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1.- RESUMEN

El presente estudio describe mediante un andlisis histoldgico los cambios tisulares que se
producen en los tejidos periodontales cuando se aplican proteinas morfogenéticas de hueso tipo 6
(BMP-6) y 178-estradiol en un defecto 6seo de tres paredes en perros de raza Beagle. En primer
lugar se provocaron los defectos 6seos de manera quirirgica y se los dejé enirar en cronicidad
colocando pegado a la cara del diente, un alambre de latén (ligadura) en direccién vertical.
Pasados 60 dias se procedié quirdrgicamente a la retirada de la ligadura y a la colocacién en el
defecto creado de una matriz de coldgeno(ACS) impregnada en BMP-6 y en 17B-estradiol,
dejando otro defecto sélo con la matriz de coldgeno como control. Después de cuatro meses de la
colocacién del material de relleno se sacrificaron los perros y se sometieron los tejidos blandos y
duros a un proceso histologico. En las muestras histolégicas obtenidas se observé una
regeneracion histol6gica de los tejidos periodontales, en presencia de BMP-6 y 17p- estradiol,
siendo mds acentuada con este iiltimo. Por dltimo cabe mencionar que no se observé ninguna

reaccién adversa cuando se aplicaron los materiales a estudiar.
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2.- DEFINICION DEL OBJETIVO DE ESTUDIO

A.-ANTECEDENTES DEL PROBLEMA: En los ultimos afios ha despertado un gran interés
el estudio de las proteinas solubles segregadas por los osteoblastos. Ello es debido a su gran
potencial terapéutico ya que estas proleinas intervienen en el proceso de regeneracién dsea.
Dentro de las proteinas solubles se encuentran los factores de crecimiento (GFs) vy, entre ellos,
las proteinas morfogenéticas (BMPs). Las BMPs fueron originariamente identificadas en

extractos de matriz 6sea por su capacidad de inducir diferenciacion ésea endocondral en zonas no
o : " gz : : .
normales de produccién de hueso en animales de experimentacion . La capacidad osteoinductiva
que reside en las BMPs necesita ser combinada con un apropiado vehiculo para restaurar su
e » 2 :
actividad osteoinductora”. El medio mas adecuado para colocar las BMPs solubles en los
. . ; 3 |
defectos parece ser una matriz de coldgeno insoluble”. Desde que se descubrieron, se han
estudiado tanto histolégicamente como con técnicas bioquimicas los fendmenos que ocurren
. . .45
cuando BMPs son implantadas in vivo.

En el examen histolégico de biopsias humanas se ha visto que Jas BMPs, en unién con matriz
osea desmineralizada liofilizada alogénica, aumentan el nuevo tejido conectivo de unién y

. oo B e . )
regeneran hueso en una raiz sumergida . Sigurdsson y cols, 1995, realizaron un estudio de

regeneracién periodontal en perros Beagle mediante BMPs. Después de la preparacién del
defecto, BMP-2 bovino (rhBMP-2) fue aplicado junto con microparticulas bioreabsorbibles de

poli (D, L-Lictico-co-glicolicoPLGA) mezcladas con sangre. A los 60 dias después de la
cirugia se observo regeneracion 6sea’. En algunos casos se encontrd anquilosis por ser defectos

supradseos. Cabe decir que en defectos intraoseos es menos frecuente por tener la superficie

12



radicular denudada rodeada por un abundante tejido periodontal 8 Como hay similares

magnitudes de formacién de hueso entre los intervalos de 8 a 24 semanas se sugiere que la
formacién de hueso ha concluido dentro de las 8 semanas de cicatrizacién.

En animales de experimentacion se ha encontrado que las BMPs inducen también una perdida de
insercién’. Por lo tanto para Ripamonti y cols un mayor conocimiento del potencial

morfogenético de BMP en defectos periodontales en perros y monos podria ayudar a disefiar

: : 3
futuras aplicaciones en humanos”.

B.- DEFINICION DEL PROBLEMA: Las investigaciones realizadas con estas proteinas
solubles en el campo de la regeneracion ésea son pocas y confusas, quedando multitud de

preguntas con respecto a su posible aplicacion clinica. Entre las que se pueden citar:

-~ {Cémo se deben aplicar?
.- (Cudles son las dosis necesarias para que haga efecto?

- (Cudl es el efecto que pueden tener en otras partes del organismo?

C.- DELIMITACION: El estudio consistié en la creacion, de manera biolégica, de defectos
Oseos en piczas dentarias de perros de la raza Beagle. Una vez creados se aplico en uno, BMP-6
sintético(estimulo directo de formacién 6sea) con ACS. En otros se aplico 17B-estradiol (estimulo
indirecto) con ACS y finalmente se aplicé en otros ACS bafiado con suero salino, que sirvi
como control. Después de cuatro meses, se intento evaluar la posible regeneracidn de los tejidos
periodontales que se obtuvo para averiguar en qué medida BMP y el 17B-estradiol pudieron haber

regenerado cemento, hueso y ligamento.
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Este estudio se realiz6 durante la Maesiria en Ciencias Odoniolégicas con Especialidad en
Periodoncia de la Facuitad de Odontologia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn,

Monterrey (México).

D.- JUSTIFICACION: Las BMPs (2-13) son miembros de la siper familia de los Factores de
Crecimiento Transformantes (TGF) y fueron originariamente identificadas como factores
activadores de la mineralizacién de la matriz 6sea, induciendo la formacién de manera ectdpica
de nuevo cartilago y hueso cuando son implantadas en animales adultos. Previamente se
demostré gue In Vitro inducen la transformacion a osteoblastos de las c€lulas multipotenciales
mesemgquimatosas y linajes condroblasticos, es decir, las BMPs estan implicadas en la formacién
de hueso y cartilago por la induccién de cam‘lago9, de ahi que este estudio utilice lus BMPs. En
un estudié de Urist y cols se observé que una vez aisladas varias proteinas de hueso bovino y
humano de diferentes caracteristicas que las BMPs por tener distintos tamafios moleculares y
puntos isoeléctricos, que s¢ pensé podrian tener la misma actividad que las BMPs, se descubrié
que en Vvivo no favorecen el crecimiento oseo ni ¢l cartilugo, inicamente contribuyen a la
actividad de las BMP. Asi figuran el factor de crecimiento de fibroblastos (TGF), factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento transformante Beta (TGF-

B).ll).ll

Las BMP 2, 4 y 6 son producidas en un espacio y tiempo distintos durante el desarrollo del brote
de las extremidades. Esto sugiere para Rickard y cols que expresiones secuenciales de distintos

genes de TGF/BMP pueden coordinar la formacién de hueso y cartilago por eso se va a utilizar
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BMP-6". Wang y cols en 1990 realizaron un estudio en ratas donde BMP-2 con heparina serosa
fue implantada subcutdneamente. Se estudié a los 5, 7,10,14 y 21 dias diferentes dosis entre 0.46-
115.3ugr y a los 5 dias se observo cartilago inmaduro ¢ hipertréfico. A los 7 dias el cartilago
estaba mineralizado y los condorcitos estaban hipertréficos en donde los osteoblastos estaban
alrededor del osteoide y existian elementos vasculares, células gigantes y precursores de médula
6sea. A los 14 dias el cartilago calcificado fue sustituido por hueso, existian osteoblastos y

osteoclastos. A Los 21 dias el hueso estaba totalmente organizado con espacios maduros de
N z : ;
médula . Con esto se observé que no es necesaria la matriz extracelular para formar hueso y

cartilago in vivo.

A mayor cantidad de BMP-2A, mas hueso se obtiene y mas pronto, pero con 0.6ugr de BMP-2A
se obtiene cartilago y hueso en cantidades considerables, al igual que con 0.5pgr. de BMPs
bovino™*. Aunque se utilizé BMP-2A y no BMP-6, tras esta publicacion se puede estimar qué

dosis minima es necesaria para regenerar hueso y cartilago, al no existir en la literatura estudios

similares con BMP-6.

Wozney y cols en la revista Science justifican el uso de las BMPs para ¢l tratamiento de la

enfermedad periodontal ya que establecen que estas BMPs se pueden utilizar para tratar defectos

éseos producidos por trauma, necrosis quiridrgica y enfermedad periodontal.

En los idltimos anos la literatura ha descrito una relacién entre las BMPs y los estrégenos. Estos
tienen muchos efectos en la homeostasis del esqueleto y juegan un papel en el inicio y

sostenimiento del aumento de crecimiento en la adolescencia asi como en el cierre de la placa

15



epifisiaria de crecimiento. En adultos, disminuyen el volumen Gseo y mantienen la masa

esquelética. Los estrogenos también tienen un efecto directo en los osteoblastos y osteoclastos,
; 15,16 - ;
donde presentan unos receptores de alta afinidad. 316 Sin embargo una gran cantidad de datos

sugiere que algunos de los efectos de los estrogenos sobre la disminucién de la actividad
osteoclastica pueden ser mediados por efectos paracrinos de citoquinas con actividad Gsea
secretadas por los osteoblastos, incluyendo IL-1, IL-6, FNT y TGF-b."” Los estrégenos pueden
tener también efectos autocrinos en los osteoblastos a través de un incremento de la secrecion de
IGF-1 y por disminucién de los niveles de IGF-inhibitoria unida a proteina 4. Por tanto los
estrogenos intervienen en aspectos clave del crecimiento y remodelado dseo.

Rickard y cols en 1998 descubricron que los estr6genos regulan la actividad de los osteoblastos
para segregar las nuevas citoguinas que modulan el crecimiento y diferenciacion de ostecblastos
y condroblatos (BMPs). Ademds, los estrégenos cstiinulan selectivamente la produccién de

BMP-6 en las lineas celulares osteobldsticas humanas sensibles al f~:st.r6geno.12

Por tanto, la literatura citada justifica la necesidad del presente estudio que consistio en la
evaluacion de los efectos de BMP-6 y ! 7f3-estradiol {un estimulo de la secrecién de BMP-6 por
los osteoblastos) sobre la regeneracion de los tejidos periodontales. En definitiva, se traté de
esclarecer de qué manera interactGan, para poder asi, ser aplicados de manera clinica en

humanos.

E.- OBJETIVOS:
- General: Determinar si se ha regenerado el hueso, cemento y ligamento que rodea al

diente.

16



~ Especificos:
1. Describir e identificar si se ha formado nuevo hueso por el 17-B estradiol.
2. Describir e identificar si se ha formado nuevo cemento por €l 17-B estradiol

3. Describir e identificar si se ha regenerado ligamento periodontal por €l 17-B

estradiol
4. Describir e identificar si se ha formado nuevo hueso por el BMP-6
5. Describir e identificar si se ha formado nuevo cemento por el BMP-6
6. Describir e identificar si se ha generado ligamento periodontal por el BMP-6
7. Identificar los cambios de concentracién de 17-B estradiol en sangre.
8. Valorar el modelo de estudio empleado a través de los cambios en la profundidad de

bolsa 'y el nivel de insercién clinica que se haya producido.

17



3.-MARCO TEORICO

La enfermedad periodontal desde el punto de vista biolgico es una infeccién, producida por

diferentes agentes etioldgicos y provoca la reabsorciéon del hueso marginal que rodea los dientes
produciendo una migracién apical del epitelio de unién y del tejido conectivo de insercién.'® La
reabsorcién de hueso puede crear unos defectos intragseos por la extensidn interproximal del
proceso inflamatorio a wavés del tejido perivascular de los vasos sanguineos interdentarios."®

Clinicamente se caracleriza por presentar una alteracién del color y textura gingival, formacién

de bolsa, recesidn gingival, reducida resistencia del tejido de soporte al sondeo y en un avanzado

estado por un incremento de la movilidad y migracién del diente.”’ La terapia periodontal

h 21
consiste en

* Resolver la inflamacién.

* Frenar e] progreso de la enfermedad.

* Regenerar el tejido de soporte periodontal perdido
* Mantener la estetica.

* Proporcionar el mayor confort al paciente.

De tal forma que el objetivo principal de la terapia periodontal es la regeneracién de los tejidos

que han sido destruidos por la enfermedad periodontal con el fin de mantener y retener la

18



22,

denticién natural en salud y confort . 2 Asi, se entiende como regeneracion periodontal ia

s oo .. .
regeneracién del tejido de soporte dentario, incluido 4.

