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1. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL HUESO NORMAL

Los huesos responden a las fuerzas aplicadas sobre su superficie siguiendo
un patron caracteristico. La primera fase es elastica y depende de la rigidez del
hueso. En esta fase, la deformacion es temporal y se mantiene solo durante el
tiempo de aplicacion de la fuerza tras lo cual, el hueso recupera su forma original. Si
la fuerza aumenta, se entra en una fase plastica y el hueso, aunque se recupera
parcialmente, queda deformado. Por ultimo cuando la fuerza aplicada es superior a
la resistencia del tejido se produce la fractura (Byers y Woods, 1994; Teitelbaum,
1993).

La respuesta de tejido 6seo frente a las fuerzas que se aplican sobre su
superficie dependera del tipo de fuerza, del tipo de hueso, asi como de la densidad,
arquitectura y composicién del tejido 6seo. Las fuerzas que pueden actuar sobre el
tejido 6seo son de tres tipos tensidn, compresién y torsion. Ademas pueden ser
aplicadas de forma perpendicular a la superficie ésea (fuerza normal) o de forma

oblicua (fuerza de cizallamiento).

Los huesos largos, formados fundamentalmente por tejido 6seo compacto o
cortical, son elasticos y poco plasticos. En estos huesos, la resistencia sera mayor
cuando la fuerza se aplica de forma vertical al sentido de la carga. Cuando la fuerza
se aplica de forma oblicua la fase plastica se acorta y el hueso se fractura con mas
rapidez. En los huesos integrados por tejido 6seo esponjoso, la resistencia es mayor
cuando la fuerza se aplica a lo largo del eje vertical de las trabéculas vertebrales y
también cuando es paralela a los sistemas trabeculares del cuello femoral. Estos
huesos, al ser menos densos que los formados por tejido éseo cortical, son menos
elasticos y mas plasticos, por lo que pueden presentar deformaciones mayores. Asi
mientras que en los huesos integrados por tejido esponjoso, las fracturas se
producen cuando existen variaciones del 7% de su longitud, en los integrados por
tejido compacto, las fracturas se producen con variaciones del 2% (Byers y Woods,
1994; Teitelbaum, 1993).
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2. HISTOLOGIA DEL TEJIDO OSEO
El tejido 6seo es un tejido conectivo especializado compuesto por una matriz
Osea y células. Estas células del tejido 6seo son: los osteoblastos, los osteocitos y

los osteoclastos.

2.1. Matriz 6sea

Mas de un 99% en volumen de la matriz 6sea se halla mineralizado (hueso
cortical: 99,9%; hueso esponjoso: 99,2%) por lo que posee un componente organico
y otro inorganico. EI componente organico se halla integrado por colageno tipo | (85-
90%) y una pequefia proporcion de otras proteinas (10-15%): proteoglicanos
(biglicano, decorina), proteinas implicadas en la adhesion celular (trombospondina,
osteonectina, sialoproteina 6sea), osteocalcina y factores de crecimiento (Termine,
1993). En el hueso maduro las fibras colagenas se disponen en laminas paralelas
(hueso laminar) pero en cada lamina las fibras forman un angulo agudo con respecto
a las de las laminas contiguas. Esta disposicion determina que al observar hueso
laminar mediante luz polarizada alternen las laminas claras de aspecto muy brillante
-laminas birrefringentes: fibras orientadas perpendicularmente a luz polarizada- con
las oscuras -laminas no birrefringentes: fibras orientadas en un angulo mas o menos
agudo con respecto a la luz polarizada- (Gurley, 1992; Gonzalez-Macias y Serrano,
1995; Vigorita, 2008).

No obstante, estudios recientes mediante microscopia electrénica de barrido
ponen en duda esta concepcion clasica. Estos estudios sugieren que la alternancia
de laminas claras y oscuras podria ser debido a que en las laminas birrefringentes
existe una mayor densidad de fibras y no a una distinta orientacién de éstas (Crofts y
Bloebaum, 1994).

En el hueso embrionario o inmaduro las fibras se disponen de manera
desordenada: hueso plexiforme. Cuando este tipo de hueso se observa mediante luz
polarizada no muestra alternancia de bandas claras y oscuras sino un aspecto
finamente fibrilar (Gurley, 1992; Gonzalez-Macias y Serrano, 1995; Vigorita, 2008).
Este aspecto es debido a que solo brillan las escasas fibras colagenas que al azar
han quedado dispuestas perpendicularmente a la luz polarizada. En el esqueleto

adulto normal el hueso plexiforme practicamente ha desaparecido, pero puede
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formarse de nuevo si se acelera la produccién de matriz (callos de fractura, tumores

0seos...).

El componente inorganico de la matriz ésea esta constituido en su mayor
parte por fosfato calcico en forma de cristales de hidroxiapatita. EI hueso laminar se
halla mas densamente mineralizado que el hueso plexiforme. La matriz é6sea que no
se halla mineralizada constituye menos del 1% en volumen del total y se denomina

osteoide (Gonzalez-Macias y Serrano, 1995; Gurley, 1992; Vigorita, 2008).

El osteoide puede observarse en forma de finos ribetes de unas 10 micras de
espesor que revisten la superficie de algunas trabéculas y tapizan algunas

cavidades intracorticales.

La matriz 6sea es la responsable de las extraordinarias propiedades
biomecanicas del hueso. Las fibras colagenas le proporcionan flexibilidad y
resistencia a la tension mientras que las sales minerales le confieren dureza, rigidez
y resistencia a la compresién. De hecho esta estructura es muy similar a la que se
tratd de conseguir cuando se desarrollé6 el hormigdbn armado. En este material de
construccion el entramado de hierro realiza un papel funcional similar al que en el
hueso llevan a cabo las fibras colagenas y el hormigdn realiza el papel funcional que

en el hueso lleva a cabo el mineral.

2.2. Células o6seas

2.2.1. Linaje osteoblastico

Forman parte de este linaje los preosteoblastos, los osteoblastos y los
osteocitos. Los preosteoblastos son células de aspecto fibroblastico cercanas a las
superficies 0seas pero separadas de estas por otros tipos celulares: células del
endostio, osteoblastos, etc. (Puzas, 1993). Los preosteoblastos son dificiles de
identificar en condiciones normales, pero pueden observarse con facilidad si sufren
una hiperplasia como por ejemplo en el hiperparatiroidismo. Los preosteoblastos
derivan de una célula madre del estroma medular (CFU-F: Unidad Formadora de
Colonias de Fibroblastos) y en condiciones normales constituyen el compartimiento

proliferativo del linaje osteoblastico. Los osteoblastos son células de forma cubica,
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citoplasma basdfilo y ricas en una isoenzima especifica de la fosfatasa alcalina
(Puzas, 1993).

Derivan de los preosteoblastos y suelen considerarse células con
diferenciacién Terminal y por tanto incapaz de dividirse, no obstante existen datos
que sugieren que, al menos en parte, conservan la capacidad de proliferar. Los
osteoblastos se hallan en contacto directo con las superficies 6seas formando
grupos compactos de una sola capa de espesor. De manera caracteristica el nucleo
de estas células se situa en el extremo que se halla mas alejado de la superficie
Osea sobre la que asientan. El estudio ultraestructural permite comprobar que entre
el nucleo y la superficie de contacto con el hueso se sittan de manera sucesiva el
aparato de Golgi y abundantes cisternas de reticulo endoplasmico rugoso (Puzas,
1993).

Estas caracteristicas ultraestructurales son tipicas de las células con
capacidad para segregar grandes cantidades de proteinas. Los osteoblastos
sintetizan el componente organico de la matriz 6sea (colageno tipo |, proteoglicanos,
proteinas implicadas en la adhesion celular, osteocalcina y factores de crecimiento)
y controlan el depdsito de las sales minerales. Tanto in vivo como in vitro los
osteoblastos pasan sucesivamente por tres estadios funcionales (Owen et al., 1963;
Lian y Stein, 1992; Stein y Lian, 1993):

a) proliferacion celular y sintesis de los componente organicos de la matriz

osea,

b) maduracién de la matriz 6sea (cambios en la composicion y organizacion

de la matriz que la hacen competente para ser mineralizada) y

c) depdsito de mineral. In vitro se ha comprobado que estos estadios

coinciden con la activacion sucesiva de una serie de genes: c-fos, c-jun,

histona H4, colageno tipo I, fibronectina y factor transformante 3 (proliferacion

y sintesis de los componentes organicos de la matriz 6sea); fosfatasa alcalina

(maduracién de la matriz); sialoproteina 6sea, osteopontina y osteocalcina

(depdsito de mineral).

Los osteoblastos pueden permanecer en las superficies 6seas o quedar

rodeados por la matriz que sintetizan. Cuando los osteoblastos que han
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permanecido en la superficie finalizan la sintesis de matriz, se aplanan y se
convierten en células de revestimiento (células del endostio o "lining cells"). Estas
células a través de la produccion de factores locales como la interleukina-6 o la
interleukina-11 (Manolagas y Jilka, 1995; Elias et al., 1995) parecen desarrollar un
importante papel en el control del remodelado 6seo. Los osteoblastos que quedan
en el espesor de la matriz adquieren aspecto estrellado y pasan a denominarse
osteocitos (Puzas, 1993).

Estas células se hallan en contacto entre si y con las de la células de la
superficie (células de revestimiento, osteoblastos) mediante finas prolongaciones
tubulares de su citoplasma que recorren la matriz é6sea en diversas direcciones. La
cavidad de la matriz 6sea que contiene el cuerpo celular del osteocito se denomina
laguna osteocitaria y los diminutos canaliculos que albergan sus prolongaciones
citoplasmicas reciben el nombre de conductos calcéforos. El estudio ultraestructural
de los osteocitos revela que presentan un aparato de Golgi y un reticulo
endoplasmico rugoso menos desarrollado que los osteoblastos. Estas organelas se

concentran en el cuerpo celular donde se disponen alrededor del nucleo.

En los puntos de contacto entre las prolongaciones citoplasmicas se observan
uniones tipo "gap" -gap junctions- (Alberts et al., 1994). En estas uniones existen
pequenos canales intercelulares con un diametro interno de 1.5 nm. Estos canales
permiten el paso directo de una a otra célula de iones inorganicos y pequenas
moléculas hidrosolubles (aminoacidos, azucares, nucleotidos y vitaminas) por lo que
posibilitan una comunicacion quimica y eléctrica. Los osteocitos son células con una
escasa actividad metabdlica pero su preservacion parece necesaria para que el
tejido 6seo mantenga sus propiedades biomecanicas. La situacion de los osteocitos
es tedricamente ideal para detectar el estrés mecanico y las microlesiones de la
matriz. Estas células podrian transmitir sefiales a las células de revestimiento que
utilizarian la informacién recibida para modular localmente el remodelado (Aubin et
al., 1993).

Durante anos se ha discutido acerca de si los osteocitos son 0 no capaces de
inducir la osteolisis de la matriz que los rodea al ser estimulados por la PTH

(osteolisis osteocitaria). En la actualidad esta posibilidad se considera del todo
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improbable. El factor sistémico que de manera mas potente induce in vivo la
diferenciacion y proliferacion de las células del linaje osteoblastico es la hormona
paratiroidea (PTH). Los osteoblastos poseen receptores para la PTH, pero algunos
de los efectos de la hormona sobre estas células son probablemente mediados por
factores locales. La PTH actuaria sobre las células del linaje osteoblastico
estimulando la produccion de factor de crecimiento relacionado con la insulina tipo |
IGF-l (Watson et al.,, 1995; Pfeilschifter et al, 1995). Este factor local a su vez
estimularia la proliferacién de los osteoblastos y sus precursores por un mecanismo

autocrino.

Ademas de la PTH otros factores sistémicos como la 1-25 dihidroxivitamina D3
y numerosos factores locales (interleukina-1, factor de necrosis tumoral y factor
transformante 3 entre otros) afectan in vitro la funciéon de los osteoblastos pero su

importancia relativa in vivo se desconoce (Puzas,1993) .

2.2.2. Linaje Osteoclastico

Los osteoclastos son células multinucleadas, de citoplasma aciddfilo y ricas
en anhidrasa carbdnica y fosfatasa acida resistente (Gonzalez-Macias y Serrano,
1995; Gurley, 1992; Mundy, 1993). Son de mayor tamafo que los osteoblastos y se
disponen sobre las superficies 6seas de manera aislada o en grupos poco
numerosos. Al igual que los osteoblastos son células polarizadas en la que los
nucleos se situan en el extremo que se halla mas alejado de la superficie 6sea sobre
la que asientan. Derivan de la célula madre hematopoyética a través de células

formadoras de colonias de granulocitos y macréfagos (CFU-GM).

La proliferacion de estas células es activada por el factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF). El reclutamiento de los pre-osteoclastos a partir de
las CFU-MG parece ser promovido por la IL-1, IL6 e IL-11. Los pre-osteoclastos
son células dotadas de un solo nucleo que se adhieren a las superficies 6seas y al
fusionarse entre si dan lugar a los osteoclastos (Parfitt, 1994). Los pre-osteoclastos
expresan en su membrana moléculas de adhesion pertenecientes a la familia de las

cadherinas que parecen intervenir en la fusion de estas células.
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Los pre-osteoclastos de la médula 6sea pueden dar lugar por fusién a los
osteoclastos que remodelan el hueso esponjoso o pasar a la circulacion. Para que
estas células mononucleares circulantes puedan regresar por diapédesis al
microambiente 6seo deben adherirse a las células endoteliales. Se piensa que esta
adhesion es posible porque los osteoclastos y sus precursores expresan en su

membrana una proteina denominada anexina Il (Parfitt, 1994).

Dado que en el hueso cortical no existe médula 6sea es probable que los
osteoclastos que intervienen en su remodelacion procedan de precursores
circulantes que hayan emigrado del interior de los capilares sanguineos de los
conductos de Havers. La adhesidn de los precursores de los osteoclastos a la matriz
Osea tiene lugar en aquellos puntos donde ésta queda expuesta porque se separan
entre si las células de revestimiento al modificarse la conformaciéon de su
citoesqueleto. Las células de revestimiento son de origen osteoblastico y poseen
receptores para la PTH por lo que se ha sugerido que esta hormona podria
desencadenar el proceso. La adhesion de las células de estirpe osteoclastica a la
matriz es posible porque expresan en su membrana moléculas de adhesion de la

familia de las integrinas.

La integrina ayf34 interacciona con el colageno y la integrina a,f33 con la
vitronectina, osteopontina y sialoproteina 6sea (Parfitt, 1994). EI estudio
ultraestructural de los osteoclastos revela que sus organelas se concentran en el
citoplasma perinuclear donde los complejos de Golgi son abundantes (Gurley,
1992). En el resto del citoplasma se observan abundantes mitocondrias y estructuras
vesiculares de diversas densidades y tamafnos. Es probable que algunas de estas
estructuras vesiculares correspondan a lisosomas ricos en TRAP y colagenasas. Las
cisternas del reticulo endoplasmico rugoso no son muy numerosas ni muy extensas.
Es caracteristico de estas células que la zona de su membrana que entra en relacion
con la matriz 6sea se halle fruncida. Entre los plegamientos de la membrana y la
matriz 6sea existe un estrecho espacio poco denso a los electrones. A ambos lados
de la zona de plegamiento la membrana se aplana y se adhiere mas intimamente a
la matriz. En las tres dimensiones del espacio este segmento aplanado corresponde
a un rodete que adhiere el osteoclasto a la superficie 6sea de manera parecida a

como lo haria el borde de una ventosa (figura 1).
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Figura 1.- Esquema de los mecanismos implicados en la reabsorcion

Osea por parte de los osteoclastos.

Tomado de: Serrano S. Estructura y funciéon del hueso normal. Il Congreso Virtual
Hispanoamericano de Anatomia Patoldgica, 1998. [Acceso 6 de octubre de 2008].
Disponible en: http://www.conganat.org/iicongreso/conf/018/osteocl.htm

Asi, el espacio comprendido entre la membrana fruncida y la matriz ésea
queda convertido en un microambiente que se halla aislado del intersticio medular.
El segmento de citoplasma adyacente a esta zona aplanada se halla libre de
organelas por lo que se denomina zona clara (Gurley, 1992; Mundy, 1993). Esta
zona contiene abundantes microfilamentos de actina que probablemente se
relacionan con la capacidad de traslacion de la célula. De hecho los osteoclastos a
medida que reabsorben el hueso realizan un movimiento de vaivén parecido al que

efectla el cepillo de un carpintero.

El territorio sobre el que se desplaza un osteoclasto durante el proceso de
reabsorcidn es varias veces superior al de la superficie de la célula y se denomina
dominio osteoclastico. La TRAP es capaz de desfosforilar la osteopontina y la
sialoproteina 6sea por lo que podria facilitar los movimientos de la célula al separarla
de estas proteinas de la matriz. Los osteoclastos reabsorben el hueso en dos fases.
Primero solubilizan el mineral y luego digieren la matriz organica (Gurley, 1992;
Mundy, 1993). El mineral se solubiliza acidificando el microambiente creado entre la
matriz 6sea y la membrana fruncida del osteoclasto. La acidificacion (pH=4) se logra

bombeando hacia el hueso los iones H*. En el citoplasma de los osteoclastos la
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anhidrasa carbodnica cataliza la reaccién entre el Co,y el h,o dando lugar a CO3H;

que se disocia en CO3H y H™.

El H" es bombeado activamente hacia la matriz 6sea a través de la membrana
plegada mediante una bomba de protones dotada de una ATPasa especifica
(Mundy, 1993).

El COsH™ es expulsado fuera de la célula a través de la superficie opuesta
donde es intercambiado activamente por CI" (Mundy, 1993). El CI' no se acumula en
el interior del osteoclasto puesto que es vehiculado hacia la matriz ésea a través de
canales especificos situados en la membrana plegada. Una vez eliminado el mineral
la matriz organica es digerida por colagenasas acidas y otras enzimas proteoliticas
de origen lisosémico. Cuando se ha completado el proceso de reabsorcion los

osteoclastos mueren por apoptosis (Miiyazaka et al., 1996).

Los nucleos se hacen mas pequefios e hipercromaticos y se fragmentan
hasta desaparecer y el citoplasma aumenta su acidofilia y se retrae. Estos restos
celulares seran fagocitados por células macrofagicas. In Vitro la apoptosis de los
osteoclastos es promovida por factor de crecimiento tumoral beta (TGF-B).Se ha
observado que ratones con alteraciones en los oncogenes c-src y c-fos desarrollan
osteopetrosis por lo que estos genes parecen implicados en los mecanismos de

control de la reabsorcion (Wang et al., 1992).

La calcitonina es capaz de inhibir funcionalmente a los osteoclastos a través
de receptores especificos pero el papel de esta hormona en condiciones normales
parece poco importante. Los osteoclastos carecen de receptores para la PTH. La
actividad reabsortiva de los osteoclastos y la osteoclastogénesis parecen ser
activadas por la IL-6 e IL-11 producidas por células de estirpe osteoblastica
(Manolagas y Jilka, 1995; Elias et al., 1995).

La produccién de IL-6 e IL-11 seria a su vez estimulada por hormonas (PTH,
1-25 dihidroxivitamina Ds) y por factores locales (IL-1, factor de necrosis tumoral).
Este modelo ofrece amplias posibilidades tanto para la regulacién sistémica de la

actividad reabsortiva como para la regulacion local del acoplamiento entre
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reabsorcion y formacion 6seas. Ademas de los descritos, existen otros mecanismos
de regulacion local de la actividad funcional de los osteoclastos. Asi, el calcio
liberado durante la reabsorcién puede penetrar en el interior del osteoclasto a través
de canales de Ca’ situados en la membrana plegada e inhibir la actividad

reabsortiva de estas células (Alberts et al., 1994).

Los factores de crecimiento de origen osteoblastico enterrados en la matriz y
liberados durante la reabsorcion parecen ser también importantes para el

mantenimiento de la actividad funcional de los osteoclastos.

2.3. Dinamica del hueso
El esqueleto, a pesar de estar constituido en su mayor parte por matriz
extracelular, es uno de los sistemas mas dinamicos del organismo y presenta

fendmenos de crecimiento, modelado, remodelado y reparacion.

2.3.1. Crecimiento 6seo

El crecimiento 6seo se inicia en la vida embrionaria y sigue hasta la pubertad.
El crecimiento en longitud se efectua mediante la adiciéon de hueso nuevo a la cara
diafisaria de la placa de crecimiento o fisis (Gurley, 1992). La placa de crecimiento
es una estructura con forma de disco que se halla intercalada entre la epifisis y la
diafisis. En la placa de crecimiento se distinguen dos regiones, una central y otra
periférica. La region central esta constituida por cartilago hialino en el que se
distinguen, desde la epifisis a la diafisis, cuatro zonas: zona germinal, zona
proliferativa, zona de cartilago hipertrofico y zona de cartilago calcificado (Gurley,
1992).

Zona germinal (capa de reserva o de reposo): Es la zona mas cercana a la
epifisis. Esta constituida por células cartilaginosas aisladas de forma oval. En
esta capa se observan mitosis y existe una intensa sintesis de matriz

extracelular

Zona proliferativa: Se halla constituida por células cartilaginosas en forma de

cuia cuyo eje mayor es perpendicular al del hueso. Estas células se disponen
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en columnas paralelas al eje longitudinal del hueso. En esta zona también se
observan mitosis y existe una intensa sintesis de matriz extracelular. Las
células de cada columna parecen dividirse al unisono pero de manera

asincronica con respecto a las de las columnas restantes.

Zona de cartilago hipertréfico: Los condrocitos de esta zona maduran,
adquieren forma redondeada y su tamafio aumenta a medida que se alejan de

la epifisis.

Zona de cartilago calcificado: En esta zona la matriz cartilaginosa se
mineraliza. El nucleo de los condrocitos pierde cromatina (cariolisis) y su
citoplasma se vacuoliza. Finalmente estas células mueren y desaparecen por
lo que en el extremo de cada columna se observa un espacio vacio rodeado
por matriz cartilaginosa calcificada que corresponde al que anteriormente
ocupaba un condrocito. Sobre esta matriz calcificada los osteoblastos del
estroma de la medula diafisaria depositaran hueso plexiforme (osificacion de
tipo endocondral). En el curso del modelado éseo este hueso inmaduro sera

sustituido por hueso laminar.

La region periférica de la placa de crecimiento se denomina zona de Ranvier.
Esta zona es un anillo de seccién triangular y base externa que rodea la region
central de la fisis. La zona de Ranvier se halla constituida por células inmaduras con
diferenciacion condroblastica y osteoblastica. Las primeras podrian contribuir al
crecimiento circunferencial de la placa de crecimiento y las segundas podrian

contribuir al crecimiento en longitud de la cortical diafisaria.

El crecimiento en espesor del hueso se logra mediante la aposicion
conceéntrica subperiostica de tejido 6seo. Las células de la capa mas interna del
periostio se diferencian en osteoblastos que depositan hueso directamente sobre la

superficie externa de la cortical diafisaria (osificacion de tipo intramembranoso).

El crecimiento 6seo depende de factores genéticos y se halla influido por
factores sistémicos (hormonas) y locales. Las hormonas que intervienen en el

control del crecimiento 6seo se pueden dividir en cuatro grupos (Teitelbaum, 1992):
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e Hormonas necesarias para el crecimiento: hormona de crecimiento,
hormona tiroidea, insulina.

e Hormonas inhibidoras del crecimiento: cortisol

e Hormonas activadoras de la maduracién: hormonas sexuales

e Vitamina D y Hormona paratiroidea

Los factores locales que pueden influir sobre el crecimiento son de tipo
nervioso y de tipo mecanico. Se desconoce el mecanismo por el que el sistema
nervioso interviene sobre el crecimiento 6seo. Se ha sugerido que podria intervenir
de manera indirecta a través del control del flujo sanguineo. El resultado de la accion
de las fuerzas mecanicas depende de su intensidad asi como de su direccién y
sentido. Las fuerzas de compresion paralelas a la direccion del crecimiento

disminuyen la actividad de la fisis.

Las fuerzas de traccion paralelas a la direccion del crecimiento si son de
pequeia intensidad pueden incrementar ligeramente el crecimiento pero si son de
gran magnitud pueden causar epifisiolisis 6 fusidn prematura. Las fuerzas
perpendiculares a la direccion del crecimiento producen un efecto deformante que es
directamente proporcional a la fuerza aplicada e inversamente proporcional al

diametro del hueso.

2.3.2. Modelado 6seo

En las metéfisis, el crecimiento éseo se asocia a fendmenos de reabsorcién
en la superficie externa y de formacion en la interna, mientras que, en las difisis,
ocurre lo contrario. Este proceso se denomina modelado 6seo y permite que los
distintos huesos conserven su forma durante el proceso de crecimiento. Asimismo el
modelado 6seo es el mecanismo que permite una renovacion constante del
esqueleto antes de que cese el crecimiento Las alteraciones del modelado pueden

causar deformidades Oseas (Teitelbaum, 1992).

El modelado esta programado genéticamente pero es probable que existan
factores mecanicos de caracter local que pueden influir sobre el mismo. En este
sentido existen datos experimentales que sugieren que la tension que ejerce el

manguito peridstico sobre ambos extremos 6seos es un factor que contribuye a que
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aparezcan osteoclastos sobre la superficie externa del cono metafisario (Hernandez
et al., 1995).

2.3.3. Remodelado 6seo

En el adulto, cerca de un 8% del tejido 6seo es renovado anualmente. Esta
cifra es superior en el joven e inferior en el anciano (Serrano y Marifioso, 1990). El
remodelado 6seo se lleva a cabo mediante la accion sucesiva (acoplamiento) de
osteoclastos y osteoblastos sobre una misma superficie 6sea. Cada ciclo de
remodelado consta de tres fases: reabsorcidn, reposo o inversion y formacion. En la
fase de reabsorcién, un grupo de osteoclastos se diferencia a partir de sus
precursores y erosiona una superficie 6sea dando lugar a imagenes en sacabocados

conocidas como lagunas de Howship (Serrano y Marifioso, 1990).

Una vez finalizada la reabsorcion los osteoclastos son eliminados por
apoptosis. La fase de reposo o inversiéon es un periodo de aparente inactividad.
Durante la fase de formacion un grupo de osteoblastos se diferencia a partir de sus
precursores y rellena con hueso nuevo la zona excavada por los osteoclastos. Los
osteoblastos depositan en primer lugar matriz 6sea no mineralizada que forma una
capa de unas 10 micras de espesor denominada ribete de osteoide. Entre el
deposito de osteoide y su mineralizacion existe un tiempo de demora (Mineral Lag

Time) de unos 10 a 20 dias (Serrano y Marifioso, 1990).

Durante este periodo la matriz ésea sufre cambios en su composicion y
estructura que la hacen apta para el depdsito de mineral (maduracion de la matriz).
La mineralizacion se inicia en la interfase entre el osteoide y el hueso mineralizado
preexistente y avanza hacia la superficie a lo largo de un plano de barrido de 2 a 3
micras de espesor. Este plano, integrado en parte por mineral amorfo, se denomina

frente de mineralizacioén (Serrano y Marifioso, 1990).

A medida que este frente se desplaza va dejando tras de si matriz 6sea
mineralizada en forma de cristales de hidroxiapatita. Una vez completado el depdsito
de hueso los osteoblastos que no se han incorporado a la matriz se aplanan y pasan
a formar parte del endostio (lining cells). El conjunto de osteoclastos y osteoblastos

que de manera coordinada actuan en una superficie 6sea durante un ciclo de
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remodelado recibe el nombre de Unidad Multicelular Basica -BMU- (Eriksen et al.,
1994).

