
alteracion concomitante de la arquitectura del tejido (Freemont, 1993). Este remodelado
implica los procesos de aposicion y resorcion dsea y se caracteriza por la presencia de
unidades 6seas multicelulares (BMUs) (Satyawan y cols., 2006). Estas BMUs estan
formadas por un frente osteoclastico que reside en una superficie de hueso recién
reabsorbido (frente de reabsorcion), un compartimento con vasos y pericitos y una capa
de osteoblastos sobre una matriz organica neoformada (frente de depdsito). Estas
unidades son reguladas por estimulos locales y hormonas como la PTH, la hormona del
crecimiento, la calcitonina o la vitamina D, aunque también pueden verse influenciadas
por los glucocorticoides, las hormonas tiroideas o los estrogenos (Horiuchi y Maeda,

2006; Downey y Siegel, 2011).

A nivel celular, la regulacion de aposicion-reabsorcion de hueso sucede a través
del mecanismo RANK-RANKL-osteoprotegerina. Existen numerosas citoquinas
inflamatorias que estdn relacionadas con la diferenciacion del osteoclasto y su
activacion, como el receptor activador nuclear factor kB ligando (RANKL), el factor de
necrosis tumoral (TNF), interleuquina 1 y 6 (IL-1, IL-6) y el factor estimulante de las
colonias de macrofagos (M-CSF) (Boyce y Xing, 2007). E1 RANKL es una proteina de
la familia del TNF expresada en la superficie celular de los osteoblastos y desempefia un
papel fundamental en la diferenciacion osteoclastica junto con la accion del M-CSF
(Boyce y Xing, 2007; Yamashita y cols., 2010; Wadagaki y cols., 2011). El RANKL se

une a su receptor, localizado en el osteoclasto y denominado RANK. Este, una vez unido
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al RANKL, desencadena una castada de sefales que lleva a la diferenciacion
osteoclastica y, por tanto, a la estimulacion de la reabsorcion Osea (Figura 2). Para la
activacion del osteoclasto es necesaria la interaccion de RANK con su ligando RANKL,
estando esta relacion regulada por multiples factores locales y humorales como
estrogenos, glucocorticoides, PTH, prostaglandinas, citoquinas, TNF, IL-1 e IL-6
(Boyce y Xing, 2007; Park, 2009; Allon y cols., 2014).

La osteoprotegerina es una proteina circulante generada por el osteoblasto y el
preosteoblasto, aunque también es liberada por otros tejidos (Sommerfeldt y Rubin,
2001). Su expresion por los OB estad regulada, en gran parte, por los factores implicados
en la expresion del RANKL (Boyce y Xing, 2007; Zhao y Liu, 2014). Esta proteina
bloquea o inhibe el efecto de RANK porque es un competidor de RANKL y puede, por
tanto, evitar la formacion osteoclastica y la reabsorcion osea (Sommerfeldt y Rubin,

2001).

Osteoblasts

el v

~ 1

Osteoclast precursor

NFATc1
g

Osteoclastogenic
genes

Figura 2. Via de activacion de la osteoclastogénesis; de Boyce and Xing, 2007.

I.1.4. Hueso osteopordtico y diabético.

El hueso es un 6rgano metabdlicamente activo en el que el patron de organizacion
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de los componentes minerales y organicos determina la funcion mecanica exitosa del
esqueleto. El recambio 0seo es controlado por agentes definidos y mecanismos que
regulan la formacion y la resorcion del hueso, que son los dos procesos principales de
remodelacion 6sea. Dado que la nueva formacion es principalmente una funcion del
osteoblasto, los agentes que regulan la formacion 6sea pueden actuar aumentando /
disminuyendo la replicacion de células del linaje osteobléstico o modificando la funcién
diferenciada del osteoblasto. Por lo tanto, seria beneficioso estimular la actividad
osteoblastica en determinadas localizaciones del hueso por un agente anabdlico oral,

dando lugar a la formacién 6sea cuando sea necesario (Garrett y Mundy, 2002).

A su vez, el hueso es un tejido especializado con una compleja estructura que le
permite realizar multiples funciones mecédnicas y metabdlicas. Con el fin de mantener
estas funciones del cuerpo, el hueso esta en un estado constante de remodelacion. Durante
este proceso, también conocido como recambio 6seo, los osteoclastos desmineralizan y
reabsorben el hueso viejo y los osteoblastos depositan hueso nuevo para mantener una
masa dsea apropiada a las tensiones a las que se somete el esqueleto. Cualquier alteracion
en este proceso de recambio puede alterar la densidad mineral 6sea (DMO), la resistencia
Osea y la microestructura dsea. Esto ocurre mas comtinmente cuando hay un aumento en
la actividad de los osteoclastos, lo que conduce a una mayor resorcion, dando como
resultado una disminucion de la densidad d6sea (osteopenia) (Wright y Marshall, 2009).
Cuando la reabsorcion de hueso es mayor que la aposicion, aparece una menor cantidad
de mineral en hueso (CMH) y una menor DMO (Tian y cols., 2013). Estos cambios en la
arquitectura de la estructura dsea, proporcionales a la pérdida de osteoide y de mineral,
crean mayor predisposicion a las fracturas (Ardakani y Mirmohamadi, 2009; Carpentier

y cols., 2012; Antonopoulou y cols., 2013; Xu y cols., 2014).

La osteoporosis se ha definido como una enfermedad caracterizada por una baja
masa 6sea y un deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo que conduce a una mayor
fragilidad 6sea y un consiguiente aumento del riesgo de fractura (Von Wowern, 2001).
Es una enfermedad esquelética cronica, compleja y multifactorial, que progresa de forma
silente durante décadas y que estd caracterizada por una menor densidad oOsea

(Kourkoumelis y cols., 2012). Los pacientes con la enfermedad establecida pueden llegar
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a perder hasta el 50% de masa 6sea en lugares criticos del esqueleto, asociados con
cambios de la microarquitectura 6sea y la pérdida de conectividad trabecular (Yang y

cols., 2014).

Estos bajos niveles pueden llevar a la aparicion de osteoporosis, la cual, en gran
parte de las situaciones, es tratada con un cambio en el estilo de vida junto con
bifosfonatos, calcitonina, estrogenos, moduladores de receptores estrogénicos selectivos,
andlogos de vitamina D, suplementos de calcio e ipriflavona; los cuales actiian
principalmente para estabilizar la masa dsea y no tienen efectos importantes en la
formacion de hueso (Garrett y Mundy, 2002; Satyawan y cols., 2006). En la actualidad,
el pilar del tratamiento para la osteoporosis se basa en medicamentos sistémicos
destinados a aumentar la DMO y mejorar la masa 6ésea como un medio para disminuir la

incidencia de fracturas (Yang y cols., 2014).

Pero la osteoporosis no solo aumenta el riesgo de fractura, sino que también
disminuye el rendimiento de los implantes e, incluso, aumenta la tasa de fracaso del
implante asociada a una osteointegracion mas lenta en sujetos osteoporoticos (Du y cols.,
2008; Tan y cols., 2015). El éxito de los implantes 6seos en presencia de osteoporosis
esta limitado por la falta de osteointegracion entre el implante y el hueso natural y, aunque

la osteoporosis aumenta la resorcion dsea alrededor de los dientes o en la cresta edéntula.

El hueso mandibular, junto con el resto del esqueleto, pasa por un proceso
continuo de reduccion de la densidad 6sea después de los 50 afios y es muy importante
para los odontélogos y cirujanos comprender los cambios hormonales sistémicos en las
estructuras 6seas orales y, por ello, se han realizado muchos estudios en seres humanos y
en animales ovarectomizados para observar los efectos de la osteoporosis en la mandibula

(Junqueira y cols., 2002).

La osteoporosis es una de las enfermedades metabolicas mas frecuentes,
constituyendo un problema de salud publica. Puede ser a su vez, primaria, asociada a
cambios postmenopdusicos y seniles; y secundaria, asociada a enfermedades endocrinas
y renales (Von Wowern, 2001; Ardakani y Mirmohamadi, 2009). Los estrogenos

disminuyen la tasa de recambio dseo, influyendo directamente sobre la actividad
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osteoclastica y alterando los efectos de la PTH, la vitamina D y la calcitonina (Downey y
Siegel, 2011). En mujeres postmenopausicas, es frecuente el uso de bifosfonatos;
farmacos que limitan la actividad de los osteoclastos, para la prevencion y tratamiento de
la osteoporosis, incrementando a su vez el riesgo de aparicion de efectos secundarios
graves como la osteonecrosis maxilar (ONM) (Von Wowern, 2001; Ardakani y

Mirmohamadi, 2009; Grgi¢ y cols., 2016).

Los cambios hormonales que se producen tras la menopausia causan alteraciones
hormonales que puede favorecer la apariciéon de enfermedad periodontal y, a su vez, la
osteoporosis puede incrementar la liberacion de factores inflamatorios que pueden
participar en la progresion de la periodontitis. Cada vez hay mas estudios que asocian la
periodontitis con una serie de enfermedades cronicas, como la osteoporosis (Xu y cols.,
2014). En pacientes osteoporoéticos el riesgo de periodontitis puede ser mayor, teniendo
en cuenta, ademas, que ambas situaciones clinicas presentan factores de riesgo comunes
(estilo de vida, tabaco, caracteristicas genéticas, malnutriciéon con deficiencias de
vitamina D o calcio, medicaciéon, mala higiene oral, cambios hormonales, edad
avanzada...), pero tal relacion no estd totalmente demostrada, siendo fundamentales, en
el avance de la periodontitis, factores locales como: el grado de higiene bucal, el estatus
socioecondmico, la edad, la menopausia, la ingesta de hormonas, el hdbito de fumar y la
raza (Von Wowern, 2001; Ardakani y Mirmohamadi, 2009). La periodontitis es una
enfermedad inflamatoria caracterizada por la pérdida de tejido conectivo y hueso alveolar.
La reabsorcion del hueso de la cresta alveolar iniciada por la periodontitis puede conducir
gradualmente a la pérdida de los dientes y al edentulismo, lo que a su vez provoca la
pérdida continua del hueso alveolar y la reabsorcion del reborde residual restante (RRR)

(Xuycols., 2014).

La alteracion del balance 6seo en la osteoporosis, al igual que en los huesos largos,
también puede manifestarse de forma temprana en los procesos alveolares (Hildebolt,
1997; Fang y cols., 2015; Grgi¢ y cols., 2016). En una evaluacion radiografica, el hueso
mandibular, tanto cortical como esponjoso, y el hueso alveolar presentan una mayor
reabsorcion, y esta menor densidad mineral dsea en los procesos alveolares facilita la

disminucion del soporte 6seo dental, lo que conlleva un aumento del riesgo de pérdida
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dientes (Von Wowern, 2001; Ardakani y Mirmohamadi, 2009; Grgi¢ y cols., 2016),
aunque el aumento de la pérdida de masa 6sea en los maxilares también se debe al estrés
que se produce por las fuerzas de la masticacion, lo que puede provocar una atrofia local
del hueso sin afectacion sistémica sobre todo en mandibulas edéntulas (Klemetti, 1996),

0 por bruxismo.

El remodelado dseo es un proceso en el cual un area del hueso sufre una resorcion
Osea osteoclastica y luego es rellenada por osteoblastos. Este ciclo de remodelacion 6sea
se sincroniza, siendo la reabsorcion y la formacion iguales, hasta que se producen cambios
metabolicos o de estilo de vida que desequilibran el sistema (Lane y Kelman, 2003). La
literatura sugiere que hay relacion entre la pérdida osea oral y la osteoporosis del resto
del esqueleto (Ardakani y Mirmohamadi, 2009) y por esto debe ser considerada como
uno de los factores mas importantes en el fracaso de la osteointegracion del implante (Du
y cols., 2008). Para superar este problema se propuso la aplicacion de regeneracion Osea
guiada; sin embargo, ninguno de estos materiales ha demostrado ser el ideal. Una
alternativa puede ser el empleo local de farmacos moduladores dseos usados para tratar
enfermedades Oseas sistémicas, tales como calcitonina, analogos de vitamina D,
estrogenos y bifosfonatos orales; estos ultimos son uno de los agentes farmacoldgicos

mas investigados actualmente.

Hasta la fecha, los bifosfonatos han sido los firmacos mas utilizados para mejorar
la osteointegracion del implante en la osteoporosis. Las investigaciones han demostrado
que los bifosfonatos aumentan el contacto hueso-implante y la fuerza de unién dsea. Sin
embargo, investigaciones mas recientes han demostrado que su administraciéon aumenta
el riesgo de sufrir ONM vy, aunque el beneficio terapéutico supera el pequefio riesgo de
desarrollar esta complicacion, es un problema de seguridad. El tratamiento y los
procedimientos apropiados para un paciente especifico dependeran de la comunicacion
entre el paciente, el odontdlogo y el resto de profesionales de la salud (Hellstein y cols.,

2011).

Las terapias antirresortivas son la piedra angular del tratamiento contra la
osteoporosis. Actualmente se conocen cinco clases de agentes puramente antirresortivos:

bifosfonatos, estrogenos, moduladores selectivos de receptores de estrogenos, calcitonina
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y anticuerpos monoclonales frente al activador del receptor del ligando del factor nuclear
kB (RANKL). Todos son inhibidores de la resorcion 6sea que actuan principalmente para
estabilizar la masa 6sea al inhibir la actividad de los osteoclastos (las células responsables
de la pérdida 6sea), pero la capacidad de estos farmacos para aumentar la masa dsea es
relativamente pequefia ya que, como hemos dicho, todos ellos son inhibidores de la
resorcion 6sea y de los osteoclastos y, aunque previenen la pérdida de hueso, no provocan
incrementos de masa 6sea verdadera (Mansour y cols., 2014), no mas del 2% por afio
(Garret y cols., 2001; Garrett y Mundy, 2002; Reid, 2008; Miller, 2008; Chen y
Sambrook, 2012; Tian y cols., 2013).

Algunos autores sugieren que el desarrollo de la terapia antirresortiva para la
osteoporosis deberia basarse en el desarrollo de agentes anabolicos disefados para
aumentar la DMO mediante la estimulacion de la formacion 6sea (Rosen y Bilezikian,
2001). Por todo esto, aunque el concepto de tratamiento anabolico en osteoporosis es
completamente diferente de la inhibicion de la resorcion dsea (farmacos antirresortivos)
puesto que los agentes anabolizantes 6seos estimulan directamente la formacion 6sea, no
inhiben su resorcion, los fArmacos anabdlicos tienen mayor potencial para aumentar la

masa o0sea y disminuir las fracturas osteoporoticas que los fArmacos antirresortivos.

Dependiendo del caso se usan agentes resortivos, anabolicos o combinados. La
tendencia actual de investigacion se esta centrando en desarrollar agentes anabdlicos mas
eficaces con la expectativa de restaurar sustancialmente la masa dsea y producir mayores
disminuciones en las tasas de fractura que las terapias antirresortivas simples. Sin
embargo, las indicaciones actuales son que tales agentes se usen en combinacion o
secuencialmente con agentes antirreabsorcion, no otorgandole un papel principal a los

agentes anabolicos (Reid, 2008).

Entre los agentes anabolicos mas usados nos encontramos: hormona paratiroidea
(PTH), hormona del crecimiento (GH), factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1),
estroncio, fluor, BMP-2 y BMP-7 (también llamada proteina osteogénica-1 [OP-1]),
factores basicos de crecimiento de fibroblastos (bFGFs), factor de crecimiento del

endotelio vascular (VEGF) y estatinas. Todos ellos estimulan la formacion de hueso
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induciendo actividad osteoblastica y aumentando la masa dsea (Lane y Kelman, 2003,

Canalis y cols., 2013).

La baja DMO es el factor de riesgo mas importante para las fracturas
osteoporoticas. La reduccion de la masa osea resulta de un desequilibrio tanto en la
remodelacion ésea como en el aumento de la resorcion dsea, sin un aumento proporcional
en la formacion 6sea. Existen pruebas sustanciales de que el aumento de la remodelacion
O0sea debido a la deficiencia aguda de estrogenos, el agotamiento del calcio, el
hiperparatiroidismo secundario, los glucocorticoides, las terapias inmunosupresoras y
otros medicamentos; da lugar a un mayor riesgo de fractura y aunque en estos entornos
la DMO cae, no es totalmente responsable del riesgo global de fractura. La razon exacta
de esto no esta clara, pero la pérdida 6sea rapida debido al aumento de la resorcion 6sea
puede conducir a la inestabilidad esquelética, produciéndose microperforaciones y
microfracturas. Ademas, la inhibicion de la resorcion dsea por los estrogenos, las
calcitoninas o los bifosfonatos reduce el riesgo de fractura por medios que son al menos

parcialmente independientes del aumento de la densidad 6sea (Rosen y Bilezikian, 2001).

La definicidon de la calidad dsea estd evolucionando particularmente desde la
perspectiva de que los agentes anabdlicos pueden mejorar no solo la densidad mineral
Osea, sino también la microarquitectura dsea, la composicion, la morfologia, la cantidad
de microfibras y la dinamica de remodelacion. La definicion exacta de la calidad osea
sigue siendo dificil de alcanzar. Quizas la definicion mas estructurada hasta la fecha sea
"las caracteristicas del tejido 6seo que, ademas de la densidad, contribuyen a la resistencia

osea" (Sibai y cols., 2011).

Se han evaluado varias combinaciones de tratamiento en pacientes con
osteoporosis posmenopausica. Una opcion es combinar un agente anabdlico (fluoruro,
esteroide anabolico o teriparatida) y un agente anticatabdlico (calcitonina, estrogeno o
bifosfonatos). Por ejemplo, en la aplicacion de BF y PTH, los efectos sobre la DMO y los
marcadores de rotacion osea fueron intermedios entre los obtenidos con cada agente por
separado y la adicion de bifosfonatos disminuyo los efectos de la PTH (Audran, 2006).
Hay un acuerdo general de que la combinacion de antirresortivos da lugar a mayores

aumentos en la DMO que la monoterapia, aunque este efecto no es ni aditivo ni sinérgico.
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Sin embargo, no se ha demostrado ninguna eficacia antifractura y la administracion
simultdnea de dos o mads antirresortivos, cualesquiera que sean, no se recomienda
actualmente. Los principales factores negativos para que no se lleve a cabo son una mayor
prevalencia de efectos adversos, menor tolerabilidad y una reduccion en la adherencia.
Ademas, la sobresupresion de la resorcion 6sea puede tener efectos adversos sobre la
resistencia O0sea, especialmente con el tratamiento a largo plazo (Garcés y Garcia, 2006;

Pinkerton y Dalkin, 2007).