¢ Cemento.
» Ligamento Periodontal

s Hueso alveolar

Como conclusién, la regeneracion periodontal obtiene una mejora de las condiciones anatémicas

y/o de la funcionalidad y pronéstico del diente, dado que se obtiene™:

« Un aumento del soporte funcional del diente (insercién clinica y nivel 6seo)
e Se minimiza la recesién gingival

« Se reduce la profundidad de la bolsa

3-1. TEJIDO OSEO

El hueso no es un tejido estdtico sino dindmico que mantiene su estructura gracias a un equilibrio
entre fendmenos de reabsorcién y formacién. Las células 6seas estdn rodeadas por una matriz
extracelular formada por macromoléculas que hasta hace poco se creia que era un sistema inerte
y que simplemente actuaba como soporte para facilitar la adhesién celular. Gracias a los dlimos
avances en Biologia Molecular y Celular se ha visto cémo los componentes de esta matriz
extracelular participan en el metabolismo celular y regulan las células que estdn en contacto con
ella.

19



El hueso se puede clasificar tanto:
~ Microestructuralmente: células; matriz inorgdnica; matriz orgdnica y suslancia
fundamental compuesta por factores de sefializacién solubles.
.- Macroestructuralmente: hueso cortical y hueso esponjoso.

Ambos componentes estdn organizados e integrados espacialmente.

3-1.a MICROESTRUCTURA DEL HUESO

- Células: En el organismo adulto existen unas c€lulas en la medula 6sea que estan todavia sin
diferenciacion que pueden dividirse de manera indiferenciada y cuando lo hacen, cada célula hija
puede diferenciarse en distintas direcciones. Este tipo de células se ha denominado células madre
osteoprogenitoras y c€lulas madre mesenguimatosas. Este hecho fue sugerido por Cohnheim en
1867 y mas tarde Friedstein en 1976 demostré esto de manera experimental y ya en los 80 se
establecié que estas células se diferenciaban in Vitro en osteoblastos, condroblastos y adipocitos
bajo la presencia de factores especificos del entomo que contribuyen al fenémeno de

diferenciacién. Dentro de estos factores se encuentran BMPs y GFs.

En la actualidad se estd investigando el modo de conseguir el tejido requerido para la reparacién de
una lesion a partir de células pluripotenciales mesenquimatosa. Se pretende definir en qué
condiciones se diferencian estas células y cuales son los factores que intervienen. Con todo esto se

puede llegar a las bases de una nueva tecnologia terapéutica: la terapia celular.

20



~ Osteoblastos: Derivan de las células embrionarias pluripotenciales de origen
mesenquimatoso ubicadas dentre de la medula 6sea. El fenotipo que pueden adquirir estas células
puede ser para diferenciarse en condrocitos u osteoblastos en funcién de las sefales que existan en
el entorno, como el aporte energético, factores de crecimiento especificos, capilaridad y estabilidad
mecdnica. Cuando las células pluripotenciales se vuelven redondeadas, aumenta su nicleo,
contienen granulos de cromatina y segregan coldgena y sustancia fundamental (matriz 6sea) es que
se han diferenciado a ostecblastos.
Los osteoblastos ademés de segregar la matriz 6sea expresan proteinas como la osteocalcina y
osteopontina, la osteonectina, factores seializadores solubles (BMPs, TGF-B, IGF 1 y I,

interleugquina-1 y PDGF).

La vida activa de los osteoblastos humanos se cree que es de 1 a 10 semanas; Aproximadamente un

15% se convierte en Osteocitos.

~ Osteoclastos: Son células pertenecientes al sistema monocitico macrofdgico, de tal forma que
son macréfagos que se desarrollan a partir de monocitos originados en el tejido hematopoyetico de
la médula. Fueron descritas en 1919 y se llamaron policariocitos por que los monocitos se fusionan
y dan lugar a una c€lula gigante (100micras) con muchos nicleos y mitocondrias. Viajan por el
torrente sanguineo hacia las zonas donde producen reabsorcion del hueso y cemento dentario. La
manera de actuar de los osteoclastos es creando pequefios tineles por donde crecen vasos capilares
y fluyen los osteoblastos para producir capas Gseas concéntricas y permitir que se produzca el
fenémeno de reabsorcion y formacién.
Los moduladores mas importantes para la diferenciacion de estas células parecen ser TGF alfa,

interleuquina 1, 3, 6 y 11 siendo €sta la méds importante. La membrana celular de los osteoclastos
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con forma de “Ruffled border” (borde ondulado) es la que se adhiere al hueso ayudada por las

proteinas osteopontina y fosfoproteina. Esta zona es la encargada de producir la reabsorcién Gsea.

- La matriz organica: matriz extracelular 0 mairiz 6sea juega un papel muy importante en la
regulacion del comportamiento de las c€lulas que estdn en contacto con ella.
Estd compuesta en un 50 a 95% por colageno que interacciona entre si formando una malla. El
coldgeno se clasifica en funcién de donde se encuentre por la deposicion de sales de calcio.. asi
tenemos:

- colageno tipo I: el situado en dentina, hueso y cemento

- coldgeno tipo [I: el que hay en el cartilago

- colageno tipo IIT: presente en los tejidos conectivos no mineralizados

El tanto por ciento restante es un medio gelatinoso homogéneo denominado sustancia
fundamental. Estad compuesto por liquido extracelular donde se encuentran moléculas no coldgenas
denominadas factores de sefalizaciéon que son sustancias dcidas fuertes, solubles como
proteoglucanos (condroitin-sulfato y acido hialurénico); glucosaminoglucanos; condrocalcina;
osteonectina y factores de crecimiento. Para algunos autores estas sustancias acidas inician el
proceso de calcificacion ademas de ser una caracteristica comun en los sitios de calcificacion e

intervenir en la unidén de las células a la matriz.

- Matriz inorganica: Corresponde al 60-70% del hueso deshidratado (Hollinger 1995). Las sales
cristalinas que se depositan en la matriz organica del hueso estdn compuestas principalmente por

calcio y fosfato dando lugar a fosfatos de calcio.
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3-1.b MACROESTRUCTURA DEL HUESO

Los componentes del hueso descritos anteriormente estan ordenados en el espacio organizando
distintas macroestructuras. Cuando los osteoblastos se aislan por haberse calcificado la matriz
organica que los rodea se denominan osteocitos. Estos osteocitos se localizan dentro de unos
espacios delimitados por laminillas 6seas denominados lagunas Gseas. Estas lagunas se relacionan
unas con otras mediante canaliculos, por donde van las prolengaciones citoplasmaticas de los
osteoblastos. Segin como se dispongan estas ldiminas, el tejido 6seo puede ser cortical (denso y
compacto), donde se depositan mds las laminillas en la epifisis, estrechdndose los vasos, y
trabecular (esponjoso). Todos los huesos tienen las dos variedades pero en distinta disposicién y
cantidad. El tejido compacto es tipico de los huesos largos (fémur) y de la parte periférica de los
huesos cortos y planos; el tejido esponjoso forma la parte central de los huesos cortos y anchos y la
epifisis de los huesos largos.

El hueso cortical tiene cuatro veces la masa del hueso trabecular, aunque el recambio metabdlico
del hueso trabecular es ocho veces mayor que el cortical; esto se debe a que el recambio se produce

en la superficie del hueso y el hueso trabecular tiene mayor area.

3-1.c METABOLISMO OSEQ

La masa estructural, fuerza y forma del tejido 6seo son mantenidas a través de un continuo balance
entre su formacién y destruccién. El balance se desplaza hacia la formacién ésea por mecanismos

de presidn tal como el ejercicio y hacia destruccion por desuso o enfermedad crénica, tal como la
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osteoporosis. La capacidad regenerativa del hueso es considerable, permitiendo recubrir desde
varios espacios y grietas por un desarrollo de formacién esqueletal con similares caracteristicas que
el proceso embriolc’»gico.9 Las células indiferenciadas de la superficie 6sea pueden activarse por la
hormona paratiroidea (PTH) y vitamina D a osteoclastos y producir la absorcién ésea mientras que
por ejemplo la calcitonina (CT) o estrégenos pueden inhibir su actividad y hacer, junto con otros
factores que las células indiferenciadas se activen a osteoblastos. Estas células presentan la enzima
fosfatasa alcalina que produce una elevada concentracién local de fosfato por hidrélisis que se une
al calcio dando fosfato célcico que por su elevada concentracién hace que se deposite sobre la

matriz de coldgeno gracias a la osteonectina que actiia como pegamento dando lugar al hueso.,

3-1.d PRINCIPIOS BASICOS PARA LA REGENERACION OSEA.

Primeramente se describen una serie de procedimientos relacionados con el hueso:

.- Reparacién periodontal: Es la cicatrizacién de la herida por un tejido que no restaura

completamente la arquitectura o parte de la funcién, como en caso de un epitelio largo de unién o

s 20
anquilosis.
.- Reinsercion periodontal: La reunién del tejido conectivo en una raiz con una superficie sana

en la cual es viable que el tejido periodontal se presente sin nuevo cemento, como en caso de un

c . 2
trauma o después de una fibrotomia supracrestal. 6
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.- Nueva insercion: La reunién de tejido conectivo con una superficie radicular no sana o
previamente enferma que ha sido desprovista del ligamento periodontal. Esta re-unién ocurre por la

formaciéon de nuevo cemento con la insercién de fibras coldgenas, como en caso de una

«a e . 26
regeneracion tisular guiada.

.- Regeneracién periodontal: Reproduccién o reconstitucién de la parte perdida o dafiada por

la restauracién de nuevo hueso, cemento y ligamento periodontal en una superficie radicular no
] ; P .
sana 0 previamente enferma. Idealmente también se restaura la total funcién.”" Es decir, se
produce una cementogénesis, osteogenesis y la orientacion de las fibras insertadas dentro del nuevo
27
cemento y hueso.

.~ Llenado éseo periodontal: Es la restauracion clinica de tejido éseo en un defecto

periodontal tratado. No significa la presencia o ausencia de regeneracién periodontal o insercién de

« .28
nuevo tejido conectivo.

.- Ingenieria tisular: Es la ciencia de fabricacién de nuevos tejidos para reemplazar y regenerar

el tejido perdido o destruido.™

Una vez vista estas definiciones se puede establecer la diferencia entre reparacion y regeneracion

.- Reparacion: Es la restauracién de un tejido sin que se conserve su arquitectura originaria ni

su funcién completa, al no recuperar su estado original, es decir, tiene menores propiedades
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fisicas y mecanicas que el tejido originario. Esto normalmente ocurre de manera espontdnea
y es resultado de la cicatrizacidn.

.- Regeneracion: Cuando el tejido restaurado posee propiedades similares al tejido original.

Por tanto, lo mas importante es la regeneracion, lo que implica la restauracién de la forma y
funcién del tejido. Siguiendo estos principios, las nuevas linecas de investigacion en Biologia
Celular, Molecular y Quimica han llevado al descubrimiento de las proteinas morfogenéticas de

hueso (BMPs) que son capaces de regenerar el téjico 6seo.

L . . Al 1) ca 29
Existen tres ingredientes principales para una correcta regeneracién tisular:
.- Seiiales moleculares.
.- Células madre.

.- Matriz extracelular.

De tal forma la regeneracion de hueso requiere:3
.- Sefales osteainductivas.
.- Un sustrato adecuado en el cual la sefial osteoinductiva va a ser cumplida. Ademds, es como
un andamio para la formacion de nuevo tejido dseo y también para facilitar la diferenciacién

de las células capaces de diferenciarse en c€lulas 6seas maduras.

Se obtiene regeneracion cuando se combinan estos elementos en un medio adecuado y a su vez,
estdn influenciados por un entorno mecanico y vascular. En un tejido con poca vascularizacién y

baja actividad mitdtica no puede haber reparacién de defectos (no se forma el coagulo de fibrina).
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Existen tres mecanismos en la regeneracién 6sea, de tal forma que cuando se coloca un material

como injerto, se produce al menos uno de estos tres mecanismos:

.- Osteagénesis: Es el proceso de formacién y desarrollo de hueso nuevo. Un material osteogénico
estd formado por un tejido implicado en el crecimiento y reparacién del hueso. Se tiene como

gjemplo el hueso autélogo.