Las BMU se activan de manera asincronica, por lo que mientras unos ciclos
de remodelado se hallan en fase de reabsorcion, otros se encuentran en fase de
reposo o de formacion. El nuevo segmento de tejido 6seo que resulta de la accion
de cada BMU se denomina Unidad Estructural Osea (BSU). El limite entre el
hueso preexistente y la nueva BSU es identificable morfologicamente como una
linea ondulada y recibe el nombre de superficie de inversibn o de cemento
(Gurley, 1992).

En la remodelacion del hueso compacto los osteoclastos, partiendo de un
canal de Havers o de Volkmann, excavan un tunel de seccion circular. Por esta
razon las BSU corticales, llamadas también osteonas (Gurley, 1992), tienen forma
cilindrica. En la remodelacion del hueso esponjoso los osteoclastos labran, en la
superficie de las trabéculas, excavaciones poco profundas y de base ancha. Por
esta razén las BSU trabeculares llamadas también paquetes trabeculares tienen
forma de lente plano-convexa. Se denomina recambio 6seo (bone turnover) al
volumen total de hueso que es renovado por unidad de tiempo mediante el
remodelado (Serrano y Marifioso, 1990). El recambio 6seo es directamente
proporcional al numero de ciclos de remodelado en curso o, lo que es lo mismo, al

numero de BMU activas.

La diferencia entre el volumen de hueso formado y el de hueso reabsorbido,
por unidad de tiempo, se denomina balance 6seo (Serrano y Marifioso, 1990). Si la
reabsorcion y la formacién son idénticas, el balance es igual a cero y el volumen
total de hueso (masa ésea) no variara en funcion del tiempo. Si la formacion y la
reabsorcidn no son iguales, la masa ésea se modificara en sentido positivo o
negativo. El balance 6seo corresponde a la suma aritmética del hueso ganado o
perdido en cada ciclo de remodelado. Asi pues, una vez instaurado un balance
positivo o negativo la velocidad a la que se perdera o ganara masa Osea sera
directamente proporcional al numero de BMU activas. La maxima masa Osea se
alcanza a los 30 anos de edad y depende de factores genéticos (gen del receptor de

la vitamina D) y ambientales (ingesta de calcio, ejercicio fisico).
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De los 30 a los 40 ainos, el balance 6seo es igual a cero y la masa ésea
permanece estable. A partir de los 40 afios se instaura un balance negativo y la
masa 6sea disminuye de manera progresiva. En el hombre, la pérdida se realiza a
una velocidad constante (un 0,5% anual) mientras que en la mujer se acelera
durante los afios de la menopausia. Esta pérdida "fisiolégica" de masa Osea
determina que al inicio de la octava década los hombres hayan disminuido su masa

0sea en un 20% y las mujeres en un 30%.

El remodelado 6seo esta sometido a un control sistémico (hormonas) y a un
control local (factores locales). Los mecanismos de control de accion sistémica
regulan el ritmo de activacién de las BMU vy la actividad funcional de las células que
las integran. Son especialmente importantes la hormona paratiroidea y la vitamina D
pero intervienen también las hormonas tiroideas, los esteroides sexuales, los
glucocorticoides, la insulina y la hormona del crecimiento. La calcitonina aunque in
vitro es capaz de modular la funcién de las células 6seas parece que in vivo carece

de importancia fisiologica.

Algunas de estas hormonas tienen una accién directa sobre las células 6seas;
otras actuan de manera indirecta modulando la sintesis o la actividad de factores
locales (Eriksen et al., 1994). El control local del remodelado éseo se lleva a cabo a
través de una serie de factores de crecimiento (insulina-like, transformantes de la
familia 3, fibroblasticos, derivados de las plaquetas) y citocinas (IL-1, IL-6, IL-11,
factor de necrosis tumoral, factores estimuladores de colonias) de accion autocrina o
paracrina (Elias et al., 1995; Watson et al., 1995; Pfeilschifter et al., 1995; Manolagas
y Jilka, 1995).

Estos factores locales son producidos por las células 6seas y las células
medulares adyacentes (células hematopoyéticas, linfocitos, macréfagos). Los
factores locales intervienen en el control de la actividad funcional de las células de
las BMU y son clave para el acoplamiento entre osteoclastos y osteoblastos. Los
células de linaje osteoblastico (lining cells) a través de la produccion de factores
locales (IL-6, IL-11) son capaces de activar a los osteoclastos y de esta manera

contribuir al inicio de los ciclos de remodelado (Manolagas y Jilka, 1995; Elias et al.,
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1995). A su vez, ciertos factores liberados por los osteoclastos o por la matriz 6sea

bajo la accion de estas células son capaces de activar a los osteoblastos.

Es probable que este fendmeno constituya el sustrato molecular para el
acoplamiento entre la reabsorcion y la formacion dentro de los ciclos de remodelado.
La mayoria de los datos que poseemos sobre la accidn de los factores locales
proceden de estudios in-vitro por lo que la importancia relativa de cada uno de estos

factores in vivo se desconoce.

2.3.4. Reparacion 0sea (Fracturas)

El tejido 6seo es el unico capaz de repararse a si mismo de manera completa
a través de reactivar los procesos que tienen lugar durante su embriogénesis.
Cuando de manera brusca, un hueso es sometido a fuerzas que superan su
resistencia mecanica aparece una linea de fractura. En primer lugar, en esta zona,
se produce un hematoma que es reabsorbido por macréfagos. A continuacion,
aparecen células formadoras de hueso, procedentes de ambos lados de la linea de
fractura. Estas células establecen puentes de tejido éseo inmaduro, sin orientaciéon
espacial definida (callo de fractura), que unen entre si los extremos del hueso
fracturado. En una fase posterior este hueso, a través de un proceso de modelado,
es sustituido por otro, de tipo laminar, orientado segun las lineas de fuerza que

actuan sobre la zona (Vigorita, 2008).

La fatiga mecanica puede causar microfracturas trabeculares que no
modifican la morfologia externa del hueso. Estas fracturas microscépicas se reparan
a través de microcallos de fractura que muestran una dinamica similar a la de los

grandes callos (Vigorita, 2008).

2.4. Interaccion implante dental-hueso: biocompatibilidad

La tolerancia histica (histocompatibilidad) de los biomateriales implantados se
valora por las reacciones inflamatorias agudas o crénicas y la formacién de fibras de
colageno periimplantarias —encapsulacién- (Anderson y Miller, 1984; Autian, 1981;
Bessing y Kallus, 1987; Bethmann y Knopfler, 1987; Clark et al., 1974; Coleman et
al., 1974; Eisenring et al., 1986; Geret et al., 1979; Kaminski et al., 1977; Keller et al.,
1984; Munkelt et al., 1985; Rigdon, 1975; Sandrik et al., 1974).
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El estudio histopatologico del lecho del implante, en los experimentos en
animales con biomateriales, constituye el método mas descrito en la literatura para
valorar la biocompatibilidad. Como lugares de implantacion se han elegido el tejido
conjuntivo subcutaneo, la musculatura, la cavidad peritoneal, el tejido nervioso, las
cavidades articulares y los huesos. Al valorar la histocompatibilidad conviene saber
que las reacciones tisulares especificas de cada material son superadas por los
procesos de cicatrizacion de la herida que ocurren tras el traumatismo quirurgico o
de la implantacion. Los efectos especificos del material se pueden valorar, a lo
sumo, 1 semana después de la implantacion, ya que antes predominan los procesos

de reparacion tisular secundarios al traumatismo quirdrgico (Reuling, 1992).

La implantacibn de metales puros o aleaciones provoca una respuesta
inflamatoria cronica en los tejidos blandos, que se conoce también como reaccion a
cuerpo extrafio (Adams, 1976; Bagnali, 1977; Cohen, 1959; Coleman et al., 1974;
Hirsch y Johnson, 1984; Movat, 1985; Williams, 1971). Cuando se implanta titanio,
tantalio, 6xido de aluminio o ceramicas de fosfato calcico en los huesos, se puede

producir una cicatrizacioén por tejido conjuntivo o hueso.

Branemark (1985) denominé al contacto directo del hueso con el implante
«osteointegraciény». Osborn (1985) senald la influencia del material en las distintas
reacciones tisulares. Los materiales examinados fueron clasificados por este autor

en tres grados diferentes de biocompatibilidad: biotolerado, bioinerte y bioactivo.

Los datos de los estudios experimentales en animales han demostrado, entre
tanto, que la cicatrizacion por tejido conjuntivo o hueso no depende del biomaterial,
sino de la estabilidad biomecanica durante la fase de cicatrizacion (Donath y Kirsch,
1986). A su vez, la estabilidad biomecanica se relaciona con el grosor 6seo del lecho
del implante, el disefio del implante, la micromorfologia de la superficie del implante

y la congruencia entre el implante y el lecho éseo.

2.4.1. Morfologia del aparato de soporte dental
La encia forma parte de la mucosa oral y se transforma en epitelio de la
union. Este epitelio se halla en intima relacién con el esmalte o cemento del diente y

constituye una barrera mecanica entre la cavidad bucal colonizada por las bacterias
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y el periodonto. Los epitelios gingivales, del surco y también de la unidon mantienen
su forma gracias al tejido conjuntivo y son irrigados a través de los vasos
sanguineos situados en el tejido conjuntivo. La encia posee una vascularizacion
(plexo vascular) mas rica que la mucosa alejada del diente (Lenz, 1975; Sharp,
1977). En las gingivitis se observa un aumento significativo del niumero de vasos
como consecuencia de la apertura de los denominados capilares”durmientes”. La
densidad vascular en una papila interdental puede variar entre 33,5 y 1653,7 vasos
por mm? (Donath y Schulze-Quester, 1983). La bolsa gingival, que se puede originar
entre el epitelio y la sustancia dura dental 6 también en el epitelio, se asocia a la

proliferacion horizontal y apical del epitelio.

2.4.2. Morfologia del lecho del implante

La comparacion directa entre el aparato de soporte dental y el lecho
periimplantario s6lo puede realizarse entre la encia y la mucosa periimplantaria.
Después de la fase de cicatrizacion se advierte una zona de tejido conjuntivo entre la
insercion apical del epitelio y el primer contacto éseo en los implantes que se
insertan en un solo tiempo; esta misma zona se observa en el momento de la
cicatrizacion del elemento transepitelial espaciador en los implantes de dos etapas
(antes del cambio del pilar transepitelial). Los implantes de una sola fase pierden
esta zona de tejido conjuntivo cuando se produce inflamacién periimplantaria,
mientras que los modelos de dos fases lo hacen cuando se cambia por primera vez

el pilar transepitelial.

La zona de tejido conjuntivo tiene una composicion diferente, va que consta
de una porcidn interna (rica en fibras de colageno) y otra externa (vascularizada y
laxa). Las fibras de colageno presentan una disposicion fundamentalmente circular
en los implantes de un solo tiempo quirurgico (Buser et al., 1992) y paralela a la

superficie del implante en los de dos tiempos.

2.4.3. Histopatologia comparativa del diente y del implante

En general, la defensa frente a la inflamacion se asocia al tejido conjuntivo
vascular. Lo mismo ocurre en el caso de la encia. Cuando se produce una
inflamacion de origen bacteriano, se abren los denominados capilares durmientes y

ocurre un denso infiltrado inflamatorio. Tras la fase exudativa, se inicia la fase
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proliferativa (inflamacion crénica) que termina con la formacion de un tejido de

granulacion.

Las estructuras locales (fibras dentogingivales, hueso alveolar) son
destruidas. La destruccidon horizontal o vertical del alveolo dental ocurre a distancia
del infiltrado inflamatorio por la activacion de los osteoclastos. Los compuestos que
estimulan los osteoclastos (como, p. €j., prostaglandinas e interleukinas) se originan
en el foco inflamatorio. El aparato fibrilar transdental se forma de nuevo en todas las

fases de destruccion del alveolo dental (funcién protectora).

Los vasos sanguineos que previamente se hallaban en el espacio periodontal
quedan ahora superficiales, entre los haces fibrilares. De esta manera, se garantiza
la defensa frente a las infecciones en todas las fases de las enfermedades

periodontales.

En los implantes intradseos, la vascularizacion de los tejidos que rodea
directamente el implante (y, por tanto la capacidad de defensa frente a las
inflamaciones) depende unicamente del tejido conjuntivo subepitelial (lamina propia).
El resto de las zonas del tejido conjuntivo proximas al implante constituyen un tejido

cicatrizal -sin vasos sanguineos- que aparece tras la reparacion del implante.

El lecho 6seo del implante, en comparacion con el diente natural soportado
por el ligamento periodontal (con vasos sanguineos), no es tan capaz de defenderse

frente a la infeccion.

El cierre epitelial de los distintos sistemas de implantacion es variable: los
sistemas bifasicos se asemejan, en cierto modo, a los monofasicos, hasta que se
cambia por primera vez el pilar transepitelial. Cuando se cambia el pilar
transepitelial, se destruye la zona de adherencia de tejido conjuntivo inicial (que casi
siempre existe y esta formado por tejido cicatrizal), con lo cual el epitelio comienza a
proliferar sobre la superficie del pilar espaciador hasta el implante anclado en el

hueso (la formacion de bolsas depende de cada sistema).
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2.4.4. Reparacién 6sea. Fase precoz

La reparacion oOsea del implante va precedida, como todo proceso de
cicatrizacion, del sangrado y la formacién del coagulo de sangre. El coagulo de
sangre (fibrina y células agregadas de la sangre) representa el tejido que guia la
reparacion tisular (tejido de granulacion). La adherencia superficial del coagulo de
sangre al implante es, por tanto, esencial para la reparacion 6sea (estructura de
superficie, fuerzas adhesivas, etc.).

El coagulo de sangre se organiza a través de los capilares que lo atraviesan y
de los preosteoblastos que lo acompafian (crecimiento 6seo centripeto). Ademas de
la neo formacion ésea, en esta fase precoz, el organismo es capaz de reconocer los
cuerpos extrafios (aparecen macrofagos y células gigantes multinucleadas). Con la
aposicion de hueso a la superficie del implante disminuye el numero de macréfagos
multinucleados (Sennerby et al., 1991). En principio, las interrelaciones entre el
tejido y el material son dificiles de valorar en esta primera fase (superposicién de los
procesos inflamatorio agudo y de proliferacion, que persigue la cicatrizacion de la
herida).

2.4.5. Reparacion Osea. Fase tardia

Dependiendo de la anchura de la hendidura que quede entre la superficie del
implante y el lecho 6seo, se puede establecer una adherencia directa a la cortical a
través de la formacion de hueso laminar concéntrico (hasta 0,2 mm). Las hendiduras
de mayor dimension son cubiertas por hueso reticular en un plazo de 14 dias. Este
hueso reticular se transforma aproximadamente a los 2 meses en un hueso laminar

que contiene en su centro restos del hueso reticular.

El recubrimiento 6seo completo no se produce con ningun implante. El
contacto 6seo alcanza un 56-85% con los implantes de tornillo (Sennerby et al.,
1991) y un 82% con los implantes de lamina de Linkow (Linkow et al., 1992). En la
zona de la superficie del implante, libre de hueso, las células grasas se adhieren al

implante sin ninguna capa fibrosa de separacion.



Introduccidn 33

2.5. Fundamentos biolégicos de la cicatrizacion de los implantes

2.5.1. Inflamacion cronica ante cuerpos extrafios. Reaccidon a cuerpo extrafio

El organismo considera cuerpos extrafios no sélo a todas las sustancias
ajenas a él que son introducidas desde el exterior, sino también a sustancias propias
que pierden su relacién funcional con el ser vivo o que, por ejemplo, estan
constituidas por epitelio (queratina, mucina). Los cuerpos extraios exdégenos y
endoégenos desencadenan una actividad fagocitaria y la reaccién inflamatoria. Esta

se mantiene hasta que se elimina o inactiva de alguna manera el cuerpo extrano.

La inflamacion cronica causada por los cuerpos extrainos endogenos vy
exdgenos tiene una evolucion diferente en los tejidos blandos y en el lecho 6seo
(Donath et al.,, 1992). Asi, por ejemplo, la queratina del pilomatrixoma (tumor
cutaneo) induce una inflamacién en el tejido conjuntivo de la piel (con la aparicion de
linfocitos y macrofagos multinucleados). La queratina de un quiste odontogénico no

provoca, en cambio, ninguna reaccion inflamatoria manifiesta en la médula 6sea.

Las masas de queratina son rodeadas por el hueso. La diferente respuesta
tisular de los tejidos blandos y de los huesos a los cuerpos extrafios se puede
ampliar con otros muchos ejemplos. El curso bioldgico de la inflamacion croénica,
sobre todo de la reaccion del hueso a los cuerpos extrafios, cuya particularidad
reside en la disminucién de los macrofagos de la superficie del cuerpo extrano, a
medida que se deposita el hueso, aun no se conoce bien, a pesar de una intensa
investigacion (Spector et al., 1989). La causa fundamental del desarrollo del tejido
conjuntivo alrededor del cuerpo extrafio (biomaterial) en los lechos éseos es la
ausencia de estabilidad durante la fase de reparacion. Los movimientos impiden la
llegada de los capilares del lecho éseo y controlan la diferenciacién de las células

periimplantarias hacia fibroblastos u osteoblastos.

Las implantaciones realizadas en las especies humanas y de animales
constituyen un experimento. Dependiendo del lugar de implantacion (subcutaneo,
intramuscular; intradseo), se produce una respuesta diferente del tejido al mismo

material, que es la reaccién a cuerpo extrano.
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2.5.2. Anclaje 6seo del implante

En condiciones experimentales, los orificios taladrados en la cortical de
menos de 0,2 mm de didmetro cicatrizan formando laminillas éseas concéntricas
(hueso laminar). Los defectos mayores, de 0,3-0,6 mm, se regeneran a partir de
trabéculas de hueso fibroso (hueso reticular). La formacion de hueso tiene lugar a

partir del periostio, endostio y sistema de Havers (Frost, 1982).

Durante la reparacion 6sea en torno a los implantes, cuando la hendidura de
separacion es fina, la formacion de hueso se asemeja a la reparacion primaria de
una fractura ésea, aunque en este caso no se produce la callosidad (se forman
puentes directos de hueso laminar a razon de aproximadamente 1um/dia). El
proceso de reparacion en las hendiduras anchas que rodean los implantes se
asemeja al de la reparacion secundaria de las fracturas 6seas) ya que la formacion
de hueso tiene lugar a partir del callo fibroso y éseo -a razén de aproximadamente
50-100 um/dia- hueso reticular que se remodela posteriormente hacia hueso

laminar.

Durante la preparaciéon del lecho del implante se puede producir un
traumatismo de los vasos sanguineos peridsticos, intracorticales e intradseos. De
ellos se origina la hemorragia que ocurre en la hendidura periimplantaria y permite
una adherencia laxa de la fibrina a la superficie 6sea y del implante. Este hematoma
es sustituido por tejido de proliferacion, que contiene capilares y fibras de colageno,

a los 6-14 dias.

Dependiendo de la estabilidad del implante (el hueso sélo crece sobre una
base solida) se produce la aposicion directa de hueso sobre el implante. La
inestabilidad influye en la diferenciacion celular y, por tanto, en la formacion de
hueso. Experimentalmente se ha hallado una correlacion positiva entre el grado de
movilidad y el desarrollo del tejido cartilaginoso o conjuntivo en el espacio
periimplantario. Por consiguiente, para que ocurra el crecimiento 0seo, son
fundamentales el reposo mecanico y el aporte adecuado de sangre en todos los

implantes.

La transformacion 6sea de la callosidad concluye a las 4-6 semanas. La
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activacion de los sistemas de Havers da origen a numerosos canales de reabsorcion
y se inicia el proceso de remodelado hacia el hueso laminar. Estos procesos de
mineralizacion, que convierten la sustancia osteoide en sustancia 6sea calcificada,
ocurren con ritmo de 1 pym al dia (Frost, 1964). Si se tiene en cuenta que la anchura
del espacio periimplantario clinico es de 50 ym, se comprende por qué la fase de
reparacion exigida para los sistemas actuales de dos tiempos es de

aproximadamente 3-4 meses.

2.5.3. Inflamacion periodontal

La periodontitis marginal profunda sigue una evolucién en brotes, porque la
inflamacion es contenida por los vasos sanguineos del ligamento periodontal. La
evolucion en brotes se explica por la interaccion entre las defensas del huésped y la
patogenia de las bacterias. A través de los vasos sanguineos se activan las
defensas humorales (inmunoglobulinas) y celulares (leucocitos) como consecuencia

de los mecanismos inmunopatologicos (sistema de complemento).

Uno de los mecanismos de proteccidn mas importantes del aparato de sostén
dental son las fibras supraalveolares (dentoalveolares y transdentales), que se
forman de nuevo en todas las fases de degradacién del hueso alveolar. De acuerdo
con los estudios clinicos (de sondaje) estas fibras actuan como un soporte adicional.
Por eso, conviene evitar el sondaje del aparato de sostén residual del diente

(espacio periodontal, etc.).

2.5.4. Inflamacion periimplantaria

El tipo de insercidon del epitelio del tejido conjuntivo a los margenes del
implante depende del modelo de implante intrabseo. Como consecuencia del
mecanismo diferente de adhesion, se establecen diversas posibilidades de defensa
frente a las infecciones. En los implantes de un solo tiempo, la defensa frente a las
infecciones se garantiza en la zona marginal a través de los vasos de la lamina
propia del epitelio, mientras que en los implantes bifasicos se observa una profunda
bolsa epitelial en ausencia del tejido conjuntivo supracrestal (estado que aparece

tras el cambio del pilar de conexidn transepitelial).
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Este largo epitelio puede propiciar una reaccién de defensa frente a la
inflamacion, a través de los vasos sanguineos de la lamina propia. Cuando el
proceso inflamatorio supera la barrera mucosa, los microorganismos se introducen
en el collarete cicatrizal de tejido conjuntivo en los implantes monofasicos y
directamente en el lecho 6seo en los de tipo bifasico. En estas condiciones, los dos
modelos de implante muestran una capacidad limitada para defenderse frente a la
inflamacion. Por el momento, no existe ningun estudio clinico sobre cual es el tipo de
cierre de los tejidos blandos que se asocia a una mayor conservaciéon a largo plazo

del implante.

2.5.5. Etiopatogenia de la Inflamacion periimplantaria

El tejido de defensa (tejido de granulacion) se forma en todos los tipos de
implante en la delgada capa de tejido conjuntivo vascular del epitelio (lamina propia).
Este hecho significa que, cuando ocurre la contaminacién bacteriana de la superficie
del implante, se estimula la lamina propia que da origen al tejido de defensa
subepitelial (tejido de granulacidén) que sigue a la infeccion bacteriana cuando esta

supera la barrera mucosa e invade la superficie del implante.

El epitelio prolifera en direccion apical (crecimiento en profundidad del
epitelio) y recubre el tejido de granulacion. Las posibilidades son multiples: el epitelio
continua proliferando en direccion apical en mayor medida que el tejido de
granulacion, o bien el tejido de granulacion no epitelial se extiende apicalmente mas

alla del epitelio.

Sélo excepcionalmente se observa el cuadro de la osteomielitis
periimplantaria descrito en los experimentos de Berglundh et al., 1991, 1992 y los de

Ericsson et al., 1992.

2.5.6. Pérdida del implante

La causa fundamental de la pérdida de los implantes con aposicion ésea es la
inflamacién de naturaleza bacteriana En todos los modelos explantados sometidos a
estudio histolégico se han observado centenares de bacterias y calculos en los
bordes del implante y en las demas superficies de epitelio plano proliferante,

macrofagos multinucleados, granulocitos, tejido de granulacion y secuestros 6seos
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colonizados por bacterias. Sélo se detectaba hueso vital en la zona basal al foco

inflamatorio.

Es curiosa la forma de los defectos 6seos o focos osteoliticos, que
probablemente dependen del disefio del implante. Los implantes de tornillo se
asocian a lesiones osteoliticas planas con forma de cubeta y los cilindricos a
defectos profundos e infundibulares.

En el lugar del hueso reabsorbido aparece tejido de granulacién que es
recubierto por el epitelio plano proliferante por la cara del implante. El tejido de
granulacidon que se forma para proteger de la inflamacion procede de los margenes
del foco inflamatorio y sigue inmediatamente a las bacterias; la consecuencia es la
osteomielitis periimplantaria. Esta determina la pérdida del implante en cuestién de

semanas.

2.6. Movilidad diente/implante

La movilidad del implante se diferencia totalmente de la del diente, cuando de
aplica una carga de manera lenta. La deflexion del diente cuando se aplica una
carga experimental lenta se manifiesta basicamente, en dos fases; la inicial con una
elevada flexibilidad (ligamento periodontal) y la segunda posterior con una marcada
rigidez (deformacion elastica del hueso alveolar y del diente). En la fase terminal no
suele observarse ningun cambio adicional (Muhlemann, 1951). En cambio, la
deflexion del implante, cuando se aplica el mismo experimento, se asocia a un

comportamiento elastico lineal (Ney, 1986, 1987).

La movilidad vertical y horizontal de los diente, con respecto a los implantes,
es de 10 a 100 veces mayor, debido a su diferente anclaje al hueso. Esta diferencia
es el motivo por el que se afirma que las construcciones que ferulizan dientes con
implantes provocan mayor estrés y fracturas que cuando se utilizan elementos
amortiguadores. De todas maneras, cabe preguntarse si los resultados derivados de
modelos tedricos y condiciones de experimentacion estaticas son transferibles a la
situacion clinica, es decir, a las cargas fisiolégicas. Se ha demostrado durante los
estudios in vivo que durante la funcion masticatoria habitual en el diente apenas se

producen movimientos (intrusivos) como consecuencia de la carga (Richter, 1992).
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2.7. Carga Inmediata y tratamientos superficiales

La carga inmediata de los implantes dentales es una indicacion primaria para
un creciente numero de casos clinicos. En la actualidad, se admite que el protocolo
convencional, con un tiempo de espera entre 3 y 6 meses antes de cargar el
implante, no esta basado en una verdad indiscutible y ya no se considera como
prerrequisito para la osteointegracion. Basandonos en la observacién clinica
documentada de que hoy disponemos puede establecerse que la carga inmediata es
la indicacidn primaria, siempre que se disponga de una estabilizacién éptima de los
implantes en hueso de suficiente volumen y densidad y que las cargas estimadas no

sean excesivas.

En los ultimos anos, con la estandarizacién de los tratamientos con implantes
dentales, el conocimiento de la fisiologia periimplantaria y los nuevos materiales,
recubrimientos y disefios disponibles, se ha impulsado el desarrollo de este tipo de
implantologia con la consiguiente aparicién de tratamientos mas rapidos, eficaces y
estéticos, con un alto porcentaje de éxito a medio y largo plazo. A pesar de ello
todavia permanecen sin resolver un numero importante de aspectos de importancia

creciente como consecuencia de esta generalizacion.

Entre ellos podemos citar la consecucion de una adecuada osteointegracion
en hueso de baja calidad o patolégico (tumoral), la anémala evolucion de la
microestructura 6sea en algunos disefios (reabsorcién 6sea) y, sobre todo, la
creciente exigencia de absorcion de carga inmediata por el implante, evitando varias
sesiones quirurgicas con el consiguiente costo y riesgo, asi como dotando de casi-

plena funcionalidad al paciente en el plazo mas breve posible.

