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Introduccion. La predictibilidad de los procedimientos implantologicos y el mantenimiento a
largo plazo de la estabilidad de los implantes estan directamente relacionados con la calidad y la
cantidad de tejido 6seo disponible para su colocacion, como se ha demostrado ampliamente en la
literatura durante los ultimos afios. El tejido 6seo puede perderse por traumatismo, enfermedad
periodontal o reabsorcion fisiologica del hueso maxilar después de la pérdida dental o puede estar
ausente debido a una malformacién congénita o enfermedad hereditaria. En cualquiera de estos
supuestos existe un defecto en cantidad y/o calidad en la zona que se va a implantar. Para solventar
este déficit se utilizan injertos dseos, que pueden aumentar la anchura y la altura del hueso
alrededor de los implantes, siendo distintos los procedimientos descritos para este proposito. El
hueso aut6logo ha sido descrito como el “gold standard” en las técnicas de aumento dseo, debido
a que contiene células oOseas vitales, proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) y minerales, a
diferencia de los aloinjertos, xenoinjertos u otros tipos de sustitutos dseos. Los injertos 0seos
autélogos pueden obtenerse a modo de bloques cortico-esponjosos de distintas zonas donantes
extraorales e intraorales; también pueden ser obtenidos en forma particulada en localizacion
intraoral y ser recolectados mediante distintas técnicas. Estos injertos autélogos se utilizan en
diferentes procedimientos de regeneracion 6sea guiada para rellenar defectos 6seos, conseguir
volumen suficiente y lograr asi la colocacion optima de los implantes. Cuando el objetivo es la
correccion de defectos dseos pequefios, tales como fenestraciones y dehiscencias, las necesidades
de volumen son relativamente pequefias. Es suficiente la utilizacién de hueso particulado que se
obtiene de forma simultanea a la preparacion del lecho implantologico, a partir del fresado del
mismo. Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion han demostrado que el
hueso particulado obtenido por fresado a baja velocidad presenta propiedades biologicas
superiores al compararlo con el hueso cosechado por otros métodos. También ha demostrado ser
menos susceptible a la contaminacion bacteriana que las particulas de hueso o virutas obtenidas
cuando se utiliza un filtro 6seo o un cincel de accion posterior. Sin embargo, sigue existiendo
riesgo de que el hueso recolectado mediante fresado a baja velocidad pueda estar contaminado
por los numerosos microorganismos que constituyen la flora habitual de la boca, habida cuenta
de que la colonizacion bacteriana del injerto depende de lo depurada que sea la técnica de
recogida. Este hecho puede desencadenar una infeccion y el consecuente fracaso del injerto. En
la literatura hallamos tasas de contaminacion microbioldgica tras la colocacion del injerto que
oscilan entre el 5% y el 50%. Este hecho crea la necesidad de eliminar los microorganismos
contaminantes, sin que se vea afectada la viabilidad de las células dseas. A tal efecto se han
propuesto numerosos agentes para la descontaminacion de las particulas recolectadas,
principalmente antibidticos y antisépticos, pero ninguno de ellos ha demostrado ser

completamente eficaz.
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Objetivos. El primer objetivo de este estudio fue comparar la eficacia de dos antibidticos
(amoxicilina y clindamicina) y un antiséptico (clorhexidina) en la descontaminacion de injertos
6seos obtenidos mediante fresado a baja velocidad. El segundo objetivo fue determinar el efecto
de dos antibidticos (amoxicilina y clindamicina) y un antiséptico (clorhexidina) sobre la

capacidad de crecimiento y diferenciacion de los osteoblastos humanos primarios.

Material y métodos. El estudio incluy6 248 muestras de tejido 6seo recolectadas a partir de 62
pacientes sanos, utilizando la técnica de fresado a baja velocidad durante la colocacion de
implantes dentales. Cada una de las cuatro muestras obtenidas de cada paciente se vertid,
utilizando un instrumento estéril, en un tubo que contenia una soluciéon de 500 puL de 400 pg/mL
de amoxicilina, 150 pg/mL de clindamicina, 0,12% de clorhexidina o solucion salina fisiologica
durante 1 minuto. A continuacion, las soluciones de los tubos se reemplazaron con 1000 pl de
medio Brain Heart Infusion (BHI) de Agar y las muestras se procesaron inmediatamente mediante
incubacion en una atmosfera anaerdbica o rica en CO?. El nimero de unidades formadoras de

colonias (UFC) se determind a las 48 h de cultivo.

La proliferacion de osteoblastos se determind mediante la técnica MTT después de un minuto de
tratamiento con 400 png/mL de amoxicilina o 150 pg/mL de clindamicina o clorhexidina (0,12%
0 0,2%). Se utiliz6 citometria de flujo para el andlisis de apoptosis / necrosis. El estudio de la
diferenciacion celular se realizé usando un medio que promueve la mineralizacion y la tincion de
los nodulos de calcificacion formados, el cual se llevo a cabo utilizando rojo de Alzarina tras 15
y 22 dias de tratamiento con 400 pg / mL de amoxicilina o 150 pg / mL de clindamicina. La
actividad fosfatasa alcalina (ALP) se determiné mediante espectrofotometria después de 24 h de

tratamiento.

Resultados. El uso de clindamicina, amoxicilina o clorhexidina como descontaminantes durante
1 min redujo significativamente el recuento de UFC con respecto a la solucion salina fisiologica
(agente de control). Tanto en atmosferas anaerdbicas como ricas en CO? se produjeron diferencias
significativas en UFC/ml entre: grupos de control y clorhexidina (p <0,001), grupos de control y
amoxicilina (p <0,001), grupos de control y clindamicina (p <0,001), clorhexidina y grupos de
amoxicilina (p <0,0001), y grupos de clorhexidina y clindamicina (p <0,0001). No se observaron
diferencias significativas entre los grupos de amoxicilina y clindamicina en atmosfera anaerobica
(p =0,7) o rica en CO* (p = 0,79).

El tratamiento de los osteoblastos con clorhexidina al 0,12 y 0,2% durante 1 min dio lugar a una
reduccion significativa de la proliferacion celular dependiente de la dosis (p <0,001) con un
aumento significativo del porcentaje de células apoptdticas (p = 0,004 y  <0,001,

respectivamente). Sin embargo, la proliferacion celular aument6 significativamente (p <0,05)
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después del tratamiento con 150 ug/mL de clindamicina. El tratamiento de los osteoblastos con
150 pg/mL de clindamicina durante 24 horas aumento significativamente la expresion de ALP (p
= 0,002). Los depositos de calcio fueron significativamente mayores (p <0,001) en el grupo de

clindamicina 150 pg/mL.

Conclusiones. La clindamicina produce el mayor efecto descontaminante sobre las particulas
6seas obtenidas por fresado a baja velocidad, seguida de clorhexidina y amoxicilina. Por lo tanto,

puede ser una opciodn valida para la descontaminacion rutinaria de injertos 0seos intraorales.

Por otra parte, la clindamicina a bajas dosis puede favorecer el crecimiento y la diferenciacion de
los osteoblastos. Estos dos hechos sefialan a este antibidtico como descontaminante de eleccion

para injertos 6seos intraorales, frente a la clorhexidina y la amoxicilina.

Palabras clave. Fresado bioldgico; descontaminacion injertos dseos; amoxicilina; clindamicina;

clorhexidina.
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2.1. TEJIDO OSEO.

El tejido 6seo representa el principal componente del esqueleto adulto y constituye uno
de los mayores sistemas de nuestro organismo. Entre sus funciones mas importantes cabe
destacar la de proporcionar proteccion a los 6rganos vitales, servir de apoyo estructural
para musculos, ligamentos y tendones, ser el principal reservorio de iones, regular el
metabolismo y participar en la hematopoyesis (1,2). Todos los huesos presentan una
estructura comun, que esta formada por una parte cortical compacta de mayor dureza y
otra parte trabecular o esponjosa, menos densa. Entre ambas zonas no existen limites

perfectamente marcados, sino zonas de transicion (3).

Desde un punto de vista histologico, en el hueso distinguimos un componente celular
inmerso en una matriz organica calcificada, compuesta por fibras y por sustancia

fundamental (4).

El tejido 6seo se comporta como una estructura dindmica, con areas de formacion y
reabsorcion, una caracteristica que lo hace unico y que estd sujeta a estimulos o

mediadores fisiologicos, metabolicos y mecanicos (3).

2.1.1. COMPONENTE CELULAR.

Existen tres poblaciones bien diferenciadas que forman el tejido dseo. Los osteoblastos
son las células responsables de la formacion de tejido. Los osteocitos son las células
responsables de la arquitectura del tejido 6seo adulto. Los osteoclastos son las células que
dan lugar a la reabsorcion del tejido 6seo. El origen de estas células lo encontramos en

células madre mesenquimales indiferenciadas (5).
2.1.1.1. OSTEOBLASTOS.

Los osteoblastos son células responsables de sintetizar y secretar el componente organico
de la matriz extracelular del nuevo hueso, conocida como matriz osteoide. Para ello se
disponen y localizan en las superficies activas del hueso, de forma lineal. Segun la fase

de diferenciacion en la que se encuentran presentan caracteristicas y propiedades
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diferentes (6,7). Atendiendo a su morfologia podemos distinguir en ellas un cuerpo
celular de forma cubica o cuadrangular del que nacen extensiones citoplasmaticas
alargadas. Presentan un ntcleo redondo con un nucléolo voluminoso (en ocasiones dos),
un citoplasma rico en ribosomas y mitocondrias, un reticulo endoplasmatico abundante y
un aparato de Golgi bien desarrollado y en posicion yuxtanuclear (8). Estas
caracteristicas confirman su funcion de sintesis de la matriz 6sea. Una vez cumplida la
fase sintética los osteoblastos pueden permanecer inactivos en la superficie como células
de revestimiento o quedar atrapados en el interior de la matriz 6sea calcificada,
convirtiéndose asi en osteocitos (4,9). Cuando realizan esta funcion de revestimiento se
ocupan de sintetizar y secretar enzimas que eliminan la capa de osteoide que cubre la
matriz mineralizada. Esta capa de osteoide es la porcion orgénica sin mineralizar de la
matriz 6sea que se forma con anterioridad a la maduracion del tejido 6seo. De esta manera
se va a proporcionar una superficie a la que pueden adherirse los osteoclastos e iniciar la

resorcion del hueso (10,11).

2.1.1.1.1. ORIGEN Y DIFERENCIACION.

Origen:

Los osteoblastos tienen su origen en las células mesenquimales primitivas
pluripotenciales, que son capaces de diferenciarse en otras lineas celulares por el efecto
de distintos mediadores, como glucocorticoides, la superfamilia del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-3) y BMPs (4). Por tanto, a partir de una unica derivacion de las
células mesenquimales (que pueden ser conocidas también como células Westen- Baiton,
fibroblasticas estromales de médula o progenitoras mesenquimales) se originan
osteoblastos, células hematopoyéticas y adipocitos. Cada una de ellas se diferenciara con
caracter progresivo e irreversible segtin la funcién que vaya a realizar y la morfologia del

tejido del que va a formar parte (12,13).

Diferenciacion:

La diferenciacion es un proceso progresivo y generalmente irreversible por el cual una
poblacion celular alcanza una especializacion estructural y funcional. Las células

osteoblasticas muestran una sucesion lineal que incluye células mesenquimales,
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osteoprogenitoras, preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos (Figura 1). Las células
osteoprogenitoras o células madre son células indiferenciadas con morfologia
fibroblastica que se diferencian a células formadoras de hueso o preosteoblastos. También
son capaces de diferenciarse en adipocitos, condroblastos y fibroblastos. Se localizan en
las superficies externas e internas de los huesos (periostio y endostio). Estas se diferencian
en osteoblastos, células de diferenciacion terminal capaces de secretar la matriz 6sea. Una
vez que los osteoblastos han terminado su funcion formadora de matriz dsea se
inactivan perdiendo su capacidad sintética. Quedan como células de revestimiento
que cubren todas las superficies de los huesos o bien son atrapados en el frente de

calcificacion, incluyéndose en el hueso como osteocitos (14,15).

Célula [, Célula Célula I Osteoblasto Osteocito
mesenquimal Osteoprogenitora Pre-osteoblastica L
Maduracion Mineralizacion

Proliferacién
Matriz extracelular Matriz extracelular

Fibronectina Runx-2/Cbfa-1

Runx-2/Cbfa-1
Runx-2/Cbfa-1

TGF-B Fosfatasa Alcalina Osteopontina

c-Fos fc-Jun Colageno tipo | Osteocalcina

Msx-2 Sialoproteina dsea

Proliferacion Maduracion/Matriz extracelular

Mineralizacion/Matriz extracelular s

Figura 1. Division del linaje osteablastico. Efecto de distintos antiinflamatorios no esteroideos sobre el
osteoblasto: determinacion del mecanismo de accién. Elvira De Luna Bertos. Universidad de Granada. 2012.

2.1.1.1.2. IDENTIFICACION.

La identificacion del osteoblasto se realiza en base a cuatro parametros: morfoldgicos,

bioquimicos, genéticos y antigénicos.

2.1.1.1.2.1. MORFOLOGICA.
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Los osteoblastos son células grandes con forma cubica o prismatica. Su nucleo es
redondeado y poseen un tnico nucleolo muy voluminoso, que con frecuencia se localiza
en el extremo de la célula mas distante de la superficie 6sea. En el citoplasma
diferenciamos un aparato de Golgi entre el nucleo y la base celular bien desarrollado,
numerosas mitocondrias con morfologia alargada, un reticulo endoplasmatico rugoso
muy abundante, numerosas vacuolas que contienen material amorfo o grumos de
apreciable densidad y en ocasiones también se observan gotitas lipidicas y cuerpos
densos limitados por membranas que se identifican como lisosomas. Todas estas
caracteristicas son propias de células que llevan a cabo una intensa actividad de sintesis
proteica. Los osteoblastos se conectan unos con otros por medio de expansiones finas y
cortas formando una capa epiteloide de células cubicas, localizadas en el frente de avance

del hueso en crecimiento y desarrollo (8,16).

2.1.1.1.2.2. BIOQUIMICA.

Existen una serie de compuestos quimicos caracteristicos del recambio 6seo que nos
indican procesos de resorcion, formacion o combinacion de ambos. Se utilizan para
detectar la existencia de células 6seas y de matriz mineralizada o no mineralizada (17).

Entre ellos destacamos los siguientes:

- La osteopontina. Es una glicoproteina hidrofilica y fosforilada que posee unos 314
aminoacidos aproximadamente. Es sintetizada por los osteoblastos, aunque puede
encontrarse en otros tejidos conectivos. Entre sus funciones destacan la capacidad de
unirse con la hidroxiapatita, la de facilitar el anclaje de los osteoclastos a la matriz
mineralizada en los procesos de reabsorcion Osea, la de jugar un papel proinflamatorio al

inducir la proliferacion de células B y la de intervenir en la reparacion de tejidos (18,19).

- La osteocalcina o proteina 6sea Gla. Es una proteina sintetizada exclusivamente por los
osteoblastos y representa entre un 10 y un 20% de las proteinas no colagénicas totales de
la matriz extracelular (20). Es un marcador especifico de la fase final de diferenciacion
del osteoblasto y juega un papel fundamental en el proceso de mineralizacion (21).

-La fosfatasa alcalina (ALP). Es el marcador bioquimico mas utilizado en la identificacion
del fenotipo osteoblastico. Es una enzima hidrolitica o hidrolasa capaz de eliminar grupos
fosfato de diferentes moléculas a un pH de 8,6. Se localiza en el plasma de la membrana

de los osteoblastos (20,22). Su analisis por medio de técnicas citoquimicas permite
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identificar preosteoblastos del tejido conectivo mesenquimal y del estroma medular, asi
como osteoblastos del hueso en formacion. Por tanto es un indicador de la actividad
osteoblastica y osteolitica. Su expresion en los osteoblastos esta ligada al grado de

maduracion celular (23).

- El Colageno tipo 1. Es sintetizado por los osteoblastos durante las Gltimas fases de la
proliferacion y las primeras fases de maduracion de la matriz. Constituye el 90% de la

matriz 6sea organica, siendo el mayor componente proteico del hueso (24,25).

2.1.1.1.2.3. ANTIGENICA.

Los osteoblastos poseen un perfil antigénico propio y muy similar al expresado por otras
células que proceden de la médula 6sea. En su membrana se expresan una serie de

antigenos que nos sirven en su identificacion:

- El antigeno CD44. Es una glicoproteina transmembrana codificada por un solo gen que
permite la adhesion funcional del osteoblasto al 4cido hialurénico. No se localiza
exclusivamente en los osteoblastos, asi puede encontrarse también en células epiteliales,
leucocitos y fibroblastos. Se ha descrito la expresion del antigeno CD44 en osteoblastos
aislados en cultivos primarios, en los presentes en cortes de tejido dseo y en osteoblastos
humanos transformados (linea de osteosarcoma humano MG-63). Entre sus funciones
destaca su papel como inhibidor de la pérdida 6sea en procesos inflamatorios, asi como
regulador de la homeostasis de los tejidos, ya que actiia como conector entre distintos
compuestos de la matriz dsea (acido hialurdnico, osteopontina y condroitin sulfato) a la

superficie de los osteoblastos (26-29).

- El antigeno CD10 o de la leucemia linfoblastica aguda (cALLa). Es una glicoproteina
con actividad endopeptidasa. Se encuentra en la superficie de los osteoblastos y en las
stem cells (células pluripotenciales que tienen la capacidad de dividirse y diferenciarse en
diferentes tipos de células especializadas), ademds de en las células epiteliales renales,
fibroblastos, linfocitos pre-B y células deciduales estromales. Al igual que el antigeno
CD44 se evidencia en osteoblastos de cultivos primarios, en los de cortes 6seos y en

osteoblastos transformados (26,27).

- Otros antigenos como HLA-DR, CD54, CD80 y CD86. Juegan un papel importante en

la activacion de las células T y en los mecanismos de presentacion antigénica (30). Pueden
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expresarse en los mismos tipos de osteoblastos que los anteriormente descritos para los

antigenos CD44 y CD10 (26,27).

