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INTRODUCCION:

1. Hormona de Crecimiento (GH)

1.1. Biosintesis v secrecion

La hormona de crecimiento (GH) es un compuesto polipeptidico,
formado por 191 aminoacidos dispuestos en una sola cadena en la que existen
dos puentes disulfuro que unen las cisteinas que ocupan las porciones 53 y 182
con las respectivamente localizadas en posiciones 165 y 189. Esta estructura con
un peso molecular de 22 K (22 650 dalton), es la forma principal de secrecién de
la GH por la hipéfisis anterior y la mas abundante, tanto en el plasma como en
las propias células somatotropas (Fig.1). En los ultimos afios, se ha identificado
una serie de variantes, de ellas, la mas importante, hasta el punto de representar

un 20% de GH en la hipofisis, parece ser la forman 20 K @,

Fig. 1. Representacion esquematica de la forma molecular de GH 22 K.
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La GH esta codificada por un tnico gen, localizado en el brazo largo del
cromosoma 17. Este gen forma parte de una familia de cinco genes relacionados
entre si, que constituyen el denominado cluster de genes de GH. Este gen solo
se expresa en las células somatotropas de la pituitaria anterior, que son las

productoras de GH. Son las células mas numerosas de la hipdfisis 2.

El ARN mensajero dirige la sintesis de una prehormona. Tras la
eliminacion de una sefial peptidica, la hormona completa se almacena en
granulos. La sintesis de GH es estimulada por su hormona liberadora
hipotalamica especifica, la hormona liberadora de la hormona del crecimiento

(GHRH), y por la hormona tiroidea y el cortisol.

La secrecion de GH por exocitosis es estimulada por la GHRH, un
péptido  hipotaldmico de 44 aminoacidos. La GHRH interacciona con su
receptor de la membrana plasmatica, tras lo cual se generan como segundos

mensajeros calcio, derivados del fosfatidilinositol y AMP ciclico.

La somatostatina (SS), un péptido hipotaldmico con una forma de 14 y
otra de 28 aminoacidos, es un potente inhibidor de la liberacion de GH. La
somatostatina bloquea no competitivamente la estimulacion por GHRH. El
inhibidor acttia a través de su propio receptor en la membrana plasmatica, en
parte al disminuir tanto la entrada de calcio en las células como la cantidad de
AMP ciclico. La GH se segrega en pulsos originados por la liberacién
intermitente de GHRH hacia la sangre de las venas porta hipofisarias. La
somatostatina también disminuye la frecuencia y amplitud de los pulsos de
GHRH ®),

La secrecion de GH depende de muchos factores. Sin embargo, la via final
comun de la mayoria de los estimuladores de la GH es el aumento de GHRH, la
disminucion de la somatostatina o ambos. Por el contrario, las sustancias que
suprimen la GH disminuyen la GHRH, aumentan la somatostatina o ambos
efectos. Algunos agentes pueden modificar la secrecion de GH mediante accion

directa sobre las somatotropas.
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La liberacion de GH esta regulada metabolicamente por los sustratos
energéticos glucosa y acidos libres, y por los aminoacidos. Una disminucion
brusca de las concentraciones de glucosa o de acidos grasos libres estimula un
gran aumento de la GH plasmaética, mientras que la elevacion de la cantidad de
las mismas reduce considerablemente la GH plasmatica. Tanto el ayuno breve
como la privacién prolongada de proteinas y calorias incrementan la secrecion
de GH. La obesidad, en cambio, reduce la respuesta de la GH ante cualquier

estimulo, incluida la GHRH @,

La regulacion de la secreciéon de GH por el sistema nervioso central
adopta diversas formas. Se produce una oleada nocturna de GH 1 o 2 horas
después del comienzo del suenio profundo. Por el contrario, el sueno ligero,
asociado a movimientos oculares rapidos (suefio REM), inhibe la liberacion de
GH. Diversas situaciones de agresidon, como traumatismos, cirugia, anestesia,
etc, elevan la GH plasmatica. Estos procesos acttian sobre las neuronas
hipotalamicas secretoras de GHRH y somatostatina (SS) a través de diversas

monoaminas neurotransmisoras.

Las concentraciones plasmaticas basales de GH en reposo son de 1 a 5
ng/ml. La hormona circula vinculada a una proteina (GHBP-I) de uni6n
idéntica al dominio extracelular de los receptores de GH en la membrana

plasmatica.

La regulacion de la secrecion de GH por retroalimentacion negativa tiene
lugar a todos los niveles. La somatomedina (Sm), un producto periférico de la
accion de la GH, ejerce una retroalimentacion negativa de asa larga. Inhibe la
liberacion de esta ultima sobre la célula somatotropa, y estimula la liberacién de
somatostatina. La propia GH ejerce una retroalimentacién negativa de asa
corta, estimulando la liberacion de somatostatina. La GHRH lleva a cabo una
retroalimentacion negativa de asa ultracorta a través de sinapsis con neuronas

somatostatinérgicas ().
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Fig. 2. Regulacion de la secrecion de GH. Dos péptidos hipotalamicos, uno inhibidor
(SS) y otro estimulador (GHRH), regulan la liberacién de GH. La retroalimentaciéon negativa por
la somatomedina (Sm), su producto periférico, se ejerce a nivel hipotaldmico e hipofisario.
Existe ademas una compleja regulaciéon por sustratos e influencias neurales. Reproducida de
www.biochem.northwestern.edu/.../GH-Axis.gif

RECEPTORES DE GH: ®

El receptor de la GH humana (GH-R) es una proteina transmembrana

de 620 aminodacidos codificada por un gen ubicado en el cromosoma 5.

A diferencia de los que ocurre con la union GH-GHBP-I (proteina
transportadora), la unién de la hormona a su receptor es de 1:2, es decir, una
molécula de la hormona debe unirse a dos moléculas del receptor para poder
originar un complejo mas activo, lo que est4 en consonancia con la existencia en
la molécula de GH de dos sitios activos de union. La importancia de este modo
de union viene determinada porque de esta forma el maximo efecto de GH se
obtiene a concentraciones menores de las que serian necesarias para ocupar

todos los receptores si la union fuese mol a mol.
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En la induccién de los efectos biologicos de GH existe al menos un doble

mecanismo de accion:

Mecanismo clasico de generaciéon de mensaje tras la union de la
hormona a su receptor en la membrana plasmatica.
Actuacion a nivel nuclear tras la internalizacion de GH acoplada

al receptor.

Growth hormone

Growth hormone

) ;3
L
. Growth hormone bound

:fk' to receptor

Fig.3. Unioén de GH — GH-R. Reproducida de U.S National Library of Medicine.

1.2. Acciones biolbgicas de la GH:

CRECIMIENTOQO ®

La GH estimula el crecimiento somatico y acttia sobre el metabolismo

intermediario estimulando el anabolismo proteico y la lipolisis. La marcada

accion anabolizante de la GH se hace patente de forma inmediata tras la

administracién de la hormona a nifios GH-deficientes por activacion de todos

los procesos implicados en la neosintesis proteica. Aunque los efectos

anabolizantes de la hormona de crecimiento ocurren en tejidos tan variados

como hueso, cartilago, musculo, higados y una serie de visceras y glandulas,

quizé es el muasculo e higado donde alcanzan mayor expresion (Fig. 4).

-7 -
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Fig. 4. Acciones biolégicas de la GH. Reproducida de A.D.A.M Interactive anatomy.

www.adam.com.

A nivel muscular, se observa un incremento del transporte de
aminodcidos al interior de la célula, que aparece rapidamente y es bloqueable
por inhibidores de la sintesis proteica. Unas horas mas tarde hay un claro
aumento del ARN ribosémico, de la sintesis de ADN y neosintesis proteica.
Estos mismos fenémenos ocurren en el higado, donde la GH promueve la

fabricacion de gran namero de proteinas (entre ellas las somatomedinas/IGF-I).

La sintesis de nuevas proteinas es un fenémeno clave para el crecimiento,
tanto somatico como visceral. El crecimiento somatico va a efectuarse a
expensas fundamentalmente, del crecimiento 6seo que, tras el nacimiento, va a

ser directamente dependiente del sistema GH-somatomedinas (©).

El crecimiento del hueso puede ser en longitud y en espesor. El desarrollo
longitudinal depende del cartilago de crecimiento, que bajo la accion de la GH
determina el alargamiento diafisario, mientras que el aumento de espesor 6seo
se produce por aposicion periostica. Histologicamente, el cartilago de
crecimiento es una zona de gran multiplicacién de condrocitos, que
bioquimicamente se caracteriza por una intensa sintesis de grandes moléculas
del grupo de los proteoglicanos, responsables de la estructura de la trama 6sea.

Durante el desarrollo tanto la proliferacion celular como la sintesis de
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macromoléculas esta perfectamente compensada. Tras el mismo, el crecimiento

0seo va a ser fundamentalmente dependiente de GH.

Por este motivo, en situaciones de déficit de GH se produciré el cese o la
disminucion del crecimiento lineal, ya que se interrumpen los procesos de
proliferaciéon y transformaciéon de los condrocitos. El tratamiento con GH

exogena estimula la condrogénesis y la aparicion de osteoblastos ().

Desde el punto de vista bioquimico se ha comprobado que en el cartilago
y el hueso la GH incrementa la incorporacion de SO, en los proteoglicanos, la
incorporacion de timidina en el ADN condrocitico y la conversion de prolina en
hidroxiprolina en el colageno. El que estos efectos no se observasen in vitro hizo
suponer que la hormona no actuaba directamente, sino que lo hace a través de
la somatomedina (mediador de la acciéon de la hormona somatotropa), también
llamada IGF (Insulin-like Growth Factor).

La accion de la GH sobre el crecimiento 6seo longitudinal queda asi
subordinado a la fabricaciéon periférica, en el higado, de un factor mediador
responsable ultimo de esta accion, estableciéndose un eje GH-somatomedina-

crecimiento (Fig. 5).

Existe un sistema mucho méas complejo, segun el cual la propia hormona
seria capaz de actuar también directamente sobre el cartilago de crecimiento.
GH y somatomedina estimularian de esta forma diferentes poblaciones de
condrocitos y la GH induciria directamente la diferenciaciéon de estas células,
haciendo que expresen el gen codificador de somatomedina. Los condrocitos
diferenciados comenzarian a producir somatomedina, y ésta desencadenaria la
proliferaciéon clonal y maduraciéon de nuevos condrocitos por mecanismos auto

o paracrinos (7).

De esta forma, en la secuencia ordenada de acontecimientos que tiene
lugar en la maduracién celular en el cartilago, y que llevan el crecimiento
longitudinal de hueso, la GH seria el primer desencadenante y la somatomedina

el segundo.
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El eje GH - IGF-1

Cerebro Hipofizis

IGFI G
IGF-]

,-r”l
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¥
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Sangre

Fig.5. El eje endocrino de la hormona de crecimiento hipofisaria (GH) y del IGF-I
hepatico controla el crecimiento de muchos tejidos asi como su funcionamiento adecuado.
Reproducida de: Carro Diaz E, Trejo Pérez JL y Torres Alemén I. Efectos beneficiosos del
gjercicio  fisico sobre el cerebro. Ciencia al dia internacional, 2003.
www.ciencia.cl/.../CADi_V5_N1_Art2_Figi-ok.jpg

OTRAS ACCIONES:

Entre otras de las acciones que desempefia la GH, las siguientes son las

mas significativas, después del crecimiento:

- Lipolitica: la GH desempeiia un papel en la regulacion de niveles
plasmaticos de colesterol y triglicéridos, incrementando los
segundos y disminuyendo los primeros. Con la destruccion de
los triglicéridos y oxidacién de los acidos grasos se consigue la

energia necesaria para la fabricacién de proteinas @.