La diabetes mellitus (DM) es otra de las enfermedades metabolicas mas comunes.
La creciente prevalencia de la diabetes en todo el mundo, especialmente la DM-II, es
indiscutible. Los pacientes diabéticos aumentaron la morbilidad y la mortalidad en
comparacion con sus homodlogos no diabéticos, no solo debido a complicaciones
vasculares, sino también debido a una mayor incidencia de fracturas (Antonopoulou y

cols., 2013).

En cuanto a los dos tipos de diabetes, la DM-I se caracteriza por deficiencia de
insulina, mientras que la DM-II es un estado de resistencia a la insulina en el
establecimiento de niveles elevados de insulina. La DM-1 y DM-II tienen diferentes
fisiopatologias que también tienen distintos efectos sobre el hueso. Se ha demostrado que
la presencia de complicaciones microvasculares diabéticas, incluyendo oftalmica,
nefropatica y neuroldgica, conduce a un mayor riesgo de fractura de cadera en pacientes
con DM-I; y, a diferencia de estos, los pacientes con DM-II tienden a tener sobrepeso o
incluso obesidad. Aunque la delgadez es un factor de riesgo para la osteoporosis y las
fracturas, no estd claro en este momento si la obesidad es realmente protectora. Sin
embargo, se ha demostrado que los pacientes con DM-II tienen una DMO media o
superior que el control de los grupos de la misma edad. Estos hechos parecen implicar
que los pacientes con DM-II tienen un menor riesgo de fractura. De hecho, varios estudios
han demostrado que los pacientes con DM-I tienen un riesgo mayor de fracturas de
cadera, himero proximal y pie. Por otro lado, los datos del Estudio de Observacion de la
Iniciativa de Salud de la Mujer indican que las mujeres posmenopausicas con diabetes
corren un mayor riesgo de fracturas de cadera, pie, columna, y fracturas en general (Kurra

y Siris, 2011).
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La alteracion de los niveles de insulina en estos pacientes provoca una
desregulacion de los procesos controlados por la misma, destacando entre sus
consecuencias la microangiopatia diabética y sus complicaciones asociadas (nefropatia,
retinopatia, neuropatia, enfermedad coronaria aguda, infarto, claudicacion intermitente)
y una mayor predisposicion a la osteoporosis (Kurra y Siris, 2011; Antonopoulou y cols.,
2013; Starup-Linde, 2013; Oei y cols., 2015). Existen diversas asociaciones entre la
aparicion de osteoporosis y la diabetes, estando relacionado intimamente el tipo de
diabetes, la edad de aparicion, el control de la glucemia, la medicacion concomitante, el
indice de masa corporal y la deficiencia de vitamina D (Kurra y Siris, 2011;
Antonopoulou y cols., 2013; Starup-Linde, 2013). Cada vez hay mas pruebas que
corroboran que la DM influye en el metabolismo esquelético. En comparacioén con los
sujetos control, se ha observado una disminucion de la DMO en la DM-I, mientras que se
ha observado una DMO mayor en la DM-II; sin embargo, ambas, como también algunos
medicamentos utilizados para tratarla, se asocian con un mayor riesgo de fracturas
osteoporoticas (Toneli y cols., 2011; Antonopoulou y cols., 2013; Oei y cols., 2015). Los
factores mas relevantes parecen ser el deterioro de la microarquitectura 6sea y una
distribucion ineficiente de la masa dsea con insuficiencia de los mecanismos de
reparacion y adaptacion; junto con una fisiopatologia molecular altamente compleja y
heterogénea subyacente a la enfermedad 6sea relacionada con la diabetes, que involucra
vias hormonales, inmunes y quizds genéticas. También deben agregarse a las
complicaciones mas conocidas de la diabetes los efectos perjudiciales de los niveles

elevados de glucosa en el hueso de manera cronica (Oei y cols., 2015).

La funcion osteobldstica en los pacientes diabéticos se encuentra alterada
principalmente por los estados hiperglucémicos que, a la larga, producen una disminucion
de la DMO precursora de osteoporosis, lo que se denomina osteopenia diabética. Por otro
lado, se ha observado que las situaciones de hiperglucemia mantenidas disminuyen los
niveles de la hormona osteocalcina, lo que repercute negativamente sobre la formacioén
del hueso; la hemoglobina glicosilada (HbA|c) aparece inversamente relacionada a la
osteocalcina (Starup-Linde, 2013; Oei y cols., 2015). A todo ello hay que anadirle los
efectos de las complicaciones derivadas de la diabetes, como el fallo renal que, a su vez,
genera alteraciones en el metabolismo de la vitamina D e hipoparatiroidismo funcional
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con excrecion aumentada de calcio en orina y disminucion en el organismo
(Antonopoulou y cols., 2013; Starup-Linde, 2013). Ademads, los productos finales
derivados de la glicosilacion se acumulan en diversos tejidos, incluido el 6seo. Estos,
junto con el estrés oxidativo, estan relacionados con la inhibicion de la diferenciacion del
OB y su apoptosis, ademas de que su acumulo podria incrementar las complicaciones
diabéticas como un aumento de la inflamacion por la alteracion de la funcion tisular

normal con alteracion celular (Starup-Linde, 2013; Oei y cols., 2015).

1.2. REGENERACION OSEA.

El hueso humano es un tejido con capacidad de regeneracion, sin embargo, tiene
sus limitaciones y los defectos grandes carecen de la capacidad de curarse
espontaneamente (Rodriguez y cols., 2014), estando limitados a defectos de pequenas
areas (Montazerolghaem y cols., 2016). Cuando el tamafio del defecto es demasiado
grande para la capacidad de cicatrizacion natural del hueso se necesitan injertos 6seos
para ayudar al proceso de cicatrizacion (Montazerolghaem y cols., 2016) y, aunque la
mayoria de las fracturas Oseas logran la union mediante tratamiento conservador o
quirtrgico rapido, hay una proporcion significativa (5% -10%) de fracturas que siguen
siendo deficientes en la reparacion dsea y culminan en la no unién. Los tratamientos
convencionales para estos ultimos casos son en su mayoria invasivos y requieren un largo
periodo de recuperacion y es por esto que se estan explorando constantemente nuevas

estrategias para la reparacion de fracturas (Fukui y cols., 2012).

El proceso de curacidn se inicia con una secuencia ordenada pero compleja de
eventos que restablecen la integridad de los tejidos dafiados. El organismo responde ante
las agresiones con un proceso de restauracion del tejido afectado mediante procesos de
reparacion y regeneracion, la aparicion de una u otra respuesta se da en funcion de
multiples factores (Arnds y cols., 2002). La reparacion se caracteriza por la formacion de
un tejido fibroso que no preserva ni la arquitectura ni la funcion original y que puede

contener tejido conectivo con células no osteocompetentes, es decir, que no son
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propiamente 6seas (Toneli y cols., 2011). En cambio, en los procesos de regeneracion se
consigue la restitucion integral del tejido, generandose un tejido similar al original sin
diferencias con el que lo rodea (Arnés y cols., 2002). Mencionar que mientras que una
cicatriz fibrosa puede ser normal para la cicatrizacion del tejido blando, esta es mala en

el caso de la curacion 6sea (Chauhan y cols., 2015).

Cuando un hueso se fractura, inicialmente se forma un coagulo sanguineo seguido
de una fase inflamatoria con edema y aparicion de citoquinas y factores de crecimiento y
de formacion de tejido de granulacion. Posteriormente, comenzara a formarse un nuevo
tejido 6seo que, con el tiempo, se volverd mas robusto. Todo este proceso esta regulado
por factores de crecimiento y citoquinas como: factor de crecimiento transformante alfa
y beta (TGF-a, TGF-B), VEGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento insulinico (IGF-1), la
interleuquina 8 y la (IL-8, IL-1a), el factor de necrosis tumoral (TNF- a), factores
estimulantes de colonias de los granulocitos, factor de crecimiento fibroblastico (FGF), y
las BMP, que son factores de crecimiento transformantes. Estas ltimas son producidas
por los osteoblastos y las células mesenquimales y, junto con otros factores de
crecimiento (hormonas y citoquinas), favorecen la diferenciacion de las células
mesenquimales migradas hacia células osteogénicas (OB y OC) (Braddock y cols., 2001;
Maeda y cols., 2001; Arnas y cols., 2002; Horiuchi y Maeda, 2006; Egusa y cols., 2010;
Toneliy cols., 2011; Allon y cols., 2014; Duy cols., 2014; Nazirkar y cols., 2014; Tomlin
y cols., 2014; Doev y cols., 2015; Lin y cols., 2016).

Un ejemplo de la regeneracion y restauracion de los tejidos dseos son los procesos
de remodelado 6seo postextraccion (Figura 3) (Zhao y cols., 2014). Una vez sufridos los
procesos iniciales, aproximadamente entre las 5 y 10 semanas, se ha formado un hueso
inmaduro, primario o reticular, que sufrird un proceso de modelado y remodelado entre
el primer y segundo mes, que dara lugar a la formacion de hueso secundario o laminar.
La diferencia entre el hueso maduro e inmaduro reside en la disposicion de las fibras de
colageno tipo I: en el primario el entrelazado es irregular, mientras que en el secundario

existen dos tipos de ordenamiento, el compacto, que da lugar a laminillas concéntricas
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llamadas osteonas comunicadas por sistemas de Havers; y el esponjoso, que esta formado

por trabéculas.

La reabsorcion alveolar del hueso de la cresta es un fendmeno biolégico que
ocurre después de la extraccion dental y no se puede prevenir ni evitar. Después de una

extraccion, la reabsorcion 6sea se produce en dos fases:

e Enla primera fase, el hueso que ancla el diente en el proceso alveolar a través
de las fibras de Sharpey se reabsorbe rapidamente y se reemplaza con tejido
6seo inmaduro recién formado. Entonces este tejido comienza a ser
reemplazado con hueso laminar y el defecto se rellena de hueso maduro
durante unos meses, alcanzando un relleno 6seo total aproximadamente a
partir de las 16 semanas, o hasta 180 dias (Jamjoom y Cohen, 2015), aunque
el alveolo no logrard alcanzar el nivel de hueso de los dientes vecinos

(Jahangiri y cols., 1998; . Irinakis, 2006).

e En la segunda fase, la superficie periosteal del hueso alveolar se remodela a
través de una interaccion entre la reabsorcion osteocldstica y la formacion
osteoblastica, lo que conduce a una contraccion total del tejido horizontal y

vertical (Jamjoom y Cohen, 2015).

La pérdida del diente y de su hueso de soporte conduce a la creacion de defectos de cresta
0 a una situacion de atrofia maxilar porque, en cuanto se detiene el estimulo inducido por
el ligamento periodontal, el hueso cortical vestibular se somete a reabsorcién y el
componente de médula 6sea de los alveolos desaparece gradualmente (Toneli y cols.,
2011). La cicatrizacion de la cavidad producida por la extraccion del diente implica la
retencion del coagulo sanguineo seguido de una secuencia de eventos que conducen a
cambios en el proceso alveolar de una manera tridimensional. Este evento de cicatrizacion
normal produce una pérdida minima de altura vertical (alrededor de 1 mm), pero una
pérdida sustancial de anchura en el plano buco-lingual (4-6 mm). Se ha demostrado que,
en los tres primeros meses tras la extraccion, la pérdida es significativa y puede resultar
tanto en una deformidad del tejido duro como del tejido blando que puede afectar la

capacidad de restaurar este lugar con una estética aceptable (Braddock y cols., 2001).
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The tooth in situ
A
Repair response after tooth extraction
Hemostatic response:  The socket fills with clot
B

Epithelial response: 1. Proliferation and migration of
cells to epithelialize the socket

Inflammatory response: 2. Polymorph response
3. Macrophage response

c ’] ' 4.Celis with osteogenic
1(/ potential invade the clot from
adjacent bone marrow

2 ¥
L
3 4
Proliferative and New osteoblasts differentiate
synthesizing phase:  and proliferate, and form new

bone to fill the extraction site

Figura 3. Ejemplo de la regeneracion y restauracion de los tejidos dseos son

los procesos de remodelado éseo postextraccion (Zhao y cols., 2014).

Hasta aqui se producira la remodelacion alveolar més agresiva, pasando después
a una fase de remodelado residual que se llevard a cabo mdas lentamente y que se
mantendré durante toda la vida. A esto se le ha llamado reduccion de la cresta residual o
RRR y depende de numeros factores (Klemetti, 1996; Jahangiri y cols., 1998; Wuy cols.,
2008; Egusa y cols., 2010). El efecto combinado de la pérdida de tejido blando con la
pérdida de tejido duro sobre el ancho total de la cresta, es decir, la relacion existente entre
la encia y su tejido 6seo de soporte subyacente es el principal problema a la hora de

rehabilitar la zona funcional y, sobre todo, estéticamente (Van der Weijden y cols., 2009),

REGENERACION OSEA DE LA SINFISIS MANDIBULAR USANDO HIDROXIAPATITA CON O SIN 32
SINVASTATINA: EFECTOS EN RATAS SANAS, DIABETICAS Y OSTEOPOROTICAS



INTRODUCCION

debido al cambio de la morfologia de la cresta alveolar que, segin el numero de dientes
perdidos, configura el grado del defecto alveolar, y segun su extension, condiciona que

se produzca una atrofia mas pronunciada.

La desaparicion gradual del proceso alveolar implica la reduccion del tamafio
sagital y vertical de las mandibulas (Toneli y cols., 2011). Para evitarlo, en contraste con
la implantacion tardia, la colocacion inmediata de un implante postextraccion puede
ayudar a preservar la dimension alveolar del hueso, permitiendo la colocacion de
implantes mas anchos y largos, mejorando asi la relacion corona-implante y aumentando
el area de superficie de contacto implante-hueso, lo que puede reducir el periodo de
curacion y aumentar el éxito del procedimiento. Aunque estos beneficios también estan
acompafiados por un inconveniente importante: la falta de adaptacion del hueso alveolar
en la region cervical del implante, un defecto vertical circunferencial que altera la
estabilidad inmediata del implante y que puede ser ocupado por tejidos blandos y poner

en peligro la osteointegracion (Mansour y cols., 2014).

Por todo esto, es importante tanto preservar el hueso como la restauracion de un
volumen de hueso suficiente para soportar la carga protésica y, también, la insercion del
implante dental como un soporte para la protesis, lo cual requiere el uso de protocolos
quirurgicos que permitan la regeneracion 6sea en localizaciones deficientes, utilizando
los principios de la osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccion (Toneli y cols.,

2011).

1.2.1. Principios bioldgicos de la regeneracion.

Se han propuesto varias estrategias regenerativas con el objetivo de preservar el
proceso alveolar después de la extraccion dental o para aumentar el soporte 6seo de los

implantes dentales (Montero y cols., 2014).

Cuando empleamos materiales para estimular la regeneracion 6sea, debemos tener
en cuenta los principios bioldgicos fundamentales de osteogénesis, osteoinduccion y

osteoconduccion (Murray y cols., 1957; Toneli y cols., 2011; Oryan y cols., 2014).
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e Osteogénesis: permite la formacion y desarrollo de hueso incluso en
ausencia de células locales indiferenciadas, las osteoprogenitoras. Es un
tipo de regeneracion que se consigue con injertos de hueso autdlogo. Las
células osteoblasticas y los sistemas de Havers del injerto se reemplazaran
con hueso nuevo desde la zona receptora (Koka y cols., 1993; Toneli y

cols., 2011; Nazirkar y cols., 2014).

e Osteoinduccion: permite la migracion y proliferacion de células
indiferenciadas en la zona receptora a regenerar (Nazirkar y cols., 2014).
Es la transformacion de células madre mesenquimales indiferenciadas en
osteoblastos o condroblastos a través de factores de crecimiento que solo

existen en el hueso vivo (Koka y cols., 1993; Toneli y cols., 2011).

e Osteoconduccion: una superficie osteoconductiva o un material
osteoconductivo es aquel que tiene la capacidad de generar una estructura
tridimensional, una matriz fisica que permita el crecimiento de hueso en
su superficie o en su interior a través de poros por los que penetran los
vasos sanguineos y por los cuales se facilita la migracion y proliferacion
celular (Kokay cols., 1993; Albrektsson y Johansson, 2001; Toneli y cols.,
2011; Nazirkar y cols., 2014). Es el proceso que proporciona un andamio
bioinerte, o matriz fisica, adecuado para la deposicion de hueso nuevo
sobre el hueso circundante o estimular células mesenquimales
diferenciadas a crecer a lo largo de la superficie del injerto (Liu y Kerns,

2014).

En resumen, la regeneracion Osea requiere tres componentes esenciales: las
células responsables de la formacion 6sea, las moléculas de sefializacion y un andamio
que actia como superficie osteoconductora para soportar la formacion 6sea osteobléstica

(Nyan y cols., 2009).

La regeneracion 0sea se logra a través de estos tres mecanismos, pero para lograr
que los implantes perduren en el tiempo tenemos que nombrar también el concepto de

oseointegracion, que se define como una conexion directa, estructural y funcional entre
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el hueso vivo, ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga funcional.
Branemark, desde sus estudios en 1952 (Brdnemark y cols., 2001), fue quien introdujo el
término de oseointegracion en los implantes. Sugirid la correccion ortografica de
"oseointegracion" en lugar de "osteointegracion", inaugurando con ello la era de la
implantologia contemporanea. La oseointegracion no es un fendmeno aislado, sino que
depende de la osteoinduccion previa y de la osteoconduccion y, por tanto, los materiales
que son demasiado toxicos para permitir la osteoconduccion no seran oseointegrados. Sin
embargo, muchos materiales muestran al menos cierto grado de fijacion dsea, lo cual ha
inspirado a los patdlogos del hueso a considerar la oseointegracion como una simple
reaccion de cuerpo extrafio, mientras que los investigadores mas orientados a la practica
clinica han rechazado tal vision. Los implantes oseointegrados han experimentado un
avance real en la implantologia oral y craneofacial, dando excelentes resultados
funcionales, en contraste con los implantes anclados, que generalmente han mostrado
tasas de éxito muy pobres. Incluso si la oseointegracion inicial depende de la induccion y

la conduccioén 6sea, el término implica que el anclaje 6seo se mantiene con el tiempo.

La osteoinduccion, la osteoconduccion y la oseointegracion son fendmenos
interrelacionados, pero no idénticos. La osteoinduccion es parte de la cicatrizacion Osea
normal y es responsable de la mayoria del hueso recién formado, por ejemplo, después
de una fractura o la inserciéon de un implante. La osteoconduccion es un término que
usualmente se usa ahora en conjunto con implantes porque el propio implante puede ser
osteoinductivo, pero esto no es un requisito previo para la induccion Osea. La
osteoconduccion y la osteointegracion dependen no solo de factores bioldgicos, sino
también de la respuesta a un material extrafo. La respuesta osteoconductiva puede ser de
corta duracion, pero la oseointegracion exitosa debe mantener el anclaje dseo durante un

largo periodo de tiempo (Albrektsson y Johansson, 2001).