- También pueden expresarse en osteoblastos en cultivo otros antigenos caracteristicos de
c¢lulas hematopoyéticas. Asi, CD34, un antigeno asociado con un origen hematopoyético
también presente en células endoteliales y células hematopoyéticas inmaduras es positivo
en los osteoblastos humanos en cultivo, si bien la expresion de este marcador varia segun
la linea celular. Con respecto a los antigenos de células B, los osteoblastos son positivos
para los antigenos CD20 y CD23 y negativos para el CD19. En cuanto a los marcadores
de la linea celular mielomonocitica, pueden detectarse en el osteoblasto el CD11b, CD13,
CD16 y CD 36. También se expresan antigenos como CD25 y CD38, ademas de antigenos
especificos de las células foliculares dendriticas (FDC y DRC-1) (28,31).

De forma intracitoplasmatica destacamos la expresion de interleuquina 4 (IL-4),
interleuquina 12 (IL-12), interleuquina 15 (IL-15), interleuquina 18 (IL-18) e interferon
gamma (IFN-y). Su expresion estd modulada por citoquinas y factores de crecimiento

(32).

2.1.1.1.2.4. GENETICA.

Existen una serie de genes especificos de los osteoblastos que sirven para su

identificacion. Entre ellos distinguimos:

- Gen Cbfal. Juega un papel dominante en la diferenciacion osteoblastica (factor de
transcripcion especifico de osteoblastos). Es el que se expresa de forma mds precoz en
los procesos de osteogénesis y regeneracion o6sea. Su expresion estd regulada por las

BMPs o el propio gen. También modula la expresion de osteocalcina (33-35).

-Gen inhibidor de la funcién osteoblastica. Es expresado solamente por los osteoblastos

que estan completamente diferenciados (33,34).

2.1.1.1.3. FUNCIONES DEL OSTEOBLASTO.

Entre las funciones mas importantes de los osteoblastos destacamos las siguientes:
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- Sintesis de los componentes de la matriz dsea y control de la actividad de resorcion por
parte de los osteoclastos, gracias a la liberacion de osteoprotegerina (OPG) y del ligando

de receptor activador nuclear Kappa-B (RANKL) (11).

-Funciones relacionadas con el sistema inmunolédgico (36).

Secretan citoquinas proinflamatorias como la Interleuquina-1 (IL-1), Interleuquina-6
(IL-6), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), Interleuquina-12 (IL-12), Interleuquina-18
(IL-18), Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Mastocitos (GM-CS/FM);
citoquinas que generalmente son expresadas y/o sintetizadas por células presentadoras de
antigeno tales como IL-4, [L-12, IL-15, IL-18 o IFN-y; quimioquinas, como la Proteina
Quimiotactica de Monocitos tipo 1 (MCP- 1), la Proteina Inflamatoria de Macréfagos
(MIP) y la Interleuquina 8 (IL-8). También secretan factores de crecimiento como el TGF-
B1, que es un modulador inflamatorio. A su vez los osteoblastos expresan receptores para

distintas citoquinas, con los cuales se relacionan con los linfocitos (32,36,37).

Los osteoblastos expresan en su superficie celular antigenos propios de las células
presentadoras de antigenos, gracias a los cuales estimulan alogénicamente a los linfocitos
T. Este hecho sugiere que los osteoblastos posean capacidad presentadora de antigenos

interaccionando bidireccionalmente con los linfocitos T (28,30).

Los osteoblastos poseen capacidad fagocitica, ya que tienen la capacidad de incorporar
particulas en su citoplasma, del tipo material sintético no degradable y particulas de
desecho de material protésico de diferente composicion, de tamafio comprendido entre 1
y 3 um. También podemos destacar su capacidad para fagocitar distintos
microorganismos (C. albicans, E. coli y Klebsiella). Cuando las particulas fagocitadas
son restos biologicos se incorporan al citoplasma, produciéndose cambios a nivel de la
membrana citoplasmatica y un aumento del nimero de lisosomas y de inclusiones
granulares. Cuando las particulas son restos de material protésico se observan signos de
muerte celular o apoptosis. La fagocitosis se lleva a cabo mediante la expresion del
antigeno CD68 (marcador propio de los macréfagos) (30,38,39). Parece ser que durante
la diferenciacién osteoblastica algunas de estas células podrian desarrollar funciones
inmunes (capacidad de fagocitosis y la activacion de las células T) y en caso de que un
osteoblasto esté en contacto con microorganismos o materiales endoprotésicos se
activarian estas funciones inmunolégicas para eliminarlos. Para ello se producen cambios

a nivel morfologico, antigénico y bioquimico. En situaciones en las que se produce una
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liberacion de citoquinas, como los procesos inflamatorios, estas modulan el fenotipo
antigénico de los osteoblastos. En estos casos la funcion de los osteoblastos se convierte
en puramente inmunologica, deteniéndose la secuencia de diferenciacion y maduracion,
en detrimento de la formacion 6sea. Este proceso se considera un mecanismo de

emergencia y no un proceso fisiologico (30).

2.1.1.2. OSTEOCITO.

Los osteocitos son células que derivan de la diferenciacion de los osteoblastos, las cuales
van a formar el hueso adulto, constituyendo mas del 90% de las células de éste. Los
osteocitos se encargan de preservar la integridad de la matriz mineralizada, de mantener
la homeostasis del calcio mediante su depdsito o liberacion y de liberar moléculas que
intervienen en el metabolismo del fosfato y sintesis 0sea (proteina de la matriz dentinaria

1 (DMP-1), factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23) y esclerostina).

Los osteocitos presentan forma estrellada o fusiforme, nucleo alargado y un citoplasma
con menor numero de organulos que los osteoblastos. Se conectan con otros osteocitos o
con otras células de superficie como los osteoblastos gracias a las numerosas y finas
prolongaciones tubulares que emergen de su citoplasma, conocidas como conductos
calcoforos. Esta red de osteocitos interconectados permite el intercambio de nutrientes y
residuos, asi como la coordinacion del proceso de remodelado, el cual responde a

estimulos mecéanicos que pueden iniciar la reabsorcion por los osteoclastos (11,14).

2.1.1.3. OSTEOCLASTO.

Los osteoclastos son las células o6seas mas voluminosas. Presentan morfologia
redondeada con varios nucleolos y un citoplasma con abundantes organelas, lisosomas,
vesiculas, vacuolas, mitocondrias y microvellosidades. Se originan en las células madre
hematopoyéticas extraesqueléticas. Intervienen en el remodelado 6seo llevando a cabo
los procesos de reabsorcion. Para ello los osteoclastos que se encuentran en la superficie

del hueso acidifican el medio mediante la liberacion de protones y enzimas, rompiéndose
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asi los enlaces existentes entre el colageno y la hidroxiapatita. Este proceso es regulado

por el sistema RANK y su ligando RANKL, y la OPG (40,41).

2.1.2. MATRIZ OSEA.

Las células 6seas se encuentran inmersas en una matriz de compuestos organicos
(colageno en un 90% y proteinas no colagénicas en un 10%) impregnada en sales
minerales (depositos de fosfato calcico cristalino, una pequena cantidad de fosfato célcico
amorfo y numerosos iones). De su composicion obtiene el tejido 6seo sus propiedades.
Las sales minerales aportan dureza y resistencia a la compresion y los componentes
organicos, como el coldgeno aportan propiedades elasticas y resistencia a la traccion

(11,40).

2.1.2.1. MATRIZ ORGANICA.

2.1.2.1.1. COLAGENO.

Es una proteina compuesta por tres cadenas de polipéptidos de unos 1000 aminoécidos,
que se enrollan entre si de forma helicoidal mediante puentes de hidrogeno. Estas
moléculas se organizan formando fibrillas de coldgeno y estas a su vez se organizan

formando fibras de colageno. Constituye el 90 % de las proteinas Oseas (42).

2.1.2.1.2. SUSTANCIA FUNDAMENTAL.

El resto de proteinas no colagénicas (entre un 10 y un 15% de las proteinas dseas)
participan en el proceso de maduracion y mineralizacion de la matriz. Aunque sus
funciones no son del todo conocidas, parece que regulan la actividad funcional de las
células d6seas. Algunas de ellas son de origen exdgeno, pero otras son sintetizadas por los
propios osteoblastos (43,44). Algunas son responsables de la adhesion celular, como la

fibronectina, la trombospondina, la osteopontina y la sialoproteina 6sea (45). Otras son
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proteoglicanos, como el condroitin sulfato y el heparan sulfato (46), proteinas gamma-
carboxiladas, como la proteina 6sea Gla (OSC) y la proteina Gla matricial (MGP) (44),
proteinas fosforiladas, como la osteonectina (47), sialoproteinas (osteopontina) (48) y
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de la insulina (IGF) y el

TGF-B, ambos secretados por los osteoblastos (49).
2.1.2.2. SALES MINERALES.

Las sales minerales son el componente inorganico del tejido 6seo, en su mayor parte
compuestas por depositos de fosfato cdlcico cristalino (hidroxiapatita

(Ca1 0(PO OH)2)) y una pequeia cantidad de fosfato célcico amorfo. Sobre la

D
superficie de la hidroxiapatita se presentan ademas numerosos iones, como magnesio,
potasio, sodio, carbonato, citrato, y algunos menos comunes como el plomo, el oro y otros

minerales pesados (11).

2.1.3. FORMACION DEL TEJIDO OSEO.

En el proceso de formacion del tejido 6seo distinguimos las siguientes etapas:
diferenciacion de las células madre en osteoblastos, sintesis de la matriz organica por
parte de los osteoblastos, mineralizacion de la matriz organica e iniciacion del proceso de

reabsorcion por parte de los osteoclastos como método de recambio 6seo.

El proceso de osificacion consiste en la formacion de tejido 6seo a partir de tejido no 6seo
mediante la sustitucion progresiva del primero. Segun la naturaleza del tejido sustituido
diferenciamos dos tipos de osificacion:

- Osificacion endocondral (indirecta), en la cual el tejido mesenquimal pasa por un estadio
intermedio de cartilago antes de ser reemplazado por tejido 6seo. Este proceso va seguido
de un crecimiento longitudinal del hueso. La gran mayoria de huesos de vertebrados se

desarrollan por este mecanismo (11).

-Osificacion intramembranosa o endoconjuntiva (directa), en la cual las células

mesenquimatosas indiferenciadas se van a transformar en osteoblastos en el seno del
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tejido conjuntivo. Por medio de este proceso se forman los huesos de la boveda craneal,

maxila y la mayor parte de la mandibula (11).

2.1.4. MODELADO Y REMODELADO DEL TEJIDO
OSEO.

Definimos el modelado como un proceso organizado de la célula dsea que permite el
crecimiento 6seo y que regula la resistencia del hueso. Este proceso se lleva a cabo gracias
a la actividad de osteoblastos y osteoclastos que se situan estratégicamente para ello en la
superficie 6sea. Se desarrolla mediante el modelo endocondral, y constituye la base del
crecimiento longitudinal del hueso. El proceso de modelado continia hasta la

adolescencia (50).

La remodelacion 6sea es un proceso continuo de acoplamiento entre formacion y
resorcion, que produce como resultante un cambio en la arquitectura 6sea. La tasa de
renovacion es dependiente de la edad, siendo mas alta en el joven que en el adulto (14).
En el remodelado intervienen tanto los osteoblastos como los osteoclastos. Estos tltimos
liberan 4cido clorhidrico (HCL) al exterior mediante la activacién de una bomba de
protones que tienen en su interior, provocando una disolucion de la estructura dsea. Este
proceso libera calcio al medio extracelular, junto con una liberacion de TGF-B1 y BMPs
que promueven la migracion de células mesenquimales, las cuales se transformaran en
osteoblastos que posteriormente crearan nuevo hueso. La resorcion dsea es un proceso
mas rapido que la formacion. Para la reconstruccion de un area de hueso resorbida en 2-

3 semanas se necesita un minimo de tres meses (14,51).

En estos procesos de formacion y resorcion resulta de especial importancia el complejo
RANKL-OPG. El RANKL es sintetizado por los osteoblastos para unirse a un receptor
que poseen los osteoclastos, denominado RANK, desencadenando la diferenciacion
osteoclastica y por tanto un proceso de resorcion. Por otra parte, los osteoblastos

sintetizan la OPG, que se une al RANKL e inhibe la diferenciacion osteoclastica (52).

Algunos constituyentes de la matriz Osea, entre los que se encuentran fragmentos de
colageno, OSC o factores de crecimiento, van a producir una atraccion de precursores de

osteoblastos a las zonas de resorcion (53).
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La carga mecanica también juega un papel regulador en los procesos de remodelacion.
Asi, los osteoclastos son activados en respuesta a una disminucion de la carga, mientras

que los osteoblastos son estimulados por un incremento de la carga (2).

El remodelado también puede verse modulado por factores hormonales, como ocurre en
enfermedades como la osteoporosis. En esta se produce un desequilibrio entre la
formacion y resorcion dseas debido a que los agentes promotores de la resorcion actuan
incrementando la formacion de osteoclastos y activando a los ya existentes. Los
osteoblastos resultan insuficientes para compensar la resorcion producida por los

osteoclastos, y esto conduce a una pérdida neta de hueso en cada evento de remodelacion

(54).

2.1.5. REPARACION OSEA.

La reparacion dsea es un complejo proceso que se produce después de un traumatismo
6seo. En ¢l intervienen células mesenquimales en diferentes estadios de diferenciacion,
proteinas osteoinductoras, factores de crecimiento y citoquinas. Todos estos factores
actiian perfectamente coordinados en dos fases; una inicial de reparacion propiamente

dicha y tras ello una fase de remodelacion (11,55).

Cuando una zona de tejido Oseo sufre un trauma se produce un hematoma, que
posteriormente se reabsorbe por los macréfagos y genera como consecuencia un proceso
inflamatorio en la zona. Las citoquinas intervienen en este proceso como mediadores que
promueven la migracion de linfocitos, monocitos, granulocitos y células mesenquimales.
Segun la zona a reparar y el estimulo predominante, las células mesenquimales
pluripotenciales se diferenciaran en células endoteliales, fibroblastos, condroblastos u
osteoblastos. Seguidamente se genera un nuevo tejido conectivo vascularizado que
sustituird al codgulo inicial. En esta sustitucién juegan un papel importante los
macréfagos, que eliminaran los restos de tejido. Tras esta primera fase inflamatoria se
produce la reparacion propiamente dicha, en la que los osteoblastos forman puentes de
tejido 6seo inmaduro o callos 6seos que unen entre si las superficies de hueso
traumatizado. Para terminar el proceso se inicia una fase de remodelacion 6sea que traera
consigo una sustitucion de este tejido 6seo inmaduro por un tejido éseo maduro lamelar

u organizado (56).
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2.2. INJERTOS OSEOS.

En las ultimas décadas se ha producido un envejecimiento de la poblacion, unido a
mayores requerimientos funcionales y estéticos por parte de los pacientes. Este hecho ha
dado lugar a que, durante estos ultimos afios, los profesionales de la odontologia se
encuentren, en su actividad quirurgica diaria, enfrentados a retos en la recuperacion de
tejido Oseo perdido por causas diversas, como problemas periodontales, quisticos,

oncologicos, traumaticos o iatrogénicos (57,58).

Los pacientes que han sufrido una perdida dental padecen como consecuencia una pérdida
osea en los maxilares, tanto en altura como en volumen de los rebordes alveolares. El
paciente se ve abocado a recuperar su funcidon masticatoria con protesis dentales, para
restablecer la morfologia, la funcion masticatoria, la estética, la fonética y la salud del
sistema estomatognatico, independientemente del grado de atrofia. Sin embargo, cuanto
mayor es la cantidad de piezas dentarias ausentes, mas dificil resulta alcanzar estos
objetivos (59).

La implantologia se alza como la técnica capaz de reponer los dientes ausentes. Segun
avanza el conocimiento de nuevos materiales, la implantologia cada vez se acompafia mas
de la regeneracion Osea mediante injertos Oseos, ya que la predictibilidad de este
procedimiento y el mantenimiento a largo plazo de la estabilidad de los implantes estan
directamente relacionados con la calidad y la cantidad de tejido 6seo disponible para su
colocacion, como se ha demostrado ampliamente en la literatura durante los tltimos afios
(60,61).

Existen distintos materiales que pueden funcionar como sustitutos o rellenos dseos.
Injertos autdlogos, homdlogos, heterdlogos y materiales aloplasticos se han descrito
ampliamente en la literatura y en la practica clinica como candidatos vélidos. Todos ellos
muestran propiedades como la osteoconduccion, o capacidad para comportarse como
patron tridimensional que permite alojarse al coagulo y formar un entramado de células
Oseas; sin embargo, el material que ostenta mejores propiedades es el hueso autodlogo, ya
que tiene capacidad osteogénica o formadora de nuevas células 6seas, debido a que
contiene BMPs, minerales y células 6seas vitales. Por todo ello se considera el “gold

estandar” como material de injerto (62).
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2.2.1. PROPIEDADES DE LOS INJERTOS O
SUSTITUTOS OSEOS USADOS EN
IMPLANTOLOGIA.

Los injertos 6seos deben cumplir una serie de requisitos para ser utilizados como

sustitutos, como:

- Evitar los fendémenos de rechazo, en los casos que no procedan del propio individuo.
Por ello todo sustituto 6seo debe ser biocompatible, es decir, ser capaz de ser implantado
sin provocar reacciones toxicas sistémicas, efectos cancerigenos o reacciones locales que
comprometan la funcion, ni tampoco dolor, edema o necrosis de los tejidos adyacentes.
Asi mismo debe existir una compatibilidad tisular, término similar a la expresion de
biocompatibilidad, pero relativo a la respuesta histica local. Debe ser atdoxico o no
venenoso, es decir, que no provoque la destruccion histica local ni reaccion sistémica

como consecuencia de los subproductos toxicos de degradacion (63).

- Ser osteotropicos, o poseer la propiedad de amplificar la formacién de hueso en
presencia de células osteogénicas. Ello depende de las propias caracteristicas fisicas y

quimicas del material (57).

