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1

Introduccioén

1.1 Tejido 6seo: tipos de hueso y remodelado éseo

El tejido éseo es un tejido conectivo especializado y mineralizado que junto con
el cartilago forma el sistema esquelético. Tiene tres funciones fundamentales:
a) mecénica, como soporte para la insercidbn muscular, b) protectora de los
organos y la médula 6sea y c) metabdlica, como reserva de calcio y fésforo,

necesario para mantener la homeostasis esencial del organismo (Baron 2003).

Durante el desarrollo embrionario, la formacién de hueso ocurre de dos formas
diferentes: por osificacion intramenbranosa y por osificacién endocondral. La
principal diferencia entre el desarrollo intramenbranoso y endocondral es la

presencia de cartilago.

Desde un punto de vista anatdomico, en el esqueleto se encuentran dos tipos
diferentes de huesos: huesos planos derivados de la osificacion
intramenbranosa como la escapula, la mandibula y los huesos del craneo y
huesos largos formados por osificacion endocondral como la tibia, el fémur y

hdmero.

A nivel macroscoépico, el hueso largo esta formado por tres partes
diferenciadas: tiene dos extremidades (epifisis), la parte central (diafisis) y una
zona de transicion entre ambas que se encuentra en continuo desarrollo
(metéfisis). La epifisis y la metéfisis se originan a partir de dos centros de
osificacion independientes, y durante el crecimiento estdn separadas por una

capa de cartilago llamada cartilago epifisario o plataforma de crecimiento.

La proliferaciébn y expansion del cartilago epifisario es la responsable del
crecimiento longitudinal de los huesos. Se mineraliza progresivamente y sera

reemplazada por tejido éseo al final del periodo de crecimiento.

La parte externa de los huesos esta formada por una gruesa y densa capa de
tejido calcificado, la cortical (hueso compacto), la cual en la diéfisis encierra la
cavidad medular donde estan alojadas las células hematopoyéticas de la
médula ésea. Hacia la metéfisis y la epifisis, la cortical va siendo cada vez mas
delgada y el espacio interno se rellena con una fina red de trabéculas
calcificadas formando el hueso trabecular. Los espacios incluidos en esta
trabeculacién también estan rellenos de medula ésea y estdn en comunicacion

con la medula 6sea de la diafisis.
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El &rea cortical de la epifisis se cubre con cartilago, un tejido no calcificado.

El hueso cortical y el trabecular estan formados por las mismas células y la
misma matriz pero existen diferencias estructurales y funcionales entre ambos.
La primera diferencia estructural es cuantitativa: entre el 80%-90% del volumen
en el hueso cortical esta mineralizado mientras que en el trabecular solo el 15-
25% esté calcificado. Esto nos lleva a una diferencia funcional: el hueso cortical
lleva a cabo funciones mecanicas y de proteccion, mientras que el hueso
trabecular participa fundamentalmente en las funciones metabdlicas. En el
analisis histologico del esqueleto del individuo adulto se observa que el 80%
del volumen total del hueso esta formado por hueso cortical o compacto que,
es el principal responsable de la integridad mecanica. El 20% restante del
volumen es hueso trabecular o esponjoso que es fundamental para las

demandas metabdlicas (Fig.1).

Figura 1: Esquema morfologico de una seccion de hueso mandibular
(http://farm3.static.flickr.com/2215/2266831563_9b268117d
5.jpg?v=0)

El hueso cortical tiene una estructura de laminas o anillos concéntricos
alrededor de canales centrales llamados canales de Havers, que se extienden
longitudinalmente. Los canales de Havers estan conectados entre si por otros
canales llamados canales de Volkmann que perforan del periostio. Ambos
canales son utilizados por los vasos sanguineos, linfaticos y nervios para
extenderse a lo largo del hueso. Entre las laminas concéntricas de matriz
mineralizada existen pequefios orificios 6 lagunas donde se encuentran los

osteocitos. Estas células intercambian nutrientes con el liquido insterticial a
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través de una serie de canaliculos por donde se extienden prolongaciones
celulares citoplasméticas. Los canaliculos estan conectados entre si vy,
eventualmente a los canales de Havers. El conjunto formado por el canal de
Havers, las laminas concéntricas que lo rodean, las lagunas, los canaliculos y
los osteocitos recibe el nombre de osteona 6 sistema de Havers. Las restantes

[Aminas entre osteonas se llaman laminas intersticiales.

A diferencia del hueso compacto, el hueso trabecular o esponjoso no contiene
osteonas, sino que las laminas intersticiales estan dispuestas de forma irregular
formando unos tabiques o placas llamadas trabéculas. Estos tabiques forman
una estructura esponjosa dejando huecos que estan llenos de médula 6sea.
Dentro de las trabéculas estan los osteocitos que yacen en sus lagunas con
canaliculos que irradian desde las mismas. En este caso, los vasos penetran
directamente en el hueso esponjoso y permiten el intercambio de nutrientes
con los osteocitos. El hueso esponjoso es el principal constituyente de las
epifisis de los huesos largos y del interior de la mayoria de los huesos planos.
Tanto el hueso cortical como el esponjoso contienen células especializadas,

matriz organica y fase mineral (Baron 2003).

¥
Ve

ﬂ.‘

Swustancla Esponfesa Sustancla Compacta

Figura2:  Esquema morfoldgico de la estructura dsea: hueso cortical y
hueso trabecular (www.anatomiahumana.ucv.cl/morfol/foto1/9.jpg)
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1.1.1 Células 6seas

En el hueso coexisten varios tipos de células: los osteoblastos son células
encargadas de la fomacion del tejido 6seo; los osteocitos son osteoblastos
maduros rodeados de matriz mineralizada y los osteclastos son células

encargadas de reabsorber hueso.

1.1.1.1 Diferenciacion osteoblastica

Las células 6seas se hallan dentro del propio tejido 6seo, rico en células
mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas. Desde los trabajos de
Friedenstein en 1976 se conoce que estas células mesenquimales pueden
dar origen a cinco estirpes celulares distintas: osteoblastos, fibroblastos,
condroblastos, adipocitos y mioblastos (Friedenstein 1976), en respuesta a
diferentes sefiales moleculares que inician la cascada de activacion de

diferentes genes (Harada y Roldan 2003).

Actualmente se sabe que la diferenciacion hacia la estirpe osteoblastica esta
controlada por genes pertenecientes a la familia Hedgehog, de los cuales los
mas conocidos son: |hh (Indian hedgehog) y Shh (Sonic hedgehog)
(Yamaguchi y cols. 2000; Aubin y Liu. 2000). Asimismo, es esencial el factor
de transcripcion Cbfal (core-binding factor a-1, también llamado Runx2)
(Komori y cols. 1997; Heersche 2002; Ducy y cols. 1997; Hoshi y cols. 1999)
y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), que constituyen los
reguladores mas potentes de la diferenciacion osteoblastica desde las

células mesenquimales pluripotenciales (Yamaguchi y cols. 2000).

A medida que las células precursoras se van diferenciando expresan en la
membrana celular proteinas especificas de su funcibn o marcadores. La
expresion de Cbfal es la primera evidencia de la diferenciacion osteogénica
(Yamaguchi y cols. 2000), cuyo méaximo nivel se alcanza en los pre-oste-
oblastos. El coldgeno | y la osteopontina (OPN), se expresan de forma
temprana en células osteoprogenitoras. Igualmente, la fosfatasa alcalina
(FA) es una proteina de superficie que podria participar en la regulacion de
la proliferacion, migracion y diferenciacion de las células osteoblasticas. La
sialoproteina ésea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores de dife-
renciacion del pre-osteoblasto al osteoblasto y aparecen cuando se inicia la

mineralizacién. La expresion de estas proteinas resulta especialmente (util
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como marcadores osteogénicos en los estadios finales de la diferenciaciéon

osteoblastica (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

1.1.1.2 El osteoblasto

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con
citoplasma baséfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico
rugoso de tamafio importante. Proceden de las células mesenquimales
pluripotenciales de la médula 6sea (Canfield y cols. 2000; Masi y Brandi
2001). Emiten prolongaciones citoplasmaticas hacia la matriz, que comu-
nican con la red de osteocitos y con osteoblastos vecinos. Los osteoblastos
y osteocitos se comunican entre si por proteinas transmembrana o
integrinas, que actlan de enlace entre células o entre una célula y la matriz
extracelular, permitiendo el paso de mensajeros como el calcio, citoquinas o

prostaglandinas (Civitelli y cols. 1993).

Los osteoblastos sintetizan la matriz organica o sustancia osteoide a un
ritmo de 2 a 3 ym por dia y expresan una enzima caracteristica, la FA, que
permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 ym por dia. Actualmente, se
sabe que los osteoblastos: 1) sintetizan las proteinas colagenas y no
colagenas de la matriz organica del hueso; 2) dirigen la disposicién de las
fibrillas de la matriz extracelular; 3) contribuyen a la mineralizacion de la
sustancia osteoide, gracias a la FA; 4) median en la reabsorcion llevada a
cabo por los osteoclastos a través de la sintesis de citoquinas especificas; 5)

sintetizan factores de crecimiento (Simonet y cols. 1997).

La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al
término de las cuales pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis,
transformarse en células limitantes o de revestimiento 6 en osteocitos (15 %)
(Aubin y Liu 1996).

Las células limitantes son células elongadas y planas, con un ndcleo en
forma de huso, sin apenas organelas. Pueden expresar los marcadores
osteoblasticos anteriormente citados, como BSP, osteonectina y FA asi
como el receptor de paratohormona (PTH). Permanecen a lo largo de la
superficie enddstica, constituyendo con el endostio una capa protectora de
la superficie 6sea, que juega un papel importante en la activacion del

remodelado 6seo (Fernandez-Tresguerres-Herndndez-Gil y cols. 2006).
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1.1.1.3 El osteocito

Una vez mineralizada la matriz, algunos osteoblastos quedan atrapados
dentro, transformandose en osteocitos. Los osteoblastos, osteoclastos y
células limitantes se hallan en la superficie 6sea, mientras que los osteocitos
estan en el interior. Los osteocitos son las células mas abundantes del
hueso (10 veces mas que los osteoblastos). Poseen forma estrellada y su
cuerpo se sitla en el interior de lagunas. Los procesos citoplasmaticos se
comunican entre si a través de los conductos calcoforos que estan llenos de
fluido déseo extracelular. De esta forma, los osteocitos se organizan
formando un conjunto de células interconectadas que representa una Unica
estructura, con la ventaja de que existe una gran superficie de contacto en el
interior y hacia la superficie 0sea, para asegurarse oxigeno y nutrientes.
Cuando se produce un trauma en el hueso, el cese de la circulaciéon
sanguinea origina hipoxia y necrosis de los osteocitos que estan a mas de
0,1mm de un capilar intacto (Ham 1952). Los osteocitos también participan
en la sintesis y mineralizacion de la matriz osteoide, pero se cree que su
funcién principal es la de controlar el remodelado 6seo, detectando las
variaciones mecanicas de las cargas, fendmeno denominado mecanotrans-
duccién (Lanyon 1993). Los osteocitos constituyen el estadio final desde la
linea osteoblastica y son incapaces de renovarse. Poseen los mismos
marcadores que los osteoblastos, pero tienen como marcador especifico el
CD44, receptor de membrana que se expresa fuertemente en ellos y es

negativo en osteoblastos y células limitantes de revestimiento.

1.1.1.4 El osteoclasto

Los osteoclastos proceden de células madre hematopoyéticas medulares
denominadas “Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos vy
Macréfagos” (CFU-GM), precursoras de macréfagos y monocitos (Mundy
1993).

Se trata de células grandes (100 ym), multinucleadas, ricas en mitocondrias
y vacuolas. Los osteoclastos contienen fosfatasa acida tartrato resistente
(FATR), que permite la desfosforilacion de las proteinas, cuya actividad es
aprovechada para su identificacion, tanto in vivo como in vitro. Ademas

tienen receptores para calcitonina.
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Los osteoclastos tienen dos especializaciones en la membrana: un borde en
cepillo, que es donde tiene lugar la reabsorcion, y una zona clara, rica en
microfilamentos, con integrinas, que sirven de anclaje a la matriz. Para ello,
los osteoclastos se movilizan hacia la zona a reabsorber y, seguidamente,
se adhieren a la superficie 6sea mineralizada por el ribete en cepillo sellando
los bordes del area mediante las integrinas. La integrina del osteoclasto,
particularmente avp3, reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) existente
en el colageno y en otras proteinas de la matriz osteoide. A este nivel el pH
es acido, ya que secretan hidrogeniones generados por la anhidrasa
carbonica Il y enzimas proteoliticas como colagenasas, metaloproteasas,
catepsina K, glucuronidasa (Mundy 1993), que van a originar la reabsorcién
del hueso mediante la solubilizaciéon de la matriz organica primero y de la

mineral después.

Respecto a la osteoclastogénesis actualmente se sabe que los osteoblastos
son fundamentales para la formacion de osteoclastos. Asi, el factor
estimulante de las colonias de macrofagos (M-CSF) producido por los
osteoblastos es requerido en las primeras fases de la osteoclastogénesis
para la formacién de células gigantes multinucleadas. Los conocimientos
actuales acerca de la regulacion de la osteoclastogénesis se basan en la

existencia de trés moléculas clave:

» Osteoprotegerina (OPG), proteina sintetizada por osteoblastos y pre-

osteoblastos.

* RANKL, ligando situado en la superficie de osteoblastos y pre-
osteoblastos; es una citoquina transmembrana perteneciente a la familia

del factor de necrosis tumoral (TNF) (Lacey 1998).

* RANK, receptor del anterior situado en la membrana de los osteoclastos

y pre-osteoclastos.

La interaccion entre el RANKL y su receptor RANK produce una activacion
de la diferenciacion y de la actividad osteoclastica, aumentando la
reabsorcion 6sea (Fig. 3). Asimismo, los efectos del RANKL tanto in vivo,
como in vitro son inhibidos a modo de sefiuelo por la OPG, proteina
circulante producida por los osteoblastos y pre-osteoblastos perteneciente a

la superfamilia de los receptores de TNF (Simonet y cols. 1997; Aubin y Liu
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1996; Ham 1952; Lanyon 1993; Mundy 1993; Burgués y cols. 1999; Hsu y
cols. 1999; Bekker y cols. 2001; Boyle y cols. 2003).

o CFU-M @ RANKL
Glucocorticoides ~ PTH PGE M-CSF Pre-Osteoclasto 44 RANK
2
Vitamin D q Y
IL-11, G ‘ ?
L TNFa O @ o e Osteoclasto
a © Multinucleado
e © e g
-1 ©

e
® : ° e
PTHIP XS e
\ 00 (]
TNF-a\ ©

= )
IL-17 Osteoclasto ‘
- activado

Osteoblasto

Figura 3: Esquema de la regulacion de la osteoclastogénesis
(www.boneacademy.com/pdfs/RANKL _slides.pdf)

1.1.2 Matriz organica

La matriz orgénica o sustancia osteoide representa un tercio del peso 0seo.
Esta formada fundamentalmente por proteinas, entre las que destaca el
colageno. La matriz juega un papel importante en el conjunto del sistema
0seo. Actualmente debe considerarse a la matriz mineralizada extracelular
como algo mas que un reservorio de calcio y fésforo, ya que constituye una
reserva de proteinas que participan en la regulacion de la diferenciacion

celular y en la integridad y funcién del tejido 6seo (Young 2003).

1.1.2.1 El coldgeno

El 90% de la matriz extracelular esta constituida por colageno, sobre todo de
tipo | (>95%) y tipo V (<5%). También se ha comprobado la presencia en
pequefias proporciones de colageno tipo lll, relacionado con las fibras de
Sharpey y tipo Xll, formado bajo estrés mecanico. En la molécula de
colageno se halla la secuencia RGD, que es reconocida por las integrinas de
superficie de las células o6seas (Gehron y cols. 1993). Contiene
caracteristicamente, los aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina, siendo
este dltimo, un marcador especifico de todos los fenotipos de colageno y
estando sus valores de excrecion urinaria en relacion directa con la tasa de
reabsorcién 6sea (Schonau y Rauch 1997). Las fibras de colageno se

estabilizan mediante puentes de hidrégeno entre aminoacidos y a través de
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la formacién de puentes de piridinolina, entre las hidroxilisinas y lisinas. Sin
embargo, el coldgeno no tiene gran afinidad por el calcio, por lo que son

otras las proteinas implicadas en el depésito mineral.

1.1.2.2 Proteinas no colagenas

Entre ellas hay que destacar:

A. Proteoglicanos:

Constituyen el 10% de las proteinas no colagenas. Son moléculas de gran
tamafio. En la matriz osteoide hay cuatro tipos de proteoglicanos: el
hialuronano y condroitin-sulfato de molécula grande que intervienen en las
etapas iniciales de la morfogénesis 6sea y el biglicano y la decorina de
molécula mas pequefa, que aparecen en las fases siguientes de la

formacion 6sea (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

B. Proteinas con acido y-carboxi-glutamico:

Son la OCN vy la proteina de la matriz con &cido y-carboxiglutamico. Este
acido es un aminodcido que liga calcio y necesita vitamina K para su
sintesis. La OCN es una pequefia proteina de la matriz sintetizada por los
osteoblastos y plaquetas, dependiente de las vitaminas D y K. Representa el
15% de las proteinas no colagenas de la matriz y contiene tres restos de
acido y-carboxiglutdmico. Sus niveles plasméticos se han considerado como
uno de los marcadores bioquimicos de la osteogénesis, relacionandose con

el numero y actividad de los osteoblastos.

C. Glicoproteinas:

Son la osteonectina, la FA y las proteinas con el tripéptido RGD.