1.2.2.Métodos de estimulacion de la regeneracion d0sea.

Existen diferentes procedimientos encaminados a prevenir y/o limitar la pérdida

Osea o estimular la regeneracion de hueso.
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a. Regeneracion dsea guiada (ROG). Su aplicacion a la implantologia surge
a partir de investigaciones precedentes en el campo de la periodoncia sobre
regeneracion tisular guiada (RTG), basada en una técnica quirdrgica que
evita la proliferacion de células epiteliales no deseadas mediante la
interposicion de una membrana semipermeable entre hueso, raiz dentaria
y colgajo, con el objetivo de dar tiempo a las células del tejido periodontal
(hueso y ligamento) de multiplicarse y colonizar el defecto tisular. Los
primeros articulos cientificos sobre regeneracion Osea aparecen en la
literatura a finales de la década de los afios 50, donde Murray y cols., en
1957, demostraron crecimiento de nuevo hueso en fémur, cresta iliaca y
columna vertebral utilizando una barrera para impedir la invasion de
tejidos blandos. La reconstruccion de grandes defectos dseos sigue siendo
un problema importante. En este sentido, uno de los objetivos actuales de
la ingenieria tisular es la regeneracion de hueso. En particular, en los
defectos de tamafio critico (grandes defectos que no osifican
espontaneamente) (Piskin y cols., 2008) y en los que el disefio de
biomateriales para la evaluacion de las respuestas celulares / tisulares

desempefia un papel clave (Kunert-Keil y cols., 2009).

La ROG, por tanto, consiste en la colocacion de membranas barrera
situadas de forma aislada o conjuntamente con sustitutos dseos que evitan
el colapso o la invaginacion del tejido blando sobre la zona a regenerar con
el fin de crear unas condiciones apropiadas para la regeneracion Osea
(Jahangiri y cols., 1998; Retzepi y Donos, 2010; Toscano y cols., 2010;
Toneli y cols., 2011; Liu y Kerns, 2014). Persigue la migracion de células
pluripotenciales y osteogénicas desde el periostio y hueso adyacente hasta
la zona del defecto dseo, excluyendo células epiteliales y fibroblastos que
impedirian la formacién de hueso sustituyéndolo, respectivamente, por
tejido epitelial y conectivo. Para conseguir una buena regeneracion resulta
esencial excluir al epitelio y al tejido conectivo, mantener suficiente
espacio para la formacion 6sea (permitiendo asi la invasion de las células
osteoprogenitoras), que exista estabilidad del tapon de fibrina, y que haya
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un cierre primario de la herida (Liu y Kerns, 2014), promoviendo las
condiciones en las que se favorezca la angiogénesis (Saghiri y cols., 2016).
Para ello, existen en el mercado membranas no reabsorbibles como las de
PTFEc (Gore Tex), micromallas o teflon, y reabsorbibles como el hueso
cortical desmineralizado o con colageno (Irinakis, 2006; Saghiri y cols.,

2016).

b. Materiales de injerto. El hueso es el segundo tejido mas trasplantado
después de la sangre (Oryan y cols., 2014). Todos los materiales de injerto
poseen alguno de los mecanismos de accion de osteogénesis,
osteoinduccion y/u osteoconduccion. Estas caracteristicas se derivan
principalmente de su origen y composicion. Este tipo de materiales,
ademas, pueden presentarse en particulas o bloques, segun lo requiera el

caso clinico especifico (Tomlin y cols., 2014).

Existen diferentes tipos de injertos, los cuales vamos a clasificar

segun su origen en:

e Hueso autdlogo (autoinjerto). Procedente del mismo individuo y

que es considerado el estandar de oro debido a que es el tnico que
retne las tres caracteristicas de osteogénesis, osteoinduccion y
osteoconduccion (Kim y cols., 2014; Tomlin y cols., 2014; Chauhan
y cols., 2015). Contiene proteinas, minerales, c¢lulas Oseas vivas de
la zona donante y sustrato 6seo que favorece la regeneracion y el
éxito del procedimiento (Liu y Kerns, 2014). Puede obtenerse de
regiones extraorales (cresta iliaca, tibia o calota) y de regiones
intraorales (crestas edéntulas, sinfisis mandibular, tuberosidad
maxilar, rama ascendente de la mandibula, torus u exostosis). La
fuente del hueso intraoral también es importante porque, cuando el
hueso es predominantemente de naturaleza cortical, tiene poco
potencial osteogénico; mientras que el hueso esponjoso, que
contiene la médula hematopoyética, como la médula 6sea roja de la

tuberosidad maxilar o de los dientes sanos (8 a 12 semanas después
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de la extraccion), proporciona un mejor potencial osteogénico. El
coagulo 6seo es el hueso obtenido usando fresas de alta o baja
velocidad mezcladas con sangre (fresado bioldgico). Se pueden
tomar bloques o hueso particulado, tanto trabecular o cortical, como
combinado (corticotrabecular). En los bloques, cuando el hueso es
predominantemente cortical tiene poco potencial osteogénico frente
al trabecular o esponjoso, que tiene mejores propiedades
osteogénicas porque contiene médula 6sea. El hueso particulado se
cosecha utilizando diferentes técnicas, por ejemplo: formar un
coagulo 6seo fresando el hueso a alta o baja velocidad y mezclarlo
con sangre, mezclar el hueso cosechado y colocarlo en una cépsula
de amalgama estéril en un vibrador y triturado durante 60 segundos
o también se puede recoger hueso con instrumentos de mano como

un cincel, un dispositivo de la coleccion dsea o una cureta.

Es fundamental considerar el origen embrionario del injerto
puesto que la respuesta obtenida en la regeneracion va a depender
estrechamente del mismo (mayor reabsorcion con diferentes
caracteristicas embrioldgicas) (Toneli y cols., 2011). El hueso
cortical tiene un contenido mineral mas alto que el hueso trabecular
o esponjoso. Ademads, dada la presencia de espacios dentro de la
estructura del hueso esponjoso, este tltimo es mas osteogénico que
el hueso cortical. La rigidez compresiva y la resistencia del hueso
cortical son mucho mas altas que las del hueso esponjoso. Al
seleccionar un injerto o combinacion de injertos, el cirujano debe ser
consciente de estas diferencias fundamentales en las estructuras

oseas.

Los injertos 6seos pueden ser corticales, esponjosos o
cortico-esponjosos. Los injertos Oseos corticales se utilizan
principalmente para el soporte estructural y la resistencia, y los

injertos 0seos esponjosos para la osteogénesis. El apoyo estructural
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y la osteogénesis pueden combinarse, lo que es una de las ventajas
mas importantes del uso de injertos 0seos cortico-esponjosos. Los
injertos 6seos esponjosos se usan comunmente en la fractura sin
unién, defectos maxilofaciales y otros defectos 6seos pequeios.
Estos injertos carecen de resistencia mecanica, pero son faciles de
usar. Ademas, la estructura porosa de los injertos déseos esponjosos
puede aumentar el crecimiento 6seo y mejorar la cicatrizacion,
permitiendo una revascularizacion mas rapida. Los injertos 6seos
corticales se aplican con menor frecuencia y pueden utilizarse como
injertos onlay, como el injerto sobrepuesto sobre la cresta alveolar
para aumentar la dimension vertical (el aumento contrapuesto,
llamado venner, es el aumento de hueso obtenido al colocar un
injerto 6seo contra la cara vestibular de la cresta Osea para
incrementar la dimension horizontal). El injerto 6seo onlay se utiliza
para aumentar el hueso atrofico fuera de los limites anatomicos del
esqueleto. Un ejemplo de un injerto onlay es el injerto necesario para
aumentar el ancho alveolar atrofico de una futura localizacion para
colocar un implante. Este posicionamiento tridimensional del injerto
tiene un papel importante en el curso de la cicatrizacion y, por lo
tanto, en el éxito del injerto y el resultado de la incorporacion.
Cuando se utiliza un injerto para llenar un defecto 6seo dentro de los
confines del esqueleto anatomico, el término injerto de incrustacion,
inlay, es mas apropiado. Los injertos onlay sufren un curso de
cicatrizacion mas complicado que los injertos de inlay. La tasa de
reabsorcion de los injertos de onlay es més alta para los injertos inlay
por dos razones: la primera es que los injertos de onlay estan menos
expuestos a la vascularizacion 6sea del receptor, lo que da lugar a
una remodelacién 6sea menor; y, la segunda, los injertos dseos onlay
estan expuestos a las fuerzas de los tejidos blandos circundantes que
conducen a una mayor resorcion osteoclastica en las areas expuestas

a estas fuerzas (Oryan y cols., 2014).
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Pero, a pesar de la gran capacidad regenerativa de estos
tipos de injerto, hay que tener en cuenta sus desventajas: la creacion
de una segunda zona quirtrgica y su consiguiente morbilidad, la
dificultad de obtener suficiente cantidad del material de injerto y una
mayor tasa de reabsorcion (Salked y cols., 2001; Liu y Kerns, 2014;
Nazirkar y cols., 2014; Oryan y cols., 2014; Tomlin y cols., 2014).

¢ Aloinjerto. Son injertos transferidos de diferentes individuos de la
misma especie. Se toman de bancos de tejidos siendo su funcion
principal osteoconductora, aportando propiedades mecanicas
incluso en defectos amplios (Toneli y cols., 2011; Shendre y cols.,
2012). Las ventajas de este tipo de injertos radican en la
disponibilidad casi ilimitada de material de injerto, menor
morbilidad para el huésped puesto que no se requiere de una segunda
zona quirurgica donante, y reduccion del tiempo quirurgico; pero
presenta dos problemas principales, una menor capacidad
regenerativa y la posibilidad de trasmision de enfermedades. Por esta
ultima razon, se presentan secos, congelados y desmineralizados
(DFDBA) o secos, congelados y mineralizados (FDBA). El
desmineralizado expone las proteinas osteoinductivas de la matriz
6sea (incluidas las BMP) que pueden ser activadas (Salked y cols.,
2001; lasella y cols., 2003; Di Bella y cols., 2010; Liu y Kerns, 2014;
Nazirkar y cols., 2014; Oryan y cols., 2014; Tomlin y cols., 2014;
Moshiri y cols., 2016; Sadeghiy cols., 2016).

e Xenoinjertos. Injertos tomados de una especie diferente a la del
receptor. El mas representativo es la hidroxiapatita natural (HA) y el
hueso bovino desproteinizado. Su funcion principal es
osteoconductora, sirviendo de matriz fisica para la formaciéon de
nuevo hueso. La hidroxiapatita natural se extrae de hueso animal,
siendo su estructura tridimensional altamente biocompatible con los

tejidos adyacentes a la zona receptora (Nazirkar y cols., 2014). En el
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caso del hueso bovino, el mas extensamente estudiado es el Bio-Oss"
(Geistlich Pharma, Wolhusen, Suiza) con un médulo de elasticidad,
fuerza compresiva y configuracion estructural muy similares al
humano. Este tipo de hueso puede permanecer durante largo tiempo
en el lugar del injerto debido a que provoca una respuesta antigénica
minima, lo que conlleva a un menor infiltrado inflamatorio en la
zona, entre otras (Froum y cols., 2004; Liu y Kerns, 2014; Nazirkar

y cols., 2014; Oryan y cols., 2014; Tomlin y cols., 2014).

e Injertos aloplasticos. Son materiales sintéticos inertes cuya

funcion reside en su capacidad osteoconductora, sirven como
andamio para la formacion de hueso nuevo. Los mas frecuentes son
el carbonato de calcio, polimeros de vidrio bioactivo, sulfato de
calcio y materiales ceramicos como la hidroxiapatita sintética y el
fosfato tricalcico (TCP) (Toneli y cols., 2011; Liu y Kerns, 2014;
Nazirkar y cols., 2014; Oryan y cols., 2014; Tomlin y cols., 2014).
Se ha demostrado que los injertos aloplésticos dan como resultado el
llenado de defectos, la estabilizacion de la estructura dsea restante,
la ganancia de unién clinica y la disminucion de las profundidades
de sondaje (Tomlin y cols., 2014). Presentan algunas caracteristicas
que confieren aspectos negativos para su uso como el largo tiempo
de curacion, osificacion no homogénea, posible aparicion de
reaccion a cuerpo extraiio o migracion de particulas (Toneli y cols.,
2011; Liuy Kerns, 2014; Nazirkar y cols., 2014; Oryany cols., 2014;
Tomlin y cols., 2014).

El hueso sano normal tiene la capacidad de regenerarse
espontaneamente durante la remodelacion o después de una lesion menor.
Sin embargo, si el defecto excede un tamafio critico y no se cura
naturalmente, se requerird un injerto 6seo para regenerar (mediante la
adicion de un nuevo tejido). Como hemos descrito anteriormente, los
biomateriales comunes de injerto dseo incluyen autoinjertos (hueso del
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propio paciente), aloinjertos (hueso de cadaver humano), xenoinjertos
(hueso animal) y biomateriales sintéticos. De éstos, los autoinjertos se
utilizan como el estdndar actual ya que son osteogénicos, osteoconductivos
y osteoinductivos. Pero, aunque los autoinjertos producen resultados
satisfactorios, tienen el riesgo de morbilidad en la zona del donante y estan
limitados en su disponibilidad. Con los autoinjertos, aloinjertos y
xenoinjertos, cada uno de los cuales tiene su propio conjunto de
inconvenientes (Tabla 1), los biomateriales sintéticos estan emergiendo
como sustitutos potencialmente viables para la regeneracion oOsea,
considerando que satisfacen requerimientos tales como que son

biocompatibles, biodegradables y bioactivos (Rodriguez y cols., 2014).

Compuestos tales como las BMP, factores de crecimiento y otros
compuestos farmacéuticos han sido incorporados en sistemas de liberacion
de farmacos especificos para los huesos con el objetivo principal de apoyar
la formacién de nuevo hueso en el sitio de un defecto y, con esto surge una
alternativa prometedora a los autoinjertos, usando sustitutos sintéticos
tridimensionales con un sistema de administracion de agentes bioactivos

(Pullisaar y cols., 2013).

c¢. Plasma rico en plaquetas y factores de crecimiento. Este tipo de
tratamiento es esencialmente un método para concentrar plaquetas y sus
factores de crecimiento intrinsecos en el plasma sanguineo y asi poder

estimular y acelerar una respuesta de curacion (Rodriguez y cols., 2014).

El contenido en factores de crecimiento presente en las plaquetas
se puede obtener mediante el método de centrifugado de la propia sangre
del paciente. Para ello, es extraida previamente con una aguja de calibre
grande, para evitar que se rompan las plaquetas, y depositada en tubos con
una solucién anticoagulante. La sangre se centrifuga a 5600 rpm y se
separa el plasma pobre en plaquetas. Esta se pone en otro contenedor y
procesamos la muestra primaria a 2400 rpm separandose en leucocitos y

plasma rico en plaquetas (PRP) y en factores de crecimiento (PRGF): esto
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Injerto Propiedades Ventajas Inconvenientes
- “Gold standard”
L. - Dolor y morbilidad sitio
o v Osteogénico y
g - No respuesta donante
=5 : o
£ v" Osteoconductivo antigénica
= . .
. . - Cantidad limitada
< v Osteoinductivo .
- No transmision ) _
- Mayor tiempo operatorio
enfermedades
- Posible anestesia o sedacion
. ... | - Posible respuesta antigénica
) - No morbilidad sitio pu g
° v Osteogénico
E ) donante - Recursos limitados
k=) v" Osteoconductivo
S
= - Alta disponibilidad T .
< No osteoinductivo - Pérdida de propiedades
- Facil Manejo biologicas y mecénicas
durante el procesado
- Mayor coste
L - Posible respuesta antigénica
2 No osteogénico p &
f‘:—’, ) - Bajo coste . L
= v" Osteoconductivo - Posible transmision de
= . g
S - Alta disponibilidad | enfermedades
< v" Osteoinductivo
- Peores resultados

Tabla 1. Resumen de algunas de las ventajas y desventajas

de los tipos de injertos de hueso (Oryan y cols., 2014).
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lo convierte en una fuente autégena de factores de crecimiento muy util al
combinarlo con materiales de regeneracion. Los factores de crecimiento
mas importantes son el TGF-f, el factor de crecimiento insulinico, los
factores de crecimiento fibroblasticos o el factor de crecimiento derivado
de plaquetas. El TGF- presenta dos formas destacadas en la reparacion
tisular y la regeneracion 6sea: TGB-B1 y TGF-B2. Entre sus funciones,
parecen estimular la osteogénesis al incrementar la angiogénesis, limitar la
actividad osteoclastica y favorecer la osteobléstica (Hughes y cols., 2007;
Nazirkar y cols., 2014; Rodriguez y cols., 2014; Qi y cols., 2015). El PRP
ha demostrado una alta capacidad para mejorar los procesos regenerativos,
acelerar la regeneracion de defectos periodontales y promover la
formacion oOsea. Entre otros, el tratamiento con PRGF después de la
exodoncia del tercer molar ha demostrado tener éxito en la estimulacion
de la regeneracion 6sea. También se ha demostrado que el PRGF aumenta
la velocidad de la epitelizacion de la herida de la mucosa oral y mejora la
recuperacion postoperatoria. Tanto el PRP y el PRGF acttian sobre células
ya diferenciadas, tales como preosteoblastos y osteoblastos; sin embargo,
no ejercen ningun efecto sobre las células madre presentes en el tejido
6seo, cuya diferenciacion esta regulada por BMP (Rivera y cols., 2013;

Nazirkar y cols., 2014).

1.3. ESTATINAS.

Las estatinas son farmacos anticolesterolémicos que ejercen su accion a través de
la inhibicion de la reductasa 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA) (Garret
y cols., 2001; Maeda y cols., 2001; Jamal y cols., 2004; Baek y cols., 2005; Hughes y
cols., 2007; Ahn y cols., 2008; Park, 2009; Chauhan y cols., 2015) (figura 4). Estos han
sido disenados para ser hepatoselectivos debido a que el lugar primario de sintesis de
colesterol es el higado. La enzima HMG-CoA reductasa cataliza la etapa limitante en la

biosintesis del colesterol y, mientras que el colesterol es el producto a granel de la via
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controlada por esta enzima, su producto directo, el mevalonato, es un precursor de una
serie de compuestos no esteroideos que son vitales para muchas funciones celulares

(Edwards y cols., 2001; Garrett y Mundy, 2002).