- No ser alergénico, es decir no producir en el organismo receptor ningtn tipo de reaccion
de hipersensibilidad (57).

- Ser resistentes a la corrosion (57).

- Presentar buenas propiedades fisicas, como la resistencia a la compresion, ya que
presumiblemente va a soportar cargas elevadas. Asimismo, debe de ser capaz de transferir

uniformemente las fuerzas funcionales (57).

- Ser radiopaco. Es deseable que el material colocado en el defecto presente cierta
radiopacidad. Esto nos permitira poder establecer un buen control radiolégico de la zona
a regenerar (57).
- Tener facil manipulacion, para minimizar la dificultad de la técnica y disminuir el tiempo
quirargico (57).
- Ser economico, lo que supondria una aceptacion social con respecto a su utilizacion

(57).
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Las tres propiedades de los injertos 6seos dependiendo de su actuacion en la regeneracion

Osea son: osteoconduccion, osteoinduccion y osteogénesis.

2.2.1.1. OSTEOCONDUCCION.

Es el proceso por el cual el material implantado actia como un armazén o matriz de
soporte, para favorecer el crecimiento del tejido 6seo del propio individuo. Este armazon
inicial gradualmente es reabsorbido durante la curacién del hueso vivo adyacente (64).
Los materiales osteoconductores puros no forman hueso de una forma intrinseca; su
osificacion no es endocondral y la formacion de hueso siempre comienza en la periferia
del defecto 6seo. Es decir, dan lugar a un crecimiento dseo por aposicion, en el que el
propio material o tejido guia el crecimiento, por medio de la invasion vascular y de células
osteoprogenitoras provenientes del tejido 6seo vivo del receptor, dentro del andamiaje

que presenta el injerto. Dicho material puede ser permanente o reabsorbible (57).

2.2.1.2. OSTEOINDUCCION.

Definimos la osteoinduccion como la capacidad que tienen algunos materiales de liberar
determinadas sustancias capaces de inducir la formacion de hueso mediante un
mecanismo endocondral en zonas alejadas del margen del lecho receptor. Es decir,
transforman las células mesenquimales indiferenciadas perivasculares de la zona
receptora en células formadoras de cartilago y/o hueso mediante la presencia de un factor
estimulante local. Asi, el material tiene la capacidad de estimular la transformacion del
tejido conectivo en tejido endocondral, incluso alli donde no deberia de existir hueso, es

decir, en lugares extraesqueletales (57).

Son muchos los factores que pueden estimular la osteoinduccién. Entre los mas
destacados cabe citar a las BMPs, polvo de hueso desmineralizado, la osteogenina, el
factor de crecimiento de origen plaquetario 16 (PDGF16), el factor de crecimiento
transformador 14 y 15 (TGF14 y TGF15)y una serie de proteinas implicadas en el
metabolismo 6seo, como el factor de crecimiento de fibroblastos 18 y 19 (FGF18 y

FGF19), el factor de crecimiento insulinico 20, 21, 22, 23, 24 y 25 (IGF20, IGF21,
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IGF22, 1GF23, IGF24 e IGF25), el factor de crecimiento epitelial 26 y 27 (EGF26 y
EGF27) y el factor de crecimiento endotelial vascular 15 (VEGF15) (68,69).

La fuente de estas proteinas son los injertos autdélogos y los aloinjertos, el plasma rico en
factores de crecimiento y las BMPs obtenidas mediante técnicas de ingenieria genética
(58). Las BMPs, que procedentes de la matriz mineral del injerto van a ser reabsorbidas

por los osteoclastos, actuando como mediadores de la osteoinduccion (65).

2.2.1.3. OSTEOGENESIS.

Definimos la osteogénesis como la capacidad que poseen las células osteogénicas vivas
de establecer centros de osificacion, al ser trasplantadas de una zona del organismo a otra,
llevando a cabo la regeneracion 6sea de una forma directa. Es decir, la formacion de hueso
nuevo se produce a partir de preosteoblastos y osteoblastos presentes en el injerto; incluso
podrian formar hueso sin la presencia de células mesenquimatosas indiferenciadas
locales. En la actualidad, el hueso autdégeno es el tinico material osteogénico disponible,
siendo el hueso medular o trabecular mas rico que el cortical en concentraciones de

células dseas (58,66).

2.2.2. HUESO AUTOLOGO.

El injerto autdlogo, injerto autdégeno o autoinjerto procede del propio paciente y se
considera el mejor sustituto dseo, ya que cuenta con las mejores propiedades bioldgicas.
Su caracteristica principal es que es osteogénico, es decir contiene células con vitalidad
y potencial formador de hueso; otra de sus caracteristicas es que no provoca reacciones
inmunes adversas. Asi, a diferencia del resto de biomateriales de injerto, al emplear el
hueso propio de paciente estamos realizando un trasplante en el mas puro sentido de la
palabra. Por todos estos hechos se considera el “gold standard” para la cirugia dsea

reconstructiva (67).

El injerto autdgeno da lugar a la formacion de tejido 6seo, incluso en ausencia de células
mesenquimatosas indiferenciadas. En una primera fase de osteogénesis las células

supervivientes del hueso que se han trasplantado proliferan y forman nuevos osteoides,
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es decir, porciones orgdnicas de la matriz dsea sin mineralizar que serdn nuevos centros
de osificacion. Esta actividad se produce en las cuatro primeras semanas. La cantidad de
nuevo hueso formado en esta primera fase es directamente proporcional a la densidad de
células trasplantadas. Por este motivo se aconseja comprimir el injerto, de tal forma que
exista el mayor nimero de células 6seas por unidad de superficie. En ese aspecto, es el
hueso esponjoso autdogeno con el que se obtienen un mayor numero de células medulares
indiferenciadas. La vascularizacion es de vital importancia en este fendmeno, ya que solo
sobreviven al trasplante los osteocitos que se encuentren a una distancia maxima de 300
um de una fuente de aporte sanguineo, mientras que las demas células moriran antes de

que les llegue el aporte sanguineo por difusion.

A las dos semanas tras la colocacién del injerto comienza la segunda fase, de
osteoinduccion, en la que el injerto es invadido por células de tejido conjuntivo del
huésped y por osteocitos que remodelardn el injerto. Esta fase alcanza su pico de actividad
a las 6 semanas. Se caracteriza por la liberacion de BMPs de la matriz mineral del hueso
trasplantado (principalmente del hueso cortical). Esta proteina actia como mediadora
permitiendo la formaciéon de hueso mediante dos fendémenos: la osteogénesis y la

osteoinduccion.

En la tercera fase se produce un fendmeno de osteoconduccion por la cual el componente
inorgéanico del injerto funciona como matriz que proporciona estructura tridimensional y
funciona como fuente de minerales durante la sustitucién progresiva del hueso que lo
rodea (57,68,69).

Se puede resumir que el hueso medular inicia la osteogénesis a partir de las células
supervivientes una semana después de aplicar el injerto y la parte cortical del injerto
proporciona BMPs para la segunda fase de osteoinduccion. Los injertos autégenos con
mayor componente cortical se caracterizan por presentar menor cantidad de células
osteogénicas, por lo que no tienen la misma capacidad para mantener la viabilidad celular;
en cambio, los injertos autdlogos medular muestran en principio una mayor
supervivencia, debido a la mayor difusion de nutrientes y grado de revascularizacion
desde el lecho receptor (68,69). El hueso medular tiende a ser reparado con el tiempo,
mientras que el cortical permanece como una mezcla de sustancias necrdticas y hueso
viable, ya que la revascularizacion del injerto medular puede establecerse pocas horas

después, dando como resultado anastomosis término-terminal de los vasos del huésped al
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trasplante y que las células osteogénicas del injerto se diferencian en osteoblastos que

empiezan a depositar tejido osteoide (70,71).

Las principales ventajas de la utilizacion de hueso autdlogo son las siguientes:
- Antigenicidad: es nula, ya que el material injertado procede del propio individuo (57).

- Capacidad osteogénica, osteoinductiva y osteoconductiva: es aqui donde encontramos
una de las ventajas mas importantes. El autoinjerto es el inico material osteogénico entre
todos los sustitutos 6seos; también ejerce una funcion osteoinductora (por contener

BMPs) y una funcion osteoconductora en sus ultimas etapas (68).

Los principales inconvenientes de la utilizacién de injertos autélogos son:

-Morbilidad: es sin duda el mayor inconveniente, ya que para su obtencidon se somete al
paciente a una intervencion quirirgica adicional. Esto resulta especialmente gravoso
cuando las zonas donantes son extraorales, tal es asi que existe un neto desequilibrio entre

el objetivo a conseguir y los medios a emplear (72,73).

-Disponibilidad: es limitada y en casos de grandes defectos dseos, tendremos que
desechar la procedencia intrabucal, ya que debilitariamos en gran medida la region
donante. Por ello nos vemos en la obligacion de recurrir a zonas alejadas extraorales, que
requieren hospitalizacion y anestesia general (con los riesgos que ello implica), ademas

del posible riesgo de secuelas funcionales por la intervencion (72,73).

- El tejido 6seo autdlogo injertado sufre una répida reabsorcion, dificultando conseguir
grandes aumentos de volumen o altura cuando usamos bloques cortico-esponjosos de

origen extraoral (74).

En cuanto a las indicaciones del injerto autdlogo, debido a su capacidad osteogénica se
presenta como el mejor injerto para sustituir el hueso perdido en los defectos de los
maxilares. Se puede utilizar en casi todas las situaciones clinicas en las que se requiere
un aumento de volumen éseo para recuperar la anatomia perdida. En este caso el paciente
deberd estar de acuerdo en la realizacién de un segundo campo quirirgico para su
obtencion, en caso de necesitar grandes cantidades de injerto (57). Desde esta limitacion,
el injerto mas utilizado es el injerto intraoral, sobre todo el de rama mandibular y sinfisis

mentoniana (75). Se reserva la utilizacion de injerto extraoral (cresta iliaca) para
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situaciones en las que se requiere un gran volumen de hueso, como elevaciones de seno
bilaterales, osteotomias Le Fort I e injertos interposicionales, reconstruccion de
deformidades y cirugia ortognatica. Para otras situaciones como aumentos y
remodelacion de rebordes alveolares maxilares y mandibulares, reconstruccion tras
quistes o tumores 0seos de mediano o gran tamafio, dehiscenciasy fenestraciones dseas
producidas por la colocacion de implantes y elevaciones de seno unilaterales se pueden

utilizar injertos intraorales, ya sean en bloque o particulados (67,68,76).

2.2.2.1. ORIGEN EMBRIONARIO DE LOS INJERTOS DE
HUESO AUTOLOGO.

Seglin el origen embrioldgico distinguimos dos tipos de tejido Oseo, que presentan
grandes diferencias entre si en sus propiedades y como consecuencia en su

comportamiento, cuando son recolectados como injertos.

2.2.2.1.1. ENDOCONDRAL.

Se caracteriza por presentar un grado de reabsorcion mayor (pérdida de un 75% en un
afio) debido a que muestran una menor densidad de hueso en comparacion al membranoso
y una revascularizacion mas lenta. Por otra parte, tienen una menor cantidad de factor de
crecimiento derivado de la insulina 2 (IGF-II) y TGF-B. Entre las zonas de tejido 0seo
con origen endocondral destacamos la cresta iliaca, las costillas, la tibia, el metatarso y

el peroné (69,77).

2.2.2.1.2. MEMBRANOSO.

Se caracteriza por poseer un componente cortical proporcionalmente mayor al hueso de
origen endocondral, lo que explica su mayor mantenimiento de volumen en el tiempo y
su mayor resistencia. El grado de reabsorcion es menor independientemente del sitio
receptor. Presentan una mayor cantidad de IGF-II y TGF- B. Otra caracteristica es que el

hueso membranoso se revasculariza antes que el hueso endocondral. Entre las zonas de

38



TESISDOCTORAL __ ANTONIOJESUSOLVERA HUERTAS

tejido 6seo con origen membranoso destacamos la mandibula, el maxilar y el craneo

(69,77).

2.2.2.2. MECANISMO DE OBTENCION DE INJERTOS
OSEOS AUTOLOGOS INTRAORALES.

Segtn el mecanismo por el cual obtenemos los injertos 6seos autélogos intraorales, estos

pueden presentarse en forma de injertos particulados o injertos en bloque.

2.2.2.2.1. PARTICULADO.

Los injertos autologos particulados se obtienen como fragmentos cortico-esponjosos de
distintas zonas intraorales, entre las que destacamos la sinfisis mandibular, la rama
ascendente mandibular o zonas del maxilar superior como la tuberosidad. Uno de los
mecanismos es la obtencion de fragmentos mediante osteotomia con fresas de corte a baja
velocidad, mediante sierras oscilantes motorizadas o con sistemas ultrasdnicos; que van
a ser posteriormente triturados mediante molinillos de hueso. Otra posibilidad es la
obtencién del injerto directamente en forma de particulas, mediante diversos
procedimientos, entre los que destacamos el fresado bioldgico a baja velocidad en la
preparacion de lechos para implantes osteointegrados, el uso de rascadores o cinceles de

accion posterior sobre una superficie 6sea y el uso de filtro de hueso (78,79).

2.2.2.2.1.1. FRESADO BIOLOGICO A BAJA VELOCIDAD.

El fresado bioldgico a bajas revoluciones (de 50 rpm a 100 rpm) Yy sin irrigacion es una
técnica que facilita la recoleccion de hueso en el momento en el que se prepara el alveolo
para insertar un implante, permitiéndonos obtener hueso cortical y medular (80). Las
bajas revoluciones de trabajo no incrementan la temperatura del hueso circundante. Se ha
demostrado que la temperatura a bajas revoluciones aumenta entre 2 y 3 °C durante el
fresado, y disminuye inmediatamente después del procedimiento de fresado, lo que evita

la isquemia Osea, asi como el lavado del alveolo, consiguiendo un lecho bioldgico
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adecuado (81). Es de especial importancia para este procedimiento el uso de fresas con
forma helicoidal, ya que su disefio es muy retentivo para las particulas 6seas que se van
cortando, lo que permite obtener grandes cantidades de hueso de la zona de fresado. El
fresado a bajas revoluciones permite un mejor control de la direccion y profundidad del
fresado, proporcionando al quirtirgico mas informacion acerca de la trayectoria de la fresa

y permitiendo corregirla si fuera necesario (80).

Al no usar irrigacibon mantenemos parcialmente la vitalidad del hueso obtenido,
conservandose proteinas de bajo peso molecular, como BMPs, factores de crecimiento y

otras sustancias solubles que se disolverian facilmente al irrigar en el fresado (82).

Por otra parte, el hueso recogido por este procedimiento es mas facil de manipular que el
hueso recogido por otros medios, gracias a las proteinas implicadas en los procesos de
reparacion 0sea que ser conservan durante el fresado y que proporcionan cualidades de

adhesion especiales a las particulas (83).

2.2.2.2.1.2. RASCADORES DE HUESO O CINCELES DE ACCION POSTERIOR.

Nos permiten recolectar cantidades adecuadas de particulas de hueso
mayoritariamente cortical preservando la vitalidad de las células. El hueso recogido
se combina con sangre durante el procedimiento de obtencidn, por lo que estara listo
para ser colocado en el defecto. Es un proceso minimamente invasivo que no resulta
traumatico para el paciente, ya que la técnica de extraccion es manual. Encontramos
en el mercado rascadores con cuchillas de corte rectas o curvas, que permiten
adaptarse perfectamente a la zona dsea cortical donante (84,85).

2.2.2.2.1.3. FILTROS DE HUESO.

Se presentan en forma de jeringa con un filtro estéril de un solo uso, que se conecta a los
diferentes sistemas de aspiracion, en el lugar de las canulas tradicionales. Nos permite
recolectar todos los fragmentos 6seos en el filtro, dejando pasar sangre, solucion irrigante
y saliva en el propio aspirador. Los fragmentos recogidos podran ser depositados con
suma facilidad bajo la forma de un cilindro 6seo actuando sobre el piston de la jeringa.

Con este procedimiento obtenemos una menor cantidad de particulas 6seas que con los
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dos métodos descritos anteriormente. Ademas, las particulas obtenidas estaran en
contacto con la saliva, con el consiguiente riesgo de contaminacion bacteriana de las
mismas. Es un proceso minimamente invasivo, que nos permite optimizar las
intervenciones implantologicas, recolectando las particulas 6seas que se generan en el

fresado de implantes con altas revoluciones e irrigacion (86,87).

2.2.2.2.2. EN BLOQUE.

Los injertos 6seos en bloque son utilizados para el tratamiento de defectos 6seos severos
en areas localizadas, como la reconstruccion de la tabla 6sea vestibular y la rehabilitacion
de crestas afiladas, o en la restitucion del volumen 6seo perdido en areas extensas debido
a las reabsorciones que se producen tras la extraccion dentaria. Este es el caso de extremos
libres sometidos a carga por protesis removibles, atrofias maxilares o mandibulares y

resecciones tumorales (88).

Como hemos mencionado al principio del apartado anterior, el mecanismo de obtencion
es la osteotomia, que se realiza con fresas de corte a baja velocidad, o mediante sierras

oscilantes motorizadas, o sistemas ultrasonicos.

Los fundamentos bioldgicos basicos de esta técnica y los requisitos necesarios para su

funcionamiento se sustentan en los siguientes principios:

1. Asegurar un aporte nutricional suficiente: para ello se prepara el lecho receptor, que es
generalmente cortical, realizando perforaciones con fresas hasta llegar a tejido Oseo
medular, con el objeto de provocar el sangrado. Este procedimiento generara un coagulo
en la interfase injerto 6seo/lecho receptor, desencadenando los mecanismos osteogénicos
tipicos de las heridas 6seas. Las perforaciones promueven asimismo la liberacion de
BMPs, que activan la transformacion de células mesenquimales en osteoblastos,
acelerando el proceso de neoformacion 6sea. Del mismo modo van a producir un
incremento en el nimero de vasos sanguineos (angiogénesis) mejorando a su vez la
probabilidad de obtener mayor cantidad de hueso formado.