La osteonectina es una glicoproteina con gran afinidad por el colageno tipo I,
por el calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteinas no
colagenas. Se cree que interviene en la regulacion de la adhesion celular
entre la matriz y las células. En el hueso es necesaria para la mineralizaciéon
normal.

La FA es una enzima que libera fosfato inorganico, necesario para la

mineralizacion, a partir de ésteres fosforicos. Existen varias isoenzimas v,
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entre ellas la isoenzima 6sea, se ha considerado un buen marcador de la

actividad osteoblastica.

Proteinas con el tripéptido RGD, también llamadas SIBLINGS (Small
Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) son fundamentalmente cinco:
OPN, sialoproteinas éseas, fibronectina, trombospondina y vitronectina. Son
glicoproteinas fundamentales en los procesos de remodelado vy
regeneracion 0seos, con una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) que es
reconocida por las integrinas de los osteoblastos (avB3, entre otras).
También actian como receptores de superficie de las células dseas
permitiendo la adhesién de las células a la matriz extracelular y activando

sefales (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

D. Proteinas procedentes del plasma:

Se encuentran en la matriz organica 6sea en mayor proporcién que en el
plasma. Son la albumina y la a2-SH-glicoproteina, probablemente

relacionadas con la incorporacién del calcio a la matriz osteoide.

E. Factores de crecimiento:

Son polipéptidos sintetizados en el propio hueso o procedentes de otros
lugares como el higado y las plaquetas, que intervienen en la diferenciacion,
crecimiento y proliferacion de las células de forma autocrina o paracrina
(Canalis y cols. 2003).

1.1.3 Fase mineral

Finalmente, el componente mineral del hueso representa el 65% del peso
06seo. Estad formado por calcio, fosfato y carbonato (en proporciones de
10:6:1) en forma de pequefios cristales de hidroxiapatita Ca;o(P0O4)s(OH),. En
menor proporcidon hay magnesio, sodio, potasio, manganeso y flaor. El
plasma se encuentra sobresaturado de calcio y fosforo respecto a la
hidroxiapatita, por lo que debe haber sustancias que inhiban la mineralizacion.
Las proteinas con capacidad adhesiva favorecen la mineralizacion, mientras
gue los proteoglicanos, magnesio, adenosin trifosfato (ATP) y pirofosfato la

inhiben.
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1.1.4Regeneracion 6sea

La regeneracion tisular es la respuesta que consigue la restitutio ad integrum
del tejido tras un trauma, a diferencia de la reparacion, donde el tejido que se
forma es un tejido cicatricial, con caracteristicas diferentes al original. En este
sentido, el hueso es el Unico tejido del organismo, a excepcion del tejido
embrionario, que se restituye totalmente tras una lesion (Davies y Hosseini
2000).

La regeneracidn 0sea origina una respuesta en la que estan involucrados los
vasos sanguineos, las células y la matriz extracelular. Desde los estudios de
Trueta en 1963 se sabe de la importancia de los vasos sanguineos en la
osteogénesis. Tras un trauma, se produce una respuesta inflamatoria y un
hematoma inicial, con hematies, plaquetas y fibrina (Trueta 1963). Las células
del coagulo liberan interleuquinas y factores de crecimiento, originando la
migracion de linfocitos, macréfagos, precursores de osteoclastos y células
mesenquimales pluripotenciales. Estas sefiales moleculares promueven la
diferenciacion hacia células endoteliales, fibroblastos, condroblastos y
osteoblastos, dando origen a un nuevo tejido fibrovascular que reemplaza al
coagulo inicial. Todo ello esté regido por una serie de complejas interacciones
entre factores de crecimiento, hormonas y citoquinas. En este proceso es
fundamental el aporte vascular, la sintesis proteica y la mineralizacion

(Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

Cuando el hueso se forma de forma rapida durante la cicatrizacién de una
fractura no existe organizacion de las fibras colagenas por lo que no existe un
fuerte entramado y encontramos un tejido orientado al azar. Este hueso esta
caracterizado por sus irregulares formaciones de fibras de colageno,
osteocitos numerosos y una calcificacion retrasada y desordenada; es
progresivamente sustituido por hueso estructurado durante los procesos de

remodelado.

1.1.5Remodelado 6seo

El hueso es un tejido dinAmico en constante formacion y reabsorcion, que
permite el mantenimiento del volumen éseo, la reparacion del dafio tisular y la
homeostasis del metabolismo fosfo-célcico. Este fendmeno equilibrado de-

nominado proceso de remodelado Gseo, permite la renovacion de un 5% del
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hueso cortical y un 20 % del trabecular cada afio. El remodelado éseo existe
toda la vida, pero sélo hasta la tercera década el balance es positivo (Serrano
y Marifioso 1990).

Es precisamente en la treintena cuando existe la mdxima masa 0sea, que se
mantiene con pequefas variaciones hasta los 50 afios. A partir de aqui, existe

un predominio de la reabsorcion y la masa 6sea empieza a disminuir.

A nivel microscopico el remodelado éseo se produce en pequefias areas de la
cortical o de la superficie trabecular, llamadas unidades basicas
multicelulares. La reabsorcion siempre precede a la formacién y en el
esqueleto joven las cantidades de hueso reabsorbidas son similares a las
neoformadas. Por esto se dice que es un proceso balanceado, acoplado, en
condiciones normales, tanto en el espacio como en el tiempo. La vida media
de cada unidad de remodelado en humanos es de 2 a 8 meses y la mayor
parte de este periodo estd ocupado por la formacion 6sea. Existen en el
esqueleto humano 35 millones de unidades basicas multicelulares y cada afio
se activan 3-4 millones, por lo que el esqueleto se renueva totalmente cada

10 afios (Davies y Hosseini 2000).

1.1.5.1 Fases del remodelado

El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases:

A. Fase quiescente:

El hueso esta en condiciones de reposo.

B. Fase de activacion:

El primer fendbmeno que tiene lugar es la activacion de la superficie 6sea
previa a la reabsorcion, mediante la retraccion de las células limitantes
(osteoblastos maduros elongados existentes en la superficie endéstica) y la
digestién de la membrana enddstica por la accion de las colagenasas. Al
guedar expuesta la superficie mineralizada se produce la atraccion de

osteoclastos circulantes procedentes de los vasos sanguineos préximos.

C. Fase de reabsorcion:

Seguidamente, los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral y a

descomponer la matriz osteoide. Los macréfagos concluyen este proceso
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que permite la liberacion de los factores de crecimiento contenidos en la
matriz, fundamentalmente TGF-B (factor transformante del crecimiento (),
PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas), IGF-1 y Il (factores

anélogos a la insulina 1 y II).

D. Fase de formacion:

Simultdneamente, en las zonas reabsorbidas se produce el fenémeno de
agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores de crecimiento
gue se liberaron de la matriz y que actlian como quimiotacticos y ademas
estimulan su proliferacion (Agerbaek y cols. 1991; Lind y cols. 1995). Los
preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a
adherir el nuevo tejido y expresan BMPs, responsables de la diferenciacion.
A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la

sustancia osteoide que rellenara las zonas horadadas.

E. Fase de mineralizacion:

A los 30 dias del depésito de osteoide comienza la mineralizacion, que

finalizara a los 130 dias en el hueso cortical y a 90 dias en el trabecular.

A continuacion empieza otra fase quiescente o de descanso (Fernandez-

Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006) (Fig 4).

Osteodlasto en cavidad | — | Osteoblasto acudiendo
resortiva a la cavidad resortiva

Células de revestimiento
(lining cells)

Osteoblasto formando
osteoide

Osteoide mineralizandose

Figura 4: Esquema de las fases del remodelado 6seo
(Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil I, 2006).
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1.1.5.2 Factores reguladores del remodelado

El balance entre la reabsorcion y la formacién 6sea esta influido por una
serie de factores, interrelacionados entre si, como son factores genéticos,

mecanicos, vasculares, nutricionales, hormonales y locales.

A. Factores genéticos:

Los factores genéticos son determinantes en el pico de masa 6sea (valor
maximo de masa 6sea de cada individuo a lo largo de su vida), ya que entre
el 60 y el 80% de ésta se encuentra determinada genéticamente. Asi los
sujetos de raza negra poseen una masa 6sea mayor que los de raza blanca
y éstos mayor que los orientales. La masa 6sea se transmite de padres a
hijos, por ello la predisposicion a padecer osteoporosis es mayor en hijas de

madres que la padecen (Pocock y cols. 1987).

B. Factores mecanicos:

La actividad fisica es imprescindible para el correcto desarrollo del hueso.
Se cree que la acciébn muscular transmite al hueso una tensién que es
detectada por la red de osteocitos incluida en el interior del fluido Gseo.
Estos osteocitos producen mediadores como prostaglandinas, 6xido nitrico e
IGF-I, que estimulan tanto su actividad como la de los osteoblastos y
originan una mayor formacion ésea. Por el contrario, la falta de actividad
muscular, el reposo o la ingravidez tienen un efecto deletéreo sobre el

hueso, acelerando la reabsorcion (Morey 1978).

C. Factores vasculonerviosos:

Se sabe desde los trabajos de Trueta en 1963 que la vascularizacion es
fundamental para el normal desarrollo 6seo, permitiendo el aporte de células
sanguineas, oxigeno, minerales, iones, glucosa, hormonas y factores de
crecimiento. La vascularizacién constituye el primer paso para la osificacion:
los vasos sanguineos invaden el cartilago y posteriormente se produce la
reabsorcion 6sea por los osteoclastos, procedentes de los vasos proximos.
Igualmente, la neoformacién vascular es el primer hecho en el fenédmeno de
la reparacién de fracturas o de la regeneracion 0sea, ya que la existencia de
oxigeno es fundamental para que se produzca la restitutio ad integrum y no

tejido fibroso. Ham constaté este fendmeno en 1952 al observar que los
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osteocitos se necrosan cuando estdn lejos de un capilar (la distancia
méxima es de 0,1 mm) (Trueta 1963; Ham 1952).

La inervacion es necesaria para el normal fisiologismo éseo. El hueso es
inervado por el sistema nervioso autbnomo y por fibras nerviosas
sensoriales. Se han encontrado fibras autbnomas en periostio, endostio,
hueso cortical y asociadas a los vasos sanguineos de los conductos de
Volkmann, asi como neuropéptidos y sus receptores en el hueso. Ejemplos
de la importancia de la inervacién en la fisiologia 6sea son la osteopenia y la
fragilidad ésea presentes en pacientes con desérdenes neuroldgicos, asi
como la menor densidad mineral 6sea existente en mandibulas denervadas

(Ferndndez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

D. Factores nutricionales:

Se necesita un minimo de calcio para permitir la mineralizacion que la
mayoria de los autores cifran en torno a 1.200 mg. diarios hasta los 25 afios;
después y hasta los 45 afios no debe ser inferior a un gramo y tras la
menopausia debe ser por lo menos 1.500 mg al dia. Asimismo, se conoce
gue habitos toxicos como el tabaco, consumo excesivo de cafeina, alcohol y
de sal constituyen importantes factores de riesgo para la aparicion de

osteopenia (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

E. Factores hormonales:

El desarrollo normal del esqueleto esta condicionado por el correcto
funcionamiento del sistema endocrino, fundamentalmente de la hormona
somatotropa (GH, hormona del crecimiento) secretada por la hipofisis y
controlada por el hipotalamo, cuyo exceso produce gigantismo y su defecto
enanismo y las hormonas calcitropicas (PTH, calcitonina y metabolitos de la
vitamina D). Las hormonas son mensajeros sistémicos que actlan a
distancia de su lugar de produccion (efecto endocrino), pero también regulan
la sintesis y la accion de los factores locales que intervienen directamente
en el metabolismo celular (efectos autocrino y paracrino). Las hormonas

mas importantes que intervienen en la fisiologia 6sea son:

E.1. Hormonas tiroideas: Poseen dos acciones contrapuestas sobre el
hueso. En primer lugar, estimulan la sintesis de la matriz osteoide por los
osteoblastos y su mineralizacion, favoreciendo la sintesis de IGF-I. Por esto,

en el hipotiroidismo congénito (cretinismo) se produce talla baja por
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alteracion de la formacion ésea. En segundo lugar, se produce un efecto
contrario, estimulando la reabsorcién al aumentar el nimero y funcion de los
osteoclastos. La manifestacién clinica de este efecto es la aparicion de

pérdida de masa 6sea en el hipertiroidismo (Jodar Gimeno y cols. 1997).

E.2. PTH (paratohormona): Es la hormona que controla la homeostasis del
calcio a través de la accidn directa sobre el hueso y el rifion e indirecta en el
intestino. Producida en las glandulas paratiroideas que responden al
descenso de la calcemia, es la hormona hipercalcemiante por excelencia, al
favorecer la reabsorcién O6sea. No obstante, se ha descubierto un papel
estimulador en la formacion ésea, a través de la sintesis de IGF-1 y TGF-
(Canalis y cols. 1989).

Este doble efecto de reabsorcion y formacién explicaria porque la PTH en
administracion continua estimularia la reabsorcion Osea a través de la
sintesis de RANKL; un factor favorecedor de la osteoclastogénesis, por
parte de las células osteoblasticas. A dosis intermitentes estimularia la
formaciéon de hueso, asociado a un incremento de los factores de
crecimiento y a una disminucion de la apoptosis de los osteoblastos

(Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

E.3. Calcitonina: Producida en las células C o parafoliculares del tiroides,
es inhibidora de la reabsorcion 6sea, al reducir el nimero y la actividad de
los osteoclastos. Sin embargo, esta accidon es transitoria, ya que los
osteoclastos parecen volverse “impermeables” a la calcitonina en pocos dias
(Prieto 1999).

E.4. 1,25(0H)2 vitamina D3 o calcitriol:  Hormona esteroidea que favorece
la absorcion intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la mineralizacion ésea.
Es necesaria para el crecimiento normal del esqueleto. Algunos autores
piensan que puede ser producida por células linfociticas 0 monociticas del
hueso, ejerciendo un papel importante como regulador local de la

diferenciacion de los osteoclastos (Raisz 1993).

E.5. Androgenos: Tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, a través
del estimulo de los receptores de los osteoblastos. Asimismo, actlan de
mediadores en el pico de GH existente en la pubertad. Mientras que la
deficiencia androgénica se asocia a una menor densidad dsea, la

administraciéon de testosterona en joévenes antes del cierre epifisario
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incrementa la masa Osea. Igualmente, las mujeres con exceso de
andrégenos presentan densidades Oseas mas elevadas (Fernandez-

Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

E.6. Estrégenos: Son esenciales para el cierre de los cartilagos de
conjuncion y se ha descubierto que juegan un papel importante en el
desarrollo esquelético tanto femenino como masculino durante la
adolescencia. Los estrogenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo
0seo: por un lado favorecen la formacion désea al aumentar el nimero y
funcion de los osteoblastos y por otro lado, disminuyen la reabsorcion. Se
han descrito receptores de estrogenos en osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos humanos. Recientes investigaciones han comprobado que los
estrdgenos pueden aumentar los niveles de OPG, proteina producida por los
osteoblastos que inhibe la reabsorcion, por lo que podrian jugar un papel
importante en la regulacion de la osteoclastogénesis (Hofbauer y cols.
1999). Es por esto que la deficiencia de estrégenos durante la menopausia
constituye el factor patogénico mas importante de la pérdida 6ésea asociada
a la osteoporosis postmenopdausica (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil
y cols. 2006).

E.7. Progesterona: Es igualmente anabolizante sobre el hueso, bien
directamente, a través de los osteoblastos, que poseen receptores para esta
hormona, o bien de forma indirecta, mediante la competicion por los

receptores osteoblasticos de los glucocorticoides.

E.8. Insulina: Estimula la sintesis de la matriz directa e indirectamente, a

través del aumento de la sintesis hepética de IGF-I.

E.9. Glucocorticoides: A dosis altas tienen efectos catabdlicos sobre el
hueso, ya que inhiben la sintesis de IGF-I por los osteoblastos, y suprimen
directamente la BMP-2 y el Cbfal, factores criticos para Ila
osteoblastogénesis (Manolagas 2000). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que a dosis fisioldégicas tienen capacidad osteogénica
favoreciendo la diferenciacion osteoblastica (Lukert y Kream 1996;

Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

E.10 Hormona de crecimiento (GH): Tiene dos acciones sobre el hueso,
directa e indirecta. La GH actla directamente sobre los osteoblastos, con

receptores para la hormona, estimulando su actividad, lo que produce un
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aumento en la sintesis de coldgeno, OCN y FA. La accion indirecta se
produce a través del aumento de la sintesis de IGF-1 y Il por los
osteoblastos. Estos factores favorecen la proliferacién y diferenciacion de los

osteoblastos, aumentando su nimero y funcién.

Desde hace unos afios se viene considerando a la GH como un factor de
crecimiento local, ya que no solo se sintetiza en la adenohipéfisis, sino en
casi todas las células del organismo, incluidos los osteoblastos teniendo un
efecto autocrino y paracrino, ademas del endocrino ya mencionado (Harvey

y Hull 1998; Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

F. Factores locales:

El remodelado 6seo también esta regulado por una serie de factores locales,
entre los que destacan los factores de crecimiento y las citoquinas.
Recientemente se han implicado las proteinas de la matriz 6sea como

moduladoras de la accion de otros factores locales.

Las células del hueso también juegan un papel importante por la produccion
de prostaglandinas y 6xido nitrico, asi como de citoquinas y factores de

crecimiento.

F.1. Factores de crecimiento: Son polipéptidos producidos por las propias
células 6seas o0 en tejidos extra-0seos, que actian como moduladores de
las funciones celulares, fundamentalmente sobre el crecimiento,

diferenciacién y proliferacion celular.