Desde el descubrimiento de la lovastatina, de origen natural, se han introducido
en el mercado dos estatinas semisintéticas: la sinvastatina y la pravastatina, y cuatro
sintéticas: atorvastatina, fluvastatina, pitavastatina y rosuvastatina (Garrett y Mundy,
2002; Hughes y cols., 2007; Chauhan y cols., 2015; Shah y cols., 2015) (Figura 4)
(Horiuchi y Maeda, 2006). La cerivastatina, otra estatina sintética, fue retirada del
mercado en el afio 2001 debido a los efectos secundarios que producia (Horiuchi y Maeda,
2006; Shah y cols., 2015), entre ellos casos de rabdomidlisis, es decir, la descomposicion
del tejido muscular que ocasiona la liberacion de los contenidos de las fibras musculares
en la sangre (Jamal y cols., 2004; Wu y cols., 2009; Grover y cols., 2013; Shah y cols.,
2015). Las estatinas sintéticas tienen una potencia mas alta en comparacion con las
estatinas fermentadas (Grover y cols., 2013); la mevastatina, la lovastatina, la sinvastatina
y la pravastatina son estatinas naturales derivadas de la fermentacién (Horiuchi y Maeda,

2006).

Las estatinas difieren en su lipofilia/hidrofilia que determina su potencial de
cruzar las membranas celulares de manera no selectiva por difusion pasiva (Horiuchi y
Maeda, 2006). Las hidrofobas entran por la vena porta al higado difundiéndose
rapidamente por las membranas celulares en su forma de lactona activa. Una vez en las
células del higado, el anillo de lactona se hidroliza y la forma libre del 4cido del fArmaco
sigue siendo abundante en el higado antes de la excrecion. Las estatinas hidréfilas
requieren un transporte activo a las células que se lleva a cabo a través de transportadores
que se expresan predominantemente en el higado. Las estatinas hidréfobas/lipofilicas,
como la sinvastatina y la atorvastatina, atraviesan facilmente la membrana celular para
entrar en las células, pero las estatinas hidrofilas, como la pravastatina y la rosuvastatina,
requieren mecanismos especificos de transporte en las células hepaticas para su entrada
en estas células (Horiuchi y Maeda, 2006). Al margen de cudl sea la via de entrada a los
tejidos, tanto las estatinas hidrofobas como las hidréfilas son especificas del higado y

tienen relativamente poca perfusion en los tejidos distales (Hughes y cols., 2007).
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Figura 4. Estructura quimica de las diferentes estatinas y HMG-CoA,

el sustrato enzimatico (Horiuchi y Maeda, 2006).
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Dentro de este grupo de farmacos, la sinvastatina es el prescrito de forma mas
frecuente para el control de la hipercolesterolemia, previniendo la sintesis del colesterol

(Montero y cols., 2014).

Una de las caracteristicas de las estatinas es su efecto pleiotrépico (Garret y cols.,
2001; Horiuchi y Maeda, 2006; Hughes y cols., 2007; Elavarasu y cols., 2012; Masadeh
y cols., 2012; Grover y cols., 2013; Xu y cols., 2014; Kavalipati y cols., 2015;
Papadimitriou y cols., 2015), concepto que se describe como el cambio inesperado de
varias caracteristicas cuando se suponia que solamente iba a cambiar una, actuando no
solo a nivel cardiovascular sino también poseyendo capacidades antiinflamatorias,
inmunomoduladoras, antioxidantes, antitromboticas, vasodilatadoras, antimicrobianas y
de regeneracion dsea. En este ultimo punto, se ha observado que es capaz de regular la
regeneracion osea tanto a nivel molecular como a nivel celular (Park, 2009; Montero y
cols., 2014) y las estatinas lipofilicas o de alta potencia son las que han demostrado un

mayor aumento de la DMO, frente a las hidrofilicas (Hernandez y cols., 2014).

1.3.1. Sinvastatina.

La sinvastatina es una estatina lipofilica derivada de metabolitos fingicos y que
tiene una semivida de eliminacion de 1 a 3 horas (Kheirallah y Almeshaly, 2016). Es el
resultado de una modificacion quimica de la lovastatina, una enzima de la via de sintesis
del colesterol (Park, 2009). Es acido butanico,2,2-dimetil-,1,2,3,7,8,8a-hexahidro-3,7-
dimetil8-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)-etil]-1naftaleno éster,[1S-
[1a,3a,7b,8b(2S*,45*),-8ab]]; y su formula empirica es C25sH3305 (Figura 5) (Elavarasu
y cols., 2012; Chauhan y cols., 2015).

La estructura quimica de la sinvastatina define su solubilidad en el agua, que a su
vez influye en su absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (Kheirallah y
Almeshaly, 2016). La sinvastatina alcanza niveles sanguineos sistémicos menores al 5%
de la dosis oral consumida debido a su baja absorcion y a su gran metabolismo inicial
(Satyawan y cols., 2006; Park, 2009; Yang y cols., 2014; Kheirallah y Almeshaly, 2016).

Una vez absorbida, es transformada por el citocromo P450 en el higado (Satyawan y
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HO, O

Figura 5. Estructura de la molécula de sinvastatina (Elavarasu y cols., 2012; Chauhan

y cols., 2015)

cols., 2006; Park, 2009): las estatinas lipofilicas son mas susceptibles al metabolismo por
las enzimas del sistema citocromo P450; y las hidrofilicas, como la pravastatina o la
rosuvastatina, no son tan susceptibles a degradarse mediante este mecanismo (Kheirallah
y Almeshaly, 2016). Cuando se administra en dosis lipoliticas, es decir, bajas; estos
agentes probablemente no alcanzan concentraciones sanguineas suficientes para causar
de forma fiable aumentos sustanciales en la formacion 6sea en los seres humanos
(Gutiérrez y cols., 2006). Por todo ello, ya que las concentraciones que alcanzan a los OB
y OC son muy bajas, se deben desarrollar diferentes aplicaciones que puedan incrementar
su presencia en estos tejidos y estimular el proceso regenerativo, no solo a nivel sistémico
si no también locales, administrandolas en forma de inyecciones, parches transdérmicos,
o aplicaciones directas intralesionales en el caso de regeneraciones dseas quirurgicas para
evitar la citotoxicidad en las células hepaticas que se produciria al administrar dosis altas

(Park, 2009; Lee y cols., 2008; Ezirganl y cols., 2013).

I. 3.2 Mecanismo de actuacion de la sinvastatina en la regeneracion osea.

La accién anabolica de las estatinas sobre el hueso puede resumirse en tres

mecanismos principales: estimulacion de los OB y, por lo tanto, de la osteogénesis;

supresion de la osteoclastogénesis e inhibicion de la apoptosis de los osteoblastos (Figura
6) (Zhang y cols., 2014; Moshiri y cols., 2016).
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Figura 6. Mecanismos de actuacion de las estatinas sobre el

metabolismo 6seo; de Zhang et al, 2014 (Zhang y cols., 2014).

- Estimulacion de la osteogénesis.

La actuacion de la sinvastatina sobre los osteoblastos ocurre principalmente a
través de la estimulacion de la secrecion de las BMP. Esto lo consigue antagonizando o
suprimiendo el efecto del factor de necrosis tumoral y previniendo la inhibicion de la
BMP-2 (Martin y cols., 2001; Park, 2009; Chen y cols., 2010; Egusay cols., 2010; Moon
y cols., 2011; Sibai y cols., 2011; Wadagaki y cols., 2011; Zhao y Liu, 2014; Lin y cols.,
2016; Moshiri y cols., 2016).

Si partimos del efecto de la sinvastatina sobre la inhibicion de la reductasa HMG-
CoA, se provoca la interrupcion de la cascada de la via del mevalonato y, como
consecuencia, la disminucion de sus intermediarios isoprenoides, el farnesil pirofosfato
(FPP) y el geranilgeraniol pirofosfato (GGPP). Esta disminucion provoca un incremento
en la diferenciacion osteoblastica, debido a que se disminuye a su vez la frenilacion de
proteinas de union al GTP como el Rho, Rac o Rab; y, por tanto, la cascada de

transduccion de la sefial que desencadena un incremento en la expresion de BMP-2 y

REGENERACION OSEA DE LA SINFISIS MANDIBULAR USANDO HIDROXIAPATITA CON O SIN
SINVASTATINA: EFECTOS EN RATAS SANAS, DIABETICAS Y OSTEOPOROTICAS



INTRODUCCION

osteocalcina. De esta forma, la disminucion de FPP y GGPP promueve la diferenciacion
de los OB (Edwards y cols., 2001; Garret y cols., 2001; Garrett y Mundy, 2002; Horiuchi
y Maeda, 2006; Hughes y cols., 2007; Yamashita y cols., 2008; Chen y cols., 2010; Sibai
y cols., 2011; Nakashima y Haneji, 2013; Zhang y cols., 2014; Taiy cols., 2015; Moshiri
y cols., 2016).

La disminucién de la frenilacién proteica provoca, ademas, un estimulo en la
neovascularizacion debido a un aumento en la liberacion del VEGEF. Este, a su vez,
favorece la diferenciacion osteoblastica y la formacion de hueso (Garrett y Mundy, 2002;
Takenaka y cols., 2002; Horiuchi y Maeda, 2006; Allon y cols., 2014;Zhang y cols.,
2014; Chauhan y cols., 2015).

- Inhibicion de la apoptosis osteoblastica.

Otro importante efecto sobre los osteoblastos es la inhibicion de los fendmenos
de apoptosis. Las estatinas interaccionan con los receptores del TGF-f, desencadenando
un incremento en la proteina Smad3, cuya funcion es fundamental para el mantenimiento
del hueso ya que favorece su formacion e inhibe la apoptosis osteoblastica (Woo y cols.,
2000; Yamashita y cols., 2008; Park, 2009; Egusa y cols., 2010; Moon y cols., 2011;
Zhang y cols., 2014; Papadimitriou y cols., 2015; Moshiri y cols., 2016).

- Inhibicion de la osteoclastogénesis.

Sobre los osteoclastos, las estatinas poseen un efecto inhibidor a través de su
actuacion sobre la via RANK/RANK-L/OPG. Favorece el aumento en la expresion de
osteoprogeterina (OPG) y disminuye la de RANKL, provocando la inhibicion de la
osteoclastogénesis (Moon y cols., 2011; Nakashima y Haneji, 2013; Zhang y cols., 2014;
Lin y cols., 2016). Yamashita y cols., en 2010, describieron este proceso como
consecuencia del bloqueo de la sefial Scr intracelular y la activacion de la fosforilacion
de ERK, JNK y AKT (Figura 7). Estos procesos son generados por la accidon conjunta

de RANKL y BMP-2, que facilitan la activacion y diferenciacion osteocléstica a través
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‘

de la activacion de la sefal de Src y la inhibicion de MAPK y AKT (Horiuchi y Maeda,
2006; Chen y cols., 2010; Yamashita y cols., 2010). El efecto inhibidor también es
explicado por Moon y cols., en 2011, como consecuencia de la supresion en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares (Moon y cols., 2011;

Zhao y cols., 2014; Montazerolghaem y cols., 2016).

Otra via de inhibicién osteoclastica es la disminucion en la actina del
citoesqueleto osteoclastico, con alteracion de la maduracion y estructuracion del mismo.
De nuevo, esta situacion es consecuencia de la reduccion en la frenilacion proteica de las
FPP y GGPP y conlleva la disminucion de la diferenciacion del OC (Woo y cols., 2000;
Coxon y Rogers, 2002; Hughes y cols., 2007; Kim y cols., 2009).

F{ANK BMPHS

ERK
Statin me— Src T/ JNK e Statin
AKT

Osteoclastic differentiation
(TRAP, RANK, Cathepsin-K expression)

Figura 7. Acciéon de la sinvastatina sobre la diferenciacion|

osteoclastica. De Yamashita et al, 2010 (Yamashita y cols., 2010).

En la via RANK/RANKL/OPG también adquieren gran relevancia los estrogenos
y sus receptores, cuya union desencadena una reduccion del RANKL y la inhibicion del
OC. Estos receptores parecen ser estimulados por la sinvastatina y, por tanto, refuerzan
este proceso a través de los mismos (Ahn y cols., 2008; Wright y Marshall, 2009; Egusa
y cols., 2010; Song y cols., 2010).
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- Otros mecanismos de actuacion sobre la regeneracion dsea.

Otras vias que parecen favorecer la activacion de la osteogénesis son: la supresion
de la induccién de la matriz de metaloproteinasa-9 (MMP-9) (Egusa y cols., 2010; Kim
y cols., 2009; Jin y cols. 2014; Okata y cols., 2015), la estimulacion de la actividad de la
fosfatasa alcalina, el incremento de la osteocalcina y el aumento de la sialoproteina 6sea
y coladgeno de tipo I, ademas de poseer propiedades antiinflamatorias por la disminucion
de la interleuquina-1, 6 y 8 (Baek y cols., 2005; Sakoda y cols., 2006; Satyawan y cols.,
2006; Park, 2009; Elavarasu y cols., 2012; Pullisaar y cols., 2013; Kocer y cols., 2014;
Zhang y cols., 2014). La osteocalcina se origina de la sintesis osteobléstica y se deposita
en el hueso o se libera a la circulacion, donde se correlaciona con las medidas histologicas
de la formacion 6sea. La fosfatasa alcalina sérica especifica del hueso se localiza en la
membrana de los osteoblastos y es el marcador de formacién 6sea mas comunmente

utilizado (Kocer y cols., 2014).

1.3.3 Usos de la sinvastatina.

El uso clasico de la sinvastatina es su empleo como agente
antihipercolesterolémico, pero, desde el descubrimiento de sus efectos pleiotropicos, se

ha estudiado su utilizacion como agente en diferentes aplicaciones.

Osteoporosis.

Los efectos anabolicos sobre la regeneracion 0sea de estos medicamentos se han
estudiado para el tratamiento de la osteoporosis y otras enfermedades que generan
alteraciones del metabolismo 6seo (Garret y cols., 2001; Moshiri y cols., 2016; Monteiro
y cols., 2016). La deficiencia de estrogeno aumenta el nivel de colesterol en la sangre y
su tratamiento con sinvastatina parece ayudar a la formacion de hueso nuevo (Junqueira

y cols., 2002; Nassar y cols., 2009).

El efecto de la sinvastatina sobre la via del RANK/RANKL/OPG vy, por lo tanto,

sobre la inhibicion de la reabsorcion 6sea, puede ser empleado para el tratamiento de la
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osteoporosis, asi como para el tratamiento de tumores Oseos en los que las células
tumorales generen una sobreexpresion del RANK que les facilita la diferenciacion y
activacion tumorales (Ahn y cols., 2008; Yamashita y cols., 2008; Wright y Marshall,
2009; Egusa y cols., 2010; Song y cols., 2010).

Las estatinas se han administrado sistémicamente provocando un aumento de los
volumenes 6seos trabeculares y de las tasas de formacion 6sea en modelos animales.
Estudios recientes han demostrado que las estatinas son potentes inhibidores de la
resorcion dsea y del numero de osteoclastos, y hay evidencias de su efecto anabodlico
(Miller, 1999; De leo y cols., 2003). El potencial formador de hueso de la sinvastatina se
ha atribuido a una variedad de factores como antagonizar el TNF, la diferenciacion de
osteoclastos inducida por BMP-2 y llevarlos a la madurez, la potenciacion de la actividad
y mineralizacion de la fosfatasa alcalina, el aumento la sialoproteina, la osteocalcina y el
colageno tipo I, y la disminucion de la produccion de PGE2, IL-1 e IL-6, con actividad
de resorcion Osea. Ademds, la sinvastatina act@ia como un inhibidor de osteoclastos y
suprime la osteoclastogénesis inducida por RANKL mediante la inhibicion de vias de
sefalizacion inducidas por especies reactivas de oxigeno (Mansour y cols., 2014). Con
esto se explica las propiedades anabdlicas y antirresortivas combinadas de las estatinas
que podrian usarse en la prevencion y terapia de la osteopenia postmenopausica y la
osteoporosis. Ademas de que el tratamiento con estatinas puede prevenir la enfermedad
cardiovascular, disminuyendo los niveles de lipidos plasmaticos y la fractura dsea al
aumentar la formacion dsea, la asociacion de terapia de reemplazo hormonal junto con
las estatinas puede reducir mas aun el riesgo de fractura 6sea al combinar el efecto
antirresortivo de la terapia hormonal junto con los efectos anaboélicos y antirresortivos de
las estatinas (Miller, 1999; De leo y cols., 2003). Del mismo modo, se ha observado que
la DMO aumenta méas en mujeres postmenopausicas tratadas con terapia hormonal
combinada con estatinas, que cuando se trata con terapia hormonal exclusivamente (De

leo y cols., 2003).

Aunque el uso de las estatinas como farmacos beneficiosos en pacientes
osteoporoticos ain no ha alcanzado un consenso sobre su efecto real. Hay estudios que

no han conseguido probar el beneficio del uso de estatinas en la regeneracion Osea
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(Oxlund y cols., 2001; Sirola y cols., 2002; Von Stechow y cols., 2003; Baek y cols.,
2005; Anbinder y cols., 2006; Yao y cols., 2006; Yee y cols., 2006; Ayukawa y cols.,
2009; Chissas y cols., 2010; Issa y cols., 2015; Dai y cols., 2016; Long y cols., 2016;
Moshiri y cols., 2016; An y cols., 2017), aunque existen tendencias positivas en la
literatura, aun estan presentes diversos factores de confusion, como la presencia de
enfermedades concomitantes como la diabetes, el tipo de estatina empleada, la dosis
utilizada a nivel sistémico, la duracion del tratamiento, los habitos de vida de los
pacientes, los métodos de administracion, los niveles lipidicos basales y/o las diferencias
en la sensibilidad a las estatinas de los OB y OC a diferentes dosis (Satyawan y cols.,
2006; Garip y Severcan, 2010; Ezirganl y cols., 2013; Liu y Kerns, 2014; Shah y cols.,
2015). También se han estudiado los beneficios de hacer ejercicio como coadyuvante del
tratamiento con estatinas en el hueso osteopordtico, ya que esta combinacion, ademas de
emplearse en la prevencion de las enfermedades cardiovasculares, aumenta el DMO y la
resistencia a la fractura 6sea (Skoglund y cols., 2002; De leo y cols., 2003; Lespessailles

y Prouteau, 2006; Starnes y cols., 2013; Hao y cols., 2017).

Regeneracion dsea.