2. Inmovilizar de forma absoluta el injerto: para evitar la formacion de tejido fibroso
cicatricial en la interfase lecho receptor-injerto ¢seo, impidiendo asi la integracion del
injerto y provocando su reabsorcion total. Para su fijacion se utilizan tornillos de

osteosintesis.
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3. Obtener una cobertura peridstica total: ya que el aporte nutricional de la cara externa
del injerto 6seo (cortical) la realizara el periostio. Este proporciona los vasos sanguineos
que infiltraran el injerto y suministraran los nutrientes necesarios para su viabilidad

(89,90).

2.2.23. ZONAS DONANTES INTRAORALES DE
INJERTOS DE HUESO AUTOLOGO.

- Sinfisis de mandibula-menton.

Permite la obtencion de injertos cortico-esponjosos (sobre todo corticales) de mediano
tamano, en forma de bloque. Constituye una de las zonas intraorales con mayor
disponibilidad 6sea. La intervencidon necesaria para su obtencion, por su facilidad de
acceso, es rapida y poco traumatica. Es ideal para defectos 6seos pequefios y medianos.
Proporciona hueso de tipo membranoso y, por tanto, con menor reabsorcion que el hueso
endocondral. Al ser un hueso fundamentalmente cortical, el grado de reabsorcion inicial
es menor que en los de tipo esponjoso y su revascularizacion mas lenta, a lo largo de
meses. Presenta un alto potencial de células osteoprogenitoras. Se recolecta en forma de
bloques que generalmente se utilizan para técnicas tipo onlay, mediante la fijacion del
injerto a la zona a regenerar mediante tornillos de osteosintesis, aunque los bloques
obtenidos en esta zona también se pueden fragmentar posteriormente para su uso como

hueso particulado (91,92).

Para su obtencién se emplea una fresa esférica fina, mediante instrumental rotatorio
convencional o con material piezoeléctrico. Se labran pequefios surcos u orificios en la
cortical dsea, que después se unen entre si y finalmente se levanta el bloque completo con
un escoplo. Es conveniente que éste contenga tanto hueso cortical como esponjoso, para
darle mayor garantia de supervivencia al injerto. Si s6lo tomamos la cortical, legraremos
con una cucharilla quirargica o legra fina, para remodelar perfectamente toda la zona. Si
se obtiene un bloque cortico-esponjoso se consigue una mayor solidez y una mejor
adaptacion al lecho receptor. El hueso cortical compacto es el que va a iniciar la
osteogénesis a partir de células supervivientes la primera semana, proporcionando BMP

para la segunda fase osteoinductiva, actuando ademas a modo de membrana impidiendo
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que el injerto sea invadido por tejido fibroso. Asi el hueso esponjoso del interior tiene
mas tiempo para nutrirse y desarrollarse bajo la capa cortical. El bloque se fija al defecto

mediante tornillos de titanio, o se puede dividir en fragmentos para relleno.

Las complicaciones derivadas de la toma de este injerto son las derivadas de la
proximidad a los nervios mentonianos y a los apices dentarios del grupo anteroinferior.
Por otra parte, el amplio despegamiento de la musculatura mentoniana en sujetos de edad

media/alta puede dar lugar a un menton colgante como secuela quirurgica (57).

Las principales ventajas de esta zona donante es que es un lugar accesible en cirugia
bucal, disconfort minimo, ademas de su baja morbilidad y requerir un periodo de
cicatrizacidn mas corto en comparacion con otras localizaciones. Todo ello, junto al
origen embriologico membranoso de la sinfisis, con las ventajas que ello implica, una

menor reabsorcion y un hueso con gran potencial de BMPs (57,58,91).

Su principal indicacion es la reconstruccion de los defectos maxilares previa a la

colocacion de implantes (91).

- Espina nasal anterior.

Se localiza en la zona media maxilar, en la base de la nariz. El procedimiento de recogida
es mediante unas pinzas tipo gubia, debido a su anatomia en forma de cresta. Se debe
evitar dafar el suelo nasal. Se utiliza solamente por proximidad, ya que ofrece poca

cantidad de hueso (57).

- Apdfisis piramidal.

Una vez realizado el colgajo mucoperiostico se procede con la ayuda de una fresa pequeia
o instrumental piezoeléctrico, a realizar pequefias perforaciones que uniremos
posteriormente con un escoplo, sin producir perforacion en el seno maxilar, hasta levantar
la cortical externa. Puede aportar hueso cortical y medular, tipo I1 y III en la clasificacion
de Lekholm y Zarb (93), para utilizarse en formato particulado. Estd indicada su
utilizacion en regeneracion 6sea de defectos maxilares de pequefio o mediano tamafio en

técnicas tipo inlay (57,58).
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-Tuberosidad.

Es una de las regiones con mas facil acceso, aunque, debido a la poca cantidad que se
puede obtener, se usa como complemento a hueso procedente de otra localizacion
intraoral, generalmente por proximidad del campo quirurgico. Se caracteriza por tener
una gran proporcion de hueso esponjoso y una fina cortical. Ocasionalmente puede
presentar lugares con células que aumentarian el potencial osteogénico. A través de una
incision lineal con o sin incisiones de descarga se extrae el tejido dseo con pinzas gubias
o fresado a bajas revoluciones, finalizandose con la regularizacion de la estructura 6sea y
la aplicacion de sutura simple. El hueso recolectado se utiliza en forma particulada y esta
indicado en cavidades dseas pequenas y defectos pequenos. Al ser basicamente hueso
esponjoso, presenta una tasa de reabsorcion aumentada (10% o mas). Debido a su poca
densidad, con escasa medula 6sea (tipo III o IV en la clasificacion de Lekholm y Zarb)

(93), se recomienda mezclarlo con materiales osteoconductores (57,94).

- Rama mandibular.

La recoleccion estd limitada por la proximidad del nervio dentario inferior, asi que los
injertos que se obtienen son mayormente corticales, aunque dependiendo de la
proximidad al nervio dentario también se pueden obtener injertos medulares. Se obtienen
injertos de un tamano aceptable y de buena calidad. Se pueden obtener en forma de
bloque, de alta densidad (hueso tipo I en la clasificacion de Lekholm y Zarb) (93) para
utilizarse generalmente en técnicas tipo onlay y en forma de hueso particulado. Presenta
una morbilidad significativamente menor que el injerto de mentdn, en cuanto a la posible
lesion nerviosa. Es un injerto de origen membranoso y, por lo tanto, con poca tasa de
reabsorcion. Entre sus ventajas destaca la facilidad de la técnica, que puede ser realizada
con anestesia local a través de una incision similar a la de la extraccion del tercer molar

y su escasa morbilidad (57,75,95).
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2.3. USO DE AGENTES
DESCONTAMINANTES PARA EL
TRATAMIENTO DE INJERTOS OSEOS.

2.3.1. DESCONTAMINACION DE LOS INJERTOS
OSEOS.

En la literatura se han propuesto diferentes métodos de descontaminacion de injertos
Oseos en cirugia ortopédica y también en cirugia bucal. Concretamente, en cirugia
ortopédica, en la que se utilizan injertos dseos, las infecciones del sitio receptor del injerto
suponen un gran handicap en la evolucion y en el prondstico del tratamiento. Ademas,
estas infecciones dan lugar a estancias prolongadas en el hospital y a un aumento en las
tasas de reingreso, lo que incrementa de manera significativa el coste de la atencion
médica. Se han utilizado multiples agentes en cirugia ortopédica para prevenir la
contaminacion bacteriana perioperatoria de la herida, como por ejemplo la cefazolina o
el polvo de vancomicina (96-98). Otros antibidticos estudiados son los betalactamicos,
como la amoxicilina, y las lincosamidas, entre ellas la clindamicina. En cuanto a los
antisépticos el mas frecuentemente utilizado en la literatura es la clorhexidina (CHX).
Aunque han sido propuestos diferentes métodos de descontaminacion de injertos 6seos
en cirugia ortopédica y cirugia bucal en la literatura cientifica, ninguna de ellos ha

resultado ser completamente eficaz (99—101).

Cuando usamos hueso recolectado mediante fresado a baja velocidad existe un alto riesgo
que pueda estar contaminado por los numerosos microorganismos que constituyen la flora
habitual de la boca. Esta contaminacion es muy sensible a la técnica de recogida,
pudiendo dar lugar en muchos casos a infeccion y consecuente fracaso del injerto. Han
sido descritas tasas de contaminacion después de la colocacion del injerto que oscilan
entre el 5% y el 50%. Por esta razon se hace esencial encontrar un agente descontaminante

que elimine o disminuya la carga bacteriana que conlleva la técnica de recogida.
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Otro de los problemas que se plantea es que el agente descontaminante que se emplee
tiene que ser eficaz reduciendo o eliminando la carga bacteriana sin comprometer la

viabilidad de las células (102—-105).

2.3.2. AGENTES DESCONTAMINANTES.

2.3.2.1. CLORHEXIDINA.

La CHX es un antiséptico de accion bactericida y fungicida, de amplio uso en
odontologia, en concentraciones de 0,2%, 0,12% y 0,05%. Presentando a estas
concentraciones una baja actividad como fungicida. La actividad de la CHX es
dependiente del pH (5,5 a 7) y se neutraliza en presencia de surfactantes idnicos o aniones
inorgénicos (fosfato, nitrato o cloruro). Su eficacia depende también de la temperatura,
debiendo almacenarse a temperatura ambiente, ya que a altas o muy bajas temperaturas

pierde su efecto. Igualmente se inactiva con la luz (106,107).

El mecanismo de accién de la CHX se ejerce de dos formas. En primer lugar, a altas
concentraciones presenta un efecto bactericida, al penetrar en el interior celular, causando
la desnaturalizacion de las proteinas citoplasmaticas con la consecuente muerte celular.
Para penetrar en la célula bacteriana desestabiliza las membranas, interfiriendo en su
funcion, precipitando en el citoplasma e inhibiendo la utilizacion de oxigeno, lo que
ocasiona la disminucion de los niveles de ATP y muerte celular. En las bacterias gram-
negativas, la CHX afecta a la membrana exterior, permitiendo la liberacion de las enzimas
periplasmaticas. La membrana interna de estos microorganismos no es destruida, pero se
impide la absorcion de pequenas moléculas. En segundo lugar, a bajas concentraciones el
efecto de la CHX sobre la célula bacteriana es bacteriostatico, inhibiendo el crecimiento

microbiano (108,109).

La CHX esta presente en una gran variedad de preparaciones para prevenir infecciones.
Asi se puede usar para la limpieza preoperatoria de la mucosa, la preparacion del sitio

quirargico, la irrigacidon intraoperatoria y la impregnacion de los materiales de injerto
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(110). La practica de irrigacion con CHX en el interior de la herida habitualmente como
desinfectante del sitio quirtrgico antes de la sutura ha aumentado, particularmente en los
procedimientos de artroplastia, y su uso clinico se asemeja al de la povidona diluida (111).
En su presentacion al 2% la CHX se utiliza ampliamente en endodoncia; en
concentraciones de 0,2% y 0,12%, en forma de gel se utiliza para desinfeccion de
quemaduras y heridas; al 0,12% en solucion acuosa se usa como colutorio de uso
odontologico para el tratamiento auxiliar en periodoncia. En cirugia general se usa para

la asepsia de la piel previo a procedimientos quirirgicos en solucién acuosa al 4% o al

5% (108,112).

Entre sus efectos adversos se puede destacar la pigmentacion reversible de tejidos duros
y blandos que se produce con el uso prolongado. En su presentacion como enjuague bucal
se han descrito también como efectos adversos la disminucion en el sentido del gusto y
un aumento de la sensibilidad a los cambios de temperatura. A nivel extraoral se ha
descrito toxicidad cuando se aplica sobre el oido medio o la cérnea. Puede producir
dermatitis por contacto o irritacién en la piel. Se han descrito en la literatura también

casos de angioedema y de anafilaxia (113-115).

2.3.2.2. AMOXICILINA.

La amoxicilina es un derivado semisintético de la penicilina (amino penicilina) que se
utiliza como antibidtico de primera eleccion en cirugia bucal e implantologia, debido a
que presenta un espectro de accion suficientemente amplio y al mismo tiempo especifico
frente a los microorganismos constituyentes de la flora bucal. Ejerce su accion sobre un
amplio numero de bacterias, tanto gram-negativos y algo menos sobre gram-positivas

(116,117).

El mecanismo de accion de la amoxicilina se lleva a cabo alterando la formacion de la
pared celular bacteriana, inhibiendo la conexion entre las cadenas de peptidoglicanos que
forman la mayor parte de las paredes de los microorganismos gram-negativos y gram-

positivos (116).
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La amoxicilina estd indicada en el tratamiento de infecciones sistémicas o localizadas en
el aparato respiratorio, tracto gastrointestinal o genitourinario, de piel, tejidos blandos y
odontoestomatologicas causadas por microorganismos gram-negativos, gram-positivos y
algunos anaerobios sensibles. Es el antibiotico de primera eleccion para la prevencion de
endocarditis bacterianas en pacientes de riesgo. La amoxicilina estd contraindicada en
pacientes con alergias conocidas a las penicilinas. Se ha descrito una incidencia del 3 al
5% de pacientes alérgicos, sobre todo en pacientes asmaticos o con otras alergias
conocidas. Puede administrarse durante el embarazo, atravesando la barrera placentaria y
en la lactancia se excreta en cantidades no significativas. Debido a su eliminacion por via
renal, en pacientes con insuficiencia renal se debe ajustar su dosis, ya que en estos su
eliminacion serd a través de la bilis. Debe administrarse con precaucion en pacientes con
leucemia linfocitica y en pacientes con infecciones viricas como mononucleosis
infecciosa o SIDA. En la literatura se ha descrito disminucion del efecto de
anticonceptivos orales en pacientes tratados con amoxicilina, aunque se desconoce el
mecanismo de esta interaccion. La amoxicilina administrada por via oral se absorbe
rapidamente, con una vida media de unos 61,3 minutos. Se difunde por casi todos los
tejidos y liquidos del cuerpo, salvo a nivel del cerebro y el liquido cefalorraquideo,

excepto cuando encontramos las meninges inflamadas (117,118).

Presenta una alta resistencia y es estable a la presencia de jugos géstricos del estomago,
por tanto, por via oral podra ser administrada sin tener en cuenta el ritmo de las comidas.
Se absorbe rapidamente después de la administracion oral con una absorcion digestiva
del 98%, alcanzando los niveles maximos plasmaticos a los 60 minutos. Presenta una
biodisponiblidad del 90%, con una vida media plasmatica de 1,8 a 2 horas. Se liga a las

proteinas plasmaticas en un 20% y se excreta de forma activa en la orina (119-121).

Se encuentra en presentacion oral y parenteral, aunque en esta ultima puede producir
dafios en el sistema auditivo y renal. Puede provocar reacciones alérgicas severas como
reacciones de hipersensibilidad o incluso reacciones anafilacticas; otros efectos

secundarios son hiperglucemia, fiebre, nauseas, vomitos o diarrea (116,117).

2.3.2.3. CLINDAMICINA.
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La clindamicina es un antibidtico semisintético obtenido por la sustitucion en la
lincosamida del grupo 7(r)-hidroxilo por cloro en la posicion 7(s). Es un antibiotico eficaz
frente a cocos gram-positivos aerobios, incluyendo algunos estafilococos y estreptococos,

bacilos gram-negativos anaerobios como bacteroides y fusobacterium. (122,123).

La clindamicina tiene un efecto bacteriostatico, inhibiendo la sintesis de proteinas
bacterianas al unirse a la subunidad ribosémica 50S (124,125). Ademas, la clindamicina
puede inhibir proteinas bacterianas, toxinas, enzimas y citoquinas una vez que las
bacterias estan dentro del tejido (122,125). Su mecanismo de accion es similar a otros
antibioticos como la eritromicina y el cloranfenicol, por lo que debe evitarse su
administracion simultanea para evitar el posible efecto antagonico y resistencias cruzadas

(126).

Su principal indicacion es el tratamiento de infecciones causadas por las bacterias
anaerobias susceptibles. En pacientes alérgicos a la penicilina se utiliza para tratar
infecciones aerobias susceptibles, por lo que se utiliza como antibiotico de eleccion en
estos casos. Debido a su buena liberacion en el tejido 6seo se utiliza para el tratamiento
de infecciones en hueso causadas por Staphylococcus aureus (122,123). En su forma
topica se presenta como fosfato de clindamicina y se indica en el tratamiento de diversas
infecciones de la piel (127). Es de gran eficacia en el tratamiento de infecciones dentales

que involucran un amplio espectro de bacterias anaerobias estrictas y facultativas (123).

La clindamicina administrada por via oral se absorbe en el tracto gastrointestinal
mostrando una biodisponibilidad en torno al 90%. No se inactiva por accion de los 4cidos
gastricos y su concentracion plasmatica no se modifica cuando se administra junto con
alimentos. Se distribuye extensamente a través de tejidos y érganos, excepto a nivel del
sistema nervioso central (122,128). Atraviesa la barrera placentaria y se excreta por la
leche materna (129). Es parcialmente metabolizada en el higado, dando lugar a
metabolitos inactivos y activos como el n-dimetil y el disulféxido. Su vida media es de 2
a 3 horas. La clindamicina activa y sus metabolitos se excretan mayoritariamente a través
del rifidn y una pequefia parte via biliar (130). En su forma de administracion intravenosa
(fosfato de clindamicina) es un farmaco inactivo, pero al hidrolizarse rapidamente en el

medio sanguineo pasa a forma activa (131).
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Segtn su via de administracion la clindamicina puede presentarse de las siguientes
formas. A nivel oral en forma de capsulas como clorhidrato de clindamicina o en
granulados para suspension oral como clorhidrato del palmitato de clindamicina. También
puede encontrarse en forma inyectable como fosfato de clindamicina. Por ultimo,
podemos encontrarla en preparaciones topicas como clorhidrato o fosfato de clindamicina

(127,131-133).

Los efectos secundarios mas frecuentes de la clindamicina son principalmente desérdenes
gastrointestinales, pudiendo producirse colitis pseudomembranosa. Esta es causada por
la proliferacion oportunista de Clostridium difficile cuando las bacterias sensibles y flora
saprofitas son eliminadas entre otras causas por el consumo de antibidticos como la
clindamicina. Como consecuencia de esta proliferacion se produce una liberacion de
toxinas muy potentes que provocan inflamacion y sangrado en el revestimiento del colon

(134).