.- Osteotnduccion: Es el proceso de estimulacién de la osteogénesis. Un material osteoinductivo
puede hacer que el hueso crezca y se extienda por una zona donde normalmete no se encuentra.
Fisiologicamente la osteogénesis es estimulada por las proteinas inductivas que se liberan a la
matriz extracelular ya que promueven la diferenciacién celular. Como materiales osteoinductivos

tenemaos:

.- El hueso autélogo, que en la fase de reabsorcién libera proteinas morfogenéticas de hueso
(BMPs).

.- Proteinas morfogenéticas de hueso

.- Plasma rico en factores de crecimiento (P.R.G.F): libera GFs (factores de crecimiento) que

estimulan la quimiotaxis, la diferenciacién y la proliferacién celular.,

.- Osteoconduccion: Proporciona la estructura fisica apropiada para la deposicién de hueso
nuevo. Los materiales osteoconductivos son guias para el crecimiento 6seo y permiten que se
deposite hueso nuevo. El proceso de reparacion Gsea se produce a partir de células

osteoprogenitoras del propio huésped y forman hueso por sustitucion progresiva.
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Como materiales osteoconductivos se tienen:

.- Hueso autélogo

.- Coagulo de fibrina autéloga.

.- Hidroxiapatita reabsorvible (Osteogen®)

.- Hueso anorganico bovino (Bio-Oss®)

.- Sulfato de calcio (Bone-Mouse Tipo I)

.- Fosfato Tricélcico( Bone Mouse Tipo II)

~Fibrina liofilizada (Tisucol®)

.- Aloinjerto de hueso desmineralizado (DFDBA freeze-dried bone allografts)
.- Aloinjerto de hueso mineralizado (FDBA)

.- Cristales ceramicos bioactivos.

.- Superficies osteoconductivas de los implantes.

Los materiales osteoconductivos necesitan para formar hueso que exista previamente o bien hueso
o bien cé€lulas mesenquimatosas indiferenciadas.

El hueso autdlogo es el iinico que posee los tres mecanismos.

Existen dos técnicas con las que se puede obtener regeneracion 6sea

¢ Regeneracion 6sea guiada: Es la capacidad de inducir la formacién ésea mediante la
utilizacién de barreras. La barrera fisica se requiere para que la revascularizacién del

defecto provenga del lecho receptor ¢ impida la llegada de capilares del conectivo a células
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adyacentes. Las barreras pueden ser de diferentes materiales y formas dependiendo del

defecto a tratar.

e Osteodistraccién: En estos ultimos afios se ha buscado su aplicacién en el ambito de la
cavidad bucal, siendo utilizada por los cirufanos orales y maxilofaciales.
Se produce una fractura y se van separando los dos fragmentos con unos instrumentos que
se denominan osteo-distractores. Estos constan de dos microplacas que se activan con un
tornillo. Se pretende al separar las dos partes, estirar el coagulo de fibrina que se forma
entre ellos, de tal forma que se crea un puente dseo entre ambos. Los fragmentos deben de

ser estables para que no se rompa el coagulo.

3-1.e CLASIFICACION DE GOLDMAN Y COHEN DE LOS DEFECTOS INTRAGSEOS™

- Tres paredes 6seas:
a) Pared proximal, lingual y bucal.
b) Pared bucal, mesial y distal.
¢) Pared lingual, mesial y distal.
.- Dos paredes 6seas:
~a) Pared lingual y bucal.
b) Pared bucal y proximal.
c) Pared Lingual y proximal.
.= Una pared dsea.

a) Pared proximal.
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b) Pared Bucal.
¢) Pared Lingual.
.- Combinacioén:
a) Tres paredes con dos paredes.
b) Tres paredes con dos y una pared.
c) Tres paredes con una pared.

d) Dos paredes con una pared.

3-2. FACTORES DE DIFERENCIACION

Para que las c¢€lulas del mismo tipo se reconozcan entre si, permangzcan juntas y ordenadas
formando tejidos y cada tipo de célula ocupe el espacio que le corresponde deben existir sefiales
de comunicacién entre los distintos tipos de c€lulas. Dentro de este tipo de sefiales se encuentran
una gran variedad de citoquinas y factores de crecimiento (GFs). Son proteinas enviadas de una
células a otra para transmitir sefiales de migracién, diferenciacidn, activacién. Se ha visto que el
tejido 6seo contiene nurmerosas células que segregan estas proteinas, donde intervienen en los
fenémenos de remodelacién y reparacion Gsea ya que tienen una accién muy potente sobre la

célula dsea.

Los factores de crecimiento son proteinas solubles y se¢ definen como un tipo de mediadores
biol6gicos que regulan acontecimientos claves en la reparacion de los tejidos. Dentro de estos

acontecimientos se encueniran:
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.~ Proliferacién celular.
.- Quimiotaxis.
.- Diferenciacién celular.

.- Sintesis de matriz extracelular.

Junto con estos factores de crecimiento estan las proteinas morfogenéticas de hueso ( BMPs) que
inducen la formacién de marcadores del fenotipo osteobldstico, como la osteocalcina y la
fosfatasa alcalina que dan lugar a la formacién éGsea, Urist. en 1965, demostré que el hueso
liofilizado y desmineralizado en dcido clorhidrico inducia la formacién Gsea cuando era
implantado en lugares ectopicos. Reddi y cols, en 1972, hallaron que lo que Urist descubrif es lo

X 1 A 315
gue normalmente ocurre cuando el organismo sintetiza cartilago y hueso.” ™ De tal forma que el

implante es invadido por una migracion de células mesemquimatosas, las cuales se diferencian en
unos 7 dias en células formadoras de cartilago (condroblastos y condrocitos). Las células dseas
(osteoclastos y osteoblastos) aparecen después en el drea y son responsables de una remocién

gradual de cartilago por la deposicién de hueso nuevo en el area.

Posteriormente Urist, en 1994, identificé un grupo de proteinas no coldgenas solubles con pesos
moleculares entre 5 y 35 Kda en la matriz extracelular desmineralizada que eran responsables de
este fendmeno denominadas proteinas morfogenéticas de hueso. Se conocen 13 tipos distintos y
se han agrupado en funcién de la homogeneidad de su secuencia de aminoacidos®. Estas
proteinas ademas de tener su capacidad morfogenética también tienen efecto sobre proliferacion

celular, apoptosis y diferenciacién.
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3-2.a FACTORES DE CRECIMIENTO (GFs)

Algunos de ellos son sintetizados por préacticamente todas las células (TGFB1), aunque cada
factor tiene una o varias acciones concretas en una célula especifica que dependerian de las
circunstancias del entorno celular. Para poder transmitir una sefial, una vez liberados de la célula,
los factores de crecimiento deben interaccionar con st receptor correspondiente. Estos receptores
son proteinas que se encuentran en la membrana celular. Al acoplarse el ligando correspondiente,
se desencadenan uvnas acciones bioldgicas como respuesta, convirtiendo este fendmeno
extracelular en un acontecimiento iniracelular por la transmisién de un estimulo al interior de la
célula.

Los factores de crecimiento como anteniormente se comentd tienen multiples funciones, por
ejemplo, un factor de crecimiento puede por un lado estimuvlar la proliferaciéon de ciertos tipos

celulares, y por otro, inhibir la proliferacion de otros.

Algunos de los factores de crecimiento que se encuentran en el tejido éseo y que podrian estar

relacionados con la regeneracién Gsea son:

.- PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaguetas.

.- VEFG: Factor de crecimiento vascular endotielial.

.- TGF-B: Factor de crecimiento transformante tipo Beta

.- aFGF y bFGF: Factor de crecimiento fibroblastico dcido y bésico.

.- IGF-1 y IGF-II: factor de crecimiento similar a la insulina tipo Ty Il
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.- EGF: factor de crecimiento epidérmico.

Muchas de estas proteinas son sintetizadas en las células y se almacenan en la matriz 6sea en

forma msoluble activandose cuando se solubilizan.

Los ensayos para valorar la accién de los GFs consisten en establecer pruebas de proliferacion y
de densidad celular, es decir medir la capacidad que tienen para estimular el crecimiento de las

lineas celulares: Fibroblastos, osteoblastos, etc.

Los avances en la Biologia Molecular han permitido identificar el ADN que codifican las
proteinas BMPs, GFs y sus receptores. Se sabe la localizacién exacta, en qué cromosoma y en
que segmento de éste se encuentran los genes que codifican BMPs. 0 sus receptores.

Con estos avances se pueden realizar delecciones de un gen, es decir eliminar el gen, y ver que
sucede con el animal o feto sujeto a esta manipulacion genéiica. Asi se puede obtener
informacion sobre la funcién concreta de la proteina. Hasta ahora no existen estudios que

definan las combinaciones de factores de crecimiento maés eficaces, asi como la dosis.

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

Se denominé asi por que se encontré por primera vez en las plaquetas, aunque también lo
producen otro tipe de células como macréfagos. * Se aislé mediante electroforesis en gel de

poliacrimida y se identificaron dos isoformas PDGF-I y PDGF-IIL. Se trata de una proteina que se

almacena en los granulos alfa de las plaquetas y se libera cuando las plaquetas se agregan ¢



inician Ja cascada de Ja coagulacién. Las células del tejido conectivo responden iniciando un
proceso de replicacion. Ticne un peso molecular de 30Kda y es un dimero formado por dos
cadenas de aminodcidos A y B. Cada cadena esta formada por un gen diferente, el que codifica la

cadena A estd en el cromosoma 7 y ¢l otro en el 22.

FACTOR DE CRECIMIENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

Se aislé originariamente a partir de cultivos celulares de la hip6fisis. Es una proteina

homodimérica que produce un efecto mitogénico en las células endoteliales.

FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE (TGE)

Es un factor que promueve en un cultivo celular la transformacién de fibroblastros a células
tumorales por la alteracién del fenotipo. Es una mezcla de dos proteinas TGF alfa y TGF beta.
La siper familia de TGF-B se puede subdividir en TGF B1 hasta BS, proteinas morfogenéticas de
hueso. actinas e inhibinas.”* TGE-B1 es un homodimero no glicosilado de 25 Kda.’® El 100% de
la secuencia de esta proteina se conserva de una especie a otra, lo que sugiere que participa en

procesos funcionales bdsicos para el mantenimiento de la especie.

FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA (IGF1Y 1I)
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Ambos se encuentran en el hueso en gran cantidad. IGF-I es el factor de crecimiento mds
abundante en la matriz ds¢a, es segregado por los osteoblastos, de tal forma que regula la

- .36
formacidn de hueso de forma autocrina.

FACTORES DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO ACIDO Y BASICO (aFGF y bFGF)

Son proteinas de cadenas sencillas que estimulan la proliferacién de las células implicadas en la
reparacién: cé€lulas capilares, endoteliales, fibroblastos, células, queratinocitos, condrocitos y
mioblastos. Los fibroblastos y osteoblastos sintetizan este tipo de proteina. Se han identificado

cuatro tipos diferentes de receptores.

FACTOR DE CRECIMIENTOQ EPIDERMICO (EGF)

La molécula precursora de este factor de crecimiento es una glucoproteina de membrana que por
proteolisis da lugar a una proteina de 53 aminodcidos denominada EGF. Se une a los mismos
receptores que TGF alfa y su accién bioldgica es similar pere no idéntica.

Estimula la mitosis de fibroblastos, queratinocitos y la sintesis de fibronectina y se puede

encontrar ¢n la saliva.

Por iiltimo se puede decir que los GFs promueven la reparacion e influyen en parametros tales
como la re-epitelizacion. angiogénesis y la sintesis de la matriz extracelular. Muchos de ¢stos

factores de crecimiento los sintetizan las células dseas y se almacenan en la mutriz dsea.



Durante la remodelacion o la reparacion son mitogénicos para los osteoblastos y aumentan la

produccion de matriz.