 IGF-1 y II: Los factores de crecimiento andlogos a la insulina son
polipéptidos similares a esta hormona sintetizados por el higado y los
osteoblastos. Se hallan en gran concentracibn en la matriz osteoide
(Cohick y Clemmons 1993). Incrementan el nimero y funcién de los
osteoblastos, favoreciendo la sintesis de colageno. Circulan unidos a
proteinas de union (IGFBP de IGF- binding proteins) que a su vez pueden
ejercer efectos estimulatorios o inhibitorios sobre el hueso. Los IGFs
estan regulados por hormonas y factores de crecimiento locales. Asi, la
GH, los estrégenos y la progesterona aumentan su produccion, mientras
que los glucocorticoides la inhiben. Asimismo, median en la interaccién
osteoblasto-osteoclasto e intervienen de forma activa en el remodelado

0seo (Hill y cols. 1995). El IGF-Il es el factor de crecimiento mas
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abundante de la matriz 6sea. Es importante durante la embriogénesis
(Mohan y Baylink 1991).

« TGF-B (Transforming Growth Factor-B): Los factores de crecimiento

transformantes 3 son una superfamilia de proteinas muy abundantes en
el tejido éseo (los segundos, tras los IGF). Estdn presentes en la matriz

en forma latente y se activan durante la reabsorcién osteoclastica.

TGF-B es un potente estimulador de la formacion 6sea, potenciando la
diferenciacion osteoblastica y la sintesis de la matriz osteoide e
inhibiendo la sintesis de proteasas entre las que destacan Ila
metaloproteasas de la matriz (MMPs), enzimas que degradan la misma.
Asimismo, inhibe la reabsorcion al reducir la formacion y diferenciacion de
los osteoclastos, asi como la actividad de los osteoclastos maduros y
estimular su apoptosis. Ademas de estas funciones, se ha descubierto
gue inhibe la proliferacion epitelial y media en el efecto anabolizante de

los andrégenos (Baylink y cols. 1993).

« BMPs (Bone Morphogenetic Proteins): Las proteinas morfogenéticas

Oseas estan incluidas dentro de la familia de los TGF-f. Constituyen un
grupo de 15 proteinas capaces de conseguir la transformacion de tejido
conjuntivo en tejido 6seo, por lo que se consideran osteoinductivas.
Asimismo, son capaces de estimular la diferenciacion de células
pluripotenciales hacia diferentes lineas celulares (tejido adiposo, cartilago
y hueso). Son muy abundantes en el tejido 6seo y durante la embriogé-

nesis participan en la formacién del hueso y cartilago.

Actualmente se las considera como los factores mas potentes de la
diferenciacion osteoblastica y se cree que ademas de estimular la
osteogénesis inhiben la osteoclastogénesis (Yamaguchi y cols. 2000;
Canalis y cols. 2003).

« PDGEF (Platelet-Derived Growth Factor): El factor de crecimiento derivado

de las plaguetas por un lado estimula la sintesis proteica llevada a cabo
por los osteoblastos, y por otro lado, favorece la reabsorcion 6sea. Otros
efectos son la proliferacion de fibroblastos, asi como de células
musculares lisas, la neovascularizacion y la sintesis de colageno, por lo

gue favorece la cicatrizacion (Nash y cols. 1994).
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» FEGF (Fibroblastic Growth Factor): El factor de crecimiento fibroblastico es

un anabolizante 6seo, ya que es mitdégeno de los osteoblastos y de las
células endoteliales vasculares, asi como de los fibroblastos. Como
ejemplo préctico del efecto del FGF se sabe que las mutaciones en sus
receptores producen alteraciones del esqueleto craneofacial, como la
acondroplasia, el sindrome de Apert y el sindrome de Crouzon, entre
otras (Marie 2003).

 EGF (Epidermal Growth Factor): El factor de crecimiento epidérmico es

un potente mitbgeno de las células de origen mesodérmico Yy
ectodérmico. Se sintetiza en multiples tejidos del organismo, por lo que
podria estar involucrado en diversas funciones biolégicas, ain no bien
esclarecidas. Respecto al hueso podria tener una doble accion formadora
y destructora, si bien ésta Ultima es la mejor conocida (Fernandez-

Tresguerres-Hernandez-Gil y cols 2006).

e VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor): El factor de crecimiento

vascular endotelial induce la angiogénesis y la proliferacion endotelial
vascular. Produce vasodilatacion y un incremento de la permeabilidad
vascular. Se produce en situaciones de hipoxia y actualmente se esta
considerando como uno de los factores claves en el desarrollo de las
primeras fases del proceso de reparacién de fracturas y regeneracion
O6sea, asi como en el desarrollo tumoral (Fernandez-Tresguerres-
Hernandez-Gil y cols. 2006).

« GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor): El factor

estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos es importante para
la osteoclastogénesis y puede intervenir en la patogenia de la

osteopetrosis (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

« M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor): El factor estimulador de

colonias de macrofagos es producido por los osteoblastos y células del
estroma medular y es requerido como factor esencial en las primeras
fases de la osteoclastogénesis para la formacion de células gigantes
multinucleadas, pero no tiene efecto sobre la actividad osteoclastica

(Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil y cols. 2006).

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

estimula la reabsorcion y se le ha relacionado con la pérdida 6sea de la
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artritis 'y de la enfermedad periodontal (Ferndndez-Tresguerres-
Hernandez-Gil y cols. 2006).

F.2. Proteinas de la matriz: En los ultimos afios se ha descubierto que las
proteinas de la matriz acttan como moduladores de los factores de

crecimiento (Young 2003).

Hay que tener en cuenta que las proteinas de la matriz se hallan a una
concentracion mil veces mayor que los factores de crecimiento, por lo que
podrian jugar un papel mas importante en la regulacion de las diferentes

funciones celulares (Horowitz 2003).

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

las células osteoblasticas.

F.3. Citoquinas: Son polipéptidos sintetizados en células linfociticas y
monociticas que juegan un papel importante en multiples funciones
celulares, como en la respuesta inmunoldgica, la inflamacién y la
hematopoyesis, con un efecto autocrino y paracrino. En el hueso son

importantes las siguientes:

* Interleuquina 1 (IL-1): Estimula directamente la reabsorciéon osteoclastica,

incrementando la proliferacion y diferenciacion de los pre-osteoclastos asi
como la actividad osteoclastica e inhibiendo la apoptosis de los

osteoclastos.

En realidad son 3 moléculas diferentes relacionadas: IL-1a, IL-1B vy el
antagonista del receptor de IL-1, siendo esta Ultima inhibidora del efecto
de las dos primeras. Su accion sobre la reabsorcion es directa e indirecta,

a través de la sintesis de prostaglandinas (Compston 2001).

* Interleuquina 6 (IL-6): Estimula la reabsorcidén 6sea y parece implicada en

la patogenia de la enfermedad de Paget. Se cree que juega un papel
importante en las etapas iniciales de la osteoclastogénesis. Se produce
en respuesta a PTH, IL-1 y 1, 25(0OH)2 D3 (Roodman y cols. 1992).
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* Interleuquina 11 (IL-11): De reciente descubrimiento, se produce en la

médula 6sea y favorece la osteoclastogénesis.

» Prostaglandinas (PG): In vitro favorecen la reabsorcion 6sea,
fundamentalmente la PGE2, pero también la PGE1, PGG2, PGI2 y PGH2

(Kamaguchi y cols. 1995). Estudios in vivo, midiendo los niveles de

prostaglandinas en el liquido crevicular, han demostrado su participacion
en la destruccibn désea que acontece en la enfermedad periodontal
(Offenbacher y cols. 1993; Knothe Tate y cols. 2004)

1.2 Definicién de Osteoporosis

En la actualidad la osteoporosis (OP) se considera “un trastorno generalizado
del esqueleto caracterizado por una alteracion de la resistencia 6sea que
predispone a la persona a un mayor riesgo de fractura” (NIH 2001). El
remodelado normal del hueso depende del equilibrio entre la formacion y la
resorcion. La osteoporosis es el resultado de un balance negativo, debido a un
desequilibrio entre estas dos actividades. En esta definicion, la resistencia del

hueso implica la integracién de la cantidad y la calidad del mismo.

La cantidad de hueso contenida en un segmento 6seo o0 en la totalidad del
organismo, incluyendo todos los componentes del hueso, se conoce como
masa 0sea y se expresa en gramos. La masa 6sea de una persona va
aumentando paulatinamente desde el nacimiento, a medida que va creciendo
el esqueleto, hasta alcanzar un valor maximo (pico de masa 6sea) alrededor de
los 30-35 afios, en el momento de la madurez esquelética (ver capitulo 1.1.5).
El peso de la parte mineral 6sea contenida en un fragmento 6seo determinado,
es el Contenido Mineral Oseo (CMO). El peso del contenido mineral de un
fragmento 6seo determinado, referida a un &rea concreta, es la Densidad
Mineral Osea (DMO) y se expresa en gramos de hidroxiapatita/cm2. Es el dato

habitual utilizado para estimar la masa 6sea de un individuo.

En realidad, el auténtico valor de la densidad mineral (g/cm?) no puede
determinarse por los métodos densitométricos habituales ya que delimitan un
area bidimensional y no tridimensional como lo haria la tomografia axial
computadorizada (TAC), Unico método que mide realmente valores de
densidad volumétrica. No obstante, en la actualidad, el valor absorciométrico es

aceptado de forma consensuada, como valor de DMO.
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En 1994, con el objetivo de crear una definicion de OP que incorporase masa
Osea y fractura, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié una
clasificacion de gran valor practico, comparando la masa 6sea (medida por
densitometria) de una persona determinada con la media del “pico de masa
0sea” que se alcanza al final de la juventud. De esta forma establecio las

siguientes definiciones:

1. Normal: una DMO hasta una desviacion estandar (DE) por debajo del pico

de masa Osea.
2. Osteopenia: masa 0sea entre —1 y —2,5 DE del pico de masa 6sea .
3. Osteoporosis: DMO menor de 2,5 DE por debajo del pico de masa 6sea.

4. Osteoporosis severa (o establecida): cuando, ademas, se afade la

existencia de una o mas fracturas por traumatismos de bajo impacto.

En cuanto a la calidad del hueso intervienen distintas caracteristicas
macroscoépicas y geométricas del hueso, tales como el tamafio de la vértebra o
la longitud del cuello del fémur, y otras microscopicas, como la actividad de
remodelado, la mineralizacion secundaria, el estado de los enlaces de
colageno, la porosidad cortical, la pérdida de conectividad trabecular y la
acumulacién de microlesiones que se van produciendo con la edad (Smolen
1996).

1.3 Clasificacion de OP
Atendiendo a la etiopatogenia de la OP, podemos considerar dos grupos bien
diferenciados:
1. Osteoporosis primaria o involutiva

2. Osteoporosis secundaria

1.3.1 Osteoporosis primaria o involutiva

Es el grupo de OP més frecuente y al que siempre nos referimos cuando no
especificamos. Como su nhombre indica, se produce con el transcurso de los
afos, especialmente en la mujer después de la menopausia entre los 50 y

75 afios (OP posmenopausica o tipo |) y tanto en la mujer como en el varén
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1.3.2

en edades mas avanzadas, por encima de los 70 - 75 afios (OP senil

o tipo Il):

e OP postmenopausica o tipo I: se produce en la mujer como
consecuencia del cese de la funcién ovarica. La pérdida 6sea se acelera
y afecta especialmente al hueso trabecular, siendo caracteristicas las
fracturas vertebrales por aplastamiento y las de la extremidad distal del

antebrazo (fractura de Colles).

* OP senil o tipo Il: se produce en ambos sexos, a edades mas
avanzadas. Es consecuencia de la pérdida de cantidad y alteracion de la
calidad 6sea que progresivamente tiene lugar con el transcurso de los
afos. Esta pérdida no es tan acelerada como en el tipo | y afecta tanto al
hueso trabecular como al cortical, siendo caracteristicas la fractura de
cadera, ademas de las de pelvis, humero proximal y vértebras

(acufiamientos multiples).

Es necesario recalcar que esta division en tipos | y Il de la osteoporosis
involutiva, aunque Util en la practica clinica, es un tanto artificial y no se
corresponde con dos procesos completamente independientes, sino que
muestra momentos diferentes de un mismo proceso que evoluciona a lo
largo de afos. Si la mujer no tuviese una pérdida acelerada de masa 6sea
después de la menopausia, no padeceria tan frecuentemente una OP senil
15 6 20 afios més tarde. Hoy sabemos que el déficit estrogénico juega un
papel importante no solamente en la pérdida rapida de masa 6sea que sigue
a la menopausia sino también en la fase lenta de pérdida que sufren la

mujer y el varén en edades mas avanzadas (Black y cols. 2001).

Osteoporosis secundaria

Se utiliza esta denominacion cuando existe una causa capaz de producir el
trastorno independientemente de la menopausia y la edad. Las posibles
etiologias son muy numerosas, resaltando diferentes enfermedades
endocrinas, gastrointestinales, hematologicas o del tejido conectivo, asi

como la inmovilizacion prolongada o el uso de distintos farmacos.
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A continuacion se exponen las causas mejor conocidas de osteoporosis

secundaria;

Posibles etiologias

Endocrinopatias

hiperparatiroidismo

hipertiroidismo

hipercortisolismo

déficit de GH

diabetes mellitus tipo |

hipogonadismo femenino (hiperprolactinemia, amenorrea hipotalamica,
anorexia nerviosa, menopausia precoz)

hipogonadismo masculino

(fallo gonadal primario o secundario)

hematolégicos

Enfermedades sindromes de malabsorcién
digestivas gastrectomia subtotal

cirrosis hepética

cirrosis biliar primaria

ictericia obstructiva cronica y alactasia
Desoérdenes mieloma multiple

leucemias

linfomas

anemias hemoliticas
mastocitosis sistémica

Conectivopatias

artritis reumatoide
osteogénesis imperfecta
sindrome de Marfan
sindrome de Ehlers-Danlos
homaocistinuria

Farmacos

heparina
glucocorticoides
anticomiciales
ciclosporina
tiroxina

analogos de GnRH
quimioterapicos
litio

diuréticos de asa

Alteraciones de la
nutricion

déficit de calcio y vitamina D
dietas hiperproteicas
cafeina

alcohol

anorexia nerviosa

Otros

inmovilizacién prolongada
hipercalciuria
situacion postrasplante

Tabla 1: Posibles causas de osteoporosis secundaria (Walsh y cols.1996)

El conocimiento de

la osteoporosis secundaria debida al uso de

glucocorticoides es muy importante por su elevada frecuencia y gravedad.

Los glucocorticoides producen disminucion de la absorcion intestinal de

calcio y vitamina D e hiperparatiroidismo secundario, junto con una
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disminucion de la actividad osteoblastica y exceso de accion osteocléstica,

con el consiguiente efecto pernicioso para el hueso.

Se estima que hasta un 0,5% de la poblacion toma glucocorticoides durante
largos periodos, cifra que se eleva a méas del 1,5% en mujeres mayores de
55 afios. Sin embargo, muy pocos pacientes son alertados del riesgo de

padecer OP y casi ninguno recibe tratamiento profilactico adecuado.

La pérdida 6sea secundaria al uso de glucocorticoides se produce de forma
rapida durante los primeros 3-6 meses, enlenteciéndose posteriormente. El
uso de 7,5 mg/dia de prednisona o una dosis superior, asi como dosis
equivalentes de otros glucocorticoides, durante 6 meses 0 mas se considera
nocivo para el hueso, aumentando extraordinariamente el riesgo de OP y

fracturas por fragilidad, especialmente en vértebras y costillas.

Por todo ello, es obligatorio utilizar siempre la dosis de glucocorticoides mas
baja posible durante el minimo tiempo necesario y, cuando se prevea una
dosis elevada y/o un tratamiento prolongado, se debe realizar una valoracién
del riesgo y un tratamiento preventivo. Los corticoides inhalados, aunque
son mucho menos deletéreos, no estan totalmente exentos de riesgo

osteopenizante (Walsh y cols. 1996).

1.4 Fisiopatologia de la OP

En condiciones normales, la fase de reabsorcion 6sea del remodelado dura
unas 2 semanas y la de formacion unos 3 meses. En el adulto joven, la masa
0sea se mantiene estable porque existe un equilibrio entre la actividad de
osteoclastos y osteoblastos. La cantidad de hueso formado y destruido es
similar. En estas condiciones de normalidad se calcula que al cabo de un afo
se renueva el 4 - 5% del hueso cortical y el 25% del hueso trabecular. Cuando
este equilibrio se rompe, como ocurre en la osteoporosis por un aumento de
actividad osteoclastica con creacidén de cavidades de resorcion mas profundas
y/o por fallo de los osteoblastos para rellenar esas cavidades, se produce una

pérdida osea dificilmente recuperable.

Con la menopausia se produce una situacién de alto remodelado Oseo.
Aumenta el ndmero de unidades de remodelado activas y existe un
desequilibrio osteoclasto-osteoblasto, lo que da lugar a una pérdida acelerada
de masa 0sea que afecta fundamentalmente al hueso trabecular. En conjunto,

se atribuye a la menopausia la responsabilidad directa de casi el 50% de la
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pérdida de masa Osea en la mujer a lo largo de la vida, lo que la hace mucho
mas propensa que el varon a padecer osteoporosis. Todo ello se debe al déficit
de la funcién ovarica. En efecto, se sabe que los estrégenos disminuyen la
actividad osteoclastica inhibiendo la produccion de M-CSF, RANKL, IL-1, IL-6 y
TNF-q, al tiempo que estimulan la produccion de OPG y TGF-B, por lo que su
déficit tras la menopausia invierte todas estas acciones y condiciona la pérdida
acelerada de masa Osea. Como consecuencia de la reabsorcion oOsea
exagerada, el calcio que se extrae del hueso, tiende a elevar los niveles de
calcemia, lo que conlleva a una disminucion de la secrecién de PTH y de la
produccion de 1,25 (OH), D3. Disminuye la absorcion intestinal de calcio y
aumenta la eliminacion urinaria del mismo, cerrandose el circulo de las

alteraciones fisiopatologicas subyacentes.