Todas estas novedades estan cambiando los protocolos y disefios
convencionales de implantacion, en muchos casos sin un conocimiento claro de los
porqués del éxito o fracaso de un disefio o protocolo quirdrgico determinado,
siguiendo, aun hoy, un método esencialmente de prueba-error, a pesar de las

tremendas campafas experimentales, seguimientos clinicos e inversion en el sector.

En concreto, en el protocolo de carga convencional el paciente es sometido a

dos intervenciones para la colocacion de un implante. En la primera de ellas se
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coloca la pieza dentro del hueso, lo que se denomina propiamente implante
(fabricado en titanio), y en una segunda intervencion se coloca el emergente que es
la pieza a la que va atornillada la pieza dental protésica. Con este protocolo de carga
han de transcurrir habitualmente de 4 a 6 meses hasta que se supone que el
implante de titanio se ha osteointegrado y por tanto, se puede colocar el emergente
con la pieza dental. Por el contrario, en el protocolo de carga inmediata para que la
osteointegracion sea posible, no debe existir practicamente desplazamiento relativo
de la pieza de titanio con respecto al hueso, de manera que se produzca la
formacion del hueso alrededor de la rosca. Sin embargo, la existencia de un
pequefo aunque no nulo desplazamiento relativo implante-hueso favorece una mas

rapida osteointegracion.

Segun Branemark et al. 1983, el trauma quirurgico junto con la carga
inmediata del implante, provocarian el desarrollo de un recubrimiento de tejido
cicatricial en la interfase implante/hueso. El protocolo implantolégico convencional de
Branemark et al.,, 1977 fue cuestionado por Szmukler-Moncler, 1998, quién
consideré que el tiempo de espera propuesto carecia de base cientifica. En un
trabajo posterior Szmukler-Moncler et al., 2000, analizé las circunstancias iniciales
adversas para la carga inmediata y como la suma de éstas daba lugar a un exceso

de micromovimiento que alteraba la osteointegracién normal.

Estudios experimentales adicionales de Sagara et al., 1993 y Zubery et al.
1999 en perros; y de Piatelli et al., 1998 y Romanos et al., 2002 en monos, avalaron

también esta ultima afirmacién al no encontrar tejido fibroso en la interfase.

En humanos, Testori et al., 2001, estudiaron dos implantes con carga
inmediata extraidos tras 4 meses de funcién; el analisis morfométrico mostré una
superficie de contacto del 78% al 85% entre hueso e implante. Es por todo ello que,
en los ultimos afos, han aparecido diversos disefios de implantes (Babbush et al.
1986; Buser et al., 1991; Schnitman et al.,, 1990) que intentan conseguir
micromovimientos entre implante y hueso dentro del rango establecido como
favorable -aunque sin fundamento mecanobiolégico contrastado- para carga

inmediata de 50-150 micras.
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Dentro de los parametros que afectan al proceso de implantaciéon y en
concreto a la capacidad de carga inmediata, se pueden distinguir aquellos que
dependen unicamente del disefio del implante y otros que dependen del entorno
como pueden ser la ubicacion del mismo (Ericsson et al. 2000; |Ibafez y Jalbout,

2002) y el estado del lecho 6seo receptor.

2.7.1 Disefio geométrico
Uno de los parametros basicos en el éxito de un implante es su disefio
geométrico, y dentro de éste, la unidn entre las diferentes piezas que componen el

implante, la longitud del mismo y las caracteristicas de la rosca.

Los implantes rigidos son los histéricamente mas frecuentes; todas las piezas
que los conforman estan unidas rigidamente, sin existir movimiento relativo entre
ellas ya que existen uniones roscadas que impiden la micromovilidad. En los
procesos de carga inmediata se requiere que el micromovimiento relativo entre
implante y hueso esté en un rango bajo de 50-150 micras. Esta restriccién es muy
importante en este tipo de implantes, ya que el implante rigido transmite toda la
carga, desplazandose habitualmente mas con respecto al hueso que los de tipo
resiliente en los que las piezas componentes no conforman una pieza rigida sino que
existen holguras y elementos de alta flexibilidad (juntas de silicona) que permiten

movimientos relativos entre unas piezas y otras (Pérez del Palomar et al., 2005).

Otro parametro importante es la longitud del implante. Asi, Gatti et al., 2000,
excluyeron a pacientes potenciales con una disponibilidad ésea mandibular incapaz
de albergar fijaciones de al menos 10 mm de longitud y 3.3 mm de didmetro. Los
implantes inmediatos mandibulares de Ericsson et al., 2000, siguen el mismo criterio
de longitud, al igual que los 107 implantes de Tarnow et al., 1997, colocados en

maxilar y mandibula; y los 776 implantes del estudio de Chiapasco et al., 1997.

En cuanto a las roscas, para Saadoun y Le Gall.,, 1992, se logra un mayor
grado de estabilidad primaria con implantes roscados de superficie rugosa. Muy
similar es el criterio de May y Romanos, 2002, para los cuales la retencion
macromecanica y micromecanica del implante, es importante para su carga

inmediata.
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2.7.2. Tratamiento de la superficie
Distintos estudios han demostrado que el tipo de superficie del implante
modifica la morfologia de las plaquetas adheridas, su capacidad de agregacion, la
extension de su adhesién y la produccién plaquetaria de microparticulas. Ademas, el
tipo de superficie también puede modificar el ambiente biomecanico al que se
encuentran sometidas las células mesenquimales indiferenciadas y los osteoblastos

derivados (Cano Sanchez et al., 2002).

Asi, las superficies rugosas favorecen la migracion y adhesién celular inicial a
la superficie, asi como la relacion biomecanica entre el hueso y el implante, en
funcidn de la cantidad de hueso mineralizado que quede atrapado (estabilidad
secundaria) (Engelke et al., 2002). Por otro lado, los osteoblastos producen mas
proteinas sobre superficies rugosas (Deporter et al., 2002), reconociendo éstos una
superficie como rugosa cuando la altura de picos y valles es superior a 2 micras, y la

distancia entre picos es superior a 10 micras (Rodan, 1992; Bianchi et al., 1997).

Ensayos experimentales in vitro han permitido concluir, al menos en las
condiciones del ensayo, que oquedades en la superficie entre 1 y 5 micras de
diametro con forma esférica permiten que la mineralizacién de la matriz osteoide
depositada en esas areas aporte una mejor estabilidad y resistencia biomecanica
(Deporter et al., 2002). Una irregularidad menor de 1 micra, originaria un crecimiento
de hueso mineralizado muy fino, mientras que una mayor de 5 micras no permitiria

una entrada de hueso retentivo optima (Roccuzzo et al., 2001; Knabe et al., 2005).

Las técnicas habituales para tratar la superficie de los implantes con la
finalidad de aumentar la superficie de contacto, se basan en obtener una
microporosidad y rugosidad adecuadas. Para ello se aplican distintos mecanismos
de tratamiento de superficie a través de técnicas de substraccion o de adiccidon
(TPS, SLA,...), consiguiéndose en la actualidad excelente estabilidad primaria (85%
de contacto en la interfase) mediante la aplicacion de técnicas mixtas de chorreado y

grabado de la superficie mediante diversos acidos.
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2.8. Osteointegracion y comportamiento mecanico de la interfaz

La osteointegracion se define como la conexion directa entre implante y tejido
vivo sin la presencia de ningun tejido fibroso entre ambos desde el punto de vista
microscopico (Branemark, 1983). A pesar de las elevadas tasas de éxito que
presentan en general los implantes dentales todavia se producen fallos de los
mismos en la practica clinica (Schwartz-Arard et al., 2005). Las causas que

producen el fallo del implante son tanto mecanicas como biolégicas.

Un proceso rapido de osteointegracion esta asociado a una correcta
estabilizacion secundaria (Szmukler-Moncler et al., 1998; Spears et al., 2001). Para
permitir la rapida adhesién de las proteinas, el crecimiento de las células y la
formacion de hueso, se requiere una estabilidad mecanica inicial que se consigue
reduciendo los micromovimientos entre hueso e implante (Schenk y Buser, 2000;
Donath, 1988; Davies, 1998).Bobyn et al. (1980), Estudiaron la influencia de utilizar

implantes con diferente tamafio de poro en su acabado superficial sobre la
osteointegracion, obteniendo que el tamafio de poro 6ptimo se encuentra entre 100-
400 pm. Otros estudios han demostrado que un tamafo minimo de poro entre 140-
200 um favorece la aparicion de osteonas que posteriormente dan lugar a la
formacion de tejido 6seo (Hulbert et al., 1970; Klawitter y Weinstein, 1974; Li et al.,
1997).

También se ha observado experimentalmente que un tamafo de poro muy
grande puede producir el efecto contrario, ya que poros muy grandes pueden no
llegar a ser colonizados para formar nuevo tejido déseo lo que impide la
osteointegracion y la consiguiente inestabilidad del implante (Soballe et al., 1992a).
Otro aspecto que también puede influir favorablemente en el proceso de
osteointegracion es la utilizacion de recubrimientos de fosfato de calcio, el mas
conocido es la hidroxiapatita (HA), el cual mejora la osteoconductividad de los
implantes metalicos (Geesink et al., 1997; Nguyen et al., 2004) y proporciona un
ambiente que favorece la diferenciacién de tejidos en la interfaz (Kieswetter et al.,
1996).

Aunque los mecanismos por los que los recubrimientos de fosfato de calcio

promueven la osteoconductividad no estan todavia claros, tanto la quimica como la
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geometria de la superficie se consideran que son caracteristicas determinantes
(Buser et al., 1991).

La forma mas habitual de determinar el grado de osteointegracién es
mediante cortes histologicos de implante-hueso. Esta técnica implica el sacrificio del
animal para obtener la muestra histolégica. Sin embargo, existen otras técnicas
incruentas que evitan dicho sacrificio. La primera de ellas consiste en la medicion
directa de los desplazamientos relativos entre implante y hueso por medio de un
transductor de posiciéon 6 célula de carga, el cual se clava en el hueso del animal
obligando a anestesiarlo cada vez que se desea medir, con el consiguiente riesgo de

infecciones.

Otra de las técnicas esta basada en la determinacién de la frecuencia de
resonancia en un implante (Huang et al., 2005). Consiste en un micromartillo
electromagnético que colisiona con el implante, captandose el sonido mediante un
micréfono anexo. Ambos estan encapsulados al objeto de garantizar la repetibilidad
de su posicionamiento. Este método mejora un sistema similar denominado
OSSTELL (Osstell Integration Diagnostics, Goteborgsvangen, Sweden), cuyos
resultados preliminares lo califican como una herramienta muy prometedora de cara

a verificar in vivo la estabilidad de un implante dental.

De hecho, en la practica clinica existe un método muy popular para este
mismo fin, donde se percute con el dedo directamente sobre el implante, y el
especialista, con su experiencia, interpreta el sonido que se emite. En este caso, al
ser un micromartillo, la energia y velocidad con la que se percute es siempre fija, y el
sonido resultante se analiza en el dominio de la frecuencia, teniendo una

herramienta objetiva con sélida base cientifica.

Los distintos acabados superficiales, geometria, material del vastago, etc. no
s6lo determinan los aspectos biolégicos que tienen lugar en la interfaz hueso-
implante, también condicionan las propiedades mecanicas de la misma,
fundamentales para la problematica del aflojamiento del implante. Existen diversos

estudios experimentales que determinan las propiedades mecanicas de la interfaz
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ante cargas de cizalladura (Soballe et al., 1992a; Soballe et al., 1992b; Soballe et al.,
1993; Muller et al., 1994).

En estos estudios se dan propiedades de la interfaz como la tensién ultima y
la rigidez de la interfaz a cizalladura, asi como la energia de fallo de la interfaz. El
rango de variacion de las distintas propiedades mecanicas es muy importante,
ademas de que sdélo son valores en una direccion, sin saber lo que ocurre en la
direccién perpendicular a la interfaz. Esta dispersion en los valores de las
propiedades y también la falta de informacion condiciona el desarrollo de modelos
computacionales, siendo necesario la realizacion de mas ensayos y también de que

éstos sean mas especificos.

2.9. Tratamientos superficiales y biolégicos

Desde que los implantes intradseos roscados tipo tornillo se impusieron
mayoritariamente a las demas formas de implantologia, se buscé la forma de
potenciar su grado de adhesién mediante tratamientos superficiales, de la rosca
principalmente. Asi tenemos el revestimiento del implante por plasma de titanio, que
aumenta la superficie del cuerpo de 6 a 7 veces (Steinmann, 1988; Testh, 1991;
Kirch y Montag., 1986).

El revestimiento de hidroxiapatita, que en diversos estudios se demostré que
se asocia a buenos resultados por espacio de aproximadamente 5 afios, periodo de
respuesta favorable en un 95% (Kirch y Ackerman, 1991; Kent, 1990; Krause.,
1989). Sin embargo ultimamente se han descrito cada vez mas fracasos de los
implantes recubiertos de hidroxiapatita y se evita su uso (Weinlaender et al., 1992;
Johnson, 1992).

Se desarrollaron recubrimientos con las llamadas técnicas de sustraccion, en
contraposicidn del tratamiento del plasma y el recubrimiento de Ha, que son técnicas
claras de adicion, con sus seguidores y detractores. Entre éstas técnicas de
sustraccion tenemos el arenado 6 chorreado, la corrosién mediante acido, la suma
de ambas y el tratamiento especial con laser. Agotado presumiblemente, el campo

de los recubrimientos superficiales, los investigadores dirigieron su atencion a la
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mejora y/o aumento de los mecanismos intrinsecos de respuesta celular, fijandose

en un elemento nuevo: la sangre y sus componentes.

Tayapongsak et al. 1994, introdujeron la novedosa idea de la aplicacion de un
coagulo de fibrina en la reconstruccion de defectos mandibulares junto con injerto
0seo autdgeno, identificando radiograficamente consolidaciones 6seas tempranas
en 33 casos, atribuyendo a la red de fibrina un incremento de la osteoconduccion
sobre las células osteocompetentes del injerto. También refieren su utilizacion como
vehiculo para la compactacion de injertos, aunque ya se utilizara de manera rutinaria

para este fin en traumatologia durante las ultimas décadas (Arbes et al., 1981).

El descubrimiento de factores de crecimiento en el adhesivo de fibrina
autéloga (AFA), despert6 el interés de los investigadores, en el sentido de utilizar
este producto no solo como agente osteoconductivo y vehiculizador de injertos, sino
como posible agente osteoinductor (Antonaides, 1981). Slater et al. (1995), en un
trabajo in vitro, obtuvieron un aumento en la proliferacién y diferenciacién de
osteoblastos humanos y un incremento en la sintesis de matriz extracelular cuando
se cultivan dichos osteoblastos en presencia de factor de crecimiento derivado de

las plaquetas (PDGF).

Whitman et al., 1997, observé las diferencias entre el AFA y el plasma rico en
plaguetas (PRP) y propuso algunas posibles aplicaciones del PRP en cirugia bucal y
maxilofacial, como reconstrucciones mandibulares, procedimientos de elevaciéon de
seno, fisuras palatinas y procedimientos relacionados con la colocacién de

implantes.

Marx et al., 1998, aplicaron sus estudios sobre PRP, y observaron la
existencia de un incremento del numero de plaquetas en este concentrado de un
338% con respecto a los niveles basales plaquetarios, mostrando la presencia de al
menos tres factores de crecimiento PDGF, TGF-B1y B2, y refiriendo la existencia de

receptores en el hueso trabecular para dichos factores de crecimiento.

La utilizacion de este preparado junto con injerto 6seo autdégeno en

reconstrucciones mandibulares demostré que producia una aceleracion y aumento
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en la densidad del hueso formado a los 6 meses respecto del grupo control, valorado
mediante radiografias panoramicas. La activacion del PRP la realizaban mediante la

adicion al preparado de trombina bovina.

Anitua, 1999, refirio la utilizacion del plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF) en pacientes que presentaban enfermedad periodontal, susceptibles de
tratamiento implantolégico y en pacientes con fracturas verticales en dientes que se
sustituirian mediante implantes unitarios, con resultados significativamente mejores,
desde el punto de vista de la regeneracién y maduracién 6sea con respecto al grupo

control y exento de riesgos para el paciente.

La fibrina rica en plaquetas (PRF), desarrollada en Francia por Choukroun et
al., 2001, es un concentrado de plaquetas de segunda generacion utilizado para
acelerar la cicatrizacion de los tejidos blandos y duros. Sus ventajas sobre el mejor
conocido plasma rico en plaquetas (PRP) incluyen la facilidad de preparacion y
aplicacién, y la falta de modificaciones bioquimicas (sin trombina bovina o
anticoagulante). EI PRF es una matriz de fibrina autéloga que contiene una gran
cantidad de plaquetas, leucocitos y citoquinas (Choukrun et al., 2001; Choukroun et
al., 2006; Diss et al., 2008; Braccini, 2009; Simonpieri et al., 2009; Jang et al., 2010).

2.9.1. Plasma rico en factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son polipéptidos, contenidos en diferentes tipos
celulares y en la matriz extracelular, que juegan un papel fundamental en la
estimulacién y regulacion de la curacién de heridas en diferentes tejidos del
organismo. Parecen regular diversos procesos celulares, como son la mitogénesis,
quimiotaxis, diferenciacion y el metabolismo celular (Garg et al., 2000).
Estos factores de crecimiento se encuentran acumulados en los granulos B de las
plaquetas. En la actualidad se acepta que los factores de crecimiento tienen un
papel esencial en el proceso de curacién y formacion tisular (Werner y Grose, 2003).
En realidad, todos los estadios del proceso de reparacion estan controlados por una
amplia variedad de citoquinas y factores de crecimiento actuando localmente como
reguladores de las funciones celulares mas basicas, usando mecanismos

endocrinos, paracrinos, autocrinos e intracrinos.
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Los factores de crecimiento influyen en mucho de los procesos comunes de la
reparacion tisular y las enfermedades, incluyendo la angiogénesis, quimiotaxis y
proliferacion celular, ademas del control de la sintesis y degradacion de las proteinas

de la matriz extracelular (Anitua et al., 2006).

Su modo de accion se realiza al unirse a su receptor extracelular que va a
activar la via intracelular de transduccion de sefales (Liebermann et al., 2002;
Tabata, 2003). El descubrimiento de muchas de las funciones de los factores de
crecimiento en la reparacion tisular ha llevado a la conclusion de que el control
temporal de su expresion es crucial en algunas intervenciones quirurgicas y en el
tratamiento de los desérdenes musculo-esqueléticos, incluyendo fracturas oOseas,

defectos de cartilagos y lesiones musculares o tendinosas (Luginbuehl et al., 2004).

Las plaquetas son fragmentos anucleares de los megacariocitos, con una
forma discoide y cuya concentracion normal en sangre se ha considerado
habitualmente de 150.000-400.000/ul 6 1,5-4 x 10%ml. Cuando se produce una
herida, a la membrana plaquetaria se une el factor plasmatico de Von Willebrand (a
través de la glicoproteina Ib) que hace que se unan al colageno expuesto de la
pared vascular (adhesion), y de esta manera se unan entre si (agregacion). La
agregacion entre plaquetas se hace a través de puentes de fibrinbgeno entre

glicoproteinas de membrana (glicoproteina llb-llla).

La activacion (degranulacion) de las plaquetas se puede realizar por varios
mecanismos mecanicos o quimicos: uno de los mas fuertes es la adhesion de las
plaquetas al colageno y otros componentes del subendotelio, o por la presencia de
trombina. Todos los mecanismos de activacion plaquetaria, al parecer, lo hacen
activando fosfolipasas de la membrana celular que promueven la liberacién de Ca’,
el cual por si solo produce agregacion y secrecion. La degranulacion plaquetaria
libera tromboxano A2 (Tx A2), adenosindifosfatos (ADP) y serotonina que estimulan
el reclutamiento y activacidon de las plaquetas circundantes. También van a contener
fibrindbgeno, fibronectina e interleukinas 1, 3 y 6. Cuando se activan las plaquetas
asumen una morfologia esferoidal y espinosa con movimientos de seuddpodos y

expulsion de los granulos (Esnaola, 1998).
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Después de agregarse y activarse las plaquetas se liberan nuevos factores

agregantes, que, junto con la fase plasmatica de la coagulacion van a originar la

formacion de trombina y posteriormente la sustitucion del fibrinégeno soluble por la

red de fibrina. En los granulos alfa liberados por las plaquetas se van a encontrar

una serie de factores de crecimiento (Mundy, 1992; Anitua, 2001).

Los diferentes tipos de factores de crecimiento son los siguientes:

Factor de crecimiento transformante B (TGFB): descrito inicialmente en
células que presentaban transformacién maligna (sarcomas). Es una
superfamilia que se detecta en el hematoma de fractura en las primeras 24
horas- Presenta 5 isoformas, pero las forma B1 y B2 han sido las mas
investigadas por lo que de manera general se refiere de manera conjunta las

2 isoformas como el TGFB.

Los TGFB1 y TGFB2 se encuentran en las plaquetas principalmente y
también en los macrofagos, linfocitos, neutréfilos, MSCs, osteoblastos (que lo
producen con un efecto autocrino) y la matriz ésea. Van a actuar de manera
paracrina o autocrina y su principal funcidn es la quimiotaxis y diferenciacién
de las MSCs, y para la produccién de colageno por parte de los osteoblastos.
Favorece también la angiogénesis. Inhiben la formacién de osteoclastos y la
reabsorcion 6sea (Marx, 1999). No es bien conocido pero parece que tiene un
efecto mitogénico en las células mesenquimales e inhibitorio de la
proliferacion en células epiteliales y dependiente de la presencia de otros
GFs.

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF): presenta 3
isoformas AA, AB y BB. Actuan en las células a través de un receptor
tirosinakinasa que pueden ser de tipo a y unirse a las cadenas Ay B, o de tipo
b que sbélo se unen a cadenas b. Principalmente producido por las plaquetas.
También se produce en macréfagos, osteoblastos (isoforma BB), condrocitos,
fibroblastos y las células endoteliales. Facilita la angiogénesis por via
indirecta a través de los macréfagos que actuan sobre las células
endoteliales, realiza un efecto quimiotactico y activador sobre las células de

inflamacion macrofagos), favorece la quimiotaxis y proliferacion de células
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mesenquimales (mitogénico), y facilitan la formaciéon de colageno tipo | por
parte de los osteoblastos. Se achaca a este factor el 50% del efecto
mitogénico proveniente de las plaquetas, el resto corresponderia a otros GFs
(Ross et al., 1986). Se considera que en la sangre normal existen 0,06 ng de
PDGF por millén de plaquetas o 1200 moléculas de PDGF por plagueta
(Barnes et al., 1999; Marx, 1999).

e Factor de crecimiento fibroblastico (FGF): Su efecto sobre los fibroblastos
fue la primera de sus funciones descrita, lo que le valié el nombre. La forma Il
o basica parece que es la mas potente en la funcion mitogénica. Hoy se sabe
que actua también sobre otras células. Es producido no sdlo por los
fibroblastos sino también por los macréfagos, osteoblastos, plaquetas y
células endoteliales a lo largo del proceso de curacion Osea. Parece que
aumenta la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos y la inhibicion de
osteoclastos. Actuan sobre los fibroblastos aumentando su proliferacién y la
produccion de fibronectina. También favorecen la angiogénesis por su accion

mitogénica y quimiotactica sobre las células endoteliales.

e Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF): con una semejanza del
50% con la insulina, se encuentra en el torrente circulatorio unido a proteinas
de union especificas. Producido por las plaquetas, macréfagos, osteoblastos
y MSCs, también se encuentra en la matriz 6sea. De manera autocrina o
paracrina estimula la proliferacion (mitogénesis) y diferenciacion de las MSCs
y de las células de revestimiento, asi como la formacién por parte de los
osteoblastos de osteocalcina, fosfatasa alcalina y de colageno tipo | durante

el remodelado éseo (Marx , 1999).

¢ Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF): proteina que presenta 4
isoformas. También llamado factor de permeabilidad vascular o VPF. Actua
sobre la quimiotaxis y la proliferacion de las células endoteliales. Realiza una
hiperpermeabilidad de los vasos. Producido por varias células, entre ellas las
plaquetas, macrofagos, osteoblastos y las células musculares lisas, sobre
todo en estados de hipoxia. Su accién parece que esta regulada por la accion
de TGFB y PDGF. Existen 0.0006 ng de VEGF por millon de plaquetas
(Banks et al., 1998; Lakey et al., 2000).
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Factor de crecimiento epidérmico (EGF): descrito por primera vez en la
glandula submaxilar, tiene una gran similitud con el TGFa lo que hace que se
unan al mismo receptor. Su accion parece que también esta regulada por la
accion de TGFB y PDGF. Su funcién es mitogénica, proapoptoética, migraciéon
y de diferenciacion, no s6lo de las células epiteliales, sino también de
fibroblastos, células del cristalino, células renales y células gliales a partir de
células mesenquimales (Bolufer, 1988). EI mecanismo de accion de los
distintos GFs sobre las células es bastante similar aunque todavia no se
conocen las moléculas exactas y los caminos especificos de cada factor de
crecimiento. Por otro lado, diferentes GFs pueden producir efectos biolégicos
opuestos en las mismas células (por ejemplo, PDGF y TGFB). En el torrente
circulatorio y la matriz extracelular se unen a proteinas especificas poco
conocidas que impiden su rapida degradacién. De manera general, los GFs
actuan a nivel de la membrana celular a través de receptores especificos, los
cuales se activan iniciando en el citoplasma una actividad de fosforilacion del
tipo tirosina-kinasa (PDGF, FGF, IGF, VEGF, EGF) o bien seronina-treonina-
kinasa (TGFB, BMPs), que activan especificos mecanismos de transduccion
de senales que se introduce en el nucleo para la expresion de genes
especificos. El efecto final producido es multifuncional y va a depender de la
célula diana y del estado fisiolégico de la misma, de la relacién con otras
células, la matriz extracelular y la presencia de otros factores (Martin, 1995;
Martinez-Valverde y Lorenzo, 1999).

El mecanismo de accion de los distintos factores de crecimiento (FC) sobre

las células es bastante similar (figura 2). Por otro lado, diferentes factores de

crecimiento pueden producir efectos biologicos opuestos en la misma célula (p. €j.

PDGF y TGF). En el torrente circulatorio, la matriz extracelular se une a proteinas

especificas poco conocidas, que impiden su rapida degradacion.
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Figura 2.- Factores de crecimiento plaquetarios incluidos en el PRP.
Tomado de: Martinez-Gonzélez JM et al. Medicina Oral 2002;7:375-390

2.10. Evolucién histérica.

Los factores de crecimiento fueron descubiertos en 1982 por Knighton
(Knighton et al., 1982). En los afios 90, el grupo de investigadores dirigido por Marx
et al., 1998 estudiaron el comportamiento del elemento de la sangre responsable de
la reparacion celular, “las plaquetas”, encontrando tres factores de crecimiento.
Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). Factor de crecimiento
transformante tipo B1 (TGF B1) y factor de crecimiento transformante B2 (TGFB2).
Otros autores describen siete factores de crecimiento (Anitua, 2001).

