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TESIS COMO COMPENDIO DE TRABAJOS PUBLICADOS

La presente Tesis Doctoral, de acuerdo con el informe correspondiente, autorizado por

los Directores de Tesis y el drgano responsable del Programa de Doctorado, se presenta como

un compendio de trabajos previamente publicados. Las referencias completas de los articulos

que constituyen el cuerpo de la tesis y que se adjuntan como anexos son los siguientes:

Galindo-Moreno P, Moreno-Riestra |, Avila G, Fernandez-Barbero JE, Mesa F, Aguilar M,

Wang H-L, O’'Valle F. Histomorphometric comparison of maxillary pristine bone and
composite bone graft biopsies obtained after sinus augmentation. Clinical Oral Implants

Research, 2010;21(1):122-128.

Galindo-Moreno P, Moreno-Riestra |, Avila G, Padial-Molina M, Paya JA, Wang H-L,

O’Valle F. Effect of anorganic bovine bone to autogenous cortical bone ratio upon bone
remodeling patterns following maxillary sinus augmentation. Clinical Oral Implants

Research, 2011;22(8):857-864.

Galindo-Moreno P, Moreno-Riestra |, Avila-Ortiz G, Padial-Molina M, Gallas-Torreira M,

Sanchez-Fernandez E, Mesa F, Wang HL, O’Valle F. Predictive factors for maxillary sinus

augmentation outcomes: a case series analysis. Implant Dentistry, 2012;21(5):433-440.

Ademas, fruto de las actividades desarrolladas durante la realizacion de éstos trabajos,

se han presentado las siguientes comunicaciones y posters:

COMUNICACIONES Y POSTERES EN CONGRESOS NACIONALES

Moreno Riestra |, Galindo Moreno P, O'Valle Ravassa F, Fernandez Jiménez A, Ldpez
Martinez J, Sdnchez Fernandez E. Evaluacién de comportamiento del tejido conectivo en
material injertado en el seno maxilar. V Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de

Cirugia Bucal, 2007.

Fernandez Jiménez A, Galindo Moreno P, Ferre Lopez C, Moreno Riestra I, Batista
Cruzado A, Sanchez Fernandez E. Descripcién de una técnica modificada para la elevacién

de seno maxilar. V Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal, 2007.
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3. Hernandez Arredondo, M; Sanchez Fernandez E; Avila G; Moreno Riestra I; O'Valle F;
Galindo Moreno P. Colonizacion celular y neovascularizacién del hueso bovino
anorganico empleado para elevacion de seno maxilar. VII Congreso Nacional de la

Sociedad Espafiola de Cirugia Bucal, 2009.

4. O'Valle F, Mesa F, Marfil Alvarez R, Moreno Riestra |, Aneiros Fernandez J, Galindo
Moreno P. Persistencia del biomaterial (Bio-Oss®) en la elavacion de seno maxilar.
Histopatologia y morfometria de un estudio cronoldgico. 1ler Congreso Nacional de la

Sociedad Cientifica de Odontologia Implantoldgica, 2011.
COMUNICACIONES Y POSTERES EN CONGRESOS INTERNACIONALES

1. Galindo Moreno P, Avila G, Rios H, Ferre Lopez C, Moreno Riestra |, Fernandez Jimenez
A, Wang HL. Comparative study using two different composite bone graft mixtures for
sinus augmentation. The 9th International Symposium on Periodontics & Restorative

Dentistry, 2007.

2. Avila Ortiz G, Galindo-Moreno P, Moreno Riestra | Lopez-Martinez J, Fernandez Jiménez
A, Rios H, Sanchez-Fernandez E, Wang HL. Evaluation of sinus augmentation using a
composite bone graft mixture. 16th European Association of Osseointegration Annual

Scientific Meeting, 2007.

3. Galindo-Moreno P, Avila G, Moreno Riestra |, Ferre-Lopez C, Lopez-Martinez J,
Fernandez-Barbero J, Mesa-Aguado F, O'Valle-Ravassa F. Immunocytochemical
evaluation of differentiation markers after sinus grafting. 16th European Association of

Osseointegration Annual Scientific Meeting, 2007.

4. Galindo-Moreno P, Avila G, Moreno Riestra I, Rios H, Rudek |, Wang H-L & O"Valle-
Ravassa F. Analysis of cell differentiation and bone remodelling patterns after sinus

grafting. 17th European Association of Osseointegration Annual Scientific Meeting, 2008.
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RESUMEN

Introduccién: Los procedimientos de elevacion de suelo de seno maxilar tienen por
objeto la generacion de hueso nuevo en el maxilar posterior para permitir la posterior
colocacién de implantes dentales que soportaran rehabilitaciones protésicas. Se han propuesto
numerosas modificaciones a la técnica descrita originalmente, incluyendo una amplia variedad
de materiales de injerto. Sin embargo, la calidad del tejido éseo neoformado no ha sido
claramente diferenciada ni se han analizado las variables que influyen en el proceso de

consolidacién del injerto.

Por tanto, los objetivos del presente trabajo fueron: Objetivo 1) Analizar morfoldgica e
histomorfoldogicamente las diferencias entre hueso nativo posterior maxilar y el obtenido 6
meses tras la realizacion de técnicas de elevacién de suelo de seno maxilar empleando un
injerto compuesto de hueso bovino anorganico y hueso autélogo obtenido mediante rascador;
Objetivo 2) Comparar los resultados histolégicos obtenidos con el uso de dos combinaciones
de injerto con diferentes proporciones de hueso bovino anorganico y hueso autélogo; Objetivo
3) Evaluar la influencia de un grupo de variables dependientes del paciente en los resultados

histoldgicos, histomorfométricos y radiolégicos tras la elevacion del suelo del seno maxilar.

Material y métodos: Se disefid un estudio clinico multicéntrico en el que se incluyeron
pacientes con necesidad de elevacion de suelo de seno en 2 fases para permitir la obtencion
de muestras del tejido dseo neoformado 6 meses tras la colocacién del injerto durante la
colocacién del implante dental. El injerto consistio en una mezcla 50%-50% o 20%-80% de
hueso autdgeno obtenido mediante rascador y hueso bovino anorganico. Se analizaron
variables radiogréficas (altura de cresta remanente previa a la elevacién de seno vy altura
obtenida tras el injerto) y clinicas del paciente (edad, sexo, tipo de edentulismo, consumo de

alcohol y tabaco e historia de enfermedad periodontal).

Resultados: Se observd una mayor actividad remodeladora en sitios injertados en
comparacién con sitios de hueso nativo, con un mayor numero de lineas osteoides en senos
injertados. Dichas lineas se observaron ultraestructuralmente en intimo contacto con las

particulas remanentes de hueso bovino anorgdanico. La proporcion de hueso autdgeno y bovino
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anorganico empleada no influyd en la proporcion de tejido mineralizado y no mineralizado a
los 6 meses, si bien si se observd un mayor nimero de lineas osteoides y mayor celularidad en
el grupo 50-50. La mayor proporcion de particulas de hueso bovino anorganico remanentes se
correlacioné con una menor pérdida dsea vertical medida en radiografia. Ademas, los
pacientes edéntulos y con historia de periodontitis presentaron también diferencias
significativas en los patrones de reabsorcion ésea. Del mismo modo, el consumo de tabaco y
alcohol influyd de forma negativa en la formacién de nuevo hueso tras el injerto. No obstante,
ninguna de las variables dependientes del paciente influyd en la tasa de supervivencia de los

implantes y las prétesis tras 2 afios de carga funcional.

Conclusiones: La combinacion de hueso autdgeno y hueso bovino anorganico
proporciona resultados histoldgicos satisfactorios en combinacidon con resultados clinicos
excelentes. El uso de injertos con proporciones similares de ambos tipos de hueso proporciona
los mejores resultados histoldgicos. El tipo de edentulismo, la historia de periodontitis y el
consumo de alcohol y tabaco influyen en la remodelacion del injerto, medida tanto a nivel

histoldgico como en su reabsorcion vertical.

12 lldefonso Moreno Riestra
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INTRODUCCION GENERAL

FISIOLOGIA NORMAL DEL TEJIDO OSEO

El tratamiento con biomateriales para la regeneracion ésea requiere de un conocimiento
previo profundo y preciso del metabolismo vy fisiologia normal del tejido dseo. Asi, las bases
bioldgicas que se describirdn a continuacién y que han sido tratadas con mayor amplitud con
anterioridad (Padial Molina, 2010), deben ser tenidas muy en cuenta al tratar cualquier aspecto

relativo a la regeneracién del tejido éseo.

El tejido 6seo es el tejido conectivo especializado constituyente principal de los huesos
en los vertebrados. Se compone, entre otros, de componentes extracelulares calcificados y no
calcificados y células. En general, se caracteriza por su gran resistencia a la traccion y a la
compresion gracias a su cierta elasticidad a la vez que por su rigidez. La musculatura usa el
tejido dseo como sitio de insercion y sostén del peso para ejercer su accién mecanica. Ademas,
da rigidez al organismo, contiene la médula dsea hematopoyética y protege drganos vitales. El
hueso también sirve como reservorio de calcio (el 99% del Ca** del organismo) y otros iones
como el fésforo. Sus componentes principales son las células (osteoprogenitoras, osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos) y la matriz extracelular (fase organica e inorgdnica) (Padial Molina,

2010).
1. 1. Componentes celulares

En el tejido éseo podemos distinguir cuatro tipos celulares principales: células
osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Applegate, 1995; Van de Graaff,

1998) (Tabla 1).
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Tabla 1: Resumen de las funciones de las principales células del tejido éseo (adaptado de

(Padial Molina, 2010))

TIPO CELULAR FUNCION

Células osteoprogenitoras Reservorio de células precursoras

Reorganizacién interna del hueso
Crecimiento dseo

Osteoblasto
Curacion de fracturas

Sintesis de la matriz y depdsito de sales

Reabsorcidn no mineral
Osteoclasto
Reabsorcién mineral

Mantenimiento de la matriz
Osteocito
Reabsorcidon mediante osteolisis osteocitica

1. 1. 1. Células osteoprogenitoras

Como en todos los tejidos conectivos, las células progenitoras son células de origen
mesenquimal no especializadas. A partir de ellas se forma forman las colonias
osteoprogenitoras, ya comprometidas hacia una diferenciacién en células formadoras de
hueso, con un potencial de proliferacién y diferenciacion mas limitado hacia condroblastos,
osteoblastos y adipocitos en base a estimulaciones especificas. Persisten incluso en el adulto y
se encuentran en casi todas las superficies libres de los huesos: trabéculas de cartilago
calcificado, canales de Havers, capa interna del periostio y endostio. Son mas activas durante

la fase de crecimiento de los huesos y en los fendmenos de reparacién de lesiones dseas.

16 lldefonso Moreno Riestra
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1. 1. 2. Osteoblastos

La funcidn principal del osteoblasto es la formacion del tejido 6seo. Los osteoblastos se
encuentran en contacto directo con las superficies 6seas formando grupos de una sola capa de
espesor. Cuando estadn activos, su nulcleo se encuentra en el extremo mas alejado de la
superficie 6sea sobre la que se asientan (Imagen 1). Al segregar los materiales de la matriz ésea

y ésta se mineraliza, se convirtién en osteocitos al quedar atrapados en la misma (Imagen 3).

Imagen 1: Capa de osteoblastos sobre particula de hueso bovino anorganico (Galindo-

Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2011).