- Diabeto6gena: la GH influye sobre el metabolismo de los hidratos
de carbono y los lipidos. Estimula la expresion del gen de la
insulina. Sin embargo, también induce resistencia a la acciéon de
la insulina. Se inhibe la captacion de glucosa por las células
musculares y adiposas, aumentando la concentracion de glucosa

plasmatica. Aparece una hiperinsulinemia compensadora ).
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ESQUEMA GENERAL DE LAS ACCIONES DE LA
HORMONA DE CRECIMIENTO

& Glucosa plasmatica

# AGL plasmaticos

¥ Aminoacides plasmaticos
4 (irea plasmatica

.............................................................. hi lr!"\':“ Iu
Condrocitos |

| w Captacion de glucosa
4 Capracion de aminoacidos

4 Captacion de glucosa Ao : _
Sintesis de proteinas

& Sintesis proteica
& Sintesis de ADN
& Condroitin sulfato
& amano vy
numers celular

A0 asa magra corporal

& Crecimiento lineal

Tejido adiposo

Paratiroides, piel, tejido conjunto, | A Lipolisis
hueso corazon, pulmones

| _ _ _ v oadiposidad
A Sintesis profeica

- A Sintesis de ADN
Do Tamafio v numero celular

4 Tamafio v funcien de los drganos

Fig. 6. Esquema general de las acciones de la GH. AGL acidos grasos libres. Esquema tomado
de: Insua MF, Fucks K. Hormona de crecimiento: fisiologia y accién en el ejercicio fisico.

http://www.efdeportes.com/ Revista Digital - Buenos Aires - Afio 9 - N° 62 - Julio de 2003.
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1.3. Somatomedinas (IGF) o

La accion béasica de este factor es la de estimular la incorporaciéon de
sulfato a los proteoglucanos del cartilago, por lo que fue denominado factor
de sulfataciéon. Pronto se vio que, ademads, era capaz de intervenir en
bastantes mas actividades metabolicas, pasando entonces a ser conocido
como somatomedina, término con el que se expresaba su actividad de

mediador del crecimiento somatico.

Actualmente, se conoce que son dos formas peptidicas estructural y
funcionalmente similares a la insulina, por lo que se les denomina IGF I y II
(Insulin-like Growth Factors) con el que se resalta su analogia con la

hormona pancreéatica como su papel sobre el crecimiento.

ESTRUCTURA Y DISTRIBUCION

Estructuralmente, el IGF-I (SmC), es un péptido béasico compuesto por
70 aminoacidos que presenta una secuencia aminoacidica similar a la
proinsulina. El IGF-II (SmA) estd compuesto por 67 aminoacidos, y es también

muy similar a la proinsulina.

Los IGF se producen en muchos tejidos en respuesta a la GH. No
obstante, los circulantes proceden principalmente del higado. Se hallan en gran
concentracion en la matriz osteoide . Ambos tipos de factores circulan unidos
a una serie de grandes proteinas ligadoras en el higado (IGFBP de IGF-binding
protein), que a su vez pueden ejercer efectos estimulantes o inhibidores sobre el
hueso. Los IGF estan regulados por hormonas y factores de crecimiento locales;
asi la GH, los estrogenos y la progesterona aumentan su produccién, mientras
que los glucocorticoides la inhiben. Por otro lado, median en la interaccion

osteoblasto-osteoclasto e intervienen de forma activa en el remodelado 6seo .
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El IGF-II es el factor de crecimiento mas abundante de la matriz 6sea, es
importante durante la embriogénesis, pero sus efectos sobre el esqueleto ya

desarrollado actualmente se desconocen (1),

De este modo, la GH ejerce una accion indirecta sobre el hueso a través
del aumento de la sintesis de IGF-I y II por los osteoblastos. Estos factores
favorecen la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos, aumentando su

numero y funcion.

CONTROL DE IGF-I ()

La GH estimula la secrecion de IGF-I por el higado y seguramente
también por otros tejidos, de forma que mientras en el plasma de sujetos
deficitarios en esta hormona existe una disminucién de los niveles de IGF-I (que
rapidamente revierte al administrar GH exdgena), estd sumamente aumentada

en los pacientes acromegalicos.

Existe un circuito feed-back entre GH/IGF-I. La elevacion de la SmC
circulante determina una inhibicion de la liberacion de GH, por estimulo de la
secrecion de SS hipotalamica, aunque no se descarta el que también pueda tener
una accion inhibitoria sobre GHRH o incluso directa sobre las células
somatotropas. Hay otras hormonas, como la insulina o las hormonas tiroideas,
que también contribuyen a que la biosintesis de IGF se desarrolle normalmente.
Los esteroides sexuales desempefian al parecer un papel més importante.
Durante la pubertad, los cambios en sus niveles plasmaticos parecen ser

precisamente la causa del incremento de la IGF-I asociada al estir6n puberal ().

ACCIONES BIOLOGICAS DE LA IGF-I/GH

Las somatomedinas sirven de intermediario en las respuestas
caracteristicas a la GH del cartilago, el hueso, el musculo, el tejido adiposo, los
fibroblastos y las células tumorales in vitro. Los individuos que carecen de
capacidad de producir IGFs presentan un retraso del crecimiento, a pesar de sus

concentraciones elevadas de GH (9:13),
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La GH es capaz de estimular la proliferaciéon y diferenciacion de
osteoblastos, que presentan receptores para la hormona, aumentando la
incorporacion de H3 timidina dentro de las células y también otros marcadores
bioquimicos del fenotipo osteogenético, tales como el péptido carboxiterminal
del procolageno tipo I (PICP), osteocalcina y fosfatasa alcalina. Los IGFs, a su
vez, incrementan el nimero y de los osteoblastos, favoreciendo la sintesis de

colageno ®,

2. Remodelado Oseo

2.1. Fisiologia del hueso

El hueso es un tejido conectivo mineralizado que adopta dos variedades:
cortical o compacto, y trabecular o esponjoso. Consiste esencialmente en una
matriz organica o sustancia osteoide, matriz inorganica o mineralizada y células

especializadas: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (4,

2.1.1 MATRIZ ORGANICA O SUSTANCIA OSTEOIDE: (15.16)

La matriz organica o sustancia osteoide estd compuesta por proteinas
colagenas y no colagenas, y producida por los osteoblastos, representa

alrededor de un tercio del peso del hueso (Tabla 1).

Colageno 6seo: aproximadamente el 90% de las proteinas de la matriz

osteoide corresponde al colageno tipo I, proteina fibrilar no soluble cuya
estructura primaria posee una secuencia repetida del triplete de aminoacidos
Gli-X-Y, en la que X e Y son prolina, hidroxiprolina o hidroxilisina. Ademas, en
su molécula se encuentra la secuencia RGD (Arg-Gli-Asp), que es reconocida
especificamente por las integrinas de las células 6seas y constituye una de las

vias por las que éstas acttian sobre la matriz extracelular.
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Proteinas no colagenas: representan un 10% de las proteinas de la matriz

osteoide y ademas de contribuir a tal estructura, intervienen o median

fundamentalmente en la fisiologia dindmica del hueso.

- Glucoproteinas:

Fosfatasa alcalina: producida por los osteoblastos es una enzima
que libera fosfato inorganico a partir de ésteres fosféricos. Asi, por un
lado incrementa la concentracion de iones fosfato necesarios para la
mineralizacion de la matriz osteoide, y por otro anula la accion que los

ésteres fosforicos poseen sobre la mineralizacion.

- Glucoproteinas con secuencia RGD (osteopontina,
fibronectina, trombospondina, sialoproteinas O6seas): el
tripéptido RGD (Arg-Gli-Asp) es reconocido por las integrinas, que
actlan como receptores para proteinas con esa secuencia. El conjunto de
las integrinas y las proteinas RGD constituyen un método de
reconocimiento que permite el anclaje de las células 6seas a la matriz
osteoide y su migracion sobre ella, base de los procesos de

mineralizacion, remodelado y reparacion de las lesiones 6seas.

- Proteoglicanos: son macromoléculas producidas por los osteoblastos,
con un nucleo proteico al que se enlazan oligosacaridos y cadenas de
glucosaminoglucanos. Existen cuatro tipos de estas moléculas:
condroitin-sulfato (presente en areas de formancion oOsea, sirve para
reservar espacio para el hueso maduro); hialuronano (interviene en la
morfogénesis 6sea); decorina y biglucano (moduladores de los efectos de

ciertos factores de crecimiento) (7).

- Proteinas con acido gamma-carboxiglutamico: se hallan dos
proteinas: osteocalcina y proteina del osteoide con 4acido gamma-
carboxiglutamico. Estas proteinas producidas por los osteoblastos,
median la mineralizacion de la matriz organica y facilitan la adhesién de

las células Oseas a la misma.
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- Factores de crecimiento (GFs): son un conjunto de polipéptidos
multifuncionales que transmiten mensajes para el control de la
diferenciaciéon, crecimiento y proliferacion celulares. En el hueso se
encuentran varios, que median los efectos que sobre la fisiologia 6sea
gjercen tanto los factores mecanicos locales, como los sistémicos. Entre
ellos destacan los factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGF-I
y II) y los factores f transformadores del crecimiento (TGF-f). Los IGF
son producidos por los osteoblastos y hepatocitos, y poseen receptores en
los propios osteoblastos. En estas células, estimulan la sintesis de
colageno, y median la interaccién osteoblasto-osteoclasto, via por la que
intervienen en el remodelado 6seo. Los TGF- son una familia de
citoquinas producidas en numerosos tejidos como respuesta a una lesion,
y desempenan un importante papel en la reparaciéon de estructuras

danadas.

- Osteoproteinas morfogenéticas (BMP): estructuralmente, estan
relacionadas con los TGF-p, con los que comparten una misma secuencia
de aminoacidos. Se han identificado siete de estas BMP, alguna de ellas,
como la osteogenina, con capacidad de estimular la sintesis de hueso

nuevo.