Independientemente de la pérdida acelerada de la masa 6sea que se produce
en la mujer durante los primeros afios tras la menopausia, existe ademas una
pérdida continua a ritmo mas lento tanto en ella como en el varon que llega
hasta edades muy avanzadas y que es uno de los principales mecanismos
implicados en la osteoporosis senil. Existe una evidencia creciente de que los
niveles de testosterona y estrégenos influyen en la masa 6sea del varon y la
diminucion de los niveles de estrégenos se correlaccionan con la disminucion
de la masa 6sea tanto en la mujer como en el varén. Con la edad, la
produccion de OPG en médula 6sea esta disminuida al tiempo que aumenta la
produccion de RANKL, lo que puede jugar un papel patogénico importante
(Khosla 2001; Troen 2003).

A esta pérdida contribuye, ademas, la disminucion de la funcion renal que se
produce con la edad. Esto da lugar al déficit de 1,25 (OH), D3 y la disminucion
de la absorcion intestinal de calcio, con aumento secundario de secrecion de
PTH. Los distintos factores que regulan la cantidad de masa Osea también
intervienen en la calidad del hueso, siendo importante la genética, la
menopausia y la edad. El aumento del remodelado disminuye el grosor de las
trabéculas y produce pérdida de conectividad entre las mismas. Ello, junto con
la edad, altera los enlaces de coldgeno y aumenta las microlesiones por fatiga,
disminuyendo la resistencia 6sea. Se afiaden, ademas, los distintos factores de
riesgo de OP que a lo largo de la vida de la persona se van sumando para

contribuir a una menor cantidad y calidad del hueso.
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1.5 Epidemiologia de la OP

La osteoporosis es una de las enfermedades mas prevalentes en nuestra
sociedad. Constituye un importante problema sanitario, particularmente porque
los ancianos son los mas propensos a padecerla y el promedio de edad de la
poblacion estd aumentando. Las fracturas dseas que son su principal expresion
clinica suponen un enorme sufrimiento humano, asi como un elevado coste

econdmico para la sociedad (Elders 2000).

La OP afecta a un 35% de las mujeres espafiolas mayores de 70 afos, siendo
la enfermedad metabdlica 6sea de mayor prevalencia. Una de cada 5 mujeres
de mas de 50 afios tiene al menos una fractura vertebral debida a la OP, que
se asocia a un deterioro de la calidad de vida y a un riesgo aumentado de
padecer otras fracturas. La incidencia anual de fractura de fémur en mujeres de
edad superior a 50 afios es del 3% mientras que la incidencia de fractura de
antebrazo distal es de casi el doble. En la actualidad, el riesgo de padecer una
fractura de fémur en lo que resta de la vida, para una mujer espafiola de 50
afios, oscila entre un 12% y un 16%. La presencia de fracturas, especialmente
de fémur, conlleva un aumento de la mortalidad con relacién a las pacientes sin
fracturas. Si se compara con las cifras presentadas por el mismo grupo en
varones, mayores de 70 afios se puede observar como la prevalencia es del
11,3% (Diaz- Curiel y cols. 1997).

Se trata de una enfermedad frecuente, sobre todo en mujeres, crénica,
progresiva, con una importante morbimortalidad asociada, que origina
discapacidades, invalideces y econémicamente costosa. Estas caracteristicas
propias de la enfermedad son las que pueden explicar la importante

repercusion socio-sanitaria de la OP.

1.6 OP y enfermedad periodontal

La osteoporosis y la periodontitis son enfermedades frecuentes en la sociedad
occidental. Por esta razén las encontramos con frecuencia asociadas en el

mismo paciente.

La estructura 6sea que encontramos en las mandibulas dentadas de individuos
con OP mayores de 70 afios se caracteriza por tener una cortical fina y porosa,
al igual que ocurre en otras localizaciones del esqueleto. Esta caracteristica es

mas marcada en mujeres que en hombres (Wowern 2001).
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Aunque la OP mandibular no esta muy estudiada, existen trabajos que
muestran que pacientes con osteoporosis tienen una mayor incidencia de

complicaciones dentales (Kaye 2007; Sidiropoulou- Chatzigiannis y cols. 2007).

Apoyando estos estudios existen modelos animales en los que se ha
demostrado que la OP afecta al hueso mandibular (Mori y cols. 1997; Tanaka y
cols. 2002). Sin embargo, no esta bien definido si la OP mandibular refleja la
OP sistémica, ni cdmo la OP afecta a las distintas regiones mandibulares,
region perialveolar, gonion y ramus, con distinto porcentaje de hueso cortical y
trabecular (Mulder y cols. 2006).

Varios estudios demuestran que la DMO y el CMO en mandibulas de pacientes
con OP son més bajos que en pacientes sanos y relacionan esta disminucion
con una aceleracion en la reabsorcién de cresta alveolar. La pérdida 6sea a
nivel de la cresta alveolar nos lleva por consiguente a una pérdida de insercion
dentaria, que se manifiesta con movilidad de los dientes y en definitiva, con la
pérdida progresiva de estos (Wowern 2001; Ozawa y cols. 2002; Tezal y cols.
2005; Wactawski-Wende y cols. 2005; Lopes y cols. 2008; Swoboda y cols.
2008, Nicopoulou-Karayianni y cols. 2009). Es la misma secuencia de
acontecimientos y el mismo desenlace que vemos en pacientes con

enfermedad periodontal.

Estudios recientes afirman que cada milimetro de pérdida 6sea alveolar hace
aumentar por tres el riesgo de pérdida de piezas dentales (Tezal y cols. 2005).
La pérdida de dientes disminuye la calidad de vida del individuo causando
pérdida de funcionalidad masticatoria, dificultad en el habla, compromiso
estético e incluso, en ocasiones, afecta a la autoestima de los pacientes. Por
este motivo, el tratamiento con implantes dentales se ha convertido en un
tratamiento rutinario para la rehabilitacién de los pacientes edéntulos con alta
predictibilidad. Un porcentaje alto de pacientes que necesita tratamiento con
implantes es mayor de 65 afios. En este grupo de pacientes la osteoporosis es

muy frecuente (Misch 2007).

La pérdida de masa Gsea y el deterioro de la microarquitectura que caracteriza
a la osteoporosis se considera un factor que afecta de forma negativa a la
osteointegracion de implantes dentales, tanto en estudios en modelos animales

como en los ensayos clinicos.
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La OP sistémica puede inducir alteraciones en el hueso alrededor del implante,
afectando a las zonas de osteointegracion del implante y reduciendo la
capacidad de soporte 6seo necesario para estabilizarlo (Pan y cols. 2000;
Lugero GG de Falco Caparbo y cols. 2000; Keller y cols. 2004; Tsolaki y cols.
2009). Se ha demostrado que los pacientes con OP desarrollan mas
complicaciones dentales que la poblacion general, tales como la pérdida dental
o el fracaso de la osteointegracion de los implantes dentales (Kaye 2007;

Sidiropoulou- Chatzigiannis y cols. 2007).

El desarrollo de varios modelos experimentales ha sido fundamental para
aumentar el conocimiento sobre el impacto que tiene la OP en la salud oral en
un tema de especial relevancia como es la osteointegracion de los implantes en

los pacientes con OP (Turner 2001).

1.7 Implantes dentales y osteointegracion

La osteointegracion se define como la conexion directa, estructural y funcional
entre el hueso vivo, ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga

funcional (Branemark y cols. 1999).

El éxito del tratamiento con implantes se debe al logro de la osteointegracion, la
cual es, clinicamente manifiesta con la ausencia de movilidad en el implante.
La estabilidad inicial alcanzada en su colocacion es el resultado de la conexion

mecénica entre el implante y el hueso.

Los implantes dentales son el método de eleccién para restaurar la funcion
masticatoria de los pacientes edéntulos parciales o totales. El éxito del
tratamiento con implantes proporciona el mejor tratamiento restaurativo sin las
desventajas de otros métodos. Este tratamiento ha ido aumentando hasta

convertirse en la principal opcion terapéutica en la actualidad (Misch 2007).

A principios de los afios 60, un equipo de investigadores suecos iniciaron
estudios microscépicos in vivo para seguir la evolucion del hueso y la médula
0sea durante un largo periodo de tiempo utilizando una camara éptica de titanio
implantada en la localizacion de interés. El titanio parecia tener mejores
caracteristicas mecanicas y de superficie para su implantacion en un medio
biol6gico comparado con el tantalio, utilizado anteriormente para el mismo fin.
Estos estudios indicaron la posibilidad de establecer una verdadera
osteointegracion en el tejido 6seo, puesto que las cdmaras Opticas no podian

ser retiradas del hueso una vez que habian cicatrizado. La estructura del titanio
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se habia incorporado completamente en el hueso, y el tejido mineralizado era

totalmente congruente con las microirregularidades de la superficie del titanio.

Se llevaron a cabo estudios sobre la cicatrizacion y la estabilidad mécanica de
elementos protésicos anclados en el hueso, utilizando elementos de anclaje de
titanio puro de diferentes tamafos y disefios. Se averigué que un implante
insertado en el espacio medular y dejado cicatrizar inmovilizado sin exponerlo a
ninguna carga durante un periodo de tiempo, acaba rodado por un
recubrimiento de hueso compacto. Un fendmeno constante fue la condensacion
del tejido 6seo hacia la superficie del titanio en la cavidad medular ademas de

la integracion en el hueso cortical.

Después de 30 afios de desarrollo experimental y mas de 20 afos de
desarrollo clinico, se eligié un disefio de fijaciébn con forma de tornillo de titanio
puro, con diametro exterior que varia de entre 3,3 y 5 mm y con longitudes que

van desde los 10 a los 15 mm (Branemark y cols. 1999).

Hoy en dia, el problema mas estudiado es la modificacion del disefio y de la
superficie del implante con el fin de mejorar y agilizar su osteointegracion
(Xiropaidis y cols. 2005; Coelho y cols. 2009). La oxidacion natural de la capa
superficial del implante (6xido de titanio), hace posible la aparicion de procesos
electroquimicos que dan lugar a un biomaterial, el cual tiene una superficie
porosa. Esta superficie presenta una topografia microestructurada sin rasgos
agudos y caracterizada por la presencia de poros abiertos, uniformemente
distribuidos bajo gama de micrémetro (Hall y Lausmaa 2000). Las propiedades
de esta superficie estimulan el crecimento 6seo directamente en ella. El
resultado es una fuerte y rdpida osteointegracion del implante. A partir del
hueso preexistente se forma nuevo hueso por osteoconduccién en la superficie
del titanio siguiendo el contorno de las espiras lo que proporciona una fuerte

unién (Schipbach y cols 2005; Huang y cols. 2005).

En este nuevo hueso, que se forma rdpidamente en la superficie del titanio
durante la cicatrizacion de la fractura que provocamos en el hueso que recibe
el implante, no existe una organizacion de las fibras colagenas por lo que no
encontramos un fuerte entramado sino algo orientado al azar. Este hueso se
caracteriza por sus formaciones irregulares de fibras colagenas, osteocitos
numerosos, alargados y una calcificacion retrasada y desordenada. Es

progresivamente sustituido por hueso estructurado durante los procesos de



Introduccién 32

remodelado que siguen normalmente a la cicatrizacion de la herida. Es el

llamado hueso fibroso o callo 6seo (Branemark y cols. 1999).

El objetivo de realizar un alveolo estriado en el hueso es el de conseguir una
inmovilizacion inmediata después de la colocacion y durante el periodo
cicatricial. En esta primera fase, el hueso no puede hacerse totalmente
congruente al implante y aparecen cavidades cerradas de hematoma (Fig 5.a).
Durante el periodo cicatricial sin carga (de 2 a 3 meses), el hematoma se
transforma en un hueso nuevo por la formacién de un callo 6seo (Fig 5.b). El
hueso dafiado también cicatriza, sufre una revascularizacion, desmineralizacion
y remineralizacién. Después de este periodo de cicatrizacion el tejido vital 6seo
se encuentra en estrecho contacto con la superficie de la fijacion (Fig 5.c)

(Branemark vy cols. 1999).
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Figura 5: Representacion esquematica de la biologia de la osteointegracion
(Branemark y cols. 1999)

1.8 Modelos animales de OP para el estudio de la
osteointegracion de implantes dentales
Los modelos animales han contribuido de manera esencial a mejorar nuestro
conocimiento sobre la etiologia, los mecanismos fisiopatologicos y el
tratamiento de un gran nimero de enfermedades. Asimismo, han desarrollado

un papel primordial en la evaluacion de la eficacia y seguridad de nuevos



Introduccién 33

agentes terapéuticos. Los modelos experimentales resultan imprescindibles en

el estudio y desarrollo de nuevos farmacos.

En la actualidad existen modelos bastante homologados y estandarizados para
el estudio de la osteoporosis. Los requisitos necesarios para un modelo animal

de OP se pueden resumir en :

1. Crecimiento y madurez esquelética (cierre de la pla ca epifisaria):
La importancia de estas dos fases radica en que los procesos de modelado
y remodelado 6seo son radicalmente diferentes, predominando el modelado
durante el crecimiento y el remodelado en la madurez. Un modelo 6ptimo

de OP deberia presentar ambas fases con una duracion bien establecida.

2. Periodicidad estral: La especie humana es la Unica con menarquia y ciclos
ovulatorios frecuentes y regulares que experimenta una disminucién de
masa Osea tras el cese espontaneo de la funcién ovarica. So6lo algunos
mamiferos con ovulaciones ciclicas y frecuentes e importantes oscilaciones
en los niveles de estradiol pueden tener algun grado de pérdida ésea por

deplecién estrogénica de manera espontanea.

3. Menopausia natural: La mayoria de modelos de deplecion estrogénica son
por ovariectomia médica 6 quirdrgica. Sélo los primates presentan un
proceso biolégico similar al climaterio y menopausia natural humana por lo
que, en teoria, constituyen el modelo Optimo para remedar una situacion

semejante a la OP postmenopausica.

4. Fracturas: En su definicibn mas estricta, la OP viene marcada por la
aparicion de fracturas tras traumatismos de bajo impacto. A pesar de
disponer hoy en dia de buenos modelos de animales con OP

postmenopausica, son escasos los que presentan fracturas espontaneas.

5. Remodelado 6seo: Un adecuado modelo animal debe presentar un
remodelado cortical o harversiano desarrollado. La rata ovariectomizada es
un buen modelo para el estudio del hueso trabecular, pero carece de
remodelado cortical, por lo que la FDA (“Food and Drug Administration”)

recomienda el empleo al menos de otra especie con remodelado cortical.

6. Conveniencia: La conveniencia de un modelo viene definida por factores
como el coste de compra y mantenimiento, disponibilidad de animales y

espacio fisico disponible, dificultades de manejo o aspectos emocionales en
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el caso de animales de compafiia como perros y gatos. Es més dificil
obtener muestras periédicas de sangre y/o biopsias Oseas seriadas en
animales pequefios que en medianos y grandes. Igual ocurre si se trata de

valorar la fijacion de un implante o una protesis. (Turner y cols. 2001).

Los conejos son animales idéneos por tamafio, disponibilidad, temperamento,
bajo coste y por disponer de razas genéticamente homogéneas. Por estos
motivos, los conejos son utilizados en numerosos estudios que evaluan la
osteointegracion de implantes dentales. La localizacion elegida con mayor
frecuencia para la insercién del implante es la tibia del animal. Desde el punto
de vista 0seo, alcanza verdadera madurez esquelética a los 8-10 meses de
edad, siendo la especie mas pequefia de las habitualmente utilizadas con
verdadero remodelado 6seo animal (Mori y cols. 1997; Lugero GG de Falco
Caparbo y cols. 2000; Keller y cols. 2004).

En resumen, podemos concluir que los modelos animales de OP representan
una via esencial para continuar avanzando en el conocimiento de la etiologia,
genética y fisiopatologia de la OP humana y constituyen una herramienta
fundamental para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, especialmente
para investigar farmacos con propiedades anabdlicas o formadoras de hueso.
En este sentido, el conejo ofrece la ventaja de presentar un remodelado éseo
rapido en comparacion con otras especies animales. La OP puede ser inducida
en el conejo por combinacién de ovariectomia y tratamiento con corticoides de
manera predecible. La pérdida de hueso trabecular y cortical es significativa y

se obtiene en cortos periodos de tiempo (Castafieda y cols. 2006).

1.9 Terapia farmacoldgica antiosteoporotica

Actualmente existe un amplio abanico de opciones farmacolégicas para el
tratamiento de la OP. Las terapias mas utlizadas en la actualidad
son los tratamientos antireabsortivos y las terapias anabdlicas u

osteoformadoras .

1.9.1 Tratamiento antireabsortivo

Los farmacos antireabsortivos utilizados para el tratamiento de la OP
disminuyen el remodelado 6seo. Consiguen incrementar la resistencia del
hueso, preservan su microarquitectura e inducen un balance positivo en la

unidad de remodelado. Se consideran farmacos antireabsortivos:
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bisfosfonatos, calcitonina, estrégenos, SERMs (moduladores selectivos de

los receptores de estrdégenos), el calcio y la vitamina D.