2.3.3. EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS
DESCONTAMINANTES. COMPROMISO DE LA
VIABILIDAD CELULAR.

La utilizacion de un agente descontaminante sobre los injertos 6seos puede conllevar un
riesgo de alterar la fisiologia del osteoblasto, lo cual podria comprometer el proceso de
regeneracion del tejido. Por lo tanto, debemos encontrar un equilibrio entre la reduccion
de la carga bacteriana de los injertos 6seos autdlogos y no alterar la fisiologia de los

osteoblastos.

Con respecto a la CHX en cuanto a su uso en implantologia y regeneracion 6sea, no existe
gran evidencia cientifica respecto a la seguridad y su inocuidad frente al crecimiento 6seo
como agente de irrigacion de injertos. Algunos trabajos han demostrado la toxicidad para
las células nativas en proliferacion, tanto en estudios clinicos como en cultivos celulares
(135,136), mientras que otros estudios respaldan su seguridad clinica (111). En algunos

trabajos se ha estudiado y demostrado que la CHX es citotoxica para los osteoblastos,
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fibroblastos y linfocitos humanos de forma dependiente de la dosis y el tiempo, lo que
puede retrasar la cicatrizacion de la herida o dar lugar al fracaso de un injerto, ya que
estas poblaciones celulares son las responsables de la reparacion 6sea después de un
trauma quirargico (137,138). Otros autores han sefialado que en concentraciones no

superiores al 1% y tiempo no superior a un minuto permite la viabilidad celular (139).

En la literatura se ha descrito un uso sistémico de la amoxicilina como antibidtico
profilactico para disminuir la carga bacteriana bucal previamente a la recogida de tejido
0seo para autoinjerto. Apenas se han encontrado evidencias del uso de este antibidtico
en el tratamiento local de injertos 6seos autdlogos para la reduccion de la contaminacion
bacteriana. En cuanto a su efecto sobre las células formadoras de hueso se ha descrito
citotoxicidad directa tras el tratamiento de los osteoblastos humanos en cultivo con
antibidticos inhibidores de la sintesis de la pared celular bacteriana, como penicilina y
amoxicilina, a dosis mayores de 500 pg/mL. Sin embargo, cuando se usaron dosis de
amoxicilina de 400 pg/mL o inferiores no se observo ningtn efecto sobre la proliferacion

o capacidad de diferenciacién en comparacioén con osteoblastos no tratados (140).

La clindamicina se usa con frecuencia en cirugia ortopédica en diferentes formas de
aplicacion local para el tratamiento de infecciones articulares protésicas, osteomielitis
cronica o como profilaxis de infecciones en la aplicacion de cementos Oseos. Existen
evidencias en la literatura de que la administracion de este antibidtico a las dosis
indicadas para estas indicaciones, por encima de 500 pg/mL, alteran la proliferacion y el
metabolismo de los osteoblastos in vitro, teniendo un efecto citotdxico. Sin embargo, a
bajas concentraciones, por debajo de 500 pg/mL, estimula el metabolismo de

osteoblastos (141).
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Se ha descrito en la literatura que la obtencion de tejido 6seo mediante fresado biologico
es el método que menor riesgo de contaminacidn presenta en comparacidn con otras
técnicas. No obstante, existe un riesgo inherente de contaminacion debido a las
propiedades del medio bucal. Los agentes que contribuyan o ayuden a una reduccion de
la contaminacion de las particulas dseas obtenidas mediante fresado biologico permitirian

un aumento en las tasas de éxito de las técnicas de regeneracion dOsea.

Por otra parte, la utilizacion de un agente descontaminante en injertos 6seos conlleva el
riesgo de alterar la fisiologia del osteoblasto, lo que puede comprometer la evolucion del
proceso de regeneracion del tejido. Por tanto, se hace necesario encontrar un
descontaminante ideal que ademas de reducir la carga bacteriana del injerto, no altere la
fisiologia del osteoblasto. Por ello el estudio in vitro nos ayudaran a conocer el efecto de
los descontaminantes méas comunmente utilizados en la practica clinica sobre las células
responsables de la regeneracion del tejido 6seo, acercandonos de forma sencilla a lo que
ocurre en el tejido vivo y por tanto podra constituir una herramienta que nos permita
seleccionar el descontaminante mas eficaz, menos citotdoxico y que menos afecta a la

capacidad funcional de las células implicadas en la regeneracion tisular.
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IV, HIPOTESIS
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Los distintos agentes descontaminantes, como CHX, clindamicina y amoxicilina son
capaces de reducir la carga bacteriana de los injertos 6seos de origen intraoral obtenidos

mediante fresado biologico sin afectar a la fisiologia del osteoblasto (viabilidad celular y

capacidad funcional).
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VOBJETIVOS
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-Determinar la eficacia de dos antibidticos (amoxicilina y clindamicina) y un antiséptico
(CHX) en la reduccion de la contaminacidn bacteriana mediante el analisis
microbiologico de particulas de hueso recogidas con la técnica del fresado biologico y

tratadas posteriormente con dichos medios.

-Determinar el efecto in vitro de dos antibioticos (amoxicilina y clindamicina) y un
antiséptico (CHX) sobre la fisiologia del osteoblasto mediante el estudio del crecimiento

y la diferenciacion celular.
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VIMETODOLOGIA
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6.1. DETERMINACION DE LA EFICACIA DE
DISTINTOS MEDIOS DE
DESCONTAMINACION EN LA REDUCCION
DE LA CONTAMINACION BACTERIANA.

6.1.1. SELECCION DEL PACIENTE.

Las muestras de hueso fueron recolectadas utilizando la técnica de fresado a baja
velocidad 50 rpm sin irrigacién descrita por Anitua y cols. (2007) (80), en pacientes que
fueron sometidos a la colocacion de implantes dentales en el quirofano del Master de
Cirugia Bucal e Implantologia de la Universidad de Granada. Todos los participantes
firmaron el consentimiento informado para participar en el estudio, el cual siguio las
directrices de la Declaracion de Helsinki y la pertinente aprobacion por el Comité de Etica
de la Universidad de Granada (REF. 721). Los participantes fueron seleccionados al azar
entre voluntarios que cumplieron con los criterios de elegibilidad del estudio. Los
criterios de exclusion del estudio fueron: historia o presencia de enfermedad sistémica,
estado inmunocomprometido, embarazo, evidencia clinica o radiolégica de enfermedad
oral activa, recepcion de cualquier medicacion que pudiera interferir con el procedimiento
quirdrgico o la cicatrizacion postoperatoria de la herida o haber recibido antibidticos en

el mes anterior a la participacion en el estudio.

6.1.2. PROTOCOLO QUIRURGICO.

Inmediatamente antes de la cirugia, los pacientes se enjuagaron durante 2 minutos con 10
mL de enjuague oral con CHX al 0,12% (Perio-Aid, Dentaid SL, Barcelona, Espafia). Los
sitios quirurgicos se aislaron colocando gasas estériles en el vestibulo bucal superior para
evitar el flujo de saliva del conducto de Stenon y en la zona lingual del sitio quirurgico,

extendiéndose sublingualmente. Todos los procedimientos quirirgicos fueron realizados
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por el mismo cirujano bajo anestesia local utilizando articaina al 4% con adrenalina 1:

100.000 (Ultracain, Normon SA, Madrid, Espana).

Todas las muestras se obtuvieron del lecho implantario usando fresado a baja velocidad
sin irrigacion. Cada una de las cuatro muestras obtenidas de cada paciente se dejaron caer,
utilizando un instrumento estéril, en uno de los cuatro tubos estériles (Eppendorf Ibérica
SLU, Madrid, Espafa) que contenia una solucién de 500 puL de amoxicilina 400 pg/mL,
clindamicina 150 pg/mL, CHX al 0,12%, o suero salino fisiolégico (control),
manteniéndose dentro durante un periodo de 1 min. Inmediatamente después, las
soluciones en los tubos fueron remplazadas por 500 uL. de medio BHI (BHI, Becton
Dickinson Co., Cockeysville, MD, E.E.U.U). Todos los tubos se pesaron con una balanza
electronica antes y después de la introduccion de muestras de hueso para asegurar que
siempre se obtenga una cantidad similar de hueso (aproximadamente 1 g). Las muestras

se llevaron al laboratorio en 5-10 minutos para su procesamiento inmediato.

6.1.3. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS.

Una vez recibidas las muestras en el laboratorio, se anadidé nuevamente BHI hasta 1 mL
en cada tubo para la posterior realizacion de diluciones en serie. Las muestras se
mezclaron en un agitador (vortex) durante 30 segundos. Ademas de la suspension inicial,
se realizaron dos diluciones en serie (1/10) en BHI para su posterior siembra en placas de
agar sangre humana Columbia (Becton Dickinson Co., Cockeysville, MD, E.E.U.U). De
cada una de estas diluciones y de la suspension inicial se sembraron 20 pL en placas de
agar sangre previamente dividida en tres partes iguales. Se sembraron ocho placas para
cada paciente, es decir, dos para cada medio descontaminante, con el fin de incubar una

en atmodsfera rica en CO» y la otra en atmosfera anaerdbica a 37° C durante 48 h.

6.1.4. RECUENTO DE COLONIAS.

Al final del periodo de incubacion, el numero de unidades formadoras de colonias (UFC)
en cada placa de agar sangre se determind visualmente. El recuento de UFC en cada
medio de agar se multiplico por el factor de dilucion de la muestra, obteniéndose el
numero total de UFC/mL con la siguiente formula:
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Recuento UFC
UFC/mL=

Factor de dilucion (10-x) * Volumen de la muestra (mL)

6.1.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Se utiliz6 el software SPSS 21.0 (IBM Inc., Chicago, IL, E.E.U.U) para el analisis de
datos. Se realizd un analisis descriptivo para calcular el valor medio de las variables, el
intervalo de confianza (IC) del 95%, el error estandar, la desviacion estandar y el valor
mediano, estimados por 1.000 re-muestreo Bootstrap con IC del 95%. La prueba de
Anderson-Darling se aplico para evaluar la normalidad de las distribuciones variables. La
prueba de Kruskal-Wallis se utiliz6 para comparar los agentes 2 a 2. La igualdad de
varianza entre las diferentes muestras se evalud con la prueba de Levene. La prueba de
Mann-Whitney se utilizd para comparaciones multiples entre los agentes. El nivel de

significacion estadistica fue de 0,05 en todas las pruebas.

6.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS
AGENTES DESCONTAMINANTES SOBRE EL
CRECIMIENTO Y LA DIFERENCIACION DEL
OSTEOBLASTO.

6.2.1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

La obtencion de las muestras se realizé siguiendo el procedimiento anteriormente descrito

en el apartado 6.1.2.
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6.2.2. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LOS
OSTEOBLASTOS.

Las muestras Oseas se procesaron de forma independiente. Las secciones se lavaron a
fondo cuatro veces en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (pH 7,4) para retirar
restos de médula 6sea y periostio de los explantes de hueso. Posteriormente fueron
sembrados en frascos de cultivo (Falcon Labware, Oxford, UK) y cultivados en
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM, Invitrogen Gibco Cell Culture Products,
Carlsbad, CA, E.E.U.U) con 100 UI/mL de penicilina (Lab Roger SA, Barcelona,
Espana), 50 mg/mL de gentamicina (Braun Medical SA, Jaén, Espafia), 2.5 mg/mL de
anfotericina B (Sigma, St. Louis, MO, E.E.U.U), glutamina 1% (Sigma, St. Louis, MO,
E.E.U.U) y 2% de HEPES (Sigma, St. Louis, MO, E.E.U.U.), suplementado con suero
bovino fetal (SBF, Gibco, Paisley, UK) al 20%. Los cultivos se mantuvieron a 37° C en
una atmoésfera humidificada de 95% de aire y 5% de CO,. Los medios de cultivo fueron
sustituidos dos veces por semana. Cuando las células alcanzaron la confluencia, a las 3
semanas de cultivo, se despegaron del frasco de cultivo con una solucion de tripsina al
0,05% (Sigma, St. Louis, MO, E.E.U.U) y 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) al
0,02% (Sigma, St. Louis, MO, E.E.U.U). Tras neutralizar esta solucion con medio de
cultivo con SBF al 20% se centrifugaron y se suspendieron de nuevo en medio de cultivo

completo con SBF al 20%.

6.2.3. EFECTO DE LOS AGENTES
DESCONTAMINANTES SOBRE LA VIABILIDAD
DEL OSTEOBLASTO.

El estudio del efecto de los agentes descontaminantes sobre la viabilidad celular se realizé
mediante la técnica espectrofotométrica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT, Sigma Chem. Comp., St. Louis, Mo, E.E.U.U), un compuesto

perteneciente a la familia de sales de tetrazolio, soluble en agua e incoloro. Al reducirse,
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por la oxidacion de la respiracion celular, el MTT se convierte en un compuesto llamado
formazan, que es de color violeta, insoluble en agua y soluble en un disolvente organico,

como dimetilsulfoxido (DMSO) y que absorbe luz a 570 nm.

Las células se suspendieron en medio de cultivo con SBF al 20% (sin penicilina ni
gentamicina, para no alterar los resultados con los antibiodticos que vamos a utilizar) y se
ajustaron a una concentracion final de 1x10* células/mL. Se dispusieron en placas de 96
pocillos hasta alcanzar una confluencia del 80-90%. Posteriormente se retir6 el medio de
cultivo y se anadi6 200 uL por pocillo de cada una de las soluciones de los agentes
descontaminantes (CHX al 0,12% y al 0,2%; clindamicina a dosis de 150 pg/mL y
amoxicilina a dosis de 400 pg/mL, disueltos en medio de cultivo) y se incub6 durante un
minuto. Como grupo control se afiadieron a los pocillos 200 puL de medio de cultivo sin
descontaminante. Pasado este tiempo se aspird el sobrenadante y se lavaron las células 3
veces con PBS. Se afiadieron a cada pocillo 100 L. de medio DMEM sin rojo fenol que
contiene 5 mg/ml de MTT, incubandose durante cuatro horas a 37° C en estufa de CO; al
5%. Tras la incubacion, las células se lavaron con PBS y se les afiadieron 100 pL por
pocillo de DMSO. Se dejo6 actuar durante 30 minutos y finalmente se midi6 mediante un
espectrofotometro (SUNRISE TM-Basic, TECAN, Miénnedorf, Switzerland), a una
longitud de onda de 570 nm.

6.2.4. EFECTO DE LOS AGENTES
DESCONTAMINANTES SOBRE LA INDUCCION
DE APOPTOSIS.

El efecto de los distintos agentes descontaminantes sobre la induccion de
apoptosis/necrosis en osteoblastos humanos en cultivo se determiné mediante citometria
de flujo previo marcaje con Anexina V e loduro de Propidio (IP) (ANNEXINVKIT,
Inmunostep, Salamanca, Espafia). Para ello se prepard una suspension celular de 1x10*
células/ml, en medio DMEM suplementado con un 20% de SBF. Esta suspension celular
se dispuso en placas de cultivo de 6 pocillos, conteniendo cada uno de ellos un volumen
de 5 ml y se incubaron durante 24 h en condiciones estandar de cultivo. Pasadas las 24 h

de incubacion, se retird el medio y las células adheridas fueron tratadas. Para ello, se
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afiadieron por pocillo 5 mL de medio DMEM conteniendo los distintos agentes
descontaminantes a la dosis establecida (CHX al 0,12% y al 0,2%; clindamicina a dosis
de 150 pg/mL y amoxicilina a dosis de 400 pg/mL) durante 1 minuto a 37°C en estufa de
COs. Transcurrido ese tiempo de tratamiento se obtuvieron distintas suspensiones
celulares (una para cada dosis, mas una sin tratamiento utilizada como control) siguiendo
la siguiente metodologia: se descartd el medio de cultivo de cada pocillo, se lavo con PBS
y las células adheridas a la superficie de la placa de cultivo se despegaron mediante
tratamiento con 2 mL por pocillo de una solucion de tripsina (0.05%) y EDTA (0.02%) a
37 °C durante 10 minutos. A la suspension celular obtenida se le anadié un volumen de
5ml de medio de cultivo al 10% de SBF y se centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos.
El sedimento obtenido se suspendido en 500 ul de Buffer (Annexin V Binding Buffer,
1.0M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4M NaCl, 25mM CaClx) que fue distribuido en volimenes
de 100 pL a los que se les afiadi6 5 pl de Anexina V-FITC y 5 uL de IP. Posteriormente
fueron incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Después del
periodo de incubacion se anadi6 400 pL. de Annexin-binding Buffer a cada tubo. A
continuacion, las muestras fueron analizadas por citometria de flujo (FASC Canton II, SE
Becton Dickinon, Palo Alto, California, E.E.U.U). Los datos obtenidos fueron expresados

como porcentaje de células en distintos cuadrantes:

. + .
Q1: porcentaje de células [P (células necrdticas)

. , . + + ., . ,
Q2: porcentaje de células Annexina V /IP (células en apoptosis tardia)
Q3: porcentaje de células Annexina V'/ IP~ (células vivas)

. . + .
Q4: porcentaje de células Annexina V  (células apoptoticas)

6.2.5. EFECTO DE LOS AGENTES
DESCONTAMINANTES SOBRE LA ACTIVIDAD
FOSFATASA ALCALINA Y CAPACIDAD DE
MINERALIZACION DE LA MATRIZ.

- Actividad Fosfatasa Alcalina.
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La ALP es una hidrolasa que se localiza en la membrana celular del osteoblasto. Esta
enzima y su actividad se relacionan directamente con la mineralizacion de la matriz dsea;
es un marcador de diferenciacion del fenotipo osteoblastico y un indicador de formacion
y recambio 0seo. La evidencia cientifica hasta la fecha permite establecer una relacion
directa entre la presencia de ALP y el normal desarrollo del tejido 6seo en el cuerpo

humano (142).