- Proteinas séricas retenidas en la matriz: en el hueso existen
cantidades  significativas de  hemoglobina, albtimina,
inmunoglobulinas, a;-antitripsina, f.-microglobulina, a.-SH-

glucoproteina y lipoproteina Apo A-1.
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Tabla 1. Proteinas de la matriz osteoide 5

a)

1. Colageno tipo I (90%)

2. Proteinas no colagenas (10%):

Glucoproteinas:

e Fosfatasa alcalina

e Glucoproteinas con secuencia RGD (osteopontina, osteonectina,
fibronectina, trombospondina, sialoproteinas 6seas)

Proteoglucanos

Proteinas con acido y-carboxiglutamico (osteocalcina, proteina del

osteoide con acido y-carboxiglutamico)

Factores de crecimiento

Osteoproteinas morfogenéticas (BMP)

Proteinas séricas retenidas en el hueso

2.1.2 MATRIZ INORGANICA O MINERALIZADA:

La matriz inorganica también conocida como mineralizada, responde al

60-70% del hueso deshidratado. Contiene aproximadamente un 99% del calcio,

un 85% del fésforo y alrededor de un 40% y 60% del sodio y del magnesio,

respectivamente, que contiene el organismo (14),

El cristal de hidroxiapatita (Ca:o(PO4)s(OH).) se caracteriza por su

pequeiio tamaio y su gran asimetria fisica y electrostatica. Estas caracteristicas

le confieren una gran superficie por unidad de peso y, ademas, facilitan el

deposito de agua e iones en su superficie. Estos cristales se incrustan entre las

fibras de colageno para formar un tejido que retine las caracteristicas adecuadas

de rigidez, flexibilidad y resistencia (18),
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2.1.3 CELULAS OSEAS:

2.1.3.1. Osteoblastos:

Derivan de células pluripotenciales de origen mesenquimatoso. La
transformacion de estas células embrionarias hasta osteoblastos (células finales
que no sufren mitosis) se realiza gracias a la diferenciacion celular que lleva a
determinadas  células  osteoprogenitoras y a células inducibles
osteoprogenitoras. Estas células originan osteoblastos, ademas de fibroblastos,
condrocitos, adipocitos y células musculares, algunas de cuyas caracteristicas

fenotipicas son semejantes a las del osteoblasto (19),

Al microscopio oOptico, los osteoblastos maduros son células grandes de
forma cuboidea, de 20-30 um de didmetro mayor, con un nuacleo ovalado y
citoplasma basoéfilo azulado por su abundante ARN. Con el microscopio
electronico muestran un notable reticulo endoplasmico rugoso, propio de las

células que desarrollan una intensa sintesis proteica 5).

El desarrollo de los osteoblastos est4 controlado por dos genes:

a) El CBF A1 (core-binding factor A1), codificador del factor de transcripciéon
especifico de los progenitores del osteoblasto. Este factor regula la expresion
de genes de proteinas especificas de esta célula, como osteopontina,
osteocalcina, colageno tipo I, sialoproteinas 6seas y el ligando del receptor-
activador del factor nuclear-kB (RANK-L).

b) El gen Ihh (Indian hedgehog), igualmente necesario para el desarrollo

embrionario del hueso y la actividad de los osteoblastos (20),

Los osteoblastos maduros son células polarizadas, dispuestas en forma de
empalizada sobre la matriz organica que sintetizan y segregan, y actian de
forma coordinada. Tal coordinacién entre osteoblastos se debe a la
comunicacion mediante uniones puntiformes que permiten el paso de

mensajeros (Ca2+, citoquinas, prostaglandinas), o por el contacto entre
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proteinas localizadas en la superficie. Asi, en la membrana plasmatica del
osteoblastos se ha identificado un conjunto de glucoproteinas conocidas como
integrinas, que sirven de enlace entre el citoesqueleto de una célula con otra o

con la matriz extracelular 2V,

Los osteoblastos son células secretoras metabolicamente activas, que
expresan proteinas como la osteocalcina y osteopontina, la osteonectina y otros
proteoglicanos y factores sefalizadores solubles (BMPs, TGF-S, IGF Iy II, IL-1y
PDGF). La expresién de estos productos por parte de los osteoblastos ocurre
durante la embriogénesis 6sea y durante su mantenimiento (remodelacion) y
reparacion. Las sefiales que dirigen la mineralizaciéon osteoide todavia no han
sido identificadas. Es probable que la acumulacién de proteinas a las cuales se

una el calcio, sea el inicio del proceso de mineralizacion (21.22),

Las acciones fisiologicas de los oseoblastos son:

- Producir la practica totalidad de las proteinas que constituyen la
matriz osteoide.

- Dirigir la organizacion o correcta disposicion de esa matriz en
forma de fibrillas y fibras, que permiten una gran resistencia.

- Contribuir a la adecuada mineralizacion de esa matriz organica,
un proceso en el que es esencial la fosfatasa alcalina que
producen los osteoblastos

- Mediar en los efectos que sobre los osteoclastos tienen las
hormonas y factores estimulantes de la reabsorcion oOsea,
desempeniando por tanto también un papel intermediario en la

reabsorcion osea.

Aunque los osteoblastos estan polarizados hacia el hueso, la liberacion de
las proteinas de la matriz osteoide no se limita a su polo basal, sino que muchos
de ellos van quedando envueltos en tal matriz, convirtiéndose en osteocitos
incluidos en las lagunas que se forman en ella. Junto con ese destino, los
osteoblastos pueden derivar a osteocitos de superficie, también conocidos como

células limitantes o de revestimiento. Ambos tipos de osteocitos poseen
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receptores para paratohormona (PTH) y expresan in vivo ARNm de: actina-f,
factores de transcripcion c-fos y c-jun, colageno y proteinas no colagenas, asi

como el ARNm del factor de crecimiento semejante a insulina I (IGF-I) (23),

2.1.3.2. Osteocitos:

Son células relativamente inactivas, no se dividen ni secretan matriz,
aunque su metabolismo es crucial para la viabilidad del hueso y para el
mantenimiento de la homeostasis. Poseen forma estrellada, con numerosas y
finas prolongaciones. Los osteocitos ocupan una pequeiia laguna o cavidad
dentro de la matriz que se denomina laguna 6sea. Estas estdn inerconectadas
entre si a través de una red de canaliculas, que garantizan la vitalidad del
hueso. Estas canaliculas son las que permiten a los osteocitos interaccionar a
través de las hendiduras y permiten la transmision de senales a los osteoblastos

y de los osteoblastos a los osteocitos (14,

Precisamente, un papel fisiologico primordial de los osteocitos es la
deteccion de estimulos mecénicos y variaciones de tension y morfologia del
hueso, producidas por las cargas que soportan en su superficie, asi como su
traduccion en el remodelado 6seo. Cuando se produce la reabsorcion del hueso
por los osteoclastos, los osteocitos quedan fuera de las lagunas como células de

revestimiento en reposo (24).

Osteoblastos, osteocitos y osteoclastos juegan un papel muy importante
en la regulacion del calcio y en la homeostasis del hueso, que son los procesos

fisiol6gicos fundamentales de la modelacion y remodelacion del hueso (25).

2.1.3.3. Osteoclastos:

Embriologicamente, los osteoclastos proceden de células progenitoras
hematopoyéticas denominadas “unidades formadoras de colonias de
granulocitos/macroéfagos” (CFU, del inglés colony-forming units), precursoras
de monocitos y macrofagos. Estas células progenitoras alcanzan el hueso bien

directamente desde la médula incluida en su seno, o desde la circulacion 29,
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Las células precursoras de osteoclastos y éstos mismos expresan en su
superficie el receptor de L-RANK producido por los osteoblastos, via por la que,
junto con citoquinas como las interleuquinas 1, 6 y 11, el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), el interferon y y el factor estimulador de colonias de

macroéfagos (M-CSF), se diferencian y activan 7).

Morfolégicamente, son células multinucleadas de hasta 100 um de
didmetro con una media de unos 10 a 12 ndcleos, ricas en vacuolas y
mitocondrias y, como los osteoblastos, polarizadas. @ Con microscopia
electronica en una de las caras de su superficie muestran un sinfin de finisimos
entrantes y salientes (borde en cepillo), donde se desarrollara la reabsorcion

Osea (15),

Existe una comunicacion reciproca entre osteoblastos y osteoclastos que
activa la dinamica de la reabsorciéon. Cuando los osteoblastos se dispersan en
respuesta a la hormona paratifoidea PTH, los osteoclastos tienen la oportunidad
de unirse a esa superficie osteoide mineralizada. Esta unién implica ademaés la
adhesién a la superficie de moléculas como integrinas y otras proteinas como la
osteopontina, una fosfoproteina que afianza la uni6on de los osteoclastos al
hueso. El perimetro de unién se conoce como “zona de uniéon” y dentro de esta
zona se desarrolla el borde rugoso. Este limite rugoso constituye el territorio

donde tienen lugar las roturas enzimaéticas de la superficie del hueso.

2.2. Mecanismos de reabsorcion 6sea:

La reabsorcion 6sea es un proceso complejo que incluye la disolucién de
la fase mineral o inorgéanica y la posterior degradacién de las proteinas de la
matriz 6sea. Los mecanismos sefalizadores responsables de la formaciéon y
activacion de los osteoclastos no son del todo conocidos. Si sabemos, que estas
células sintetizan enzimas necesarias para la reabsorcion Osea, y expresan una
ATPasa bombeadora de protones, un intercambiador bicarbonato/cloro, una

fosfatasa acida resistente a tartrato, catepsina Ky la anhidrasa carbénica tipo II.
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Los osteoclastos se adhieren a la superficie 6sea mediante integrinas que
reconocen especificamente a proteinas de la matriz osteoide. El area de sellado
delimita un microespacio entre los osteoclastos y la superficie 6sea. La
desmineralizacién se produce mediante la acidificacion de ese microespacio
gracias a la accion de una ATPasa de H+ localizada en la membrana del borde en
cepillo. Para mantener el pH fisioldgico en su seno, el osteoclasto dispone de un
intercambiador CI /HCO3 en la cara opuesta al borde en cepillo y, en este
borde, un canal de Cl acoplado a la ATPasa de H+. Como consecuencia de todo
lo anterior, el osteoclasto secreta HCI en el microespacio subosteoclastico, con el
consiguiente descenso del pH hasta 4.4 y la disoluciéon del mineral. Esta
disolucién precede a la degradacion de la matriz organica, llevada a cabo, a su
vez, por proteasas como la catepsina K, secretada por los osteoclastos, y

colagenasa por los osteoblastos. (28.29)

HOLY,

[KS

AUk 1S
=EE ARG

¥

WWIEITHL AR Y
LREYET TR TR

't

ENEINIAS
LSOOIl ES

!

Fig. 7. Esquema de los mecanismos implicados en la reabsorcion 6sea por parte de los
osteoclastos. Reproducida de: Serrano S. Estructura y funcién del hueso normal. II Congreso
Virtual Hispanoamericano de Anatomia Patologica.
www.conganat.org/.../018/images/figurai0.jpg
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2.3. Regulacion de la reabsorcién osea:

El proceso de reabsorcién o6sea esta controlado por una compleja

interaccion entre las células osteoblasticas y osteoclasticas (Fig.8).