Durante los procedimientos de regeneracion ésea para la ganancia del tejido
perdido en determinados tipos de cirugias, el uso de las estatinas en dosis y vias de
transporte controladas puede ayudar a estimular células endégenas hacia la produccion
de hueso funcional (Pytlik y cols., 2003; Oxlund y Andreassen, 2004; Satyawan y cols.,
2006; Anbinder y cols., 2007; Saraf'y cols., 2007; Du y cols., 2009; Ho y cols., 2009;
Bostan y cols. 2011; Sousa y cols., 2014; Shah y cols., 2015). También pueden tener
efectos beneficiosos en la enfermedad periodontal con pérdida 6sea alveolar y movilidad
dentaria (Chang y cols., 2013; Grover y cols., 2013; Price y cols., 2013; Xuy cols., 2014;
Zhao y Liu, 2014; Kheirallah y Almeshaly, 2016) y atenuando el dafo tisular inducido
por radiacion, lo que parece estar relacionado con la inhibicion de la apoptosis, las
actividades antioxidantes, la mejora de la capacidad de transporte de oxigeno, y el

aumento de las células progenitoras endoteliales circulantes (Zhao y cols., 2014).
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Los efectos de la sinvastatina sobre la expresion de factores de crecimiento como
el VEGF o las BMP, son tutiles a la hora de favorecer la formacion de hueso durante
procesos regenerativos (Takenaka y cols., 2002; Horiuchi y Maeda, 2006; Ozec y cols.,
2007; Egusa y cols., 2010; Zhou y cols., 2010; Allon y cols., 2014; Zhang y cols., 2014;
Moshiri y cols., 2015; Shah y cols., 2015; Tan y cols., 2015; Yan y cols., 2015; Lin y
cols., 2016; Montazerolghaem y cols., 2016). En cuanto a su forma de aplicacion, se ha
estudiado tanto en forma sistémica como local. A nivel sistémico, las concentraciones
alcanzadas en la zona de interés son menores junto con una mayor toxicidad (afectacion
hepatica y muscular) (Ho y cols., 2009; Satyawan y cols., 2006). Las estatinas tienen como
blanco el higado y tienen menor afinidad por el tejido 6seo, por lo que la dosis oral
sistémica necesaria para que las estatinas tengan efecto sobre el hueso es mucho mas alta
que para reducir los niveles de colesterol y esto se traduce en una toxicidad hepatica
inaceptable; de hecho, se estd trabajando en buscar un transportador mas eficaz (ya que
el éxito en la formacion de hueso se debe a concentraciones locales altas de este farmaco)
(Maritz y cols., 2001; Lima y cols., 2010; Zhang y cols., 2016). Una dosis baja de
sinvastatina aumenta la reabsorcion y disminuye la formacién 6sea, mientras que las
dosis altas disminuyen la resorcion dsea y aumentan la formacion de hueso a la vez que
elevan el riesgo de insuficiencia hepatica, enfermedad renal y de otros efectos
secundarios (Kheirallah y Almeshaly, 2016) como la apariciéon de adenomas (Zhang y
cols., 2016). Por todo esto, la aplicacion a nivel local se muestra mdas apropiada,
aportando una mayor dosis de liberacion en el area deseada, sin las consecuencias que
supone la liberacion a nivel sistémico (Park, 2009; Shah y cols., 2015), y puede lograr
concentraciones terapéuticas en el hueso evitando la degradacion hepatica de las

estatinas y asi reducir los efectos secundarios sistémicos (Kheirallah y Almeshaly, 2016).

Sobre la regeneracion 6sea, es importante considerar el efecto antiinflamatorio
observado de las estatinas. Este parece ser beneficioso en procesos de osteoartritis,
disminuyendo la destruccidon inflamatoria del cartilago y mejorando las condiciones
clinicas del paciente, capacidad que podria favorecer los procesos de regeneracion 0sea
(Chany cols., 2013; Kadam y cols., 2013; Jin y cols., 2014; Funk y cols., 2016). A pesar
de ello, se ha observado que, aplicadas a nivel local en determinadas concentraciones,

estan relacionadas con un aumento de la inflamacion, especialmente la sinvastatina,
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siendo mayor cuanto mayor es la dosis aplicada (Thylin y cols., 2002; Stein y cols., 2005;
Nyan y cols., 2007; Park, 2009; Lima y cols., 2010; Allon y cols., 2014). Sin embargo,
cuando se regula esta dosis, podrian obtenerse resultados optimos en la regeneracion
Osea, sin la induccion de inflamacion que iria en detrimento de la misma (Stein y cols.,
2005; Nyany cols., 2009) o se puede producir inflamacion inicial y mas tarde se aumenta

la angiogénesis y la osteogénesis (Allon y cols., 2014).

Para conseguir promocion Osea efectiva de la sinvastatina, existen diferentes
modos de aplicacion y de liberacion de la misma. Su transportador ha de ser el adecuado
para conseguir una buena retencioén de la molécula en el lugar de aplicacion y, por tanto,
la infiltracion celular en la matriz previa, obteniendo un buen sustrato para el crecimiento
y diferenciacion celular (Park, 2009; Kheirallah y Almeshaly, 2016). Ademas, esa matriz
facilitard la forma resultante del hueso final y su degradacion no deberéd afectar al
crecimiento 6seo, evitando la generacion de tejido fibroso encapsulado en la zona a
regenerar. La modificacién de determinados pardmetros en los materiales empleados
como medio de transporte de las estatinas pueden ayudar a alcanzar un mayor grado de
actuacion de las mismas: ratio de degradacion, hidrofilia/hidrofobia, modo de
degradacion, inflamacion generada y densidad de entrelazamientos generados (Shah y

cols., 2015).

La principal limitacion al uso clinico de las estatinas para la regeneracion Osea es
la falta de un vehiculo efectivo para el farmaco, ya que el éxito de la formacion dsea
depende de altas concentraciones locales de estatinas (Lima y cols., 2010). El efecto de
la administracion local de las estatinas en el tejido 6seo en combinacién con varios
sistemas de transporte ha sido estudiado por muchos investigadores (Nyan y cols., 2009).
Con el fin de transportar y fijar la sinvastatina, se emplean diferentes tipos de vehiculos,
siendo los mas utilizados los hidrogeles, tanto de colageno como los de acido
hialurénico, gelatina o de polietilenglicol (Rosselli y cols., 2004; Stein y cols., 2005;
Park, 2009; Song, 2010; Bae y cols., 2011; Calixto y cols., 2011; Chen y cols., 2011;
Mukozawa y cols., 2011; Chan y cols., 2013; Gao y cols., 2013; Oka y cols., 2013; Tai
y cols., 2013; Ishihara y cols., 2014; Liu y cols., 2014; Than y cols., 2014; Chang y cols.,
2014; del Rosario y cols., 2015; Ferreira y cols., 2014; Fu y cols., 2015; Yan y cols.,
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2015; Kheirallah y Almeshaly, 2016; Grover y cols., 2016; Liu y cols., 2016; Samiei y
cols., 2016; Zhang y cols., 2016); las soluciones de sinvastatina mezcladas con
xenoinjertos o injertos aloplasticos (von Knoch y cols., 2005; Lee y cols., 2008; Nyan y
cols., 2009; Jiang y cols., 2013; Huang y cols., 2014; Naito y cols., 2014; Fu y cols.,
2015; Papadimitriou y cols., 2015; Chou y cols., 2016; Montazerolghaem y cols., 2016;
Santana y cols., 2016); las fibras y esponjas biodegradables (Wong y cols., 2003; Wong
y Rabie, 2005; Jeon y cols., 2008; Wadagaki y cols., 2011; Elavarasu y cols., 2012;
Kheirallah y Almeshaly, 2016); membranas (Piskin y cols., 2008) o los transportadores
lipidicos (Zhou y cols., 2010; Yue y cols., 2016). Para su estudio, también se han
aplicado en inyecciones locales (Skoglund y Aspenberg, 2007; Seto y cols., 2008; Kurra
y Siris, 2011; Yin y cols., 2011; Elavarasu y cols., 2012; Killeen y cols., 2012; Price y
cols., 2013; Yang y cols., 2014; Tan y cols., 2015; Chou y cols., 2016; Funk y cols.,
2016; Jahanbin y cols., 2016; Kheirallah y Almeshaly, 2016), en solucion sobre la
superficie de implantes e injertos de hueso (Ma y cols., 2008; Pauly y cols., 2009;
Stadlinger y cols., 2009; Akuyama y cols., 2010; Du y cols., 2011; Pauly y cols., 2012;
Yueyi y cols., 2013; Mansour y cols., 2014; Fang y cols., 2015; Sendyk y cols., 2016) o
alveolos postextraccion (Sato y cols., 2005; Kenichi, 2008; Wu y cols., 2008; Chauhan
y cols., 2015).

Es importante considerar ciertas condiciones cuando se selecciona un
transportador o un sistema de suministro apropiado para los farmacos: (1) la capacidad
del sistema para administrar el firmaco en el momento apropiado y en la dosis apropiada,
(2) la presencia de un sustrato que mejorara las células, (3) la presencia de un espacio
vacio para permitir la migracion celular y promover la angiogénesis, y (4) la capacidad
del sistema de administracion que al biodegradarse no genere una respuesta inmune o
inflamatoria y no produzca efectos toxicos residuales que inhiban el proceso de

reparacion (Nyan y cols., 2009).

Propiedades antimicrobianas.

Debido a la inhibicién de la reductasa HMG-CoA, las estatinas parecen tener
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efectos antivirales, fungicidas y antibacterianos ya que interfieren en los componentes
lipidicos de sus membranas celulares (Ikeda y Kato, 2007; Song y Chiu, 2009; Nyilasi y
cols., 2010; Masadeh y cols., 2012; Butt y cols., 2015; Graziano y cols., 2015) y se podria
usar como tratamiento concomitante a los retrovirales empleados en la infeccion por VIH
(Chauvin y cols., 2013). Contra las bacterias, en algunos casos, podria influir su efecto
antiinflamatorio contrarrestando a ciertas toxinas bacterianas que generan un incremento
de la inflamacion (Pruefer y cols., 2002; Masadeh y cols., 2012) o, incluso, su uso en el
control o disminucién de Staphylococcus aureus, principal causante de las infecciones

nosocomiales (Graziano y cols., 2015).

Durante los procesos de regeneracion Osea, las propiedades antimicrobianas
podrian ayudar a facilitar el proceso regenerativo, disminuyendo el riesgo de
complicaciones durante la curaciéon de la lesion y en combinacion con agentes
antimicrobianos. Existen pocos estudios que valoren las concentraciones necesarias para
alcanzar una dosis efectiva a nivel local que pudiera beneficiarse de estos efectos, aunque
seria interesante estudiar el efecto sinérgico de las mismas junto con el uso de
antibioticos tradicionales debido a las emergentes resistencias bacterianas frente a los

antimicrobianos convencionales (Masadeh y cols., 2012; Shah y cols., 2015).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

IL.1. JUSTIFICACION.

Durante los ultimos veinte afios, el uso de los implantes dentales para rehabilitar
la estética y la funcionalidad de pacientes totalmente edéntulos se ha convertido en una
opcion terapéutica predecible y con grandes éxitos a largo plazo (Cacaci y cols., 2019).
Sin embargo, esta restauracion funcional con implantes puede ser dificil en presencia de
grandes defectos Oseos, causados generalmente por traumatismos en la region
maxilofacial, resecciones en cirugia oncoldgica o en casos de enfermedad periodontal
severa (Guijarro-Martinez y cols., 2011; Huang y cols., 2018). En estos casos, los injertos
autologos de hueso son considerados el material de regeneracion de eleccion, debido a
sus propiedades osteogénicas y a su biocompatibilidad (Maddalone y cols., 2018). Sin
embargo, los injertos dseos autdlogos presentan algunos inconvenientes como son el
dafio iatrogénico ocasionado en la region donante del hueso autdlogo, la limitada
cantidad de hueso disponible y la reduccion volumétrica a largo plazo del injerto de
hueso (Johansson y cols., 2001; Raghoebar y cols., 2007). Para evitar estos problemas,
se han desarrollado una amplia variedad de materiales de injerto que sustituyen a los
injertos de hueso autologos. Entre ellos se encuentran los aloinjertos, materiales

aloplasticos y los xenoinjertos (John y Wenz, 2004).

Entre los biomateriales para la regeneracion dsea basados en fosfatos calcicos,
los mas cominmente utilizados son el fosfato tricalcico (FTC) y la HA (Robani y cols.,
2011). La HA es un biomaterial que contiene una proporcion de calcio y fosfato en una
ratio de 1:67, muy similar a la del hueso natural, mientras que la ratio del FTC es de 1:51
(Shetty y Han, 1991); por lo que la HA es uno de los biomateriales que mas se asemeja
a la composicion mineral del tejido 6seo, en términos de su cristalinidad (Rey, 1990).
Cuando se usa la HA para regenerar defectos Oseos maxilares, ésta se reabsorbe
lentamente favoreciendo la precipitacion de cristales y la formacion de una capa de
carbonato de fosfato de calcio que contribuyen a la biomineralizacion y al proceso de
regeneracion osea (Heinz y cols., 2010). Aunque los materiales aloplasticos de HA
pueden obtenerse a partir de algas marinas con una estructura cristalina y una

REGENERACION OSEA DE LA SINFISIS MANDIBULAR USANDO HIDROXIAPATITA CON O SIN
SINVASTATINA: EFECTOS EN RATAS SANAS, DIABETICAS Y OSTEOPOROTICAS



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

composicion y morfologia similar a la del hueso (Rodriguez y cols., 2003), la forma de
uso mas comun en regeneracion 6sea es la de un xenoinjerto de origen natural. El método
para obtener esta HA porosa consiste en el procesamiento de hueso bovino fresco,
dejandolo libre de cualquier componente antigénico mediante un proceso selectivo de
calentamiento a altas temperaturas, el cual no altera la cristalinidad ni la estructura del

hueso (Klinge y cols., 1992).

Aunque numerosos articulos cientificos han mostrado buenos resultados en
estudios in vivo donde usaban la HA para la regeneracion de defectos 6seos en humanos
(Rodriguez y cols., 2003) y en modelos de experimentacion animal (Klinge y cols., 1992;
Thaller y cols., 1994), otros investigadores no han obtenido buenos resultados con este
xenoinjerto (Hallman y cols., 2001; Slotte y cols., 2003). En este contexto, los resultados
clinicos podrian mejorar aumentando las propiedades osteoconductivas de la HA y, para
este fin, la HA puede usarse como un andamio mineral. En este sentido, recientemente
ha sido usada combinada con: plasma rico en plaquetas (DurmuSlar y cols., 2014;
Taschieri y cols., 2016), células madre (Wang y cols., 2017; Wu y cols., 2018), chitosan
(Igbal y cols., 2017, Wang y cols., 2018), determinados flavonoides como la
epigalatocatequina-3-galata (EGCG) (Chu y cols., 2017), algunos bifosfonatos de
segunda generacion, como el alendronato (May cols., 2016), diferentes tipos de estatinas
(Pradeep y cols., 2016), siendo la SV la mas utilizada (Papadimitriou y cols.; 2015Tao y
cols., 2016; Yu y cols., 2017; Hao y cols., 2018; Li y cols., 2018; Shahrezaine y cols.,

2018) y otras moléculas o farmacos.

La SV es la estatina semisintética mas comunmente utilizada para el tratamiento
de la hipercolesterolemia, basando su accion en prevenir la sintesis de colesterol (Shah
y cols., 2015). Como farmaco anticolesterolémico, actia inhibiendo la HMG-CoA (3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa) (Jamal y cols., 2004). Una de las
caracteristicas de la SV es su efecto pleiotropico, actuando no solo a nivel cardiovascular
sino también con propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras, antimicrobinas y
en la regeneraciéon 6Osea (Shah y cols., 2015). Con respecto a su actividad en la
regeneracion de hueso, estudios in vitro han demostrado que la SV estimula la expresion

en OB del mRNA para la BMP-2 y el VEGF (Maeda y cols., 2003), y estudios con
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modelos experimentales in vivo han corroborado que la SV promueve la regeneracion de

defectos d6seos (Tylin y cols., 2002; Nyan y cols., 2009).

Sin embargo, el posible efecto sinérgico sobre la regeneracion d6sea de la
combinacion de HA y SV podria verse afectado en presencia de enfermedades sistémicas
estrechamente ligadas con la dificultad la regeneracion de hueso, tales como la DM-I o

la osteoporosis (Ezirganli y cols., 2014; Zhang y cols., 2018).

Los pacientes con DM-I pueden sufrir una pérdida de la DMO y una alta
predisposicion a la osteoporosis (da Conha y cols., 2011; Olei y cols., 2015). La funciéon
del OB en pacientes diabéticos mal controlados estd comprometida principalmente por
los estados de hiperglucemia, los cuales ocasionalmente pueden producir una osteopatia
diabética (Antonopoulou y cols., 2013). Al mismo tiempo, situaciones prolongadas de
hiperglucemia disminuyen los niveles de osteocalcina, lo cual tiene repercusiones

negativas para la regeneracion y la remodelacion osea (Starup-Linde, 2013).

La osteoporosis es una de las enfermedades metabolicas més frecuentes. Esta se
produce por un desequilibrio entre la reabsorcion dsea por parte de los osteoclastos y la
formacion de hueso por parte de los osteoblastos (Pacifici, 1996; von Wowern, 2001).
En este sentido, la desregulacion del sistema RANK/RANKL/OPG envuelta en la
fisiopatologia de esta desorden metabolico y mineral, puede hacer que la regeneracion

de defectos Oseos en este tipo de pacientes sea mas complicada (Liu y cols., 2016).

Los defectos 0seos criticos en modelos de experimentacion animal se definen
como aquellos que no pueden regenerar de forma espontanea (Schmitz y Holliger, 1986).
Anatémicamente, la mandibula de la rata estd formada por un par de huesos que nunca
llegan a unirse (ni siquiera en la vida adulta del animal) a diferencia de lo que ocurre en
otras especies; por lo que en la sinfisis mandibular de estos animales, ambos huesos estan
unidos exclusivamente por tejido fibroso. Esta caracteristica, hace que la sinfisis
mandibular de la rata sea un defecto 6seo critico natural, que ya ha sido utilizado
previamente en dos estudios de regeneracion dsea, en los que se uso la sinfisis como un

modelo de falta de unidn 6sea congénita (Yagyuu y cols., 2015; Ueyama y cols., 2016).

Hasta la fecha, se desconoce el posible efecto sinérgico de la combinacién de HA
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y SV en la regeneracion de defectos dseos criticos en sujetos sanos, diabéticos y
osteoporoticos. Por esta razon, el objetivo de este estudio fue comparar la formacion de
nuevo hueso en la sinfisis mandibular de rata (defecto 6seo critico) rellenada con HA

con o sin SV en animales sanos, diabéticos y osteoporoticos.

I1.2. OBJETIVOS.

El objetivo general del presente estudio fue comparar la formacion de nuevo
hueso en la sinfisis mandibular de rata (defecto ¢seo critico) rellenada con HA con o sin

SV en animales sanos, diabéticos y osteopordticos.