Para esta experiencia las células se suspendieron en medio de cultivo con SBF al 20%
(sin penicilina ni gentamicina, para no alterar los resultados con los antibidticos que
vamos a utilizar) y se ajustaron a una concentracion final de 1x10* células/ml. Se
dispusieron en placas de 96 pocillos hasta alcanzar una confluencia del 80-90%.
Posteriormente se retir6 el medio de cultivo y se afiadio 200 pL por pocillo de cada una
de las soluciones de los agentes descontaminantes (CHX al 0,12% y al 0,2%; clindamicina
a dosis de 150 pg/mL y amoxicilina a dosis de 400 pg/mL, disueltos en medio de cultivo)
y se incub6 durante un minuto. Como grupo control se afiadi6 a algunos pocillos 200 pL
de medio de cultivo sin descontaminante. Pasado este tiempo se aspird el sobrenadante y

se lavo las células 3 veces con PBS.

Para el analisis de la ALP se utilizaron 50 pL del extracto de células lisadas de cada
muestra, que fueron dispensadas en placas de 96 pocillos, y se afiadiran 50 pL de sustrato
(P-nitrofenol fosfato) (Sigma Co. Chem. Comp., St. Louis, Mo, E.E.U.U). Esta técnica
mide la formacion de un producto de color amarillo (4-Nitrofenol) como consecuencia de
la accidn catalitica de la ALP sobre el sustrato. Se incubaron durante 45 minutos a 37°C;
posteriormente se afiadid 50 pL de NaOH 0.1M para parar la reaccion. Finalmente se

midi6 la absorbancia mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 405 nm.

Previamente se realizO una curva patron con distintas concentraciones conocidas del
producto (4-Nitrofenol), sobre la que extrapolar los datos de las muestras problema.
Ademas, se determiné la concentracion de proteinas que contienen las muestras lisadas,
al objeto de expresar la actividad ALP en puM/minuto/mg de proteinas. Dado que
1uM/minuto de producto equivale a 1 Unidad, la actividad ALP finalmente se expres6 en

Ul/mg de proteinas.

- Capacidad de mineralizacion de la matriz.
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La presencia de depdsitos de calcio en la matriz celular se detecté mediante el método de
Rojo de Alzarina S como lo describen Manzano-Moreno y cols. (2013) (78). Se
sembraron osteoblastos humanos (5x10* células/mL/pocillo) en una placa de 24 pocillos
y se cultivaron en medio osteogénico (DMEM suplementado con B-glicerofosfato a 5
mM y acido ascorbico a 0,05 mM) con 400 ug/mL de amoxicilina 0 150 ug/mL de
clindamicina a 37 °C en una atmdésfera humidificada de 95% de aire y 5% CO.. El medio
se reemplazd después de 4 dias y después cada 3 dias. La mineralizacion de la matriz de
cada linea celular se midi6 a los 15 y 22 dias de cultivo. Los pocillos se lavaron con
cloruro de sodio a 150 mM, se fijaron en etanol frio al 70% durante 5 minutos y se
enjuagaron tres veces con agua destilada. Seguidamente, los pocillos se incubaron durante
10 min con 1 mL de solucién de Rojo de Alzarina S al 2% (u/v) tamponada a pH 4 con
hidroxido de sodio, se enjuagaron cinco veces con agua destilada y finalmente se lavaron
con PBS para reducir la tincion inespecifica. Las imagenes tefiidas de los cultivos se
capturaron utilizando una camara digital. Los depdsitos de calcio presentes en la matriz
de colageno extracelular se tifieron de rojo, revelando nédulos de mineralizacién, que
fueron disueltos durante 15 minutos con cloruro de cetilpiridinio al 10% (p/v) en fosfato
de sodio a 10 mM (pH 7,0). A continuacion, la tincion extraida se transfirié a una placa
de 96 pocillos y se midio la absorbancia a 562 nm con un espectrofotdmetro de
placa/lector (Biotek ELx800).

6.2.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se expresaron como media + desviacion estandar (SD) y se compararon usando
el test de ANOVA. Un valor de p <0,05 se considero significativo en todas las pruebas.
Se realizaron al menos cinco experimentos para cada cultivo. El software SPSS 21.0 (IBM

Inc., Chicago, IL, E.E.U.U) fue utilizado para el analisis de datos.
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VILRESULTADOS
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7.1 EFICACIA DE LOS DISTINTOS MEDIOS
DE DESCONTAMINACION EN LA
REDUCCION DE LA CONTAMINACION
BACTERIANA.

Todas las muestras mostraron un crecimiento bacteriano después de la incubacion en
atmosfera anaerdbica o rica en COz. Debido a que los valores de UFC/mL no se
distribuyeron de manera homogénea dentro de cada grupo, se consideraron los valores

medios.

La media de UFC anaerdbicas/mL en las muestras fue 85,87 UFC/mL (mediana = 5) para
el grupo de control, 12,52 UFC/mL (mediana = 0) para el grupo de CHX, 60,03 UFC/mL
(mediana = 1) para el grupo de amoxicilina y 5,16 UFC/mL (mediana = 1) para el grupo
de clindamicina. Los valores medios correspondientes en condiciones ricas en CO2
fueron 71,03 UFC/mL (mediana = 6) para el grupo de control, 13,31 UFC/mL (mediana
= 0) para el grupo de CHX, 58,38 UFC/mL (mediana = 1) para la amoxicilina y 7,73
UFC/mL (mediana = 1) para el grupo de clindamicina. (Figura 2).

El nimero de UFC/mL en atmdsferas anaerdbicas y ricas en CO> difirio
significativamente entre: grupos de control y CHX (p <0,001), grupos de control y
amoxicilina (p <0,001), grupos de control y clindamicina (p <0,001), grupos de CHX y
amoxicilina (p <0,0001) y grupos de CHX y clindamicina (p <0,0001). No se observaron
diferencias significativas entre los grupos de amoxicilina y clindamicina en atmosfera

anaerobica (p = 0,7) o rica en CO2 (p =0,79). (Figura 3)
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Figura 2. Valores medios (DE) y mediana de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro en cada grupo (condiciones

anaerobicas y ricas en CO) tras 48 horas de cultivo.

Grupo N Media(DE) Mediana
Anaerobiosis
Suero fisiologico 62 85,87 379,25 5,00
Clorhexidina 62 12,52 + 68,09 0,00
‘Amoxicilina 62 60,03 + 380,98 1,00
Clindamicina 62 5,16 £9,12 1,00
Cco2
Suero fisiologico 62 71,03 +£290,25 6,00
Clorhexidina 62 13,31 +77,49 0,00
‘Amoxicilina 62 58,38 381,17 1,00
Clindamicina 62 7,73 + 1,86 1,00
Total
Suero fisiologico 124 156,90 + 666,16 11,5
Clorhexidina 124 25,82 + 145,38 0
Amoxicilina 124 118,39 + 762,07 2.5
Clindamicina 124 12,89 +£22,42 1,5
Abreviacion: SD, desviacion estandar
Figura 3. Valores p de 1a prueba de Mann-Whitney comparando los diferentes grupos.

Anaerobiosis CO2 Total
Suero fisiologico vs Clorhexidina <0,0001 <0,0001 <0,0001
Suero fisiologico vs Amoxicilina <0,0001 <0,0001 <0,0001
Suero fisiologico vs Clindamicina <0,0001 <0,0001 <0,0001
Clorhexidina vs Amoxicilina <0,0001 <0,0001 <0,0001
Clorhexidina vs Clindamicina <0,0001 <0,0001 <0,0001
Amoxicilina vs Clindamicina 0,7 0,79 0,56
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Figura 4. Test de Normalidad: Test de Anderson-Darling.

ANAEROBIOSIS CO2

Test de Anderson- Darling Test de Anderson- Darling

< 0,0001 < 0,0001

Figura 5. Comparaciones multiples: Test de Kruskal - Wallis y de la Mediana.

ANAEROBIOSIS CO2

Test de Kruskal-Wallis [Test de la Mediana(Test de Kruskal-Wallis Test de la Mediana

< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001

7.2. EFECTO DE LOS AGENTES
DESCONTAMINANTES SOBRE EL
CRECIMIENTO Y LA DIFERENCIACION DEL
OSTEOBLASTO.

7.2.1. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR.

El tratamiento de los osteoblastos humanos con 0,12 y 0,2% de CHX durante 1 minuto
produjo una reduccion significativa dependiente de la dosis en la proliferacion celular
(p<0,001) frente a los controles (células no tratadas). Sin embargo, la proliferacion celular
aumentd significativamente (p=0,006) después del tratamiento con 150ug/mL de
clindamicina, pero no cambid frente a los controles después del tratamiento con 400

ng/mL de amoxicilina (Figura 6).
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Absorbancia a 570nm

Descontaminante

Figura 6. Efecto de diferentes agentes descontaminantes sobre la proliferacion de los osteoblastos después de 1
minuto de cultivo versus controles (células no tratadas). Los datos se expresan como medias + DE. * P = 0,006;

** P <0,001.

7.2.2. ANALISIS DE APOPTOSIS Y NECROSIS.

La observacion de una disminucion en la proliferaciéon de osteoblastos después del
tratamiento con CHX impulsé la investigacion del efecto de este farmaco sobre el
crecimiento de osteoblastos, tratando osteoblastos humanos cultivados con una dosis de
0,12 0 0,2% durante 1 min y midiendo el efecto sobre la induccion de apoptosis y/o
necrosis. La Figura 7 muestra que este tratamiento tuvo un efecto citotoxico dependiente
de la dosis, con un aumento significativo en el porcentaje de células apoptoticas frente a

los controles (p = 0,004 y <0,001, respectivamente).
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Figura 7. Porcentaje de union de Anexina V y captacion de loduro de Propidio (IP) de los osteoblastos después
de 1 minuto de cultivo con 0,12 0 0,2% de CHX. Los datos se expresan como medias £ DE. * p = 0,005; ** p

<0,001.

7.2.3. ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA
(ALP).

El tratamiento de los osteoblastos con 150 pg/mL de clindamicina o 400 pg/mL de
amoxicilina durante 24 h aument6 la expresion de este marcador de diferenciacion frente
a los controles (figura 8), aunque la diferencia solo fue estadisticamente significativa tras

el tratamiento con clindamicina (p = 0,002).
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Figura 8. Actividad ALP de los osteoblastos después de 24 h de tratamiento con 150 pg/mL de clindamicina o

400 pg/mL amoxicilina en medio no osteogénico. Los datos se expresan como medias = DE. * p = 0,002.

7.2.4. FORMACION DE NODULOS Y
MINERALIZACION DE LA MATRIZ.

La Figura 9 representa el efecto sobre la mineralizacion de los nddulos tras el tratamiento
con clindamicina o amoxicilina a las dosis estudiadas. Los paneles A-C muestran que no
se observaron nddulos visibles en los cultivos de osteoblastos en el medio de
mineralizacion a los 15 dias tras el tratamiento con los agentes descontaminantes,
mientras que los paneles D-F muestran la presencia de nédulos a los 22 dias de cultivo,
observandose mayor numero y tamafio de nddulos en los osteoblastos tratados con
clindamicina. La Figura 10 muestra la cantidad de tincion con alizarina roja medida
colorimétricamente a los 15 y 21 dias de cultivo en medio osteogénico con 150 pg/mL de
clindamicina o 400 pg/mL de amoxicilina. No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos de 400 pg/mL de amoxicilina y control (sin tratar) a los 15 o 21 dias de
cultivo, pero la deposicion de calcio fue significativamente mayor (p <0,001) en
comparacion con los controles en el grupo de 150 pg/mL de clindamicina a los 15 y 21

dias.
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Figura 9. Imégenes teflidas de los cultivos capturadas con una cdmara digital. Los paneles A-C (control,
clindamicina y amoxicilina respectivamente) muestran que no se observaron nédulos visibles en ninguno de los
pocillos tratados con medio de mineralizacion a los 15 dias de cultivo. Los paneles D-F (control, clindamicina y
amoxicilina respectivamente) muestran la presencia de nddulos a los 22 dias de cultivo, observandose un mayor
namero y tamafo de nédulos en los osteoblastos tratados con clindamicina.
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Figura 10. Estudio cuantitativo de la mineralizacion de osteoblastos humanos (formacion de nédulos) en
funcidn de la duracién del tratamiento tras el cultivo en medio osteogénico suplementado con 150 pg/mL de
clindamicina 0 400 pg/mL de amoxicilina. * p <0,001.
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VIII. DISCUSION
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La implantologia actual requiere una gran exigencia técnica y precisa de procedimientos
de regeneracion dsea en muchas situaciones en las que la estética esta comprometida. La
evidencia cientifica nos muestra que la predictibilidad de este procedimiento y el
mantenimiento a largo plazo de la estabilidad de los implantes estan directamente
relacionados con la calidad y la cantidad de tejido 6seo disponible para su colocacion
(60) .

Existen situaciones de pérdida osea en el territorio bucal que ocasionan déficits estéticos
y funcionales. La sustitucion de este tejido 6seo perdido se realiza con ayuda de injertos
0seos de distinta naturaleza. Aunque los injertos 6seos se utilizan para tratar grandes
defectos, como los que se dan tras traumatismos, cirugias resectivas o malformaciones
congénitas, también hay pérdidas dseas menores que ocasionan déficits estéticos o
funcionales y que dificultan o condicionan nuestro tratamiento implantologico. Otras
causas de pérdida de tejido dseo son la enfermedad periodontal y la reabsorcion que se
produce de forma fisioldégica después de la pérdida dental. En todos estos casos el
resultado es un déficit en la cantidad y en la calidad de hueso en el 4rea en la que se

requieren implantes (59,143,144).

La reabsorcion alveolar que ocurre tras la pérdida dentaria se traduce en una disminucion
del hueso maxilar en anchura y altura. Las exigencias estéticas actuales recomiendan
evitarla, sobre todo en zonas del maxilar anterior, utilizando técnicas de preservacion
alveolar, que reducen los cambios dimensionales 6seos y permiten que la colocacion de
implantes se realice en condiciones Optimas. La preservacion del hueso alveolar y la
colocacion de implantes inmediatos son unas de las situaciones en las que se necesita un
material de relleno para evitar la pérdida de volumen, y se suma a las indicaciones antes
referidas. La implantologia no se limita ya a colocar fijaciones en sitios 6seos disponibles,
sino que busca colocarlas en la posicion tridimensional mas estética posible que garantice

de antemano los resultados protésicos (145).

Conocemos distintos materiales que pueden funcionar como sustitutos o rellenos dseos.
Entre ellos destacamos injertos autdlogos, homologos, heterdlogos y materiales
aloplasticos, que se han descrito ampliamente en la literatura y en la practica clinica como
validos candidatos. Aunque todos muestran propiedades como la osteoconduccioén o
capacidad para comportarse como patron tridimensional que permita alojarse al coagulo

y formar un entramado de células dseas, el mejor material sigue siendo el hueso autélogo,
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que ha sido calificado como “gold estandar”, debido a que contiene BMPs, minerales y

células Oseas vitales (62).

Dependiendo del tipo de defecto a regenerar se pueden obtener injertos autdlogos en
forma de bloque o en forma de particulas. En la practica clinica se utilizan los rascadores
de hueso tipo “back-action”, los filtros de hueso y el fresado biologico para la obtencion
de particulas de hueso autdlogo cortico-esponjosas. Estas son tutiles para el relleno de
pequefias cavidades Oseas, como elevaciones de seno, defectos periodontales, alveolos
postextraccion, aumento de la anchura de la cresta o relleno de los “gaps” en
implantologia inmediata. También se puede usar el hueso particulado para corregir
defectos Oseos pequefios tales como fenestraciones y dehiscencias producidas en la
instalacion de implantes osteointegrados, que necesitan un volumen de hueso
relativamente pequefio, pudiéndose obtener una cantidad suficiente utilizando una técnica
de hueso particulado obtenido de forma simultinea a la preparacion del lecho
implantologico. A este respecto, la obtencidon de hueso autdégeno a partir del fresado para
la instalacion de implantes la morbilidad es nula, ya que eliminamos la necesidad de un
segundo campo quirdrgico (146).

El hueso particulado obtenido mediante fresado biologico es el método que menor riesgo
de contaminacidn presenta en comparacion con otras técnicas. No obstante, existe un
riesgo inherente de contaminacion debido a las propiedades del medio bucal. Por lo tanto
el uso de agentes descontaminantes que ayuden a una reduccion de la contaminacion de
las particulas 6seas obtenidas mediante fresado bioldgico va a permitir un aumento en
las tasas de éxito de las técnicas de regeneracion Osea, de igual modo se hace
imprescindible que los agentes descontaminantes ademas de reducir la carga bacteriana

del injerto, no alteren la fisiologia del osteoblasto.

8.1. DETERMINACION DE LA EFICACIA DE
DISTINTOS MEDIOS DE
DESCONTAMINACION EN LA REDUCCION
DE LA CONTAMINACION BACTERIANA.
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Existen diferentes técnicas de recogida de particulas de hueso intraoral en zonas
adyacentes al defecto a regenerar (fresado biologico, rascadores dseos tipo back-action y
filtros de hueso). Estas técnicas proporcionan la ventaja de evitar la apertura de un
segundo campo quirurgico, con el consiguiente aumento de morbilidad. Como principal
inconveniente se describe la contaminacion bacteriana de las particulas dseas obtenidas

(87,105) que puede causar complicaciones infecciosas en las técnicas de injerto (147).

En publicaciones anteriores de nuestro grupo de investigacion se analizaron los diferentes
sistemas de recogida de hueso particulado atendiendo a la viabilidad de las células en el
tejido recogido (78) y a la colonizacidon bacteriana inherente a cada procedimiento (86).
En ambos estudios hemos concluido que el sistema de recogida mediante fresado
biologico, que consiste en utilizar el hueso que se obtiene en las espirales de las fresas al
labrar un lecho implantario a 50 r.p.m sin irrigacién, muestra un nivel de contaminacién
bacteriana significativamente reducido comparando con los otros dos sistemas de
recogida (86), y que los osteoblastos cultivados a partir de estas muestras de tejido
presentan mayor capacidad proliferativa y diferenciadora que los procedentes de tejido
recogido con los otros dos procedimientos (78). Aun asi, la obtencion de hueso
particulado mediante fresado bioldgico, siguiendo un estricto protocolo de asepsia puede

presentar colonizacion bacteriana (86).