2.11. Aplicaciones médicas del plasma rico en factores crecimiento.

Los factores de crecimiento son utilizados de forma progresiva en medicina
para favorecer la curacion de heridas y la formaciéon de nuevos tejidos. Los
desordenes musculo-esqueléticos son una de las causas de mayor morbilidad.
Ademas, tienen un importante impacto en la calidad de vida, incluyendo
discapacidad. Con consecuencias econdmicas. La importancia de este problema
queda expresada por el incremento del numero de pacientes que sufren

enfermedades articulares y fracturas por osteoporosis.
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Ademas, las lesiones musculo-esqueléticas derivadas de las actividades
deportivas y los accidentes de trafico también contribuyen al incremento del coste

sociosanitario y financiero.

El uso del plasma rico en plaquetas ayuda a suplir muchos de estos
requerimientos, particularmente como ayuda a la regeneracion oOsea. Muchos
estudios in vitro han demostrado, claramente, que los factores de crecimiento
derivados de las plaquetas estimulan la proliferacion de células formadoras de
hueso trabecular humano (Gruber et al., 2002). Asi, por ejemplo, Arriaza et al., 2005,
realizd inyecciones percutaneas de Plasma rico en factores de crecimiento en
pacientes que habia sufrido fracturas de huesos largos, asociandolo a la terapia con

ondas de choque, obteniendo buenos resultados.

También se esta usando el plasma rico en factores de crecimiento en
desordenes de los tejidos blandos, incluyendo en estos las lesiones en tendones,
ligamentos o discos articulares, lo que representa el 45% de todas las heridas
musculo-esqueléticas registradas cada afio en Estados Unidos, sobre todo en

personas que practican deporte (Praemer, 1999).

En relacion a esta cuestion, el grupo de investigacion del doctor Anitua,
realizd estudios sobre los efectos de los factores de crecimiento liberados por las
plaquetas en la biologia de las células tendinosas, para probar el potencial
terapéutico del PRGF (Anitua et al., 2005). El conjunto de los factores de crecimiento
liberados incrementan significativamente, in vitro la proliferacion de células
tendinosas humanas y estimulan la produccion de factores angiogénicos como el
VEGF (Factor de crecimiento Endotelial Vascular) y el HGF (Factor de Crecimiento
Hepatico) (Anitua et al., 2007).

Ademas, el HGF es un potente agente antifibrotico que puede reducir la
formacion de cicatrices alrededor del tejido tendinoso, lo que supondria una
reparacion de calidad inferior .Asimismo, el grupo del doctor Anitua cultivd células
tendinosas en matrices de fibrina autdloga. Simulando las condiciones de las células
in vivo. Sus resultados mostraban que el uso de matrices de fibrina rica en plaquetas

es una estrategia segura y efectiva para acelerar la proliferacion de células
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tendinosas, estimular la sintesis de colageno tipo 1 y promover la neovascularizacion

tanto in vitro como in vivo (Anitua et al., 2006).

Ademas, la efectividad y seguridad de las preparaciones de plasma rico en
plaquetas para el tratamiento de las ulceraciones ha sido recientemente publicado.
Asi, por ejemplo, el grupo de estudio de Steed, 1995, realizé un experiencia sobre
118 pacientes con ulceras cronicas de al menos 8 semanas de evolucidon. Después
de dejar libre la herida de tejido infectado y necroético, fueron tratados con factores

de crecimiento derivados de las plaquetas, durante un maximo de 20 semanas.

Concluyeron que una aplicacion tépica diaria del preparado del plasma rico en
factores de crecimiento era un método seguro y efectivo para la estimulacion y la
curacion de las ulceras diabéticas en miembros inferiores. Otros estudios (Escotto et
al., 2001; Marti-Mestre et al., 2005), concluyeron que los factores de crecimiento
eran una alternativa mas al tratamiento de las ulceras de miembros inferiores. La
explicacion a este fendbmeno la encontramos en que, al analizar histolégicamente los
tejidos de las heridas cronicas, se observa que hay muy poca celularidad, pocos
fibroblastos, escasos capilares neo-formados y pocas células inflamatorias, mientras
que los tejidos cicatrizados se caracterizan por un infiltrado de mononucleares y

macrofagos, fibroblastos en division y numerosos capilares.

La cicatrizacion es un proceso complejo que involucra a diferentes factores.
Después de una lesion, una serie de enzimas séricas se activan en cascada
iniciando el proceso de cicatrizacion. La cascada de la coagulacion controla la
hemorragia en el espacio de la herida y, los mismos factores que activan esta
cascada, también activan el sistema fibrinolitico, el cual modula el proceso de
coagulacion. El sistema del complemento es activado de la misma forma, lo que
resulta en la formacion del C5a, el cual es el factor quimiotactico para neutrofilos.
Ademas, la activacion de la cascada de las cininas permite la formacion de potentes
vasodilatadores que proveen de sangre y otros factores para la cicatrizacion de la
herida.

Estas enzimas interaccionan con el ambiente local, lo que atrae diferentes
células a la herida, incluyendo plaquetas, monocitos, macréfagos, fibroblastos,

células endoteliales y epiteliales. El ambiente de la herida es regulado por productos
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plaquetarios durante las primeras 24 horas de la herida y posteriormente por los
monocitos, que se convierten en macrofagos de la herida. Las plaquetas y
subsecuentemente los macrofagos, liberan factores de crecimiento en la herida,

influenciando condiciones en ésta hasta que cicatriza.

Los factores de crecimiento son polipéptidos que regulan el crecimiento,
diferenciacion y metabolismo de varias células, actuando como factor mitégeno y
quimiotactico para neutrofilos y monocitos, estimulando la migracion y proliferacion
de fibroblastos que permiten la sintesis y depdsito de colageno. También son

factores quimiotacticos y mitdgenos para las células endoteliales y epiteliales.

Cuando se utilizan ratones y ratas diabéticos alterados genéticamente,
usando estreptozotocina, se observa retraso significativo en la cicatrizacion
comparado con los controles no diabéticos. El mecanismo exacto por el cual los
diabéticos no cicatrizan es desconocido. Hay multiple hipétesis como la glicosilacion
de proteinas estructurales importantes, factores de crecimiento, disminucion de la
liberacion de oxigeno en el ambito periférico por el engrosamiento de las
membranas basales a nivel microvascular asi como el déficit en la produccion de
factores de crecimiento especificos o falta de disponibilidad de estos en el sitio de la

Ulcera.

El plasma rico en factores de crecimiento también se esta utilizando en
cirugia ortopédica y articular. El estudio publicado por Everts et al. 2006, se
realizaron 165 artroplastias total de rodilla, usando en 85 el plasma rico en factores
de crecimiento en su forma de gel, observaron que, los pacientes a los que les
habian afadido el gel necesitaban menos transfusiones de sangre que los del grupo

control.

En otros ambitos de la medicina, como es el caso de la cardiologia, el plasma
rico en factores de crecimiento se ha utilizado para tratar las heridas infectadas tras
una cirugia cardiaca. Estas complicaciones en las heridas, supone un aumento en la
morbilidad y mortalidad de los pacientes, y se traduce en una prolongacién de la
estancia hospitalaria y como consecuencia en los costes de la cirugia. La incidencia

de complicaciones de la esternotomia varia ampliamente, oscilando entre un 0,16%
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en la cirugia congénita hasta un 4,5% en la cirugia de revascularizacién miocardica
(Oakley, 1996; Ridderstolpe et al., 2001).

El grupo de trabajo de Tomasa Centella, 2005, utilizé el plasma rico en
factores de crecimiento para el tratamiento de 2 pacientes con infeccién profunda de
esternotomia, 2 pacientes con fistula esternal y otros 2 con heridas profundas de la
safenectomia, concluyendo que el plasma rico en plaquetas parece producir una
aceleracion de la cicatrizacién en heridas profundas, ademas de disminuir el tiempo
de estancia y facilitar el trabajo de enfermeria en pacientes con heridas infectadas

tras cirugia cardiaca.

Otra de las especialidades médicas en las que se utiliza el PRP de manera
exitosa es en la medicina y cirugia estética. La medicina antienvejecimiento ha
cobrado auge, tanto por su continente (denominacion y divulgacion) como por su
contenido (procedimientos diagnosticos, preventivos y terapéuticos). El uso del
PRFC en la medicina antienvejecimiento esta basado en la bioestimulacion, conjunto
de procedimientos para activar bioldgicamente las funciones anabdlicas del
fibroblasto, para que se produzca fundamentalmente colageno tipo lll, elastina y
acido hialurénico. Ademas, en esta especialidad médica, se utiliza el PRFC en sus
distintas formas de aplicacién (Garcia-Giménez y Gonzalez, 2005; Hernandez et al.,
2005):

e Terapia topica en forma de coagulo para reparacion cutanea.

e Terapia subdérmica (infiltraciéon con adipocitos) para relleno de surcos o
cicatrices deprimidas, para remodelacién local o para reparacion en
paniculopatia edematofibroesclerdtica (celulitis).

e Terapia intradérmica (a modo de mesoterapia) para bioestimulacion
cutanea.

e Terapia tépica después de la exfoliacién quimica (por pulverizacién) para

bioestimulaciéon cutanea.
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2.12. Aplicaciones del plasma rico en factores de crecimiento en odontologia y
cirugia maxilofacial.

En el ambito odontolégico, el uso que se le ha dado al plasma rico en factores
de crecimiento es muy variado. Por ejemplo, se ha empleado el plasma rico en
plaquetas en el tratamiento de las sinusitis cronicas de los senos paranasales. Este
tipo de sinusitis, puede dar lugar a complicaciones intracraneales como meningitis,
trombosis de los senos venosos, absceso cerebral, absceso epidural y empiema
subdural; pero también puede dar lugar a complicaciones extracraneales como
mucoceles, osteomielitis, ademas, de complicaciones orbitarias. En el tratamiento de
la peri-implantitis, ya sea con el uso de membranas o sin ellas, (Fontana et al., 2004;
Sanchez et al., 2005; Casati et al., 2006; You et al., 2007).

En cirugia maxilofacial, para aumentar la eficacia de los procedimientos de
elevacion del seno maxilar (Moro et al., 2003; Kassolis y Reynolds., 2005; Schaaf et
al., 2008; Torres et al., 2009) utilizando el PRP en asociacién con hueso autdlogo
(Klongnoi et al., 2006; Consolo et al., 2007; Yilmaz et al., 2007; Roldan et al., 2008;
Aimetti et al., 2008), en combinacién con algun tipo de membrana (Garg et al.,
2000).

Se ha analizado el uso del Plasma Rico en Factores de Crecimiento como
prevencion de la alveolitis seca después de la exodoncia de terceros molares. Los
autores, observaron mejor hemostasia, mejor aspecto del colgajo, menos dolor
segun una escala EVA, y menor incidencia de la alveolitis seca (Mancuso et al.,
2003). En el campo de la periodoncia, Okuda y Kawase, 2003, han demostrado
también la elevada concentracion de PDGF y TGF-beta en el PRP, asi como su
elevada capacidad reguladora de la sintesis de colageno en la matriz extracelular
(Kawase et al., 2003).

En combinacion de injerto 6seo mas implantes (Garg et al., 2000; De Obarrio
et al., 2000; Mazor et al., 2004; Sanchez et al., 2005; Thor et al., 2005; Mannai,
2006; Ito et al., 2006; You et al., 2007; Del Fabro et al., 2009), incorporaron el PRP a
un aloinjerto de hueso combinado con técnicas de Regeneracion Tisular Guiada

para tratar defectos intradseos.



Introduccidn 57

Estudios en animales de experimentacion (perros), a los que se les creaba
defectos supraalveolares de 5 mm a partir de la linea amelocementaria, se les
afiadid al PRP + Bio-Oss a las 6 semanas se sacrificaban los animales y se
estudiaron al microscopio Optico. Los resultados obtenidos consistian
fundamentalmente en el aumento de formacién de hueso, cemento y ligamento
periodontal, aunque se requieren mas estudios para un mejor conocimiento del
proceso (Moreno Reyes et al., 2004).

Otros trabajos han utilizado el PRP o el gel de fibrina en el manejo de
defectos de recesion gingival, aisladamente o en combinacion con diferentes
técnicas de Regeneraciéon 6sea Guiada y distintos biomateriales. Pero sugieren
asimismo que hay que seguir profundizando en el estudio (Dugrillon et al., 2002;
Lekovic et al., 2002).
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Los objetivos planteados en el presente estudio son:

Evaluar la fuerza necesaria para la desinsercion (torque) de implantes sin

tratamiento de superficie o tratados con CLP o con CMN.

Establecer el grado de maduracion 6sea a nivel del cuello y de la rosca de los
implantes y determinar la posible influencia del tratamiento de superficie con
CLP o CMN sobre la misma.

Estudiar el desplazamiento medio de los implantes, con y sin tratamiento de
superficie, dentro del lecho éseo tras su sometimiento a fuerzas de carga en
distintos periodos: momento de colocacion del implante y a los 7, 14, 21 y 28

dias.
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1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Para la realizacion de este estudio, se dispuso de 31 conejas neozelandesas
debidamente identificadas, provenientes del animalario de la Facultad de Veterinaria
de Zaragoza o de la Granja San Bernardo (Zaragoza). Las conejas tenian un peso

comprendido entre los 3.0 y 4.0 kilogramos y una edad media de 9 meses.

Sobre estos animales se colocaron un total de 62 implantes de titanio de 8
mm. de longitud por 3.75 de diametro, Sistema Restore de Lifecore (Lifecore
biomedical Inc. 3515 Lyman Blvd. Chaska Mn 55318 USA), implantes de Ti CP

titanio, grado 4 y mecanizados en frio.

Los animales fueron recepcionados e identificados, adjudicandoseles un
numero que se escribia en el interior de ambas orejas con rotulador indeleble y que
correspondia con su ficha y con el libro de registro del quiréfano. Se mantenian
estabulados una semana antes, para asi lograr su acomodacién al recinto. Se les
alimentaba con una mezcla de vegetales verdes los primeros dias y pienso los
siguientes, con un dispensador de agua *“ad libitum”. un sistema automatico
efectuaba descargas de agua a presion para la limpieza de las jaulas varias veces al
dia.

La eleccion de la coneja como animal de experimentacion se debidé a varios
factores: disponibilidad, manejabilidad y economia. Para nuestro estudio, el hecho
de que fueran lagomorfos (roedores), no representaba un obstaculo ya que se iba a
centrar la experiencia en los huesos de las patas traseras y los implantes no iban a
ser cargados. Existen estudios en los cuales implantes no cargados muestran un
aumento significativo del tejido 6seo y en la densidad comparado con las
caracteristicas del hueso a distancia del implante (Melsen y Costa., 2000; Melsen y
Lang, 2001).

Previamente a la realizacidn de estos estudios, se elabord un protocolo de
experimentacion animal que fue aprobado por el comité ético de la Unidad Mixta de
Investigacion (U.M.l.) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Zaragoza
(Anexo 1). Ademas esta investigacion sigue las directrices marcadas por el Real

Decreto 223/88 que so6lo permite la experimentacion animal en recintos
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homologados, con personal competente y experimentado (Real Decreto 223/1988,
1988).

La Diputacion General de Aragéon dispone de un centro al servicio de la
investigacion biomédica y de biomateriales cuyo n°® de alta de usuario es el 50.297-
18 A (Anexo ).

Segun el tipo de estudio a realizar, las 31 conejas fueron divididas en dos
grupos:
e Grupo primero. Compuesto por 17 conejas en las que se colocaron 34
implantes y en los que se valoré:
- la fuerza de desinsercion (torque) de los implantes y
— el grado de maduracion ésea a nivel del cuello y a nivel de la
rosca del implante.
e Grupo segundo. Compuesto por 14 conejas en las que se colocaron 28
implantes en las que se determind el desplazamiento del implante dentro

del lecho 6seo tras el sometimiento a carga.

En ambos grupos se establecieron, a su vez, tres subdivisiones de
acuerdo a si no recibieron ningun concentrado (grupo control), fueron
tratados con concentrado leucoplaquetar [CLP] (Patente 1) o con un

concentrado de células mononucleares [CMN] (Patente II).

2. EXTRACCION DE SANGRE Y OBTENCION DEL CONCENTRADO
LEUCOPLAQUETAR (CLP) Y DE LA FRACCION DE CELULAS
MONONUCLEARES (CMN)

2.1. Zona de puncién

La zona de la oreja donde se iba a realizar la puncion era rasurada. A
continuacién, se administraba una pomada vasodilatadora (EMLA, laboratorios
Astra Zeneca) para conseguir aumentar el calibre de la via, ya que no es posible la

aplicacién de una goma de compresion.
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Se realiza la puncién y se canaliza la via con un Introcan del n°® 20 G

(Laboratorios B. Braun). Seguidamente se coloca una gasa con solucion

antiséptica (Betadine), para comprimir la arteria después de la extraccidon

sanguinea.

De cada animal se obtuvieron viales de sangre con anticoagulante, sistema

vacutainer de 3 ml. K3E 5.4 mg. (Laboratorios Becton-Dickinson). Cada vial sirve

para incubar 2 implantes.

2.2. Obtencion de concentrados sanguineos

Para la obtencion del concentrado leucoplaquetar (CLP) y de la fraccidon de

células mononucleares (CMN) se utilizé el siguiente material:

Una cabina de seguridad bioldgica, marca TELSTAR, modelo BIO Il A.

Un incubador de CO2 NUAIRE, modelo NU-4750-E US AutoFlow, con sensor
de infrarrojos y camisa de agua de 188 litros. El equipamiento del incubador se
complementa con una instalacion de CO, que asegura el suministro constante
de COz a los incubadores, realizando un cambio automatico de las botellas.
Una centrifuga de sobremesa multitarea refrigerada, modelo Allegra X-22R,
marca Beckman Coulter, velocidad maxima 15.500 rpm.

Un rotor basculante, modelo SX4.250, de 4 basculas con adaptadores para
tubos de 15 mly 50 ml.

Un microscopio invertido de contraste de fase con objetivos 10x, 20x y 40x,
modelo CKX41SF2, marca Olympus.

Histopaque-1077 (Laboratorios Sigma-Aldrich, ref. 10771-500ML), una solucién
de polisucrosa y diatrizoato soédico, ajustada a una densidad de 1077t
0.001g/ml. Este medio facilita la rapida recogida de células mononucleares
viables, de pequefios volumenes de sangre.McCoy’s 5°A modificado con L-
Glutamina, un medio de cultivo que incorpora aminoacidos. Se emplea este
medio para apoyar el crecimiento de cultivos primarios derivados de la médula
o0sea normal, la piel, las encias, los testiculos, rindn de ratdén, glandulas

suprarrenales, pulmén, bazo, los embriones de rata y otros tejidos.
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o Oftro material: Placas de Petri, pipetas Pasteur, suero fisiolégico, guantes
estériles, gradillas, tubos de ensayo y diverso material de cualquier laboratorio

de cultivos celulares.

El concentrado leucoplaquetar (CLP) se obtuvo por centrifugaciéon de la
sangre periférica. La fraccion de células mononucleares (CMN) se obtuvo mediante
centrifugacion diferencial en gradientes de Ficoll-Hypaque.

3. INCUBACION Y CULTIVO DE LOS IMPLANTES CON CLP o CMN
Previo a su colocacion en las conejas, los implantes fueron incubados, en
condiciones de esterilidad, durante 30 minutos, con concentrado leucoplaquetar

(CLP) o con fraccion de células mononucleares (CMN).

Después de la incubacién con CLP o CMN, se realizaban tres lavados con
suero fisioldgico, sembrandose el implante en una placa de Petri de 25 mm. con
medio semisdlido de McCoy’s con citoquinas, siguiendo la metodologia de
Sutherland et al. 1991, Bernstein et al. 1991 y McNiece et al. 1991.

El crecimiento de las colonias CFU-GM se valoré por cultivo en un medio
semisolido de metilcelulosa al 0.9%, sembrando 5x10* células/ml de medio en placas
duplicadas. La composicion del medio de cultivo incluye 30% de suero bovino fetal,
1% de albdmina bovina, 10°M de 2-Mercaptoetanol, 2mM de L-Glutamina, 50ng/ml
de Stem Cell Factor, 10 ng/ml de CSF-GM y 10 ng/ml de IL-3 (Stem Cells

Technologies Inc. Vancouver, Canada).

Los cultivos se cuantificaron en un microscopio invertido Olympus después de
14 dias de incubacion a 37°C de temperatura en una atmaésfera con un 5% de CO,y
humedad a saturacion. Los agregados de mas de 40 células se consideran colonias,

incluyendo como clusters los comprendidos entre 10 y 40 células.

La visualizacion de estas fracciones celulares en cortes histologicos se realiz6

con la tincion de May-Grinwald-Giemsa. Para ello se sigue el siguiente
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procedimiento:
1.- Secado de los cortes.
2.- Fijacion en solucién de May-Grunwald (1 volumen de colorante y 1
volumen de PBS) durante 2 minutos.
3.- Inmersién en solucion de Giemsa durante 15-20 minutos.

4.- Lavado en abundante agua y secado final de los cortes.

4. COLOCACION DE LOS IMPLANTES

4.1. Anestesia de los animales
En el quiréfano de Cirugia Experimental, se contaba con un equipo de

anestesia (Datex Ohmeda modelo Aestiva/5), conectado a la toma de gases
medicinales situada en la pared, con conexiones de:

e Aire Medicinal

« Oxigeno

e Oxido Nitroso

o Vacio para aspiracion de secreciones

o Jeringas de 5 ml (BD Discardit Il, laboratorios Becton Dickinson)

o Agujas Intramusculares 21 G x 172 (0.8 x 40 mm. Laboratorios Terumo)

Media hora antes de la intervencion se pone una inyeccion intramuscular de
Ketolar (Clorhidrato de Ketamina, 50mg/ml.) presentado en frascos de 10 ml.
(Laboratorios Parke-Davis), a una concentracion de 0,75 ml/kg. de peso para relajar

al animal.

A continuacion se le suministra mediante mascarilla, una mezcla de O, a 2
litros/ minuto y Forane® (Isoflurano al 100%, envase de 250 ml. Laboratorios
Abbott), al 3-3.5%.

Al terminar la intervencion se pone 0.5 ml de Buprex 0.3 mg/ml. (Glucosa,
Buprenorfina hidrocloruro, Laboratorios Schering Plough) para controlar el dolor en

el postoperatorio inmediato.
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4.2. Procedimiento quirurgico

Un dia antes de cada intervencion, todas las conejas fueron rasuradas de la
zona a operar. Ademas, se les pesaba al llegar, el dia de la intervencion y el dia del

sacrificio.

Para el mismo se utilizé una caja estandar de pequena cirugia compuesta
por:

o 2 tijeras de diseccion, una curva y otra recta de Mayo y Metzenbaum

e 2 pinzas Axon con y sin dientes.

e 2 Separadores de Farabeuf y Senn-Miller.

e 2 porta-agujas Mayo-Hegar (Hu-Friedy Mgf. Co. Inc).

e Hojas de bisturi del n® 23.

e Equipo completa de lenceria estéril tanto para la mesa de quiréfano, como
para 2 mesas auxiliares donde iran instrumental quirdrgico y micromotor, y
para todo el personal que ha de estar esteril durante la intervencion. Asi

como mascarillas, guantes de tamafo adecuado y gasas.

Para la colocacion de los implantes se utilizé el siguiente instrumental
quirurgico especifico compuesto por:

e Unidad quirdrgica implantolégica (Implant Surgical Unit,Friedrichsfeld AG,
modelo n°® 10 515 00).

e Micromotor Kavo 29 A modelo M 147977.

« Sistema de irrigacion de suero fisiologico Kavo/Saniswis ref. 15N112012.

e Brocas de irrigacion interna del Sistema Intri: Broca piloto corta de 2 mm.
Ref. SPD2 y broca lanceolada, ref. CD4.

e Periostétomos (Bomtempi, Stainless, Alemania).

o Suturas Dexon |l trenzadas: Sutura de acido poliglicélico impregnada en
policaprolactona, 4/0(triangular 3/8, 75 cm. Cddigo 744-003), para planos
profundos, reabsorbible.

e Sutura de seda 4/0 (Lorca Marin SA,Lorca, Murcia), para la piel.
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Los implantes seleccionados para este estudio son implantes de titanio de 8
mm. de longitud por 3.75 de diametro, Sistema Restore de Lifecore (Lifecore
biomedical Inc. 3515 Lyman Blvd. Chaska Mn 55318 USA).

En cada coneja se practica una incision longitudinal sobre la piel del 1/3 distal
del fémur. Se va separando por planos hasta llegar al cétilo externo de la pata
derecha.

Realizada la apertura, se practican taladrados secuenciales con brocas de
irrigacion interna y una velocidad inferior a 1.000 r.p.m. para no sobrecalentar el
hueso. Se empieza con una broca-guia de 2 mm. de diametro, luego con una broca
lanceolada que tiene 1.50 mm. en la punta y 3.75 mm. en la base. Se procede
entonces a sacar del vial el implante y antes de roscarlo, con una jeringa estéril,
como si se realizara un lavado del alveolo sangrante, se introduce el contenido o
parte de él en el neo-alveolo. A continuacién se rosca el implante hasta que quede a

nivel de la cortical, incluyendo el tornillo de cierre hexagonal.

Al lado de éste implante se practicaran los mismos taladrados secuenciales,
sb6lo que solamente introduciremos el contenido del vial sin implante. En la linea
inmediatamente superior se vuelve a practicar la misma operacion procurando que
los implantes estén lo mas alejados posible entre si, ya que se podrian mezclar las

diferentes formas de incubacion.

Esquematicamente tendremos la siguiente composicién:
— Proximal: Un implante incubado con CLP y un alveolo relleno con CLP

— Distal. Un implante incubado con CMN y un alveolo relleno con CMN.

Una vez realizada la operacién se procede a cerrar por planos, los internos
con Dexon de 4/0 y la piel con seda de 3/0. Puntos sueltos para los planos
profundos y sutura continua para la piel. Se da una dosis de antibioterapia con Kefol
0,075 ml/kg. de peso.
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5. SACRIFICIO Y NECROPSIA
El sacrificio de los animales se produjo por inhalacion de CO; en camara de
eutanasia, segun el protocolo que se aplicé a los diferentes grupos estando

comprendido entre 7, 14, y 28 dias.

Una vez sacrificado el espécimen, en el quiréfano se procedio a la extraccion
del 1/3 distal del fémur de la pata correspondiente. La muestra quirurgica,

debidamente identificada, se guard6 en formol tamponado neutro pH 7,4.

6. MEDICION DE LA FUERZA DE DESINSERCION (TORQUE) DE LOS
IMPLANTES.
En las conejas seleccionadas, se procedid a la extraccion del implante a los 7,

14 y 28 dias mediante la llave de carraca dinamométrica del Sistema Semados con
capacidad de marcar hasta 30 newtons (Nw). Cuando se superaban los 30 Nw, se
abria hasta que alcanzaba un tope rigido a partir del cual se comportaba como una
llave fija a expensas de la fuerza del actor, registrandose la fuerza necesaria de
acuerdo con los siguientes cuatro intervalos:

e 0-10 Newtons (Nw).

e 11-20 Nw

e 21-30 Nw.

e mas de 30 Nw.

7. EVALUACION DEL GRADO DE MADURACION OSEA

Realizada esta operacion se tomaba una muestra de hueso y se enviaba al
laboratorio de anatomia patoldgica para la posterior evaluacion del grado de
maduracion 6sea por parte del anatomopatélogo. Esta maduracidén 6sea de evaluo a

nivel del cuello y a nivel de la rosca del implante.