Las opciones terapéuticas para la OP son variadas. Sin embargo, los
bisfosfonatos son los farmacos que se han revelado en amplios ensayos
clinicos como los més eficaces a la hora de reducir el riesgo de fractura de
cadera (Otomo — Corgel 2007).

Los bisfosfonatos (BFF) son farmacos anélogos de los pirofosfatos
enddgenos no metabolizados. Son capaces de fijarse al hueso e inhibir la
funcion de los osteoclastos reduciendo el recambio éseo y disminuyendo el
remodelado activo en los lugares donde existe reabsorcion dsea excesiva.

De esta forma, inhiben la reabsorciéon ésea.

Los BFF actuan fijdndose a la hidroxiapatita del hueso e inhibiendo la
reabsorcion 6sea al disminuir la actividad de los osteoclastos, promover su
apoptosis y evitar su sintesis a partir de precursores hematopoyéticos o bien
afectando a los osteoblastos al disminuir su apoptosis y estimular la
secrecion de inhibidores del reclutamiento de osteoclastos. También se ha
descrito cierta actividad antiangiogénica responsable de alguno de sus

efectos.

Los ensayos clinicos demuestran que los bisfosfonatos aumentan
significativamente la DMO en la columna y la cadera en mujeres

posmenopausicas.

La estructura de los BFF muestra dos grupos fosfato unidos a un atomo de
carbono y dos radicales, R1 y R2, que también se unen a un carbono
central. El radical R1 determina la afinidad de la union a la hidroxiapatita
explicando sus efectos sobre el hueso mientras que R2 determina la

potencia y eficacia del farmaco.

Los BFF también pueden clasificarse segin su composicion quimica en dos
subgrupos: los que contienen nitrégeno y los que no. Los BFF que contienen
nitrégeno dentro de su estructura quimica, BFF nitrogenados, tienen mayor
potencia y mayor efecto antitumoral. Son potentes inhibidores de los
osteoclastos por lo que son utilizados para el tratamiento de la OP a largo
plazo. Estos medicamentos son absorbidos rapidamente y se fijan a la
matriz 6sea quedando retenidos en esta durante afos. Su vida media

plasmatica es muy corta (entre 20 minutos y 2 - 3 horas) y su vida en el



Introduccién 36

hueso muy larga (desde meses hasta afios). Sobre el 50% de lo absorbido
es fijado al hueso, teniendo mayor afinidad por las zonas de mayor
remodelacion 6sea. Los BFF se liberan cuando el hueso donde estan
depositados es reabsorbido, lo que explica su larga vida media (Russell y
cols. 2007).

Los BFF se dividen en dos grandes grupos segun su via de administracion:

* Via intravenosa: pamidronato y &cido zoledrénico o zoledronato. El
acido zoledronico es 100 veces mas potente que el pamidronato. Ambos
farmacos se utilizan en el tratamiento de: metastasis en los procesos
cancerosos, sobre todo de mama, en el mieloma mudltiple, hipercalcemia

por malignidad y enfermedad de Paget.

» Via oral: Alendronato y el risendronato son los més utilizados para el

tratamiento de la OP postmenopausica.

El tratamiento a largo plazo de BFF para el control de la OP es seguro
(Whyte y cols. 2003). No obstante, se han descrito diferentes efectos

adversos y complicaciones asociadas a su uso.

Los efectos secundarios mas frecuentes en el caso de los BFF orales son:

erosiones orales, Ulceras gastricas, esofagitis y estenosis esofagica.

Entre los efectos adversos de los BFF intravenosos se encuentran: flebitis,
febricula transitoria, escalofrios, sindrome pseudogripal en los dos primeros
dias e insuficiencia renal. Especial relevancia ha adquirido durante los
Ultimos afios la aparicion de numerosos casos de osteonecrosis de los
maxilares (ONM) en pacientes con tratamiento con BFF tanto intravenoso
como oral (Ponte Fernandez y cols. 2006). La ONM inducida por BFF es una
forma de osteomielitis crénica de lenta evolucién. Se caracteriza por la
aparicion de hueso expuesto en la mandibula o maxilar, con un tiempo de
evolucién superior a 6 semanas en pacientes que recibieron o estan
recibiendo tratamiento con BFF y no han sido sometidos a tratamiento con
radioterapia en el area maxilofacial, ni tienen evidencia de metéstasis (Marx
y cols. 2005).

Los BFF se concentrarian en los huesos de los maxilares, ya que tienen un
mayor aporte sanguineo que otros huesos y un intercambio 6seo mas

rapido, relacionados con su gran actividad y con la presencia de los dientes.
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19.2

La prevalencia de ONM es de un caso por cada 10.000 a 100.000 pacientes.
Aunque no se han establecido claramente los factores que estan
relacionados con el desarrollo de una ONM, se consideran factores de
riesgo el tabaquismo, la corticoterapia, la anemia, la hipoxemia, la diabetes
mellitus, las infecciones y los estados de inmunodepresion. Ademas se han
sefalado la exodoncia, la dosis y la potencia de los BFF administrados como

factores de riesgo (Assael 2009).

Se han descrito casos de ONM asociados a BFF tanto en pacientes que
tomaban la medicacién durante afios como durante pocas semanas (Ponte

Fernandez y cols. 2006).

La utilizacion de dosis altas de BFF endovenosos ha sido sefialada como
factor de riesgo muy elevado de ONM. No sucede Io mismo con los BFF
orales utilizados a dosis bajas para el tratamiento de la OP y otras
enfermedades. Actualmente, el nimero de casos de ONM relacionados con
alendronato, el BFF oral mas prescrito, es de aproximadamente 170. Esto
supone una incidencia de ONM de 0,7 casos por 100.000 pacientes /afo.

(Grewal y Fayans 2008).

El alendronato (ALN) es un bisfosfonato de segunda generacion. Es el
primer farmaco que demostré que no sélo previene la pérdida 6sea sino que
incrementa la resistencia del hueso a la fractura. Se trata de un potente
inhibidor de la reabsorcion 6sea y no interfiere en la mineralizacion 6sea. El
alendronato estd aprobado para la prevencién y el tratamiento de la

osteoporosis posmenopausica.

Tratamiento anabdlico u osteoformador

Los farmacos anabdlicos u osteoformadores son farmacos de reciente
aprobacién nacional e internacional, que actian en la progenie osteoblastica
y en los osteoblastos maduros, promoviendo la formacion de hueso nuevo.
Incrementan la resistencia 6sea al aumentar la masa 0sea y se consideran
como tales la teriparatida (PTH 1-34), la PTH completa 6 la 1-84 y el
ranelato de estrocio (Dempster y cols. 2001; Nerr 2001; Meunier y cols.
2004).

La hormona paratiroidea (PTH) es la hormona que controla la homeostasis
del calcio a través de una accion directa sobre el hueso y el rifion e indirecta

en el intestino. Producida en las glandulas paratiroideas que responden al
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descenso de la calcemia, es la hormona hipercalcemiante por excelencia y
favorece la reabsorciéon 6sea. No obstante, en los Ultimos afios se ha
descubierto su papel estimulador de la formacion Osea, a través de la
sintesis de IGF-1 y TGF-B (Canalis y cols. 1989).

La terapia 6sea anabdlica, en particular la administracién intermitente de
PTH, se considera una alternativa a los tratamientos antirresortivos. Los
efectos beneficiosos de la administracion intermitente de PTH se han
demostrado en modelos animales y en grupos de pacientes con OP (Jilka y
cols. 1999; Mashiba y cols. 2001; Hodsman y cols. 2005; Lindsay y cols.
2006). La administracién intermitente de PTH desencadena una respuesta
celular diferente a la que se produce con la pauta continua y constituye el
fundamento por el que su utilizacién prolongada genera un efecto anabdlico

0seo (Ishizuya y cols. 1997; Locklin y cols. 2003).

Administrada de forma intermitente la PTH estimula la proliferacién de pre-
osteoblastos, incrementa la diferenciacion de la linea pre-osteoblastica a
osteoblastos (OB) maduros y ademas inhibe la apoptosis de los OB (Jilka y
cols. 1999).

La teriparatida (fraccion 1-34 de PTH recombinante humana),
comercializada en Espafia como Forsteo®, est4d aprobada tanto por la
administracién nacional de medicamentos (ANMAT), como por la FDA (Food
and Drug Administration, de EE.UU) para el tratamiento de la OP
postmenopausica, la OP idiopatica del varon y la OP inducida por

glucocorticoides.

Se reserva para tratar mujeres con alto riesgo de fractura, incluidas las que
tienen DMO muy baja (valores inferiores a - 3) con una fractura vertebral
previa. La PTH mejora la DMO y reduce el riesgo de nuevas fracturas

vertebrales y periféricas.

Combinacién de terapias

En la OP postmenopdausica existen niveles de osteoclastos y niveles de
reabsorcion 6sea muy elevados. Se produce formacion ésea pero no llega a
niveles similares a los de la reabsorcion, como ocurre en los sujetos sanos.
Con determinados tratamientos antiosteoporoticos en los que se atenua la
reabsorcion disminuyendo el nimero de osteoclastos (ALN) se observa que

también disminuye la escasa formacion 6sea que se produce. Estos datos
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nos hacen pensar en la posibilidad de que los osteoclastos no solamente
tienen una actividad reabsortiva sino que también juegan un papel muy

importante secretando factores anabdlicos.

Es interesante conocer que el efecto anabdlico de los osteoclastos depende

del nimero de ellos que exista presente.

Lo ideal seria conseguir un farmaco que sostenga el nimero de osteoclastos
y que sélo atenle su actividad antireabsortiva. Estos datos que arrojan
recientes estudios pueden explicar porque cuando se susministra PTH y
alendronato a un mismo paciente no se consigue sinergia terapéutica. La
presencia de los osteoclastos es necesaria para que la administracion
intermitente de PTH produzca el efecto anabdlico deseado (Karsdal MA,
2007).
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2 Justificacion, hipoétesis y objetivos

2.1 Justificacion

Los ensayos clinicos sugieren que la pérdida de masa 6sea con el deterioro de
la microarquitectura que caracteriza a la osteoporosis se considera un factor de
riesgo para la osteointegracion de los implantes dentales. Sin embargo, existen
pocos estudios comparativos que proporcionen informacion sobre los efectos
gue el tratamiento antiosteoporético provoca en la osteointegracion de

implantes dentales en estos pacientes.

2.2 Hipotesis

El tratamiento antiosteoporotico puede influir en la osteointegracion de los

implantes dentales en pacientes osteoporoticos.

2.3 Objetivos

1. Validar un modelo de osteoporosis experimental en conejos.

2. Correlacionar la osteoporosis sistémica y la osteoporosis en hueso

mandibular.

3. Estudiar la influencia de la osteoporosis como factor de riesgo en la

osteointegracion de implantes dentales.

4. Comparar los efectos del tratamiento con alendronato versus PTH sobre la
osteointegracion de implantes dentales en un modelo experimental de

osteoporosis en conejos.
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3 Material y métodos

3.1 Modelo animal

El modelo animal utilizado en este estudio fue desarrollado por Castafieda
(Castafieda y cols. 2006).

Se utilizaron 55 conejos albinos de raza Nueva Zelanda, hembras
esqueléticamente maduras (3,7- 6,3 kg de peso) suministradas por Granja
Universal (Pamplona). Antes de iniciar los diferentes experimentos, se aclimaté
a los animales durante dos semanas mediante su manejo en jaulas individuales
de 50 x 40 x 40 cm. Las condiciones ambientales se mantuvieron de forma
constante a lo largo de todo el estudio, consistiendo en ciclos de 12 horas de
luz y 12 de oscuridad a temperatura ambiente, con acceso ad libitum al agua y

comida comercial estdndar para conejos (Panlab®, Barcelona).

ALD dosis alta (0,6 mg/kg)

¥ ALD dosis baja (0,15 mg/kg)

PTH (1-34)
0 2 & 8 20 2 22
Sem.anas . MPH ) ) )
ovX
Implante dental Final tratamiento

Inicio tratamiento

Figura 6: Esquema de trabajo, tiempos de tratamiento, cirugias y exploraciones
densitométricas (DXA)

3.2 Determinaciones densitométricas

A los 55 animales se les realizaron diferentes determinaciones basales de la
masa 0sea mediante absorciometria dual de Rx (DXA) tanto en columna
lumbar como en rodilla, con objeto de determinar los valores de normalidad de
nuestra poblacién. Todas las exploraciones densitométricas se realizaron
previa anestesia general mediante inyeccién intramuscular (IM) de una

combinacién de 2 ml/ kg de xylacina (Rompun®, Bayer, Madrid) e hidrocloruro
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de ketamina (Ketolar®, Parque-Davis, Barcelona) en proporcion 3:1 (Bellino
2000).

Los analisis densitométricos se realizaron mediante un densitémetro de primera
generacion con fuente de Rx de doble energia “Hologic QDR-1000/W ™,
basado en la tecnologia pencil-beam (Hologic Inc., Waltham, MA, USA),
afadiendo un colimador de 1 mm de diametro en la salida del tubo de rayos Rx
(Fig.7). El densitometro se calibraba diariamente con el objeto de mantener
unas 6ptimas condiciones de reproducibilidad y calidad en la medida, siempre
dentro del rango de los valores recomendados por el fabricante. Se utiliz6 un
software especifico para el analisis de animales pequefios, que incrementa
considerablemente la resolucion espacial (espacio interlineado de 0,0254 cm y
resolucién por punto de 0,0127 cm; version 6.2). En todos los casos se
midieron el area 6sea proyectada (AO), el contenido mineral 6seo (CMO) y la
densidad mineral 6sea (DMO) en columna lumbar (CL) y en rodilla izquierda

(global, hueso subcondral y area de implantacion).

Las mediciones se realizaron in vivo con los animales colocados en decubito
supino bajo anestesia general segun la técnica descrita previamente. De las 7
vértebras que componen la CL del conejo, se eligieron aleatoriamente dos
vértebras centrales, L3 y L4, que era lo maximo que permitia la ventana de
exploracion. Para el centrado del densitometro a nivel L3 y L4, y después de
varias pruebas con radiologia digital convencional, se tom6 como referencia un

punto situado 3 cm por debajo del ombligo del animal (Fig 8).

Figura 7: Densitémetro Hologic® QDR-1000 utilizado en el
estudio
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Para el estudio de la rodilla, los conejos eran colocados sobre un molde de
metacrilato especificamente disefiado para el estudio, con 30 grados de
angulacion lateral con objeto de obtener una vision postero-anterior o mas

anatomica posible de la articulacion (Fig. 9).

Figura 8: Posicionamiento de los animales para la DXA de
columna lumbar

Figura 9: Soporte de metacrilato especificamente utilizado para la obtencién de las
DXA de rodilla y posicionamiento de los animales

El tiempo medio de las dos exploraciones, con el correspondiente

reposicionamiento del animal, fue de 40 minutos por conejo.

Una vez definidas las localizaciones de interés, se procedié al analisis
densitométrico de la CL y de las diferentes subregiones seleccionadas de la

rodilla con distinto contenido de hueso trabecular y cortical.
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Para la CL, se calculé la media de los valores densitométricos de la tercera y

cuarta vertebra lumbares. Respecto a la rodilla, se seleccionaron 3 areas

anatomicas con diferente proporcion de hueso trabecular y cortical (Fig. 10):

a)

b)

Rodilla global (RG), con una ventana o region de interés (ROI) de 266
lineas y una anchura de 22 lineas simétricas por encima y debajo de la
interlinea articular. Esta zona fue considerada representativa de hueso

trabecular y cortical.

Cuatro subregiones dentro de las epifisis, correspondientes a los dos
condilos femorales y a ambas mesetas tibiales (17 x 11 pixeles con 0,06
cm? cada una), localizadas respectivamente 1 mm por encima y por
debajo de la interlinea articular en la zona de maximo contacto entre los
condilos femorales y ambos platillos tibiales. Los valores medios
representativos de CMO y de la DMO de estas zonas fueron considerados

representativos de hueso subcondral (HS).

Se analizé una area de 69 x 13 pixeles (0,29 cm?) a nivel del cortex de la
metafisis proximal de la tibia, inmediatamente distal a la articulacion tibio-
peronea superior, como teérico paradigma de hueso correspondiente al
area de implantacion (IA). Los valores medios representativos de CMO y
de la DMO de esta zona fueron considerados representativos de hueso

cortical y trabecular.

Figura 10: DXA de columna y rodilla. I1zg: DXA de columna lumbar, proyeccién pdstero-

anterior. Dcha: DXA de rodilla izquierda (RG, HS y Al)
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Para ver la correlacion de los cambios de masa 6sea en la mandibula de los
conejos con otras zonas esqueléticas estudiadas se realizaron densitometrias

de las mandibulas de los conejos.

3.3 Densitometrias y contenido calcico en mandibula s

Para el estudio de la DMO de las mandibulas se utilizaron las hemimandibulas
de 8 conejos sanos y 12 conejos OP. Las mandibulas disecadas en el sacrificio
se separaron por la sinfisis. Ambas hemimandibulas fueron congeladas a
-20 °C. Tanto para los estudios densitométricos como de contenido célcico se

utilizaron las hemimandibulas izquierdas.

Estas hemimandibulas se analizaron utilizando el mismo densitbmetro que se
us6 para las medidas de la columna y de la rodilla (Hologic® QDR-1000/W ™).
Ademas, se analizaron con un densitdmetro especifico para estudio de
animales y muestras pequefias (PIXImus™ (software version 1.4 X; GE Lunar,
Madison, WI, USA). En todas las mediciones se posicionaron de manera
estandar todas las hemimandibulas. Para el andlisis de las densitometrias se
dividié la hemimandibula en cuatro zonas de interés: region alveolar y
perialveolar (ROI 1), ramus (ROI 2), gonion (ROI 3) y region global (ROI 4).
Cada zona presenta una composicion distinta de hueso cortical y trabecular. El
tamafio de estas regiones se delimitd en funcion del tamafio de cada
hemimandibula (Mulder y cols. 2006) (Fig.11).