En la literatura esta bien descrito que una de las complicaciones mas frecuentes y con mas
repercusion clinica en el resultado de los injertos 6seos es la infeccion del injerto en el
lecho. Las repercusiones clinicas, sociales y econdmicas por este motivo son enormes
(148).

En Cirugia Bucal e Implantologia también se describen fracasos de injertos por infeccion.
Por ello resulta indispensable plantear un sistema de desinfeccion local, ademas del uso
de la antibioterapia sistémica, que pueda reducir la carga bacteriana del material de
autoinjerto que se traslada al lecho receptor en regeneracion désea y alrededor de los
implantes, ya que esto nos llevaria a menores tasas de fracaso en estos procedimientos
(102).

En la literatura existen estudios que proponen diversos métodos de descontaminacion del
tejido Oseo para evitar la colonizacidon bacteriana durante la recogida y el transporte al
lecho receptor. A tal efecto se han ensayado diferentes antisépticos o antibidticos, pero

ninguno se ha mostrado completamente efectivo (99,103). Entre estos antibidticos se han
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descrito la cefazolina, el polvo de vancomicina, betalactdmicos como la amoxicilina, y
las lincosamidas como la clindamicina (96,97). En cuanto a los antisépticos el mas

frecuentemente utilizado en la literatura es la CHX (99-101).

Hemos elegido como descontaminantes para nuestro estudio dos antibidticos y un
antiséptico, los tres ampliamente utilizados en nuestro medio odontoldgico. Por su
espectro de accion, valido y especifico para la flora bucal, la amoxicilina y la clindamicina
se utilizan respectivamente como antibidticos de primera y de segunda eleccion (149). En
cuanto a la CHX se ha mostrado su efectividad y actualmente se utiliza como antiséptico
en las principales patologias infecciosas bucales, como la periodontitis (150). Ademas se
utiliza como antiséptico en dermatologia (151) y en traumatologia (152,153). Estos
hechos nos han llevado a seleccionar estos agentes como posibles descontaminantes en

nuestro estudio sobre particulas de tejido dseo.

Una revision de la literatura de Emre Tezulas y cols. (2008), concluye que existen
distintos medios para descontaminar particulas dseas; antisépticos como la clorhexidina
y antibidticos como la tetraciclina, rifamicina o clindamicina; aunque nos sugiere que se
necesitan mas estudios para identificar el desinfectante mas efectivo de particulas oseas

obtenidas a través de osteotomia (99).

En nuestro estudio todos los agentes descontaminantes utilizados se han mostrado
efectivos para reducir significativamente la carga bacteriana de las particulas de hueso
obtenidas mediante fresado biologico cuando los comparamos con el suero fisiologico
(agente control). La clindamicina consigue un efecto descontaminante superior a los
demas agentes descontaminantes utilizados, seguido de la CHX y amoxicilina. En esta
misma linea Emre Tezulas y cols. (2009), concluyeron que la CHX y clindamicina
utilizadas a concentraciones similares a las de nuestro estudio pero durante un tiempo de
3 min, eran eficaces para descontaminar particulas de hueso obtenidas en la preparacion
de lechos implantarios, aunque sugiere que seria recomendable la comparacion de
ambos agentes en futuros estudios. Estos autores no encuentran en su
investigacion diferencias entre el uso de uno u otro método para desinfectar los injertos
Oseos, al contrario que nosotros, lo que podria ser debido a la administracion de
antibioticos orales previos a la intervencion en todos los pacientes, siendo esto un criterio

de exclusion en nuestro estudio (154).

Otros estudios como la revision bibliografica de Pommer y cols. (2014), nos indica que

la CHX requiere un tiempo minimo de 15 segundos para tener un efecto descontaminante
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en injertos 0seos. De igual modo en nuestro estudio la CHX ha demostrado ser un método
eficaz para la descontaminacién de particulas dseas durante un tiempo de 1 minuto. En
dicha revision la clindamicina también ha demostrado una eficacia descontaminante, pero

en este caso ligeramente inferior a la clorhexidina (100).

Etcheson y cols. (2007), compararon el efecto descontaminante de la CHX al 0,12% y la
tetraciclina 50 ug/mL en particulas O6seas obtenidas mediante fresado biologico usadas
durante un minuto. Obteniendo con la tetraciclina una reduccion considerable en las UFC
en comparacion con la CHX, pero, al igual que nosotros, no consiguieron una
descontaminacion total de las muestras. Al comparar estos resultados con nuestro estudio
podemos observar que otra familia de antibidticos como las tetraciclinas también han

obtenido un efecto descontaminante superior a la CHX (147).

En nuestro estudio hemos utilizado CHX al 0,12% durante 1 minuto, para obtener el
mayor efecto descontaminante posible sin alterar la viabilidad celular del osteoblasto, de
acuerdo a previos estudios (100,139,147,155,156). La literatura muestra, como limitacion
de la CHX la aparicion de un efecto citotdxico en osteoblastos cultivados in vitro cuando
se utiliza a concentraciones de 0,1% y tiempos de actuacion prolongados (5-10 minutos)
(155). Resultados similares son encontrados por T.-H. Lee y cols. (2010), mostrando que
la CHX inhibe el crecimiento celular, proliferaciéon y la sintesis de colageno de
osteoblastos a elevadas dosis (156). Sin embargo, algunos autores han comprobado la
viabilidad de los osteoblastos usando la CHX a concentraciones de 0,12% durante 1
minuto (139), al igual que otros autores concluyen que la CHX conserva la viabilidad
celular de los osteoblastos por encima de 30 segundos (100). Igualmente, los antibidticos
han sido utilizados clasicamente para la descontaminacion de aloinjertos Oseos, en
alveolos postextraccion de terceros molares, o sobre fracturas 6seas de forma eficaz sin
alterar la osteogénesis (157). Estos agentes a altas concentraciones muestran inhibicion
de la actividad metabdlica y proliferacion de los osteoblastos (140). Sin embargo, aunque
la clindamicina a altas dosis 500 pg/mL tiene un efecto citotoxico (141), a bajas dosis
permite la viabilidad celular de osteoblastos (140), e incluso es capaz de estimular el
metabolismo de dichas células (141). Por este motivo nuestra dosis de aplicacion ha sido
una dosis baja 150 pg/mL para intentar beneficiarnos del poder descontaminante de este

agente sin alterar el metabolismo osteoblastico.

En este sentido, Rathbone y cols. (2011), mostraron que la amoxicilina a dosis superiores

a 500 pg/ml produce una reduccion moderada en el nimero de células osteoblasticas y
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una disminucidn de la actividad fosfatasa alcalina en torno al 26- 49% con respecto al
control. Solo a partir de dosis de 2000 ug/mL se observa una reduccion superior al 75%
en el nimero de células osteoblasticas (158). Por este motivo la dosis utilizada en nuestro
estudio ha sido 400 u/mL con el objetivo de mantener la viabilidad celular y la actividad

metabdlica ademas de permitirnos un efecto descontaminante adecuado.

Una limitacion de este estudio es que solo se prob6 una dosis tnica de amoxicilina (400
pug/mL) y clindamicina (150 pg/mL), basado en estudios y experiencias previos, para
aplicar la concentracion maxima compatible con la viabilidad de las células del tejido

0seo, es decir, una dosis no toxica.

Una aplicacion de 1 minuto de cada uno de los agentes descontaminantes considerados
en nuestro redujo significativamente el recuento de UFC en comparacion con la
aplicacion de suero fisioldgico. El efecto descontaminante mas eficaz sobre particulas
Oseas obtenido por perforacion a baja velocidad fue logrado con clindamicina, seguido de
la clorhexidina y la amoxicilina. La aplicacién rutinaria de este antibidtico para la
descontaminacion de injertos Oseos intraorales es simple, efectiva y econdmica. La
clorhexidina también se mostrd eficaz, como se demuestra nuestro estudio. Ademas, el
hecho de que se administre de manera local en lugar de sistémica reduce la posibilidad de

generar resistencias de bacterias.

8.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS
AGENTES DESCONTAMINANTES SOBRE EL
CRECIMIENTO Y LA DIFERENCIACION DEL
OSTEOBLASTO.

Nuestro estudio compar6 el efecto sobre los osteoblastos de tres descontaminantes
ampliamente utilizados en implantologia dental para evitar complicaciones infecciosas
tras colocar un injerto 6seo: CHX, amoxicilina y clindamicina. Los experimentos se
llevaron a cabo utilizando hueso particulado extraido mediante fresado biologico (80). La
recogida de hueso de zonas intraorales adyacentes al area receptora puede disminuir el

grado de contaminacion de los injertos, por su relativa facilidad de obtencidn, sin
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embargo, como hemos descrito la contaminacion bacteriana de esas particulas Oseas
obtenidas podria causar infecciones y complicaciones. Por ese motivo Olvera-Huertas y
cols. (2021) han propuesto distintos descontaminantes para el tratamiento de estos injertos
Oseos previamente a su colocacion. De acuerdo a previos estudios, la CHX, amoxicilina
y clindamicina con el mismo tiempo de aplicacion y dosis utilizadas que en nuestro
estudio, se mostraron efectivos para reducir la contaminacion bacteriana de injertos 6seos
intraorales recogidos mediante la técnica de fresado biologico, con diferencias
significativas a favor de la clindamicina (159). En ese aspecto la desinfeccion de dichos
injertos se hace fundamental, pero de igual importancia es que esas células Oseas
contenidas en ese injerto se mantengan viables, ya que nos dotan de unas propiedades que

no las conseguimos con ningun otro tipo de injertos (158,159).

Por tanto, junto a un adecuado efecto descontaminante se requiere que el agente utilizado
no comprometa la capacidad funcional del osteoblasto, célula clave para una adecuada
evolucion del proceso de integracion del injerto. Nuestros resultados contribuyen a
aclarar que la clindamicina es el agente de eleccion de los tres descontaminantes de uso
comun estudiados (CHX, amoxicilina y clindamicina) en base a su efecto sobre el
osteoblasto. Nuestros resultados mostraron que la CHX presenta un efecto claramente
nocivo, la amoxicilina no afecta a la capacidad funcional y que clindamicina no solo no
muestra efectos adversos sino que presenta un efecto beneficioso sobre la capacidad

funcional del osteoblasto.

Diferentes autores han estudiado el efecto de la CHX sobre la fisiologia del osteoblasto,
aunque existe controversia con respecto a las dosis y tiempos de utilizacion analizados
(142,155). Los resultados de nuestro estudio han mostrado que el tratamiento de los
osteoblastos con CHX al 0,12 % y 0,2% durante 1 minuto, posee un claro efecto adverso
sobre el osteoblasto, al originar una inhibicion significativa, del 82% y el 85%
respectivamente, sobre la proliferacion celular (p< 0,001) con respecto al grupo control.
Ademas, el tratamiento de los osteoblastos con CHX al 0,12 % y 0,2% durante 1 minuto,
mostré un efecto citotoxico dosis dependiente, el cual se tradujo en un aumento
significativo del porcentaje de células apoptoticas (72,7%, p=0.004 y 93,6 %, p<0.001
respectivamente). En este sentido, Pommer y cols. (2014), informaron que el tratamiento
con CHX al 0.1% fue factible cuando se aplic6 durante 15 segundos, pero las células
6seas murieron después de 30 segundos de tiempo de contacto (100). Asimismo, VOrds y

cols. (2014), observaron una disminucion significativa de la viabilidad de osteoblastos
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humanos en cultivo tras el tratamiento con CHX al 0,1% durante 1 minuto (155). Otros
autores, mostraron que el tratamiento de osteoblastos con dosis de CHX al 0,02% durante
I minuto produce una disminucion significativa en el ratio de supervivencia de
osteoblastos con respecto al control, y que dosis mayores al 0,02% inhiben el
crecimiento, la proliferacion y la sintesis de colageno de las células osteoblasticas (142).
En contraposicion, otros autores describen la viabilidad de las células osteoblasticas

después de aplicar CHX al 0.12% durante mas de 30 segundos (100) o 1 minuto (139).

Otros candidatos utiles para la descontaminacion de injertos 6seos son los antibidticos
(159). Se sabe que antibioticos como la clindamicina es eficaz para descontaminar
aloinjertos 6seos, alvéolos tras la extraccion del tercer molar y fracturas 6seas (140) sin
afectar la viabilidad, la actividad metabolica o la proliferacion de los osteoblastos a bajas
dosis (157), y que incluso pueden estimular su metabolismo. Por tanto, la clindamicina
tiene un efecto citotdxico a dosis altas (500pg/mL), pero a bajas dosis los osteoblastos
siguen siendo viables (141), incluso puede estimularse su metabolismo como se muestra
en nuestro estudio. De acuerdo con los hallazgos antes mencionados, aplicamos una dosis
baja de clindamicina, 150 pg/ mL, para beneficiarnos de su potencia descontaminante sin
alterar el metabolismo de los osteoblastos. Los resultados de nuestro estudio, no muestran
una afectacion adversa sobre la fisiologia del osteoblasto tras el tratamiento con 150
pg/mL de clindamicina, sino que, por el contrario, observamos un aumento en la
proliferacion celular, asi como un aumento de la sintesis de fosfatasa alcalina, lo que
explicaria a su vez el efecto favorable también observado de la clindamicina sobre la
capacidad de mineralizacion de los mismos. En este sentido, Almazin y cols. (2009),
observaron que el tratamiento de los osteoblastos con 0,5 mg/mL de doxiciclina durante
48 horas no redujo significativamente la viabilidad celular con respecto al control, sin

embargo, si produjo un aumento de la actividad fosfatasa alcalina (137).

El tratamiento de los osteoblastos con 400 pg/mL de amoxicilina no tuvo ningun efecto
sobre su proliferacion o capacidad de diferenciacion en comparacion con las células no
tratadas segun nuestro estudio. Rathbone y cols. (2011), observaron que la amoxicilina a
dosis mayores a 500 upg/mL disminuyé moderadamente el recuento de células
osteoblasticas frente a los controles, reduciendo la actividad de la fosfatasa alcalina en un
26-49%, por otra parte el recuento se redujo en > 75% a dosis mayores o iguales a 2000
pg/mL (158). Ahora bien, recientemente Olvera-huertas y cols. (2021), describen que la

utilizacién de amoxicilina a dosis de 400 pg/mL es efectiva en la descontaminacion de

84



TESISDOCTORAL __ ANTONIOJESUSOLVERA HUERTAS

injertos dseos intraorales (159). Nuestros resultados muestran que el tratamiento de los
osteoblastos con amoxicilina a la dosis de 400 pg/mL no afecta a la proliferacion ni a la
capacidad de diferenciacion de los mismos con respecto a las células no tratadas; lo cual
supone una ventaja ya que se consigue un buen efecto descontaminante sin interferir en

la capacidad funcional del osteoblasto.

Una limitacion de nuestro estudio es que solo probamos una tinica dosis de amoxicilina
(400 pg/mL) y clindamicina (150pg/mL), aunque se seleccionaron como las dosis
maximas conocidas con la viabilidad de las células del tejido 6seo en base a estudios
previos en la literatura, para aplicar la concentracion maxima compatible con la viabilidad
de células de tejido Oseo, es decir, una dosis no toxica y que tenga una capacidad de

descontaminacion efectiva (159).

La aplicacion rutinaria de clindamicina para la descontaminaciéon de injertos Oseos
intraorales es mas efectiva que el uso de CHX o amoxicilina como se demostrd
anteriormente (159), la clindamicina a dosis bajas favorece el crecimiento y la
diferenciacion del osteoblasto por lo que podria constituir el descontaminante de eleccion
para el tratamiento de los injertos Oseos intraorales. Aun asi son necesarios futuros
estudios que valorasen cual podria ser la dosis maxima aplicable de cada agente
descontaminante que no afecte a las propiedades de los osteoblastos, encontrando un
equilibrio entre maxima descontaminacion y maxima viabilidad de las células

osteoblasticas; asi como ratificar nuestros resultados obtenidos.
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1. La utilizacion de los diferentes medios de descontaminacién durante 1 minuto produce
una reduccion significativa en el nimero de UFC con respecto al agente de control. La
clindamicina muestra un mayor efecto descontaminante de particulas 0seas obtenidas

mediante fresado biologico seguido de la clorhexidina y la amoxicilina.

2. La clorhexidina muestra un efecto negativo sobre el crecimiento del osteoblasto,
disminuyendo la proliferacion mediante la inducciéon de la apoptosis/necrosis. Sin
embargo la clindamicina, muestra un efecto positivo sobre la proliferacion y
diferenciacion de esta célula. La amoxicilina no mostré ningin efecto sobre el

crecimiento y diferenciacion.
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CURSO: 1V Programa de formacion postgraduada en ortodoncia clinica.
CENTRO: Clinica dental Dr. Rafael Mufioz Morente.

DURACION: 600 horas

CERTIFICADO/DIPLOMA/TITULO: Diploma de asistencia

FECHA: Septiembre 2013 — Septiembre 2015

CURSQO: Dental color matcher.

CENTRO: Society for color and appearance in dentistry.
DURACION: 5 horas

CERTIFICADO/DIPLOMA/TITULO: Certificado de asistencia
FECHA: Junio 2014

CURSO: Formacion postgraduada en oclusion y rehabilitacion.
CENTRO: The Dawson Academy Espaiia.

DURACION: 100 horas

CERTIFICADO/DIPLOMA/TITULO: Certificado de asistencia
FECHA: Junio 2017 — Mayo 2018
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OTRAS BECAS/AYUDAS DISFRUTADAS

INSTITUCION: BECA PROPIA UNIVERSIDAD GRANADA PARA ESTUDIOS EN LA
FACULTAD DE ODONTOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
CHIHUAHUA (MEXICO).

FECHA: AGOSTO 2010 -SEPTIEMBRE 2010

INSTITUCION: BECA ERUASMUS, CHARLES UNIVERSITY OF PRAGUE.
FECHA: FEBRERO 2011 — JUNIO 2011

INSTITUCION: BECA DE INMERSION EN LENGUA Y CULTURA INGLESA POR EL
MINISTERIO DE EDUCACION, CULTURA Y DEPORTE. ATLANTIC LANGUAGE
(GALWAY).