Una vez recibida la muestra 6sea, ya sin implante, se fijaba en formalina
neutra tamponada, y se cortaba transversalmente el bloque 6seo con la zona a
estudiar mediante una sierra circular. Se decalcificaba con acido nitrico al 5%

durante 2-3 dias y, posteriormente, se incluia en parafina segun las técnicas
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habituales en el laboratorio:
a) Deshidratacion en grados crecientes de alcoholes.
b) Aclaramiento en tolueno

c) Inclusién en parafina.

A continuacion se realizaron cortes de 6u de espesor mediante micrétomo
rotatorio. Estos cortes se tifiieron con tinciones convencionales de hematoxilina-

eosina y de tricromico de Masson.

Las muestras se examinaron con microscopio 6ptico al que se le incorporaba

lente de luz polarizada para la vision de la maduraciéon osea.

El grado de maduracién 6sea se evalué siguiendo un método semi-
cuantitativo a criterio del anatomopatélogo en el que se consideraron tres
posibilidades:

e Leve (+), grado de maduracion 6sea entre el 25-50%. Se observa desde tejido
conjuntivo 6 fibroso a osteoide inmaduro.

e Moderada (++), grado de maduracién 6sea entre el 50-75%. Se aprecia
existencia de metaplasia 6sea discreta-moderada con laminillas 6seas.

e Intensa (+++), grado de maduracion oOsea superior al 75%. Se advierte
perfecta osificacion, hueso maduro, actividad osteoblastica. Buena

osteointegracion.

8. EVALUACION DEL DESPLAZAMIENTO DEL IMPLANTE DENTRO DEL LECHO
OSEO TRAS EL SOMETIMIENTO A CARGA.

Se protocolarizaron mediciones en vivo en distintos periodos: en el momento
de colocacion del implante y a los 7, 14, 21 y 28 dias tras la colocacion del mismo en
las dos patas, con el sistema disefiado al efecto utilizando un bastidor de acero con
forma de U, con una célula de carga incorporada y con un amplificador de salida de

senal conectado al ordenador.
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Para efectuar las mediciones se anestesiaba al animal con ketamina segun su
peso y anestesia inhalatoria sin intubacidén, con aplicacion de mascarilla con O

asociado a Sevorane.

En cada momento, se realizaron 5 mediciones. También se administraba una
dosis de antibidtico de 1 ml. de Cefazolina 1gr. Una vez anestesiado el animal, se
colocaba la pata a medir entre las ramas del bastidor, que estaba provisto de dos
brazos terminados en dos piezas conicas roscadas. (“pinchos”). El izquierdo, merced
a un muelle, tenia un recorrido antero-posterior mientras que el derecho estaba fijo
(roscado) a la célula de carga. La pata que tenia el implante a medir, estaba siempre
posicionada en el lado de la célula de carga. Una vez comprobado que la punta del
medidor (pincho) estaba en el interior del hexagono del tornillo de cierre del

implante, se posicionaba el medidor izquierdo.

Se calibraba el sistema a 0, y una vez conseguido, se procedia a efectuar la
primera medicién, que consistia en sujetar la rodilla del conejo contra la célula de
carga e ir ejerciendo presion progresivamente. Una vez realizada la medicion, se
volvia a la posicion de reposo por espacio de alrededor de medio minuto. Se volvia a
calibrar el sistema y se volvia a efectuar otra medicion, asi hasta completar las 5
veces. Una vez realizada la medicion de una pata se pasaba a la medicion de la otra

(figuras 3 y 4).

Entre coneja y coneja, se retiraban (desenroscaban) los pinchos y se

esterilizaban en una solucién de glutaraldehido al 2%.

El equipo necesario incluye lo siguiente:

e CDAQ-9172 chasis USB de alta velocidad con ocho slots para
CompactDAQ de NI.

e NI 9237 Mddulo puente de 24 bits simultaneos. £25mV/V y cuatro canales

e Célula de carga de puente completo Sensy modelo 5.900, con una
capacidad de medida de 0 a 200 kN

o Bastidor de acero inoxidable disefiado y fabricado para alojar una célula
de carga, en forma de U.

o Software de programacion grafica LabVIEW
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Figura 3.- Bastidor de acero sobre el Figura 4.- Efectuando una medicion.
que va montada la célula de carga.

9. METODO ESTADISTICO

En este trabajo se realizé:

— Una estadistica descriptiva (media aritmética, desviacién estandar y

porcentajes)

— Una estadistica analitica. Para la comparacion de variables cuantitativas
se utilizo el test de student (t-student) para la comparacién de dos medias.
Para la comparacion de variables cualitativas se utilizd el test chi-
cuadrado. En tablas 2x2 se utilizé la correccion de Yates, y cuando alguna
de las cantidades esperadas fue inferior a 5, se utilizé el test exacto Fisher
bilateral.

Se consideré como nivel minimo de significacion un valor de p<0.05.

Los datos fueron procesados con el programa estadistico SPSS version
15.0.1 para Windows (Statistical Package for the Social Sciences; SPSS Inc.
Chicago, lllinois, USA).
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1. TRATAMIENTO DE LA SUPERFICIE DE LOS IMPLANTES CON
CONCENTRADOS

De los 62 implantes colocados, 29 implantes (46,8%) fueron sometidos al
método de adhesién superficial con concentrado de células mononucleares (CMN),
14 implantes (22,6%) fueron sometidos al método de adhesién superficial con
concentrado de capa leucoplaquetar (CLP), y 19 implantes (30,6%) sin ningun tipo
de tratamiento superficial o de control (tabla 1).

Tabla 1.- Tratamientos superficiales de los
implantes segun los concentrados.

n° casos Porcentaje
CMN 29 46,8%
CLP 14 22,6%
Sin concentrado 19 30,6%
Total 62 100%

CMN: células mononucleares; CLP: capa
leucoplaquetar.

Las siguientes microfotografias muestran la adhesion de las células

mononucleares (CMN) tanto a la rosca (figura 5) como al cuello del implante (figura
6).

b,

-
Figura 5. Adhesién de células mononucleares (CMN) a la
rosca del Implante. Tincion de May-Grunwald-Giemsa.
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Figura 6. Adhesion de células mononucleares (CMN) al
cuello del Implante. Tincion de May-Grinwald-Giemsa.

2. MEDICION DE LA FUERZA DE DESINSERCION (TORQUE)

La tabla 2 recoge la fuerza en Newtons (Nw) necesaria para desinsertar los
implantes del lecho 6seo. 12 implante (el 35,3%) requieren una fuerza de
desinsercion de entre 11 y 20 Nw. 10 implantes (el 29,4%) necesitan un torque de
desinsercion de entre 21 y 30 Nw. El 20,6% (7 implantes) con un torque de mas de
30 Newtons y en ultimo lugar, con un 14,7% (5 implantes), un torque de desinsercion

de entre 0 a 10 Newtons.

Tabla 2.- Fuerza de torque necesaria para la
desinsercién del implante.

Fuerza n° casos Porcentaje
0-10 Nw 5 14,7%
11-20 Nw 12 35,3%
21-30 Nw 10 29,4%
>30 Nw 7 20,6%
Total 34 100%

Nw: Newtons
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Cuando se compara la fuerza necesaria para desinsertar los implantes
atendiendo a su recubrimiento superficial (tabla 3): un grupo de implantes tratados
con un concentrado de capa leucoplaquetar (CLP); otro tratado con un concentrado
de células mononuclares (CMN) y otro de control, esto es sin ningun tipo de
recubrimiento superficial celular se observa: en el rango de 0 a 10 Newtons: un 40%
de implantes correspondientes al grupo de control, un 21,4% correspondientes al
grupo recubierto con un concentrado de CLP y ninguno (0%) correspondiente al

grupo recubierto con un concentrado de CMN.

En el rango entre 11 y 20 Newtons: un 64,3% correspondiente al grupo
recubierto con un concentrado de CLP; un 40% correspondiente al grupo de control

y un 6,6% correspondiente al grupo recubierto con un concentrado de CMN.

En el rango entre 21 y 30 Newtons: el 46,7% correspondiente al grupo
recubierto con un concentrado de CMN; el 20% correspondientes al grupo recubierto
con un concentrado de CLP y el 20% correspondiente al grupo de control.
Finalmente, en el rango de mas de 30 Newtons hay un 46,7% correspondiente al
grupo recubierto con un concentrado de CMN. El grupo recubierto con un
concentrado de CLP y el grupo de control no tienen ningun implante (0%) en este
rango. Tras el andlisis estadistico se encontraron diferencias altamente significativas

(p<0,001) entre ambos parametros.

Tabla 3.- Fuerza de desinserciéon segun los concentrados aplicados en la
superficie del implante.

Fuerza
Grupo 0-10Nw  11-20Nw  21-30 Nw  >30 Nw Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
CLP 3(21,4%) 9(64,3%) 2(14,3%) 0(0%) 14 (100%)
CMN 0 (0%) 1(6,6%) 7 (46,7%) 7 (46,7%) 15 (100%)
Sin concentrado 2 (40,0%) 2 (40,0%) 1 (20%) 0 (0%) 5 (100%)
Total 5(14,7%) 12 (35,3%) 10 (29,4%) 7 (20,6%) 34 (100%)

Nw: Newtons; CMN: células mononucleares; CLP : capa leucoplaquetar.
v?=23,28 p<0,001

En la tabla 4 se recoge la relacién del peso medio, medido en gramos de las

conejas segun sean tratados los implantes con algun tipo de concentrado 6 sin él.
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Asi se aprecia una media menor para el grupo sin ningun tipo de
concentrados (3564,33+180,639 gramos), que para los implantes tratados con
concentrados (3575,85 £ 195,143 gramos). No obstante, no se hall6 relacidon

estadisticamente significativa (p=0,867) entre las variables.

Tabla 4.- Relacién entre el peso medio de los animales de
experimentacion y el tratamiento de superficie aplicado a los

implantes.

Grupo Media * Desviacion estandar
Sin concentrado 3564,33+180,639 gramos
CMN o CLP 3575,85+195,143 gramos

CMN: células mononucleares; CLP: capa leucoplaquetar. p=0,867

La tabla 5 muestra la comparacién entre el peso medio (gramos) de los
animales de experimentacion en funcidn de los intervalos de fuerza necesarios para
desinsertar los implantes. Asi observamos que el menor peso (3350+0,00 gramos)
corresponderia al rango de fuerza comprendido entre 21 y 30 Newtons. El siguiente
rango de menor peso (3480,00£106,771 gramos) corresponderia al rango de fuerza
comprendido entre 0 y 10 Newtons, y el rango de mayor peso (3576,70£175,787
gramos) corresponderia al rango de fuerza comprendido entre los 11 y 20 Newtons.

Sin embargo, no se observé asociacion estadisticamente significativa (p=0,296).

Tabla 5.- Relacion entre el peso medio de los animales de
experimentacion y la fuerza de desinsercion.

Fuerza Media * Desviacion estandar
0-10 Nw 3480,00+106,771 gramos
11-20 Nw 3576,70+175,787 gramos
21-30 Nw 3350,00£0,00 gramos

Nw: Newtons. p=0,296
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3. MADURACION OSEA A NIVEL DEL CUELLO Y A NIVEL DE LA ROSCA DEL

IMPLANTE

Atendiendo a los distintos valores de maduracion 6sea a nivel del cuello (tabla

6 y figura 7), se observan 5 casos (14,7%) con maduracion 6sea leve, 10 casos

(29,4%) con maduracién 6ésea moderada y 19 casos (55,9%) con maduracion ésea

intensa.

Tabla 6.- Maduracion 6sea a nivel del cuello del

Porcentaje

implante.

Maduracioén 6sea n° casos
Leve (+) 5
Moderada (++) 10
Intensa (+++) 19
Total 34

Figura 7.- Maduracién 6sea intensa (+++) a nivel del
cuello. Tincién: Hematoxilina-eosina.

En la tabla 7 y en la figura 8 se presenta el grado de maduracién ésea a nivel

de la rosca del implante, se encuentran 6 casos (17,6%) con maduracion ésea leve,

14 casos (41,2%) con maduraciéon ésea moderada y otros 14 casos (41,2%) con

maduracion ésea intensa.
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Tabla 7.- Maduracion 6sea a nivel de la rosca del

implante.

Maduracion 6sea n° casos Porcentaje
Leve (+) 6 17,6%
Moderada (++) 14 41,2%
Intensa (+++) 14 41,2%
Total 34 100%
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Figura 8.- Maduracion 6sea intensa (+++) a nivel de
la rosca del implante. Tincién: Hematoxilina-eosina.

Al relacionar los resultados obtenidos entre la maduracion 0sea del cuello de
los implantes y los obtenidos en la rosca de los mismos (tabla 8), los resultados son
los siguientes: en la maduracion leve (+), de un total de 11 casos (14,7%), 5
implantes corresponderian al cuello (14,1%) y 6 implantes corresponderian a la
rosca del mismo (17,9%). En la maduracién moderada (++), de un total de 24 casos
(29,4%), 10 implantes (29,4%) corresponderian al cuello y 14 (41,1%)
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corresponderian a la rosca. Por ultimo, en el grupo con maduracion désea intensa
(+++), de un total de 33 casos (55,9%), 19 implantes corresponderian al cuello y 14
implantes corresponderian a la rosca. Tras el analisis estadistico, no existe relacion

significativa (p=0,46) entre estos parametros.

Tabla 8.- Comparacion entre el grado de maduracion ésea a nivel del
cuello y de la rosca de los implantes.

Localizacién
Maduracion 6sea Cuello Rosca Total
n (%) n (%) n (%)
Leve (+) 5(14,1%) 6 (17,9%) 11 (14,7%)
Moderada (++) 10 (29,4%) 14 (41,1%) 24 (29,4%)
Intensa (+++) 19 (55,8%) 14 (41,1%) 33 (55,9%)
Total 34 (100%) 34 (100%) 68 (100%)

v*=1.51 p=0,46

En la tabla 9 se exhibe la comparacion entre el grado de maduracion 6sea en
el cuello del implante de acuerdo al tratamiento superficial administrado a los
implantes. En el grupo de maduracién 6sea leve (+): 2 implantes sin concentrados
(grupo control); 4 implantes tratados con CLP y ninguno tratado con CMN. En el
grupo de maduracion 6sea moderada (++): 1 implante sin tratamiento (control), 2
implantes tratados con CLP y 3 implantes tratados con CMN. Por ultimo, en el grupo
de maduracion Osea intensa (+++): 2 implantes sin tratamiento de superficie, 4
implantes tratados con CLP y 9 implantes tratados con CMN. No obstante, no
existen diferencias estadisticamente significativas al comparar ambas variables
(p=0,17).

Tabla 9.- Comparacion entre el grado de maduracion ésea a nivel del
cuello atendiendo al tipo de concentrado utilizado para tratar la
superficie del implante.

Grupo
Sin concentrado CLP CMN
Maduracién 6sea n (%) n (%) n (%)
Leve (+) 2 (40%) 4 (40%) 0 (0%)
Moderada (++) 1 (20%) 2 (20%) 3 (25%)
Intensa (+++) 2 (40%) 4 (40%) 9 (75%)
Total 5 (100%) 10 (100%) 12 (100%)

CLP: capa leucoplaquetar; CMN: células mononucleares.
v*= 6,34 p=0,17
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Cuando se compara el grado de maduracion ésea a nivel de la rosca del
implante considerando el tratamiento superficial administrado a los mismos (tabla
10) se comprueba que en el grupo con maduracion 6sea leve (+) hay: 2 casos sin
ningun tipo de tratamiento (grupo control), 4 casos con tratamiento con CLP y ningun
caso con tratamiento de CMN.

Con maduracién 6sea moderada (++), 1 caso sin tratamiento superficial, 7
casos en el grupo de CLP y 5 casos en el grupo CMN. Finalmente, en el grupo de
implantes con maduracion intensa (+++) a nivel de la rosca se ubican 2 implantes
sin tratamiento, otros 2 en el grupo tratado con CLP y 9 implantes tratados con CMN.

El analisis estadistico fue significativo (p=0,04).

Tabla 10.- Comparacion entre el grado de maduracién 6sea a nivel
de la rosca en funcion del tipo de concentrado utilizado para tratar la
superficie del implante.

Grupo
Maduracion 6sea Sin concentrado CLP CMN
n (%) n (%) n (%)
Leve (+) 2 (40%) 4 (30,8%) 0 (0%)
Moderada (++) 1(20%) 7 (53,8%) 5 (35,7%)
Intensa (+++) 2 (40%) 2 (15,4%) 9 (64,3%)
Total 5 (100%) 13 (100%) 14 (100%)

CLP: capa leucoplaquetar; CMN: células mononucleares.
v?=9,96 p=0,04
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4. DESPLAZAMIENTOS MEDIOS (RIGIDEZ) MEDIDOS EN 5 MOMENTOS
DIFERENTES DE COLOCACION DEL IMPLANTE: INICIAL, 7 DIAS, 14 DIAS, 21
DIAS Y 28 DIAS

4.1. Momento de colocacién del implante

La tabla 11 recoge los valores medios del desplazamiento medio del implante
dentro del hueso cuando el tornillo de cierre es sometido a una fuerza de carga. En
este momento inicial, para cada uno de los implantes, se realizaron 5 mediciones de

la presion intradsea media [expresados en Newtons/milimetro (Nw/mm)].

Tabla 11.- Valores medios de presion intradsea en el momento inicial de colocacién del
implante.

Mediciones n Media £ D.E. Rango
12 medicién 24 3,30882 £ 2,032006 Nw/mm 0,230-9859 Nw/mm
22 medicién 24 3,11593 +£1,949904 Nw/mm 1,209-10,078 Nw/mm
3% medicion 23 3,03324 £1,996074 Nw/mm 0,30-9,754 Nw/mm
42 medicion 23 3,05961 £1,934279 Nw/mm 0,470-9,793 Nw/mm
52 medicién 23  2,93059 £1,950883 Nw/mm 0,159-9,824 Nw/mm

Nw/mm: Newtons/milimetro; D.E.: Desviacion estandar.

4.2. A los 7 dias de la colocacion del implante

Los valores medios del desplazamiento tras el sometimiento del tornillo del
implante a fuerza de carga a los 7 dias de la colocacién del mismo se indican en la
tabla 12.

Tabla 12.- Valores medios de presion intradsea a los 7 dias de la colocacién del implante.

Mediciones n Media = D.E. Rango
12 medicion 28 1,91081 £1,097223 Nw/mm 0,500-5,275 Nw/mm
22 medicion 28 2,01733 £1,157561 Nw/mm 0,691-3,994 Nw/mm
32 medicién 28 1,91582 +0,809203 Nw/mm 0,691-3,994 Nw/mm
42 medicién 28 1,86644 +0,596110 Nw/mm 0,792-2,965 Nw/mm
52 medicion 27 2,14841 £1,265757 Nw/mm 0,031-5,412 Nw/mm

Nw/mm: Newtons/milimetro; D.E.: Desviacion estandar.
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4.3. A los 14 dias de la colocacién del implante

La tabla 13 muestra los valores medios del desplazamiento del implante
dentro del hueso cuando el tornillo de cierre es sometido a una fuerza de carga. A

los 14 dias de la colocacion del implante, para cada uno de ellos implantes, se

realizaron 5 mediciones.

Tabla 13.- Valores medios de presion intradsea a los 14 dias de la colocacion del

implante.

Mediciones

Media + D.E.

Rango

12 medicion
22 medicion
32 medicion
42 medicién
52 medicion

00 0 00 O N3

1,78789 +1,441849
1,66396 +0,799332
1,53823 +0,542481
1,98271 +0,849305
1,77752 +1,322711

Nw/mm
Nw/mm
Nw/mm
Nw/mm
Nw/mm

0,650-5,966 Nw/mm

0,931-3,064 Nw/mm
0,924-2,499 Nw/mm
1,237-3,268 Nw/mm
0,642-4,605 Nw/mm

Nw/mm: Newtons/milimetro; D.E.: Desviacién estandar.

4.4. A los 21 dias de la colocacién del implante

Los valores medios del desplazamiento tras el sometimiento del tornillo del

implante a fuerza de carga a los 21 dias de la colocacion del mismo se representan

en la tabla 14.

Tabla 14.- Valores medios de presion intradsea a los 21 dias de la colocacion del

implante.

Mediciones n Media £ D.E. Rango
12 medicién 11 1,74977 £1,353551 Nw/mm 0,446-5,491 Nw/mm
22 medicién 11 1,51911 +£0,628846 Nw/mm 0,534-2,613 Nw/mm
3% medicion 8 1,51460 +0,336889 Nw/mm 1,008-1,957 Nw/mm
42 medicion 7 1,67134 £0,494380 Nw/mm 1,125-2,629 Nw/mm
52 medicién 7 1,41873 £0,634523 Nw/mm 0,101-1,955 Nw/mm

Nw/mm: Newtons/milimetro; D.E.: Desviacion estandar.

4.5. A los 28 dias de la colocacién del implante

La tabla 15 describe los valores medios del desplazamiento del implante

dentro del hueso tras el sometimiento a carga a los 28 dias de su colocacion.
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Tabla 15.- Valores medios de presion intradsea a los 28 dias de la colocacion del

implante.

Mediciones n Media £ D.E. Rango
12 medicion 16  3,35578 +£3,564960 Nw/mm 0,110-11,647 Nw/mm
22 medicién 15 2,75799 +2,70130 Nw/mm 0,60-8,972 Nw/mm
3% medicion 13 3,36009 £2,782045 Nw/mm 1,202-9,525 Nw/mm
42 medicién 13 2,97132 £2,312373 Nw/mm 0,000-8,162 Nw/mm
5% medicion 10 2,23463 +£1,843975 Nw/mm 0,334-7,233 Nw/mm

Nw/mm: Newtons/milimetro; D.E.: Desviacion estandar.

5. DESPLAZAMIENTOS MEDIOS (RIGIDEZ) SEGUN LOS CONCENTRADOS

En la tabla 16 se muestra la comparacion entre el desplazamiento medio del
implante tras el sometimiento a carga en cada periodo de tiempo (0 dias, 7 dias, 14
dias, 21 dias y 28 dias) en funcién del tratamiento de superficie aplicado a los
implantes: sin tratamiento (control) o con concentrado de células mononucleares
(CMN).

Tabla 16.- Comparacion entre la presion media intradsea en los distintos periodos de tiempo
atendiendo al tipo de tratamiento de superficie aplicado a los implantes.

Momento

colocacion A Igs A IO,S A IO,S A IO,S
) 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
implante
Grupo MediaD.E. MediazD.E. MediazD.E. MediazD.E. MediaD.E.
CMN 1,9184+0,52156 1,5327+0,36822 1,4219+0,67806 1,4300+0,10481 1,6498+0,45286
Nw/mm Nw/mm Nw/mm Nw/mm Nw/mm
Control 4,1826+1,86624 2,5045+0,72955 2,1546+0,49437 1,7775+0,51180 3,4278+2,85597
Nw/mm Nw/mm Nw/mm Nw/mm Nw/mm
Sig. p=0,001 p<0,001 p=0,158 p=0,309 p=0,206

CMN: Concentrado de células mononucleares; Control: sin tratamiento superficial; Nw/mm:
Newtons/milimetro; D.E.: Desviacién estandar; Sig.: Significacion.

En el momento de colocacion del implante, los implantes tratados con CMN
tenian un desplazamiento medio dentro del hueso de 1,9184+0,52156 Nw/mm,
mucho menor que el desplazamiento de los implantes no tratados superficialmente

(4,1826+1,86624 Nw/mm), encontrandose diferencias muy significativas (p=0,001).

A los 7 dias de la colocacion del implante, en el grupo tratado con CMN, el
desplazamiento medio es de 1,5327+0,36822 Nw/mm, mientras que en el grupo
control es superior con un valor de 2,5045+0,72955 Nw/mm, existiendo relacion

estadistica altamente significativa (p<0,001).
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A los 14 dias de la colocacion del implante, disminuye la diferencia entre los
dos valores medios: 1,4219+0,67806 Nw/mm en el grupo tratado con CMN vy
2,1546+£0,49437 Nw/mm en los implantes sin tratamiento, sin asociacion

estadisticamente significativa (p=0,158).

A los 21 dias de la colocacion del implante, los valores se acercan mucho
entre si: 1,4300+0,10481 Nw/mm (grupo CMN) y 1,7775+0,51180 Nw/mm (grupo
control). No obstante, tampoco se hallaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0,309).

Finalmente, a los 28 dias de la colocacién del implante, vuelve a aumentar la
diferencia entre las dos medidas medias. En los implante tratados con CMN es
1,6498+0,45286 Nw/mm y en el grupo control es 3,4278+2,85597 Nw/mm. Como en
casos anteriores, tras el analisis estadistico no se observd relacion significativa
(p=0,206).

La figura 3 muestra un grafico de lineas con la evolucion del desplazamiento
medio intradseo de los implantes tratados con CMN y sin ningun tipo de tratamiento
superficial en los distintos periodos de tiempo considerados: inicial (momento de
colocacién del implante), 7 dias, 14 dias, 21 dias y 28 dias tras la colocacion del

mismo.
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Figura 3. Evolucién del desplazamiento medio intradseo de los implantes con
tratamiento con CMN vy sin tratamiento de superficie (grupo control) en los distintos
periodos de tiempo.
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Desde la aparicion de los trabajos realizados por el profesor Branemark
(1977, 1983, 1985), los implantes intradseos con forma de raiz han dominado
la practica clinica de forma creciente. Analizando los datos aportados por
Markets and Markets (Millenium Research Group, 2010) podemos situar el
grado de relevancia de la Implantologia en el contexto de la investigacion de
las Ciencias de la Salud y de la industria. Estos datos muestran que desde el
punto de vista econdmico, en el afio 2010 el crecimiento de la cifra de ventas
sera de 3,2 billones de dolares en los EEUU y de 4,2 billones en el 2015.
Europa es en la actualidad el mayor mercado mundial de implantes dentales
con un 42% de cuota de mercado. Desde el advenimiento de la anestesia local
probablemente no habia existido otro fendmeno con tanto impacto en el campo

de la salud dental.

La investigacion es cada vez mas intensa en todos los aspectos que
pueden influir para mejorar los resultados: en el material, en la técnica
quirurgica y en la prostodoncia. La morfologia externa del implante, la influencia
de la microsuperficie en la respuesta bioldgica, las técnicas de aumento 6seo,
los disefios de los componentes protésicos que aumentan la precision en su
ensamblaje al implante, la estética o la simplicidad de los elementos que
componen la unidad implante-protesis estan continuamente mejorando y

renovandose.

El crecimiento explosivo de la informacion cientifica, divulgativa o la
facilitada por la industria dificulta las conclusiones que pueden extraer los
profesionales, puesto que no siempre los trabajos publicados tienen un control
de calidad adecuado. Se precisan evidencias cientificas rigurosas que avalen
de forma suficiente las nuevas aportaciones, para que éstas sean incorporadas
sin reservas a los planes de tratamiento de los pacientes que acuden en busca

de soluciones a sus problemas de edentulismo (Sanchez-Garcés, 2005).

La investigacion en animales es esencial antes de decidir cualquier
aplicaciéon en los seres humanos de una nueva posibilidad diagndstica o
terapéutica. De todas formas se debe ser cauteloso en la interpretacion de los

resultados debido a las limitaciones que puedan tener estos estudios. Las
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respuestas obtenidas en condiciones estandar en animales pueden no ser
totalmente extrapolables a la misma experiencia realizada en humanos, ya que
existen diferencias entre especies respecto a la respuesta a una terapia
(Selvig, 1994).