Los osteoblastos proceden de células osteoprogenitoras de la médula dseay el periostio
que se transforman en preosteoblastos gracias a la actividad de distintos factores de
crecimiento, como proteinas morfogenéticas dseas, hormona paratiroidea, vitamina D, factor

del crecimiento fibrobldstico, factor de crecimiento derivado de las plaquetas y factor de
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crecimiento transformante-B. La hormona paratiroidea (PTH) es sin duda el factor sistémico
mas potente que induce in vivo la diferenciacion y proliferacién de las células del linaje
osteoblastico gracias a que éstas células poseen receptores especificos para la PTH que
estimula la produccién de factor de crecimiento relacionado con la insulina tipo | (IGF-I)
(Pfeilschifter et al., 1995; Watson et al., 1995), que, a su vez, estimula la proliferacién de los
osteoblastos y sus precursores por un mecanismo autocrino. La funcién de los osteoblastos
esta, ademas, afectada por otros factores sistémicos como la 1-25 dihidroxivitamina D3y
locales como la interleuquina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor
transformante beta (TGF-R), entre otros (Puzas, 1993). Mds aun, los osteoblastos producen
también factores de crecimiento con efectos autocrinos y paracrinos sobre el crecimiento
6seo. Asi, a través de la sintesis de citoquinas especificas como el ligando del receptor del factor
nuclear kappa-B (RANKL) median en la reabsorcién llevada a cabo por los osteoclastos y en la
hematopoyesis (factor estimulante del crecimiento de colonias de granulocitos y macréfagos,

GM-CSF; y de macrdéfagos, M-CSF) (Jilka, 1998; Torres Garcia-Denche, 2006).

La principal funcion de los osteoblastos es la de secretar los componentes de la matriz
como el coldgeno tipo |, proteoglicanos, osteocalcina, fosfatasa alcalina, osteonectina vy
osteopontina. Durante éste proceso, los osteoblastos se disponen formando el frente de
mineralizacion, también llamado borde osteoide. Se disponen en forma cubica o prismatica y
emiten prolongaciones cortas y finas que se unen entre si. La microscopia electrénica de
transmision (TEM) (Imagen 2) demuestra que los osteoblastos presentan un Aparato de Golgi
muy desarrollado, gran cantidad de ribosomas libres, un reticulo endopldsmico rugoso dilatado
y gran cantidad de mitocondrias que acumulan los granulos de fosfato calcico. Estos granulos
se transforman en las vesiculas de calcificacion al salir al exterior de la célula. Al unirse a las

fibras de coldgeno las vesiculas de calcificacién provocan la mineralizacién de la matriz.

18 lldefonso Moreno Riestra
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Imagen 2: Detalle de un osteoblasto. Cercano al nucleo, se observa el Aparato de Golgi de
contenido gris claro. El resto del citoplasma esta ocupado por el RER y vesiculas diversas

(TEM 9100X) (reproducido con permiso, (Padial Molina, 2010)).

Los osteoblastos pasan sucesivamente por los siguientes estadios funcionales (Lian and
Stein, 1992; Stein and Lian, 1992; Owen et al., 1990): 1) Proliferacién celular y sintesis de los
componentes organicos de la matriz ésea; 2) Maduracion de la matriz 6sea; 3)Depdsito de

mineral.

1. 1. 3. Osteocitos

A medida que los osteoblastos liberan matriz y ésta se mineraliza quedan incluidos en el
espesor de la matriz momento en que pasan a denominarse, y comportarse, como osteocitos

(St John et al., 2014) (Imagen 3).

|l[defonso Moreno Riestra 19
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Imagen 3: Expresion de marcadores durante la transicion de osteoblasto a osteocito

(Bonewald, 2011).

Los osteocitos se hallan en contacto con las células de la superficie y entre si a través de
las prolongaciones osteocitarias, que son prolongaciones tubulares de su citoplasma que
recorren la matriz ésea en diversas direcciones (Imagen 4), conectando de éste modo las
cavidades de la matriz 6sea que contienen el cuerpo celular del osteocito, denominadas
lagunas osteocitarias. Los canaliculos que contienen sus prolongaciones citoplasmicas se
denominan conductos calcdforos. Forman un sistema lleno de liquido intersticial usado como
via de intercambio de metabolitos entre las células y el espacio perivascular mas préximo. La
capacidad de difusién de nutrientes siguiendo ésta via es de 100 um, distancia a la que debe
existir un vaso sanguineo que permita la supervivencia del sistema (Lakey et al., 2000). En los
puntos de contacto entre las prolongaciones citoplasmicas de los osteocito existen unos
pequefios canales intercelulares que permiten el paso de iones inorganicos y moléculas

hidrosolubles de una a otra célula posibilitando asi la comunicacion intercelular.

20 lldefonso Moreno Riestra
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Imagen 4: Osteocito en el interior de una laguna. Se observan las prolongaciones del cuerpo
celular penetrando en el interior de varios conductos calcéforos (TEM 5500X) (reproducido

con permiso, (Padial Molina, 2010)).

Se han atribuido multiples funciones al osteocito, llegando incluso a ser considerado
como la célula mas importante del tejido 6seo (Bonewald, 2006; Bonewald, 2011). Su funcién
principal es, sin duda, la de mantener el intercambio de nutrientes y productos de desecho del
tejido dseo. Ademas, sirven como medio de intercomunicacion con el tejido éseo a través de
las prolongaciones osteocitarias. Los osteocitos no intervienen en la sintesis de matriz en
proporciones importantes, pero si en su mantenimiento ya que ocupan una situacién ideal
como detectores del estrés mecdanico y las microlesiones de la matriz. Asi, son capaces de
transmitir éstas sefiales a las células de revestimiento que utilizarian la informacién recibida

para modular localmente el remodelado (Aubin et al., 1993).

|l[defonso Moreno Riestra 21
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1. 1. 4. Osteoclastos

Son células multinucleadas (Imagen 5) procedentes de la unién de monocitos. Cuando
éstos activados, emigran al tejido dseo y se fusionan gracias a la expresion de moléculas de
adhesién de la familia de las caderinas en su membrana (Parfitt, 1994). Constituyen el sistema
fagocitico del hueso (macréfago especifico). Su citoplasma es aciddfilo y presenta numerosas
vesiculas (Gonzalez Macias and Serrano Figueras, 1995). Aparecen aislados o en grupos poco
numerosos sobre las superficies dseas. Derivan de células madre hematopoyéticas a través de

células formadoras de colonias de granulocitos y macréfagos (CFU-GM) activadas por el factor

estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF).

Imagen 5: Osteoclasto activo. Obsérvese el borde en cepillo en la parte central y la zona de

sellado en ambos margenes (TEM 4500X) (reproducido con permiso, (Padial Molina, 2010)).

22 lldefonso Moreno Riestra
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En el hueso cortical no existe médula dsea por lo que se piensa que los osteoclastos
encargados de su remodelacidn pasarian a la circulacién desde la médula dsea y regresarian al
microambiente 6seo por diapédesis mediante la expresion en su membrana de anexina |l

(Parfitt, 1994).

La actividad resortiva de los osteoclastos y la osteoclastogénesis parecen ser activadas,
entre otras, por la IL-1, IL-6 e IL-11, producidas por células de estirpe osteoblastica (Elias et al.,
1995; Manolagas and lJilka, 1995) estimuladas por hormonas como la PTH y la 1-25
dihidroxivitamina D3 y por factores locales como TNF. Otros modelos de regulacién
osteoclastica propuestos incluyen la regulacion local de su actividad funcional mediante el
calcio liberado durante la reabsorcion. Este calcio libre puede penetrar en el interior del
osteoclasto a través de los canales de Ca™ e inhibir la actividad reabsortiva (Alberts et al., 1994).
Ademas, también existen enterrados en la matriz numerosos factores de crecimiento de origen
osteoblastico que son liberados durante la reabsorcion. Estos factores parecen ser importantes

en el mantenimiento de la actividad de los osteoclastos.

La separacion de las células de revestimiento alrededor de la matriz mineralizada al
modificarse la conformacién de su citoesqueleto por accién de la PTH induce la adhesién de
los precursores de los osteoclastos a la matriz dsea gracias, entre otras, a las integrinas o1 y
a3 que interaccionan con el colagenoy con la vitronectina, osteopontinay sialoproteina dsea,

respectivamente, (Parfitt, 1994).

La zona de su membrana que entra en relacidén con la matriz ésea presenta un aspecto
caracteristico fruncido (Imagen 5). A ambos lados de ésta zona, la membrana se aplana vy se
adhiere mas intimamente a la matriz conformando la zona de sellado, generalmente libre de
organelas, por lo que se conoce como zona clara (Gurley and Roth, 1992). La zona clara es
abundante en microfilamentos de actina por lo que parece ser relevante en la capacidad
migratoria del osteoclasto, generalmente conocido como movimiento en cepillo. Dicho
movimiento se produce en respuesta a fosfatasa dcida resistente al tartaro (TRAP) sobre una

extension determinada denominada dominio osteoclastico (Mundy, 1993).
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Tridimensionalmente, la adhesidon del osteoclasto a la matriz mineralizada se configura
en forma de rodete o ventosa que lo mantiene en contacto directo con la superficie
mineralizada. Asi, el espacio entre la membrana fruncida y la matriz 6sea queda convertido en
un microambiente aislado del intersticio medular en el que los osteoclastos reabsorben el
hueso, efecto que se produce en dos fases. Primero solubilizan el mineral y luego digieren la
matriz organica (Gurley and Roth, 1992; Mundy, 1993). Para ello, el osteoclasto acidifica el
microambiente creado entre la matriz dsea y su membrana fruncida mediante el bombeo de
iones H", con lo que se consigue un pH de 4 aproximadamente. Para ello, la anhidrasa carbdnica
del citoplasma del osteoclasto cataliza la reaccion entre el CO, vy el H,O dando lugar a CO3H,
que se disocia en COsH vy H™. El H" es bombeado activamente hacia la matriz dsea a través de
la membrana plegada mediante una bomba de protones dotada de una ATP-asa especifica. El
COsH es expulsado fuera de la célula a través de la superficie opuesta donde es intercambiado

activamente por ClI" (Mundy, 1993).

Una vez eliminado el mineral, una serie de colagenasas &acidas y otras enzimas
proteoliticas de origen lisosémico del grupo de las cistein-proteasas como la catepsinay, sobre
todo, la TRAP se encargan de digerir la matriz orgdnica. Es por esto que dichos marcadores,
catepsina y TRAP, son a menudo utilizados como marcadores de actividad osteoclastica

(Imagen 6).
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Imagen 6: Expresion de TRAP en células multinucleadas actuando frente a particulas de hueso

bovino anorganico (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2011).
1. 2. Matriz extracelular
1. 2. 1. Fase organica

La matriz organica representa el 35% del peso 6seo deshidratado. Esta formada en un
90% por colageno tipo | (Termine, 1993). Las fibras de coldgeno se disponen en ldminas
paralelas entre si pero en dngulo agudo con respecto a las de las [dminas contiguas lo que
determina que al observar hueso laminar mediante luz polarizada se alternen laminas claras o
birrefringentes (orientadas perpendicularmente a luz) con las oscuras o no birrefringentes

(orientadas en dngulo mdas o menos agudo con respecto a la luz polarizada) (Imagen 7).
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Imagen 7: Laminas birrefringentes de color claro que se alternan con laminas paralelas de

color oscuro (PAS 100X). Obsérvese ademas las diferentes direcciones por grupos de fibras.

En el hueso embrionario o inmaduro las fibras se organizan de forma desordenada
(hueso plexiforme) con lo que no se muestra alternancia de bandas claras y oscuras sino un
aspecto fibrilar (Gonzalez Macias and Serrano Figueras, 1995). En el esqueleto adulto normal,
éste tipo de hueso plexiforme es practicamente inexistente pero puede formarse de nuevo
cuando la produccién de matriz se ve acelerada (callos de fractura, consolidacion de injertos,

etc...).

El osteoide es otro componente muy importante de la matriz 6sea no mineralizada.
Constituye menos del 1% en volumen del total (Gonzalez Macias and Serrano Figueras, 1995).
El osteoide puede observarse en forma de ribetes finos de unas 10 micras de espesor (Imagen
8) revistiendo la superficie de algunas trabéculas y tapizando algunas cavidades intracorticales.