A3-2.b PROTEINAS MORFOGENETICAS DE HUESO (BMPs)

INTRODUCCION

LLas BMPs son proteinas solubles, miembro de una sdper familia de diferentes moléculas las

37,38, 39 ) )
Se han identificado

cuales incluyen los factores de crecimiento transformante B (TGF Bs).
varias isoformas desde BMP-1 hasta BMP-13. Las BMPs también han sido descritas como
! W T S .. 42.43 - :

inductores de dentinogénesis y cementogénesis. Esta se produce por que la dentina
expuesta despu€s de pulir la superficie radicular diferencia a cementoblastos al ser estimulada por

BMP. Por ultimo las BMPs también se han usado para regenerar defectos de furca tipo lll44 y

estudios han indicado que BMP 2 y 4 entran en juego para ta morfogénesis de los dientes.*?

CLASIFICACION

Las BMPs tienen pesos moleculares entre 5 y 35 Kda y la seftalizacion estd mediada por
receptores especificos de membrana situados en la superficie de la célula. Trece secuencias de
BMP han sido clonadas con la excepcién de BMP-1. Esta no pertenece al grupo de familia con

siete cisteinas canédnicas. Se identificd como un tipo I proteinasa procoligena Carboxyl



; 4 , _ ; - " :
terminal.®® *® Asi las BMPs se pueden dividir en varias familias segiin la secuencia de

aminoacidos:

- BMP-2, BMP-4, Vgly dpp

.- BMP-3 (osteogenina) y Inhibin Ba

-~ BMPS,6,7 (osteogénica —1), 8§ (osteogénica-2) y 8B (osn=:ogénica—3)47
~BMP-9™

- BMP-10,11,12 y 13%% %

Las BMP 2, 3 {(ostogenina)4, 5, 6, 7 (proteina 1 osteogenica, OP-1) y 8 (proteina 2 osteogenica,

OP-2) en conjuncién con una matriz de coldgeno o individualmente, producen formacién de

hueso cuando son implantadas en sitios estraesquetales en varios modelos animales. w

PROCESO FISIOLOGICO DESENCADENADO POR LAS BMPs

Primeramente se produce cartilago ya que histoldgicamente se encuentran condroblastos y
marcadores bioquimicos que marcan coligeno tipo I y sulfato de proteoglicano. Posteriormente,
cuando avmenta la vascularizacidn, el cartilago madura y los condrocitos se hipertrofian para
empezar a formar hueso. De tal manera que el tejido 6seo inducido por las BMPs es organizado

como un osiculo, constituido por fuera por hueso cortical y por dentro por hueso esponjoso

impregnado con médula hematopoyética.3 El proceso por el que las BMPs inducen formacién
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6sea es similar a una reparacion de fractura en animales mamiferos adultos, con la formacién de

S - 32
un callo cartilaginoso para estabilizar la fractura.

OBTENCION DE LAS PROTEINAS BMPs

La purificacion de estas proteinas fue llevada a cabo haciendo ensayos en zonas ecidpicas de
2 - - ' - - .
hueso en ratas ~. Requiere la combinacion de la proteina que va a ser evaluada con la matriz de

hueso de rata desmineralizada (se trata con agentes disoactivos como guanina y urea para
remover toda la BMP endégena). Esta combinacién es implantada subcutdneamente. Después de
1-2 semanas se somete a la evaluacion histolégica de nvevo cartilago y formacién ésea. Usando
este ensayo, BMP puede ser purificada hasta 300.000 veces con relacion al extracto criginal de
hueso. La cantidad de proteina osteoinductiva extraida fue pequefia, aproximadamente 20 pg de
10 kg de hueso bovino™. La caracterizacién bioguimica indica que estas proteinas son diméricas.
El proceso de purificacién, en su proceso final, es una electroforesis con un gel de SDS-
Polycrinamida en condiciones no reductoras. La actividad recuperada en una fraccién
corresponde a una proteina de un peso molecular de 30Kda. A pesar de esta exiensa purificacién

- . . . Zz 9
el material contiene varias especies de protefnas”.

Para determinar cual de estas proteinas fueron responsables de la actividad osteoinductiva se
obtuvieron clones moleculares de cada proteina para analizar individualmente in vivo la
capacidad osteoinductiva de cada una. Se obtuvo una secuencia proteica de oligonucleoticos
sintéticos que sirvieron para descifrar el genoma bovino. Una vez que ¢l gen bovino correspondid

a la proteina obtenida, se usS para obtener la secuencia de los clones DNAc humanos para cada
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una de las proteinas existentes en el ensayo. Estos clonajes dieron lugar a numerosos clones que
codificaban varias proteinas, las cuales fueron denominadas BMP-1 a BMP-13. Todas tienen una
secuencia de aminodcidos homélogos y siete espacios similares con el residuo cisteina

(excepeién BMP-1). Todas estdn dentro de TGF-B.

QUIMICA DE LAS BMPs

La regién de 100-130 residuos de aminoécidos proviene de una regién de una preproteina, con la
secuencia Arg-X-X-Arg. Seis de los siete residuos de cisteina en cada BMP estdn unidos por
enlaces disulfuro, con el que queda se forma un puente de enlace y crea la propiedad dimérica.
Para obtener la BMP recombinante normalmente son utilizados sistemas de expresién de céiulas
mamiferas aunque también se pueden obtener de células de insectos y de bacterias. E. Coli

produce BMP-2.

ACTIVIDAD DE LAS BMPs

La formacidn de hueso inducida por BMPs esta influenciada por 32,
- Elsitio de implantacién.
.~ Cantidad de BMP.
.- Disponibilidad vascular.

.- Medio de transporte de las BMPs.



La hteratura ha descrito cémo en zonas ectpicas en ratas se ha comprobado la actividad

S3. 54

osteoinductiva de BMP 2.,4,5.6.7. Las BMPs hacen que las células mesenquimatosas

expresen el fenotipo de los condroblastos y los osteoblastos.” En un estudio que utilizaron lineas

celulares pluripotenciales de ratén C3H10T Y4, se observé que se diferenciaban a osteoblastos,
condroblastos y células cebadas al exponerse a rhBMP-2. Primeramente las células
mesenquimatosas indiferenciadas forman cartilago, posteriormente el cartilago  madura y es
sustituido por huesc con medula ésea. Estd capacidad 6seo-inductiva de las BMPs sugiere su

uso terapéutico en una amplia gama de aplicaciones clinicas.

Las BMP han sido investigadas en muchos modelos de animales y son actualmente aplicadas de
manera clinica. Las investigaciones analizan la capacidad de BMP de inducir hueso, asi como la
capacidad de este hueso de formar un puente Gseo en el defecto y su calidad. Por ejemplo
rhBMP-2 combinada con matrices, ha formado suficiente hueso como para cubrir defectos de
3cm de grosor en mandibulas de perros. Histolégicamente, se observd hueso a los diez dias de
colocarlo, a las dos semanas radiograficamente y en ocho semanas habia aumentado la densidad
6sea.”® Urist en la revista Science' publicé que la situacién ideal seria que el implante se
reabsorviera y fuera reemplazazo por tejido preoseo a las 2 semanas, cartilago a las tres semanas
y hueso entre las 4 y 6 semanas. Por otro lado para Ii’ipaunonu'42 ¢l mayor desafio es conseguir un
sistema adecuado para colocar BMPs en regeneracion periodontal ya que para obtener una buena
funcién osteoinductora es necesario que se libere poco a poco la BMPs. Para el mismo autor el
medio mas adecuado es una matriz de coldgeno (material insoluble junto con un material soluble)

ya que proporciona una:
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- Cementogénesis.
-~ Morfogénesis (Una orientacién funcional de las fibras del ligamento periodontal)

.- Hueso

El problema de la regeneracién periodontal es el estimular una rdpida colonizacién y la sintesis
de matriz extracelular por parte de los cementoblastos sobre la superficie radicular denudada,
seguido por la morfogénesis de las fibras de Sharpey que se insertardn en el nuevo cemento. En
este contexto, las BMPs tienen un papel critico para inducir la morfogénesis mediante la

induccion de cementogénesis y de ligamenio periodontul.

3-2.b LA RELACION DE LOS ESTROGENOS CON LAS BMPs

La naturaleza hormonal del control de los ovarios sobre el sistema de reproduccién femenino fue
establecida por Knauver en 1900, cuando se observé que los sintomas de una gonadectomia
podrian ser impedidos por el transplante del ovario. Mas tarde se observé que si los ovarios eran
transplantados dentro de un animal inmaduro, el normal desarrollo sexual y la funcién eran
conservados. Los estrégenos existen de manera natural, con una estructura de 18 carbonos con un

anillo aromdtico A y un grupo hidroxil fenolico en el carbono 3 y cualquiera de los dos, un grupo

hidroxil (estradiol) o un grupo cetdnico (estrona) en el carbono 172
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El principal estrégeno y mas potente es producido por las células granulosas del ovario y es el 17
B estradiol, seguido por las formas estrona y estriol. La principal funcién del estrégeno es la
regulacion de la sintesis proteica, la cual es mediada a través de la interaccion con dos receptores:
nucleares alfa y beta. Estos receptores nucleares son significativamente homélogos a factores de
trascripcion que alteran la expresion génica cuando se activan. En mujeres, los estrégenos son
principalmente responsables de los cambios fisiolégicos observados durante la pubertad. En
ambos sexos, los estrégenos promueven la linea de crecimiento, y son finalmente responsables de
la fusién de la placa cpifisiaria.57 Los estrégenos también tienen una accién sobre el sistemna
cardiovascular, disminuyendo las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y los niveles de

colesterol. De esta manera se inhibe la lesién vascular y se promueve la fibrinolisis.”’

Los estrégenos inhiben la resorcidn Gsea y son unas de las principales hormonas que mantienen la

integridad del esqueleto. Otras funciones de los estrégenos son:

-~ promocion del crecimiento del titero y el engrosamiento de la mucosa vaginal.
.- promogcidn del crecimiento del sistema ductal en el pecho

.- inhibicién del desarrollo de arteriosclerosis.

.- inhibicién de la apoptosis de las células endoteliales.

.~ Aumento de la produccién de la hormona de crecimiento (GH) en nifios
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ESTROGENOS y EJE NEUROENDOCRINO

Una pequefia dosis de Etinil estradiol puede aumentar Ja linea de crecimiento. Este crecimiento es
la mayoria de las veces mediado por el incremento de la produccién de la hormona de
crecimiento (GH). La produccién de GH en nifios se incrementa por la testosterona, pero solo
indirectamente, ya que se aromatiza a estrogeno. Estos datos sugieren que los estrégenos son el

principal regulador del incremento de la produccion de GH observada durante la pubertad de

57
ambos sexos.

ESTROGENOS: EFECTO EN LAS PROTEINAS Y METABOLISMO DEL _CALCIO EN

NINOS

En los nifies la administracion de esteroides sexuales provoca un incremento de GH que da lugar
a un aumento en la absorcién y retencién de calcio ademéds de una disminucién del calcio en
movimiento. También se sabe que los estrogenos tienen accion anabdlica en el hueso y que estos

efectos pueden ser independientes de GH.”’

BMP-6 v ESTROGENOS

En los resultados obtenidos por Rickard y cols, en 1998 12 utilizando el andlisis de transcriptasa

reversa de PCR (RT-PCR), describieron que la expresién de dcido ribonucleico mensajero

(ARNm) para TGF/BMP en las células hFOB/ERO fue:
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.- Niveles graduales de TGF 8- 1, BMP-1,4y 6
.- Niveles bajos de TGF -2 y BMP 2
.- Apenas BMP-3 Y 5

.- Nada de BMP 7.