Este puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos que permiten

sistematizar y responder a los diferentes aspectos que plantea el presente estudio.
Los objetivos especificos fueron:

1. Estudiar radioldgicamente el nivel de union 6sea de la sinfisis mandibular de
rata (defecto Oseo critico), a las 4 y 8 semanas de ser rellenada con HA con o

sin SV en animales sanos, diabéticos y osteoporoticos.

2. Analizar la densidad mineral dsea de la sinfisis mandibular de rata (defecto 6seo
critico), a las 4 y 8 semanas de ser rellenada con HA con o sin SV en animales

sanos, diabéticos y osteopordticos.

3. Determinar histolégicamente el nivel de union ésea de la sinfisis mandibular de
rata (defecto Oseo critico), a las 4 y 8 semanas de ser rellenada con HA con o

sin SV en animales sanos, diabéticos y osteoporoticos.

4. Valorar inmunohistoquimicamente la expresion de VEGF en la sinfisis
mandibular de rata (defecto 6seo critico), a las 4 y 8 semanas de ser rellenada

con HA con o sin SV en animales sanos, diabéticos y osteoporéticos.

5. Estudiar inmunohistoquimicamente la expresion de BMP-2 en la sinfisis
mandibular de rata (defecto 0seo critico), a las 4 y 8 semanas de ser rellenada

con HA con o sin SV en animales sanos, diabéticos y osteopordticos.
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III. METODOLOGIA.

IIL1.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Las ratas utilizadas en este estudio fueron suministradas por el Servicio de
Experimentacion Animal (REGA ES300305440012) (Unidad de Apoyo a Ia
Investigacion) en la Universidad de Murcia (Espana). El protocolo de estudio fue
aprobado por el Comité ético de experimentacion animal de la Universidad de Murcia
(Espana) (151/2015) (Anexo 1) y la autoridad competente (A13160607) (Anexo 2), y
sigui6 las Directrices de la Union Europea para la experimentacion animal (EU/

63/2010).

Un total de 48 ratas hembra Sprague-Dawley, con un peso entre 247 y 253 g (peso
medio de 250 g), se incluyeron en este estudio prospectivo aleatorizado, que tuvo lugar
entre noviembre de 2017 y mayo de 2018. Las ratas se alojaron en jaulas ventiladas
individualmente con 12/12 horas de ciclos luz/oscuridad, con comida y agua ad libitum.
Los animales fueron alimentados con una dieta nutricionalmente completa, rica en
hidratos de carbono y disefiada para ratas y ratones experimentales (Pb Panlab,
Barcelona, Espafia), la cual fue previamente triturada (Robot Coupe®, Bourgogne,
Francia) para que fuera semiblanda. Las ratas se aclimataron durante una semana antes

del inicio del estudio.

I11.2. ALEATORIZACION.

La aleatorizacion se realizO usando un servicio online

(www.randomization.com). Los animales fueron aleatorizados en tres grupos (n=16 por

grupo): Grupo 1 sanas, Grupo 2 diabéticas, y Grupo 3 osteoporoticas (Figura 8).
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Muestra total (n=48)

O amer )

SANAS
(n=16)
A. (n=8): HA
B. (n=8): HA + SV

SACRIFICIO:

- A las 4 semanas (n=8):
4deAy4deB

- A las 8 semanas (n=8):

\ 4deAy4deB /

-

1

Grupo 2:
DIABETICAS
(n=16)

A. (n=8): HA
B. (n=8): HA + SV

SACRIFICIO:

- A las 4 semanas (n=8):

4deAy4deB

- A las 8 semanas (n=8):

A

4deAy4deB

>

C Gy

OSTEOPOROTICAS
(n=16)
A. (n=8): HA
B. (n=8): HA + SV

SACRIFICIO:

- A las 4 semanas (n=8):
4deAy4deB

- A las 8 semanas (n=8):

4

4deAy4deB
A /

Figura 8: Diagrama de flujo.

111.3. INDUCCION DE LA DM-1.

La DM-1 fue inducida en los 16 animales del Grupo 2 mediante la

administracion de una dosis Unica intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (Sigma-

Aldrich Quimica, S.A., Madrid, Espana), a una dosis de 55 mg/kg disuelta en tampon

citrato (50 mM; pH 4,5), preparada y transportada en condiciones de ausencia de luz

hasta su administracion (Nascimento-Saba y cols., 1997) (Figura 9).

Figura 9. A: Estreptozotocina. B: Tampon citrato.

C: Preparacion en condiciones de ausencia de luz.
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Para prevenir la posible hipoglucemia causada por la presencia de altos
niveles de insulina en sangre debido a la destruccion de las células B pancreaticas, se
afadio glucosa al agua de bebida de los animales (60 g de glucosa por 500 mL de agua)
durante 12 horas (Barbirato y cols., 2018). Tras 10 dias de la administracion
intraperitoneal de la STZ, los niveles de glucosa en sangre fueron monitorizados
mediante la obtencién de una muestra de sangre de la cola de cada animal y procesada
en un glucometro Accu-Check® Performa Nano System (Roche, Barcelona, Espafia).
Los animales con niveles de glucosa en sangre por encima de 300 mg/dL fueron
considerados diabéticos (Kidder y cols., 2009). Los niveles de glucosa fueron
comprobados, una vez por semana durante todo el estudio, para asegurar que todos los

animales del Grupo 2 continuaban presentando una DM-1.

I1L.4. INDUCCION DE LA OSTEOPOROSIS.

La osteoporosis fue inducida en los 16 animales del Grupo 3 mediante la
ovarectomia (OVX) bilateral (Zhang y cols., 2012). Bajo condiciones asépticas, los
animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (Ketamidor®, Richer Pharma
AG, Wels, Austria) y xilacina (Xilagesic®, Laboratories Calier S.A, Barcelona, Espafia)
al 50%, administrada por via intraperitoneal a una dosis de 0,1 mL/100 g de peso. Una
vez conseguida la anestesia general, realizamos una incisioén cutdnea lineal de 10 mm en
la linea media del abdomen. Una vez localizada la arteria ovarica en el punto entre el
margen inferior de las costillas libres y la cresta iliaca, usamos una sutura reabsorbible
de 4/0 (Laboratories Normon S.S, Madrid, Espafia) que fue anudada alrededor de la
arteria y vena ovarica, y posteriormente ambos ovarios fueron extirpados. Los planos
musculares fueron reposicionados usando sutura reabsorbible de 4/0 (Laboratories
Normon S.A, Madrid, Espafia) y la piel fue suturada mediante sutura no reabsorbible de
4/0 (Ethilon®, Ethicon, Lidingd, Suecia). La analgesia se realizdé mediante
administracion subcutanea de buprenorfina (Bupac®, Richter Pharma AG, Wels, Austria)
a una dosis de 0,05 mg/kg antes del procedimiento de OVX (Figura 10). El éxito de la
OVX bilateral fue comprobado analizando el ciclo estral tras dos semanas del

procedimiento quirurgico y mediante la comprobacion tras el sacrificio, de la atrofia de
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los cuernos uterinos (Oliveira y cols., 2019). Los animales no fueron considerados

osteoporoticos hasta 6 meses después de las OVX (van Houdt y cols., 2018).

Figura 10. A: Depilacion. B: Incision cutanea. C: Apertura muscular. D:
Localizacion de la trompa de Falopio. E: Ligadura de la arteria y vena ovarica.

F: Ovarectomia. G: Sutura de planos musculares. H: Sutura de la piel.
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II1.5. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Todos los animales (n=48) fueron anestesiados con una mezcla de ketamina
(Ketamidor®, Richer Pharma AG, Wels, Austria) y xilacina (Xilagesic®, Laboratories
Calier S.A, Barcelona, Espafia) al 50%, administrada por via intraperitoneal a una dosis
de 0,1 ml/100 g de peso. Una vez conseguida la anestesia general, reforzamos la anestesia
de la sinfisis mandibular mediante anestesia local con hidrocloruro de articaina al 4%
con epinefrina 1:100.000 (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Francia), logrando,
ademas, un efecto vasoconstrictor para reducir el sangrado quirtargico. El pelo del animal
de la region submandibular fue rasurado, la zona fue lavada con suero fisiolégico vy,
finalmente, aplicamos en la region una soluciéon de povidona yodada. Realizamos una
incision de 10 mm de longitud (en forma de media luna curvada caudalmente), en el
borde inferior de la mandibula (Figura 11A). Posteriormente, la piel fue retirada hasta
exponer el periostio (Figura 11B), donde realizamos una incision adicional para exponer
la sinfisis mandibular completamente (Figura 11C). Por ultimo, el tejido fibroso
localizado entre las hemimandibulas derecha e izquierda fue cureteado, exponiendo el
defecto 6seo critico natural. La dimension media de este defecto 6seo en una rata
Sprague-Dawley adulta de 15 semanas de vida con un peso aproximado de 250 g es de

2 x 4 mm (Yagyuu y cols., 2015) (Figura 11D).

Los defectos dseos criticos de la sinfisis mandibular de 8 animales de cada grupo
fueron rellenados con 10 mg de HA porosa inorganica de origen bovino (Bio-Oss®,
Geistlich Pharma, Wolhusen, Suiza), mientras que los defectos 6seos de los otros 8
animales de cada grupo fueron rellenados con una mezcla de 10 mg de HA (Bio-Oss®,
Geistlich Pharma, Wolhusen, Suiza) y 0,07 mg de SV (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.,
Madrid, Espaia) (Figura 12A); siguiendo la dosis de SV tdpica propuesta por Rojbani y
cols. (Rojbaniy cols., 2011) y Nyan y cols. (Nyan y cols., 2010), para combinarla con
HA en el tratamiento de defectos dseos criticos maxilofaciales (cada mg de biomaterial
debe mezclarse con 7 ug de SV). Finalmente, la sutura por planos, empezando por el
periostio, se realizd usando sutura reabsorbible de 4/0 (Laboratories Normon S.A,
Madrid, Espafia) (Figura 12B). Cuando éste fue suturado, realizamos una exploracion

intraoral para comprobar la ausencia de dehiscencias y de comunicaciones intraorales
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con la sinfisis mandibular (Figura 12C), y finalizamos suturando la piel con seda
trenzada de 4/0 (Lorca Marin S.A, Murcia, Espana) (Figura 12D). La analgesia
postoperatoria se realizd mediante administracion subcutdnea de buprenorfina (Bupac®,

Richter Pharma AG, Wels, Austria) a una dosis de 0,05 mg/kg antes del procedimiento

quirurgico.

Figura 11. Creacion del defecto dseo critico en la sinfisis mandibular. A: Disefio de la
incision de 10 mm de longitud (en forma de media luna curvada caudalmente), en el
borde inferior de la mandibula. B: Apertura y separacion cutdanea. C: Incision
adicional en el periostio y exposicion del tejido fibroso que une las dos

hemimandibulas en la rata. D: Dimensiones del tejido 6seo critico natural después de

curetear el tejido fibroso.
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Figura 12. Relleno y cierre quirargico del defecto 6seo critico. A: Relleno del defecto
6seo en un animal sano con mg de HA y 0,07 mg de SV. B: Sutura del periostio. C:
Exploracion intraoral para comprobar la ausencia de dehiscencias y de

comunicaciones intraorales con la sinfisis mandibular. D: Sutura de la piel.

La mitad de los animales en cada grupo (n=8: cuatro con defectos rellenos con
HA y 4 rellenos con HA + SV) (Grupo 1 sanas, Grupo 2 diabéticas y Grupo 3
osteoporoticas) fueron sacrificados mediante inhalacion de CO; a las 4 semanas de la
cirugia; los otros 8 animales de cada grupo (cuatro con defectos rellenos con HA y 4
rellenos con HA + SV) fueron sacrificados a las 8 semanas de la cirugia. Después del
sacrificio, las mandibulas fueron procesadas para: para el anélisis radiologico de la union
o0sea y de la DMO mediante microtomografia computarizada (Micro-CT), el analisis
histoldgico de la unidn Osea; y el andlisis inmunohistoquimico de la inmunorreactividad

de VEGF y BMP-2.
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I11.6. ANALISIS CON MICRO-CT (UNION OSEA RADIOLOGICA Y
ESTUDIO DE LA DMO)

Las mandibulas fueron analizadas usando un micro-CT Skyscan 1172 (Bruker®,
Konitch, Bélgica) y un escaner preclinico trimodal SPECT/PET/CT Albira (Bruker®,
Massachussetts, EEUU).

Para el micro-CT Skyscan 1172 (Bruker®, Konitch, Bélgica) usamos los
siguientes parametros: 50 kV de voltaje, corriente de 200 pA, las muestras fueron rotadas
180° y cada mandibula fue escaneada a intervalos de 10 pum, utilizando un filtro de
aluminio. Utilizamos el software NRecon para reconstruir las proyecciones radiograficas
obtenidas durante el escaneado. Las secciones obtenidas fueron procesadas con el
software CTAn y DataViewer (Bruker®, Konitch, Bélgica). Finalmente, usamos el
software CTVox (Bruker®, Konitch, Bélgica) para generar los modelos 3D de las

muestras escaneadas.

Para el escaner preclinico trimodal SPECT/PET/CT Albira (Bruker®,
Massachussetts, EEUU) usamos el software de analisis de imagen médico AMIDE
(AMIDE, UCLA University, LA, EEUU) para generar los modelos 3D de las muestras

escaneadas.

Las imagenes 3D fueron obtenidas por el micro-CT Skyscan 1172 (Bruker®,
Konitch, Bélgica) y el escéner preclinico trimodal SPECT/PET/CT Albira (Bruker®,
Massachussetts, EEUU) para el andlisis de la union 6sea radioldgica de la sinfisis
mandibular. Las iméagenes fueron evaluadas usando una escala de unioén radiologica
propuesta por Yagyuu y cols. (Yagyuu y cols., 2015): puntuacion 0 (formacion de nuevo
hueso no perceptible) (Figura 13A), puntuacion 1 (engrosamiento de hueso cortical a lo
largo de los margenes de la sinfisis mandibular) (Figura 13B), puntuacion 2 (hueso de
union con aparentes grietas/fisuras) (Figura 13C) y puntuacion 3 (hueso de unién sin

grietas/fisuras) (Figura 13D).

Para el estudio de la DMO utilizamos solo las imagenes obtenidas con el escaner
preclinico trimodal SPECT/PET/CT Albira (Bruker®, Massachussetts, EEUU). La DMO

fue cuantificada en la linea media de la sinfisis mandibular en unidades Hounsfield (HU),
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usando el software de analisis de imagen médico AMIDE (AMIDE, UCLA University,
LA, EEUU). Para ello se seleccionaron en cada muestra 4 regiones de interés (ROIs) con
un volumen de 1 mm?, situadas en la linea media de la sinfisis mandibular y, finalmente,

se calcul6 la media de los 4 ROIs (Camacho-Alonso., 2018) (Figura 13E).

Osteoporotics group (HA/4 weeks)
r
L]

)
‘ 1
2% 0
]
Healthy group (HA + SV/8 weeks)

Figura 13. Anaélisis con micro-CT (unién o6sea radiologica y estudio de la DMO). A:
Puntuacién 0 (formacion de hueso no perceptible). B: Puntuacion 1 (engrosamiento
de hueso cortical a lo largo de los margenes de la sinfisis mandibular). C: Puntuacion
2 (hueso de unidén con aparentes grietas/fisuras). D: Puntuacion 3 (hueso de unién sin
grietas/fisuras). E: Esquema de los 4 ROIs de los cuales fue obtenida la DMO media
en HU.
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I11.7. ANALISIS HISTOLOGICO (UNION OSEA HISTOLOGICA)

Después del analisis con micro-CT, todas las mandibulas (n=48) fueron fijadas
en una solucion de formalina tamponada al 10% durante 72 horas. Posteriormente, se
lavaron con agua destilada durante 5 minutos y se introdujeron en una solucion
descalcificante al 10% (W/v) de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y tampon
fosfato salino (PBS) aun pH de 7,4 y 25° C. Todas las muestras permanecieron inmersas
en la solucion descalcificante durante 10-12 dias, agitando suavemente las muestras
durante todo este tiempo, y afiadiendo EDTA cada 3 dias. Posteriormente, fueron
embebidas en parafina y cortadas con 3 um de espesor en secciones coronales.
Finalmente, se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E), para revelar detalles celulares,
y con azul de toluidina (TB), para tefiir la mineralizacion dsea. Las secciones histologicas
fueron evaluadas usando una escala publicada por Salked y cols. (Salked y cols., 2001)
y modificada posteriormente por Yaguu y cols. (Yaguu y cols., 2015): puntuacion 0
(union fibrosa con rastros de formacion de nuevo cartilago/hueso), puntuacion 1 (union
fibrosa con algunas areas de nuevo cartilago/hueso), puntuacion 2 (unién 6sea con areas

cartilaginosas) y puntuacion 3 (uniéon dsea completa sin areas cartilaginosas).

IIL.8. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

La deteccion de VEGF y BMP-2 fue realizada usando dos anticuerpos
policlonales desarrollados en conejos (ThermoFisher Scientific) y el método complejo
de avidina-biotina-peroxidasa (ABC). Después de la rehidratacion de las secciones, éstas
fueron lavadas con tris-salino tamponado (TBS) a 0,05 M y pH 7.6, tratadas con H20; al
0,5% en metanol durante 20 minutos, de nuevo lavadas con TBS, y pretratadas con suero
porcino (Dako, Carpinteria, California, EEUU) diluido en 100 mL de TBS durante 20
minutos para bloquear los sitios de union no especificos. Posteriormente, las secciones
fueron incubadas con los anticuerpos para VEGF y BMP-2 diluidos 1 en 50 durante 60
minutos, después se lavaron con TBS y se incubaron durante 20 minutos con un
anticuerpo biotinilado porcino anti-IgG de conejo (Dako, Carpinteria, California, EEUU)

diluido 1 en 250. Finalmente, las secciones fueron lavadas en TBS e incubadas con

REGENERACION OSEA DE LA SINFISIS MANDIBULAR USANDO HIDROXIAPATITA CON O SIN 74
SINVASTATINA: EFECTOS EN RATAS SANAS, DIABETICAS Y OSTEOPOROTICAS



METODOLOGIA

reagente ABC (Vector Laboratories, Burlingame, California, EEUU) durante 20
minutos. La deteccién de etiquetas se realizd por incubaciéon con el liquido ABC +
Substrate Chromogen System (Dako, Carpinteria, California, EEUU) y esta reaccion fue
interrumpida a los 5 minutos mediante agua. Los portaobjetos fueron entonces
contratefiiddos en hematoxilina de Mayer durante 2 minutos, enjuagados después con
agua y cubiertos. La expresion de VEGF y BMP-2 fue analizada mediante un analisis
semicuantitativo usando una escala de 0 a 3: puntuacién 0 (negativo), puntuacion 1

(leve), puntuacion 2 (moderado) y puntuacion 3 (severo).