Es formado por los osteoblastos antes de la mineralizacion.
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Imagen 8: Ribete de osteoide (franja verde central) sobre hueso mineralizado (rojo)
(Tricrémico de Masson 200X). Obsérvese la cercania de un vaso sanguineo y la disposicién del

frente de mineralizacién (reproducido con permiso, (Padial Molina, 2010)).

En la matriz organica existen, ademas, un amplio abanico de proteinas no colagenas con
mayor interés bioldgico si cabe que el propio coldgeno. Esta matriz constituye el armazén para
la sedimentacion de los cristales de fosfato célcico. Ademads, actia como medio de unién a
superficies libres (linea de reabsorcion dsea, biomateriales, etc.) (Tabla 2). También, la matriz
extracelular proporciona sefiales reguladoras mediante proteinas como las proteinas

morfogenéticas dseas (BMPs) y otros factores de crecimiento.
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Tabla 2: Proteinas no colagenas de la matriz extracelular ésea (Torres Garcia-Denche, 2006;

Tresguerres, 1999).

Condroitin-sulfato
Decorina

Proteoglicanos
Biglicano

Hialuronato

Proteinas con acido y-

) . Osteocalcina
carboxiglutdmico

Osteonectina
Fosfatasa alcalina
Proteinas con RGD:
Fibronectina
Glicoproteinas
Trombospondina
Osteopontina

Vitronectina

Sialoproteinas dseas

Albumina
Proteinas del plasma
2-HS-glicoproteina

IGF-1y Il
PDGF

Factores de crecimiento
TGF-R

FGF
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De todas ellas, las mds importantes con sus correspondientes funciones, a modo de

resumen, son:

- Osteocalcina: sintetizada por los osteoblastos y plaguetas. Es dependiente de las
vitaminas D y K. Su funcién es ligar calcio durante el proceso de mineralizacién. Se
produce en etapas finales de la osteogénesis. Por tanto, su deteccion demuestra

una fase avanzada de la diferenciacion celular.

- Osteonectina: presenta gran afinidad por el colageno tipo |, el calcio y la

hidroxiapatita ademas de favorecer la adhesién y la agregacién celular.

- Fosfatasa alcalina: libera el fosfato inorganico necesario para la mineralizacion,

catalizando la hidrdlisis de ésteres de fosfato a pH alcalino.

- Fibronectina, osteopontina y vitronectina: todas ellas con la secuencia Arg-Gly-Asp
(RGD) especifica para la unién a integrinas, con lo que intervienen en la

comunicacion matriz-célula.

o La fibronectina es producida en cartilago, hueso y médula ésea. Una vez

sintetizada por los osteoblastos, participa en la organizacién del osteoide.

o Laosteopontina se une fuertemente a la hidroxiapatita (HA) sirviendo como

mediador de adhesién de diferentes tipos celulares.

o La vitronectina es una proteina cuya principal funcion es como medio de
anclaje celular siendo de las mas relevantes en la adhesion a superficies

biocompatibles.
1. 2. 2. Fase inorganica

Esta parte del tejido 6seo esta formada solo por sales minerales constituyendo el 65%
del peso del hueso en seco. Entre ellas se encuentran, principalmente, el calcio, fosfato vy
carbonato (10:6:1) que se deposita primero como fosfato célcico amorfo para posteriormente

ser reorganizado a nivel molecular en forma de pequefios cristales hexagonales de
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hidroxiapatita [Caig(PO4)s (OH),] (HA). En su forma final, la HA forma placas que se disponen
paralelas y asociadas a las fibras colagenas. En el proceso intervienen, como se ha mencionado,
principalmente la fosfatasa alcalina que inicia la cristalizacion del calcio y el fosforo asi como
otras proteinas secretadas por los osteoblastos como la osteopontina, la osteonectina vy la

sialoproteina dsea.
BIODINAMICA DEL TEJIDO OSEO

El tejido dseo estd constituido por matriz extracelular en su mayor parte. A pesar de ésto,
es uno de los sistemas mas dindmicos del organismo con fendmenos de crecimiento,
modelado, remodelado y reparacion. Las fases de remodelado y reparacién dsea son las mas

relevantes para el presente trabajo.
1. 1. Remodelado 6seo

En el adulto, cerca de un 8% del tejido éseo es renovado anualmente (Serrano and
Marifioso, 1990). Ademas de por el necesario balance de minerales de los que el hueso es el
principal reservorio (homeostasis fosfocélcica), la adaptacion del hueso a las cargas mecanicas

hacen que el hueso sufra un continuo, local y ciclico proceso de remodelado.

El remodelado se produce en grupos formados por un osteoclasto, un osteoblasto, un
preosteoblasto y un macréfago, lo que se denomina Unidad Basica Multicelular (o basic
multicellular units, BMU) (Eriksen et al., 1994). Cada ciclo de remodelado consta de tres fases:
reabsorcidon, reposo o inversion y formacién. En la fase de reabsorcién, un grupo de
osteoclastos se diferencia a partir de sus precursores y erosiona una superficie dsea dando
lugar a imagenes en sacabocados conocidas como lagunas de Howship. Tras ésta primera fase,
los osteoclastos son eliminados por apoptosis que es seguida por una fase de aparente
inactividad, la fase de reposo o inversion. En éste momento, el limite entre el hueso
preexistente y el nuevo es identificable como una linea ondulada denominada superficie de
inversion o de cemento (Imagen 9). A continuacidon, un grupo de osteoblastos se diferencia a
partir de sus precursores y deposita hueso nuevo la zona excavada por los osteoclastos en la

fase de formacién, primero con la formacién de osteoide (Imagen 8) que sufre un proceso de
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cambios en su composicidon y estructura que la hacen apta para el depdsito de mineral. Estos
cambios duran unos 10 a 20 dias, conocido como “Mineral Lag Time”. A medida que avanza,
se produce un plano de barrido de 2 a 3 micras de espesor compuesto en parte por mineral

amorfo y que se denomina frente de mineralizacion que va dejando matriz mineralizada a

medida que avanza (Serrano and Marifioso, 1990).

Imagen 9: Microscopia electronica de transmision en la que se observa la superficie de

inversion (Padial Molina, 2010).

1. 2. Reparacién 6sea

El Unico tejido del organismo capaz de repararse a si mismo de manera completa
consiguiendo su restitutio ad integrum a través de la reactivacion de los procesos que tienen
lugar durante la embriogénesis es el tejido dseo. Asi, cuando en un hueso se supera su

resistencia mecdnica aparece una linea de fractura en la que se producird un hematoma. Dicho
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hematoma es reabsorbido por macréfagos antes de que aparezcan, procedentes de ambos
lados de la linea de fractura, las células formadoras de hueso. En un primer lugar se establecen
puentes de tejido dseo inmaduro sin orientacion espacial definida (callo de fractura) que unen
entre si los extremos del hueso fracturado y que, posteriormente, a través de un proceso de
modelado, es sustituido por hueso nuevo laminar con orientacién acorde a las lineas de fuerza
que actuan sobre la zona (Bullough and Vigorita, 1996). Tanto el proceso de curacion dsea peri-

implantaria como alrededor de un injerto dseo siguen una secuencia similar.
1. 3. Factores reguladores

La vascularizacion del tejido en formacion es fundamental para un desarrollo dseo,
remodelacion y reparacion normales ya que aporta las células sanguineas, oxigeno, minerales,
iones, glucosa, hormonas y factores de crecimiento necesarios para que se produzcan los
procesos mencionados. La neovascularizacién de un tejido estda mediada por principalmente
por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), entre otros. En cualquier caso, los
frentes de mineralizacién y el depdsito de osteoide, como ya se ha mencionado, siempre se

producen de forma orientada hacia los vasos sanguineos existentes (Imagen 8).

El tejido conectivo no mineralizado juega un papel fundamental en la revascularizacion
en procesos de reparacion/regeneracion ya que la presencia de vasos sanguineos proporciona
un nivel apropiado de tensién de oxigeno que influencia la diferenciacién de células
mesenquimales hacia poblaciones osteoprogenitoras (Pacicca et al., 2003). Asi, la angiogénesis
y la osteogénesis serian procesos ligados que ocurren en fases secuenciales (Carano and
Filvaroff, 2003). De forma resumida, la angiogénesis ocurre primero, seguida de un crecimiento
celular orientado hacia los nuevos vasos (Imagen 8). Una vez que se establece un apropiado

aporte sanguineo, la diferenciacion endotelial se paraliza y comienza el proceso osteogénico.

En un estado inicial tras el inicio del proceso reparativo/regenerativo, la hipoxia debida a
la falta de aporte de oxigeno y a la intensa actividad celular media una respuesta estimuladora
de la formacién de vasos sanguineos por la expresiéon de VEGF y supresion de angiopoiteina-1,
que promueve a su vez una mayor liberacion de VEGF (Lakey et al., 2000). VEGF ademas ha

demostrado aumentar la migracion y diferenciacion de osteoblastos y precursores
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osteobldsticos (Murphy et al., 2004). En este primer momento gracias a VEGF, la presencia de
formaciones vasculares permitira la nutricion de las células ya presentes por lo que la
distribucidn de los vasos sanguineos es un parametro importante, considerando que el nuevo
hueso se orientara hacia dichos vasos sanguineos por la polarizacién de los osteoblastos hacia
ellos (Davies, 2003). Este efecto se debe, por un lado, a que los osteoblastos son células muy
demandantes metabdlicamente, y. por otra parte, los osteoblastos son fuente de factores
vasoactivos, tales como endotelinas y dxido nitrico, que a su vez regularan el flujo sanguineo

(Kitten and Andrews, 2001).

En estudios con injertos éseos para la formacion de nuevo hueso se ha podido establecer
una correlacion entre el nimero de vasos sanguineos en el tejido no mineralizado y la tasa de
hueso neoformado (Yao et al, 2004). Ademas, se ha demostrado que la densidad de
microvasos (MVD) es mayor en tejidos injertados que en hueso control, con diferencias
significativas tanto en regeneracién sobre la cresta alveolar (Piattelli et al., 2002) como en seno
maxilar injertado (Degidi et al.,, 2007). Otros estudios analizando la MVD con marcadores
especificos de células endoteliales como el CD34 han encontrado también diferencias
significativas entre hueso nativo y hueso injertado, existiendo ademads correlacion entre la
mayor densidad vascular y la mayor proporcion de tejido no mineralizado. Por el contrario, se
observd menor densidad vascular en pacientes con antecedentes de enfermedad periodontal

o consumo de tabaco o alcohol (Galindo-Moreno, Padial-Molina, et al., 2010).

Con respecto a la vascularizacién del hueso lamelar maduro, ésta se realiza a través de
los canales Haversianos y de Volkmann. Su desarrollo es fundamental en los tejidos en
reparacién, no solo por el aporte de oxigeno y nutrientes a la zona, sino también porque es
necesario para eliminar los detritus y otros productos de desecho del metabolismo celular. Es
sabido y se menciond anteriormente que los osteocitos necesitan la presencia de vasos
sanguineos a una distancia no superior a 100 um para garantizar su supervivencia (Lakey et al.,
2000). De este modo, la formacién de un sistema canalicular organizado y bien distribuido,
regulado por la naturaleza del nuevo hueso, que permita mantener la irrigacion y el complejo
sistema de sefializacion molecular que promueve el mantenimiento y la adaptacion dsea es

completamente necesaria (Huang et al., 2005). Trabajos previos han evidenciado el mecanismo
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de revascularizacion y formacién de canales haversianos dentro del hueso vital, de un modo
ordenado, formandose los pequefios vasos sanguineos de un modo alineado, con una distancia
armonica, distribuida necesariamente para permitir el aporte vascular a todo el sistema
sinectario lacunocanalicular, lo que garantizaria la viabilidad de estos osteocitos, y su adecuada
respuesta a los mecanismos adaptativos aplicados sobre este nuevo tejido dseo (Galindo-

Moreno, Padial-Molina, et al., 2010; Galindo-Moreno et al., 2013).