Las células encargadas de este proceso son los osteoclastos, que expresan
el ligando del activador del receptor de NFkB (RANKL). EI RANKL, tras unirse a
su receptor (RANK) en los preosteoclastos, estimula de forma potente todos los
aspectos de la actividad osteoclastica: aumenta la diferenciacion, incrementa la
actividad y disminuye la apoptosis de los osteoclastos. El RANKL es necesario y
suficiente para la activacion osteoclastica, requiriendo de otros factores
permisivos. A la interaccion RANKL-RANK se opone el senuelo del receptor
osteoprotegerina (OPG), que evita la activacion de los osteoclastos, ligando al
RANKL e impidiendo su uniéon al receptor (30). Para la osteoclastogénesis
también es necesario el factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF),
que pueden sintetizar los osteoblastos, que se liga al receptor c-fms,

incrementando la replicacion de los osteoclastos.
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@% C) Faeloges ihibidores

wbeac lastos

TidF e
=
G Ak A4
N L ‘\\ L “‘ T Apoplosis
pos e isios
-*-
/

[
PGE:
#-CF

Fig. 8 Mecanismos de regulaciéon de resorcion 6sea. (En: Lafita J. Fisiologia y

fisiopatologia 6sea. Anales Sis San Navarra, 2003; v.26 supl.3.)
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El papel de las citoquinas sigue siendo controvertido, explicando la
interaccion de las células de la médula 6sea con las células de la linea
osteoblastica; asi la Interleukina 1 (IL-1), Interleukina 6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral a (TNF a) y prostaglandina E2 parecen incrementar la
activacion osteoclastica; sin embargo, el transforming growth factor  (TGF-f)
reduciria la pérdida oOsea, incrementando la apoptosis de los osteoclastos.
Las hormonas sistémicas, que estimulan la resorcion 6sea, generalmente, no
actian directamente sobre los precursores de células osteoclasticas, sino sobre
las células del estroma-osteoblasticas. Tanto la parathormona (PTH), 1,25
dihidroxi-vitamina D y las hormonas tiroideas (HT), incrementan la expresion
de RANKL en este tipo celular, asi como, en algunos casos, inhiben la sintesis de

OPG con un efecto neto de incremento de la resorcion 6sea (31,

El efecto de los estrogenos parece ser indirecto, a través de la regulacion
de diversos mediadores, ya que su papel de control en el sistema RANKL-
RANK, se lleva a cabo exclusivamente incrementando los niveles de OPG efecto
que se potencia con su papel supresor sobre la sintesis de: IL-1, IL-6, PGE2,
GM-CSF y TNFa, frenando la diferenciacién y activacion de los preosteoclastos.
Los estrogenos también actian sobre los osteoclastos ya activados,
incrementando su apoptosis, tanto directamente como potenciando la sintesis
de TGF b. B2 La otra hormona que influye sobre la resorciéon Osea, la
calcitonina, inhibe directamente la actividad osteoclastica, si bien de forma
transitoria, por un fenéomeno rapido de regulacién (downregulation) de sus

receptores, expresados sobre los osteoclastos.

Ademas de los mecanismos comentados, existen otros factores locales,
que pueden condicionar el nivel de resorcién Osea; por ejemplo, un nivel
elevado de calcio, en el borde en cepillo de los osteoclastos, es capaz de inducir

su apoptosis.

El proceso de reabsorcion puede llegar a incrementar la fragilidad 6sea,
méas alld de lo esperable simplemente por la disminucién de la densidad
mineral. En las espiculas del hueso esponjoso se producen erosiones, durante la

reabsorcion asi como aumento de porosidad en el hueso cortical; si el fendmeno
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se repite varias veces en el mismo territorio, el resultado sera de pérdida del
armazon, sobre el que deberia sustentarse el fendémeno acoplado de formacion
O0sea, y también discontinuidad de las espiculas. Ademas, el proceso de
formaciéon 6sea requiere mas tiempo que el de reabsorciéon, por lo que si el
recambio 6seo estd muy acelerado, se compromete la mineralizaciéon, con
posterior incremento de la fragilidad del hueso. Todo ello explicaria la
asociacion, independiente de otros factores, del riesgo de fracturas con una tasa
elevada de reabsorcion 6sea (valorada por marcadores bioquimicos); asi como
que la inhibicion terapéutica de la reabsorcion puede conseguir resultados, en
cuanto a la prevencion de fracturas, superiores a los esperables por el mero

aumento de la masa 6sea (30),

2.4. Remodelado 6seo:

La masa oOsea total alcanza el maximo entre los 20 y 30 afos.
Posteriormente, se mantienen las mismas tasas de formaciéon y reabsorciéon
hasta los 40 a 50 anos de edad, momento a partir del cual la reabsorci6on
comienza a superar a la formacion y la masa 6sea total desciende lentamente. El
proceso de recambio 6seo continuo en el adulto, conocido como remodelado

0seo, afecta al 10% de la masa 6sea total cada ano 33).

Este remodelado estd ligado a las superficies 6seas y comprende una
secuencia ordenada de acciones celulares. De tal manera, en puntos
determinados de la superficie cortical o trabecular en reposo se agrupan en
primer lugar células hematopoyéticas precursoras que se diferencian “in situ” a
osteoclastos. Poco después, estas células se activan y proceden a la reabsorcion
6sea (3435), Estos comienzan a reabsorber el hueso, de forma que a lo largo de
unas dos semanas labran una pequefia cavidad que se denomina Lagunas de

Howship.

Al finalizar esta fase de reabsorcion de hueso, la cavidad labrada por los
osteoclastos es tapizada por células mononucleares de naturaleza no bien
conocida. Es la llamada fase de inversion. Después se reclutan precursores de

osteoblastos, que proliferan y se diferencian. Los osteoblastos se disponen en
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una monocapa y comienzan a sintetizar osteoide que va rellenando el hueco
abierto por los osteoclastos. Es la fase de formacion de hueso, que se prolonga
durante dos a cuatro meses. La mineralizacion de las ldaminas de osteoide se va
produciendo segin se depositan, pero con un retraso de unas dos semanas. Al
final del proceso, el resultado es que un pequeno volumen de hueso viejo ha sido

renovado por hueso nuevo (39,

Fases del remodelado 6seo (36):

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

1. Fase quiescente: Se dice del hueso en condiciones de reposo. Los

factores que inician el proceso de remodelado atin no son conocidos.

2. Fase de activacion: El primer fendbmeno que tiene lugar es la
activacionde la superficie 6sea previa a la reabsorcion, mediante la retracciéon de
las células limitantes (osteoblastos maduros elongados existentes en la
superficie endostica) y la digestion de la membrana enddstica por la accion de
las colagenasas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada se produce la

atraccion de osteoclastos circulantes procedentes de los vasos proximos.

3. Fase de reabsorcidén: Seguidamente, los osteoclastos comienzan a
disolver la matriz mineral y a descomponer la matriz osteoide. Este proceso es
acabado por los macrofagos y permite la liberacion de los factores de
crecimiento contenidos en la matriz, fundamentalmente TGF-f (factor
transformante del crecimiento ), PDGF (factor de crecimiento derivado de las

plaquetas), IGF-1y II (factor analogo a la insulina I y II).

4. Fase de formaciodn: Simultaneamente en las zonas reabsorbidas se
produce el fenomeno de agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los
factores de crecimiento que se liberaron de la matriz que actGan como
quimiotacticos y ademas estimulan su proliferacion. Los preosteoblastos
sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo tejido

y expresan BMPs (proteinas morfogenéticas Oseas), responsables de la
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diferenciacion. A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a

sintetizar la sustancia osteoide que rellenara las zonas horadadas.

1.5. Fase de mineralizacion: A los 30 dias del dep6sito de osteoide
comienza la mineralizacién, que finalizara a los 130 dias en el hueso cortical y a

90 dias en el trabecular.

Y de nuevo empieza fase quiescente o de descanso.
FASES:

Células limitantes — Oy

Membrana endostica Quiescente
_
Hueso mineralizado
Y 7
Retraceion de células - )
Reabsorcion de membrana Activacion
L o
Osteoclastos L ]
Reabsoreion
L 7
Ostenhlastos -
Matriz Osteoide Y
Formacion
L ’

Tejido dseo neoformado - W Mineralizacidn

mineralizado
L .

Unidad édsea estructural W\ Quiescente
L >

Fig. 9. Fases de Remodelado Oseo. Modificado de: Compston JE. Sex steroids and bone.
Physiol Rev 2001;81:419-47.
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Este remodelado se produce a lo largo de toda la vida, y est4 influido por

ciertos factores reguladores.

2.5. Factores que regulan el remodelado 6seo:

2.5.1. PARATHORMONA (PTH): Estimula el agrupamiento y
actividad de los osteoclastos, favoreciendo la reabsorciéon en el que debe ser su
principal efecto sobre el hueso. Ademas, la PTH posee una accién estimuladora
de la formacion 6sea mediada por factores de crecimiento, a través de la sintesis
de IGF-I1 y TGF-3 37, Este doble efecto de reabsorcion y formacion se explicaria
porque la PTH administrada de forma continua estimularia la reabsorcién 6sea
a través de la sintesis de un factor favorecedor de la osteoclastogénesis (RANKL)
por parte de las células osteoblasticas, mientras que a dosis intermitentes
estimularia la formacion de hueso, asociado a un incremento de los factores de
crecimiento mencionados anteriormente y a una disminucion de la apoptosis de

los osteoblastos.

2.5.2. CALCITONINA (CT): Inhibe la proliferacion de las células
precursoras de osteoclastos y, mediante receptores en éstos, disminuye la
reabsorcion oOsea. Es discutible, que tal efecto tenga importancia en el
remodelado fisiologico, ya que los osteoclastos escapan pronto del bloqueo de su

accion por la CT.

2.5.3. 1,25(0OH)2 o VITAMINA D: Hormona esteroidea que favorece la
absorcion intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la mineralizacion 6sea. Los
metabolitos activos de la vitamina D son necesarios para la mineralizacion
normal de la matriz osteoide y para el desarrollo fisiologico del esqueleto, y
simultaneamente poseen un efecto estimulador de la reabsorcién 6sea por los

osteoclastos (38,

2.5.4. ESTROGENOS: Los estrégenos, tanto como, los androgenos y la
progesterona tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, bien directamente,
merced a receptores en osteoblastos, o mediante la sintesis de factores locales

de crecimiento estimulantes de la accidon de esas células. Los estrogenos tienen
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un doble efecto sobre el metabolismo 6seo: por un lado favorecen la formaciéon
O0sea al aumentar el namero y funciéon de los osteoblastos y por otro lado,
disminuyen la reabsorcién. Se han descrito receptores de estrogenos en
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos humanos. Investigaciones recientes han
comprobado que los estr6genos pueden aumentar los niveles de
osteoprotegerina (OPG), proteina producida por los osteoblastos que inhibe la
reabsorcion (39), por lo que podrian jugar un papel importante en la regulacion
de la osteoclastogénesis. Es por esto que la deficiencia de estrogenos durante la
menopausia constituye el factor patogénico mas importante de la pérdida 6sea

asociada a la osteoporosis.

2.5.5. GLUCOCORTICOIDES: Inhiben la produccion de IGF-I por los
osteoblastos y su sintesis de matriz osteoide. A dosis altas tienen efectos
catabolicos sobre el hueso, ya que inhiben la sintesis de IGF-I por los
osteoblastos, y suprimen directamente la BMP-2 y el Cbfa1, que son factores
criticos para la osteoblastogénesis 40). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que a dosis fisiologicas tienen capacidad osteogénica favoreciendo

la diferenciacion osteoblastica (4,

2.5.6. HORMONA DE CRECIMIENTO (GH): Estimula la produccion
de colageno y proteinas no colagenas por los osteoblastos; y, ademas, al
estimular la sintesis de los factores de crecimiento semejantes a la insulina
(IGF) por el higado y los propios osteoblastos, favorece la diferenciaciéon de los

preosteoblastos y la proliferacion de osteoblastos (42).

2.5.7. IGF 1 y Il (Insulin-like Growth Factors | and II):
Incrementan el namero y funcién de los osteoblastos, favoreciendo la sintesis de
colageno . Circulan unidos a proteinas de union (IGFBP de IGF-binding
protein), que a su vez pueden ejercer efectos estimulantes o inhibidores sobre el
hueso. Los IGFs estan regulados por hormonas y factores de crecimiento
locales; asi la GH, los estrogenos y la progesterona aumentan su produccion,
mientras que los glucocorticoides la inhiben. Asimismo, IGF-1y II, median en
la interaccidén osteoblasto-osteoclasto e intervienen de forma activa en el

remodelado 6seo ). El IGF-II es el factor de crecimiento més abundante de la
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matriz 6sea, es importante durante la embriogénesis, pero sus efectos sobre el

esqueleto ya desarrollado actualmente se desconocen (10),

2.5.8. CITOQUINAS: Son polipéptidos sintetizados en células

linfociticas y monociticas que juegan un papel importante en maultiples

funciones celulares, como en la respuesta inmunolégica, la inflamaciéon y la

hematopoyesis, con un efecto autocrino y paracrino. En el hueso son

importantes las siguientes:

Interleuquina 1 (IL-1): Estimula directamente la reabsorcion
osteoclastica, incrementando la proliferacion y diferenciaciéon de los pre-
osteoclastos asi como la actividad osteoclastica e inhibiendo la apoptosis
de los osteoclastos“3). En realidad son tres moléculas diferentes
relacionadas: IL-1a, IL-1P y antagonista del receptor de IL-1, siendo esta
ultima inhibidora del efecto de las dos primeras. Su accion sobre la
reabsorcion puede ser directa e indirecta, a través de la sintesis de

prostaglandinas.