Se asumio que la cantidad de calcio en los tres molares y en el incisivo era

similar en todos los animales.

ROI 2

ROI 3

Figura 11: Regiones de interés analizadas en la densitometria mandibular
ROI 1 (region alveolar y perialveolar), ROI 2 (ramus), ROI 3 (gonion)
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El estudio del contenido calcico se realizO mediante espectrometria de
absorcion atémica de llama, técnica que se basa en la medida de la radiacion
absorbida por un vapor atomico (Fig. 12). El vapor atdbmico se genera mediante
una llama en la que se aspira la muestra liquida. Los atomos en fase de vapor
absorben aquellas radiaciones cuyas energias coinciden exactamente con las
de sus transiciones electronicas, que son caracteristicas de cada elemento.
Para este estudio las hemimandibulas fueron previamente pesadas Yy
sometidas a una mineralizacion seca a 450 °C en un horno incinerador durante
168 horas. Las cenizas blancas resultantes fueron disueltas en 3 ml de HNO;
1IN y diluidas hasta 100 ml con agua ultrapura. Para evitar las interferencias de
la matriz se utilizé una solucion de LaCl; (Moreno-Torres R, 2000). Las
determinaciones de Ca fueron realizadas mediante la aspiracion de la muestra
liqguida en la llama de un espectrofotometro de absorcion atomica Perkin-Elmer
1100B, con una lampara de Ca de catodo hueco de Ca-Mg como fuente
primaria de radiacién luminosa, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La precision y la validez de este método se verific6 comparando con un

material de referencia (CRM, leche en polvo desnatada).

Dispositivo de
lectura

1

Amplificador A

NS

Monocromador
de Ebert

Fuente de
energla :—_’_-

modulada Lémpara Llama

Figura 12: Esquema de un espectrofotdmetro de absorcion atomica

3.4 Valoracién de la precision de las DXAs

Para evaluar el efecto del reposicionamiento de las DXAs, se repitieron tres
densitometrias de CL y otras tres de rodilla en 10 animales sanos consecutivos
durante la misma semana, antes del inicio de los diferentes experimentos. Se
calculé de esta manera el error de precision, expresado en tanto por ciento
como coeficiente de variacion (CV). Este CV nos permitira calcular el llamado

menor cambio significativo (“least significant change”, LSC) de acuerdo con la
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formula de Glueer y cols, que valora los cambios de CMO y la DMO que
sobrepasan 212 veces el error de precision de la técnica utilizada (Gluer y cols.
1995).

La reproductibilidad de la mediciones in vitro fue testada mediante un fantoma
antropomérfico de composicion mineral conocida (s/n Q-239, Hologic®),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI CV in vitro durante el periodo
de estudio fue de 0,64% para la DMO y 0,58% para el CMO.
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Figura 13: Coeficiente de variacion in vitro de la DMO durante el estudio

3.5 Protocolo quirdrgico de la ovariectomia (OVX) y

administracion de metilprednisolona (MPH)

Tras el periodo de aclimataciéon y una vez realizadas todas las determinaciones
de densitometria basal, 45 de los 55 animales se reservaron para la induccién
de un modelo de OP mediante ooforectomia bilateral (OVX)(Fig.14) y
administracién intramuscular (IM) de metilprednisolona (Urbason®, Hoechst M
Roussel, Madrid) (MHP) durante 4 semanas a dosis de 1 mg / kg / dia. Se
utilizaron 10 conejos como controles. Las inyecciones de MHP se iniciaron 2

semanas tras las OVX para evitar posibles complicaciones de la cirugia.
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La OVX bilateral se realizd bajo anestesia general segun la técnica estandar y
en condiciones de asepsia (Kaplan y Timmons 1979). Se realizé profilaxis
antibiética con cefonicid IM (100 mg / kg) (Monocid®, KleineSmith and
Beecham, Madrid) antes de la cirugia y los 3 dias posteriores.

Se realizaron DXA secuenciales con objeto de determinar la variacion de la
masa 0sea después de 4 semanas de administracion de los corticoides y su
evolucion en un periodo de tiempo mas prolongado. La variacién de la masa
Osea se calcul6 midiendo la diferencia entre los valores de DMO iniciales y

finales.

Figura 14: Ovariectomia

3.6 Protocolo quirargico de colocacion de implantes

Ocho semanas después de la OVX, mediante anestésia general con la misma
técnica y profilaxis antibiotica anteriomente descrita, se colocaron un total de 55
implantes Br&nemark System® con superficie TiUnite™ (Nobel Biocare AB,
Goteborg, Sweden). A cada uno de los conejos se le coloc6é un implante en la
metéfisis proximal de la tibia izquierda. La piel de la regién tibial fue rasurada,
lavada y desinfectada con Betadine®. La superficie 6sea de la tibia se expuso

mediante una incision de espesor total de aproximadamente 3 cm de longitud.
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Bajo copiosa irrigacion, el lecho del implante se cre6 con fresas e instrumentos
rotatorios que no exceden de 800 rpm y el implante se insertd en el lecho
creado. Los implantes empleados fueron estériles y tenian unas dimensiones
de 2,5 mm de diametro y 7 mm de longitud. El tejido blando fue reposicionado y
se aproximaron los bordes con sutura de éacido poliglicélico (Polysorb® 3/0,
Syneture, USA). Se administré antibiotico durante los 3 dias siguientes a la

cirugia.

Figura 15: Cirugia de implantacion

3.7 Tratamiento farmacologico

Tras la cirugia de la implantacion los conejos controles se devolvieron a sus
jaulas individuales y los conejos OP fueron divididos de forma aleatoria en 4
grupos. Cada uno de estos 4 grupos recibié un tratamiento farmacolégico
diferente:

»  OP sin tratamiento farmacolégico (placebo).

*  OP con alendronato (ALN) Merck Sharp & Dohme (MSD) a 0,15 mg / kg de

alendronato sodico injectado subcutaneo semanalmente (ALN -).

e OP con alendronato (ALN) MSD a 0,6 mg / kg de alendronato sodico

injectado subcutaneo semanalmente (ALN +).



Material y métodos 50

* OP con PTH (1-34) (Lilly®) disuelta en 50mM suero salino mas 2% de
suero de conejo, ajustada a un ph de 4.5 con acido acético. Se
administraron 40 microgramos / conejo / dia subcutaneo en la region dorsal

5 dias a la semana (de lunes a viernes).

Los implantes permanecieron en el hueso durante 12 semanas. Después de 12

semanas de la implantacion se analizaron el CMO y DMO.

A las 22 semanas, los animales fueron sacrificados mediante la administracion
intracardiaca de pentobarbital sédico (50 mg / kg) (Pentotal, Abbott®, Madrid)

previa anestésia general.

Todos los experimentos fueron aprobados por el comité ético y en todos los
procedimientos se respetd la normativa de la UE (BOE 223/1988 y 265/1990)

para la manipulacién de animales de experimentacion.

3.8 Estudios de microtomografia computadorizada y analisis
histomorfométrico de las muestras

El hueso tibial y los tejidos circundantes fueron removidos vy fijados en formalina
al 10%. Posteriomente, las muestras fueron enviadas al laboratorio de
investigacion de implantes y biomateriales dirigido por el Dr. Peter Schiipbach
en Zurich (Suiza) para su analisis histomorfométrico. Las muestras enviadas se

detallan en la siguiente tabla:

GRUPO NUMERO DE ANIMALES

SANOS 10

OP + PLACEBO 10
OP +PTH 10
OP + ALN + 5
OP + ALN - 5

Tabla 2: Distribucién de las muestras para el andlisis histomorfométrico
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En el laboratorio se realizaron los siguientes analisis:
A. Micro-tomografias computadorizadas (UTC)

La uTC es una técnica de imagenes en 3D de alta resolucion que permite la
evaluacion eficiente y cuantitativa de la arquitectura trabecular del hueso, un
detallado analisis tridimensional de la arquitectura 6sea y de su relacion con la
resistencia del hueso. Con la pTC se pueden realizar reconstrucciones
bidimensionales a partir de las lecturas obtenidas con los detectores. Estas
proyecciones axiales nos permiten construir la imagen tridimensional y nos
proporcionan la posibilidad de evaluar los efectos de la OP en la arquitectura

Osea pudiendose observar los efectos de los farmacos a nivel arquitectural.

Los parametros obtenidos con la exploracion tridimensional de uTC incluyen la
densidad volumétrica désea, el nimero de trabéculas, grosor, separacion y

conexiones trabeculares (Capiglioni 2006).
B. Histomorfometria

Para el estudio histomorfométrico las muestras fueron incluidas en metacrilato.
Se realizaron cortes a lo largo del eje longitudinal del implante, consiguiendo
secciones de tibia de 50um de espesor usando un sistema de cortes sin

decalcificacion de las muestras.

Cada seccién fue nuevamente cortada a un espesor de 15 um vy fueron tefidas
con azul de toluidina para su observacion al microscopio 6ptico. Mediante este
andlisis se pudo examinar la calidad del nuevo hueso formado alrededor del

implante.

Para evaluar el porcentaje de contacto directo entre el hueso y el implante se
utilizdé el microscopio electronico de barrido (SEM). El microscopio electrénico
de barrido es una técnica no destructiva que permite el estudio de superficies a

alta resolucion mediante imagenes.
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3.9 Analisis estadistico

La hipotesis de normalidad de la distribucion de datos de DXA en la poblacion
inicial fue definida mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. La reproducibilidad
de las medidas in vivo se evalud en 10 conejos consecutivos calculando el CV
de cuatro medidas repetidas de columna, rodilla global, subregiones de la
rodilla y area de implante, realizadas a lo largo de una misma semana, como se
ha explicado anteriormente. Se calcul6 de esta manera el error de precision,
expresado en tanto por ciento como coeficiente de variacion (CV), definido
como DE/media x 100. Este CV nos permitira calcular el lamado menor cambio
significativo (“least significant change”, LSC) de acuerdo con la formula de
Gluer y cols., que valora los cambios de CMO y la DMO que sobrepasan 2V2

veces el error de precision de la técnica utilizada.

Las correlaciones se calcularon mediante el coeficiente de correlacion de
Spearman (r = correlacion parcial). Los datos se expresaron como media
estadistica = error estandar de la media (EEM). Los datos entre los diferentes
grupos se compararon usando el analisis no paramétrico Mann-Whitney. Se
consider6 siempre significativo un valor de p < 0,05. Todos los calculos
estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS v. 11.0 para
Windows (SPSS, Chicago, ILL, USA).
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4 Resultados

4.1 Validacion del modelo de OP experimental

Para desarrollar el primer objetivo, la validacion del modelo OP experimental,
se realizaron estudios densitométricos a distintos tiempos que permitieron

caracterizar el remodelado 6seo.

4.1.1 Estudios de densitometria 6sea

Para determinar los valores basales en la poblacion se llevaron a cabo
densitometrias en la semana anterior a la OVX. La tabla 3 muestra los
resultados de DMO en las diferentes localizaciones anatémicas evaluadas. Se
observan variaciones en la DMO en las diferentes &areas estudiadas. Estas
variaciones reflejan la diferente proporcion de hueso trabecular y cortical de

las areas analizadas.

COLUMNA RODILLA HUESO AREA
LUMBAR GLOBAL SUBCONDRAL  IMPLANTE
DMO (glem?) | 0,28 £ 0,003 0,41 £ 0,004 0,64 £ 0,006 0,41+0,017
CV-DMO (%) 10,30 9,65 9,51 16,59
Tabla 3: Resultados de la densidad mineral 6sea basal interindividual en

diferentes localizaciones

Se evalud la distribucion estadistica de los datos mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov, y se comprobd que las DMO seguian una distribucion
normal (Fig.16). Los cambios de estos parametros tenian un comportamiento

paralelo en las cuatro regiones anatomicas valoradas.
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Figura 16: Distribucion normal de la DMO en las diferentes regiones analizadas

Las medidas de DMO de las distintas regiones mostraron una correlacion
significativa entre los valores en CL, RG y HS (Fig.17).
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Figura 17: Correlacién de las medidas de DMO en las diferentes regiones

Una vez caracterizadas las medidas de DXA basales y comprobado que en
nuestra poblacion los datos DMO se ajustaban a una distribucion normal en
todas las regiones analizadas, se calculé la DMO en estas zonas a diferentes
tiempos durante el modelo. Se realizaron las medidas en los animales sanos
y en los sometidos a OVX junto con la administracion sistémica de MPH, para
analizar si estas intervenciones afectaban a la densidad 6sea en nuestra

poblacion (Fig.18).
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Figura 18: Valores de DMO en las diferentes regiones analizadas a diferentes
tiempos durante el estudio

En la figura 18 se observa como los valores de DMO de los conejos sanos no
variaron de forma significativa durante el estudio en ninguna de las zonas

analizadas: CL, RG, HS y Al (area de implantacion).

Después de 6 semanas los animales OP presentaban una densidad ésea
significativamente menor comparado con los sanos. Esto resulta apreciable
tanto en la CL (con un mayor porcentaje de hueso trabecular) como en el
hueso subcondral (hueso cortical y trabecular) de los conejos OP. La
disminucion de la DMO también es significativa en la metafisis tibial izquierda,
(&rea de implantacion). En rodilla global (mayor porcentaje de hueso cortical),

se aprecia la misma tendencia pero no se consigue la significacion (Fig 18).

22 semanas después de la OVX, se comprobd que la reduccion en la DMO se
mantenia de manera constante en CL, RG HS y Al en los conejos OP. Se
verificé que la pérdida 6sea no revirtid tras la supresiéon de los corticoides. En
el Al se observa una pequefa recuperacion de DMO, lo que hace que se
pierda la significacibn aunque los valores de los conejos OP siguen siendo

bastante menores que los que se obtienen en los controles.
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Todos los grupos estudiados fueron homogéneos respecto al peso corporal,
gue oscil6 entre 4,0 £ 0,5 kg y 5,0 + 0,4 kg al inicio, y permaneci6 estable a lo
largo del seguimiento.

4.1.2 Validacion de las medidas de DXA en conejos

Se analizaron las medidas de DXA que se habian realizado. Para determinar
la variabilidad intra-individuo se realizaron tres determinaciones diferentes de
cada region anatdémica en cada conejo dentro de la misma semana. Para
comprobar la reproducibilidad y la precisién de estas medidas en los conejos
se calculd el CV in vitro y el CV in vivo de las DXA. Después de un triple
reposicionamiento de los animales el CV oscil6 entre 2,6% y 3,8% segun la
region estudiada y el menor cambio significativo (LSC) de la DMO oscil6 entre

7,3% Yy 10,7% segun la region considerada (Tabla 4).

COLUMNA RODILLA HUESO AREA
LUMBAR GLOBAL SUBCONDRAL IMPLANTE
CV (%) 3,826 2,6+ 1,6 3,6+ 3,6 3122
LSC (%) 10,7 7,3 10,2 8,7
Tabla 4: Valores de CV y LSC de la DMO en las diferentes regiones analizadas

La reproducibilidad de las mediciones in vitro se test6 siendo el CV durante el
periodo de estudio de 0,64 % para la DMO.

Con estos coeficientes de correlacion se puede considerar que las medidas
de DXA son vélidas.

4.2 Estudio de la OP en hueso mandibular

Con el objetivo de estudiar las correlaciones entre la OP sistémica y la OP en el
hueso mandibular se analizé la DMO de las diferentes regiones de la

mandibula.

4.2.1 Densidad 6sea en las diferentes regiones mand ibulares

Tras 22 semanas de la OVX, los conejos OP mostraron una disminucién de la
DMO en todas las regiones de la mandibula, presentando en la region
perialveolar (ROI 1) y la mandibula global una disminucion estadisticamente

significativa respecto a los animales controles (Fig 19).
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Figura 19: Densidad mineral 6sea de las diferentes regiones mandibulares

4.2.2 Contenido célcico en las cenizas mandibulares

El estudio del contenido mineral calcico del hueso mandibular de conejos
sanos versus conejos OP confirma que la DMO mandibular se vé afectada

ante la OP.

Los resultados del contenido célcico de las cenizas mandibulares de la ROI 1
muestran que se produjo una disminucion significativa en los conejos OP
respecto a los animales sanos. Ademas estas medidas se correlacionaron

significativamente con los valores de DMO en esta misma region (Fig.20).

ROI 1
800.0 -
4 750.0 -
g, 700.0 - *
B 6500
600.0 -
SANO oP

Figura 20: Valores del contenido célcico de las cenizas mandibulares de la
ROI 1 de conejos sanos versus conejos OP
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4.2.3 Estudio de las correlaciones entre OP sistémi  ca y OP mandibular

Se estudiaron las correlaciones entre los cambios en la DMO mandibular y los
cambios observados en las otras regiones analizadas. Los resultados
mostraron que la DMO de la ROI 2 y de la mandibula global presentaban una
correlacion positiva lineal con la DMO de la rodilla global. Las DMO de las
ROI 1y 3 mostraron la misma tendencia a correlacionarse positivamente con
las demas zonas analizadas aunque no se consiguio significacion estadistica.
También se observaron correlaciones significativas entre la densidad dsea de
la ROI 2 y la mandibula global con la DMO en el hueso subcondral de la
rodilla. En la ROI 1 existia una tendencia a la correlacion positiva pero no

significativa.

Ninguna de las medidas de DMO en las diferentes regiones mandibulares se

correlacionaron con las DMO de la columna lumbar (Tabla 5).