Por otro lado, la proporcion de tejido no mineralizado juega también un papel
fundamental como reservorio de células osteogénicas que interaccionaran con el ambiente
(Zerbo et al., 2005), existiendo una correlacion directa entre ésta proporcion y el numero de
osteoblastos (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2010). Es en el tejido no mineralizado
donde se liberan factores como Runx2 o la sialoproteina dsea que favorecen la diferenciacién
de células madre mesenquimales (Zerbo et al., 2005). Otras proteinas clave en el proceso de
remodelacion y reparacion como la osteopontina juegan un papel primordial en la formacion
(Yamate et al., 1997), migracion (Noda et al., 1998), adhesion (Katayama et al., 1998) vy

regulacion de la actividad de los osteoclastos (Duong and Rodan, 1999).
PERDIDA DENTARIA — PERDIDA OSEA

La pérdida prematura de dientes en los sectores posteriores del maxilar superior supone
una situacion clinica, en ocasiones, dificil de manejar. Toda pérdida de dientes es siempre
seguida por reabsorcion del hueso alveolar de mayor o menor magnitud (Araujo and Lindhe,
2005), que se manifiesta dramdaticamente en los seis primeros meses tras la perdida dentaria,
tanto en sentido corono-apical como vestibulo-lingual, siendo mas intensa en esta ultima
dimensién (Lekovic et al., 1998). Este efecto se debe principalmente a la interrupcién de la

estimulacion funcional del hueso via ligamento periodontal (Cardaropoli et al., 2003).

Cuando se extrae un diente, el codgulo sanguineo inicial es sustituido por tejido de
granulacién mientras el epitelio prolifera para cerrar la herida. Este tejido de granulacién es
gradualmente sustituido por tejido osteoide desde la base del alveolo. Tras 3 meses, el relleno
0seo y la maduracién es completa en condiciones normales (Amler, 1969) y practicamente

todos los cambios dimensionales han ocurrido (Schropp et al., 2003). Se ha indicado que estos
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cambios suponen una reducciéon de 3,87mm en sentido buco-lingual, 2,59 y 2,03 mm de
reduccién de altura bucal y lingual, con una reduccién media radiografica de 1,53 mm y una

pérdida de relleno de 2,57 mm (Van der Weijden et al., 2009).

Asi, el andlisis de la literatura clasica nos confirma que los cambios del hueso alveolar

estan caracterizados por:

1. Remodelacion alveolar intensa hasta 3 meses tras la extraccion (Amler, 1969; Johnson,

1969; Schropp et al., 2003).
2. Reduccion de altura de un 40% y un 60% en anchura (Ashman, 2000).
3. 23% de pérdida de anchura a 6 meses con hasta el 34% a 5 afios (Carlsson et al., 1967)

4. 25% de pérdida de volumen durante el primer afio y hasta el 40-60% en 3 afios

(Tallgren, 1972).

5. La parte mas coronal de la pared bucal se pierde por la pérdida del hueso denominado

“bundle bone” (Araujo and Lindhe, 2005).

6. La pared bucal se reabsorbe mas que la pared palatina (Pietrokovski and Massler,

1967).

7. Se produce una reduccion progresiva de la cresta residual de hasta 0,1 mm/afio en la

maxila y de 0,4 mm/afio en la mandibula (Atwood and Coy, 1971).

Como consecuencia, el tratamiento mediante implantes dentales puede verse
comprometido (Block and Kent, 1997), motivo por el cudl se han desarrollado numerosas
técnicas encaminadas a preservar o a restaurar una cantidad suficiente de hueso para permitir
la rehabilitacion estética y funcional de la zona. A pesar de los numerosos estudios orientados
a mantener el volumen del hueso alveolar tras la pérdida dentaria, con estudios clasicos como
los de Araujo y colaboradores (Araujo et al., 2011; Araujo and Lindhe, 2011), ninguna estrategia

ha mostrado aun evidencia clara y predictibilidad. El objetivo, en definitiva, es el de conseguir
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o acercarse al maximo a los criterios de Goodsell para un tramo edéntulo ideal para la

rehabilitacion protésica (Goodsell, 1955):
- Adecuado soporte dseo para la protesis.
- Hueso cubierto de tejido blando.
- Sin protuberancias ni bordes agudos.
- Adecuados surcos lingual y bucal.
- Sin bandas cicatrizales que eviten el asentamiento normal de la protesis.
- Sin fibras musculares ni frenillos que interfieran con la proétesis.
- Relacion maxilo-mandibular satisfactoria.

- Sin protuberancias ni hipertrofias de tejido blando.

Sin procesos neopldasicos.

Aungue éstos criterios fueron definidos para protesis removibles, muchos de ellos aun
sirven de base para la rehabilitacion mediante implantes. En cualquier caso, se busca disponer
de un hueso alveolar y tejidos blandos con suficiente calidad y volumen disponible

tridimensionalmente que permita la rehabilitacion protésica adecuada.

TECNICAS DE ELEVACION DE SENO

En el maxilar superior posterior, es posible observar, ademas de los procesos descritos
anteriormente, un aumento en el volumen del seno maxilar, fendmeno conocido como
neumatizacion, y que parece estar mediado por una reabsorcién dsea centrifuga desde el
interior de la cavidad antral ante la falta de estimulacién mecanica intradsea. Ambos procesos
hacen que el hueso disponible entre la cresta alveolar y el seno maxilar para la rehabilitacion
implantes dentales sea limitado o incluso inexistente (Del Fabbro et al., 2008). Por éste motivo,

se modificd una técnica originalmente descrita para el tratamiento de infecciones, quistes y
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otra patologia intrasinusal descrita originalmente por Boyne y James en 1980 (Boyne and

James, 1980).

El objetivo principal de la técnica elevacion de seno es la formacion de nuevo hueso vital
dentro del seno maxilar con la capacidad de permitir la osteointegraciéon de implantes y que
soporte cargas oclusales funcionales manteniendo la estabilidad a largo plazo. Ademas, puesto
que en muchos casos (cuando la cresta residual es menor a 5mm) es necesario esperar un
tiempo entre la colocacion del injerto y el implante, ésta técnica quirdrgica se ha convertido en
el modelo ideal de investigacién de biomateriales para regeneracion dsea puesto que durante
la colocacién del implante se puede obtener una muestra del tejido regenerado sin ningun tipo

de objecion desde el punto de vista ético.
1. 1. Alternativas a la elevaciéon de seno

En los casos en los que el hueso disponible es limitado se han propuesto las siguientes

alternativas, entre otras:

- Protesis parcial removible. No aportan, a dia de hoy, calidad de vida vy
mantenimiento de los tejidos a nivel adecuado para ser considerada una opcién de

tratamiento definitivo.

- Prétesis parcial fija. Ademas de que no siempre es posible su realizacién (necesidad
de pilar posterior, longitud adecuada del tramo edéntulo, etc.), el éxito a 5-10 afios

es menor al 70% (Pjetursson et al., 2004a; Pjetursson et al., 2004b; Tan et al., 2004).

- Protesis con cantiléver. El uso de cantilevers para rehabilitar los sectores maxilares
posteriores crea importante fuerzas no axiales en los dientes o implantes
anteriores de soporte, lo que comunmente da lugar a bajas tasas de éxito, por
debajo del 63% a 10 afios (Pjetursson et al., 2004a; Pjetursson et al., 2004b; Tan et
al., 2004).

- Implantes cortos. Algunos estudios han indicado altas tasas de éxito aunque otros

indican una tendencia contraria (Monje et al., 2014; Monje, Fu, et al., 2013; Monje,
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Chan, etal., 2013). Asi, se han reportado tasas de éxito de hasta el 98% (Fugazzotto,

2008) aunque también tasas de fracaso superiores al 10% (das Neves et al., 2006).

- Implantes inclinados. Aunque se ha considerado una opcion adecuada para evitar
la elevacién de seno (Aparicio et al., 2001; Monje et al., 2012; Testori et al., 2008),

se duda de su prondstico a largo plazo.

- Implantes zigomaticos. Estudios cldsicos en este campo han reportado tasas de
éxito de hasta el 99.9% (Aparicio et al., 2006). Sin embargo, es una técnica compleja

técnicamente y con serias complicaciones potenciales.

El uso de éstas alternativas a la elevacion de seno son objeto de continuo analisis (Thoma
et al., 2015). Sin embargo, éstas opciones presentan una serie de limitaciones anatémicas y

biomecdnicas, para cuya solucion se han propuesto diversos procedimientos quirdrgicos:

Colocacién de injertos en bloque, tipo onlay, para aumentar la disponibilidad ésea al nivel de
la cresta alveolar. Es un procedimiento de alta dificultad técnica, cuya indicacion dependera en
gran medida del espacio disponible. Ademads, es un tratamiento cominmente no muy bien
aceptado por el paciente (Keller et al., 1999; Misch and Dietsh, 1994; Schwartz-Arad and Levin,
2005).

Colocacién de injertos inlay, tras la realizacion de una ostectomia LeFort-1. En gran parte de
los casos es excesivamente traumatico, y también dependiente de la altura protésica
remanente (Lekholm et al., 1999).

Colocacién de substitutos éseos en blogue o particulados en el interior del seno maxilar,
procedimiento originariamente descrito como elevacion de seno (Boyne and James, 1980).

Las razones para indicar alguna de éstas técnicas incluyen:

- Baja densidad dsea en el maxilar posterior. Como regla general, la calidad del hueso
en el maxilar posterior se ha definido como pobre (Lekholm and Zarb, 1985; Misch,
1990), dando lugar a mayores tasas de fracaso por las malas propiedades
biomecanicas (Goodacre et al., 2003). Sin embargo, se ha cuestionado éste
planteamiento considerando que, segln Davies (Davies, 2003), el hueso trabecular

representa un tejido bioldgicamente superior capaz de promover una mejor y mas
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rdpida cicatrizacién peri-implantaria en comparacion con hueso de mayor densidad

pero con menor capacidad de respuesta.

Fuerzas oclusales. La fuerza oclusal media mads alta registrada se localiza
precisamente en la zona maxilar posterior: 1550 Pa frente a 293 Pa a nivel anterior
(Anderson and Picton, 1958), extremo a tener en cuenta en la planificacion

protésica.

Migracion de implantes al seno maxilar. De no realizarse alguna técnica de
aumento éseo previa a la colocacion de implantes, se corre el riesgo de que dichos
implantes, por su falta de estabilidad primaria debido a la reducida cantidad de
hueso disponible, se desplacen al interior de la cavidad sinusal, generando
patologia que puede llegar a ser grave (Galindo et al., 2005; Galindo-Moreno,

Padial-Molina, et al., 2012; Galindo-Moreno, Padial-Molina, et al., 2011).