Interleuquina 6 (IL-6): Estimula la reabsorcion 6sea y parece implicada
en la patogenia de la enfermedad de Paget (44). Se cree que juega un papel
importante en las etapas iniciales de la osteoclastogénesis. Se produce en
respuesta a PTH, IL-1y 1,25(0OH).Ds3.

Interleuquina 11 (IL-11): Se produce en la médula 6sea e induce la

osteoclastogénesis.

Prostaglandinas (PG): In vitro favorecen la reabsorcion Osea,
fundamentalmente la PGE., pero también la PGE,, PGG., PGI. y PGH.
(45), Estudios in vivo, midiendo los niveles de prostaglandinas en el
liquido crevicular, han demostrado su participacién en la destrucciéon

Osea que tiene lugar en la enfermedad periodontal 49,
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2.5.9. PROTEINAS MORFOGENICAS OSEAS (BMPs: Bone
Morphogenetic Proteins): Las proteinas morfogenéticas Oseas estan
incluidas dentro de la familia de los TGF-B. Constituyen un grupo de 15
proteinas capaces de conseguir la transformacién de tejido conjuntivo en tejido
0seo, 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 embriogénesis participan en la formacién de hueso y cartilago.

Actualmente se las considera como los factores mas potentes de la
diferenciacion osteoblastica 19). Canalis et al. 47) creen que ademas de estimular

la osteogénesis inhiben la osteoclastogénesis.

2.6. Osteointegracién y Biologia Osea en Implantologia
Oral:

Las enormes posibilidades terapetticas que ofrece han hecho de la

implantologia oral la rama de la Odontologia que més se ha desarrollado en los

altimos 15 afos.

Un requisito imprescindible para el éxito del tratamiento implantolégico
es la union firme, estable y duradera del implante dental al sustrato 6seo que lo
engloba, para luego poder construir sobre él una restauracion protésica. En este
sentido, Branemark (1965) fue el primero en definir el concepto de
osteointegraciéon como: “La conexién estructural y funcional directa entre el
hueso vivo, ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga

funcional” 48),

La osteointegracion requiere la formacion de hueso nuevo alrededor del
implante, proceso resultante de la remodelacion en el interior del tejido 6seo. El
proceso lo inician los osteoclastos, que son las células responsables de
reabsorber la zona necrotica originada por el fresado 6seo durante la
preparacion del lecho receptor 6seo. Junto a ellos, la neoformacion vascular
aportard los elementos celulares, los osteoblastos, que creardn hueso nuevo

capaz de interaccionar con la capa de 6xido de titanio del implante para integrar
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biolégicamente al mismo. Los osteoblastos se diferenciaran posteriormente a

osteocitos incluidos en la matriz 6sea mineralizada.

Si consideramos ultraestructuralmente la interfase hueso-implante
debemos referirnos al concepto de biointegracion, que es la union bioquimica
directa entre el hueso vivo y la superficie del implante, demostrable a través de
microscopia electronica, independientemente de cualquier mecanismo
mecanico de interunién. Asi, el espacio existente entre el tejido o6seo
mineralizado y la capa de plasma de titanio del implante no es mayor de 10 A y
aparece lleno de un material matriz, los proteoglicanos 49. Una red de colageno
rodea los osteocitos y se inserta en la capa de glucoproteinas, que se fusiona con
la capa de 6xido de titanio. Se cree que el 6xido de titanio del implante induce la
formacién de glucosaminoglucanos sulfatados (59). Las trabéculas 6seas crecen
acercandose al implante y contactando con la capa de plasma. Por ellas llegan
los vasos que aportan nutriciéon, elementos celulares para la remodelacion y
rodean el implante; los fibroblastos y osteoblastos aumentan y al acercarse al
implante se unen a la capa de 6xido. Forman sustancia fundamental que llena
los espacios trabeculares y se fusiona con la capa de 6xido de titanio. Por tanto,
y en contra de lo que se creia hasta hace unos afios, la interfase implante-tejidos
orales es una zona dindmica sometida a una intensa actividad remodeladora por

parte de las células Oseas y la matriz extracelular (v,

Aunque hoy en dia los nuevos disefios y tratamientos de superficie de los
implantes estan permitiendo en algunos casos reducir los tiempos de carga, se
establece de forma general un periodo de osteointegraciéon de tres meses en

mandibula, y de seis meses en el maxilar superior.

2.7. Papel de la GH en el remodelado 6seo:

En 1969 se demostrd por primera vez un incremento en la masa 6sea
después del tratamiento sistémico con GH en perros 2, asi como un
incremento en la densidad mineral 6sea en personas mayores de 60 anos,

después de seis meses en tratamiento con GH (3). Brixen et al. demostraron que
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la GH era capaz de estimular el recambio 6seo, aumentando los marcadores de
reabsorcion y formacion 6seas en sujetos sanos, y los valores de osteocalcina,
que es una proteina cuya concentracion en suero refleja la actividad
osteoblastica, aumentaban durante seis meses, después de una semana de

tratamiento con GH 4,

La GH sistémica ha sido usada para estimular de forma experimental la
reparacion de fracturas 6seas ratas viejas y jovenes, mostrando un incremento
de un 400% en las propiedades biomecéanicas cuando se comparo con un grupo
control no tratado (55:56), Recientes estudios han mostrado que la GH puede
también tener un efecto local, asi Guicheux et al. observaron que la
administracion local de GH fue capaz de mejorar el proceso de sustitucion de
biomateriales por hueso a través de la aceleracion del proceso de remodelado

0seo, estimulando la sintesis de colageno, osteocalcina y fosfatasa alcalina (7).
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OBJETIVOS:

Los objetivos de nuestra investigacion, realizada en perros de

raza Beagle de experimentacion animal, fueron:
1. Evaluar el efecto de la aplicaciéon topica de hormona de
crecimiento en el proceso de osteointegracion de implantes dentales

a los 14 dias de su colocacion.

2. Valorar la posible aplicacion clinica de la hormona de

crecimiento en los procesos de osteointegracion en la cavidad oral.
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MATERIAL Y METODOS:

1. Animales, procedimiento quirargico v tratamiento:

Tras obtener la aprobacién por parte del Comité de Etica de la
Universidad de Granada, nuestro estudio se realizé en 12 perros macho de raza
Beagle, procedentes de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Cérdoba
(Espana), que se estabularon en el Servicio de Experimentacion Animal de la
Universidad de Granada (Espafia). Los animales, que recibieron alimentacion
ad libitum con dieta sélida a base de pienso y agua y cuyos estabularios fueron
cuidados diariamente, permanecieron en el animalario hasta la edad de estudio,

que comenzo a los 14 meses.

El estudio siguié en todo momento los principios éticos en investigacion y
docencia con modelos animales definidos internacionalmente 8 y aceptados
por la Sociedad Espaiiola para las Ciencias del Animal de Laboratorio (SECAL),
dentro de la legislacion basica actual: REAL DECRETO 223/1988, de 14 de
Marzo, sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros

fines cientificos (59).
1.1. EXODONCIAS:

Con la finalidad de la colocacién posterior de implantes dentales, entre
los 14 y 16 meses de edad se realizaron las exodoncias de premolares y molares
superiores e inferiores a los 12 perros bajo anestesia general. Se conservo el
sector anterior (superior e inferior) de canino a canino para que los perros

pudieran mantener una minima funcién masticatoria.

Todas las intervenciones se realizaron bajo la supervision del Veterinario

del Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Granada.
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Para la induccion anestésica se utilizo la siguiente medicacion (el calculo
de las dosis de los farmacos se hizo en funcion del peso de los perros, entre 16 y

18 Kg aproximadamente):

» Calmo Neosan® (Maleato de Acepromazina): 0.5-1 mg/Kg peso (1-2
ml/10 Kg peso) via i.m., como tranquilizante 15 minutos antes de la

anestesia general.
» Anestesia general, compuesta de:
e Imalgene® (Ketamina + Clorbutol): 5-8 mg/Kg peso via i.v..

e Calmo-Neosan®, como coadyuvante del anestésico a la dosis

arriba indicada.
» Atropina 0.05 mg/Kg peso via s.c.., para disminuir las secreciones.

Como medicacion antiinflamatoria/analgésica y antimicrobiana se

utilizo6:
» Voren Antiinflamatorio® (Dexametasona isonicotinato): 1-2 ml via i.m..
> Bivamox Antibidtico® (Amoxicilina): 2 ml via i.m..

El antibidtico y el antiinflamatorio se administraron al terminar la
intervencién quirdrgica y posteriormente cada 2 dias durante un total de 4 dias,
para prevenir la infecciéon e inflamacion postoperatorias, como establecen los

comités de ética de experimentacién animal.

Durante todo el procedimiento quirtrgico la via i.v. del perro fue
mantenida con un suero glucosalino (250 cc.) que permitia la administracion de
la medicacion anteriormente referida. El suero era transfundido en su totalidad
después de terminar la intervencion para facilitar la hidratacion y recuperacion

postquirdrgica del animal.

Después de la intervencion quirargica se trasladaba a los perros, atin bajo
los efectos de la anestesia general, del quir6fano a su estabulario para que, bajo

supervision veterinaria, se recuperasen progresivamente de la operacion.
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Durante los dias posteriores se revisaron periodicamente los perros,
sobre todo el estado de las heridas postexodoncias, cuidado y limpieza de las
mismas para evitar infecciones, asi como la evolucion del estado general de los

animales.
1.2. COLOCACION DE LOS IMPLANTES.

Tras dos meses como tiempo de espera para la cicatrizaciéon y
regeneracion del hueso alveolar, se procedié a la colocacién de los implantes
dentales, aproximadamente entre los 16 y 18 meses de edad de los perros. La

medicacion utilizada fue similar a la descrita en la fase quirtargica anterior.

En cada mandibula se colocaron ocho implantes de 3,25 mm de didmetro
y 10 mm de longitud. En este trabajo fueron evaluados dos implantes en cada
lado de la mandibula (cuatro implantes en total). Los cuatro implantes restantes

fuero utilizados para otra investigacion.

Los cuatro implantes de nuestro estudio fueron asignados de forma
aleatoria en localizaciones mesiales y

distales de cada hemimandibula.

Antes de la colocacion del
implante se aplico al lecho 6seo receptor
de cada hemimandibula 4UI de rhGH
(Saizen®; Serono Laboratories, Madrid,

Espaiia) en forma de polvo liofilizado.

En los lechos o6seos donde se

colocaron los implantes control no se

Fig. 10. Implantes colocados en mandibula
de perro Beagle.

aplic6 ningin tratamiento topico.

Técnica Quirurgica.