La expresion de ARNm para TGF-B y BMP, después de 24 horas de tratamiento de la célula
hFOB/ER9, que contiene 3900 receptores de estrégenos por niicleo, con 17B-estradiol al 10 a
10”"M, demostré que fos niveles de ARNm para TGB1, TGB2 y BMP 1 a 5, no fueron distintos
que en los casos control. En contraste, hubo una estimulacién gradual de los niveles de ARNm de
BMP-6 de al menos tres veces. Este incremento fue dependiendo de la dosis de 173-estradiol.
Las lineas celulares de hFOB/ER 3, que contenian 800 receptores nucleares de estrégeno,
también respondieron a 17B-estradiol con un incremento de ARNm BMP-6 al igual que en el
caso anterior. Se obtuve una cantidad de ARNm BMP-6 dos veces mayor que el caso control.
Cuando se aplicaron antiestrogenos, los osteoblastos (linea celular hFOB/ER) no incrementaron
los niveles de ARNm BMP-6 y ademas disminufan o blogueaban el estimulo inducido, creado
por 17B-E2. Cuando los estrdgenos inducen la proteina BMP-6 no se produce una respuesta
inmediata. En las primeras 6 horas, el ARNm aumenta ligeramente, entre las 12 y 24 horas se
produce el pico maximo de ARNm y desciende a las 48 horas después de aplicar 173-E2. Segtin

esto, es poco probable, que la proteina BMP-6 este regulada directamente por los estrégenos.

En resumen, se usaron lineas celulares osteoblasticas de feto que establecen la expresion del gen
para ¢l receptor de estrogenos, estos linajes celulares hFOB/ER son estrechamente parecidos a los

58 " . . ..
osteoblastos maduros.” Se encontré que los estrogenos estimulan la produccién de ARNm de
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BMP-6. Esto se ha comprobado con las técnicas RT-PCR; andlisis Northern blot y administracién
de antiestrégenos. Por el contrario, los estrégenos no estimulan la sintesis de TGF B-1, TGF B8-2 y

BMP | a5 asi como BMP 7. Este hecho no concuerda con lo encontrado en células osteoblasticas

de humanos en adultos, donde si es estimulado TGF 8-1 2

BMP-6 se diferencia de otros miembros de la familia de BMP por tener su localizacion preferente

en el cartilago del feto. Esta alta especificidad de su localizacién apoya el concepto de que
. - .- 4 .« o, 2 2P
interviene en la modulacién de la formacidn de hueso.'” Por otro lado, en el cartilago también se

han encontrado receptores de estrégenos. Como los estrégenos se requieren para cerrar la placa
de crecimiento en el esqueleto inmaduro, es posible que al menos algo de accién paracrina o

autocrina de los estrégenos en esta localizacién pueda mediarse por efecto sobre la estimulacién

de BMP-6."

Existe un potente inhibidor aromatasa que permite medir las cantidades de estrégeno circulante
en sangre, Anastrozol (Arimidex'™, AstraZeneca, Wilmington, Delaware USA). Es un inhibidor
aromatasa no esteroideo, que se toma por via oral (1,3, benzenediaceto-netrilene alfa, alfa,
alfa’,alfa -tetramethyl-5-[1-H-1,2,4 -triazol-1-ylmethyl]). Bloquea la conversibn de A4-
androstenediona a estrona y de testosterona a estradiol. Su metabolismo es predominantemente

s C . . 12
hepatico, con una eliminacién de vida media de 50 horas.

La demostracién de que los estrégenos aumentan la secrecién de BMP-6 sugiere un posible papel
para BMP-6 en la modulacién del remodelado éseo en el esqueleto adulto, un proceso que

requiere el reclutamiento, proliferacién y snobsiguiente diferenciacién de células
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osteoprogenitoras. De tal manera que los estrégenos pueden provocar esta serie de fenémenos de
. . 12 B . gy z
manera indirecta. ~ No se puede excluir, sin embargo, la posibilidad de que esto sélo suceda en

las célutas de huesos fetales, a pesar de que €l nivel de receptores de estr6genos en los linajes

celulares estudiados estd dentro del rango expresado en células osteobldsticas trabeculares

12
humanas.
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4.- HIPOTESIS

4.1- Hipétesis nulas

. BMP-6 no ha estimulado la formacién 6sea cuando se compara con ¢l

contirol.
17B-estradiol no ha estimulado la formacién ésea cuando se compara con el

control

. BMP-6 no ha estimulado la regeneracién de ligamento periodontal cuando se

compara con el control

178-estradiol no ha estimvlado la regeneracion del ligamento periodontal
cuando se compara con el control

17B-estradiol no ha estimulado la formacién de cemento cuando se compara
con ¢l control.

BMP-6 no ha estimulado la formacion de cemento cuando se compara con el
control.

Se han obtenido concentraciones anormales de 17-Bestradiol en sangre.

. Se ha producido resorcién radicular.

Se ha producido anquilosis.

4.2- Hipdtesis Alternativas

1.

BMP-6 ha ganado mayor formacion 6sea que el control.
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2. 17B-estradiol ha ganado mayor formacién ésea que el control.

3. BMP-6 ha ganado mayor regeneracion del ligamento periodontal que el
control.

4. 17B-estradiol ha ganado mayor regeneracién del ligamento periodontal que
el control.

5. 17B-estradiol ha ganado mayor formacién de nuevo cemento que el control.

6. BMP-6 ha ganado mayor formacién de nuevo cemento que el control.

7. Nose han obtenido conceniraciones anormales de 1768-estradiol en sangre.

8. No se ha producido resorcion radicular.

9. No se ha producido anguilosis.

4.3- Variables

4.3.a Dependientes
1. Cantidad de hueso que se forma.
2. Cantidad de cemento y ligamento nuevo que se forma.

3. Biométrica sanguinea.

4.3.b Independientes

1. Que se muera algtn perro por condiciones ajenas al estudio.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1 TIPO DE INVESTIGACION

Estudio experimental descriptivo longitudinal.

5.2 DESCRIPCION DEL PROCESO SEGUIDO EN LA INVESTIGACION

Animales

En este estudio se han utilizado tres perros machos de raza Beagle. No fue necesario aclimatar a
los animales ya que los perros ya se encontraban en el animalario del Departamento de
Farmacologia de la Faculiad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (NL)
México, donde viven desde que nacen. Se seleccionaron y se marcaron los perros con los
nimeros I, Il y II. Dentro de los criterios de seleccién no se tuvo en cuenta si presentaban o no
enfermedad periodontal, sino la edad del perro. La condicén necesaria fue que se hubiera acabado
la etapa de crecimiento ya que los cambios fisiologicos que se producen en esta etapa podrian
influir en el estudio. Teniendo en cuenta que el crecimeinto de los perros Beagle termina a los 11
meses, los perros seleccionados fueron:

e Perro I: | afo de edad, peso 9,750kg

» Perro [I: 2 anos y 2 meses de edad, peso 10,6Kg

e Perro IIL: 1 afio y 3 meses de edad, peso 8,8kg

Desde el primer dia que se seleccionaron los perros se comenz6 la higiene oral de cada uno. En

concreto, se frotaban los dientes con una torunda mojada en clorhexidina 0.20% tres veces por
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semana. Ademds, se realizé una profilaxis con taza de goma y pasta de fluor cuando se extrajeron
algunos dientes (5 dias después de comenzar el estudio). Este programa de higiene oral, se
suspendié al mes de comenzar el estudio, cuando se colocaron las ligaduras para crear la
enfermedad periodontal, pero se volvié a restaurar hasta que se sacrificaron los perros, después
de llevar 2 meses acumulando placa. Se hizo también otra profilaxis con taza de goma y pasta

de fluor al mes de colocar los materiales de estudio.

Toma de sangre

Una vez seleccionados los perros, se les suministro por via oral al comienzo del estudio 1 pastilla
de 1mg de Anastrozol (Arimidex®) para poder valorar el 17f- estradiol en sangre. Una persona
sujeto al perro y otra abrié su boca e introdujo la pastilla hasta el es6fago. A pesar de esto se tuvo
que esperar 5 minutos delante del perro para confirmar que el perro tragé la pasiilla. Pasadas 24
horas, se tomd de cada animal una muestra de sangre de la vena safena. La sangre se transfirié a
un tubo de vidrio (100ml) y se esper6 unos 20 minutos hasta que la sangre se coagulase. Se
centrifugo a 3000r.p.m durante 10 minutos (*Beckman Spinchchron Centrifuge”). Después de
centrifugar la sangre, se observd en el tubo de vidrio 2 zonas, una amarillenta que es el suero y
otra roja que es el codgulo sanguineo. Con una pipeta de 250ul se sacé el suero de la muestra
para dejar s6lo el codgulo sanguineo.

Las tres muestras de los sueros de los perros se llevaron al Laboratorio de Endocrinologia del
Hospital Universitario donde se analizaron para determinar la cantidad total de estrogenos séricos
presentes. De la misma manera se analizaron repetidamente los estrogenos en sangre de los

perros la primera y quinta semana después de la colocacién de los materiales de estudio.
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Registros Clinicos v Fotograficos

Al comienzo del estudio se le realizé a cada perro un registro de profundidad de bolsa (es la
distacia que hay desde el margen gingival de la encfa a la base de la bolsa periodontal) y el nivel
de insercién conectiva ( €s la distancia que hay entre la base de la bolsa y un punto fijo sobre la
corana del diente, en este caso fue la liena amelocementaria) de los dientes inferiores:

e Primer premolar, PI

s Segundo premolar, PIl

e Tercer premolar, PIII

e Cuarto premolar, PIV

Para ello, se uitlizé una sonda periodontal North Carolina. Se midi6 en mesiovestibular,
mediovestibular, distovestibular, distolingual, mediolingual y mesiolingual de cada diente, la
profundidad de bolsa, el nivel se insercidn y las dreas que presentaban sangrado al sondeo. Esto
mismo se realizo 60 dias después de provocar los defectos intraéseos de 3-4mm de profundidad

(cresta dsea-base del defecto).

Se fotografiaron los procedimientos que se realizaron en los perros. Para ello se utilizé una

camara digital “Minclta” con un ajuste de velocidad.
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5.3 TECNICAS DE INSTRUMENTACION

Protocolo para la Anestesia

En primer lugar se inyecto por via endovenosa un tranquilizante, Xilacina al 2% a una dosis de
0.5mg/kg. Después, para poder anestesiar al perro de manera general se Ie canalizd una via por la
vena radial, administrandole una solucidn inyectable de Pentobarbital Sodico al 0.9%. Por ultimo,
para evitar que el perro segregase saliva durante las cirugia se le inyecto subcutineamente
atropina a dosis de 0.44mg/kg. Este protocolo de anestesia se llevo a cabo cuando se extrajeron

los dientes, cuando se colocaron las ligaduras y al aplicar los materiales de estudio.

Formacion del defecto

Con el propésito de crear espacio para formar el defecto en el hueso, se extrajo el primer y tercer
premotlar inferior del lado derecho y del lado izquierdo a cada perro. Especificamente se anestesié
al perro de manera general y posteriormente se le administré un anestésico local, Xilocaina con
epinefrina al 2% 1:100000 con la técnica infiltrativa ¢n las zonas donde se iba a operar. Con una
hoja de bisturi de la marca “Diling Brand” N°12 se diseccionaban las fibras supracrestales del
diente. Con un periostétomo se separaba ¢l tejido marginal para permitir la entrada de un botador
recto. Para facilitar la extraccién de los terceros premolares se hizo odontoplastia para cortar la
corona y poder asi extraer las dos raices de manera individual. Siempre que se pudo se hizo una

extraccion atraumatica, sin levantar colgajo y sin cirugia 6sea, pero en algunos casos se tuvo que
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hacer una extraccidn traumatica, sobre todo en el tercer perro. Una vez exiraidas las piezas se

suturaron los alvéolos con Ethicon Vicryl® 4/0 a través de colchoneros cruzados horizontales.