1. 2. Técnicas de elevacidn de seno

La técnica de elevacion de seno presenta importantes ventajas frente a las otras

alternativas terapéuticas. Toda técnica de elevacidén sinusal tiene como objetivo Ia

neoformacion de un tejido dseo en el interior del seno maxilar, haciendo posible la estabilidad

de implantes dentales sometidos a carga funcional. Desde su introduccién como una

modalidad de aumento éseo pre-implantaria (Boyne and James, 1980), se han propuesto

numerosas modificaciones (Nkenke and Stelzle, 2009; Pjetursson et al., 2008; Lundgren et al.,

2004; Martos Diaz et al., 2007; Peleg et al., 2004; Soltan and Smiler, 2005; Vercellotti et al,,

2001). Entre ellas, de forma resumida y protocolizada, se encuentran las siguientes,

considerando la diversa literatura publicada al respecto:

1. 2. 1. Técnica lateral

Es la técnica basica y base para las demas. El procedimiento es el siguiente:

1) Crear una ventana en la pared bucal del maxilar posterior para acceder a la membrana de

Schneider sin perforarla.

lldefonso Moreno Riestra 39



Tesis Doctoral Introduccién General
a) Los margenes de la ventana deben ser:
i) Superior: a 15mm de la cresta alveolar.
ii) Inferior: a 2-3mm por encima del suelo del seno.
iii) Anterior: 2-3mm desde la pared anterior del seno o de los dientes adyacentes.

iv) Posterior: tan posterior como sea necesario para la colocacién de todos los

implantes necesarios.

b) La ventana ésea puede ser eliminada, empujada hacia el interior de la cavidad sinusal

o recolectada para su insercion posterior completa o particulada.
2) Despegary elevar la membrana de Schneider para crear el espacio para el biomaterial.

3) La colocacién simultdnea o diferida de implantes depende de la altura de la cresta
remanente. Se puede hacer colocacion simultanea si dicha cresta es mayora 5mm en altura

(Misch and Judy, 1987; Wang and Katranji, 2008) (Tabla 3).

Tabla 3: Clasificacién del hueso remanente crestal e indicacion quirdrgica de elevacién de

seno y colocacién de implantes.

Clasificacion Medidas Colocacién de implantes
Clase A: 212mm Permitida
Clase B: 10-12mm Técnica de osteotomos

Misch y Judy (Misch and Judy,

- Elevacion de seno
1987) Clase C: 5-10mm Yy

colocacién de implantes

Clase D: < 5mm Elevacion de senoy

colocacion diferida
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Clasificacion Medidas

Colocacién de implantes

Clase A: 210mm de altura,

>5mm anchura

Permitida

Wang y Katranji (Wang and
&y : & Clase B: 6-9mm

Katranji, 2008)

Técnica de osteotomos

Clase C: <5mm

Elevacion de senoy
colocacién de implantes

segun estabilidad primaria

4) Colocar el material de injerto.

5) Colocar la membrana de recubrimiento de la zona que evite la invasion de tejido conectivo

hacia el injerto.

6) Suturar para facilitar el cierre primario de la herida.

1.2.1.1. Ventajas

- Visibilidad directa.

- Control de la posicién del injerto.

1.2.1.2. Desventajas

- Mds inflamacion y riesgo de infeccidn.

- Ma3s dolor.

- Mas tiempo.

- Técnicamente dificil.

1.2.1.3.  Posibles complicaciones
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- Perforacién de la membrana de Schneider. Es la complicacion mas comun, con una
prevalencia de alrededor del 20%, sin bien existe controversia en su relevancia
clinica (Pjetursson et al., 2008). La presencia de septos o margenes afilados al crear
la ventana aumentan el riesgo de desgarro de la membrana. Si es menor de 5mm
se puede solucionar con sdélo colocar una membrana de colageno (Pikos, 1999;
Pikos, 2008), PRP (Choi, Zhu, et al., 2006) e incluso cianoacrilato (Choi, Kim, et al.,

2006). Si la perforacion es mayor, la cirugia se deberia posponer.

- Hemorragia, principalmente de la arteria alveolar postero-superior (Guncu et al.,

2011), aunque también puede deberse a la arteria etmoidal y la infraorbitaria.

- Obliteracion del seno por blogue del ostium, si se utiliza mucho injerto. De acuerdo
con las dimensiones del seno, el volumen medio del injerto a emplear deberia no

ser mayor a 4.5-5.5cc (Uchida et al., 1998).

- Migracion de implantes a la cavidad sinusal (Galindo et al., 2005; Galindo-Moreno,

Padial-Molina, et al., 2011; Galindo-Moreno, Padial-Molina, et al., 2012).

Comunicacion oroantral, infeccion aguda y sinusitis.

1. 2. 2. Técnica de osteotomos

Fue descrita originalmente por Tatum (Tatum, 1986), modificada y publicada por
Summers (Summers, 1994a; Summers, 1994c; Summers, 1994b; Summers, 1995) vy
ampliamente validada clinicamente (Emmerich et al.,, 2005; Tan et al.,, 2004). La técnica
consiste en la creacién de una osteotomia a través de la cresta 6sea mediante unos
instrumentos especificos (osteotomos) que permiten la elevacién de la membrana de

Schneider, con o sin el uso simultdneo de biomateriales.

1.2.2.1. Ventajas

- Poco invasiva.

- Se puede hacer con instrumental rotatorio (Cosci and Luccioli, 2000).
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- Riesgo reducido de inflamacion excesiva e infeccién.
- Mejor postoperatorio.
- Menos tiempo.
- Mas econdémica.
1.2.2.2. Desventajas
- No existe control sobre la posicion del injerto.
- Se realiza a ciegas.

- No muy bien aceptada por el paciente debido a los golpes necesarios para realizar

la elevacion.
1.2.2.3.  Posibles complicaciones

- Perforacién de la membrana de Schneider, que ademads puede pasar inadvertida,

principalmente cuando se elevan mas de 5 mm (Engelke and Deckwer, 1997).

- Silaangulacion del seno es superior a 459, el riesgo de perforacidn de la membrana

se aumenta.

- Puede inducir sindromes de vértigo por la percusién (Di Girolamo et al., 2005; Su

et al., 2008; Kim et al., 2010; Vernamonte et al., 2011).
1. 2. 3. Cirugia piezoeléctrica

La técnica propuesta inicialmente por Vercellotti (Vercellotti et al., 2001) emplea
instrumental especifico cuya accién de corte se produce por las microvibraciones de una punta
metdlica que actUa de forma eficaz sobre el tejido mineralizado pero preserva el tejido blando.

Se utiliza, por tanto, para la apertura de la ventana ésea.

1.2.3.1. Ventajas
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- Mejor control de la técnica.
- Previene el dafio de los tejidos blandos, incluyendo la membrana de Schneider.
1.2.3.2. Desventajas
- Costosa por el instrumental especifico y las puntas que se necesitan.
1. 2. 4. Técnica de balén

Se trata de una modificacién de la técnica lateral en la cudl se emplea un dispositivo
hidrodindmico para el despegamiento y elevacion de la membrana de Schneider (Kfir et al.,

2006; Soltan and Smiler, 2005).
1.2.4.1. Ventajas

- Bajo riesgo de perforacion.

- Acceso y elevacidon de la membrana poco brusco.
1.2.4.2. Desventajas

- Cada paciente requerird distintas presiones para el despegamiento de la

membrana, con el riesgo de desgarros en caso de presion excesiva.
- Requiere instrumental adicional lo que incrementa los costes.
1. 2. 5. Técnica subantral

Se trata de una técnica de acceso lateral y crestal combinado en la que se insertan los
implantes de forma que sostengan la ventana lateral empujada hacia el seno en posicion
elevada sin colocacién de injerto, siendo ésta su Unica ventaja, si bien seria discutible la
regeneracion que se pueda conseguir en la zona (Arana and Sarnachiaro, 2005; Lundgren et

al., 2004; Thor et al., 2007; Lundgren et al., 2008).
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1. 2. 6. Técnica de rascador

Se trata de una modificacion de la técnica lateral. Mediante ésta técnica, la pared bucal
de acceso al seno es creada mediante un rascador de hueso capaz de recolectar el hueso
cortical hasta exponer la membrana de Schneider. Este hueso puede ser posteriormente
introducido en el interior de la cavidad sinusal para mejorar las propiedades globales del injerto

(Galindo-Moreno et al., 2007).
1.2.6.1. Ventajas

- Menor tiempo quirdrgico, lo que reduce también el riesgo de infeccién e

inflamacién excesiva.
- Bajo riesgo de perforacién de la membrana.
- Poco demandante técnicamente.

- Permite la coleccién de hueso que aportard capacidad osteogénica al injerto si se

introduce en la cavidad.
1.2.6.2. Desventajas
- Las mismas que en la técnica de ventana lateral.
1. 3. Supervivencia de implantes en seno

Se han publicado numerosos metaanalisis y revisiones sistematicas que pueden ser
consideradas como clasicos en la literatura cientifica. Todos ellos reportan tasas de
supervivencia de implantes en seno injertado superiores al 90%: 90% (Jensen et al., 1998), 93%
(Tongetal., 1998), 92,6% (Wallace and Froum, 2003), 91,49% (Del Fabbro et al., 2004), 90-93%
(Pjetursson et al., 2008), 95,5% (Jensen and Terheyden, 2009). Aunque se debe considerar que
la supervivencia aumenta en funcién de la altura de la cresta residual (Rios et al., 2009), es
obvio que con alturas menores a 4mm, no hay mas alternativa que la realizacién de una técnica
de elevacion de seno maxilar (Esposito et al., 2014). Es interesante en este sentido, diferenciar

los resultados en funcién a cada uno de los parametros de relevancia, como son la técnica, el
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biomaterial y las caracteristicas del injerto, tanto de los citados metaanalisis como de articulos

originales:

46

Hueso pristino vs. injertado: 90.3 vs. 97% (Olson et al., 2000).

Ventana lateral en general: 97.3% (Fugazzotto and Vlassis, 1998); 91.8% (Wallace
and Froum, 2003).

1 vs. 2 fases:: 95.9 vs. 96.8% (Pjetursson et al., 2008); 89.7 vs. 89.6% (Wallace and
Froum, 2003).

Injerto en bloque vs. particulado: 91 vs. 94% (Tolman, 1995); 83.3 vs. 92.3%
(Wallace and Froum, 2003).

Injertos:

o Autégeno solo: 84-97% (Del Fabbro et al., 2004); 94.2% (Jensen and
Terheyden, 2009).

o Sustituto solo: 90-96% (Del Fabbro et al., 2004); 96.8% (Jensen and
Terheyden, 2009).

o Xenoinjerto vs. xenoinjerto + autégeno: 92.2 vs. 77.2% (Hising et al., 2001);

sin diferencias (Froum et al., 1998).

o Autdgeno vs. 20-80 autégeno-xenoinjerto vs. xenoinjerto solo: 82.4 vs. 94.4

vs. 96% (Hallman, Sennerby, et al., 2002).

o Autdgeno + xenoinjerto + PRP: 99% (Galindo-Moreno et al., 2007).

o Autdgeno + xenoinjerto vs. autdgeno + bioglass: 100% (Galindo-Moreno et

al., 2008).

o Autégeno + xenoinjerto: 100% (Galindo-Moreno, Padial-Molina, et al., 2010;

Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2010).
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o Autdgeno + xenoinjerto 20-80 vs. 50-50: 100% (Galindo-Moreno, Moreno-

Riestra, et al., 2011).

o Membrana vs. no membrana: 99.2 vs. 96.3% (Froum et al., 1998); 100 vs.
92.6% (Tarnow et al., 2000); 93.1 vs. 78.1% (Tawil and Mawla, 2001); 93.6
vs. 88.7% (Wallace and Froum, 2003); 99.3 vs. 96% (Pjetursson et al., 2008);
100 vs. 94.7% (Jensen and Terheyden, 2009).

1. 4. Biomateriales para elevacién de seno

Como se acaba de describir, al realizar una técnica de elevaciéon de seno, el material a
emplear es de extrema importancia, aunque algunos autores sugieren que no es especialmente
relevante ya que se trata de una cavidad confinada rodeada de hueso y fuentes osteogénicas
en todos sus lados, incluyendo la membrana de Schneider (Srouji et al., 2009). Sin embargo, las
caracteristicas del injerto van a determinar las caracteristicas del hueso neoformado, lo cudl,

sin duda, determinara el comportamiento posterior de los implantes colocados en la zona.