I11.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico SPSS version 20.0
(SPSS® Inc., Chicago, IL, EEUU). Realizamos un estudio descriptivo de cada variable.
Aplicamos el test de normalidad de Komogorov-Smirnov y el test de homogeneidad de
la varianza de Levene, y los datos mostraron una distribucion no normal, por lo que la
estadistica inferencial se realizé mediante test no paramétricos. Para el analisis de las
variables cuantitativas utilizamos el test U de Mann-Whitney. El nivel de significatividad

estadistica fue aceptado para p<0,05.
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IV. RESULTADOS.

Analisis con micro-CT (union d6sea radiologica y estudio de la DMO).

En todos los grupos, el analisis con micro-CT de la union 6sea radioldgica indico
puntuaciones mas altas en los defectos Oseos criticos rellenos con HA + SV que en los
tratados tinicamente con HA, con diferencias estadisticamente significativas tanto a las 4
semanas (Grupo 1 p=0,032, Grupo 2 p=0,032 y Grupo 3 p=0,011) como a las 8 semanas
después de la cirugia (Grupo 1 p=0,017, Grupo 2 p=0,017 y Grupo 3 p=0,011) (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de la escala de union dsea radiologica (test U de Mann-Whitney).

ESCALA DE UNION OSEA RADIOLOGICA A LAS 4 SEMANAS

Sanas Diabéticas Osteoporoticas
Puntuaciones
HA (n=4) HA + SV (n=4) HA (n=4) HA+ SV (n=4) HA (n=4) HA + S8V (n=4)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0 2 (50) 0(0) 3(7%) 0 (0) 4 (100) 0¢0)
1 2 (50) 1(25) 1(25) 2(50) 0(0) 3(75)
2 0 (0) 3(75) 0(0) 2(50) 0(0) 1(25)
3 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Mediana (rango) 0.50 (0.00-1.00) 2.00(1.00-2.00)  0.00(0.00-1.00) 1.50 (1.00-2.00)  0.00 (0.00-0.00) 1.00 (1.00-2.00)
p-valor 0.032 .032 0.011

ESCALA DE UNION OSEA RADIOLOGICA A LAS 8 SEMANAS

Sanas Diabéticas Osteoporoticas
Puntuaciones
HA(n=4) HA+ SV (n=4) HA (n=4) HA+ SV (@n=4) HA (n=4) HA+SV (=)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0 1(25) 0(0) 2(50) 0 (0) 3(75) 0(0)
1 3(7%) 0(0) 2(50) 0(0) 1(25) 0 (0)
2 0(0) 2(50) 0(0) 3(75) 0 (0) 4(100)
4 0(0) 2(50) 0(0) 125 0(0) 0(0)

Mediana (rango) 1.00 (0.00-1.00) 2.50(2.00-3.00) 0,50 (0.00-1.00) 2.00 (2.00-3.00)  0.00 (0,00-1.00) 2.00 (2.00-2.00)
p-valor 0.017 0.017 0.011

Del mismo modo, en todos los grupos, la DMO fue mas alta en los defectos dseos
criticos rellenos con HA + SV que en los tratados Uinicamente con HA, con diferencias

estadisticamente significativas tanto a las 4 semanas después de la cirugia (Grupo 1
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p=0,021, Grupo 2 p=0,021 y Grupo 3 p=0,021) como a las 8 semanas (Grupo 1 p=0,021,
Grupo 2 p=0,021 y Grupo 3 p=0,021) (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion entre los grupos de la DMO en HU (test U de Mann-Whitney).

BMD alas 4 semanas

Sanas Diabéticas Osteoporoticas

HA (n-4) HA + SV (n-=4) HA m-4) HA + SV (n-4) HA (n-4) HA + SV (n-4)

Mediana (rango)  250.28 (227.45-260.29) 430.81 (425.78-445.79)  200.58 (183.57-210.35) 340.32 (325.16-35743) 89.37(81.29-92.12) 205.59 (195.58-211.32)

valor 0.021 0.021 0.021

BMD alas 8 semanas

Sanas Diabéticas Osteoporoticas

HA (n=4) HA + 8V (n=4) HA (n=4) HA + 8V (n=4) HA (n=4) HA + 8V (n=4)

Mediana (rango)  482.29 (465.78-490.24) 753.31 (739.12-77145)  373.20(355.78-381.85) 602,37 (595.17-621.59) 21123 (19723-215.38) 401.29 (392.17-409.47)

p-valor 0.021 0.021 0.021

Analisis histologico (union 6sea histologica).

En todos los grupos, el analisis de la unioén dsea histologica indicé puntuaciones
mas altas en los defectos Oseos criticos rellenos con HA + SV que en los tratados
unicamente con HA, con diferencias estadisticamente significativas tanto a las 4 semanas
después de la cirugia (Grupo 1 p=0,011, Grupo 2 p=0,032 y Grupo 3 p=0,032) como a
las 8 semanas (Grupo 1 p=0,011, Grupo 2 p=0,015 y Grupo 3 p=0,013) (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de la escala de union 6sea (test U de Mann-Whitney).

ESCALA DE UNION OSEA HISTOLOGICA A LAS 4 SEMANAS
Sanas Diabéticas Osteopordticas
Puntuaciones
HA (n=4) HA + SV (n=4) HA (n=4) HA+SV (n=4) HA (n=4) HA+SV (n=4)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

0 1(25) 0(0) 2(50) 0 () 3(75) 0(0)

1 3(75) 0(0) 2 (50) 1(25) 1(25) 2 (50)

2 0(0) 4 (100) 0(0) 3(75) 0(0) 2(50)

3 0(0) 0(0) 0(0) 0 (™ 0(0) 0(0)

Mediana (rango) 1.50 (0.00-1.00) 2.00 (2.00-2.00)  0.50(0.00-1.00) 2.00(1.00-2.00)  0.00 (0.00-1.00) 1.50(1.00-2.00)
p-valor 0.011 0.032 0.032

ESCALA DE UNION OSEA HISTOLOGICA A LAS 8 SEMANAS
Sanas Diabéticas Osteoporoticas
Puntuaciones
HA (n=4) HA+ SV (n=4) HA (n=4) HA+SV (n=4) HA (n=4) HA+SV (=)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

0 0(0) 0(0) 1(25) 0(0) 2(50) 0(0)

1 4 (100) 0(0) 3:(79) 0(0) 2(50) 0(0)

2 0 (0) 1(25) 0(0) 3(75) 0(0) 4 (100)

3 0(0) 3(75) 0(0) 1(25) 0 (0 0(0)

Mediana (rango) 1.00 (1.00-1.00) 3.00(2.00-3.00)  1.50 (0.00-1.00) 2.00(2.00-3.00)  0.50(0.00-1.00) 2.00 (2.00-2.00)
p-valor 0.011 0.015 0.013

Analisis inmunohistoquimico.

Finalmente, la expresion de VEGF fue observada en areas de osificacion en
células mesenquimatosas pobremente diferenciadas con morfologia fusiforme o
estrellada, citoplasmas ampollosos y nucleos eucromaticos. En las dreas donde aparecia
tejido 6seo bien diferenciado, el etiquetado aparecio en células fusiformes localizadas en
el periostio y en menor medida en algunos osteoblastos. Ocasionalmente, los vasos de los
conductos de Havers estaban marcados (Figuras 14A y 14B). Del mismo modo, la
expresion de BMP-2 ocurria en las células localizadas en la matriz Osea

(osteocitos/osteoblastos), y era especialmente evidente en areas de osificacion

endocondral.
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Figura 14. A: Tincion con HE a 20X donde se observa la formacion de pequenas
espiculas dseas (asteriscos) rodeadas por tejido mesenquimal. B: Método ABC a
20X de la seccion adyacente a la de A donde la inmunopositividad para VEGF se
observa en grupos de células pobremente diferenciadas (flechas) con morfologia
fusiforme y oval, amplio citoplasma y localizadas en la proximidad de espiculas
oseas en formacion. C: Tincion con HE a 20X donde se observa un area tejido
osificado nuevamente formado. D: Método ABC a 20X de la seccion adyacente
a la de C donde la inmunopositividad para BMP-2 se observa en pequefios grupos
de osteoblastos rodeados por matriz osteoide (puntas de flecha), asi como

difusamente en areas de matriz osteoide (flechas).
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En todos los grupos, el analisis inmunohistoquimico de la expresion de VEGF
indicd mayor positividad en los defectos 6seos criticos rellenos con HA + SV que en los
tratados solamente con HA, con diferencias estadisticamente significativas a las 4
semanas después de la cirugia en el Grupo 3 (p=0,032), y a las 8 semanas en los Grupos

2y 3 (p=0,034 y p=0,025 respectivamente) (Tabla 5).

Del mismo modo en todos los grupos, el andlisis inmunohistoquimico de la
expresion de BMP-2 indicé mayor positividad en los defectos 6seos criticos rellenos con
HA + SV que en los tratados unicamente con HA, con diferencias estadisticamente
significativas en el Grupo 3, tanto a las 4 semanas después de la cirugia (»p=0,040) como

a las 8 semanas (p=0,032) (Tabla 6).

Tabla 5. Resultados de la expresion de VEGF (test U de Mann-Whitney).

EXPRESION DE VEGF A LAS 4 SEMANAS

Sanas Diabéticas Osteoporoticas
Puntuaciones
HA (n=4) HA + 8V (n=4) HA (n=4) HA + 8V (n=4) HA (n=4) HA+SV (n=4)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0 0(0) 0(0) 2(50) 00 3(75) 0(0)
1 1(25) 0(0) 1(25) 2 (50) 1(25) 2(50)
2 3(75) 3(75) 1(25) 2(50) 0(0) 2 (50)
3 0(0) 1(25) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Mediana (rango)  2.00 (1.00-2.00) 2,00 (2.00-3.00)  0.50 (0.00-2.00) 1.50(1.00-2.00)  0.00(0.00-1.00) 1.50 (1.00-2.00)

p-valor 0.186 0.222 0.032
EXPRESION DE VEGF A LAS 8§ SEMANAS
Sanas Diabéticas Osteopordticas
Puntuaciones
HA(n=4) HA+ SV (n=4) HA (n=4) HA + SV (n=4) HA (n=4) HA+SV (n=4)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

0 0(0) 0(0) 1(25) 0(0) 2 (50) X))

1 0(0) 0(0) 1(25) 0(0) 1(25) 0(0)

2 2 (50) 0(0y 2(50) 1(25) 1(25) 1(25)

3 2(50) 4(100) 0(0) 3(75) 0(0) 3(75)

Mediana (rango)  2.50 (2.00-3.00) 3.00 (3.00-3.00)  1.50(0.00-2.00) 3.00 (2.00-3.00)  0.50(0.00-2.00) 3.00 (2.00-3.00)

p-valor 0.127 0.034 0.025
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Tabla 6. Resultados de la expresion de BMP-2 (test U de Mann-Whitney).

EXPRESION DE BMP-2 A LAS 4 SEMANAS
Sanas Diabéticas Osteoporoticas
Puntuaciones
HA (n=4) HA+ SV (n=4) HA (n=4) HA+ SV (n=4) HA (n=4) HA+ SV (n=4)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

0 0(0) 0(0) 2(50) 00y 3(75) 00y

1 3(75) 2(50) 2(50) 3(75) 1(25) 4(100)

2 125 2 (50) 0(0) 1(29) 0(0) 0(0)

3 0(0) 0(0) SI(V)] 0(0) 0(0) 00

Mediana (rango) 1.00 (1.00-2.00) 1.50 (1.00-2.00)  0.50(0.00-1.00) 1.00(1.00-2.00)  0.00(0.00-1.00) 1.00 (1.00-1.00)
p-valor 0.495 0.096 0.040

EXPRESION DE BMP-2 A LAS 8 SEMANAS
Sanas Diabéticas Osteoporoticas
Puntuaciones
HA(n=4) HA +8V (n=4) HA (n=4) HA+SV (n=4) HA (n=4) HA+ S8V (n=4)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

0 0(0) 0(0) 1(25) 0(0) 2 (50) 0(m

1 1(25) 0(0) 2 (50 1(25) 2 (50) 1(25)

2 3(75) 4 (100} 1(25) 3(75) 00y 3(75)

3 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Mediana (rango) 2.00 (1.00-2.00) 2.00 (2.00-2.00) 1.00 (0.00-2.00) 2.00(1.00-2.00)  0.50(0.00-1.00) 2.00 (1.00-2.00)
p-valor 0317 0.155 0.032
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V. DISCUSION.

A la hora de investigar los efectos de un biomaterial osteoconductor en el proceso
de regeneracion 6sea y el posible efecto sinérgico de un farmaco con propiedades
osteoinductoras sobre ese biomaterial, nos encontramos tres problemas basicos respecto
a la seleccion del modelo animal para dicha investigacion: primero, la seleccion del
animal de experimentacion; segundo, la localizacion anatomica del defecto 6seo; v,
tercero, la generacion de dicho defecto (Pilia y cols., 2013; Gothard y cols., 2014; Yaguu
y cols., 2015).

En relacion al primer problema (seleccion del animal de experimentacion), lo mas
importante es que el animal seleccionado presente unas caracteristicas anatomicas,
fisiologicas y fisiopatologicas andlogas a los humanos (Gothard y cols., 2014). En nuestro
estudio hemos seleccionado la rata como animal de experimentacion para analizar el
posible efecto sinérgico de la HA combinada con SV en la regeneracion dsea de defectos
6seos criticos. En este sentido, en una revision de la literatura publicada por O’Loughlin
y cols. (O’Louglin y cols., 2008), en el ano 2008, sobre las especies mas utilizadas por
los investigadores en modelos de regeneracion dsea, destacaba el uso de ratas en un 38%
de los estudios, seguido por los conejos en un 19%, ratones 15%, ovejas 11%, perros 9%,
cabras 4% y otras especies (entre las que se incluyen micropig, monkey, etc.) el 4%
restante. Quiza, la posible explicacion de la preferencia del uso de ratas en modelos de
regeneracion Osea se deba a su elevada biodisponibilidad, bajo coste, facil manejo en el
laboratorio, baja tasa de rechazo a los biomateriales estudiados en los modelos de
regeneracion 6sea, ademas de tener una composicion quimica 6sea similar a la del hueso

humano (Pinheiro y cols., 2014).

Respecto al segundo problema (localizacion anatomica del defecto dseo), los
animales de experimentacion de pequeno tamafio como la rata dificultan la seleccion de
la localizacion anatomica donde crear el defecto oseo critico (Malhotra y cols., 2014).
Este problema ha hecho que, en estudios de biomateriales para la regeneracion Osea
maxilar, se hayan seleccionado zonas extraorales para provocar el defecto 6seo critico,

fundamentalmente la calota craneal (Ezirganli y cols., 2014; Barbirato y cols., 2018) y el
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fémur (van Houdet y cols., 2018; Zhang y cols., 2018). Sin embargo, en el estudio de la
capacidad regenerativa de hueso de biomateriales que van a ser utilizados en maxilares,
lo ideal seria crear el defecto 6seo en los propios maxilares para reproducir las
caracteristicas anatomicas del hueso, su relacién con los tejidos blandos adyacentes, la
vascularizacion de la zona, asi como las condiciones de carga mecénica y de movilidad

de los maxilares durante la masticacion (Schortinghuis y cols., 2004; Liu y cols., 2016).

El tercer y ultimo problema en el disefio del modelo experimental, esta en la propia
generacion del defecto Oseo critico, ya que, aun utilizando la mandibula del propio
animal, el hecho de generar el defecto 6seo mediante una trefina provoca un dafio
iatrogénico que puede afectar al proceso de regeneracion (Yagyuu y cols., 2015). Para
evitar la accion del proceso reparativo biolodgico que se produce tras la generacion
iatrogénica de un defecto 6seo experimental, y que puede alterar el analisis de la eficacia
del biomaterial estudiado, en nuestro estudio nosotros no hemos generado un defecto
0seo, sino que hemos aprovechado que la sinfisis mandibular de la rata no presenta hueso
sino tejido fibroso interpuesto entre las hemimandibulas derecha e izquierda. Esta
particularidad, convierte a la sinfisis mandibular de la rata en un defecto dseo critico
natural que ha sido empleado por varios autores como un modelo de ausencia congénita
de unién 6sea para estudios de regeneracion dsea. Yagyuuy cols., (Yagyuu y cols., 2015),
en el afio 2015, describieron este modelo animal usando el defecto dseo critico natural de
la sinfisis mandibular de rata para evaluar el efecto de una terapia celular en la
regeneracion 6sea. Al comparar en la sinfisis mandibular la aplicacion de una bioceramica
porosa de fosfato calcico sola o combinada con células madre de médula 6sea (BMSCs),
observaron que, a las 8 semanas de la aplicacion de ambos tratamientos, las sinfisis
mandibulares rellenadas con bioceramica y BMSCs mostraron mejores resultados en las
escalas de unién 6sea radiologica e histoldgica. Ueyama y cols., (Ueyama y cols., 2016),
en el afio 2016, utilizaron este mismo modelo experimental para comparar la capacidad
regenerativa del defecto al aplicar células madre de matriz osteogénica (OMSCSs) y
compararlo con defectos mandibulares controles sin tratamiento, observaron que a las 2,
4 y 8 semanas de la aplicacion, las sinfisis rellenadas con OMSCSs mostraron mejores

resultados en las escalas de union 6sea radioldgica e histoldgica.
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El presente estudio es la primera investigacion que compara la formacion de nuevo
hueso en defectos dseos criticos (usando la sinfisis mandibular de la rata como un defecto
Oseo critico congénito), tratados inicamente con HA o conjuntamente con SV en animales
sanos, diabéticos y osteopordticos. Los resultados evidenciaron que en todos los grupos
de estudio (sanas, diabéticas osteopordticas) los defectos 6Oseos rellenados con HA
combinada con SV mostraron una mayor union 6sea radiologica, BMD, unién Osea
histoldgica y una mayor positividad para VEGF y BMP-2, al compararlos con los defectos
oseos tratados con HA exclusivamente. En este sentido, en los ultimos afios han sido
publicados diversos estudios en los que se combina la SV con la HA para estudiar su
posible efecto sinérgico en la regeneracion de defectos oseos criticos (Li y cols., 2018;
Hao y cols., 2018; Yu y cols., 2017; Tao y cols., 2016; Papadimitriou y cols., 2015). La
SV es una lactona inactiva que tras su administracion oral es convertida a su forma activa
como acido abierto dihidroxi mediante la enzima intracelular citocromo P450 (isoenzima
3A4) en el higado (Park, 2009). Sin embargo, fundamentalmente debido a su baja
absorcion, se estima que las dosis en circulacion sistémica son inferiores al 5% de la dosis
oral consumida (Gutiérrez y cols., 2006). Por este motivo, para comprobar su posible
efecto potenciador sobre biomateriales osteoconductores, se suele aplica directamente de

forma topica sobre el defecto 6seo critico (Hao y cols., 2018).