Después de un mes de cicatrizacién, se volvié a anestesiar de manera general a los perros para
crear defectos intradseos y colocarles rodeando a cada diente alambres de latdn (ligadura) con el
fin de instaurar la enfermedad periodontal. Se les administré Xilocaina con epinefrina al 2%
1:100000 con la técnica infiltrativa en las zonas donde se iba a operar. Se hicieron incisiones
intrasulculares desde distal de PIV hasta mesial de PII con una hoja de bisturi de la marca
“Diling Brand” N°12. Se reflejé un colgajo mucoperidstico de espesor total tanto por vestibular
como por lingual. Previo a la cirugia 6sea, con una lima de hueso (Hu fredy®) se termino de
quitar las fibras de tejido conectivo vecinas al diente. Con una pieza de baja velocidad e irrigada
con suero salino se provocaron los defectos intradseos con una fresa de tungsteno 6/0.
Las medidas de los defectos fueron tomadas con la sonda periodontal North Carolina y
resultaron:
o  Mesialde PIV
.- Distancia mesio-vestibular: 3-4mm
.- Distancia ocluso-apical; 3-4mm
.- Distancia vestibulo-lingual: 3-4mm
e Mesial y Distal de PII
.- Distancia mesio-vestibular: 3-4mm
.- Distancia ocluso-apical: 3-<4mm

.- Distancia vestibulo-lingual: 3<4mm

wn
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Estas series de mediciones fueron hechas en los tres perros y en las 18 zonas donde se provoco el
defecto intraseo (tres zonas en la arcada inferior derecha de cada perro y otras tres en el lado
izquierdo). En todas ellas habia una homogeneidad en estas mediciones de 3-4mm salvo en dos
zonas ubicadas en el perro IIl. En concreto en mesial del diente PIV izquierdo el defecto carecia
de pared mesial (se estaba formando) y en mesial del diente PII izquierdo se provocaron en la

cirugia 2 alturas ocluso-apicales, la lingual Smm y la vestibular 3mm.

Para colocar la ligadura, primero se rode6 el diente PIV por distal con un alambre de latén. Luego
de fijarlo y ajustarlo, se introdujo el alambre con una pinza de ortodoncia en el defecto intradseo
creado por mesial apretdndolo muy bien para que no se saliese en el tiempo postoperatorio. De
manera similar se fijo en el diente PII las ligaduras, cuyas colas se introducfan en los defectos
intraéseos creados en mesial y distal. Este procedimiento se realizé en cada defecto creado y en
los tres perros. En todos se utilizé la sutura Ethicon Vicryl® 4/0 para suturar el colgajo a través

de puntos directos.

En este periodo del estudio, los animales comenzaron a recibir dieta blanda para favorecer la

acumulacién de placa
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Aplicacidn de los materiales de estudio en el defecto 6seo

Una vez transcurridos 60 dias de la colocacidn de las ligaduras en la boca, se procedi6 a la
retirada de las mismas. Se tranquilizo a cada uno de ellos con Xilacina al 2% a una dosis de
0.5mg/kg por la via intramuscular y se administro un anestésico local, Xilocaina con epinefrina al
2% 1:100000 con la técanica infilirativa. Después con un alicate de ortodoncia se cortaron las
ligaduras de los dientes PII y PIV, tanto del lado derecho como del 1zquierdo, y tras esto con una
pinza mosquito (Hu fredy®) se retiraron las ligaduras. Lo anterior se llevo a cabo 10 dias antes
de aplicar los materiales de estudio, con el fin de reducir ¢l proceso inflamatorio que habia en el
area, por haber estado durante 2 meses con dieta blanda y una ligadura alrededor de los dientes.

El tejido estaba brillante, fragil y con abundante sangrado al sondeo.

Diez dias después de retirar las ligaduras se oper6 a los perros para aplicarles los materiales a
estudio. Se administré anestesia general de la misma manera que describe el protocolo de
anestesia, después se infiltro un anestésico local, Xilocaina con epinefrina al 2% 1:100000 con la
técnica infiltrativa. Se hicieron incisiones intrasulculares desde distal de PIV hasta mesial de PII
con una hoja de bisturf de la marca N°12. Se reflejo un colgajo mucoperifstico tanto por
vestibular como por lingual y se desbridé el drea con las curetas universales 17/18; 13/14S
{G.Hartzell & Son). Con una fresa redonda se marcé como referencia una muesca en la superficie
del diente ubicada a 1mm coronal a la parte mas apical de la profundidad del defecto y otra en el
linea amelo-cementaria(LAC). Posteriormente utilizando una sonda periodontal North Carolina

se midieron los defectos.



¢ PERROI

.~ Mesial PIV derecho
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: 7mm
2. LAC- Cresta alveolar: Smm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.- Distal P11 derecho
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: Smm
2. LAC- Cresta alveolar: 3mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 2mm

.- Mesial PII derecho
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: Smm
2. LAC- Cresta alveolar: 3mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 2mm

.~ Mesial PIV Izquierdo
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: 7mm
2. LAC- Cresta alveolar: Smm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.~ Distal PII izquierdo
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1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: 6mm
2. LAC- Cresta alveolar; 4mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.- Mesial PIl izquierdo
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: 6mm
2. LAC- Cresta alveolar; 4mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

PERRO I

- Mesial PIV derecho
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: Smm
2. LAC- Cresta alveolar: 2mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.- Distal PII derecho
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: Smm
2. LAC- Cresta alveolar; 2mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.- Mesial PII derecho

1. Linea amelocementaria (LAC)- Base del defecto: 5mm



2. LAC- Cresta alveolar: 3mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.- Mesial PIV izquierdo

1. Linca amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: 6mm
2. LAC- Cresta alveolar: 3mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

- Distal PIl 1izquierdo
1. Linea amelocementaria (LAC)- Base del defecto: 6mm
2. LAC- Cresta alveolar: 2Zmm

3. Distancia vestibulo-lingual: 4mm

.- Mesial PII izquierdo
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: 6mm
2. LAC- Cresta alveolar: 2mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

PERRO III

.~ Mesial PIV derecho
1. Linea amelo-cementaria (LLAC)- Base del defecto: 7mm
2. LAC- Cresta alveolar: 3mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm
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.- Distal PII derecho
1. Linea amelo-cementaria (LLAC)- Base del defecto: 4mm
2. LAC- Cresta alveolar: 1mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.- Mesial PII Derecho
1. Linea amelo-cementaria (LLAC)- Base del defecto: Smm
2. LAC- Cresta alveolar: 2mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

~Mesial PIV izquierdo
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: 9mm
2. LAC- Cresta alveolar: 4mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.- Distal PII izquierdo
1. Linea amelo-cementaria (ILAC)- Base del defecto: 7mm
2. LAC- Cresta alveolar: 3mm

3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

.- Mesial PII izquierdo
1. Linea amelo-cementaria (LAC)- Base del defecto: 6mm

2. LAC- Cresta alveolar: 2mm
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3. Distancia vestibulo-lingual: 3mm

La proteina BMP-6 (Laboratorio CTR Scientific, 20pgx3) permanecid liofilizada a 5° hasta una
hora y media antes de ser aplicada. En los 30 minutos previos a dicha aplicacién se diluyeron
20ug de BMP-6 en 100ul de suero salino. Con una pipeta de 200ul se recolecté 50ul de la
dilucién y se embebié una esponja de celageno Collastat OBP® de la marca “Xemax Surgical
Products”. Luego esta esponja fue aplicada en el interior de los defectos asignados al azar en el

lado derecho e izquierdo.

Seguido, se utilizaron 0.225mg de 17-B estradiol (Oestraclin®) para impregnar otra esponja de

coldgeno Collastat OBP® y aplicarlo en el interior de los defectos correspondientes.

Como control se introdujo una esponja de coligeno bafianda con S0ul de suero salino en el
interior de los defectos restantes. Estos materiales, la proteina BMP-6; 17-8 Estradiol y la esponja
de coldgeno con suero salino se colocaron en los 18 defectos intraoseos creados, siguiendo la

siguiente distribucién:

e PERROI
.- Mesial PIV derecho (control): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con 50ul de

suero salino,

- Distal PII derecho (BMP-6): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con 50ul de

dilucion de 20ug/100ul de BMP-6.
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.- Mesial PIl derecho (176-Estradiol): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con
0.225mg de 178-Estradiol.

- Mesial PIV lzquierdo (BMP-6): Esponja de colageno Collastat OBP® junto con 50ul de
dilucién de 20ug/100ul de BMP-6.

.- Distal PII izquierdo (control): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con 50ul de
suero salino

-~ Mesial PIl izquierdo(178-Estradiol): Esponja de coldgeno Collastai OBP® junto con

0.225mg de 17B-Estradiol.

PERRO 11

.- Mesial PIV derecho (178-Estradiol): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con
0.225mg de 176-Estradiol.

.- Distal PII derecho (control): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con 50ul de suero
salino

.- Mesial PII derecho (BMP-6): Esponja de colageno Collastat OBP® junto con 50ul de
dilucién de 20ug/100u! de BMP-6.

.- Mesial PIV izquierdo (control): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con 50ul de

suero salino

- Distal PII izquierdo (176-Estradiol): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con

0.225mg de 178-Estradiol.
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.~ Mesial PII izquierdo (BMP-6): Esponja de colageno Collastat OBP® junio con S0ul de

dilucién de 20ug/100ul de BMP-6.

e PERROIN

.~ Mesial PIV derecho (BMP-6): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con S0ul de
dilucién de 20ug/100pu] de BMP-6.

.- Distal PIl derecho (178-Estradiol): Esponja de coligeno Collastat OBP® junto con
0.225mg de 178-Estradiol.

.- Mesial PII derecho (control): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con 50ul de
suero salino

.~ Mesial PIV izquierdo (178-Estradiol): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con
0.225mg de 17B-Estradiol.

.- Distal PIl izquierdo (BMP-6): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con 50ul de
dilucién de 20pg/100n! de BMP-6.

- Mesial Pil izquierdo (control): Esponja de coldgeno Collastat OBP® junto con 50ul de
suero salino

Una vez que se colocaron los materiales del estudio se suturo el drea con Ethicon Vicryl® 4/0 a

través de puntos directos.
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Tabla # 1 Resume Los Tratamientos Asignados

DERECHO IZQUIERDO
PERRQO P o Pn PuM mP1o PuD Prv
1 control BMP-6 178B- 178B- control BMP-6

estradiol estradiol

I 178- control BMP-6 BMP-6 178- control
estradiol estradiol
I BMP-6 17B- control control BMP-6 178-
estradiol estradiol
Cicatrizacion.

El manejo posquinirgico de la cirugia de extraccién de dientes, colocacion de las ligaduras y
aplicacion de los materiales incluyé la administracién de antibiéticos, Cefuloxina® 250mg en
suspension durante 5 dias y un antiinflamatorio, Celebrex® 200mg diarios durante 5 dias. A
diferencia de las anteriores cirugias, cuando se retiraron las ligaduras solo se le administré un
antibiético, Flagyl® 500mg durante 7 dias. Después de cada cirugia, los perros estuvieron con
dieta blanda durante 5 dias (se mojaba con agua la comida de perro). Dentro del programa de
higiene oral descrito anteriormente, durante las 2 semanas siguientes a la cirugia aumento 1 vez
al dia el uso de la clorhexidina 0.20%, a excepcidn de la cirugia donde se colocaron las ligaduras.
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Proceso Histolégico

Los animales fueron sacrificados a las 16 semanas de haber aplicado los materiales de estudio
mediante una inyeccién concentrada de pentobarbital sédico al 0.9%. Inmediatamente después, se
canalizo la arteria cardtida y la femoral mediante catéteres. Por la via carétida se inyectd, primero
suero salino y luego formalina al 10% (aprox 3 litros). La razon de esto dltimo fue exanguinar el
craneo y fijar los tejidos. Posteriormente, la mandibula fue diseccionada para obtener bloques que
contenian un solo diente con su correspondientes tejidos de soporte. Se colocaron en pequefios
frascos de vidrie con formalina al 10% para completar el proceso de fijacién de los tejidos
durante diez dias. Cada muestra se marcé en funcién del nimero del perro, cuadrante y diente. Se
obtuvieron al final 12 frascos con sus muestras correspondientes. A cada muestra se le realizo
una radiografia. Una vez fijadas, las muestras se llevaron al Departamento de Inmunologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén, se lavaron con agua, y se
descalcificaron en &cido férmico al 10% durante 30 dias. Durante este proceso de
descalcificacién se tomaron radiografias para comprobar el proceso de descalcificacién. A
continuacion, las muestras se deshidrataron en alcohol , se incluyeron en parafina y se cortaron de
manera seriada a 5 micrémetros de grosor en direccién mesio-distal. Por dltimo se tifieron con

hematoxilina-eosina y Tricémico de Masson para su evaluacién en el microscopio de luz.
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5.4 EVALUACION

Registros Prequirurgicos

Niveles de estrégenos séricos, Profundidad de Bolsa y Nivel de Insercion.