La variabilidad biolégica existe ademas entre individuos de la misma
especie debido a las caracteristicas genéticas, bioquimicas, fisiologicas o a
factores inmunoldgicos propios de cada animal. Otros elementos que influyen
en los resultados son los factores que pueden ser controlados, y que deben
serlo de una forma rigida si se quiere estandarizar una respuesta, como son:
los cuidados a los que debe someterse el animal pre y postoperatoriamente, el
control de la infeccion de una herida y la propia técnica diagndstica o quirurgica
a la que es sometido. En nuestro caso la eleccion del conejo como modelo
animal viene avalada por multiples estudios publicados previamente utilizando
el mismo modelo a los que se colocan implantes en las mismas situaciones
anatomicas (Sennerby et al.,1992; Gottlander et al., 1992; Meredith et al., 1997;
Klokkevold et al., 1997; Sennerby y Miyamoto, 2000; Gottlow et al., 2000;
London et al., 2002; Maeztu et al., 2003; Jang et al., 2010), aunque no todos
utilizan medidas estandarizadas de implantes, tal y como se encuentran
comercializados y utilizan diametros o longitudes inferiores a las disponibles

habitualmente y que son implantes disefiados especialmente para la ocasion.

Otro de los factores que no cumplen todos los estudios es, debido al
factor “longitud del implante”, el hecho de que los implantes se encuentren
bicorticalizados, lo que significa que los dos extremos apical y coronal
contactan con las corticales de la diafisis ésea tanto a nivel femoral como tibial.
Este es un factor importante a tener en cuenta en la valoracion y comparaciéon
de los resultados obtenidos y que no esta reflejado en todos los articulos
(Klokkevold et al., 1997; Meredith et al., 1997; Sul et al., 2002), y en nuestra
opinion merece destacarse su interés, puesto que la medular 6sea del conejo
esta muy pobremente trabeculizada, y la osteointegracion del implante en la
porcion que se encuentra en esa zona esponjosa se consigue gracias a la

osteoconducciéon desde las corticales.
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Cuando el implante esta bicorticalizado la fuente de osteointegracién
sera mayor, y no sera gracias a la calidad de la superficie exclusivamente, sino
también por la doble fuente celular procedente de las corticales, que aprovecha
la capacidad de osteoconduccién de la superficie implantaria por ambos
extremos del implante. Ademas la bicorticalizacién implica un incremento o
como minimo una mayor seguridad en la estabilidad primaria, ya que es un
factor determinante para conseguir una osteointegracién de forma mas segura

y mas rapida.

Diferentes autores emplearon longitudes y diametros iguales (Meredith
et al., 1997; Sennerby et al., 2000) y otros inferiores (Klokkevold et al., 1997;
Gottlow et al., 2000; London et al., 2002). Solo Sennerby et al., 2000 utilizaron
implantes de 11 mm de longitud por 4 mm de diametro debido a que, en su
estudio comparativo, emplearon dos tipos de implantes pertenecientes a
diferentes disefios comercializados, siendo una de ellos (fijaciones ITI
Straumann, Waldenburg, Alemania) de la medida estandarizada por el

fabricante (11 mm x 4 mm).

Incluso London et al. 2002, Sennerby et al., 1992 o Klokkevold et al.
1997, utilizaron en algunos de sus trabajos implantes de 4 mm. de longitud
para analizar la respuesta de una superficie segun el tipo de hueso, o bien
establecer comparaciones entre varias superficies implantarias. En estos
casos, lo que se valoré fue el comportamiento de la superficie integrada en
hueso totalmente cortical, despreciando el hueso medular de baja calidad, que
en nuestra opinion es el que realmente establece las diferencias mas
demostrativas entre implantes en cuanto a la facilidad de su osteointegracion,
especialmente en el conejo, ya que como hemos comentado anteriormente la

calidad del hueso medular es extremadamente baja.

Considerando esta situacion, Sennerby et al., 1992, colocaron los
implantes de 4 mm de longitud en el hueso esponjoso de la epifisis del fémur
de conejo para comprobar la influencia en la osteointegracién de una superficie
implantaria mejorada al aumentar la capa de TiO,, precedente del futuro

implante TiUnite®.
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En este estudio ademas se pretendia establecer si existia alguna
relacion entre los resultados histologicos y el torque de extraccion de los
implantes situados en dicha localizacién y los situados en la tibia del mismo
conejo donde existia mas hueso de tipo cortical. Cabe destacar de este estudio
(Sennerby et al., 1992) que, en los cortes histolégicos efectuados a las 6
semanas, el mayor indice de contacto 6éseo de las roscas Io mostraban los
implantes situados en hueso esponjoso a pesar de que el torque de remocion
fuera inferior respecto a los situados en hueso cortical a igualdad de tiempo,
por tanto la conclusion del trabajo es clarificadora, la resistencia a la extraccién
de un implante es lo que traduce su grado de osteointegracion, y depende de la
cantidad de hueso “compacto” que le rodea, y no del porcentaje de contacto
O0seo-implante (interface) en cifras absolutas. Ademas se evidencié que el
porcentaje de contacto 6seo era mayor para los implantes de superficie
TiUnite® incluso con el hueso de peor calidad lo que contrasta con nuestros

resultados.

La utilizacion del torque de desinsercion como sistema de remocién de
los implantes constituye otro elemento mas en nuestro estudio, que nos aporta

valores sobre el porcentaje de contacto hueso-implante.

Uno de los mayores inconvenientes que se pueden encontrar en la
literatura cientifica sobre estos tests es que su realizacion y los valores
apuntados no resultan muy homogéneos dada la diferencia entre los animales

empleados en cada experimentacion.

Klokkevold et al., 1997, estudiaron el comportamiento biomecanico, a las
8 semanas en fémur de conejos, de implantes con superficie con grabado acido
(HCI/H,SO4) -superficie Osseotite- en comparacion con superficies lisas.
Obtuvo valores cuatro veces superiores para las superficies grabadas: 20,30

Ncm frente a los 4,85 Ncm para las superficies lisas.

Cordioli et al. 2000, compararon entre otras, las superficies obtenidas
mediante arenado con 6xido de titanio (Tioblast) con las superficies grabadas

con acido (Osseotite) en un estudio realizado sobre tibias de conejo, colocando
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12 implantes de cada una de las superficies y valorando los resultados a las 5
semanas. Los valores obtenidos son significativamente superiores para las
superficies grabadas con acido —Osseotite, 40,85 Ncm-, frente al arenado con
TiO2 — 26,85 Ncm-. El estudio histomorfométrico paralelo a los valores de

torque mostrd, de igual forma, una correlacién positiva entre ambos analisis.

Gottlow et al. 2000, estudiaron en tibias de conejo, la superficie TiUnite®
con superficies grabadas con &acido, tipo Osseotite y encontraron que a las 6
semanas, habia valores superiores de torque de desinserccion para la

superficie TiUnite® -35 Ncm frente a 25 Ncm.

Jang et al. 2010 estudiaron también tibias de conejos, a las que
previamente les habian provocado un defecto de 7 mm. mediante una trefina e
insertando implantes de 3x10 mm. La respuesta en esos defectos peri-
implantarios de un injerto de polvo de seda y PRF Choukroun. Tras el sacrificio
a las 8 semanas, obtuvieron un torque en el grupo control de 21,86 Ncm y de

30,34 en grupo experimental.

Al hacer una comparacion entre estos trabajos y el nuestro, es preciso
insistir en que nuestros implantes eran mecanizados sin ningun tipo de
recubrimiento, pasivado, chorreado o grabado acido y que solamente tenian el
recubrimiento biolégico: CLP o CMN consistentes en UFC-GM, que eran las

qgue se obtenian después de realizar la manipulacién de la sangre periférica.

Comparando estos resultados con el trabajo de Klokkevold et al., 1997,
siendo las mismas localizaciones anatomicas, fémur de conejo y a un tiempo
mucho mas elevado, 8 semanas, nuestra situacion es mucho mas favorable.
Resultados similares a los nuestros, los encontramos en el trabajo de Jang et
al., 2010, aunque debemos destacar que el tiempo de sacrificio, 8 semanas era
el doble que el nuestro. Las situaciones anatémicas de los trabajos de Cordioli
et al., 2000, Gottlow et al., 2000 y de Jang et al., 2010, fueron diferentes, ya
que ellos utilizaron las tibias, que como apuntamos anteriormente existe mas
hueso de tipo cortical, podemos ver que también mejoramos las expectativas

planteadas.
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Solo existian dos parametros a estudiar: el implante control o lo que es
lo mismo el implante mecanizado sin ningun tipo de tratamiento superficial y
“seco” y el implante incubado con CMNs obtenidas de sangre periférica en la
sala del quiréfano. Es dificil realizar este tipo de experiencia por todo lo que
conlleva: anestesia de cada sesion, riesgo de infeccion alto, repeticion de las
muestras manteniendo fijos todos los parametros, calibracion de los sensores

después de cada medicion, etc.

Los diametros utilizados en diferentes estudios (Sennerby et al., 1992;
Klokkevold et al., 1997; Meredith et al., 1997; Maeztu et al., 1999; Sennerby et
al., 2000; Gottlow et al., 2000; London et al., 2002) oscilan entre 4,1 mm y 3
mm. A diferencia del factor longitud, este aspecto probablemente no tiene
relevancia respecto a los resultados histologicos, y podria tenerlo cuando se
pretende evaluar la estabilidad primaria, el torque de extraccion o la capacidad
de soportar una carga funcional. En nuestro trabajo se prefirid utilizar el
diametro mas pequefio de los empleados en el tratamiento de los casos
clinicos en humanos, sin construir un modelo de implante disefiado
expresamente para el estudio que se adaptase facilmente a las dimensiones
Oseas de las extremidades del conejo, facilitando de esta forma que casi la
totalidad del implante quedase incluido en hueso cortical, dado que esta
situacion podria sesgar el resultado que no seria tan extrapolable a las
condiciones humanas mas usuales. El tamano de la muestra en nuestro

estudio ha sido de 31 animales.

En otros estudios revisados el numero de animales estudiados fue muy
variable: 2 (Jang et al., 2010); 8 (Gottlow et al., 2000; Albrektsson et al., 2000);
10 ejemplares (Klokkevold et al., 1997; Meredith et al.,1997; Sennerby et
al.,2000, Sul et al., 2002); 11 (London et al., 2002); 22 (Maeztu et al., 2003) y
23 animales (Sennerby et al., 1992).

Sennerby et al., 1992, utilizaron 25 ejemplares que fueron sacrificados
escalonadamente en grupos de 6 a las 3 semanas, 3 meses, 6 meses y un
ultimo grupo de 5 animales a los 12 meses. También fueron sacrificados de

forma escalonada los que corresponden al estudio de Maeztu et al., 2003.
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De todos modos al final del experimento, ninguno de los trabajos
anteriormente mencionados consiguid un numero de animales superior a

nuestro trabajo.

Con respecto a los tiempos de seguimiento, éstos también oscilan
mucho entre unos trabajos y otros. Algunos lo sitian en14 dias (6 implantes)
(Meredith et al., 1997) y otros lo extienden hasta 12 meses (Sennerby et al.,
1992).

Maeztu et al., 2003 sacrificaron los animales a los 3 meses; London et
al., 2002 los sacrifica en intervalos de 1 semana hasta las 8 semanas; Jang et
al., 2010, los sacrifica a las 8 semanas y la mayoria de ellos finalizan el trabajo
a las 6 semanas (Klokkevold et al., 1997; Sul et al., 2002). Sennerby et al.,
1993, demuestran que después de insertar un implante de titanio en el conejo,
existe una aposicion de hueso inmaduro que se va remodelando sobre su
superficie hasta convertirse en hueso maduro en un periodo de 42 dias (6

semanas), y que entre los 90 y 180 dias no existe apenas remodelado éseo.

En este trabajo también se realiz6 un estudio radiografico, ya que
sistematicamente fueron tomadas radiografias de todos y cada uno de los
implantes colocados. En un primer momento se utilizé la radiografia para
estandarizar el protocolo de colocacién de los implantes. Una vez conseguido
esto las radiografias solo tuvieron un valor testimonial ya que se obtenian
postnecropsia. No obstante, sirven de testigos de cdmo estan colocados los

implantes y del hueso que los rodea.

El principal motivo de este trabajo era desarrollar un protocolo de facil
aplicacién en clinica que mejorara en la medida que fuese la adhesion de los
implantes, cualquier sistema de implantes y la reduccion del post-operatorio. Si
ademas se lograba demostrar que con estas técnicas se conseguia una buena

estabilidad primaria, se dejaba la puerta abierta a la carga inmediata.

Se obtuvo capa leucoplaquetar en la que estaban presentes tanto el

plasma rico en plaquetas como el plasma pobre en plaquetas, eso si
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debidamente identificados. El plasma pobre estaba en la capa superior de la
probeta mientras que el plasma rico estaba en el centro. Abajo, y debido a su
mayor densidad estaba la serie roja. Incluso, pensando que en la mayoria de
las clinicas dentales no poseen ni siquiera una centrifuga, y habida cuenta que
no solo se pensaba en la mejora de la adhesiéon de los implantes, sino en la
practica diaria, se podia utilizar para exodoncias, periodoncia etc. con la unica
premisa de una simple extraccion sanguinea, se pensd en conseguir la capa
leucoplaquetar por simple decantacidon, esto es después de realizada la
extraccidn sanguinea se dejaba reposar el vial en posicion vertical hasta que
por el paso del tiempo se realizaba la separacion celular. Para ello disefiamos
un protocolo que incluia tanto la separacion mediante centrifugado como por
decantacion. Asi realizamos un estudio in Vitro, cultivando implantes dentales
tanto con la capa leucoplaquetar como con células mononucleares (Arruga et
al., 2001). En dicho estudio se observé que se producia adhesion tanto al

cuello como a la rosca de los implantes con dicha capa leucoplaquetar.

Otro trabajo en esa linea de investigacion, permitié la obtencién de un
gel de la capa leucoplaguetar mediante la adicion de CICa e incluso una

pequefa cantidad de la serie roja (Arruga, 2002).

Asi Pierce, 1992, encontr6 que el Plasma Rico en Factores de
Crecimiento (PRFC) aceleraba el cierre primario de la herida. Recientes
estudios sugieren que el PRFC posee potentes efectos angiogénicos (Anitua,
2006), lo cual favorece también la cicatrizacion de los tejidos. En relacion al
efecto antiinflamatorio, autores como El-Sharkawi et al., 2007 han descrito que
el PRFC produce el bloqueo de la Proteina Quimiotactica de Miocitos tipo

1(MCP-1), liberada por los monocitos, lo que reduce el efecto inflamatorio.

En el tratamiento de la estomatitis aftosa, Aminabadi, 2008 ha observado
que el PRFC es un buen candidato para la resolucion de estas ulceras, por el
efecto antiinflamatorio y cicatrizador que poseen los factores de crecimiento,
como es el caso del TGFB. En ulceras cronicas cutaneas, se ha observado
también la capacidad reparadora del PRFC, ya que ademas de las

caracteristicas previamente comentadas, al elaborar el gel del PRFC, éste



Discusion 94

actua como una membrana hemostéatica de gran elasticidad que favorece la

curacion de los tejidos de alrededor (Anitua et al., 2008).

En un estudio efectuado también con conejos neozelandeses, Lee et al.,
2008, obtuvieron diferencias aunque no estadisticamente significativas al
aplicar Plasma Rico en Plaquetas (PRP) infiltrada en heridas producidas en
piel. Si pudieron observar que la aplicacion del PRP aceleraba la

reepitelizacidn y la neogénesis vascular en las heridas.

En relacién a la aplicacion PRFC en forma de gel, diversos autores, tras
su aplicacion en heridas, han observado buenos resultados en distintos
campos de la medicina. En cardiologia se ha observado que acelera la
cicatrizacion en heridas profundas (Centella et al., 2005). En cirugia
artroscépica, Sanchez et al., 2003, observé que minimiza los hematomas vy

signos inflamatorios posquirurgicos.

El tratamiento de ulceras cronicas de origen vascular o las ulceras
neuropaticas, ha sido uno de los retos de la medicina actual. Diversos autores
(Steed, 1995; Margolis et al., 2001; Escolto et al., 2001; Marti-Mestre et al.,
2005; Anitua et al., 2008) han conseguido estimular la curacion de estas
ulceras con la aplicacion tépica de PRFC en gel, ademas de conseguir una
menor inflamacién y menos sintomatologia en los pacientes en los que se

aplicaba dicho biomaterial.

El PRFC en forma liquida esta siendo ampliamente utilizado en distintos
campos de la medicina. En implantologia oral, autores como Anitua han
conseguido una mejor estabilidad primaria y osteointegracion de los implantes
tras humedecer la superficie de los implantes con PRFC (Anitua et al. 2005).
En oftalmologia ha sido utilizado con éxito en el tratamiento de la xeroftalmia u
0jo seco, y como cicatrizante posquirurgico en las cirugias con laser de CO;
(Alio et al., 2007a; Alio et al., 2007b). En la actualidad en medicina estética, el
PRFC se usa en inyecciones subcutaneas para disminuir la profundidad de las

arrugas faciales y acelerar la cicatrizacion. Se usa también para reducir la
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inflamacion postoperatoria, obteniéndose buenos resultados en cirugia estética.

(Garcia-Jiménez et al., 2005; Hernandez et al., 2005).

El estudio de los efectos del PRFC o Capa Leucoplaquetar se realizé
transcurridos 1, 2 ,4 y 5 semanas con el fin de establecer la adhesién de dicha
Capa Leucoplaquetar a la superficie de los implantes de titanio puro
mecanizados. Estos periodos de tiempo fueron utilizados con anterioridad por
varios autores (Aghalooet al., 2002; Prior et al., 2005; Gerard et al., 2006), ya
que es el periodo en el que se comienza a formar el nuevo hueso inmaduro y
se va produciendo la osificacion endocondral hasta formar el hueso maduro
(Garceés, 1993). Ademas el recambio 6seo de los conejos neozelandeses es
mucho mayor, por poseer una gran capacidad osteoformadora (Sommerfeldt y
Rubin, 2001), por lo que el remodelado 6seo del injerto autélogo ocurre entre
las 6 y 8 semanas postcirugia (Roberts et al., 1984; Bogoch et al., 1993;
Watanabe et al., 1999). Gerard et al., 2006 observaron que el PRP aumentaba
la formacion de hueso y la remodelacion en el primer y segundo mes, mientras

que este beneficio disminuia entre lo 3 y los 6 meses.

Estos efectos tempranos pueden estar causados por dos procesos
diferentes. 1) El PRP incrementa le formacion de hueso nuevo probablemente
por el incremento del numero de osteoblastos que eran activos en el lugar del
injerto y 2) la cantidad de hueso injertado no viable que fue desechado del
lugar del injerto, posiblemente por el aumento del numero de osteoclastos

activados en dicho lugar.

Aghaloo et al., 2002, realizé un estudio piloto en el que realizaba 4
osteotomias con trefinas en el craneo de 15 conejos Neozelandeses, las cuales
rellenaba con PRP, PRP + injerto 0seo, injerto 6seo sélo y una osteotomia
usada como control. Estos autores encontraron que al comparar las
osteotomias de control o rellenadas con PRP sélo, no existian diferencias
significativas ni al mes, ni a los dos meses. A la comparacion de las
osteotomias rellenadas con autoinjerto + PRP o autoinjerto solo, tampoco

encontraron diferencias significativas ni al mes ni a los dos meses.
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Wiltfang et al., 2004, realizaron un estudio en minipigs, a los que
provocaron defectos en la zona frontal del craneo y les colocaban PRP
mezclado con hueso autélogo, granulos de fosfato tricalcico, granulos de hueso
bovino esponjoso (BioOss), y esponjas de colageno inductoras de hueso
bovino. Les realizaron radiografias y observaron que a las dos semanas, el
grupo tratado con PRP y hueso antdlogo presentaba diferencias significativas
en la remineralizacion comparado con el grupo tratado con hueso autdlogo
exclusivamente. A las 4 semanas, no observaron diferencias significativas entre

la aplicacién de hueso autdlogo o hueso antélogo mezclado con PRP.

Swennen et al., 2005, realizé un estudio con ovejas adultas, en las que
realizd distracciones Oseas. Concluyé que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre la aplicacion o no del PRP con hueso

autélogo en los procesos de distraccion 6sea.

Pryor et al., 2005, realizaba osteotomias en el craneo de 32 ratas
Sprague-Dawley, y rellenaba los defectos con PRP mezclado con esponjas de
colageno reabsorbible o con esponjas solamente. Observé que a las 4 y 8
semanas de realizar la cirugia, radiolégicamente no existian diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la utilizacion o no de PRP en la

regeneracion osea.

El grupo de estudio de Gerard et al., 2006, realizé defectos en el cuerpo
mandibular de perros Beagle, y rellenaron la mitad con injertos autélogos de
hueso sélo, y la otra mitad con hueso autélogo mezclado con PRP. Realizaron
radiografias y observaron que al mes, la zona de injerto sélo tenia una mayor
densidad radioloégica que la zona de injerto mezclado con PRP, y ademas con
diferencias estadisticamente representativas. En cambio a los dos meses,
aunque la zona del injerto solo seguia siendo mas densa, estas diferencias ya
no eran estadisticamente significativas. Este estudio se continuo hasta los 6

meses, no encontrandose diferencias entre los dos grupos.

Se ha observado que en las células tumorales se produce un aumento

de formas normales de receptores de los factores de crecimiento que podrian
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favorecer el crecimiento y la invasién de éstas. En una amplia variedad de
tumores mesenquimales (lipomas, hemangiomas, angiosarcomas, etc.) se ha
observado una sobreexpresion del factor de crecimiento derivado de las

plaquetas.

Palman et al, 1992, ademas dichas células producen una
sobreexpresion de factores de crecimiento que estimulan la proliferacion de las
células estromales (fibroblastos y células endoteliales) necesarias para el
crecimiento de tumores sélidos (Woodburn, 1999). Otro fendmeno a tener en
cuenta es la capacidad de las plaquetas para facilitar el proceso de metastasis
de las células tumorales, y ademas se ha observado que estas células
tumorales facilitan la agregacion plaquetaria liberando el Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (VEGF) que las plaquetas necesitan para su invasion
celular. A algunos factores de crecimiento incluidos en el PDGF, se les han
asignado capacidades antiapoptéticas, como el IGF (Factor de Crecimiento
Similar a la Insulina) o el VEGF (Katoh et al., 1995; Pollack, 2000).

Otros factores como el Factor de Crecimiento derivado de las Plaquetas
(PDGF) estimula la activacién de una proteina quinasa C, que esta implicada
en la progresion del ciclo celular en el paso G2/M (Caelles y Mufioz, 1999). Por
tanto y aunque no hay evidencias cientificas que relacionen la aplicacién
terapéutica del PRFC o factores de crecimiento con la transformacion
carcinomatosa de tejidos normales o displasicos, si se aconseja evitar su
utilizacién en tejidos con condiciones precancerosas 6 en la proximidad de

lesiones precancerosas (Martinez Gonzalez et al., 2002).

El estudio previo realizado para ver la adhesion o no, de células
mononucleares y capa leucoplaquetar o PRFC in vitro, se basa en los cultivos
que se realizan para comprobar la viabilidad celular de determinados pacientes
con patologias hematoldgicas y que pudieran ser posibles candidatos a un
futuro transplante de médula, utilizando una modificacion de la técnica de
Boyum (Boyum, 1968). A priori, nada hacia presagiar que al poner en contacto
con dichos cultivos implantes de titanio puro, hubiera algun tipo de respuesta

positiva.
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Pensando que lo mas natural seria que los implantes se quedaran tal
cual se habian introducido en las placas de Petri, y que hubiera una actividad
celular acorde con este tipo de cultivos o que por el hecho de introducir un
elemento nuevo, el implante, se arruinara todo el cultivo. Se hizo una primera
lectura a los 7 dias, y como se vio actividad celular, se llevo a cabo a término,

esto es 14 dias.

La sorpresa fue que no sélo habian proliferado las células en el medio,
sino que también habia una capa celular alrededor de los implantes. Por si
fuera producto de la casualidad, tantas veces presente en trabajos de
investigacion, se repitid este estudio previo, diversificando los implantes en
varias placas y extremando la protocolizacion para tener constancia firme de

todos los pasos dados.

En dichos nuevos cultivos se volvié a observar el mismo comportamiento
de los implantes. Asi ya sin dudas respecto al protocolo instaurado, pudimos
observar que mientras que en los implantes cultivados con el agregado
plaguetar o PRFC, no se adheria de igual manera o incluso no habia
adherencia en todos los implantes sembrados, en el caso de las células
mononucleares el crecimiento era constante en todos los cultivos. Mas aun, a
la hora de despegarlos para su contaje e identificacion, no pudimos lograrlo ni

siquiera con centrifugaciones sucesivas de suero, tripsina y quimiotripsina.

Alentados por este logro inesperado, decidimos dar el paso légico y
necesario para comprobar si la experiencia era también igual de positiva en un

modelo experimental animal (Arruga et al., 2000, 2002, 2003).

Para ello se disenaron dos grupos de animales de experimentacion,
conejos albinos neozelandeses en donde se colocaron en la zona del tercio
distal del fémur derecho del animal, dos implantes incubados, uno con capa
leucoplaquetar y otro con cmn. Asimismo y al mismo nivel se realizaron sendos
taladrados del mismo diametro que el implante, sin implante pero con la

inclusion en cada neoalveolo de CLP o CMN.
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Se programo el sacrificio a los 7, 14, y 30 dias. Observamos que los
resultados eran completamente coherentes con el cultivo in vitro. Asi, los
implantes incubados con CLP, sin ir mal, no tenian un patron constante,
mientras que los incubados con cmn eran mas constantes. También
observamos que en los lugares en los que solamente habiamos realizado un
fresado del neoalveolo, no existia correspondencia de maduracion 6sea con el

implante incubado con la misma celularidad, bien fuera CLP o CMN.

Khan et al., 2000 ya comentan que el hecho de colocar un implante
intradseo incrementa en un 30% la actividad respecto a una zona en la que

solo se realiz6 el fresado pero no se introdujo ningun implante.

En la comparacion entre el desplazamiento medio (rigidez) tras el
sometimiento a carga en cada periodo de tiempo (0 dias, 7 dias, 14 dias, 21
dias y 28 dias) en funcion del grupo: con concentrado (CMN) o sin concentrado
(control), se observO que el resultado de los primeros 7 dias es
estadisticamente significativo (dia de la intervencion p=0.001; 12 semana 1-7
dias p<0,001), mientras que en los siguientes 21 dias no lo es (2% semana 8-14
dias p=0,158; 3% semana 15-21 dias p=0,309; 42 semana 22-28 dias p=0,206).
Esto puede ser atribuido a que dichos implantes estan “vivos”, y tienen una
actividad celular doble. Esto es, hacia el implante y hacia su geometria y hacia
el hueso circundante con su remodelacién celular activa. El concentrado de
células mononucleares “colonizaria”’, ocuparia la zona de interfase hueso-
implante sobre todo en donde exista hueso esponjoso (zona de la rosca
preferentemente) actuando a modo de “cemento” que le conferiria localmente
una cierta rigidez, hasta que dichas células se diferenciasen 6 murieran por
apoptosis dando lugar a la remodelacion del hueso. Este hecho también se ha

observado en el humano entre los dias 10-20 (Serrano y Marifioso, 1990).
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Las conclusiones de este trabajo son:

1. La mitad de los implantes, independientemente de si tuvieran o no
tratamiento de superficie con CLP o CMN, necesitaron una fuerza de

desinsercion (torque) superior a 20 Newtons.