El protocolo seguido correspondié a la técnica convencional de
colocacion de implantes oseointegrados(®), cuyos pasos se describen a

continuacion:
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Incisién crestal con un bisturi con hoja del nimero 15, que se extendi6 a lo
largo del cuerpo mandibular desde distal del canino hasta 15 6 20 mm hacia

distal del punto de colocacién del Gltimo implante.

Diseccion roma mediante el uso de periostotomos de Molt y Williger. Se
procede a levantar un colgajo de espesor total, de amplitud suficiente para
tener acceso a la cresta edéntula, incluyendo las corticales vestibular y
lingual; de esta forma se verifica la integridad del reborde alveolar después

de las exodoncias.

Elaboracion del lecho receptor de los implantes. Se realiza en el reborde 6seo
un lecho de morfologia y dimensiones similares al implante a colocar.
Utilizamos un micromotor (CHIROPRO 980. CA 100121. Bien Air®) con
irrigacion externa con suero fisiologico para evitar el sobrecalentamiento y
necrosis del tejido o6seo, y fresas de osteotomia de diametros
progresivamente mayores para realizar las preparaciones mediante un

fresado secuencial (kit de fijacion de implantes Implant Microdent System):

+ Fresa de marcaje o piloto, recta, de pequeno didmetro (1-1.5 mm). Es la
primera fresa utilizada una vez que disponemos del campo operatorio
correctamente preparado. Nos sirve para marcar el lugar de colocacion e
iniciar la preparacion a través de la cortical y de los primeros milimetros

de hueso esponjoso.
+ Fresa intermedia, de diAmetro inferior al de la fresa definitiva. Se utiliza
para ampliar la osteotomia, ensanchando el diAmetro de la preparacion
iniciada con la fresa de marcaje, hasta la longitud definitiva (10 mm)

preestablecida para la fijacion.

+ Fresa de avellanado. Sirve para preparar los primeros milimetros del

neoalveolo, en los que se alojara la porcion mas cervical del implante.

+ Fresa final, de longitud y diametro definitivos.
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e Aplicaciéon tépica de GH en el lecho 6seo receptor segin el procedimiento

escrito anteriormente.

¢ En los lechos 6seos donde se colocaron los implantes control no se aplic
rhGH.

e Colocacion de los implantes. Los implantes utilizados fueron implantes
roscados (Implant Microdent System, plataforma didmetro 5.60 mm y
didmetro de ntcleo 3.25 mm, longitud 10.00 mm - MK 555010. Barcelona,
Espana). Los implantes fueron llevados a la preparacion para proceder al
roscado de forma manual, y terminar de forma mecanica mediante llave de

presion o carraca.

e El espacio minimo que se dejo entre cada implante fue de 5 mm, para evitar

e Colocacién del tornillo de cierre o de cicatrizacion.

e Sutura con seda reabsorbible (Dexon 3-0, Davis & Genk, NJ, USA) y
administraciéon del remanente de suero glucosalino utilizado durante la
intervencion.

1.3. SACRIFICIO Y EXTRACCION DE LA MANDIBULA.

En la tercera y ultima fase de experimentacién animal los perros
fueron sacrificados a las dos semanas de la intervencién implantolégica con

el objetivo de valorar la osteointegracion en dicho periodo de tiempo.

Para la eutanasia de los animales se sigui6 la siguiente pauta

farmacologica:
¢ CalmoNeosan® (maleato de acepromazina): 2,5 -3 cc. via i.m. +

Imalgene 1000® (ketamina + clorbutol): 2 cc. via i.m., como premedicacién

sedante.
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e Pentobarbital sédico (Dolethal®, Vétoquinol, Buckingham, UK): 3

cc. via i.v.

Una vez constatada por el veterinario la muerte del perro, procedimos
a la diseccion y extraccion de la mandibula para llevar a cabo el estudio
histomorfométrico. Para ello, utilizando un bisturi con hoja del nimero 15y
un periostotomo de Molt, se diseccionaron los tejidos orales adheridos al
cuerpo mandibular. Primero se diseccioné la mucosa y musculatura de la
cara vestibular, y después la mucosa lingual, tejidos y musculos del suelo de
la boca. Posteriormente, con la ayuda de un micromotor (Microproccesor
Vmax Volvere NE 120®), Nakanishi INC.) y una fresa de osteotomia, con
irrigaciéon con suero salino, realizamos dos cortes transversales en ambos
lados del cuerpo mandibular, con un margen distal de aproximadamente 10
6 15 mm con respecto a los implantes colocados mas distales, y se procedio
de forma cuidadosa a la extraccién de la mandibula. Esta se introdujo en un
recipiente de plastico herméticamente cerrado con formaldehido 3.7-4.0%,

tamponado a pH=7 y estabilizado con metanol DC (Panreac DC ref.

252031.1214).
Las mandibulas en formaldehido se enviaron al Departamento de

Ciencias Clinicas Veterinarias de la Universidad de Santiago de Compostela

para realizar el analisis histomorfométrico.

2. Obtencion v preparacion de las muestras:

2.1. PREPARACION HISTOLOGICA DE LAS MUESTRAS DE
TEJIDO OSEO.

Tanto la preparacion como el analisis histologico de las muestras de
tejido 6seo fueron realizados en el Laboratorio de Implantes de la Unidad de
Cirugia, Departamento de Ciencias Clinicas Veterinarias de la Universidad

de Santiago de Compostela.
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Las muestras fueron procesadas para su estudio utilizando las
técnicas de inclusién en metacrilato descritas por Donath (69, realizando los

pasos que siguen:
Fijacion:

Se realiz6 mediante inmersion de los bloques en formol al 10%
durante un minimo de dos semanas debido al gran tamafno del fragmento

Oseo.
Deshidratacion:

Se realiz6 mediante pases sucesivos de los segmentos 6seos por
alcoholes de distinta concentracion bajo agitacion constante, como se indica

a continuacion:

e 70 % alcohol durante tres dias.
e 80 % alcohol durante tres dias.
e 96 % alcohol durante tres dias.
e 100 % alcohol durante tres dias.

e 100 % alcohol durante tres dias.
Infiltracion:

La infiltracion plastica se realizO mezclando glicolmetacrilato
(Technovit 7200®, VLC - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) y
perdxido de benzoilo (BPO®: Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) al
1% con alcohol etilico a distintas concentraciones, finalizando con dos
infiltraciones de glicolmetacrilato puro, bajo agitaciéon constante, segin el

siguiente procedimiento:

e Technovit 7200® + BPO: alcohol | (30:70) durante tres dias.
e Technovit 7200® + BPO: alcohol | (50:50) durante tres dias.
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e Technovit 7200® + BPO: alcohol | (70:30) durante tres dias.
e Technovit 7200® + BPO | (100) durante tres dias.

e Technovit 7200® + BPO | (100) durante tres dias en vacio.

Inclusion y polimerizacion:

Para llevar a cabo la inclusién se introdujeron las muestras de tejido
en unos moldes de polietileno que posteriormente se llenaron con resina

(Technovit 7200®) bajo el efecto del vacio.
La polimerizacion tuvo lugar en dos pasos:

» Paso 1: usando una luz de baja intensidad (manteniendo los moldes a
una temperatura por debajo de 40° C, para que la resina se

polimerizara extensamente). Este paso dura cuatro horas.

» Paso 2: usando una luz azul de gran intensidad, de forma que el
metacrilato que ha sido incluido dentro del tejido también resulte
completamente polimerizado. Este paso tiene una duracién de doce

horas, debido al gran grosor de nuestras muestras.

Por ultimo, permanecieron en la estufa durante 24 horas para que el

BPO terminara su proceso de polimerizacion.

Preparacion del bloque para obtener una superficie

paralela:

Una vez polimerizado, se extrajo el bloque del molde. El siguiente
paso fue realizar un corte preliminar para aproximar el area de interés mas
cerca de la superficie del bloque. Esto se realiz6 con la ayuda de una sierra de
banda (Exakt 300), e irrigando para evitar el sobrecalentamiento de la
muestra, que deterioraria los tejidos que rodean al implante. Después se
procede a realizar una radiografia del especimen en dos proyecciones para

hacer un corte del implante por la mitad. Una vez cortado por la mitad los
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bloques se montaron en una lamina acrilica con ayuda de una resina
(Technovit 4000® - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) mediante
el empleo de una prensa de pegado y una bomba de vacio, que sujeta el porta
a la parte superior de la prensa. La resina se extendi6 por la parte de atras
del bloque, de manera que la parte que va a ser examinada contacte con la
parte de debajo de la prensa de pegado. Cuando la polimerizacion finalizo el

bloque estuvo listo para ser pulido.

Preparacion de la superficie de interés:

El siguiente paso fue el pulido de la muestra por la superficie de
interés con la ayuda de papeles abrasivos del niimero 1200. Tras realizar esta
practica, y con la ayuda de la prensa de fotopegado y una resina especifica
(Technovit 7210® - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) la cara a
estudiar se peg6 en el porta definitivo. Posteriormente, utilizando una sierra
de banda (Exakt 400, System, Aparatebau GMBH, Hamburg, Alemania) y un
portamuestra de vacio, se realizé un corte preliminar obteniendo una seccién
fina de 200 micras aproximadamente. Esta seccion fue sometida a un
microdesgaste (Exakt-Micro Griding System®, Aparatebau GMBH,
Hamburg, Alemania) y pulido con papeles de carburo de silicio de 1200 y

4000.

Como resultado final se obtuvieron secciones de aproximadamente 70

micras de espesor.
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Tinciones:

TABLA 2. Tinciéon de LEVAI LACZCO.

TINCION DE LEVAI LACZCO

@

N o H

Procedimiento:
Sumergimiento en peroxido de hidrogeno (H.0.) al 30% durante 5
minutos con movimiento constante.
Lavado con agua corriente dos veces.
Descalcificacion de la superficie con acido acético (CH;COOH) durante 1
minuto.
Lavado con agua corriente dos veces.
Sumergimiento en la Solucién A durante 20 minutos
Lavado con agua corriente dos veces
Sumergimiento en “Pararosanilina” durante 5 segundos. Los cortes se
deben sumergir individualmente en esta tincion.

Lavado con agua corriente y secado.

Solucion A Materiales

> Solucion A:

Una parte de Azur II con una parte
de azul de metileno y dos partes de
Na.CO; (1%).

Las soluciones deben ser filtradas

antes de su uso.

Azur IT (Merck Art. No. 9211) al 1%
en agua destilada.

Azul de metileno (Merck Art. No.
1283) a 1% en agua destilada.
Na,CO5 (Merck Art. No. 6392) a 1%

en agua destilada.

> Solucion B:

Pararosanilina (Sigma Art. No.

1528) a 1% en agua destilada.
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2.2. EVALUACION HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA.

La histomorfometria es una valoracién cuantitativa que permite la
medicion bidimensional (anchura, longitud, perimetro y é&rea) vy
tridimensional (volumen, anchura y superficie) en diferentes tejidos vivos,
entre ellos el tejido 6seo. La evaluacion histolégica del hueso se ha visto
limitada durante afios por las dificultades técnicas, de tal manera que antes
de 1960 se realizaban Gnicamente técnicas de decalcificacién que permitian
obtener un tejido lo suficientemente blando para incluirlo en parafina. Sin

embargo, esta técnica presentaba una serie de inconvenientes (62):

e No distinguia el hueso mineralizado del no mineralizado.

e En la mayoria de los casos se producian fen6menos de retracciéon de la
interfase hueso/médula 6sea que dificultaban la evaluacion de las células

que intervienen en el remodelado.

e Imposibilitaba el estudio de la dindmica 6sea mediante marcaje con

tetraciclinas.