Un biomaterial ideal deberia cumplir al menos las siguientes caracteristicas (Boyne,
1973): 1) Disponibilidad ilimitada; 2) Promover la osteogénesis; 3) Facilitar la vascularizacion;
4) Proveer un armazon estructural que estimule la osteoconducciéon; 5) Adaptabilidad a una
amplia variedad de requerimientos fisicos; y 6) Ser reemplazado por tejido nuevo de similares
0 mejores caracteristicas que el previo. Ademas, deberia ser resistente a la infeccion, con
buenas caracteristicas de manejo y adecuados costes (Rosenberg and Rose, 1998; Buser,
2009). En este sentido, el hueso autégeno continua siendo el material de referencia, o como
se conoce en la literatura cientifica “gold standard”, para este tipo de procedimientos
quirurgicos. Su principal virtud es que auna propiedades (osteogenicidad, osteoinductividad,
osteoconductividad, osteotrofismo, y ausencia de respuesta inmune) gque ningln otro material
puede ofrecer, aproximandose mas que cualquier otro a los criterios ideales propuestos por

Boyne.

La neoformacion y maduracién ésea es un proceso coordinado que implica diversos
factores. Uno de los primeros eventos que ha de ocurrir durante los procesos de cicatrizacion
es la angiogénesis (Carter, 2000). Este proceso esta regulado por un complejo sistema de
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sefializacién bioquimica mediado por factores de crecimiento angiogénicos tales como bFGF o

TGF-B (Einhorn et al., 1995).

Junto con las numerosas modificaciones técnicas de la elevacidon de seno makxilar, se han
propuesto, ademas, numerosos tipos de materiales de relleno para la promocién de la
regeneracion dsea (Moy et al., 1993), tales como hueso autdlogo, xenoinjertos, materiales
aloplasticos, concentrados plaquetarios y/o de fibrina, o una combinacion de ellos (Del Fabbro

et al., 2004; Wallace and Froum, 2003; Wheeler, 1997) (Tabla 4).

Tabla 4: Propiedades de los diferentes tipos de injerto (Klokkevold and Jovanovic, 2002).

Osteoconductivo| Osteoinductivo Osteogénico Definicion

Alopléastico + - - Material inerte
o sintético

Xenoinjerto + - - Material de otra

especie animal

Aloinjerto + +/- - Material de la

misma especie

Autoinjerto + + + Material del

propio paciente

El material sirve El material El material
Definicién de andamiaje promueve la contiene células
para el diferenciacion de vivas con
crecimiento de células capacidad de

Los ultimos analisis sistematicos de la literatura a este respecto no han podido concluir
ninguna superioridad de un injerto dseo en particular en términos de supervivencia del
implante o ausencia de complicaciones en la zona receptora del injerto (Browaeys et al., 2007;

Nkenke and Stelzle, 2009). Es asi que muchos clinicos aceptan como consenso general que la
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elevacién de suelo de seno es una técnica predecible sin importar el material que se utilice,
con tasas de supervivencia de los implantes de entre el 61% y el 100% (Wallace and Froum,
2003). Este éxito no solo esta condicionado por la técnica quirdrgica empleada, sino que gran
parte del mismo depende del tipo y estructura del biomaterial empleado (McAllister and
Haghighat, 2007). Ademas, es importante tener en cuenta que los resultados a largo plazo no
solo dependen de la falta de complicaciones aparentes si no que también vienen determinados
por la formacién de un tejido déseo vital y funcional (Watzek et al., 2006). En todo caso,
independientemente de la tasa de éxito clinico implantolégico, es imprescindible conseguir
primariamente la integracién del injerto en el contexto de la zona injertada. Sin este

prerrequisito, obviamente, no serd posible el éxito final de la técnica.

El hueso autdlogo es una fuente rica en factores de crecimiento osteogénicos como BMP
y factores de crecimiento angiogénicos, como bFGF y TGFB, entre otros (Radomsky et al,,
1998), que van a jugar un papel muy importante en la angiogénesis (Lakey et al., 2000). En éste
sentido, cabe mencionar que las particulas de tamafio pequefio (< 8mm?) fomentan una mayor
actividad osteoclastica (Merkx et al., 2003). Esto permitird una reabsorcién mucho mas rapida
y completa que los fragmentos de mayor tamafio (Fonseca et al., 1980). Distintos autores, en
este sentido, han demostrado mejores tasas de supervivencia en implantes colocados en senos
injertados con hueso particulado frente a aquellos injertados con hueso en bloque (Wallace

and Froum, 2003).

Los motivos que condicionan esto pueden ser varios. Por una parte, puede esgrimirse
una mayor dificultad de revascularizacion, por falta de penetracién de las yemas vasculares, en
la mayoria de los casos atribuible a la dificultad de fijacién de los injertos, lo que conlleva
movilidad de los mismos, y por tanto, dificultad para revascularizarlos. También puede deberse
a la dificultad de reabsorcién de estos grandes bloques de tejido éseo injertado, motivo por el
cual los injertos en blogue para técnicas intrasinusales no son recomendables. Ademas,
requieren de una segunda zona donante, con el consiguiente aumento de la morbilidad, y
segln las zonas donantes, la reabsorcion del injerto puede ser excesiva, pudiendo llegar incluso
a ser hasta del 60% en épocas tempranas (McAllister et al., 1999). Esta reabsorcidn excesiva

puede comprometer la viabilidad de la técnica implantoldgica.
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Por tanto, pese a que su validez clinica y la regeneracion ésea que promueve dadas sus
caracteristicas osteoconductoras, osteoinductoras y osteogénicas, ademas de que aporta
importantes factores angiogénicos y osteogénicos estan fuera de toda duda, la utilizacién de
hueso autélogo plantea diversos inconvenientes. Entre los mas destacables son la obtencion
del injerto, ya que normalmente requiere de la apertura de un segundo campo quirdrgico.
Ademas, por éste preciso motivo, la disponibilidad del mismo es limitada (McAllister and
Haghighat, 2007; Misch, 1997). Mas aun, sufre una excesiva remodelacién y reabsorcién
cuando se emplea como Unico componente del injerto. Estas tasas de reabsorcién suponen un
3.8% de pérdida de volumen en los tres primeros meses hasta un 39.8% a los 180 dias en senos
injertados y estabilizados con la colocacién de implantes en una sola fase quirdrgica (Schlegel
et al., 2003). El grado de reabsorcién se ve determinado tanto por el origen embriolégico del
tejido (el hueso membranoso es reabsorbido en menor proporcion que el hueso de origen
endocondral) (Thorwarth et al., 2005), asi como por la presentacion del mismo, ya que un
injerto en blogue se reabsorbe en menor medida que un injerto particulado (Lorenzetti et al.,
1998). Ademas, es bien sabido que materiales aloplasticos, como la hidroxiapatita o el fosfato
tricalcico, asi como algunos injertos de origen animal, presentan una tasa de reabsorcidon
mucho mas lenta comparados con el hueso autdlogo, pudiendo perdurar en condiciones de

biocompatibilidad incluso por afios (lezzi et al., 2008; Traini et al., 2007).

Asi, si tenemos en cuenta que el mantenimiento de un espacio y una estabilidad
estructural del injerto que permitan la maduracion dsea es uno de los principios fundamentales
a respetar cuando se pretende conseguir un aumento 6seo, la aplicacion de un injerto mixto
compuesto en parte por hueso autélogo y hueso de origen exdgeno con estabilidad estructural
que actle a manera de andamiaje, previniendo el colapso del injerto estan plenamente
justificadas y parece claramente razonable. Se podria conseguir con ello un efecto aditivo de
las propiedades favorables de estos materiales, combinando el potencial bioldgico del hueso
autélogo con la capacidad de mantener un andamiaje osteoconductivo por parte del sustituto
6seo. Ademas, las combinaciones propuestas en la literatura aportan adecuados porcentajes
de los compartimentos tisulares “tejido mineralizado” y “tejido no mineralizado”, de especial
relevancia en la remodelacion del injerto y, por tanto, la supervivencia a largo plazo de los

implantes colocados en la zona injertada (Tabla 5).
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Tabla 5: Proporciones de los diferentes compartimentos tisulares dseos en funcién al tipo de

injerto.
Tejido Tejido no
Injerto Referencia
mineralizado | mineralizado
(%) (%)
Aloinjerto 28.25 64.1
(Froum et al., 2006)
12.44 54.56
Xenoinjerto
37.7+31.3 -
(Hallman, Sennerby, et
al., 2002)
Autdgeno + xenoinjerto (20-80) 399+8 -
Autégeno + xenoinjerto (20-80) 37+17.46 | 31.92+16.05 (Galindo-Moreno,
Moreno-Riestra, et al.,
Autégeno + xenoinjerto (50-50) 36+9.44 44.8 +13.51 2011)
(Galindo-Moreno et al,,
Autdgeno + bioglass 33.08+8.18 | 53.35+4.24
2008)
(Galindo-Moreno et al,,
Autdgeno + xenoinjerto + PRP 34+6.34 49.6 £6.04
2007)
(Hallman, Hedin, et al.,
Autogeno 41.7+26.6 -
2002)
Aloinjerto 23.4 53.9 (Avila et al., 2010)
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1. 5. Combinacién de hueso autégeno y hueso bovino anorganico

De todas las estrategias estudiadas en la literatura, la combinacion de hueso autégeno
con materiales de reabsorciéon mas lenta como el hueso bovino anorganico es una de las
exitosas (Hallman, Sennerby, et al.,, 2002; Yildirim et al., 2001). Este xenoinjerto puede
permanecer sin reabsorber durante afios (Ferreira et al., 2009; Sartori et al., 2003; Traini et al.,
2007). Aunque esto pueda parecer una desventaja, se ha demostrado que puede ser sometido
a revascularizacion y ademas presenta una muy buena osteoconductividad (Galindo-Moreno,
Padial-Molina, et al., 2010). Es un biomaterial biocompatible que presenta una estructura y
propiedades fisicas similares a las del hueso humano. Cuando se emplea en combinacidn con
éste, proporciona mantenimiento del espacio y enlentecimiento del proceso resortivo
mientras que el hueso autégeno, si se obtiene en el mismo momento de la cirugia, aporta
celularidad y factores de crecimiento (Wallace and Froum, 2003; Schlegel et al., 2003). Un
inconveniente del uso de hueso autélogo es la necesidad de realizar un segundo campo
quirdrgico para la obtencion del injerto. No obstante, éste inconveniente se puede solucionar
mediante el uso de la técnica modificada de rascador (Martos Diaz et al., 2007; Galindo-
Moreno et al., 2007). Mediante esta técnica, la ventana 6sea de acceso al seno maxilar es
recolectada con lo que puede ser reutilizada como componente del injerto en lugar de ser

descartada.

Aungue el uso de la combinacion de hueso autdlogo y xenoinjerto de origen bovino ha
sido propuesta en la literatura (Hallman, Sennerby, et al., 2002; Galindo-Moreno et al., 2007,
Wallace and Froum, 2003), los tejidos analizados presentan importantes diferencias
dependiendo de la naturaleza del injerto, la proporcién de materiales utilizados y el tiempo
transcurrido desde el injerto. Mds aun, la maduracién, consolidacion y estabilidad del injerto
dependen altamente de la formacién de un complejo hueso-injerto funcional (Busenlechner et
al., 2009). En este proceso, una amplia variedad de factores dependientes del paciente pueden
influenciar los resultados finales (Avila et al., 2010). A dia de hoy conocemos de la asociacién
entre el consumo de tabaco y alcohol y la historia de enfermedad periodontal con menores
tasas de éxito de los implantes dentales (Levin et al., 2004; Levin et al.,, 2011; Levin and

Schwartz-Arad, 2005; Anner et al., 2010; Kan et al., 2002).
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Por tanto, sin bien el conocimiento en este campo es abundante y creciente, aldn existen
importantes cuestiones sin resolver en cuanto a los factores que influyen en la consolidacion
del material de injerto y respecto al uso de injertos combinados en elevacion de suelo de seno

maxilar, motivo por el cual se planted la realizacion de la presente Tesis Doctoral.
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OBIJETIVOS

El presente trabajo de investigacién conducente a la obtencién del Titulo de Doctor tuvo

por objetivos principales los siguientes:

- Objetivo 1: Analizar morfoldgica e histomorfolégicamente las diferencias entre
hueso nativo posterior maxilar y el obtenido 6 meses tras la realizacion de
técnicas de elevacién de suelo de seno maxilar empleando un injerto compuesto

de hueso bovino anorganico y hueso autdlogo obtenido mediante rascador.