2. Los implantes tratados con CMN requirieron una mayor fuerza de
desinsercion que los tratados con CLP o los no tratados, con diferencias

altamente significativas (p<0,001).

3. A nivel del cuello del implante, mas de la mitad de los mismos presentaban
una maduracién ésea intensa; a nivel de la rosca, casi la mitad implantes

mostraban también maduracion ésea intensa.

4. Los implantes tratados con CLP o CMN tenian un mayor grado de
maduracién ésea que los no tratados, tanto a nivel del cuello sin relacién
estadisticamente significativa (p>0,05), como a nivel de la rosca, dénde si

se hallé esta asociacion significativa (p<0,05).

5. Los implantes tratados con CMN tiene menores desplazamientos medios
dentro del lecho éseo tras su sometimiento a carga en todos los periodos
analizados: momento de colocacion del implante y a los 7, 14, 21 y 28 dias

de la colocacion de los mismos.
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ANEXO I.

Carta de conformidad del Comité Etico

SERVICIO DE BIOMEDICINA Y BIOMATERIALES
UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

FACULTAD DE MEDICINA Zaragoza, 17 de Septiembre del 2004
50009 ZARAGOZA

Revisada la informacién complementaria presentada al Comite Ftico del Centro de
Servicios y Laboratorios de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Zaragoza,
para los procedimientos que utilizan animales de experimentacion, esta Comision

{

INFORMA:

Que el procedimiento empleado en el Proyecto de Investigacion:

“Eyaluacién de la adherencia de células mononucleares a implantes de Ti
resilientes sistema Intri. Estudio in Vitro y en modelo experimental”

presentado por Dr. Alberto Arruga Artal

Cumple los principios éticos fundamentales y la legislacién vigente en materia de
proteccién de los animales de experimentacién (RD 223/1988, BOE 18-3-88) asi como los
requisitos de la Ley 11 /2003 de Proteccién Animal en la C.A. de Aragon.

Se desarrollara en el Servicio de Biomedicina y Biomateriales de la Universidad de
Zaragoza, que se encuentra registrado como “Centro de cria, suministrador y usuario™(0.13-
10-89, BOE 18-10-89), en la Diputacion General de Aragon con el n® 50297-18 A.

Por todo ello y solo para el procedimiento revisado se informa : FAVORABLEMENTE.

Vi
i/

s )

“Fdo: Rosa M* Morales
Veterinaria colegiada n® 341
Presidenta del Comité Etico
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ANEXO II.

Acreditacion de homologacién para el ejercicio profesional
en centros de experimentacion animal con fines cientificos

= GOBIERNO
==<DE ARAGON

Drepartaments de Agricultura
¥ Alimentaciin

VISTA la solicitud presentada por D.fo D ALBERTO ARRUGA ARTAL, con D.N.I 17.178.204H, sobre
homologacion de la formacidén para el ejercicio profesional en centros de experimentacion animal y olros fines
cientificos.

ANTECEDENTES DE HECHO

Primero.- Con fecha 10/04/06 tuvo entrada en el Registro General del Gobierno de Aragdn la solicitud antes
indicada dentro del plazo establecido en el punto 2 del apartado Segundo de la Orden de 20 de abril de 2006, del
Departamento de Agricultura y Alimentacion, por la que se convoca el proceso de homologacion para el ejercicio
profesional en los centros de experimentacion animal vy otros fines cientificos.

En el citado escrito se solicita la homologacion de la formacion para la categoria profesional B (personal que
lleva a cabo los procedimientos) y C (personal responsable para dirigir o disefiar los procedimientos), aportando para
ello la documentacion requerida en los puntos 4, 5 y 6 del apartado Tercero de la precitada Orden asi como la indicada
en su Anexo If.

Segundo.- En fecha 17de julio de 2006, la Comision de Valoracion prevista en el apartade Tercero de la
Orden de 20 de abril de 2008 concluyd con el proceso de evaluacién de las solicitudes presentadas de homologacién
de la formacion para el gjercicio profesional en centros de experimentacion animal y otros fines cientificos, levantando
acta de aquella, conforme prevé el apartado Cuarto de la precitada Orden.

En dicha Acta consta la valoracién de cada solicitante en relacion con el cumplimiento de los requisitos
establecidos en el Real Decreto 1021/2005, de 10 de oclubre, sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos y en la Orden de 20 de abril de 2008, indicindose respecto a D.fo DY
ALBERTO ARRUGA ARTAL que procede la homelogacién de su formacion por cumplir con los citados requisitos.

VISTAS la Orden de 20 de abril de 2006, del Departamento de Agricullura y Alimentacion, por la que se
convoca el proceso de homologacion para el ejercicio profesional en los centros de experimentacion animal y otros
fines cientificos; el Real Decreto 1021/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos; el Decreto 302/2003, de 2 de diciembre, del Gobiemo de Aragén, por el que
se aprueba la estructura organica del Departamento de Agricultura y Alimentacion; la Ley 30/1992, de 26 de noviembre,
de Régimen Juridico de las Administraciones Piblicas y del Procedimiento Administrativo Comun: la Ley del Pragidanta
y Gobierno de Aragén v Ia Ley de la Administracion de la Comunidad Autdénoma de Aragén, cuyos Textos Refundidos
se aprueban por los Decretos Legislativos 1/2001 y 2/2001, de 3 de julio, del Gobierno de Aragén, respectivamente; y
demas normativa aplicable.

VISTA también el Acta levantada por la Comisidn de Valoracién,

FUNDAMENTOS DE DERECHO

Primero.- La Directora General de Alimentacion es el drgano competente para resclver la presente solicitud,
de acuerdo con lo previsto en el apartado Quinto de la Orden de 20 de abril de 2006.

Segundo.- Segun el punto 2 del apartado Quinto de la precitada Orden los acuerdos de la Comision de
Valoracion seran vinculantes para el drgano competente para resolver, deblendo resolver estimatoriamente (nicamente
aquellas solicitudes que hayan sido consideradas procedentes por aquella.

Por lo expuesto RESUELVO 5

Estimar la solicitud presentada por D.fo D% ALBERTO ARRUGA ARTAL, con D.N. 17.178.304H
concediéndole la homologacion de la formacion para el ejercicio profesional en los centros de experimentacion animal y
otros fines cientificos en la categoria profesional profesional B (personal gue lleva a cabo los procedimientos) y C
(personal responsable para dirigir o disefiar los procedimientos).

Contra la presente Resolucion que no agota la via administrativa, cabe interponer recurso de alzada ante el
Exemo. Sr, Consejero de Agricultura y Alimentacion, en el plazo de un mes conltado a partir del dia siguiente a aquel en
que tenga lugar la notificacion o publicacion de la presente Resolucion, sin perjuicio de cualquier otro recurso que se
estime procedente.

En Zaragoza, a 4 de septiembre de 2006

Jose Antonio Guzman ¢ frdnha
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Método de obtencién de la capa leucoplaquetar, su gel y aplicaciones

PATENTE I.
PATENTE ES2211276A1

ES 2 211 276 A1

OFICINA ESPANOLA DE @ Nimero de publicacién: 2 21 1 276
PATENTES Y MARCAS
@ Numero de solicitud: 200200816
ESPARIA GD int. c1.”: A61C 8/00
C12N 3/00
@ SOLICITUD DE PATENTE Al
@ Fecha de presentacién: 09.04.2002 (@D solicitante/s: Alberto Arruga Artal

Monasterio de Samos n® 15 - 1°A
50008 Zaragoza, ES
Carlos Arruga Artal

@ Fecha de publicacién de la solicitud: 01.07.2004 @ Inventor/es: Arruga Artal, Alberto
@ Fecha de publicacién del folleto de la solicitud: @ Agente: Ungria Lépez, Javier
01.07.2004

@ Titulo: Método de obtencion de la capa leucoplaquetar, su gel y aplicaciones.

@ Resumen:

Método de obtencion de la capa leucoplaguetar, su gel y
aplicaciones.

Método de obtencién de la capa leucoplaguetar, su gel y
aplicaciones, partiendo de una extraccién de sangre peri-
férica, preferentemente, de la flexura del codo, en princi-
pio se obtiene la capa leucoplaquetar, partir de la cual se
obtendra su gel, comprendiendo el método de obtencién
una centrifugacién diferencial de la sangre a unas revolu-
ciones de 150 a 400 g. durante 10 a 30 minutos, extrayen-
do, posteriormente, la capa relativa al plasma pobre en
plaguetas y al plasma rico en plagquetas (P. B. P.), corres-
pondientes a la capa leucoplaquetar, pudiendo coger una
parte de glébulos rojos, aproximadamente, 0,5 ml., ana-
diendo a la misma un medio de cultivo de McCOYS con
citoguinas.

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes v Marcas. C/Panamd, 1 - 28036 Madrid
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DESCRIPCION

Método de obtencién de la capa leucoplaquetar, su
gel y aplicaciones.
Objeto de la invencion

La siguiente invencion, segin se expresa en el
enunciado de la presente memoria descriptiva, se re-
fiere a método de obtencién de la capa leucoplaguetar,
su gel v aplicaciones, de forma que la capa leucopla-
quetar ¢s obtenida a partir de una exiraccion de sangre
periférica, preferentemente, de una vena de la flexura
del codo.

Asl, la capa leucoplaguetar obtenida tiene por ob-
jeto su utilizacion, principalmente, en traumatologia,
en cirugia ortogndtica v en implantologia, de forma
que en implantologia al estar en contacto con el ele-
mento a implantar se produce un crecimiento celular,
consiguiendo una mejor calidad de hueso y acortar el
tiempo de recuperacion

Por otra parte, el gel obtenido a partir de la capa
leucoplaquetar, es de utilidad en cirugia reparadora,
en traumatologia, en cirugia ortognidtica, en implanto-
logia, y en odontologia, pudiendo ser empleado, bien
como tnico elemento o en combinacion con otros.
Campo de aplicacién

La capa leucoplaquetar, es de especial aplicacion
en implantologia, al actuar de baiio para la inmersion
del correspondiente elemento a implaniar, incubindo-
se durante un tiempo determinado a un temperatura
constante, para su adhesion al elemento a implantar.

El gel de la capa leucoplaquetar, es de especial
aplicacién como elemento de relleno, bien como tini-
co elemento a colocar o en combinacién con otros.
Antecedentes de la invencion

Convencionalmenie, para la obtencion de plasma
rico en plaquetas, en primer lugar, la sangre obienida
por una extraccion de sangre periférica, preferente-
mente, de la flexura del codo es centrifugada a 5.600
rev/min., separdndose sus tres componentes, de forma
que se desecha la capa pobre en plaquetas, y el resto
se vuelve a centrifugar a 2.400 rev/min. para conse-
guir la separacion precisa de la capa de plasma rico
en plaguetas (P R. P) v los glébulos rojos, siendo a
partir de ella de la que se obtendra el gel, como mis
adelante veremos.

En cuanto al gel, en primer lugar, podemos indi-
car que ¢l mismo se trata de un compuesio derivado
del plasma rico en plaquetas, en un estado semisdli-
do o de consistencia semisélida, a modo de codgulo,
siendo utilizado como elemento de relleno en trauma-
tologia y en odontologia.

Asi, dicho gel, en odontologia, se utilizard como
elemento de relleno tras extracciones dentales, relle-
nando el alvéolo o alvéolos de las raices, dejando un
campo mejor preparado, bien para recibir implantes o
bien para eliminar la cirugia preprotésica.

Ello es como consecuencia de que tras las extrac-
ciones dentales se produce una reabsorcién provocan-
do unos criteres o irregularidades, y con ello que la
dentadura postiza quede mal asentada, precisando en
ocasiones cirugia preproiésica.

Convencionalmenie, para la obtencion del gel de
plasma rico en plaquetas, a partir de la obtencién de
la misma, se requiere iniciar el proceso de coz
cién con una mezcla de 10 ml. de cloruro cilcico al
10% con trombina bovina topica de 10,000 unida-
des, requiriendo utilizar jeringas individuales para ca-
da mezcla que contiene del orden de 6 ml. de plasma
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rico en plaquetas (P. R. ), 1 ml. de la mezcla de clo-
ruro cileico y trombina y 1 ml. de aire para completar
el proceso.

Finalmente, la jeringa se agita durante 6-10 segun-
dos para homogeneizar el producto, que, ya en forma
de gel, se puede utilizar del modo deseado.

Por otra parte, para complementar la descripcion
que st.gmd(mu.n > s¢ va a realizar, v con objelo d&.
(Iylll.ld.l' auna ll'l\_|Ul' comprension de las caracte
de la invencion, se acompana a la presenie memoria
descriptiva, de un juego de planos, en cuyas figuras
de forma ilustrativa y no limitativa, se representan, a
mado de ejemplo, la aplicacidn de gel de células mo-
nonucleares en odontologia.

Breve descripcion de los disefios

Figura 1. Muestra un implante contenido en un
vial a cuyo implante se ha adherido gel de células mo-
nonucleares.

Figura 2. Muestra una vista en alzado lateral del
posicionamiento del implante de la figura anterior en
un alvéolo, pudiendo observar como el gel se distri-
buye por la superficie exterior de dicho implante.
Descripcidn detallada de la invencién
En la presente memoria se describe un método de
obtencién de la capa lencoplaquetar, su gel y aplica-
ciones, de manera que partiendo de una extraccion de
sangre periférica, preferentemente, de la flexura del
codo, en principio se obiiene la capa levcoplaguetar,
a partir de la cval se oblendra su gel, de forma que el
método de obtencién comprende una centrifugacion
diferencial de la sangre a unas revoluciones de 150 a
400 g. durante 10 a 30 minutos, extrayendo, posterior-
menle, la capa relativa al plasma pobre en plagquetas y
al plasma rico en plaquetas (P. R. ), correspondien-
tes a la capa leucoplaquetar, pudiendo coger una par-
te de glébulos rojos, aproximadamente, 0,5 ml., afia-
diendo a la misma un medio de cultivo de McCOYS
con citoquinas.

Por otra parte, para la obtencién del gel de la capa
leucoplaquetar, la citada capa leucoplaquetar, tratada
con un medio de McCOYS con citoquinas, contenida
en ¢l correspondiente vial abierto o cerrado, es intro-
ducida en una estufa a 37°C durante un tiempo de 30
a 60 minutos.

Preferentemente, la capa leucoplaquetar, tratada
con un medio de McCOYS con citoquinas, serd man-
tenida en la estufa durante, aproximadamente, 30 mi-
nutos.

La capa leucoplaquetar, tratada con un medio de
MecCOYS con citogquinas, es de uso en implantologia
como baio de inmersién para elementos a implantar,
incubdndose durante un tiempo, de 30 a 60 minutos, a
una temperatura constante de 37°C., quedando el ele-
mento a implantar preparado para su implantacién.

Asi, el elemento a implantar puede ser de titanio
u otro material metilico, como puede ser acero ino-
xidable, de forma que en contacto con la capa leu-
coplaguetar se produce una adherencia de células al
elemento a implantar.

De esta forma, es de aplicacion en todo tipo de in-
tervenciones en las cuales sea preciso la implantacion
de algiin elemento, como puede ser tornillos, vista-
gos, placas, protesis (cadera, rodilla, etc.), dado que
se obtiene un crecimiento celular, consigniendo una
mejor calidad del hueso y un acortamiento en el tiem-
po de recuperacion.

Por otra parte, el gel obtenido a partir de la ca-
pa leucoplaguetar, tratada con un medio de McCOYS
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con citoquinas, es de uso en cirugia reparadora, en
traumatologia, en cirugia ortognilica y otras especia-
lidades, como elemento independiente o en combina-
cién con otros elementos.

Asi, puede ser utilizado en combinacién de malla
de titanio para la reconstruccidn de zonas tales como
los maxilares.

Igualmente, el gel obtenido a partir de la capa leu-
coplaguetar es de uso en odontologia como elemento
de relleno de forma independienie o en combinacién
con otros elementos.

De esta forma, puede ser utilizado como elemen-
to de relleno independiente en extracciones dentales,
rellenando el alvéolo o alvéolos de las raices, dejando
un campo mejor preparado, bien para recibir implan-
tes o bien para eliminar la cirugia preprotésica como
consecuencia de los “criteres” irregulares que se for-
man por las extracciones, y que como consecuencia
de los mismos la dentadura queda mal asentada.

Asimismo, puede utilizarse en combinacién con
otros materiales de relleno, como puede ser hueso
demineralizado, hueso natural, injerio de hueso del
propio paciente extraido de las zonas convencionales,
hueso de banco, es decir, banco de hueso utilizado en
traumatologia,

Preferentemente, la citoguina es L-Glutamina.
Ejemplo de uso de la capa leucoplagquetar y su gel en
odontologia

Una vez realizada una exiraccion de sangre peri-
férica se obtiene la capa leucoplaquetar por centrifu-
gacion diferencial, en un tiempo aproximado de 10 a
30 minutos, siendo tratada con un medio de McCOYS
con citoquinas, procediéndose a su introduccion en un
vial que contiene un implante dental, para ser introdu-
cido en una estufa a una temperatura de 37°C., obte-
niendo de esta forma un implante dental recubierio de
una capa leucoplaguetar en forma de gel, mediante el
cual podremos remodelar un alvéolo de una reciente
extraccién por fractura radicular.

Asi, debido a la forma general tronco-conica de
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los alvéolos uniradiculares conseguiremos, a la vez
que se va roscando el implante que la capa leucopla-
quetar rellene aquellas zonas alveolares alejadas de la
geomeltria del propio implante, consiguiendo una me-
jor adaptacién del hueso al implante.

En los diseiios adjuntos se observa como el im-
plante dental 1 esta colocado en el vial 2, quedando
unido a su tapa 3 a través de un cuerpo intermedio 4,
de forma que al implante 1 se ha fijado gel 5 de la ca-
pa leucoplaguetar tratada con un medio de McCOYS
v L-Glutamina, estando dicho implante 1 preparado
para su implantacidn.

Asi, el implante 1 se dispone en el correspondiente
alvéolo, roscindose al hueso 6 en relacion a su extre-
mo, en tanto que el gel 5 adherido a él se distribuye
por su superficie rellenando la oquedad alveolar.

De esta forma, el gel se dispersa hasta la mucosa
8 quedando libre la pieza 7 portadora de la prétesis
dental, de manera que aunque el implante 1 sélo que-
de roscado en el hueso la distancia “d” el gel favorece
su fijacion.

Ejemplo de uso de la capa leucoplaquetar en cirugia
reparadora maxilo-facial con malla de titanio

Para la reconstruccidn dsea de la cara en los casos
que se haya tenido que eliminar hueso como conse-
cuencia de un tumor, hemimandibulectomia, (cirugia
maxilo-facial), para poder realizar una reconstruccion
(plastia reparadora), una vez accedido al hueso, sepa-
racion planos musculares, se fija una o mias mallas de
titanio flexible, mediante unos tornillos, rellenando ¢l
hueco con un material de relleno compuesto por hue-
so autdlogo, hueso demineralizado bovino, hueso de
banco de trauma o combinacién de ellos con gel.

Asi, sobre la malla se podri colocar posterior-
menle uno o varios implanies incubados, asimismo,
los implantes incubados podrin ser colocados direc-
tamente en la malla de titanio con el relleno quedan-
do preparado para la colocacion de la correspondiente
protesis.
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REIVINDICACIONES

1. Método de obtencién de la capa leucoplaquetar
y su gel, partiendo de una extraccién de sangre pe-
riférica, preferentemente, de la flexura del codo, en
principio se obtiene la capa leucoplaquetar, partir de
la cual se obtendrd su gel, caracterizado porque el
método de obtencion comprende una centrifugacion
diferencial de la sangre a unas revoluciones de 150 a
400 g. durante 10 a 30 minuios, extrayendo, posterior-
mente, la capa relativa al plasma pobre en plaguetas v
al plasma rico en plaquetas (P. R. P.), correspondien-
tes a la capa leucoplaquetar, pudiendo coger una par-
te de glébulos rojos, aproximadamente, 0,5 ml., ana-
diendo a la misma un medio de cultivo de McCOYS
con citoquinas.

2. Método de obtencidn de la capa leucoplaguetar
y su gel, segtin reivindicacion 1%, caracterizado por-
que el gel de la capa leucoplaquetar se obtiene intro-
duciendo la capa leucoplaguetar, tratada con un me-
dio de McCOYS y citoguinas, en una esiufa a 37° C
durante un tiempo de 30 a 60 minutos.
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3. Méiodo de obtencidn de la capa leucoplaguetar
y su gel, segiin reivindicacion 2°, caracterizado por-
que, preferentemente, la capa leucoplaquetar, tratada
con un medio de McCOYS y citoquinas, serd mante-
nida en la estufa, aproximadamente, durante 30 minu-
tos.

4. Método de obtencion de la capa lencoplagquetar
y su gel, segiin reivindicacion 2°, caracterizado por-
que la citoguina es L-Glutamina.

5. Uso de la capa leucoplaguetar de la reivindica-
cidn 1°, en implantologia como baiio de inmersién pa-
ra elementos a implantar, incubdndose durante, apro-
ximadamente, un tiempo de 30 minutos, a una tempe-
ratura constante de 37° C.

6. Uso del gel de las reivindicaciones 2* y 3*, en
cirugia ortognética, cirugia reparadora, traumatologia
y otras especialidades, como elemento independiente
0 en combinacién con otros elementos.

7. Uso del gel de las reivindicaciones 2* y 3* en
odontologia como elemento de relleno de forma inde-
pendiente o en combinacion con otros elementos.
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@ Resumen:

Procedimiento de obtencién de células mononucleares.
Procedimiento de obtencién de células mononucleares,
partiendo de una extraccién de sangre periférica, median-
te sistema vacutainer® comprendiendo el procedimiento
diferentes fases, realizdndose dos extracciones del vacu-
tainer®, a inyectar en respectivos viales (2) y (3) con un
separador celular; una centrifugacién de dichos viales (2)
¥ (3); una aspiracion de la capa de células mononucleares
(5) para inyectarlas en viales (9) y (10) con un medio de
cultivo; una centrifugacién de ambos viales (9) y (10); una
aspiracion de parte (14) de su contenido, mientras que los
dltimos ml., conteniendo las células mononucleares (19),
se agitan y se inyectan en respectivos viales (15) y (16),
con un medio de cultivo; una nueva centrifugacion; una
nueva aspiracion de parte (18) de su contenido, mientras
que los dltimos ml., conteniendo las células mononuclea-
res (19), se agitan y se inyectan en un vial contenedor del
elemento a implantar.
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de células mononu-
cleares.

Objeto de la invencién

La siguiente invencién, segin se expresa en el

iado de la p memoria descriptiva, se re-
fiere a procedimiento de obtencién de células mono-
nucleares, siendo llevado a cabo a partir de una ex-
tracci6n de sangre periférica, preferentemente, de la
flexura del codo del propio paciente, con objeto de
obtener en pequefias clinicas la separacién y creci-
miento posterior de las células mononucleares de una
forma répida y operativa, sin precisar laboratorios es-
pecializados y pudiendo realizarse en el momento en
el que se va a realizar la operacién de implantacién
de cardcter ambulatorio sin necesidad de ingreso en
centros hospitalarios.

Asf, las células mononucleares serdn utilizadas
como bafio de inmersi6n de un elemento de implante,
tal como un implante dental, de forma que el proce-
dimiento de obtencién puede ser llevado a cabo sin
precisar un laboratorio estéril de cultivo, por lo que es
de especial aplicaci6n, para ser utilizado con carécter
ambulatorio y en salas de consulta.

De esta forma, el procedimiento de obtencién de
células mononucleares que se presenta tiene por ob-
jeto la obtencién de células mononucleares a partir de
una extraccién de sangre periférica, preferentemente
de la flexura del codo, pudiendo ser llevado a cabo en
consultas médicas, tales como las odontol6gicas, per-
mitiendo, durante el propio tiempo de consulta para
efectuar el implante dental, haber mantenido el cuer-
po de implante inmerso en un bafio de células mono-
nucleares del propio paciente, presentando la ventaja
de minimizar el riesgo de rechazo, asf como permi-
tiendo que el paciente s¢ vaya con el implante coloca-
do.

Campo de aplicacién

En la presente memoria se describe un procedi-
miento de obtencién de células mononucleares, cuyo
procedimiento es de especial aplicaci6n para su pues-
ta en practica en pequeias clinicas al poder ser lleva-
do a cabo sin necesidad de disponer de un laboratorio
de cultivo y en un ambiente no estéril y eliminando la
campana de flujo laminar.

Antecedentes de la invencién
Como es conocido en hematologfa a partir de una

extraccién sang prefes nente periférica, en
grandes centros hospitalarios o laboratorios especiali-
zados, se p ob células mononucl me-

diante un adecuado tratamiento y requiriendo tiempo
y aceleradores de crecimiento, para su utilizacién en
operaciones quirdrgicas a realizar al propio paciente
con posterioridad, siendo de especial utilidad en im-
plantologfa, al conseguir un aumento de estas células.

Por otra parte, en todas las especialidades médi-
cas, y en general en todas las industrias, se ha pro-
ducido un gran avance técnico, de manera que en es-
pecialidades médicas, tales como en odontologfa, se
trata de evitar, en lo posible, las habituales, en tiem-
pos, extracciones de las piezas dentales, tratando de
mantener, siempre que sea posible, las piezas natura-
les.

Légicamente, a pesar de ello, en numerosas oca-
siones se hace preciso la extraccién de piezas denta-
les, siendo cada dfa més habitual sustituirlas por im-
plantes fijos, en lugar de por puentes provisionales o
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permanentes, consistentes en elementos de una o més
piezas dentales artificiales fijados a un soporte que se
sostiene en las piezas dentales naturales contiguas, de
forma que, ante la carencia de un nimero importante
de piezas dentales su sustitucién se lleva a cabo por
medio de una dentadura postiza parcial, ¢ incluso to-
tal, ante la carencia total de piezas dentales naturales.

De esta forma, la implantologfa dental ha experi-
mentado un importante avance, y, entre otros objeti-
vos, se trata de evitar los rechaces del cuerpo de im-
plante, de manera que si el cuerpo de implante es so-
metido a un bafio de células mononucleares del pro-
pio paciente las células se adhieren al implante mi-
nimizando el riesgo de rechazos del mismo, al poder
conseguir un aumento de dichas células previamente
a la implantaci6n del implante, ademés de facilitar la
osteointegracion.

Asf, uno de los principales inconvenientes que se
presentan es poder llevar a cabo dicha técnica con ca-
récter ambulatorio o sin necesidad de ingreso en un
centro hospitalario.