R1 R2 R3 GLOBAL

r 0,32 0.24 L 0.32 LUMBAR SPINE
P ( Spearman) 0,16 0,30 0,13 0,16

r 0,40 0,46 0,40 0,46 GLOBAL KNEE
P (Spearman ) 0,07 0,04 0,07 0,03

r 0,42 049"~ 0,35 0,48~ SUBCHONDRAL
P (Spearman) 0,06 0,02 0,12 0,03 BONE

* p<0.05
Tabla 5: Correlacion entre la DMO mandibular y la DMO de otras regiones

analizadas

4.2 4 Correlaciones entre las medidas de losdosd  ensitdbmetros

Para validar las densitometrias hechas con el densitbmetro convencional
(Hologic® QDR-1000/W ™) se realizaron las mismas determinaciones en un
densitometro especifico de animales pequefios (PIXImus™) observando una

correlacion positiva entre ambas medidas (Fig.21).

Asimismo para comprobar la reproducibilidad de estas medidas, se calcul6 el
coeficiente de variacion (CV); siendo de 1,11% en el Hologic® y de 0,30% en
el PIXImus ™.
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Figura 21: Correlacién entre las medidas del densitémetro convencional (Hologic®

QDR-1000/W TM) y el densitbmetro especifico de animales pequefios

(PIXImus ™)
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4.3 Comparacion de los efectos de un farmaco antire
con un farmaco formador de hueso sobre la osteointe

gracion

de implantes dentales en hueso osteoporotico

4.3.1Efecto de la PTH (1-34) sobre la DMO

El tratamiento con PTH (1-34) comenzo6 8 semanas después de la OVX. Tras
12 semanas de tratamiento intermitente, los conejos tratados con PTH

mostraban un incremento significativo de la DMO con respecto a los conejos

OP en todas las zonas estudiadas, incluyendo el Al (Fig.22).
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Figura 22: Valores de la DMO de las diferentes regiones analizadas a diferentes

tiempos del modelo animal

4.3.2 Efecto del ALN a diferentes dosis sobrelaDM O

El tratamiento con ALN comenzd tras 8 semanas de la OVX. Se administré

semanalmente a dos diferentes dosis durante 12 semanas.

En la semana 22 los conejos tratados con ALN a ambas dosis presentaban un
incremento significativo de la DMO de la columna y de la rodilla global con

respecto a los conejos OP. Esta misma tendencia se apreciaba en el hueso

subcondral y en la metéfisis tibial pero no se consiguio significacion.
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No existian diferencias significativas en la DMO de ninguna de las regiones

estudiadas al emplear diferentes dosis de ALN.

4.3.3 Efecto de los farmacos antiosteoporoticos sob re el porcentaje de
contacto hueso-implante
Se estudio el porcentaje de contacto entre el hueso y el implante en cada uno
de los grupos. El analisis de los datos obtenidos muestra una disminucién del
area de contacto entre hueso e implante cuando se compara el grupo de los

animales placebo con los animales controles (p= 0,063).

El aumento del area de contacto entre el hueso y el implante es significativo
cuando se compara el grupo de animales tratados con PTH (1-34) con los

animales placebo y el grupo de animales control.

El grupo de animales tratados con ALN a diferentes dosis no presenta
cambios significativos respecto al grupo de animales placebo. No existen

diferencias significativas cuando se utiliza ALN a diferentes dosis.

Estos datos de la histomorfometria se corroboran con los obtenidos del

analisis densitométrico de las DMO.

Area de contacto hueso-implante %

# p <0,05 vs placebo

40 | * p < 0,05 vs control

30 -

* #
20 -

10 ] ' l
[ T T T T

control placebo op+pth op+ald-- op+ald++

media %

Figura 23: Porcentaje de contacto entre hueso e implante en cada uno de los
diferentes grupos
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Las imégenes del andlisis histomorfométrico apoyan los datos representados
en la figura 23. La figura 24 muestra una imagen al microscopio electrénico de

barrido de cada grupo de estudio.

Conejo tratado con PTH
Conejo tratado con ALN +
Conejo tratado con ALN —
Conejo tratado con placebo
Conejo control

a b~ W N PP

Figura 24: Imagenes de microscopio electronico de barrido mostrando el contacto
entre el implante y el hueso en cada uno de los grupos en estudio

En la tabla 6 se reflejan los datos correspondientes al estudio
histomorfométrico de las muestras. Se puede observar como el grupo de
animales tratados con PTH (1-34) muestra un aumento en el porcentaje del
area 6sea en contacto con el implante. Este aumento del contacto se produce
en el hueso medular tanto entre las espiras del implante como fuera de ellas
cuando son comparados con el grupo control y el grupo placebo. Esta

tendencia no se observa en hueso cortical.
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CHI (%)

Area 6sea (%)

Area 6sea(%) Area 6sea(%) Area 6sea (%)

en las primeras 4 entre las 2
ERUES] primeras espiras

fuera de las 2
primeras espiras

entre las 4 espiras
siguientes

fuera de las 4
espiras siguientes

en compartimento  en hueso cortical en hueso cortical €N compartimento = en compartimento

OP + PTH

OP + ALN+ 17.7+4.8 67.4+8.3 80.0£10.9 22.6+6.6 20.6+ 7.8
OP + ALN- 21.3+11.0 66.4 £5.7 79.1+£4.9 23.2+14.8 235 +17.6
OP+Placebo 13.2+4.3 61.8+13.9 80.0+£8.0 21.3+6.2 13.6+ 4.7
Controles 13.6+7.9 66.5+6.9 77.7+55 16.8+11.1 12,1+ 115

medular

40.3+10.3

63.5+11.7

72.2+13.2

medular

28.7+9.0

medular

190 +7.4

Tabla 6: Porcentaje del area 6sea entre las espiras del implante y fuera de ellas en
los diferentes grupos de tratamiento
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5 Discusioén

5.1 Justificacion del modelo animal

La rata ovariectomizada es el modelo mas utilizado para el estudio de la
pérdida ésea por deprivacion hormonal y se considera el “patron oro” para el
estudio de la pérdida 6sea principalmente trabecular inducida por la deficiencia
de estrégenos (Wronski y cols. 1985; Wronski y cols. 1986; Kalu 1991; Frost y
Jee 1992; Barlet y cols. 1994; Dempster y cols. 1995; Turner 2001). Sin
embargo, el conejo presenta algunas ventajas sobre este modelo (Newman y
cols. 1995). Se eligié el conejo como modelo experimental de OP porque
alcanza la “madurez esquelética” en torno a los 8-10 meses y ostenta un
verdadero remodelado cortical con un “turnover 6seo” mas acelerado que el de
otras especies. Esto lo hace un modelo apropiado para el estudio de farmacos
gque regulan dicho remodelado. Aun asi, el conejo ha sido poco utilizado para
estudiar la OP postmenopausica. A pesar de todo esto, en realidad no existe el
modelo ideal para estudiar la OP postmenopausica (Bellino 2000). EI modelo
mas idéneo lo constituyen algunas especies de primates, pero la investigacion
con estos modelos es costosa, laboriosa y no exenta de riesgos. Newman y
cols proponen la oveja como alternativa a la rata y a otros modelos animales.
Sin embargo, también sefialan el interés y enfatizan las ventajas del conejo

como modelo experimental de OP (Newman y cols. 1995).

Los dos principales mecanismos empleados para producir una reduccién de la
masa 6sea en el conejo han sido la OVX y la administracion de corticoides. Los
resultados con ambos métodos por separado son controvertidos y discordantes
(Grardel y cols. 1994; Southard y cols. 2000; Eberhardt y cols. 2001).

Los conejos se han mostrado como animales idoneos por tamafio,
disponibilidad, temperamento, bajo coste y por disponer de razas
genéticamente homogéneas. Por todos los motivos expuestos, los conejos se
utilizan en numerosos estudios en los que evaluan la osteointegracion de
implantes dentales. La localizacion elegida con mayor frecuencia es la tibia del
animal (Keller y cols. 2004; Mori y cols. 1997; Lugero GG de Falco Caparbo y
cols. 2000).
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5.2 Validacion del modelo OP

Previamente se ha validado el modelo de OP en conejos mediante OVX y
administracion sistémica de corticoides (MHP) en distintas localizaciones
esqueléticas: columna lumbar, rodilla global (de especial interés por ser la
localizacién elegida para la colocacion del implante), hueso subcondral de la
rodilla y hueso mandibular y en distintos tipos de hueso (cortical, trabecular y
mandibular). Se realizaron distintos analisis que permitieron caracterizar el
remodelado 6seo y el efecto tanto de la OVX como de diversas dosis de
glucocorticoides. Primero se caracterizaron mediante DXA las medidas basales
y se comprobd que en la poblaciéon los datos de DMO se ajustaban a una

distribucién normal y se correlacionaban en todas las regiones analizadas.

En conejos, la OVX por si sola no consigue disminuir la DMO al rango
osteoporético, por lo que es preciso afiadir otra intervencion terapéutica tal
como alimentar a los animales con una dieta baja en calcio o la administracion
de corticoides (Mori y cols. 1997; Turner y cols. 2001; Castafieda y cols. 2006).
En el modelo experimental la combinacién de la OVX y la administracion
sistémica de glucocorticoides produjo una pérdida significativa de DMO en la
columna lumbar, en la rodilla global (incluyendo la metafisis tibial) y el hueso
subcondral ya en la semana 6 tras la OVX. Esta pérdida se mantuvo hasta 22
semanas después de la OVX. Se observa que la OVX induce un aumento de la
reabsorcion 6sea mientras que la administracion de glucocorticoides disminuye
la formacién 6sea, datos que estan en concordancia con otros estudios como

los de Castafieda y Manolagas (Manolagas 2000; Castafieda y cols. 2006).

5.3 Correlacion OP sistémica / OP mandibular

El estudio de la DMO mandibular ha mostrado un descenso en la DMO en la
mandibula global y en la regién perialveolar, asi como una disminucion del

contenido calcico en esta Ultima region.

Se hallan resultados similares en los estudios de OP mandibular en los que se
observa que la OP sistémica afecta también a esta region esquelética
(Streckfus y cols. 1997; Miller y cols. 1997; Johnson y cols. 2002; Shirota y
cols. 2003; Jiang y cols. 2008; Ejiri y cols. 2008). La OP sistémica afecta de
forma diferente a las distintas regiones de la mandibula con distinto porcentaje

de hueso cortical y trabecular (Mulder y cols. 2006).
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Las medidas de DXA de la mandibula global y de la regién del ramus se
correlacionan positivamente con las DMO del hueso subcondral y de la rodilla
global. Esta correlacion entre la OP sistémica y la OP mandibular ya ha sido

descrita en ratas (Mavropoulos y cols. 2007).

Sin embargo, no se encuentra correlacion con la DMO de la columna lumbar.
Estos datos concuerdan con los que presenta Kingsmill en 1999 (Kingsmill y
Boyde 1999). En contraste existen estudios que encuentran correlacion entre la
DMO mandibular y la DMO de columna lumbar (Horner y cols. 1996; Taguchi y
cols. 1996; Jiang y cols. 2008).

A partir de nuestros datos se puede afirmar que existe correlacion entre la OP
sistémica y la OP mandibular. Se comprueba que la OP en rodilla global se
correlaciona con la OP mandibular, argumento que nos valida colocar el

implante en dicha zona.

La gran mayoria de los estudios que analizan la osteointegracion de los
implantes dentales utilizan el conejo como modelo experimental y su tibia como
area de implantacion (Keller y cols. 2004; Mori y cols. 1997; Lugero GG de
Falco Caparbo y cols. 2000).

Con la colocacion del implante en la metéfisis tibial se facilitdé la técnica de

implantacién y se aumentaron las posibilidades de superviviencia del animal.

Para corroborar las medidas de DXA se utilizaron dos densitometros diferentes:
uno convencional (Hologic® QDR-1000/W™) y otro especifico de animales
pequefios (Piximus™). Las medidas en ambos se correlacionaron y los
coeficientes de variacion fueron similares a los encontrados en otras especies
animales, variando entre 0,3 - 2,79 % en ambos densitdmetros (Jayo y cols.
1991; Griffin y Hopfer 1993; Casez y cols. 1994; Rozenberg y cols. 1995;
Turner y cols. 1995; Gala Paniagua y cols. 1998).

Esto permiti6 comprobar la precision y la reproductibilidad de las medidas de
DXA en animales pequefios. Se confirmd que la DXA es una técnica efectiva y
precisa para medir la densidad mineral 6sea y detectar las variaciones de la

masa osea.

Estos resultados vienen apoyados por otros en los que se demuestra que la
DXA con software de ultra alta resolucidén es una herramienta de alta precision,

superior a otros procedimientos no invasivos basados en la atenuacion de los
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rayos y de los ultrasonidos (Sartoris y Resnick 1990; Lang y cols. 1991; Grier y
cols. 1996; Shipp y cols. 1988; Gala Paniagua y cols. 1998).

Se concluye que este modelo de OP en conejos es reproducible y consigue
reducir la masa 0sea en el hueso trabecular, cortical y mandibular en un corto
plazo de tiempo. Es un modelo valido para el estudio de la OP y el remodelado

6seo.

Todos los grupos estudiados fueron homogéneos respecto al peso corporal,
que oscilé entre 4,0 £ 0,5 kg y 5,0 + 0,4 kg al inicio y permanecié estable a lo
largo del seguimiento, por lo que las variaciones de la DMO no tendrian

relacién con variaciones en el peso de los animales.

5.4 Efectos de la OP sobre la osteointegracion dei  mplantes
dentales

El estudio proporciona importante informacién sobre los efectos que la terapia
antiosteoporética (antireabsortivos y osteoformadores) tiene sobre el hueso que
se encuentra alrededor de los implantes dentales. Los resultados muestran que
la administracion intermitente de PTH (1-34) aumenta la DMO en el area
perimplantaria y mejora la osteintegracion estimulando la formacion de nuevo

hueso trabecular alrededor del implante.

En el modelo de OP la osteintegracion del implante se ve disminuida. Este
hallazgo es consistente con otros estudios que sugieren que la osteintegracion
de los implantes dentales puede estar comprometida en pacientes OP (Linder y
cols. 1988; Baxter 1993; Hara y cols. 1999; Motohashi y cols. 1999).

Estudios mas recientes consideran también la OP como posible factor de
riesgo de la osteintegracion, pudiendo inducir alteraciones en el hueso
alrededor del implante lo que reduce la capacidad de soporte 6seo necesario
para su estabilidad (Tsolaki y cols. 2009; Keller y cols. 2004; Tokugawa y cols.
2003; Pan y cols. 2000; Lugero GG de Falco Caparbo y cols. 2000).

En el &rea perimplantaria la DMO vy el area contacto hueso-implante (CHI) se
redujo significativamente cuando comparamos el grupo de conejos OP con el
grupo de conejos control. Estos datos concuerdan con los que obtienen en
conejos Mori y cols y con los de Ozawa y cols en ratas. En ambos casos se

observa una alteracion de la osteointegracion de los implantes dentales en
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modelos OP, en los que es necesario un tiempo de cicatrizacion mas
prolongado para que se produzca un desenlace correcto del proceso de

osteointegracion (Ozawa y cols. 2002).

En contraposicion, Dao y cols no consideran la OP postmenopausica como un
factor de riesgo para el fracaso de la osteointegracion de implantes dentales.
Su argumento se basa en que la tasa de fracaso de implantes no se
correlaciona con la edad ni el sexo de los pacientes, algo que caracteriza a la
OP postmenopausica. La consistencia del estudio de Dao y cols es limitada
debido al disefio del estudio (de naturaleza retrospectiva, con una muestra
pequefia y escasamente representativa de la poblacion general, en la que
incluso la prevalencia de la OP no esta establecida). En este sentido, las
conclusiones de su estudio se deben interpretar con suma precauciéon (Dao y
cols. 1993).

5.5 Efectos de la PTH (1-34) vs ALN sobre la osteoi ntegracion de
implantes dentales

Nuestro modelo animal tiene un activo remodelado Haversiano. Esta
caracteristica lo hace adecuado para evaluar los efectos del remodelado 6seo

de farmacos anabdlicos.

Los datos del analisis densitométrico demuestran que la administracion
intermitente de PTH (1-34) aumenta de forma significativa la DMO en el area
perimplantaria y en la mandibula del animal cuando se compara con el grupo
placebo (OP). En el area perimplantaria no existen diferencias significativas en

cuanto a DMO entre el grupo tratado con PTH (1-34) y el grupo control.

Nuestros datos apoyan a los publicados por Miller y cols donde se demuestra
que la administracion intermitente de PTH (1-34) estimula la formacién 6sea en
la mandibula y la cresta alveolar en ratas OP. Se ve aumentada la DMO
mandibular de forma significativa en animales tratados con PTH (1-34) respecto

a los no tratados (Miller y cols. 1997).

Los resultados de la histomorfometria de este estudio muestran un aumento
significativo del porcentaje de CHI en el grupo tratado con PTH (1-34) respecto
al grupo placebo (OP) y al grupo control. El andlisis histomorfométrico detallado
refleja un aumento en el porcentaje del area 6sea, en compartimento medular,

en el grupo de animales tratados con PTH (1-34) cuando son comparados con
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el grupo control y el grupo placebo. Este incremento del porcentaje de &rea
0sea se observa tanto entre las espiras del implante como fuera de estas. En el
hueso cortical no se observan estas diferencias. Existen varios autores que
obtienen datos en concordancia con los nuestros. Duarte y cols demuestran
comparando ratas ovariectomizadas con ratas sanas que la osteointegracion
de implantes dentales en el hueso cortical de las ratas ovariectomizadas no se
vé afectada cuando se compara con las sanas mientras que en el hueso
trabecular se producen diferencias significativas. Recientemente, Mair y cols.
también comprueban en ratas que la PTH no muestra su efecto sobre la
osteintegracién de implantes dentales a nivel del hueso cortical (Duarte y cols.
2005; Mair y cols. 2009).