- Objetivo 2: Comparar los resultados histolégicos obtenidos con el uso de dos

combinaciones de injerto con diferentes proporciones de xeno y autoinjerto.

- Objetivo 3: Evaluar la influencia de un grupo de variables dependientes del
paciente en los resultados histoldgicos, histomorfométricos y radiolégicos tras

la elevacion del suelo del seno maxilar.
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APORTACIONES DEL DOCTORANDO

Las tareas principales del doctorando en el estudio objeto de esta tesis doctoral han sido

las siguientes:
- Colaboracioén en el disefio del estudio.

- Seleccién de pacientes y realizacién de las intervenciones quirdrgicas de elevacion

de suelo de seno maxilar en uno de los centros participantes.
- Obtencién de muestras de tejido éseo de la zona regenerada.
- Colaboracion en el analisis de las imagenes histoldgicas y radiograficas obtenidas.
- Colaboracion en la redaccién de los manuscritos posteriormente publicados.

- Redaccion de la presente memoria y compilacion de publicaciones previas.
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METODOLOGIA

1. 1. Disefio del estudio

Todos los procedimientos fueron realizados tras al aprobacién por parte del Comité de
Etica en Investigacion Humana de la Universidad de Granada y tras al obtencidén del
correspondiente consentimiento informado por cada paciente. El estudio se realizé de acuerdo

los principios de la declaracién Helsinki (Schuklenk and Ashcroft, 2000).

El disefio principal del estudio consistid en un ensayo clinico multicéntrico, prospectivo

controlado.

Para los diferentes analisis se emplearon distintas poblaciones, como podra verse en
detalle en cada una de las publicaciones del Apéndice, si bien los criterios de inclusién y
exclusion fueron los mismos para todos los pacientes del estudio. Como resumen, se incluyeron

pacientes que cumplieran los siguientes criterios de inclusion:

Edad entre 18 y 85 afios,

- con necesidad de realizacidon de elevaciéon de suelo de seno maxilar en 2 fases,
es decir, con menos de 5 mm de cresta alveolar remanente (Zinner and Small,

1996; Wang and Katranji, 2008),

- para la posterior colocacion de implantes dentales por ausencias dentales

multiples o unitarias,

- con estado fisico general ASAl o ll,

- ausencia de enfermedad sistémica no controlada o cualquier condicién

conocida que altere el metabolismo éseo (osteoporosis, diabetes mellitus, etc.)

y

- adecuada higiene oral (indice de placa de O’Leary <20%) (O’Leary et al., 1972).

Los pacientes fueron excluidos si:
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- Habian tomado antibidticos en los 3 meses anteriores,

- habian tomado de forma prolongada (>6 meses) medicacién que modifique el

metabolismo éseo (como bifosfonatos, corticosteroides, etc.),

- mujeres embarazadas o con la intencion de quedarse durante el tiempo del

estudio,

- pacientes que presentasen cualquier enfermedad aguda o crénica del seno

maxilar (sarcoidosis, osteomas, carcinomas, etc.),
- sepsis,
- historia de cancer y/o radioterapia en la cavidad oral en los Ultimos 18 meses,
- guimioterapia en los ultimos 12 meses,
- o complicaciones derivadas de éstas condiciones y
- pacientes fumadores de mas de 10 cigarrillos al dia (Levin et al., 2004) o

- consumidores de mas de 10 gramos de alcohol por dia (Galindo-Moreno et al.,

2005).
1. 2. Procedimientos quirurgicos

A todos los pacientes les fue prescrita una pauta antibidtica consistente en 875 mg de
amoxicilina y 125 mg de dacido clavulanico cada 8 horas durante 7 dias comenzando el dia

anterior a la cirugia. Los pacientes alérgicos a penicilinas recibieron 300 mg de clindamicina.

Todos los procedimientos fueron realizados bajo anestesia local (articaina, Ultracain’,
Aventis Inc., Frankfurt, Alemania). La técnica quirurgica consistié en una modificacién de la
técnica convencional de ventana lateral en la que el acceso al interior de la cavidad dsea sinusal
se consigue mediante el uso de un rascador de hueso (Safe scraper®, Meta corp., Remigia, Italia)
(Galindo-Moreno et al.,, 2007; Martos Diaz et al.,, 2007). Mediante esta técnica es posible

recolectar el hueso cortical de la pared lateral del seno maxilar hasta exponer la membrana de
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Schneider. A continuacion, con el correspondiente instrumental especifico, se procede al
despegamiento de la membrana a nivel del suelo del seno, paredes medial, anterior y posterior
alrededor de la zona donde se procederad a la colocacién de implantes. Tras la elevacion de la
membrana, se procedié a la colocacién del injerto en el interior de la cavidad. El injerto
consistio en una mezcla 50-50% o 20-80% del hueso autégeno obtenido mediante el rascador
con hueso bovino anorganico (Bio—Oss®, tamafio de particula 250—-1000 um, Geistlich Pharma
AG, Wolhusen, Suiza). Estas proporciones de injerto habian sido previamente descritas como
ideales para la elevacion de seno maxilar (Hallman, Sennerby, et al., 2002). El volumen de
injerto varid entre 3y 5 cc, volumen necesario para la consecucién del objetivo clinico. Tras la
colocacién del injerto, se colocd una membrana reabsorbible de coldgeno (Bio—Gide®— Geistlich
Pharma AG) para cubrir la zona y evitar la invasion del injerto por tejido blando. Para la sutura
de los colgajos se empled sutura de seda de 3-0 (Laboratorio Aragd, Barcelona, Espafia). Se
prescribié medicacion anti-inflamatoria (ibuprofeno 600 mg a demanda con un maximo de

3600 mg por dia). La sutura fue retirada a las 2 semanas.

Tras un periodo de curacion de 6 meses, se empled una trefina de 3 mm de didmetro
interno y 4 mm de didmetro externo para la obtencidon de muestras de hueso de la zona
previamente injertada en la misma zona donde se procederia a continuacion a la colocacion de
los implantes dentales correspondientes. Para éste estudio se emplearon dos tipos de
implantes diferenciados: Astra Tech (Osseospeedw, Astra Tech, Molndal, Suecia) o Microdent”
(Microdent Implant System, Barcelona, Espafia). Finalmente, tras otros 6 meses de periodo de
osteointegracion, se procedié a la colocacidon de los correspondientes pilares de cicatrizacién
transepitelial para la posterior toma de impresiones, fabricacién y colocacién de las
correspondientes protesis dentales fijas atornilladas implanto-soportadas. Todos los pacientes

fueron después incluidos en el protocolo estdndar de seguimiento cada 3 meses.

Se emplearon ademds un total de 10 pacientes (5 hombres y 5 mujeres) como control de
hueso maxilar posterior. Estos pacientes necesitaban colocacién de implantes en sectores
posteriores maxilares pero no habian sido sometidos a elevacién de seno. La obtencién de la
muestra no interfiere con la colocaciéon normal de implantes al ser necesaria la creacién de un

lecho para su colocacién en cualquier caso.
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1. 3. Datos Demograficos y de Habitos
Para todos los pacientes se recogieron los siguientes datos:
- Edad.
- Género.
- Numero de implantes por paciente.

- Tipo de edentulismo: parcial (al menos una ausencia en maxilar posterior) o

total (ningun diente remanente en la arcada superior).
- Habitos de consumo de alcohol (Galindo-Moreno et al., 2005).

- Habitos tabaquicos (Wallace, 2000): No fumador = 0 cigarrillos por dia; Fumador

moderado = <10 cigarrillos por dia; Muy fumador = >10 cigarrillos por dia.

- Historia de enfermedad periodontal en edéntulos totales. Los edéntulos
parciales fueron clasificados en el grupo de enfermedad periodontal si
presentaron pérdida de insercidn clinica de mas de 3 mm en al menos 3 dientes
no adyacentes (Tonetti et al., 2005). Para éstas medidas se empled una sonda

tipo Michigan (Hu-Friedy, Chicago, lllinois, EEUU).
1. 4. Estudio radiografico

Se obtuvieron radiografias panoramicas estandarizadas (Kodak ACR-2000, Eastman
Kodak Company, Rochester, Nueva York, EEUU) de todos los pacientes en el momento de la
evaluacion inicial, tras la elevacién de seno, a los 6 meses, en el momento de la colocacién de
la restauracion final y a los 24 meses. Las medidas lineales se realizaron mediante el software
especializado Dent-A-View v1.0 (DigiDent, DIT, Nesher, lIsrael). Dichas medidas fueron
realizadas por al menos 2 examinadores previamente calibrados. Se midié la altura alveolar
remanente previa a la elevacion de seno y la altura final en los diferentes tiempos tras la

colocacién del injerto intrasinusal.
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1. 5. Estudio histolégico

Las muestras de hueso fueron, en primer lugar, fijadas en formalina tamponada al 10%
durante 24 horas. A continuacién fueron decalcificadas en una solucién decalcificante
conteniendo formaldehido (10%), acido formico (8%) y metanol (1%) (Decalcifier |, Surgipath®
Europe Ltd., Peterborough, Reino Unido) durante al menos 20 dias. Finalmente fueron
embebidas en parafina y seccionadas longitudinalmente siguiendo el eje central en espesores
de 4 pum. Estas secciones fueron limpiadas de parafina, rehidratadas y tefiidas mediante
diferentes técnicas: hematoxilina-eosina, técnica de Schiff, tricrdmico de Masson y tricrémico

de Goldner.

Para el andlisis histomorfométrico se obtuvieron imagenes de las secciones tefiidas
mediante tricrémico de Masson y fueron evaluadas mediante un método semiautomatico. En
resumen, se obtuvieron 10 imdagenes randomizadas por muestra mediante un microscopio
equipado con un objetivo 10X y una camara digital (DP70, Olympus Optical Company Ltd.,
Tokyo, Japdn) y se evaluaron mediante el software especializado Image J (NIH, EEUU,

http://rsb.info.nih.gov/ij/). Se calcularon los porcentajes de tejido mineralizado, tejido no

mineralizado y particulas remanentes. Ademas, se contabilizaron las lineas de tejido osteoide.

1. 6. Estudio Inmunohistoquimico

Secciones adicionales fueron igualmente limpiadas de parafina y rehidratas v,
posteriormente, tratadas mediante EDTA 1mM a 959C durante 20 minutos en un modulo de
pretratamiento (Thermo Fisher Scientific, Fremont, California, EEUU) con objeto de exponer
los antigenos. A continuacion, las secciones se incubaron durante 60 minutos a temperatura
ambiente con los diferentes anticuerpos para la deteccién de osteopontina y BMP-4 (para la
deteccion celular e intersticial), CD56 [Clone 56C04/123A8] (para la identificacién de
osteoblastos), TRAP-1 [Clone 26E5] (para identificar osteoclastos), CD68 [Clone KP1] (para
identificar monocitos/macrofagos) y vimentina [Clone V9] (para identificar células
mesenquimales, Control positivo). Todos los anticuerpos fueron obtenidos de la misma
compafila (Master Diagnodstica, Granada, Espafia). La deteccién de la reaccion

inmunohistoquimica fue realizada en un inmunotefiidor automatico (Autostainer 480, Thermo
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Fisher Scientific) usando el método polimero-peroxidasa seguido de visualizacion por

diaminobenzidina (Master Diagndstica).