Registros Posquirdrgicos

A la séptima y trigésimo quinta semana de aplicar los materiales de estudio se analizaron la

cantidad total de estrégenos séricos.

Andlisis Histométrico

Los puntos de referencia son las muescas ubicada en la superficie de la raiz del diente y en la

linea amelo cementaria (CEJ)

Pardmetros Histologicos:

.- Altura del Defecto: Distancia desde CEJ a la marca de la superficie radicular.

.- Epitelio de union: Distancia desde el margen gingival a la extensidn apical del epitelio
de union.

.- Tejido Conectivo de Insercidn: Distancia desde la extensién apical del epitelio de unién

a la extensién coronal de la regeneracién de cemento.
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.- Regeneracion del Cemento: Distancia desde la base de la muesca en la superficie
radicular a la parte mis coronal de nuevo cemento formado en superficie de la rafz.

.- Regeneracién del Hueso Alveolar: Distancia desde la base de la muesca en la superficie
radicular hasta la porcién mas coronal de formacién de hueso alveolar a lo largo de la
superficie radicular

.- Anquilosis: La unién entre el nuevo hueso formado y la superficie del cemento entre CEJ
y la muesca apical.

.- Resorcion radicular: La presencia de lagunas de resorcion entre CEJ y la muesca en la

superficie radicular.

La unidad métrica que se emplearia para medir los pardmetros, altura del defecto, epitelio de
unioén, tejido conectivo de insercién, regeneracion de ¢cemento y régeneracion del hueso alveolar,
seria nanémetros. Para obtener el valor medio de cada pardmetro las mediciones se hubiesen
hecho en 4 cortes histolégicos de cada muestra. El resto de los parametros, anquilosis y resorcion

radicular, se hubiesen valorado sélo si estaba presente o no.

Analisis Estadistico

Los pardmetros histoldgicos de las muestras del grupo control, 17B-estradiol y BMP-6 se iban a
comparar con el método estadistico ANOVA, Si hubiese habido alguna diferencia, se hubiese

utilizado el test de Scheffe’s para localizar esa diferencia.
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Descripcidn Histolégica de las Muestras

A partir de fotos digitales de las muestras tomadas directamente en el microscopio de luz, se

describieron y explicaron los diferentes tejidos que contienen las muesiras.

5.5 ORGANIGRAMA DEL ESTUDIO

PERIOBONTOGRAMA TOMA DE SANGRE

\ / DIA 45
DIA O DIA 15 p COLOCACION

COMPRA DE LOS e EXTRACCION PM LIGADURAS
PERROS y PROFILAXIS

PROFILAXIS
DIA 122 T
TOMA DE
SANGRE

DIA 150
TOMA DE
SANGRE

T l DIA 105
ESTUDIO RETIRADA DE
/ LIGADURAS Y
HISTOLOGICO PERIODONTOGRAMA
DIA 115
TRATAMIENTO
DEFECTOS

!

DIA 235
SACRIFICIO DE

CONCLUSIONES LOS ANIMALES
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6.- RESULTADOS

6.1 CLINICOS

Las intervenciones quirirgicas que se realizaron durante el estudio cicatrizaron correctamente, no
alteraron ni la capacidad ni la habilidad de! animal en comer y beber, lo siguieron haciendo ad
libitum.

6.1-a NIVEL DE ESTROGENOS SERICOS

Al comienzo del estudio, €l nivel de estrégenos séricos fue idéntico para los tres perros, 12.40

(Tabla 2)
INICIAL 7 Dias después de 5 Semanas después de
aplicar los materiales de |aplicar los materiales de
Cpgr/ml estudio. estudio.
Cpgr/ml Cpgr/ml
PERRO I 12.40 12.80 12.40
PERRO 1 12.40 12.40 1240
PERROIII 12.40 13.10 12.40
Tabla 1

Una semana después de la colocacién de los compuestos a estudio, se realizé una segunda
medicidn, siendo para el perro niimero I de 12.80, el 11 12.40 y el Tl de 13.10 (véase Tabla 2). Si
se comparan estos valores con los iniciales se puede decir que fueron similares ya que como
mucho cambié el perre numero 1T 0.70, el # 1 0.40 y el 11 se mantuvo igual. Cinco semanas
después del inicio del experimento, se llevd a cabo la tercera medicién de los niveles de

estrogenos seéricos, siendo los valores idénticos a los iniciales para los tres perros (Tabla 2).
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Teniendo en cuenta estos datos, se observa que los niveles de estrégenos séricos no se vieron

afectados en el tratamiento recibido. (Tabla 1)

6.1-b PROFUNDIDAD DE BOLSAS Y NIVELES DE INSERCION

Al comienzo del estudio se le realizé a cada perro un registro de profundidad de bolsa y nivel de

insercion de los dientes PI, PIIL, PIil y PIV izquierdos y derechos de la mandibula (tabla 3).

INICIAL Al retirar las Al retirar las
ligaduras ligaduras donde se
creo los defectos
PERRQO 1 1.88mm 3.57mm 4.25mm
PERRO I1 1.76mm 4.15mm 5.66mm
PERRO III 1.85mm 3.90mm 4.66mm

Tabla 2

Ninguno de los tres perros presentaban bolsas periodontales sino mds bien surcos, con una media
de 1.88 mm de profundidad de bolsa y nivel de insercién (coincidian estos valores) en el perro 1,
1.76 mm para el I y 1.85 mm para el IIL.

Cincuenta y seis dias después de provocar defectos infraéseos de 3-4 mm de profundidad (cresta
6sea — base del defecto), se volvieron a tomar los mismos registros en los dientes PI1 y PIV. En
este momento si se presentaban bolsas periodontales con una media de profundiodad de bolsa y
nivel de insercidn (coincidian estos valores) de 3.57mm para el perro I, 4.15 para el perro Il y
3.90 para el perro IIl (Tabla 3). Por lo que a 56 dias de provocar el defecto, se manifesté un

estado patoldgico de enfermedad periodontal. Existia mucha placa bacteriana rodeando a los
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dientes y la mayor profundidad de bolsa se encontré en las zonas donde se crearon los defectos
intradseos, con una media de profundidad de bolsa y nivel de insercién de 4.25 mm para el perro

I, 5.66 mm para el perro II y 4.66 mm para el perro 11l (Tabla 3).

6.2 HISTOLOGICOS

Todas las muestras, como se¢ menciond anteriormente, fueron fijadas con formalina al 10% y
descalcificadas con 4cido férmico al 10%. En este iltimo proceso, las muestras estuvieron
durante un mes, cosa que produjo una excesiva descalcificacién. El dcido férmico se cambid
todos los dias y aceleré el proceso de descalcificacion que inicialmente estaba planteado gue
durase aproximadamente un mes y medio. Como resultado se perdieron parte de las muestras

quedando solo del:

~Perro 1
* Mesial del PIl izquierdo, se coloco estrégenos

® Mesial del PIV izquierdo, se coloco BMP-6

-Perro 11
® Mestal del PII 1zquierdo, grupo control

e Distal del Pl derecho, se coloco estrogenos

En definitiva 2 muestras de estrégenos, 1 de BMP-6 y otra del grupo control.
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Como consecuencia de lo anterior los resultados histol6gicos se formalizan en una descripcién
histologica de las muestras y se omite la histometria debido al reducido nimero de muestras y a
la imposibilidad de medir de manera métrica los distintos pardmetros que se iban a evaluar:

e Altura del defecto

* Epitelio de union

* Tejido conectivo de insercidén

® Regeneracion del cemento

® Regeneracion del hueso alveolar

@ Resorcion radicular
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6.2-a DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LAS MUESTRAS

1 - Grupo Control

1- Fotomicrografia de un corte histologico de la raiz dental tefiido con hematoxilina y eosina.
Se observa en la fotomicrografia el tejido dentario de la superficie radicular (1); la muesca que se
hizo a 1| mm coronal de la base del defecto (2); el igamento periodontal (3) y €l tejido éseo (4).
No se aprecia ni anquilosis y ni reabsorcion radicular. (30X)
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2- Fotomicrografia de un corte histolégico de la raiz dental tefiido con Tricomico de Masson. Se
aprecia de forma mas visible que en la fotomicrografia anterior el tejido dentario del diente (1); la
muesca (2); el ligamento periodontal (3); la presencia de tejido epitelial entre la raiz y el
ligamento a la altura de la muesca (4) y tejido 6seo (5) proximo al ligamento periodontal. Este
tejido dseo presenta conductos de Havers y espacios medulares. No se aprecian células propias de
inflamacion. (50X)



3- Fotomicrografia de un corte histolégico de la raiz dental tefiido con Tricémico de Masson.
Esta fotomicrografd muestra un drea coronal a la muestra. Se le pueden apreciar los mismos
tejidos que en el drea de la muesca. Tejido dentario (1); ligamento periodontal (2) tejido epitelial
entre los dos (3) y el tejido 6seo. No se aprecian células propias de inflamacién. (50X)
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4- Fotomicrografia de un corte histolégico de la raiz dental tefiido con Tricomico de Masson del
drea anterior. Se puede observar con mayor claridad que en las fotomicrografias anteriores la
disposicion de las fibras colidgenas del ligamento periodontal (1) como se orientan paralelas a la
superficie del diente al no formarse nuevo cemento entre la dentina y el ligamento periodontal.
Por el contrario se ha formado un tejido blando con caracteristica de epitelio (2). No se aprecian
c€lulas propias de inflamcion. (400X)
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2 — Grupo Experimental BMP-6

5- Fotomicrografia de un corte histoldgico de la raiz dental tefiido con hematoxilina y eosina.
Se observa en la fotomicrografia el tejido dentario de la superficie radicular (1), la muesca que se
hizo a lmm coronal de la base del defecto (2); el ligamento periodontal (3) y el tejido 6seo (4).
No se aprecia ni anquilosis y ni reabsorcién radicular. (20X)
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6- Foromicrografia de un corte histologico de la raiz dental tefiido con Tricomico de Masson. Se
aprecia de forma mds visible que la fotomicrografia anterior el tefido dentario del diente (1); la
muesca (2); el Ligamento periodontal (3) y el tejido 6seo adyacente al ligamento periodontal (4).
Este tejido 0seo se encuentra perfectamente formado, se puede decir que es un tejido Gseo
maduro, con sus espacios medulares y conductos de Havers. No se aprecian células propias de
inflamacion. (30X)
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7- Fotomicrografia de un corte histolégico de la raiz dental anterior teiiido con Tricémico de
Masson. Esta fotomicrografia muestra el 4rea de la muesca, se puede observar con mayor
claridad la disposicién de las fibras coldgenas del ligamento periodontal (1), como se orientan de
manera oblicua donde estan insertadas al nuevo cemento celular (2), pero que van perdiendo esta
orientacion a medida que va disminuyendo el grosor de la capa de nuevo cemento (3). Esto se
produce segiin se va alejando la insercién conectiva en sentido coronal a la muesca (4) No se
aprecian células propias de inflamacién. (400X)
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8- Foromicrogruafia de un corte histologico de lu raiz dental teriido con Tricémice de Masson.
Esta fotomicrografia muestra el drea coronal a la fotografia anterior, las fibras coldgenas del
ligamento periodontal (1) se orientan paralelas a la superficie del diente. Entre el tejido dentario
(2) y el ligamento periodontal ya no hay una capa de nuevo cemento. En relacién a las
fotomicrografias anteriores se puede observar con mayor claridad las células de tejido dseo (3).
No se aprecian células propias de inflamacién. (400X)
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3 — Grupo Experimental 178-Estradiol