De los resultados del estudio histomorfométrico se concluye que la
administracion intermitente de PTH (1-34) incrementa notablemente el CHI
global mediante un aumento de nuevo hueso trabecular y mejora
significativamente la osteintegracion de implantes dentales respecto al grupo

control y al grupo placebo.

Existen mas estudios que analizan mediante DXA los efectos sobre la
osteointegracion de la administracion intermitente de PTH (1-34) tras la
colocacion de implantes de titanio en la tibia de ratas OP. Los resultados de
todos ellos coinciden en que la DMO alrededor del implante en el grupo PTH
(1-34) no muestra diferencias respecto al grupo control y es més alta que en el
grupo placebo. Ademéas demuestran que la administracion intermitente de PTH
(1-34) aumenta de forma significativa el nimero de nuevas trabéculas
formadas alrededor del implante colocado en la metafisis tibial de ratas OP,
proporcionando un aumento del CHI y por tanto mejorando la osteintegracion
(Skripitz y Aspenberg 2001; Shirota y cols. 2003; Seebach y cols. 2004; Skripitz
y cols. 2005; Dayer y cols. 2007; Mair y cols. 2009).

Ohkawa y cols, en concordancia con nuestros datos, demuestran en ratas que
la PTH (1-34) aumenta la formacién ésea alrededor del implante. Observan que
la DMO en el grupo tratado con PTH (1-34), medida en diferentes tiempos
después de la implantacién, es significativamente mas alta que en el grupo
placebo. En cambio, no encuentran diferencias significativas entre el grupo

PTH (1-34) y el grupo control.
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Remarcamos que en el estudio de Ohkawa y cols, al igual que en el nuestro,
los valores densitométricos del area perimplantaria al final del tratamiento no
muestran diferencias significativas entre la poblaciébn sana (controles) y la
poblacion tratada durante 12 semanas con PTH (1-34). Sin embargo, en el
andlisis histomorfométrico el porcentaje de CHI es significativamente mayor en
el grupo PTH que en el grupo placebo y en el grupo control (Ohkawa y cols.
2008).

Esta aparente contradiccion podria explicarse por el hecho de que con la DMO
no se puede medir la densidad 6sea inmediatamente adyacente al implante.

Con cada técnica se miden territorios diferentes.

Tras una revision bibiografica se puede comprobar que en los estudios
experimentales se utilizan dosis muy distintas de ALN. Ante la dificultad de
decidir cual seria la dosis de ALN subcutanea adecuada para nuestro modelo
animal y equivalente a la dosis oral en humanos, se toma la decision de disefiar

el estudio con dos grupos de animales tratados con ALN a diferentes dosis:

* 0.15mg/ kg / semana. Es la dosis que con mas frecuencia aparece en

la literatura (Narai y cols. 2003).

* 0.6 mg / kg /semana. Es la dosis recomendada por la farmaceutica
MSD.

Cuando se compararon las DMO de los grupos tratados con ALN a distintas
dosis no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre ellas.
Entre ambos grupos de ALN no existe diferencia estadisticamente significativa
en el porcentaje CHI. Se consigue el mismo efecto, incluso levemente mejor,
en la osteointegracion utilizando una dosis mas baja de ALN. Este mismo
resultado lo obtienen Kurth y cols cuando estudian el efecto del ibandronato a
dos diferentes dosis sobre la osteointegracién de implantes en ratas OVX.
Segun este estudio, este “efecto meseta’ podria explicarse a través de los
resultados obtenidos tras la administracion de altas dosis de ibandronato en
animales de experimetacién donde se observa que la masa 0sea fue corregida
de acuerdo con los requerimientos del animal y esta nunca super6 los niveles
correspondientes, a pesar de administrar dosis altas de farmaco (Kurth AHA 'y

cols. 2005; Monier-Faugere y cols. 1999).
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Los datos de nuestro andlisis densitométrico prueban que el tratamiento con
ALN no muestra ningun efecto sobre la osteointegracion en la regién
perimplantaria. En el grupo tratado con ALN- se observa un aumento en la
DMO en el area perimplantaria cuando se compara con el grupo placebo y el

grupo control aunque esta difererencia no es estadisticamente significativa.

Estos resultados se confirman en el estudio histomorfométrico donde el
porcentaje CHI en el grupo tratado con ALN no aumenta con respecto al grupo

control ni al grupo placebo en el area periimplantaria.

Starck y cols dan un paso mas y defienden que el tratamiento con BFF es un
factor de riesgo para la osteointegracion de implantes (Starck y Epker 1995).
De acuerdo con estos datos, Kasai y cols advierten de que los pacientes en
tratamiento con BFF orales tienen un riesgo mayor de fracaso de implantes
(Kasai y cols. 2009).

En contraposicion a nuestros datos Tokugawa y cols demuestran que el
tratamiento con BFF mejora la osteointegracion en ratas OVX (Tokugawa y
cols. 2003). Asi mismo Giro y cols. comprueban que el ALN previene la pérdida
de masa Osea alrededor del implante al disminuir el remodelado éseo. Se
encuentra un mayor numero de trabéculas y un aumento de la DMO cuando se
compara el grupo de ratas en tratamiento con ALN y el grupo de ratas OVX sin
tratamiento (Giro y cols. 2008). El método utilizado para el andlisis del tejido
0seo en el estudio de Giro y cols fue la radiografia convencional, por lo que
estos datos carecen de rigor metodoldgico suficiente y se deben interpretar con

precaucion.

El efecto positivo de los BFF sobre la osteointegracion de implantes dentales
también fue demostrado por otros grupos de trabajo (Da Paz y cols. 2001;
Andersson y cols. 2002; Narai y Nagahata 2003; Duarte y cols. 2005; Kurth
AHA y cols. 2005; Chacon y cols. 2006; Viera-Negron y cols. 2008).

A pesar de la actual relevancia de la implantologia dental como opcién
terapeutica restauradora de la funcionalidad masticatoria en pacientes OP
desdentados total é parcialmente, existen pocos estudios comparativos que
proporcionen informacién sobre los efectos que el tratamiento con PTH (1-34) y
el tratamiento con ALN provocan en la osteointegracion de implantes dentales

en estos pacientes.
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Nuestro estudio aporta datos muy valorables en cuanto a la influencia que las
terapias antiosteoporoéticas actuales ejercen sobre la osteointegracion de

implantes dentales.

Sin duda, el efecto de los farmacos formadores de hueso es sustancialmente
superior al de los antireabsortivos que, de hecho, no mejoran la

osteointegracion.

Nuestros resultados demuestran que la administracion intermitente de PTH (1-
34) mejora la osteointegracion de los implantes dentales debido al aumento de
nuevo hueso trabecular formado alrededor del implante, lo cual no ocurre con

el tratamiento con ALN.

5.6 Futuras vias de investigacion

Este estudio proporciona datos novedosos respecto a la osteointegracion de

los implantes dentales en hueso osteoporaotico.

A pesar de que los farmacos antiosteoporéticos son prescritos con frecuencia
en la actualidad, todavia no se conoce el impacto que estos tratamientos

ejercen sobre la osteointegracion de los implantes dentales.

Nuestro estudio experimental en conejos osteoporoticos puede servir para

establecer futuras lineas de investigacion en este campo.

Resultaria interesante realizar ensayos clinicos sobre pacientes para evaluar el
efecto de los farmacos anabdlicos sobre el nuevo hueso formado alrededor de
los implantes dentales y sobre otras estructuras dentarias en sujetos

osteopordéticos.
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6 Conclusiones

1. El modelo experimental de osteoporosis en conejo s es reproducible.
Consigue reducir la masa 6sea tanto en hueso trabec ular como
cortical y mandibular en un corto periodo de tiempo . Es un modelo

vélido para el estudio de la osteoporosis y del rem  odelado 6seo.

2. La osteoporosis sistémica y la osteoporosis mand ibular se
correlacionan. La osteoporosis en rodilla global se correlaciona con la

osteoporosis mandibular.

3. La OP podria ser un factor de riesgo para la ost eointegracion de

implantes dentales.

4. La administracion intermitente de PTH (1-34) mej ora la
osteointegracién de los implantes dentales debido a | aumento de
nuevo hueso trabecular formado alrededor del implan te, lo cual no

ocurre con el tratamiento con alendronato.
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A. Resultados detallados histomorfometria

Area de contacto global

Area entre las 2 primeras espiras

Area fuera de las 2 primeras espiras

Area entre las 4 espiras siguientes

Area fuera de las 4 espiras siguientes

Grupo N° Lado
conejo | analizado Contacto/ ym | % Media / | Media | Desviacién o | Media/ | Media/ Desviacién % | Media /| Media/ Desviacién % | Media/ | Media/ Desviacién o | Media/ | Media/ Desviacién
a ° | conejo | / grupo | _estandar ° | conejo grupo estandar ° | conejo | grupo estandar ° | conejo grupo estandar ° | conejo | grupo | estandar
RC-01 Izg. 1305.4 41,0 395 58,0 456 46,4 503 25,6 203 0.2 40
Dcha. 1290.6 37.9 33.2 54,1 15,1 7.8
RC-04 Izq. 231,82 39.7 462 751 62.7 86,5 61 4 52,1 295 48,8 26.9
Dcha. 1330,15 52,7 50,4 36.2 6,8 49
RC-05 Izq. 1712,3 40,4 545 85,6 86.3 84,0 885 13.6 351 6,3 297
Dcha. 1852,3 68.6 87.0 93.0 56.7 39.0
RC-26 1zq. n.a n.a. 27.9 n.a. 66,2 n.a. 82.4 n.a. 27 n.a. 19.3
OP + PTH Deha. 8154 27.9 40,3 10,3 66,2 63,5 11,7 82.4 72,2 13,2 227 28,7 9.0 19.3 19,0 7.4
RC-27 Izg. 800,66 26,7 26 4 51,2 0.3 86,7 856 15,1 178 10,6 16.3
Dcha. 785,26 26,2 69.4 84,5 20,5 21,9
RC-28 Izq. 1242,12 41,4 339 71.8 70,1 71,6 718 7.8 283 0.4 195
Dcha. 794,35 26,5 68.4 71.9 48,9 38.6
RC-32 1zq. 1100,17 36,7 432 54,8 60.6 65,0 64.0 21,8 30,0 11,0 15.8
Dcha. 1494 49,8 66,4 63,0 38,1 20,6
RC-34 1zq. 1377.85 45,9 50.9 68,0 56.3 73.7 73.7 28,7 46,0 14,6 27 4
Dcha. 167592 559 44,6 73.6 63.3 40,1
RC-07 Izq. 191,35 6,4 1.4 74,1 814 64,8 771 25,3 221 24,5 213
Dcha. 493,35 16,5 88.8 89.5 19.0 18.1
RC-09 Izq. 884 28,2 19.3 76,2 67.5 83.4 84.6 39.0 22,2 33,2 20,4
Dcha. 313,03 10.4 58,7 85.8 54 7.5
RC-21 1zq. 754,67 25,1 205 72,1 61.4 87.7 79 1 29,3 248 29,6 28.9
OP + ALN+ Dcha. 47318 1158 17,7 ag P9 67,4 83 194 80,0 109 294 22,6 66 |22 20,6 7.8
RC-35 Izq. 668 22,9 16.4 65,9 69.2 90,0 90.4 19.6 14.6 17.3 108
Dcha. 294,33 9.8 72,5 90.7 9.7 4,2
RC-36 1zq. 461,7 15,2 248 69.2 68,0 84,5 88,7 21,4 33.9 16,2 29,4
Dcha. 1031 34,4 66.8 92,9 46,4 42,5
RC-40 Izq. 574,82 19,2 14.0 66,0 57 1 82,6 60.4 33,7 180 25,7 13.0
Dcha. 266,24 8.9 48,3 38.2 2,3 0.2
RC-18 Izq. 1325,7 42,3 340 73.8 649 86.6 741 37.1 288 39.5 393
Dcha. 7716 25,7 56,0 61,6 20,5 39.1
RC-19 1zg. 775,47 25,9 17.2 73.7 750 81,3 81.9 6.1 175 0,0 12,6
Dcha. 258,28 8.6 76,4 82,5 29,0 25,2
OP + ALN- RC-20 lzg. 126 4.2 56 21,3 11,0 68,4 61,0 66,4 57 87.6 74,3 791 4,9 0.9 4,4 23,2 14,8 0.1 6,1 23,5 17,6
Dcha. 211 7.0 53,5 60,9 7.8 12,0
RC-41 Izq. 831,7 27,7 28,8 69,2 9.1 89.2 853 19.1 44.4 15,1 45.4
Dcha. 871.8 29.8 69.0 81.3 69.6 75.7
RC-42 Izg. 505,2 16,8 20,8 69,1 62.1 83.8 80,2 58 20,8 0.7 14,1
Dcha. 741,3 24,7 55,2 76,6 35,7 27,5
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N° Lado Area de contacto global Area entre las 2 primeras espiras Area fuera de las 2 primeras espiras Area entre las 4 espiras siguientes Area fuera de las 4 espiras siguientes
Grupo . i
conejo | analizado Contacto/ ym | % Media / | Media | Desviacion P Media / | Media/ | Desviacion 7 Media / | Media / | Desviacion 7 Media / | Media/ | Desviacion % Media / | Media / | Desviacion
H ° | conejo |/ grupo | estandar ° conejo grupo estandar ° | conejo grupo estandar ° conejo grupo estandar ° | conejo grupo estandar
RC-11 Izg. 411,9 13,7 85 69,0 791 87.2 818 20,6 064 13.4 173
Dcha. 97.4 32 75,3 76,5 32,2 21,1
RC-15 Izg. 588,7 19,6 15.9 42,5 57.3 86,3 89.3 15.3 23,7 5,6 12,9
Dcha. 364,4 12,1 72,1 92,2 32,1 20,2
RC-44 Izg. 271,67 9.1 89 48,5 612 64,5 77 4 2,1 215 0.0 185
Dcha. 262,82 8.8 73.9 90.2 40,9 37.0
RC-45 1zq. n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a
o Deha. n.a n.a 13,2 44 n.a 61,8 139 | 80,0 go |nd 21,3 6,2 n.a 13,6 47
acebo | rc-46 Izq. 426,89 142] a5 98| g 5571 447 58 971 0,1 175
Dcha. 694,88 23,2 61.8 73,6 48,3 34,9
RC-47 Izg. 623,1 20,8 18.2 76,3 75,5 87.7 87.0 25,1 25,2 14,9 13,1
Dcha. 470,32 15,7 74,8 86.3 25.3 11.3
RC-48 lzq. n.a nal 423 36,2 80,6 11,6 55
Dcha. 369.9 12,3 72,3 80,6 23,2 5,5
RC-49 Izg. 0 0,0 10,0 77.9 74,4 78.4 79.0 20,0 13.6 15,7 10.3
Dcha. 600,82 20,0 70,8 79.6 7.1 4,8
RC-23 1zq. n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a
Dcha. n.a n.a n.a n.a n.a n.a
RC-24 Izq. 852,73 28,4 204 66,0 616 74,3 750 17.3 105 3.9 2]
Dcha. 3759 12,5 57,3 757 3.7 0.3
RC-25 Izg. 0 0,0 10,9 72,3 62.2 75,5 71.0 35.6 19.9 40,3 20,5
Dcha. 654,27 21,8 52,1 66,5 4,1 0,7
RC-50 Izq. 409,15 13,6 18.9 73,4 737 83,1 81 4 2,2 39 0,6 08
Control Deha. 72373 | 24/] 13,6 7.9 740 66,5 6,9 72,6 77,7 55 4.1 16,8 1,1 1.0 12,1 11,5
RC-51 Izg. 55,77 1.9 37 43,0 57.4 60,7 73,3 60,1 36,2 44,9 291
Dcha. 168,59 5,6 71.8 85,9 12,3 13,3
RC-52 Izg. 6894 22,9 221 68,5 73.4 69,9 798 3.8 13.9 0.0 49
Dcha. 638,2 213 78.3 89.6 24,1 8.3
RC-53 Izg. 90,57 3.0 57 68,3 70,4 81,1 85,5 13,1 175 19.8 157
Dcha. 249,41 8.3 72,6 89.8 21,9 11,5
RC-54 1zg. n.n n.a n.a n.a n.a n.a n.a
Dcha. n.a n.a n.a n.a n.a n.a
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B. Poster presentado en el congreso ASBMR en Denver  (CO, USA) en Septiembre 2009

| PTH, BUT NO ALENDRONATE, IMPROVES OSSEOINTEGRATION OF DENTAL TITANIUM IMPLANTS
INTO THE TIBIA OF A RABBIT MODEL OF OVARIECTOMY PLU S GLUCORTICOID-INDUCED
OSTEOPOROSIS

BACKGROUND RESULTS

PERIMPLANT BMD SPINE BMD

SUBCHONDRAL BONE BMD

METHODS

OSTEOPOROSIS MODEL FOR IMPLANTS

PTH (=)
ovx ALN (n6)
l VEH (n=7)
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t
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dervalfnplant
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CONCLUSIONS

Our findings suggest that intermittent administrati on of parathyroid hormone (1-34)
improves dental implant osseointegration in ovariec tomy plus glucorticoid-induced
osteoporotic bone in the rabbit, by stimulating for mation of newly generated
trabeculae around dental implants, which it would n ot occur with alendronate
treatment weekly administered.
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