Con el desarrollo técnico de medios duros de inclusion (monémeros
plasticos) y de microtomos especiales se ha permitido cortar el hueso sin

descalcificar y de esta manera realizar nuevos estudios.

Los parametros histomorfométricos resultan de relacionar entre si
una serie de recuentos y mediciones efectuadas en el tejido oOseo,
permitiéndonos definir cuantitativamente las caracteristicas estructurales y
funcionales del hueso en condiciones normales, patologicas o

experimentales(63),

En nuestro estudio, para el analisis histomorfométrico se procedi6 a
la captura de las iméagenes con un microscopio 6ptico (Olympus CH3o0,

Nagano, Japén), al que se le acopl6 una camara digital (Olympus DP12,
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Nagano, Jap6n), de este modo, las imagenes se magnificaron 40X La captura
de las imagenes se realizé con un objetivo de cuatro aumentos, y utilizando
filtros para polarizar la luz. El analisis de imagenes se realizd con el
programa informatico Microimage 4.0® (Media cybernetics, Maryland,
USA).

El analisis histomorfométrico fue realizado por el mismo investigador,
que desconocia a qué grupo (experimental o control) pertenecia cada

muestra.

Los parametros histomorfométricos analizados en nuestro estudio

fueron los siguientes (Fig 11) (64):

BIC (Bone-to-implant contact ratio):

El parametro BIC corresponde al porcentaje de integracion o ratio de
contacto 6seo, y se define como el hueso en contacto directo con el implante
en relacion al perimetro total de éste. Se empieza la medida en el hombro de
un lado del implante hasta el hombro del lado contrario. Se expresa en forma

de porcentaje y se calcula de la siguiente forma:

BIC = (longitud superficie del implante en contacto directo con hueso/ longitud

total del implante) x 100

HUESO PERIIMPLANTARIO TOTAL (Periimplant bone area):

Para determinar la densidad 6sea alrededor del implante se utilizaron
en la histomorfometria pequenos rectangulos formados por una linea que
une los picos de las roscas de los implantes, y a una distancia de un
milimetro de éstas (dimensiones aproximadas del rectangulo: 1 mm x 1,2
mm) (Fig.11); de esta manera, el hueso periimplantario total se define como
el area de hueso dentro de los rectangulos dividida entre el area total de
tejido en el interior de los mismos (aproximadamente 1.247.227 micras

cuadradas) (x 100). En cada implante se determinaron ocho rectangulos y se
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calcularon la media y el total de las areas. El resultado final es la media de

los porcentajes de hueso de todos los rectangulos alrededor del implante.

®» HUESO INTERROSCA (Inter-thread bone area):

Se define como el area de hueso dentro de las roscas del implante
dividida entre el area total de tejido comprendida en las mismas (el area de
cada triangulo interrosca tiene aproximadamente una superficie de
155.993,40 micras cuadradas) (Fig. 11). El resultado final se multiplica por

100y se expresa, como en las variables anteriores, en forma de porcentaje.

HUESO PERIIMPLANTARIO:
» Rectangulo 1 mm e 1,2 mm
« 8 rectangulos/implante

BIC: bone-to-implant contact

ratio o0 porcentaje de
contactn Asen

=——p | HUESO INTERROSCA

Figura 11. Representacion de los parametros de osteointegracion determinados en el estudio

histomorfométrico

®» PORCENTAJE DE NEOFORMACION OSEA.

Se define como el area de hueso nuevo formado tras la colocacion del
implante. Puede ser consecuencia del proceso de remodelado del hueso ya
existente, o de la formacion de nueva matriz osteoide tras la diferenciacion
de células preosteoblasticas, que llegan a través de los vasos sanguineos al
lecho alveolar. El hueso neoformado se localiza fundamentalmente entre las
roscas de los implantes, aunque también lo encontramos en la zona

periimplantaria.
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3. Analisis Estadistico:

Todos los datos se expresan como valor medio + error estandar de la
media (SEM). Para analizar las diferencias entre las distintas variables se
utilizo el test de la t de Student (y en su caso el test aproximado de Welch)
para muestras apareadas o independientes segiin procedio. Los calculos se
realizaron con la versiéon 11.0 del programa SPSS (Chicago, IL, Estados
Unidos) con licencia de la Universidad de Granada (N° Licencia: 7837432).

El nivel de significacion estadistica se establecié en P<0.05.
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1. RESULTADOS:

Los resultados obtenidos en los distintos pardmetros histomorfométricos

de osteointegracion se describen en la tabla 3.

TABLA 3. Parametros histomorfométricos de la osteointegracion en los
implantes control y los implantes tratados con GH t6épica, dos semanas después

de su colocacion.

Los datos se expresaron como valor medio + error estandar de la media (SEM) *** P<0.0001y

**P<0.001 vs. implantes control. N.S: Estadisticamente no significativo.

PARAMETROS IMPLANTES N A bos
HISTOMORFOMETRICOS CONTROL (n=12) CON GH (n=12)
BIC: HUESO EN CONTACTO DIRECTO CON 25.05 +2.43 40.19 +£2.51 **%*
EL IMPLANTE (%)
AREA PERIIMPLANTARIA TOTAL (%) 53.40 + 4.58 69.57 + 3.53 **
HUESO INTERROSCA (%) 25.08 +3.47 27.92 +3.31 N.S.
NEOFORMACION OSEA (%) 28.65+1.92 35.18 +£0.3] ***

Se puede obsevar que existe un aumento significativo de hueso en
contacto directo con el implante (BIC), del &rea periimplantaria total y de
neoformacion o6sea; en los implantes tratados con GH en comparacion con los
implantes control. Se aprecia un mayor porcentaje de hueso interrosca en los
implantes en los que se aplico GH topica en el lecho 6seo, respecto a los

implantes control, pero de un modo no estadisticamente significativo.
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1.1. BIC (bone-to-implant contact ratio):

En la Figura 12, se representa el BIC en los implantes control y en los
implantes con GH toépica. Se puede apreciar como dos semanas después de la
intervencion, la GH aument6 de forma significativa (p<0.0001) el perimetro de
hueso en contacto directo con los implantes, en relacion a aquellos del grupo

control que no recibieron tratamiento.

m —
N Implantes control
Y Implantes tratados con GH
m —
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o
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Figura 12. Porcentaje de contacto 6seo (bone-to-implant contact ratio: BCP) en los
implantes control y tratados con GH topica dos semanas después de la intervenciéon

implantolodgica. *** P<0.0001 vs. implantes control.
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1.2. Hueso Periimplantario Total:

En la Figura 13, se expresa el porcentaje de hueso en la zona
periimplantaria en los implantes control y tratados con GH topica. La GH
aument6 significativamente (p<0.0001) la densidad 6sea alrededor de los

implantes dos semanas después de su colocacion.

10 B Implantes control
B [mplantes tratados con GH

E 80+ i
L
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o
=
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Fig. 13. Porcentaje de hueso total en la zona periimplantaria (periimplant bone area)
en los implantes control y tratados con GH tépica dos semanas después de la intervencion

implantolobgica. ** P<0.001 vs. implantes control.
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En la Imagen 1, se ve una vision histométrica en la que se puede apreciar
como a las dos semanas existe un bajo porcentaje de tejido 6seo en contacto con
el implante, y una gran cantidad de tejido vascular y conjuntivo, con poca

formacion de hueso, en la zona periimplantaria de los implantes que no fueron

tratados con GH.

Seccion del implante

Zona periimplantaria

Imagen 1. Corte histolégico de un implante control sin tratar con GH tdpica. Seccion

correspondiente a la zona periimplantaria.
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En la Imagen 2, vision histométrica de una seccion sagital de un implante
impregnado con GH toépica. Podemos apreciar, en relacion al grupo control, un
mayor porcentaje de tejido dseo en contacto con el implante, con una mayor
formacion de hueso y escasa aparicion de tejido vascular y conjuntivo en la zona

periimplantaria.

Seccion del implante

Imagen 2. Corte histolégico de un implante control tratado con GH toépica. Secciéon

correspondiente a la zona periimplantaria.
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En la Imagen 3, se observa una seccion sagital de un implante con GH, en
relacion al grupo control, con un mayor porcentaje de tejido 6seo en contacto
con el implante, con una mayor formaciéon de hueso y escasa aparicion de tejido

vascular y conjuntivo en la zona periimplantaria.

Seccion del implante

Neoformacién dsea

Hueso maduro

Tejido conjuntivo y vascular

Imagen 3. Vista histométrica de un implante tratado con GH topica. Se observa el mayor
porcentaje de hueso en contacto con el implante en comparacidon con secciones similares en

implantes control.
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En la Imagen 4, se observa un corte sagital de un implante control no
tratado con GH tépica. En esta seccion existe mayor porcentaje de tejido

conjuntivo y vascular, y menor porcentaje de hueso nuevo o maduro.

Seccion del implante

Imagen 4. Vista histométrica de un implante control. Las areas blancas corresponden a tejido
vascular y conjuntivo, las zonas azul oscuro a hueso nuevo, y las zonas azul claro a hueso

maduro.

-58 -



Cecilia Vander Worf Ubeda TESIS DOCTORAL

1.3. Hueso Interrosca (Inter-thread bone area):

En la Figura 14, se representa el porcentaje de hueso en el area
interrosca, en los implantes control y tratados con GH. La GH no aumento el
porcentaje de hueso interrosca de una forma significativa respecto a los

implantes control (P>0.05).

100~

— Implantes control
80 . Implantes tratados con GH

2 Humso INntarrosca

Fig. 14. Porcentaje de hueso en la zona interrosca (inter-thread bone area) en los
implantes control y tratados con GH toépica dos semanas después de la intervencion

implantologica. NS: P>0.05 El resultado no fue estadisticamente significativo.
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1.4. Neoformacion ésea:

En la Figura 15, podemos observar el porcentaje de neoformacién 6sea en
los implantes control y tratados con GH. La GH aument6 significativamente
(p<0.0001) la formacion de hueso nuevo dos semanas después de la colocacion

de los implantes.
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Fig. 15 Porcentaje de neoformacion 6sea en los implantes control y tratados con GH
topica, dos semanas después de la intervencion implantologica. *** P< 0.0001 vs. Implantes

control.
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DISCUSION:

Nos propusimos evaluar la accion de la GH sobre el proceso de
osteointegracion de implantes dentales, colocados en la mandibula de perros
Beagle, a las dos semanas de la intervencién quirargica. Decidimos optar por el
perro de raza Beagle por la capacidad que presenta para imitar la cresta alveolar
del humano, siendo su manejo mas sencillo y su costo menor que los otros tres
biomodelos mas evolucionados en la escala filogenética: oveja, minipig y
primate. Ademaés, este modelo experimental proporciona un volumen Oseo
adecuado para la colocacion de los implantes, similar al del humano, lo cual
seria inviable en otras especies mas pequefias (rata o conejo). Todos los perros
de nuestro estudio fueron macho, porque las hembras podian producir
alteraciones en los resultados debido a los estrogenos, ya que éstos influyen en
el remodelado 6seo como comentdbamos en la introduccion. Los estrogenos
tienen un doble efecto sobre el metabolismo 6seo: por un lado favorecen la
formacién 6sea al aumentar el namero y funciéon de los osteoblastos y por otro

lado, disminuyen la reabsorcion.