3-A. Muestra del Perro III

9- Fotomicrografia de un corte histolégico de la raiz dental teiiido con Tricémico de Masson. Se
observa en la fotomicrografia el tejido dentario de la superficie radicular (1) partido a la alturade
la muesca, que se hizo 1 mm coronal a la base del defecto (2); el ligamento periodontal (3). Una
capa de nuevo cemento (4) entre el ligamento periodontal y el tejido éseo, y el tejido éseo (5).
No se aprecia ni anquilosis y ni reabsorcién radicular. (20X)
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10- Fotomicrografia del corte histolégico anterior de la raiz dental tefiido con Tricdmico de
Masson. Se aprecia de forma mds visible el tejido dentario del diente (1); el drea de la muesca
(2); el ligamento periodontal (3); una capa de nuevo cemento (4) y el tejido Gseo vecino al
ligamento periodontal (5). Este tejido ¢seo presenta conductios de Havers y espacios medulares.
Se observa que es un tejido 6seo completamente formado y no se aprecian células propias de
inflamacién. (100X)
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11- Fotomicrografia de un corte histoligico de la raiz dental tefiido con Tricomico de Masson.
Esta fotomicrografia muestra €l area coronal a la muestra, s¢ puede apreciar los mismos tejidos
que en el drea de la muesca, tejido dentario (1); ligamento periodontal (2); una capa de nuevo
cemento (3) y el tejido 6seo maduro (4). No se aprecian c€lulas propias de inflamacién. (100X)
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12-Fotomicorgrafia de un corte histolgico de la raiz denal tefiido con Tricomico de Masson. En
el drea de la muesca se puede observar con mayor claridad que en las fotomicrografias anteriores
la disposicién de las fibras coldgenas del ligamento periodontal (1); como se orientan de manera
perpendicular a la superficie dentaria (2) a consecuencia de la formacién de una capa de cemento
celular entre ambas (3). Esta capa, comparédndola con lo que se formé donde se aplicé BMP-6, se
observa que es mas gruesa. (400X)



13- Fotomicrografia de un corte histolégico de la raiz dental teriido con Tricomico de Masson.
En un area coronal a la muesca, se puede apreciar Ja misma disposicidén de los tejidos
periodontales, las fibras coldgena del ligamento periodontal orientadas perpendicularmente a la
superficiec del diente (1) y la capa del nuevo cemento celular (2). Esta, ademds, sigue
manteniendo el mismo grosor que en el drea de la muesca. No se aprecian células propias de

inflamacion. (400X)
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3-B. Muestra del Perro

14- Fotomicrografia de un corte histolégico de la raiz dental 1eiiido con Tricomico de Masson.
Se observa en la fotomicrografia el tejido dentario de la superficie radicular (1), la muesca que se
hizo 1 mm coronal a la base del defecto (2); el ligamento periodontal (3). Una capa de cemento
(4) entre el ligamento y el tejido dentario y el tejido 6seo (5). No se aprecia ni anquilosis y ni
reabsorcion radicular. (30X)



15- Fotomicrografia de un corte histolégico de la raiz dental tefiido con Tricomico de Masson.
Se aprecia de forma mas visible que en la fotomicrograffa anterior el tejido dentario del diente
(1); el area de la muesca (2); el ligamento periodontal (3); una capa de nuevo cemento (4) y el
tejido dseo vecino al ligamento periodontal (5). Este tejido Gseo se encuentra perfectamente
formado, es un tejido 6seo maduro, con sus espacios medulares y conductos de Havers. No se
aprecian células propias de inflamacién. (50X)
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16- Fotonucrografia del corte histologico anterior teilido con hematoxilina y eosina. Se aprecia
el tejido dentario del diente (1); el 4rea de la muesca (2); el ligamento periodontal (3); una capa

de nuevo cemento (4) y el tejido dsecadyacente al ligamento periodontal (5). No se aprecian
células propias de inflamacién. (50X)
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17- Fotomicrografia de un corie histologico de la raiz dental tefiido con Tricémico de Masson.
En el drea de la muesca (1) se puede observar con mayor ciaridad que en las fotomicrografias
anteriores la disposicion de las fibras coldgenas del igamento periodontal (2); como se orientan
de manera perpendicular a la superficie dentaria (3) a consecuencia de la formacién de una capa
cemento celular enire ambas (4). El grosor de esta capa es similar a la que se observé en la
muestra del perro Il donde también se coloco 178-estradiol, mentras que {a muestra del perro 11l

donde se coloco BMP-6, se observa que es mas delgada. (400X)
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7.-DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que se podria producir la regeneracién de los tejidos
periodontales, cemento, ligamento periodontal y hueso, en presencia de 178-estradiol y BMP-6,
sin que se manifieste ninguna reaccidén del tejido adversa, tales como anquilosis, reabsorcién

radicular o a cuerpo extrafio.

Debido a los posibles efectos a nivel sistémico que podria producir 17B-estradiol, se analizaron a
lo largo de todo el proceso, 1a cantidad de estrégenos séricos. Los valores obtenidos al inicio del
estudio, 5 dias y 5 semanas después de aplicar 178-estradiol indicaron niveles séricos similares.
Por consiguiente, se puede deducir que la aplicacién de 0.450mg de 178-estradiol a cada perro no
alterd los niveles de estrégenos s€ricos y a su vez, que no interfirié en el proceso de cicatrizacion

de los casos controles y donde se aplico BMP-6.

Al comienzo del estudio s¢ le hizo a cada perro un registro de la profundidad de bolsa y del nivel
de insercion de los dientes PI, PII, PIIl y PIV izquierdos y derechos de la mandibula donde se
pudo ver que ninguno de los tres perros presentaban bolsas periodontales sino surcos gingivales,
en promedios entre 1.76 mm y 1.88 mm de profundidad, sin sangrado al sondeo. Se puede,
entonces, determinar que la encia estaba en buen estado de salud en los tres animales. Cincuenta
y seis dias después de provocar defectos intradseos, se constaté un estado patolégico de
enfermedad periodontal en la encfa. Existia mucha placa bacteriana rodeando a los dientes y la
mayor profundidad de bolsa en cada diente se encontré en las zonas donde se creé el defecto

intraseo, mesial de PIV y mesial y distal de PIl, la media de profundidad de bolsa y nivel de
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insercion fué de 4.25 mm para el perro |, 5.06 mm para el perro Il y 4.66 mm para el perro IIl.
Con estos datos, se demuestra que se cred la enfermedad periodontal en los animales, que la
técnica empleada para lograrlo fue efectivq y que la aplicacién de los materiales del estudio fue
realizada en un ambiente de enfermedad periodontal. Comparando estos hallazgos con anteriores

estudios se obtuvieron similares resultados®®'.

Respecto a los resultados histolégicos, en la muestra del grupo conirol, se observé como la
disposicién de la fibras colagenas del ligamento periodontal se orientaban paralelas a la superficie
dentinaria, sin la formacion de nuevo cemento € interpuesto entre el tejido conectivo y la dentina
un tejido con caracteristicas de epitelio (células cuboideas). En la apreciacidn clinica de estos
resultados se deduce que la esponja de coldgeno mojada en suero salino no fue capaz de impedir
la migracién apical del epitelio de unién no dejando asi espacio para que las células del
ligamento periodontal pudiesen regenerar el cemento y por consiguiente la insercidn conectiva,
como sugirié Melcher’'. La regeneracién de los tejidos del periodonto va a depender de la
repoblacién de células provenientes del ligamento periodontal remanente. Todo lo anterior
también demuestra que los defectos no se regeneraron de manera espontinea dando como bueno

el modelo de estudio aplicado en 1a investigacion.

En la muestra donde se aplico BMP-6, se observé como la disposicién de la fibras coldgenas del
ligamento periodontal se orientaban de manera oblicua donde estaban insertadas al nuevo
cemento, pero que iban perdiendo esa orientacién a medida que disminuia el grosor de la capa del
nuevo cemento. Esto sucedia segiin se iba alejando la insercién conectiva a la muesca en sentido
coronal, hasta llegar a un punto donde ya no habia nuevo cemento y las fibras del ligamento

periodontal se orientaban paralelas a la superficie dentinaria. La apreciacién clinica de estos
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hallazgos histoldgicos conlleva a proponer que la esponja de coligeno bafiada por BMP-6 fue
capaz de inducir no sélo la formacién de nuevo hueso, sino también la diferenciacién de cemento
y de ligamento periodontal en ¢l area del defecto intradseo. Esto implicaria, ademas, que el
material injertado habria tenido la habilidad de frenar la migracién apical del epitelio de unién y
dejar espacio para que las c€lulas del ligamento periodontal pudiesen regenerar el cemento y por
consiguiente la insercién conectiva en el drea de la muesca, de acuerdo al concepto de
regeneracion tisular guiada. Sigurdsson v cols™ también regencraron cemento cuando aplicaron
BMP-2 para tratar defectos supradscos, pero tuvieron muestras con anquilosis y resorcién
radicular cosa que en la presente muestra no se encontraron. Sin embargo, la interpretacion

definitiva de los resultados debe esperar al estudio de un nimero mayor de muestras.

Las fotomicrografias de las dos muestras con 17B-estradiol muestran la formacién de una gruesa
capa de nuevo cemento y a consecuencia, la regeneracion de la insercion conectiva apareciendo
las fibras del ligamento periodontal perpendiculares a la superficie dentinaria. Estos hallazgos
histolégicos sucedieron no solo a 1a altura de la muesca sino también en el drea coronal a la
misma, diferencidndose asi con lo encontrado cuando se aplic6 BMP-6. Ademads el grosor de la
capa de nuevo cemento que se formo fue mas grueso que el que se formé cuando se aplicé BMP-
6. Cabe destacar que, en las muestras donde se aplicd 178-estradiol, la capa de cemento que se
formé aparece de una dimensién similar a la del cemento remanente. En comparacién, la
aplicacién de la técnica de regeneracién tisular guiada® y del uso de las proteinas derivadas del
esmalte®® (Emdogain®) han obtenido también la formacién de nuevo cemento y por

consiguiente la regeneracién de los tejidos periodontales.
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178-estradiol estimuld una serie de eventos © procesos que resultaron en una cascada de
mecanismos que llevaron a regenerar cemento celular en casi toda la superficie radicular
contaminada por la enfermedad periodontal, dando asi una reconstitucién morfoldgica de los
tejidos periodontales. La secuencia de cémo sucedié resulta incierta, de ahi la necesidad de
estudios que lo clarifiguen. La razén por la que 178-estradiol fue capaz de formar mas cemento
que BMP-6, puede deberse a una accién de proliferacién y de diferenciacién sobre las células de
los tejidos periodontales, mientras que BMP-6 solo actia sobre la diferenciacién célular®. De la
misma manera, €s imprescindible la necesidad de estudios que aclaren esta hipotiesis planteada
sobre la proliferacion y diferenciacion de las células de los tejidos periodontales cuando se aplica

178-Estradiol.

Es frustrante la complicacién que se encontrd al procesar el material histolégico, que impidié
realizar el anélisis completo de la muestra, asi como su evaluacidn histométrica, tal como se
habia planeado. Ello hubiera permitido llegar a conclusiones mas precisas basadas en un andlisis
mas exhaustivo. Desgraciadamente, el estudio necesita ser repetido para poder confirmar los
resultados que aqui sdlo se pueden sugerir. La metodologia clinica utilizada ha permitido
confirmar lo demostrado por publicaciones anteriores, indicando su efectividad para inducir una
lesién periodontal crénica en este modelo animal. El limitado nimero de muestras histolégicas
evaluadas y su pobre calidad hace que sélo se puedan sugerir efectos beneficiosos, que requieren
ser corroborados, repitiendo el estudio para poder completar Ia evaluacidn en un numero mayor

de muestras y ser sometida al rigor de andlisis estadistico.
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8.-CONCLUSIONES

En los limites de este estudio se puede concluir que:

1. La aplicacién de 0.450mg de 176-estradiol no altera los niveles de estrégenos séricos.

2. Los defectos creados no regeneran de manera espontdnea y se consigue un ambiente de

enfermedad periodontal.

3. Dado lo limitado de la muestra evaluada, es posible sugerir que: Se produjo una
regeneracion de los tejidos periodontales, cemento, ligamento periodontal y hueso, en
presencia de 178-Estradiol y BMP-6, aparentemente sin manifestar alguna reaccién del

tejido adversa, tales como anquilosis, reabsorcién radicular © a cuerpo extrafio.

4. Los efectos del |7B-estradiol sobre la regeneracion de cemento parecen ser mayores que

los de BMP-6
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