Por otra parte, podemos citar la Patente de Inven-
ci6n espaiiola P200000984 por: implante dental y mé-
todo operativo de implantacién, en la cual se presen-
ta un método de obtencién de células mononucleares
con objeto de actuar como bafio de inmersién de un
implante dental, de forma que el mismo se caracteriza
porque una vez extraida sangre al paciente, mantenida
en el correspondiente recipiente de extraccién provis-
to de un anticoagulante, una cantidad predeterminada
de la misma se vierte en un recipiente al que se afiade
idéntica cantidad de suero, introduciendo la mezcla
obtenida en un recipiente que contiene un separador
celular de densidad 1077, centrifugéndose para la se-
paracién en diferentes capas de los componentes san-
guineos, extrayéndose la capa de células mononuclea-
res obtenida para realizarle dos lavados consecutivos
en medio de cultivo de McCOYS, y su posterior intro-
duccién en el recipiente contenedor del implante a im-
plantar, incubéndose durante un tiempo predetermina-
do a una temperatura constante de 37°C, adhiriéndose
las células mononucleares al cuerpo de implante, que-
dando ya dispuesto para su inmediata implantacién.
Descripcién de la invencién

En la presente memoria se describe un procedi-
miento de obtenci6n de células mononucleares, par-
tiendo de una extracci6n de sangre periférica, prefe-
rentemente, de la flexura del codo, siendo llevado a
cabo mediante el sistema vacutainer® para rellenar el
vacutainer® conteniendo suero fisiolégico con la san-
gre extraida y una, posterior, extraccién del aire de
su interior, de forma que el procedimiento comprende
las siguientes fases:

+ dos sucesivas extracciones de 3 ml. del conte-
nido del vacutainer® siendo inyectadas en res-
pectivos viales conteniendo un separador celu-
lar;

¢ una centrifugaci6n de los dos viales, uno frente
al otro, a 2.000 r.p.m. durante 20 minutos;

->

una aspiracién de la capa de células mononu-
cleares para ser inyectadas en correspondientes
viales con un medio de cultivo;

una centrifugacién de ambos viales a 1.000
r.p.m. durante 5 minutos;

-

¢ una aspiracién de parte del contenido de ambos



Patentes

145

3 ES 2222 099 Al 4

viales y su desecho o inyeccién en correspon-
dientes viales, mientras que los dltimos 1 6 1,5
ml., conteniendo las células mononucleares, se
agitan y se inyectan en otro vial con un medio
de cultivo;

¢ unanueva centrifugaci6n a 1.000 r.p.m. durante
5 minutos;

¢ una aspiracién de parte del contenido de ambos
viales y su desecho o inyecci6n en correspon-
dientes, mientras que los iltimos 1 6 1,5 ml.,
conteniendo las células mononucleares, se agi-
tan y se inyectan en un vial contenedor del ele-
mento a implantar o directamente se aplica al
Ppaciente.

Ademds, la parte aspirada del contenido de los
viales no desechada e inyectada en los correspondien-
tes viales conteniendo CICa permite la obtenci6n de
gel.

De esta forma, la gran ventaja que presenta el pro-
cedimiento propuesto es que el mismo se puede llevar
a cabo en un medio no estéril, pudiendo ser aplicado
con carficter ambulatorio y en consultas, tales como
las odontol6gicas.

Asf, el procedimiento que se presenta, aplicable,
genéricamente, en implantologia, es de especial uti-
lidad para su aplicacién en implantes dentales, dado
que para su puesta en préctica se necesita una mini-
ma inversién econémica, de manera que en una lnica
operacién se pueden llevar a cabo los implantes de-
seados.

Para complementar la descripcién que seguida-
mente se va a realizar, y con objeto de ayudar a una
mejor comprensi6n de las caracteristicas de la inven-
cién, se acompaiia a la presente memoria descriptiva,
de un juego de planos, en cuyas figuras de forma ilus-
trativa y no limitativa, se representan los detalles més
caracteristicos de la invencién.

Breve descripcién de los disefios

Figura 1. Muestra una vista de las sucesivas fa-
ses relativas al procedimiento de obtenci6n de células
mononucleares, partiendo de una extraccién sanguf-
nea periférica.

Descripcién de una realizacién preferente

A la vista de la comentada figura y de acuer-
do con la numeracién adoptada podemos observar
como una vez gque se ha partido de una extraccién
de sangre periférica, preferentemente, de la flexu-
ra del codo, mediante el sistema vacutainer® pa-
ra rellenar el vacutainer® con suero fisiolégico con
la sangre extrafda y una, posterior, extraccién del
aire de su interior, en una primera fase se pro-
cederd a realizar dos extracciones de 3 ml. ca-
da una de ellas del vacutainer® 1 siendo inyec-
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tadas en respectivos viales 2 y 3 que contienen
un separador celular.

A continuaci6n, en una segunda fase, los viales 2 y
3 son centrifugados por medio de la centrifugadora 4,
uno frente al otro, a 2.000 r.p.m. durante 20 minutos,
de forma que las células mononucleares 5 conforman
un anillo de color blanco opaco, quedando por enci-
ma de ellas la placa leucoplaguetar 6 e inferiormente
guada el separador 7 y en el fondo la capa eritrocitaria

En una tercera fase las células mononucleares 5
son aspiradas e inyectadas en cormrespondientes via-
les 9 y 10 contenedores de un medio de cultivo, para,
en una cuarta fase, ser centrifugados, por medio de la
centrifugadora 11, a 1.000 r.p.m. durante 5 mmutos
de forma que las células mon 1 19 q
agrupadas en proximidad al fondn del vial.

En una quinta fase se aspira parte 14 del contenido
de los viales 9 y 10 y se desecha o inyecta en corres-
pondientes viales 13 y 12 contenedores de CICa, de
forma que con los dltimos 1 6 1,5 ml., conteniendo
las células mononucleares 19 se agita y se inyecta en
otros viales 15 y 16 que contienen un medio de culti-
vo, de manera que, en una sexta fase, se centrifugan,
en la centrifugadora 17, los viales 15 y 16 a 1.000
r.p.m. durante 5 minutos.

Finalmente, en una séptima fase se aspira parte 18
del contenido de los viales 15 y 16 y se desecha o
inyecta en correspondientes viales 20 y 21 contene-
dores de CICa, de forma que el resto, conteniendo las
células mononucleares 19, se agita y se aspira para su
utilizacién, de manera que el mismo puede ser inyec-
tado en un vial que contenga un cuerpo de implante
dental, puede ser colocado directamente en un alvéo-
lo donde vaya a ser implantado un implante dental,
puede ser mezclado con hueso autélogo o no, etc..

Asimismo, la parte (14)-(18) aspirada del conte-
nido de los viales (9)-(10) y (15)-(16) e inyectada en
los correspondientes viales (13)-(12) y (20)-(21) con-
teniendo CICa permite la obtencién de gel.

Asf, mediante el procedimiento descrito se permi-
te obtener en pequefias clinicas células mononuclea-
res de una forma rdpida y operativa, sin precisar un
laboratorio especializado, siendo de especial aplica-
cién en implantologfa de carécter ambulatorio.

De esta forma, el procedimiento de obtencién de
células mononucleares es de especial aplicacién en
implantologfa dental, dado que el mismo puede ser
aplicado en pequefias clinicas con cardcter ambulato-
rio, sin necesidad de disponer de un laboratorio es-
pecial, por lo que no es precisa una gran inversién
econdmica, y con la ventaja afiadida de poder llevar-
se a cabo en el momento de realizar la operacién de
implantacién.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de células mono-
nucleares, partiendo de una extraccién de sangre pe-
riférica, preferentemente, de la flexura del codo, me-
diante el sistema vacutainer® (1), u otro similar, pa-
ra rellenar el vacutainer® con suero fisiolGgico con
la sangre extraida y una, posterior, extraccién del aire
de su interior, caracterizado porque el procedimiento
comprende las siguientes fases:

# dos sucesivas extracciones de 3 ml. del conte-
nido del vacutainer® (1) siendo inyectadas en
respectivos viales (2) y (3) conteniendo un se-
parador celular;

¢ una centrifugacién, por medio de una centrifu-
gadora (4), de los dos viales (2) y (3), uno fren-
te al otro, a 2.000 r.p.m. durante 20 minutos;

¢ una aspiracién de la capa de células mononu-
cleares (5) para ser inyectadas en correspon-
dientes viales (9) y (10) con un medio de culti-
Vo,

+ una centrifugacién, por medio de una centrifu-
gadora (11), de ambos viales (9) y (10) a 1.000
r.p.m. durante 5 minutos;
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¢ una aspiracién de parte (14) del contenido de
ambos viales (9) y (10) y su desecho o in-
yeccién en correspondientes viales (13) y (12),
mientras que los dltimos 1 6 1,5 ml., contenien-
do las células mononucleares (19), se agitan y
se inyectan en otro vial (15) y (16), respectiva-
mente, con un medio de cultivo;

# una nueva centrifugacién, por medio de una
centrifugadora (17), a 1.000 r.p.m. durante 5
minutos;

# una aspiracién de parte (18) del contenido de
ambos viales (15) y (16) y su desecho o in-
yeccién en correspondientes viales (20) y (21),
mientras que los dltimos 1 6 1,5 ml., contenien-
do las células mononucleares (19), se agitan y
se inyectan en un vial contenedor del elemento
a implantar.

2. Procedimiento de obtencién de células mo-
nonucleares, segiin reivindicacién 1%, caracterizado
porque la parte (14)-(18) aspirada del contenido de los
viales (9)-(10) y (15)-(16) e inyectada en los corres-
pondientes viales (13)-(12) y (20)-(21) conteniendo
CICa permite la obtenci6n de gel.
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(57) ABSTRACT

Dental implant and operative method of implantation, being
of the type of implant comprising a body that is threaded into
the jawbone via which the appropriate securing and fasten-
ing bodies for the dental prosthesis are located, the implant
body (1) displaying an axial cavity (2) along its entire
length, and whose internal base for implantation displays
certain drilled holes and/or angular cuts (3) in ils lateral
surface that define end tabs, the implanis being presented
individually in their respective sterilized receptacles (5),
being joined to the cap body (6) of the receptacle (5) via an
intermediate body (7), the cap body (6) defining a cavity (11)
with respect to its external base, in which is housed a body
(12) made of rubber or similar material.
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DENTAL IMPLANT AND OPERATIVE METHOD
OF IMPLANTATION

OBJECT OF THE INVENTION

[0001] The following invention, as stated in the summary
contained in this description, refers to a dental implant and
operative method of implantation, being of the type com-
prising a body that is threaded into the jawbone and which
is provided with a blind opening via which the appropriate
securing and fastening bodies for the dental prosthesis are
located, in such a way that the implant presented here has a
hollow configuration with various angular cuts and/or drilled
holes having been made in its base, the implants being
individually presented in their respective receptacles, duly
sterilized, in which, prior to their implantation, they are kept
for a certain period of time in a bath of mononuclear cells
washed with a McCOYS culture medium, these cells having
been obtained from a blood extraction, duly treated, taken
from the actual patient at the moment in which the implant
is carried out.

[0002] In this way, and with the mononuclear cells intro-
duced in the receptacle, the aim is to carry out an incubation
of the implant for approximately half an hour at a tempera-
ture of 37° C., causing the cells to adhere to the implant and
minimizing the risk of rejections, as well as facilitating
osteo-integration by provoking rapid growth of the bone.

[0003] So, the container receptacle for the implant has a
cap to which is joined the implant via an intermediate body,
in such a way that in the implantation of the implant in the
jawbone the cap itself is used as a tool in the operation of
threading the implant into position so that the intermediate
body is extracied along with the cap and next the extender
bush is positioned threaded to the implant, as well as the
remaining elements of the implant in itself, by means of the
appropriate tools.

[0004] In addition, in this way, at the same moment of
positioning the implants, some pieces having the general
shape of a hollow truncated cone are also positioned with
some joining bars between them enabling the actual pros-
thesis of the patient to be positioned, duly adapted.

FIELD OF APPLICATION

[0005] The dental implant that is presented has application
in odontology, being able to be used for the implant of a
single dental piece or several pieces, in such a way that by
using several implants the full denture can be secured,
enabling it to be released in order to facilitate inspections of
the state in which all the implants are to be found.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0006] With the passage of years, odontology has under-
gone considerable advances, aiming as far as possible to
avoid extractions of dental pieces in such a way that, when
it is pecessary to do this, the extraction can be replaced by
a fixed prosthesis and, in the extreme case of a total absence
of dental pieces, by a fixed denture in relation o several
points of the jawbone.

[0007] So, in the absence of dental pieces, temporary or
permanent bridges are positioned, comprising elements of
one or more artificial teeth fixed to a support that resis on the
natural contiguous teeth.

Oct. 18, 2001

[0008] If there are a considerable number of dental pieces
missing, their replacement is done by means of a partial
denture, while if the absence of dental pieces is total, then
full dentures are resorted to.

[0009] Insuch a way, the drawbacks displayed by dentures
that are not fixed are considerable and, since some time ago
now, the trend has been towards prostheses that are fixed in
position.

[0010] So, we can mention European Patent No. 126.624,
which claims priority of Spanish Utility Models 272.292 and
279.140, in which separate fixed dental implants are claimed
one of them comprising of the assembly of a pair of bodies,
one of them being provided at one of its ends with an
external thread for being secured to the jawbone, while in
relation to its other end it has a central axial opening via
which is introduced an end of the second body bearing the
dental prosthesis, the two being secured together by pres-
sure.

[0011] The axial central opening of the body fixed to the
jawbone is made according to two diameters, the outer one
being larger and being provided with an annular groove
close to the section of greater diameter, with this threaded
body also being provided with a annular groove in its free
base into which is located an O-ring joint.

[0012] In the same way, the body bearing the dental
prosthesis has its end embedded into that prosthesis and is
provided with two annular projections, while its emergent
cylindrical end has an staggered undercut in accordance with
the internal diameters of the threaded body. An annular
projection also existing, located in the smaller diameter end
close to the staggering where an O-ring joint is located,
partially introduced into the internal annular groove corre-
sponding to the threaded body.

[0013] Likewise, the second implant is composed of two
independent pieces, one of which is fixed to the jawbone and
the other, bearing the prosthesis, is secured to the first by
pressure, the body threaded to the jawbone displaying a
central axial opening according o two diameters, the more
external section of smaller diameter being provided with a
thread and the larger diameter section close to where the
smaller diameter arises having an annular recess, while the
second body has a general shape of a cylinder, having an
annular undercut in relation to the position of the prosthesis
and a second undercut, also annular, close to its free base.

[0014] The union of both bodies will be done by providing
the pair of undercuts made in the cylindrical body bearing
the prosthesis with their respective O-rings which, when that
body is fitted under pressure to the body threaded to the
jawbone, will remain in relation to the annular undercut
made in the section of larger diameter close to the threaded
section of smaller diameter and in relation to its upper base.

[0015] So, the system of both is based on the resolution of
forces materialized by the pair of O-rings giving the body
bearing the prosthesis a movement similar to that of a natural
tooth.

[0016] In the actual processing of said European Patent,
British Patent 2,063,680, European Patent 0000549 and U S.
Pat. Nos. 4,290,255 and 1,397,067 were all regarded as
antecedents, these last two merely belonging to the technical
field.
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[0017] In relation to British Patent 2,063,680, we can stale
that it claims an implant for the jawbone, comprising the
union of three elements, which are intimately related to each
other at the same time as one of them, the most external, is
integral with the jawbone, in such a way that the implant
becomes a single piece without any system of resolution of
forces.

[0018] On the other hand, European Patent 0000549
claims an endoprosthesis comprising a cylindrical body
provided on the inside with axial slots and whose outer
surface is provided with a thread, the upper end of it being
finished in a conical shape.

[0019] This body is intimately joined by a solid body
provided on its outer surface with certain axial slots comple-
mentary to the inner slots of the external body, thereby
defining an integral body that behaves as if it were a single
body, in such a way that it does not display any system of
resolution of forces either.

[0020] We can also mention Invention Patent P9602451,
from the same applicants as this current paper, which claims
a “dental implant™ that comprises a shafi that is fixed 1o the
body to which the prosthesis is attached and an extender
bush fixed to the body of the implant, this shaft being
traversed by the extender body in such a way that with
respect to ils internal end the shafi displays a pair of radial
projections in a diameiric position to each other, which
remain in relation to the corresponding undercuts made in
the internal end of the extender body.

[0021] Morcover, in order to permit ferruling the implants
following their immediate insertion, some pieces having the
general shape of a truncated cone are joined to the bodies
receiving the prosthesis by means of a screw, these picces
displaying one or several radial threads for the securing of
certain studs that make them integral to each other.

[0022] In addition, as is well known in haematology,
starting from a blood extraction, preferably peripheral, con-
ducted in large hospitals or specialized laboratories, mono-
nuclear cells can be obtained by means of adequate treat-
ment requiring time and cell growth accelerators. These cells
can then be used in surgical operations 1o be performed on
the actual patient later on, preferably in implantology or
transplants, thereby achieving an increase in these cells.
DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0023] This present report describes a dental implant and
an operalive method of implantation being of the type of
implant comprising a body that is threaded into the jawbone
via which the appropriate securing and fastening bodies for
the dental prosthesis are located, characterized in that the
implant body displays an axial cavity along its entire length
and that its internal base for implantation displays drilled
holes and/or angular cuts in its lateral surface that define end
tabs. The implanis are presented individually in their respec-
tive sterilized receptacles, being joined to the cap body of
the receptacle via an intermediate body, the cap body
defining a cavity with respect to its external base, in which
is housed a body made of rubber or similar material, the cap
body of the receptacle being provided with one or several
traversing openings for accessing the internal cavity of the
receptacle in which the implant is arranged which, prior to
its implantation, is immersed in a bath of mononuclear cells
with a McCOYS culture medivm for a defined period of time
and at a defined temperature.
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[0024] The cap body of the receptacle for individually
housing the implants, displays an internal truncated conical
extension, the internal base of which is made 1o form a
cavity with a diametric projection, to which the implant
body is attached via the intermediate body for joining with
the cap, while the lateral truncated conical surface presents
one or various traversing openings via which it is possible to
introduce an injector needle containing mononuclear cells
washed in a McCOYS culture medium, obtained from a
peripheral blood extraction, duly treated, taken from the
actual patient on whom the implant is going to be performed.

[0025] of course, the union of the intermediate body with
the cap body of the receptacle will be able to be made by
different means, since all in all it is a matier of creating a
joint between both that will permit them to be handled.

[0026] Morcover, with the operative method that forms the
object of the present invention, the separation and subse-
quent growth of the mononuclear cells is achieved quickly
and operatively in small clinics without needing specialized
laboratories, and this can be done at the moment when the
operation is being performed at local level, without having
to be admitted to a hospital.

[0027] So, once blood has been extracted from the patient
on whom the implant is going to be performed, by means of
the use of receptacles provided with an anticoagulant (for
example, citraie), at the moment in which it is going o be
handled, the blood is emptied into a receptacle 1o which the
same quantity of serum has been added and this mixture is
then emptied into a receptacle containing a cellular separator
of density 1077 (e.g., ficoll). It is then centrifuged for a
predefined length of time in order to obtain a division into
three layers, the lower one of red corpuscles, the central one
of mononuclear cells (of density 1077), and the upper layer
of plasma.

[0028] Once the central layer of mononuclear cells has
been separated, it is washed once with McCOYS culiure
medium in order to eliminate both the ficoll as well as other
residues that might have come from the previous treatment,
and a second wash is performed with a McCOYS culture
medium. It is then introduced into the receptacle containing
the implant body or bodies that are going to be used.

[0029]  After that, it is then incubated for a short predefined
time at 37° C. in order to produce growth and adhesion of
the mononuclear cells to the implant body, and it is then
ready for its immediate implantation into the body of the
patient.

[0030] The implant body, with the mononuclear cells
adhered to it, is implanted by means of the actual cap body
in the corresponding opening in the jawbone, permitting the
subsequent positioning of all the components for the secur-
ing and fixing of the prosthesis by means of the appropriate
tools.

[0031] So, the implant body will remain implanted in the
jawbone with the intermediate body being withdrawn along
with the cap body, so that the shaft with the extender bush
and the body to which the prosthesis is fixed can then be
positioned. There is the possibility, as claimed in patent
P9602451, that in the case of dealing with several implants,
a piece can be attached to the bearer bodies of the prosthesis
between which some bars are fitted to which the patient’s
actual denture is positioned at the same instant, thus per-
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mitting the patient to leave the dentist’s surgery with the
own artificial denture already positioned.

[0032] In order to complement the description that is
going 1o be given below, and with the aim of aiding a better
understanding of the characteristics of the invention, this
description is accompanied by a set of plans in which
figures, the most characteristic details of the invention are
represented, in a way that is intended to be illustrative only,
rather than restrictive.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0033] FIG. 1. Shows a view of a container receptacle for
an implant, the receptacle of which can be injected a solution
of mononuclear cells by means of a McCOYS culture
medium in order to leave the implant in a bath of that
solution.

[0034] FIG. 2. Shows a cross-sectioned view, taken along
a longitudinal diametric plane of an implant body, in which
it can be seen how the implant has a hollow structure and
how its internal end with respect to its position in the
jawbone displays certain angular cuts.

[0035] FIG. 3. Shows a cross-sectioned view, laken along
a longitudinal diametric plane of the container receptacle for
the implant, showing an exploded view with the cap and a
plug body made of rubber or similar,

[0036] FIG. 4. Shows a view of the different phases of the
operative method for the preparation of an implant for its
implantation, having previously been kept in a bath of
mononuclear cells with a McCOYS culture medium so that
these cells can become adhered to it.

DESCRIPTION OF AN EMBODIMENT OF THE
INVENTION

[0037] With regard to the figures mentioned above and in
accordance with the numbering adopied, we can see how the
implant body 1 displays a central axial cavity 2 along ils
entire length and in its internal base with respect 1o ils
implantation displays certain angular cuts 3 having as well
the securing thread 4 for attachment to the jawbone. The
implant body 1 is structured for the assembly of the elements
relating to the implant for the securing and fixing of the
dental prosthesis. The angular cuts 3 can be replaced by a
series of holes.

[0038] In order to facilitate the handling of the implants,
they come individually presented in their corresponding
sterilized receptacles 5, in such a way that the implant bodies
1 are joined to the actual cap 6 of the receptacle by means
of an intermediate body 7, with the cap itself 6 of the
receplacle being used as a tool for implantation in the hole
made in the jawbone for that purpose.

[0039] For this, the cap 6 of the receptacle 5 is in general
defined by a cylindrical section and an internal truncated
conical extension in such a way that the truncated conical
extension that is introduced into the receptacle and the
intermediate body 7 for joining with the implant body 1 to
the cap 6 are materialized with respect to its internal smaller
base, for which the cap has an undercut 8 with a diametric
projection 9, this projection 9 coupling and fitting to an
undercut made in the intermediate body so as to permit it to
be pulled along when the cap is rotated at the moment of the
implantation.
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[0040] Of course, the union of the intermediate body 7
with the cap 6 can be produced in different ways, at all times
bearing in mind that the implantation of the implant body 1
into the jawbone will be done by means of the cap. This
union can be achieved by means of a polygonal cavity or
other similar means.

[0041] Likewise, the cap body 6 displays a cavitly accord-
ing to the two sections defining it, in such a way that, with
respect 1o the lateral truncated conical surface, it displays a
series of traversing openings 10, permitting the passage of
an injector needle, while in the cavity 11 relative 1o the
external hollow cylindrical section, it displays a plug body
12 made of rubber or similar material in order to leave the
assembly sealed.

[0042] With the operative method forming the object of
this invention, the aim is to obtain in small clinics, the
separation and subsequent growth of mononuclear cells in a
quick and operative manner, without requiring specialized
laboratories, and being able to do so at the moment in which
the operation of implantation is going to be carried out at
local level without having to be admitted to a hospital.

[0043] So, a blood extraction 16 is taken in the conven-
tional manner from the patient who is going to receive the
implant, by means of the use of receptacles 13 provided with
an anticoagulant 14 (e.g., citrate). At the moment of han-
dling it is emptied into the receptacle 15 to which is added
the same guantity of serum 17, this mixture is next emptied
into a receptacle 18 containing a cell separator 19 of density
1077 (c.g. ficoll); the mixture 20 is centrifuged for a pre-
determined length of time in order to obtain a division into
three layers, the lower one comprising red corpuscles; the
central one, mononuclear cells of density 1077 and the upper
one, plasma.

[0044] Once the central layer of mononuclear cells has
been separated it is washed once in a McCOYS culture
medium in order to eliminate both the ficoll as well as other
residues that might be left over from the previous treatment,
and then a second wash is performed with a McCOYS
culture medium and it is then introduced into the container
receptacle 5 of the implant body 1 that is going to be used.

[0045] Of course, several receptacles can be used simul-
tancously with their corresponding implant bodies 1,
depending on the number of implants to carry out.

[0046] Later on, it is incubated for a predetermined length
of time at 37° C. in order to provoke the growth and
adhesion of the mononuclear cells to the implant body 1,
which is then ready for its immediate implantation into the
patient.

[0047] In order to proceed to the implantation of the
implant body 1 with mononuclear cells adhered to it, the
procedure will be by means of the cap body 6, the implant
body 1 being implanted in the corresponding opening made
in the jawbone for that purpose, and the intermediate body
7 being extracted with the cap 6, and leaving the implant
body 1 prepared for receiving the shaft with the extender
bush and other components by means of the appropriate
tools.

1. DENTAL INPLANT AND OPERATIVE METHOD
OF IMPLANTATION, being of the type of implants com-
prising a body that is threaded into the jawbone via which
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the appropriate securing and fastening bodies for the dental
prosthesis are located, wherein the implant body displays an
axial cavity along its entire length, and whose internal base
for implantation displays drilled holes and/or angular cuts in
its lateral surface that define end tabs, the implants being
displayed individually in their respective sterilized recep-
lacles, being joined to the cap body of the receptacle via an
intermediate body, the cap body defining a cavity with
respect to its external base, in which is housed a body made
of rubber or similar material, the cap body of the receptacle
being provided with one or several traversing openings for
accessing to the internal cavity of the receptacle in which the
implant is arranged which, prior to its implantation, is
immersed in a bath of mononuclear cells with a McCOYS
culture medium for a defined period of time and at a defined
lemperature:

2. DENTAL IMPLANT AND OPERATIVE METHOD
OF IMPLANTATION, according to claim 1 wherein the cap
body of the receptacle for individually housing the implants,
displays an internal truncated-conical extension in the inter-
nal base of which a cavity is made with a diametric projec-
tion, to which is joined the implant body via the intermediate
body for joining with the cap, while the truncated-conical
lateral surface displays one or several traversing openings
via which an injector needle can be introduced containing
mononuclear cells washed in a McCOYS culture medium,
obtained from a peripheral blood extraction, duly treated,
made on the actual patient on whom the implant is to be
made.
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3. DENTAL IMPLANT AND OPERATIVE METHOD
OF IMPLANTATION, according to claims 1 and 2 wherein,
once the blood has been extracted from the patient, it is kept
in the corresponding extraction receplacle provided with an
anticoagulant, a predetermined quantity is emptied into a
receptacle to which has been added an identical quantity of
serum, the mixture obtained being introduced into a recep-
tacle containing a cell separator of density 1077, centrifug-
ing it in order to separate it into different layers of blood
componenis, the layer with mononuclear cells that is
obtained being extracted 1o carry out two conseculive
washes in McCOYS culture medium and then introduced
into the container receptacle of the implant to be implanted,
incubating it for a predetermined length of time at a constant
temperature of 37° C. so that the mononuclear cells become
adhered to the implant body, which is then ready for its
immediate implantation.

4. DENTAL IMPLANT AND OPERATIVE METHOD
OF IMPLANTATION, according to the above claims
wherein the implant body with mononuclear cells adhered to
it is implanted by means of the actual cap body into the
corresponding opening in the jawbone, permitting the sub-
sequent positioning of all the securing and fastening com-
ponents of the unitary or complete prosthesis by means of
the corresponding tools for doing this.