Al igual que en nuestro estudio, se ha observado en otros trabajos
realizados en perros(s: 66) que un periodo de curaciéon de ocho semanas tras las
exodoncias se hace indispensable para obtener una cresta alveolar edéntula, que
presente un hueso organizado y unos tejidos blandos cicatrizados y estables

para colocar los implantes.

Si consideramos ultraestructuralmente la interfase hueso-implante
debemos referirnos al concepto de biointegracion, que es la union bioquimica
directa entre el hueso vivo y la superficie del implante, demostrable a través de
microscopia electronica, independientemente de cualquier mecanismo
mecanico de interunién. Asi, el espacio existente entre el tejido o6seo
mineralizado y la capa de plasma de titanio del implante no es mayor de 10 A y
aparece lleno de un material matriz, los proteoglicanos 49. Una red de colageno

rodea los osteocitos y se inserta en la capa de glucoproteinas, que se fusiona con
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la capa de 6xido de titanio. Se cree que el 6xido de titanio del implante induce la
formaciéon de glucosaminoglucanos sulfatados (59). Las trabéculas dseas crecen
acercandose al implante y contactando con la capa de plasma. Por ellas llegan
los vasos que aportan nutricion, elementos celulares para la remodelaciéon y
rodean el implante; los fibroblastos y osteoblastos aumentan y al acercarse al
implante se unen a la capa de 6xido. Forman sustancia fundamental que llena
los espacios trabeculares y se fusiona con la capa de 6xido de titanio. Por tanto,
y en contra de lo que se creia hasta hace unos afos, la interfase implante-tejidos
orales es una zona dindmica sometida a una intensa actividad remodeladora por

parte de las células 6seas y la matriz extracelular (.

En los dltimos anos se estan utilizando diversos compuestos para mejorar
la respuesta 6sea periimplantaria como: factores de crecimiento (¢7), proteinas

morfogenéticas(®®), y mas recientemente hormonas, como la GH“2).

Las proteinas morfogenéticas (BMPs) son 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 embriogénesis
participan en la formacién de hueso y cartilago. Actualmente se las considera
como los factores més potentes de la diferenciaciéon osteoblastica 19). Canalis et
al. @) creen que ademds de estimular la osteogénesis inhiben la

osteoclastogénesis.

La GH estimula la produccion de colageno y proteinas no colagenas por
los osteoblastos; y, ademaéas, al estimular la sintesis de los factores de
crecimiento semejantes a la insulina (IGF) por el higado y los propios
osteoblastos, favorece la diferenciaciéon de los preosteoblastos y la proliferacion
de osteoblastos “42). En los anos 80, la hipotesis de la somatomedina, que decia
que la GH estimula la produccion del higado de somatomedina, y ésta, a su vez,
estimula el crecimiento longitudinal 6seo de manera endocrina, fue cuestionada
por un estudio [Isaksson et al. 1982] &7, demostrando que inyectando GH

directamente en la tibia de ratas, se producia crecimiento longitudinal 6seo en el
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sitio de la inyeccion. Esto demuestra que la GH regula y estimula el crecimiento
6seo, actuando sobre las células 6seas, tanto de manera directa, como indirecta

(via IGF-I), es decir, de forma autocrina y paracrina (90,

La administracion de GH se ha usado para incrementar la masa 6sea y
mejorar los procesos de reparacion de fracturas de tibia en ratas (69.55). Asi, se
han investigado los efectos estimuladores locales de la GH sobre la formacién de
hueso en mandibulas de rata (7o) y tibias de conejo osteoporoéticos2) o
aumentando los efectos de GH local en la formacion de hueso nuevo y

reabsorcion 6sea usando una matriz de fosfato/calcio(7).

Los datos obtenidos en nuestro trabajo de investigaciéon con la aplicacién
local de GH han mostrado diferencias histomorfométricas extremadamente
significativas entre los implantes control y los implantes tratados con GH. A los
14 dias de la colocacion de los implantes, la GH tbépica aumentd
significativamente los parametros de osteointegracion: porcentaje de contacto
6seo (BIC), hueso periimplantario total y porcentaje de neoformaciéon 6sea. De
forma general, podemos decir que a los 14 dias existe una mayor densidad 6sea
en los implantes con GH tdpica en relacion a los implantes control sin

tratamiento.

La relacion entre GH y metabolismo 6seo ha sido puesta de manifiesto
por numerosos estudios. Segun algunos autores, la GH actuaria a nivel 6seo
como un factor de crecimiento local, con efectos paracrinos sobre las células

contiguas (79,

En nuestro estudio, la mayor cantidad de tejido 6seo en contacto directo
con los implantes (BIC) que fueron tratados con GH topica, seria reflejo de una
mayor sintesis de matriz 6sea en la zona periimplantaria, bien por un aumento
en el namero, bien en la actividad de células osteoblasticas a este nivel. En
efecto, una importante accidon de la GH a nivel 6seo se centra sobre las células
formadoras de hueso 7). El hueso de la zona periimplantaria esta sometido a un
intenso proceso de remodelado tras la colocacion del implante, por lo que gran

parte de este hueso se encuentra en una fase més avanzada en su formacion, en
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forma de matriz 6sea ya mineralizada, mientras que existira también hueso
periimplantario en fase de osteoide atin no mineralizado. Por tanto, el proceso
de osteointegracion incluye también, ademas de la remodelacion del hueso ya
existente, la formacion de hueso nuevo alrededor del implante y en la zona

interrosca.

En relacion al mayor porcentaje de hueso periimplantario que se ha
observado tras la aplicacion local de GH, nuestros datos podrian interpretarse
como un efecto directo de la GH sobre las células progenitoras mesenquimales,
que estimularian lineas de osteoblastos y condroblastos. Este hecho vendria
reforzado al haberse demostrado la presencia de receptores para la GH en los
osteoblastos(72), fibroblastos(®8:73) 'y condroblastos(7475), asi como los
osteoclastos(79), condroclastos(77), macro6fagos(76), cementoblastos y

odontoblastos(5).

En nuestro estudio, por tanto, la GH topica aumenta la reacciéon 6sea
periimplantaria. En este sentido, coincidimos con los datos obtenidos por
Tresguerres et al 42, en un trabajo realizado en tibia de conejos a los que se
indujo osteoporosis, y con Mori et al 7® en los que la osteointegraciéon fue
posible en animales osteoporoticos a los que se aplic6 de forma local GH. El
aumento en la proliferacion de los osteoblastos llevado a cabo por la GH, se
traduciria en un mayor numero de estas células a nivel periimplantario, y la
temprana diferenciacion celular aceleraria notablemente la sintesis y
mineralizaciéon de la matriz osteoide. Todo ello originaria una mayor cantidad
de matriz 6sea mineralizada alrededor de los implantes con GH; de ahi el
aumento tan significativo a las dos semanas en el BIC y hueso periimplantario
total. La administracion local de GH durante el procedimiento quirdrgico puede
producir un efecto estimulador sobre el niimero y funcion de condroblastos y
osteoblastos en las primeras etapas del proceso de reparacion 6sea, que se

podria denominar “efecto impulsor”.
La GH puede ejercer un efecto positivo sobre la mineralizacién incluso
en las mas bajas condiciones de calcio 7989). La GH no so6lo aumenta la

absorcién de calcio en el tubo digestivo (89, sino que también podria estimular la
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biodisponibilidad del calcio local al incrementar la mineralizacion del nuevo
tejido osteoide formado. Otra posibilidad seria estimular la osteodlisis de los
osteocitos y asi aumentar la biodisponibilidad del calcio perilagunar en la

laguna osteocitica.

Los resultados histomorfométricos obtenidos con la aplicacion local de
GH en el momento de la colocacion de los implantes en perros Beagle son
similares a los obtenidos por Tresguerres et al®2) en tibia de conejo en relacion
al hueso periimplantario, y por Lynch et all®?) quienes observaron que la
administracion local de factor de crecimiento derivado de plaquetas y IGF-I fue
capaz de estimular la regeneracion de hueso alrededor del titanio de los

implantes dentales en las fases mas tempranas de la cicatrizacion.

Nuestros datos concuerdan con los obtenidos por Cochran et al 83 que
encontraron mayor porcentaje de hueso periimplantario en implantes que
fueron tratados con proteina-2 morfogénetica 6sea humana recombinante. La
GH contribuiria notablemente a la neoformacién o6sea alrededor de los
implantes al estimular la diferenciacion de nuevos preosteoblastos, que llegan
desde la médula 6sea al lecho alveolar a través de los vasos sanguineos. En
nuestro trabajo, el porcentaje de neoformaciéon 6sea que es mayor en el grupo
tratado con GH se debié mas al tejido 6seo nuevo periimplantario que al hueso

interrosca.

En relacion al tejido dseo interrosca, aunque en el anélisis estadistico no
se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos, las diferencias
individuales fueron evidentes con mas tejido Oseo interrosca en el grupo
experimental que recibi6 tratamiento con GH tépica. Otra accion de la GH a
nivel preosteobléstico que contribuiria a aumentar la formaciéon de nuevo tejido
0seo, es la estimulacion de ciertas proteinas de la matriz 6sea. Asi, se ha
comprobado que la GH estimula la actividad génica del procolageno tipo I
(PICP), fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina (OC) 4 y la producciéon de de
IGF-I que tiene efecto estimulador sobre los osteblastos y remodelado 6seo (85).

Todos estos hallazgos, por tanto, concuerdan plenamente con nuestros
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resultados, que muestran un mayor porcentaje de neoformacién 6sea en los

implantes tratados con GH topica.

Nuestros resultados sugieren que la GH administrada en la zona de la
colocacién de implantes en una dosis de 4 UI (1.2 mg), podria ejercer un efecto
impulsor en las primeras horas del proceso de osteointegracion, reclutamiento
de mas preosteoblastos y asi acelerar el proceso. El interés de estas acciones
sobre el tejido 6seo a nivel de la cavidad oral radica en la posibilidad de la
aplicacion de la GH en el acto de colocacién de implantes dentales endodseos,
como agente biomimético, de modo que pueda mejorar la predictibilidad de los
mismos y las condiciones tisulares iniciales del tejido receptor del implante. En
cualquier caso, las posibilidades terapetticas derivadas de las acciones de la GH
a nivel 6seo en la cavidad oral no so6lo serian aplicables en el campo de la
implantologia, sino también en otros procesos como la enfermedad periodontal,
que cursa con una progresiva pérdida 6sea en sus fases méas avanzadas. En
definitiva, los resultados presentados en este trabajo de investigacion pueden
situar a la hormona de crecimiento como un potencial agente terapéutico a nivel
odontolégico, debido a la propiedad osteogénica dentro de la cavidad oral,

acciéon que ya ha sido constatada en el resto del organismo 53, 86-89),
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CONCLUSIONES:

De los resultados obtenidos en nuestro estudio, se deducen las

siguientes conclusiones:

1. La administracion de GH topica, aumenta significativamente
la osteointegracion de implantes dentales a las dos semanas de

su colocacion en los perros Beagle.

2. La aplicacién topica de GH actiia como agente biomimético en
la colocacion de implantes dentales endo-6seos, de forma que

reduce los periodos de osteointegracion y carga de los mismos.

3. La hormona de crecimiento se puede considerar como un
potencial agente terapéutico a nivel odontologico, debido a la
propiedad osteogénica dentro de la cavidad oral, accidon que ya
ha sido constatada en el resto del organismo, ejerciendo un
efecto beneficioso, no sélo a nivel de la implantologia, sino

también de la enfermedad periodontal.
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