Los buenos resultados obtenidos en nuestro estudio parecen estar relacionados con
la accion de la SV sobre la BMP-2 y el VEGF (Park, 2009). Por un lado, en los ultimos
anos se ha demostrado que la SV es capaz de revertir los efectos supresores del factor de
necrosis tumoral e impedir la inhibicion de BMP-2 mediada por Smad 1, 5 y 8
(Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols., 2006). Ademads, se ha comprobado que la
SV estimula la expresion de VEGF en el hueso (a través de la activacion de la via p44/p42
MAP kinase) y que esta estimulacion puede promover la diferenciacion osteoblastica y la

formacion de nuevo hueso (Takenaka y cols., 2003).

Resultados similares a los nuestros han sido publicados por otros autores en
animales sanos (Papadimitriou y cols., 2015; Li y cols., 2018). En el ano 2015,
Papadimitriou y cols. (Papadimitriou y cols., 2015) también estudiaron el posible efecto

de la SV como promotor de la regeneracion 6sea de defectos dseos criticos de 5 mm de
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diametro creados en los fémures de 14 conejos albinos de Nueva Zelanda sanos, al
combinar esta estatina con tres biomateriales: injerto de hueso bovino inorganico (BOS),
HA combinada con sulfato célcico (HACS), y esponja de coldgeno (COS). Como ocurria
en nuestro estudio, tanto a las 4 como a las 8 semanas de la cirugia, la regeneracion de
los defectos dseos criticos fue mayor al combinar los biomateriales con la SV que al
aplicarlos solos, obteniendo los mejores resultados con la combinacion de BOS + SV a
las 4 semanas, y la combinacion de HASC + SV a las 8 semanas. Del mismo modo, en el
afio 2018, Liy cols. (Li y cols., 2018) también analizaron la posible accidon promotora de
la SV sobre la regeneracion dsea de defectos 0seos criticos de 5 mm de didmetro creados
en la calota craneal de 20 ratas Wistar sanas, estos autores compararon la aplicacion de
un andamio de chitosan (CH)/nano-HA sola o combinada con SV. Al igual que en nuestro
estudio, a las 8 semanas de la cirugia, los defectos 6seos en los que se aplico la SV sobre
el andamio de CH/nano-HA mostraron mayores grados de regeneracion 6sea mediante

micro-CT y el estudio histologico.

En la literatura cientifica existe una amplia discrepancia sobre la dosis efectiva de
SV que se debe combinar con el biomaterial. La dosis de SV que nosotros hemos aplicado
combinada con HA fue de 0.07 mg de SV sobre 10 mg de HA. En el afio 2010, Nyan y
cols. (Nyan y cols., 2010) utilizaron esta misma dosis de SV sobre alfafosfato tricalcico
(a-TCP) para comparar su posible efecto potenciador frente al uso exclusivo de a-TCP
en la regeneracion 0sea de defectos 0seos criticos de 5 mm de diametro provocados en la
calota craneal de 30 ratas Wistar sanas. Como ocurria en nuestro estudio, tanto a las 4
como a las 8 semanas de la cirugia, tras el estudio de los defectos 6seos a los 3, 7, 10, 14
y 21 dias, obtuvieron mejores resultados al aplicar a-TCP + SV con mayor proliferacion
y migracion de células osteoprogenitoras desde la duramadre, mayor expresion de BMP-
2 y un aumento de la regulacion positiva del factor de crecimiento transformante 1
(TGF-B1). En el afio 2011, Rojbani y cols. (Rojbani y cols., 2011) también compararon
el potencial regenerador de diferentes biomateriales (a-TCP, B-TCP, y HA) solos o
combinados, con la misma dosis de SV utilizada por nosotros, sobre defectos Oseos
criticos de 5 mm de didmetro creados en calota craneal de 72 ratas Wistar sanas. Al igual
que nuestros resultados obtenidos, estos autores observaron que a las 6 y 8 semanas de su
aplicacion y de la cirugia, los defectos oseos rellenos con los diferentes biomateriales
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combinados con SV mostraron una mayor regeneracion o6sea al compararlos con los

defectos Oseos tratados con los biomateriales exclusivamente.

Por otro lado, la presencia de DM-I no controlada altera la funcién osteoblastica
de los pacientes y disminuye sus niveles de osteocalcina lo que dificulta la regeneracion
Osea de defectos dseos criticos en estos pacientes (Starup-Linde, 2013). A todo ello,
debemos tener en cuenta los efectos derivados de las complicaciones de la diabetes, como
el fallo renal, que a su vez genera alteraciones en el metabolismo de la vitamina D e
hipoparatiroidismo funcional con excrecion aumentada de calcio en orina (Antonopoulou
y cols., 2013). Ademas, los productos finales derivados de la glicosilacion se acumulan
en diversos tejidos (incluido el 6seo) y, estos, junto con el estrés oxidativo, parecen estar
relacionados con la inhibicion de la diferenciacion de osteoblastos y su apoptosis (Olei y
cols., 2015). En nuestro estudio, los defectos dseos criticos de ratas diabéticas tratadas
con HA + SV mostraron mejores resultados, con diferencias estadisticamente
significativas en todas las variables estudiadas tanto a las 4 como a las 8 semanas de la
cirugia (p<0.05) excepto para la expresion de VEGF (donde las diferencias significativas
fueron observas a las 4 semanas exclusivamente en el grupo de osteoporoticas p=0.032,
y a las 8 semanas en el grupo de diabéticas p=0.034 y osteoporoticas p=0.025) y para
BMP-2 (donde las diferencias significativas fueron observadas exclusivamente en el
grupo de osteopordticas, tanto a las 4 semanas p=0.040 como a las 8 semanas p=0.032).
Resultados similares han sido obtenidos por otros autores como Ezirganli y cols.
(Ezirganli y cols., 2014) que tras provocar defectos 0seos criticos de 8 mm de diametro
en la calota craneal de 35 ratas Sprague-Dawley diabéticas, compararon el potencial
regenerativo de distintas dosis de SV (0.5, 1.0, y 1.5 mg) y lo compararon con el uso
exclusivo de una esponja de gelatina, y concluyeron que la aplicacion local de SV mejora
la regeneraciéon Osea en ratas diabéticas, tanto histomorfométricamente como
radiologicamente. Estos resultados son muy interesantes, ya que autores como Barbirato
y cols. (Barbirato y cols., 2018) tras rellenar defectos dseos criticos de 8 mm de didmetro
en la calota craneal de ratas Wistar diabéticas exclusivamente con HA, concluyeron que
los injertos de HA en modelos de experimentacion con animales diabéticos pueden ser
satisfactorios en estadios iniciales. Sin embargo, la hiperglucemia compromete la calidad
del hueso nuevamente formado (donde se observa reticulacion de colageno).
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Finalmente, la presencia de osteoporosis, caracterizada por la pérdida de hueso, la
alteracion de su microestructura y la reduccion de la capacidad de regeneracion osea; ha
sido considerada como una posible contraindicacion para la regeneracion de defectos
6seos con biomateriales osteoconductores y como un factor de riesgo para la colocacion
de implantes dentales (Mellado-Valero y cols., 2010). En nuestro estudio, los defectos
Oseos criticos de ratas osteopordticas tratados con HA + SV mostraron mejores
resultados, en todas las variables estudiadas, que los tratados exclusivamente con HA,
tanto a las 4 como a las 8 semanas de la cirugia. Resultados positivos en la regeneracion
Osea con el uso de la SV han sido también obtenidos por autores como Fang y cols. (Fang
y cols., 2015), en el afio 2015. Estos autores, compararon el éxito en la osteointegracion
de implantes dentales cuya superficie fue tratada con HA-SV mediante un proceso
electroquimico, con implantes cuya superficie no fue tratada con HA-SV, colocados en
la tibia distal de 36 ratas Sprague-Dawley osteoporoticas. En todos los tiempos de estudio
tras la cirugia (2, 4, y 12 semanas), los implantes con superficies tratadas con HA-SV
presentaron mayor hueso alrededor y mayor contacto hueso-implante. Tao y cols. (Tao y
cols., 2016), en el afio 2016, comprobaron la osteointegracion de varillas de titanio
recubiertas con HA en fémures de ratas osteopordticas. Tras colocar los implantes en un
total de 40 ratas Sprague-Dawley osteoporoéticas, los animales fueron incluidos en
controles, tratados con SV sistémica, con hormona paratiroidea humana 1-34 (PTH)
sistémica, o con la combinaciéon de ambas: SV-PTH. Después de 12 semanas, los
resultados (con micro-CT, test biomecanico y el estudio histologico) indicaron efectos
aditivos de la SV y la PTH en la fijacién de los implantes en las ratas osteoporoticas.
Estos resultados son muy interesantes, ya que autores como Zhang y cols. (Zhang y cols.,
2018) tras rellenar bilateralmente defectos 6seos de 2.5 mm en fémures de un total de 48
ratas Wistar osteopordticas con diferentes biomateriales osteoinductores como hueso
mineral natural de origen bovino, aloinjerto 6seo desmineralizado liofilizado y fosfato
calcico bifasico (sin combinarlos con farmacos osteoinductores), observaron que tras 3 o
6 semanas de la cirugia, los biomateriales se reabsorbian de forma rapida, debido a que

en fenotipos osteopordticos existe una mayor actividad osteoclastica.

Una de las principales limitaciones del presente estudio fue la imposibilidad de

comparar nuestros resultados con los de la literatura cientifica ya que es la primera vez
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que se compara la formacion de nuevo hueso en defectos dseos criticos (usando la sinfisis
mandibular de la rata como un defecto 6seo critico congénito), tratados exclusivamente
con HA o con SV en animales sanos, diabéticos y osteoporoticos. Otra limitacion del
presente estudio fue el uso de una unica dosis de SV combinada con HA, ya que en la
literatura cientifica existe una amplia discrepancia sobre la dosis efectiva de SV que se

debe combinar con el biomaterial.
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VI. CONCLUSIONES.

1. El estudio mediante micro-CT de la unién 6sea radioldgica en todos los grupos
(sanas, diabéticas y osteoporoéticas) indicd puntuaciones mas altas en la sinfisis
mandibular (defectos 6seos criticos) de ratas tratadas con HA + SV que, en las

tratadas inicamente con HA, a las 4 y 8 semanas del tratamiento.

2. La densidad mineral 6sea fue mayor en todos los grupos (sanas, diabéticas y
osteoporoticas) al tratar la sinfisis mandibular (defecto dseo critico) con HA + SV

que cuando se trataba nicamente con HA, a las 4 y 8 semanas del tratamiento.

3. Launion 6sea histoldgica mostro puntuaciones mas altas en la sinfisis mandibular
(defectos 6seos criticos) de ratas tratadas con HA + SV que, en las tratadas
unicamente con HA, a las 4 y 8 semanas del tratamiento, en todos los grupos

(sanas, diabéticas y osteopordticas).

4. El andlisis inmunohistoquimico de VEGF indic6 en todos los grupos (sanas,
diabéticas y osteopordticas), una mayor inmunopositividad en la sinfisis
mandibular (defectos 6seos criticos) de ratas tratadas con HA + SV que, en las

tratadas tnicamente con HA, a las 4 y 8 semanas del tratamiento.

5. En todos los grupos de estudio (sanas, diabéticas y osteopordticas), el andlisis
inmunohistoquimico de BMP-2 indic6 una mayor inmunopositividad en la sinfisis
mandibular (defectos dseos criticos) de ratas tratadas con HA + SV que, en las

tratadas inicamente con HA, a las 4 y 8 semanas del tratamiento.
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Anexo 1.
UNIVERSIDAD DE o
MURCIA Investigacion
- | [ N iE
Cédigo CEEA: 151/2015 INFORME DE COMITE ETICO

INFORME DEL COMITE ETICO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

DATOS DEL CENTRO

Nombre: CEEA Universidad de Murcia

Numero de Registro del Centro: REGA ES300305440012

Titulo del procedimiento: "Efectos de la sinvastina tépica y sistémica sobre la
hidroxiapatita para la regeneracion ésea de la sinfisis mandibular de ratas sanas,
diabéticas y osteoporoticas”

Responsable: D. Fabio Camacho Alonso
Fondos Propios

Aspectos que han sido considerados para su evaluacion:
e Capacitacion del personal investigador
e |doneidad del procedimiento en relacion a los objetivos del estudio.
s Metodologia empleada
o Posibilidad de conseguir conclusiones validas con el menor n° posible de
animales
o Consideraciones de métodos alternativos
o |doneidad de las especies seleccionadas
s Supervision, Criterios de Punto Final y Finalizacion del Procedimiento

Una vez evaluado el procedimiento antes mencionado, atendiendo a los puntos
indicados y de conformidad con lo acordado el dia 14 de mayo de 2015, el Comité
Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de Murcia, INFORMA
FAVORABLEMENTE sobre la realizacién de dicho procedimiento.

Murcia, 15 de mayo de 2015

D3. Carmen Lagares Martinez D. Antonip~Juan Garcia Fe:géndez

é—f;iﬁj fpuuel

Secretaria CEEA Presidente CEEA “A

' A los efectos de lo establecido en el art. 27.5 de la Ley 30/1992 de 26 de noviembre de Régimen Juridico de las
Administraciones Publicas y del P.A.C. (B.O.E. 27-11), se advierte que el acta de la sesion citada esta pendiente de
aprobacion
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Anexo II.
rr “ . .
1 KK Regidn dedMur:|a T. 012
W Consejeria de Agua, Servicio de Produccién Animal T.968 37.5825
RO 4 i ok AR Plaza Juan XXIII s/n F. 968 362863
30008 Murcia www.carnes/cagric

Direccion General de Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Acuicultura

i Fu.gum d- lw.n i

Aum.u\lum ,M(-mr Amblente
@ REGISTRO SALIDA D. FABIO CAMACHO ALONSO
3 0 JUN 2016 CLINICA ODONTOLOGICA UNIVERSITARIA
AVDA. MARQUES DE LOS VELEZ S/IN
30008 MURCIA

Fecha

° {4232 (2046

RESOLUCION

Vista la solicitud presentada con fecha 13/10/2015 y n° de registro de entrada
201500698083, para la autorizacién de la realizaciéon de un proyecto de investigacion con
animales presentada por D. Fabio Camacho Alonso, como responsable del mismo.

Vista la subsanacién de deficiencias con fecha 20/06/2016 y registro de entrada
201600349188.

0326

007, d= 22 ds fumis.

Vista la propuesta del proyecto denominado: “Efectos de la sinvastatina topica y
sistémica sobre la hidroxiapatita para la regeneracion 6sea de la sinfisis mandibular de
ratas sanas, diabéticas y osteoporéticas”.

Visto el informe favorable del comité ético del establecimiento usuario con cédige
REGA ES300305440012.

A cidige sequro de

Visto el resumen no técnico del proyecto.

Visto el resultado favorable de la evaluacion del proyecto por el drgane habilitado
“Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia®.

Visto que en dicha evaluacion se clasifica el proyecto como Tipo |l y se indica que es
necesario llevar a cabo la evolucion retrospectiva del proyecto al finalizar el primer afe del
mismo.

Visto que en la evaluacién del proyecto se indica que hay personal que va a
participar en el mismo y no posee la capacitacion previa adecuada pero que sera
supervisado por D. Fabio Camacho Alonso, que si dispone de capacitacion.

Visto el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Visto el Informe emitido por el Jefe del Servicio de Produccién Animal el 28 de junio
de 2016.

Considerando la competencia que tiene atribuida esta Direccion General sobre la
base de lo dispuesto en el Decreto n® 106/2015, de 10 de julio, por el que se establecen los
Organos Directivos de la Consejeria de Agua, Agricultura y Medio Ambiente, y con
independencia de otras actuaciones que esta u otra Administracion puedan emprender,

Proyecto de investigacién A13160607

REGENERACION OSEA DE LA SINFISIS MANDIBULAR USANDO HIDROXIAPATITA CON O SIN

SINVASTATINA: EFECTOS EN RATAS SANAS, DIABETICAS Y OSTEOPOROTICAS L



ANEXOS

ceciny
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wiii Regién dedMLArcla T.012
Consejeria de Agua, ) Serviclo de Produccién Animal T.968.375825
Agredltuciy Medio ikt Plaza Juan XXIII s/n F. 968 362863
Direccién General de Agricultura, 30008 Murcia www,carm.es/cagric
Ganaderia, Pesca y Acuicultura
RESUELVE

Conceder autorizacion a D. Fabio Camacho Alenso, para la realizacion del proyecto
solicitado, como responsable y usuario del mismo, asignandole el cédigo de identificacion
N° A13160607, teniendo esta autorizacién una validez que se corresponderad con la
duracién prevista en su memoria, con un maximo de cinco afos, siempre y cuando no se
produzca una modificacion relevante en dicho procedimiento, en cuyo caso seria necesario
efectuar una nueva solicitud de autorizacion a la autoridad competente.

El proyecto se llevara a cabo en el establecimiento usuario con codigo REGA
ES300305440012.

Se autoriza al personal mencionado en la memoria del proyecto, sin capacitacion
suficiente, a participar en los procedimientos dentro del marco del proyecto citado siempre
que se trabaje bajo la supervision de D. Fabio Camacho Alonse, que sf dispone de la
capacitacion.

0003-2620-985685705912

Se debe realiza la evaluacion retrospectiva del proyecto, al finalizar el primer afio del
mismo, debiendo ser presentada a la autoridad competente a mas tardar a los diez dias de
su realizacion. Para ello, toda la informacion referida a los protocolos de supervision,
tratamientos administrados a los animales durante los procedimientos, bajas imprevistas y
fechas y métodos de eutanasia, debera estar a disposicion del personal del “Comité Etico
de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia.

PR TR EH

Lo gue en cumplimiento del Art. 58 de la Ley de Régimen Juridico de las
Administraciones Publicas y del Procedimiento Comun {Ley 30/1992, de 26 de noviembre)
se le NOTIFICA, significandole que contra dicha RESOLUCION cabe Recurso de Alzada
ante fa Excma. Sra. Consejera de Agua, Agricultura y Medio Ambiente, en el plazo de un
mes desde la recepcién de la presente notificacién, sin perjuicio de poder ejercitar, en su
caso, cualquier otro que se estime pertinente.

Murcia, a 28 de junio de 2016
La Dlrectora General de Agncultura Ganadena Pesca y Acuicultura

Proyecto de investigacién A13160607
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