FECHA: AGOSTO 2010

IDIOMAS (Indicar el nivel. Excelente, Bueno, Bésico)

IDIOMA: INGLES

LECTURA: BUENO, NIVEL B1
ESCRITURA: BUENO, NIVEL B1
EXPRESION ORAL: BUENO, NIVEL B1

PUBLICACIONES EN REVISTAS

AUTORES (p.o. de firma): Olvera-Huertas AJ, Manzano-Moreno FJ.

TITULO: MANEJO DEL COLGAJO VESTIBULAR MEDIANTE “TECNICA DE
BOLSILLO PERIOSTICO” EN REGENERACION OSEA GUIADA.
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NOMBRE DE LA REVISTA: Revista odontologica granadina

Volumen: 18

Paginas (inicial y final): 10-14
Editorial:

Pais de publicacion: Espafa
Afio de publicacion: 2017
ISSN: 1576-4966

AUTORES (p.o. de firma): Olvera-Huertas AJ, Mufioz-Soto E, Olmedo-Gaya MV.

TITULO: REGENERACION OSEA GUIADA COMO TRATAMIENTO REPARADOR
DE LA PERIIMPLANTITIS.

NOMBRE DE LA REVISTA: Geistlich news

Volumen:-

Paginas (inicial y final): suplemento 2017
Editorial:-

Pais de publicacion: Espafia

Afio de publicacion: 2017

ISSN: 6000-2158

AUTORES (p.o. de firma): Olvera-Huertas AJ, Linares-Recatala M, Herrera-Briones
FJ, Vallecillo-Capilla MF, Manzano-Moreno FJ, Reyes-Botella C.

TITULO: MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF AUTOLOGOUS BONE
PARTICLES OBTAINED BY LOW-SPEED DRILLING AND TREATED WITH
DIFFERENT DECONTAMINATION AGENTS.
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NOMBRE DE LA REVISTA: International Journal of Oral and Maxillofacial Surgery

Volumen: 50

Paginas (inicial y final): 104-108

Editorial: ELSEVIER

Pais de publicacion: England

Afio de publicacion: 2021

DOI/ISSN: 10.1016/j.ijom.2020.04.019 / 1399-0020 0901-5027

ASISTENCIAS/CONTRIBUCIONES A CONGRESOS (Comunicaciones, Actas,
Publicaciones...)

Titulo de la aportacion: ATROFIAS MAXILARES: UN RETO PARA LA
TERAPEUTICA. A PROPOSITO DE UN CASO CLINICO.

Nombre del congreso: ler Congreso Nacional de la Sociedad Cientifica de Odontologia
Implantoldgica — SCOIL.

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Afio: 2011

Lugar: Granada, Espafa

Autores: Trigueros J; Olvera-Huertas AJ; Mufioz JL; Ruiz Fernandez RM; Carrillo
Badillo AM; Galindo-Moreno P.

Titulo de la aportacion: COSTE DE TRATAMIENTO ODONTOLOGICO Y
NECESIDADES PROTESICAS EN FUNCION DEL GRADO DE DISCAPACIDAD
EN PACIENTES INSTITUCIONALIZADOS DISMINUIDOS PSIQUICOS.

Nombre del congreso: 42 Reunién Anual Sociedad Espafiola de Protesis
Estomatoldgica - SEPES

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Afio: 2012

Lugar: Granada, Espafia
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Autores: Ruiz Fernandez, Rosa Maria; Olvera-Huertas AJ; Valenzuela Serrano, Sara;
Garcia Aragon, Maria América.

Titulo de la aportacion: CARGA FUNCIONAL CONVENCIONAL VS CARGA
INMEDIATA PARA SOBREDENTADURAS.

Nombre del congreso: 42 Reunion Anual Sociedad Espariola de Protesis Estomatologica
- SEPES

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Ano: 2012

Lugar: Granada, Espafa

Autores: Guerrero Jimenez, Francisco; Romero Sanchez, Marcos; Olvera-Huertas AJ.

Titulo de la aportacion: NANOGELES CARGADOS CON DEXAMETASONA
FOSFATO SODICO.

Nombre del congreso: 45 Reunion Anual Sociedad Espariola de Protesis Estomatologica
- SEPES

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Ano: 2015

Lugar: Sevilla, Espafia

Autores: Olvera-Huertas AJ; Rosales Leal JI.

Titulo de la aportacion: REHABILITACION DE MAXILARES ATROFICOS CON
IMPLANTES CIGOMATICOS Y TECNICA ALL-ON-FOUR. A PROPOSITO DE UN
CASO.

Nombre del congreso: XIII Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Ano: 2015

Lugar: Bilbao, Espafia

Autores: Olvera-Huertas AJ; Liébana-Hermoso, Sara; Mendoza-Arnau, Amparo;
Prados-Sanchez, Estrella; Torres-Gonzalez, Isabel; Herrera Briones, Francisco Javier;
Muelas-Jiménez, Maria Isabel.

Titulo de la aportacion: ESTUDIO DE LA EFECTIVIDAD DE DIFERENTES
MEDIOS DE DESCONTAMINACION PARA REDUCIR LA CARGA BACTERIANA
DE PARTICULAS DE HUESO AUTOLOGO OBTENIDAS MEDIANTE FRESADO
BIOLOGICO.

Nombre del congreso: XIII Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Afo: 2015

Lugar: Bilbao, Espafia

Autores: Linares Recatala, Macarena; Olvera-Huertas AJ; Manzano Moreno,
Francisco Javier; Herrera Briones, Francisco Javier;  Vallecillo Capilla, Manuel
Francisco; Reyes Botella, Candelaria.

Titulo de la aportacion: DISOSTOSIS CLEIDOCRANEAL. TRATAMIENTO
QUIRURGICO-PROSTODONCICO. REPORTE DE UN CASO.
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Nombre del congreso: 46 Reunion Anual Sociedad Espariola de Protesis Estomatologica
- SEPES

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Afo: 2016

Lugar: Bilbao, Espafia

Autores: Olvera-Huertas AJ; Peyrallo Martin, Fernando; Martin de las Heras, Ana;
Peyrallo Pérez, Fernando.

Titulo de la aportacion: INFLUENCIA DEL PH SOBRE LA INDUCCION DE
APOPTOSIS EN OSTEOCLASTOS TRATADOS CON ALENDRONATO.

Nombre del congreso: X1V Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Comunicacion en congreso

Ambito: Nacional

Afio: 2016

Lugar: Malaga, Espafia

Autores: Manzano-Moreno, Francisco Javier; Ramos, Javier; Olvera-Huertas AJ;
Reyes-Botella, Candelaria; Garcia, Olga; Ruiz, Concepcion.

Titulo de la aportacion: EFECTIVIDAD DE TRES METODOS DE
DESCONTAMINACION PARA REDUCIR LA CARGA BACTERIANA DE
PARTICULAS DE HUESO AUTOLOGO OBTENIDAS MEDIANTE FRESADO
BIOLOGICO.

Nombre del congreso: X1V Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Comunicacion en congreso

Ambito: Nacional

Ano: 2016

Lugar: Malaga, Espafia

Autores: Olvera-Huertas AJ; Linares-Recatald, Macarena; Manzano-Moreno,
Francisco Javier; Herrera-Briones, Francisco Javier; Yael Carrazco, Pablo; Reyes-
Botella, Candelaria.

Titulo de la aportacion: MANEJO DEL COLGAJO VESTIBULAR MEDIANTE
“TECNICA DE BOLSILLO PERIOSTICO” EN REGENERACION OSEA GUIADA.
A PROPOSITO DE 3 CASOS.

Nombre del congreso: 51Congreso de la Sociedad Espafiola de Periodoncia y
Osteointegracion

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Ano: 2017

Lugar: Mélaga, Espafa

Autores: Olvera-Huertas AJ' Manzano moreno, Francisco Javier; Ruiz Saez, Antonio
Jesus; Vallecillo Rivas, Cristina; Garcia Vazquez, Marta; Vallecillo-Capilla, Manuel
Francisco

Titulo de la aportacion: EFECTIVIDAD DE TRES METODOS DE
DESCONTAMINACION PARA REDUCIR LA CARGA BACTERIANA DE
PARTICULAS DE HUESO AUTOLOGO OBTENIDAS MEDIANTE FRESADO
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BIOLOGICO.

Nombre del congreso: XV Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Comunicacion en congreso

Ambito: Nacional

Afo: 2017

Lugar: Valencia, Esparia

Autores: Olvera-Huertas AJ; Linares-Recatala, Macarena; Manzano-Moreno,
Francisco Javier, Herrera-Briones, Francisco Javier; Vallecillo-Capilla, Manuel
Francisco; Reyes-Botella, Candelaria.

Titulo de la aportacion: MANEJO DEL COLGAJO VESTIBULAR MEDIANTE
“TECNICA DEL BOLSILLO PERIOSTICO” EN REGENERACION OSEA GUIADA,
A PROPOSITO DE TRES CASOS.

Nombre del congreso: XV Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Ano: 2017

Lugar: Valencia, Esparia

Autores: Antequera, Raquel; Olvera-Huertas AJ; Gonzalez, Mercedes; Garcia, Juan;
Miranda, Manuel; Manzano-Moreno Francisco Javier.

Titulo de la aportacion: TRATAMIENTO DE RECESIONES MULTIPLES CON
INJERTO DE TEJIDO CONECTIVO VERSUS MATRIZ DERMICA ACELULAR. A
PROPOSITO DE UN CASO CLINICO.

Nombre del congreso: XVI Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Ano: 2018

Lugar: Palma de Mallorca, Espafa

Autores: Lachguer, Iman; Mendoza Arnau, Amparo; Torres Gonzélez, Elena; Garcia
Véazquez, Marta; Olvera-Huertas AJ; Manzano Moreno, Francisco Javier.

Titulo de la aportacion: COLGAJO DESPLAZADO LATERALMENTE VS
COLGAJO BIPEDICULADO (DOBLE PAPILA) ASOCIADO A INJERTO DE
CONECTIVO PARA EL TRATAMIENTO DE RECESIONES RADICULARES. A
PROPOSITO DE DOS CASOS.

Nombre del congreso: XVI Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Afio: 2018

Lugar: Palma de Mallorca, Espaiia

Autores: Vallecillo Rivas, Marta; Olvera-Huertas AJ; Quesada Garcia, Pilar; Lachguer,
Iman; Muelas Jiménez, Maria Isabel; Vallecillo Capilla, Manuel Francisco.

Titulo de la aportacion: ALTERNATIVAS AL INJERTO DE TEJIDO CONECTIVO
SUBEPITELIAL PARA EL AUMENTO DE VOLUMEN DE TEJIDO BLANDO
ALREDEDOR DE IMPLANTES: UNA REVISION SISTEMATICA.

Nombre del congreso: XVII Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

108



TESISDOCTORAL __ ANTONIOJESUSOLVERA HUERTAS

Afo: 2019

Lugar: Sevilla, Espaiia

Autores: Pradillo, Diego; Manzano-Moreno, Francisco Javier; Olmedo, Maria Victoria;
Castro, Carlota; Aguilar, Luis; Olvera-Huertas AJ.

Titulo de la aportacion: USO DE LA MATRIZ DE COLAGENO GEISTLICH FIBRO-
GUIDE COMO TECNICA PARA EL AUMENTO DE VOLUMEN DE ENCIA.
Nombre del congreso: XVII Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal

Tipo de evento: Poster en congreso

Ambito: Nacional

Ano: 2019

Lugar: Sevilla, Espafia

Autores: Torres, Elena Monica; Mufioz, Esther; Romero, Nuria; Olvera-Huertas AJ;
Lisbona, Maria Jesus; Herrera, Francisco Javier.

EXPERIENCIA DOCENTE

CURSO: Master Propio en Cirugia Bucal e Implantologia
CENTRO: Facultad de Odontologia, Universidad de Granada
DURACION: Desde Septiembre de 2017 Hasta Septiembre de 2019

CURSO: Master Universitario en Cirugia Bucal e Implantologia
CENTRO: Facultad de Odontologia, Universidad de Granada
DURACION: Desde Septiembre de 2017 Hasta Septiembre de 2019

CURSO: Méster Universitario en Cirugia Bucal e Implantologia
CENTRO: Facultad de Odontologia, Universidad de Granada
DURACION: Desde Septiembre de 2019 Hasta Actualidad

PREMIOS RECIBIDOS Y OTROS MERITOS

1. Premio extraordinario fin de licenciatura, Facultad de Odontologia, Universidad
de Granada (2011)
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2. Ganador del I concurso de casos clinicos INIBSA Universidad Granada. Facultad
odontologia. Regeneracion Osea guiada como tratamiento reparador de la
periimplantitis. Facultad de Odontologia. Universidad de Granada (Diciembre

2016)
3. Miembro SEPA, SEDO
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XII. ANEXOS
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ANEXO I. GLOSARIO DE TERMINOS.

-Proteinas morfogenéticas dseas: BMPs

-Brain-Heart Infusion: BHI

-Colony-forming units: CFUs

-Alkaline phosphatase: ALP

-Factor de crecimiento transformante beta: TGF-f3
-Fosfatasa alcalina: ALP

-Leucemia linfoblastica aguda: cALLa

-Interleuquina 4: 1L-4

-Interleuquina 12: 1L-12

-Interleuquina 15: IL-15

-Interleuquina 18: IL-18

-Interferon gamma: IFN-y

-Osteoprotegerina: OPG

-Ligando de receptor activador nuclear Kappa-B: RANKL
-Interleuquina 1: IL-1

-Interleuquina 6: IL-6

-Factor de Necrosis Tumoral alfa: TNF-a

-Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Mastocitos: GM-CS/FM
-Proteina Quimiotactica de Monocitos tipo 1: MCP- 1
- Proteina Inflamatoria de Macrofagos: MIP

- Interleuquina 8: 1L-8

-Proteina de matriz dentinaria 1: DMP-1

-Factor de crecimiento fibroblastico 23: FGF-23
-Proteina 6sea Gla: OSC

-Proteina Gla matricial: MGP

-Factor de crecimiento derivado de la insulina: IGF
-Acido clorhidrico: HCL

-Factor de crecimiento de origen plaquetario 16: PDGF16
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-Factor de crecimiento transformador 14: TGF14
-Factor de crecimiento transformador 15: TGF15
-Factor de crecimiento de fibroblastos 18: FGF18
-Factor de crecimiento de fibroblastos 19: FGF19
-Factor de crecimiento insulinico 20: IGF20

-Factor de crecimiento insulinico 21: IGF21

-Factor de crecimiento insulinico 22: IGF22

-Factor de crecimiento insulinico 23: IGF23

-Factor de crecimiento insulinico 24: IGF24

-Factor de crecimiento insulinico 25: IGF25

-Factor de crecimiento epitelial 26: EGF26

-Factor de crecimiento epitelial 27: EGF27

-Factor de crecimiento endotelial vascular 15: VEGF15
-Factor de crecimiento derivado de la insulina 2: IGF-II
-Clorhexidina: CHX

-Unidades formadoras de colonias: UFC

-Intervalo de confianza: IC

-Solucion salina tamponada con fosfato: PBS

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: DMEM
-Suero fetal bovino: SBF

-Dioxido de Carbono: CO>

-Acido etilendiaminotetraacético: EDTA

-Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol: MTT
-Dimetilsulféxido: DMSO

-loduro de Propidio: IP
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ANEXO II. APROBACION DE LA COMISION DE ETICA DE LA
UNIVERSIDAD DE GRANADA.

Universidad de Granada
Vicerrectorado de Politica
Cientifica e Investigacién

COMISION DE ETICA EN INVESTIGACION
DE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA

La Comisién de Etica en Investigacion de la Universidad de Granada, oido el
informe preliminar del Presidente del Comité en Investigacion Humana, emite
informe favorable a la metodologia en la investigacion titulada “Influencia de
las distintas técnicas de toma de injertos Gseos intraorales, sobre la capacidad
proliferativa de los osteoblastos humanos en cultivo” que dirige D./Diia.

Candelaria Reyes Botella.

Granada a 19 de septiembre de 2011

LA PRESIDENTA LA SECRETARIA

Fdo: M?* Dolores Suérez Ortega Fdo: Irene Luque Fernandez
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ANEXO I11.CONSENTIMIENTO INFORMADO.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE
INVESTIGACION

Titulo del proyecto: Autoinjertos 6seos intraorales: utilizacion de agentes descontaminantes

e influencia sobre el osteoblasto.

Investigador principal: Candelaria Reyes Botella
Sede donde se realizara el estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Granada.

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados.
Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira
que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y
fechada.

1. OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esté invitando a participar en un estudio de investigacidn que tiene como
objetivo valorar la influencia de distintos agentes descontaminantes sobre injertos 0seos
obtenidos mediante fresado biolégico y valorar la influencia de estos sobre distintos
parametros de la fisiologia del osteoblasto.

2. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Con este estudio se conocerd el efecto descontaminante de los distintos agentes y se
valorara su influencia sobre la fisiologia ésea.

Este estudio permitira que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento
obtenido sobre estos farmacos.

3. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

El estudio consiste en recoger los excedentes de hueso que se producen tras la realizacion
de cirugias de colocacion de implantes dentales con las fresas utilizadas en la realizacion
del lecho implantario.

Las muestras recogidas seran trasladadas a un laboratorio para su procesado y posterior
cultivo.

4. ACLARACIONES
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Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.
No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando
el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar o no, las razones de su
decision, la cual sera respetada en su integridad.

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.
No recibira pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podré solicitar informacién actualizada sobre el mismo, al
investigador responsable.

La informacidn obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente,
sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

En caso de que usted desarrolle algln efecto adverso secundario no previsto, tiene derecho a
una indemnizacion, siempre que estos efectos sean consecuencia de su participacion en el
estudio.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

5. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacion
anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y
entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines
cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia
firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (0 su representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos de la
investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion.
He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda.
Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion
con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente
documento.

Firma del investigador Fecha
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