El nimero de células positivas por mm? se calculé mediante iméagenes capturadas en
microscopio (BH2, Olympus Optical Company Ltd., Tokyo, Japdn) con objetivo 40X con escala

milimétrica.
1. 7. Estudio de Microscopia Electrénica

Varios fragmentos de 1 mm? obtenidos a diferentes niveles en cada muestra (coronal,
medial y apical), incluyendo hueso trabecular y cortical, se fijaron en glutaraldehido al 2,5%
durante 24 horas para su posterior decalcificacidén segin el método descrito anteriormente. A
continuacion se realizé un postfijado en 1% 0sO, a 4°C durante 2 horas, lavado en agua
destilada, deshidratacion en acetona y embebida en Epon. Se obtuvieron después secciones
semifinas que se tifieron con azul de toluidina. Finalmente se obtuvieron también secciones
ultrafinas (=70 nm) mediante un ultramicrotomo (Reichert-Jung Ultracut E, Leica
Microsystems, Barcelona, Espafia) que se tifieron con citrato de plomo y acetato de uranilo
para su visualizacion mediante microscopio electréonico de transmisiéon (Zeiss EM 902,
Barcelona, Espafia). Las imdgenes fueron procesadas mediante el software anaIySIS® para

Windows (Soft Imaging System, Mnstes, Alemania).
1. 8. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico, cualquier paciente que fumase al menos un cigarrillo o tomase

al menos una bebida alcohdlica al dia fue considerado fumador o bebedor, respectivamente.

Para los diferentes analisis dependiendo del objetivo concreto de cada subestudio se
emplearon las metodologias estadisticas mas apropiadas en cada caso, como el t test de Welch,
correlaciones de Pearson, chi-cuadrado o U de Mann-Whitney. Ademas, para el andlisis de los
factores predictores se realizaron sendos andlisis de regresiéon multiple para estudiar los
hallazgos radiograficos en funcién al porcentaje de particulas remanentes como variable
dependiente y todas las demas como predictores (edad, sexo, tipo de edentulismo, nimero de

implantes, consumo de alcohol y tabaco, historia de enfermedad periodontal, porcentaje de
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tejido no mineralizado y niumero de lineas osteoides). El mismo anélisis se volvié a realizar pero
esta vez estudiando los hallazgos histoldgicos e histomorfométricos. En todos los casos, se

considerd la significacion estadistica para valores p < 0,05.
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RESULTADOS PRINCIPALES

Los diferentes estudios publicados y que se adjuntan como anexos se pueden resumir en

los siguientes resultados principales:
1) Resultados radiograficos:

a) A menor proporcion de particulas remanentes de hueso bovino anorganico en la
muestra obtenida a 6 meses, mayor reabsorcién ésea a nivel radiografico (Galindo-

Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2010).

b) A mayor proporciéon de tejido no mineralizado en la muestra obtenida a 6 meses, mayor

reabsorcion ésea a nivel radiogréfico (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2010).

c) A mayor porcentaje de hueso bovino anorganico en la mezcla del injerto, mayor

reabsorcion ésea a nivel radiogréfico (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2011).

d) Mayor reabsorcién ésea a nivel radiografico en pacientes con historia de enfermedad

periodontal y en pacientes edéntulos (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2012).

e) El analisis de regresién multiple sélo muestra relacién del porcentaje de particulas
remanentes de hueso bovino anorgdnico con la reabsorcién dsea a nivel radiografico

(Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2012).
2) Resultados morfoldgicos e histomorfométricos:

a) En el hueso nativo predomina el componente medular con abundante nimero de
adipocitos, similar proporcién de tejido mineralizado y no mineralizado y similar
abundancia de osteoblastos y osteoclastos, aunque mayor de osteocitos, asi como

menor numero de lineas osteoides (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2010).

b) El hueso trabecular nuevo se encuentra en intimo contacto con las particulas
remanentes de hueso anorganico con abundante presencia de lineas de cementacién

(Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2010).
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c)

Existe una mayor cantidad de lineas osteoides cuanta mayor es la proporcion de hueso

bovino anorganico remanente (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2010).

Las diferentes proporciones de componentes del injerto no influyen en las
proporciones de tejido mineralizado neoformado ni en el tejido no mineralizado si bien
el numero de lineas osteoides es mas abundante en el grupo 50-50%, que ademas
mostré mayor presencia de los diferentes tipos celulares analizados (Galindo-Moreno,

Moreno-Riestra, et al., 2011).

Los pacientes edéntulos totales presentaron mayor porcentaje de tejido mineralizado
neoformado y de tejido no mineralizado y menor proporcion de particulas remanentes

de hueso bovino anorganico (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2012).

A mayor edad, menor nimero de osteoblastos por mm? (Galindo-Moreno, Moreno-

Riestra, et al., 2012).

Pacientes con historia de periodontitis presentaron mayor nimero de osteoblastos por
mm?, mayor cantidad de tejido no mineralizado, menor porcentaje de particulas
remanentes de hueso bovino anorganico y menor nimero de lineas osteoides. De
hecho, la historia de enfermedad periodontal fue la Unica variables capaz de influir
significativamente en el modelo de regresién multiple considerando las particulas
remanentes como variable dependiente y todas las demas como predictores (Galindo-

Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2012).

El consumo de tabaco se correlaciond con la historia de enfermedad periodontal,
nimero de osteoblastos por mm? y porcentaje de tejido no mineralizado (Galindo-

Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2012).

3) Resultados inmunohistoquimicos:

a)

76

Aungue existen diferencias en la expresion de los marcadores inmunohistoquimicos
empleados en este estudio, los diferentes porcentajes de hueso autégeno y de hueso

bovino anorganico en el injerto no influyen de forma estadisticamente significativa en
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la expresiéon de CD56, TRAP-1, CD68 y BMP-4 (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al.,
2011).

b) La expresion de osteopontina en el tejido mineralizado neoformado vy las lineas de
cementacién entre éste y las particulas de hueso bovino anorganico fue
significativamente mayor en el grupo con menor proporcién de hueso bovino

anorganico (Galindo-Moreno, Moreno-Riestra, et al., 2011).
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DISCUSION

A modo de resumen, considerando que una discusion mas detallada puede encontrarse
en los anexos que incluyen los articulos publicados como resultado de los trabajos de esta tesis,
esimportante mencionar aqui algunos aspectos clave de los encontrados durante la realizacién
de esta investigacidn, algunos de cuales contindan siendo de actualidad desde la publicaciéon

de los trabajos.

La elevacidn de suelo de seno maxilar tiene por objeto la creacion de un nuevo espacio
ocupado por tejido dseo vital capaz de adaptarse biolégicamente a los requerimientos
derivados del soporte de prétesis dentarias implantosoportadas. Asi, se ha propuesto que,
como minimo, el hueso resultante de la colocacidon de injertos dseos en la zona debe conseguir
proporciones de tejido mineralizado similares a aquellas del hueso nativo. Estudios previos han
descrito dichas proporciones como un rango del 23-28%, dependiendo de otras variables como
la edad y el género (Trisi and Rao, 1999; Ulm et al.,, 1999). En nuestro estudio hemos
encontrado proporciones superiores (45.73+7.98%), posiblemente debido a las caracteristicas
propias de la poblacion analizada, ya que éstas proporciones se ven influenciadas por la altura

de cresta remanente (Monje et al., 2015).

Con respecto a las proporciones de los distintos compartimentos tisulares del hueso tras
la regeneracion, los resultados del presente estudio son los mas elevados reportados en la
literatura en cuanto a la proporcién de nuevo hueso mineralizado (46.08%), seguido de otras
series como la publicadas por Cordaro (45.2%) (Cordaro et al., 2008) y Artzi (41.6% tras 9
meses) (Artzi et al.,, 2008). Esta observacién puede explicar en parte la mayor tasa de
supervivencia reportadas en maxilar posterior tras injerto (Olson et al., 2000; Scarano et al.,

2006).

En estas ventajas juega un papel fundamental el tipo de injerto concreto que se utilice.
En nuestras series empleamos una técnica modificada de acceso lateral a la cavidad sinusal
mediante la cual dicho acceso se crea empleando un rascador dseo que es capaz de recolectar
todo el hueso de la zona y que, posteriormente, podra ser utilizado como componente del

injerto de forma aislada o en combinacién con cualquier otro biomaterial comercial (Galindo-
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Moreno et al., 2007; Martos Diaz et al., 2007). Con esta técnica se evita la necesidad de abordar
segundos campos quirlrgicos. Este instrumento, ademas de almacenar el hueso cortical del
paciente, junto con sangre del mismo, tiene la virtud de no dafiar los tejidos blandos, aun en
contacto con ellos, lo que evita accidentes o complicaciones inherentes a la técnica como es la

perforacién de la membrana sinusal.

El hueso autégeno es aun considerado el “gold standard” en regeneracién ésea. Se trata
de un material de injerto facilmente reabsorbible y modelable por la accién de osteoclastos.
Esto facilita los procesos de remodelacién de la masa mineral (bone turnover) y una
maduracion adecuada del tejido. Por este motivo, se ha indicado que no es posible encontrar
hueso autdgeno original injertado en muestras tomadas 5 meses después de la colocacion del
injerto, siendo todo el hueso presente, hueso neoformado, joven, vital y trabeculado (de Lange
and Tadjoedin, 2002). Sin embargo, ésta radpida reabsorcion puede suponer también una
importante desventaja en cuanto a la pérdida de volumen, que puede ser incluso del 60%
(Jensen and Sindet-Pedersen, 1991). Por tanto, la combinacién con otros biomateriales parece
indicada. El uso de hueso de origen xendgeno ha sido ampliamente estudiado en la literatura.
Entre sus principales ventajas destaca su baja tasa de reabsorcién (Piattelli et al., 1999; Taylor
etal., 2002), estando presente incluso tras 9 afios (Traini et al., 2007) y 10 afios (Pardinas Lopez
et al,, 2015). Ademas, es un material quimica y fisicamente idéntico la hidroxiapatita humana
(Smiler et al., 1992). Su estructura porosa sirve para incrementar el area de superficie del
biomaterial. Esto lo hace un perfecto andamiaje para la regeneracién 6sea y un adecuado

substrato para la neoangiogénesis.

En el presente estudio, el mantenimiento tras 6 meses de amplias proporciones de
particulas remanentes soporta el mantenimiento global del volumen injertado, como puede
derivarse de las reducidas tasas de pérdidas dseas verticales observables en radiografia. Mas
aun, el mantenimiento de este tejido mineralizado incrementa significativamente el nimero
de lineas osteoides, representativas de actividad mineralizadora empleando la particula
remanente como “apoyo” sobre el que continuar el proceso. Estas propiedades han sido
confirmadas por estudios mas recientes (lezzi et al., 2012). Esto es, el hueso bovino anorganico

se comporta como un material osteoconductivo ideal (Hallman, Sennerby, et al., 2002) con
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excelentes propiedades estructurales (Schlegel et al., 2003) y respuesta clinica positiva a largo
plazo (Mayfield et al., 2001). Esto se une a los hallazgos ultraestructurales de lineas de
cementacion y recanalizacion de las particulas por medio de osteoclastos (Galindo-Moreno et
al., 2013), que no han sido observadas en otros biomateriales con altas tasas de reabsorcion y

disolucion (Wiltfang et al., 2003; Zerbo et al., 2004; Annibali et al., 2015).

No obstante, el uso exclusivo de hueso bovino anorganico presenta también sus
inconvenientes. El material no es capaz de interactuar con el implante (Rosenlicht and Tarnow,
1999; Valentini et al.,, 1998), con lo que en principio podria no ser adecuado para zonas
injertadas (Haas et al., 1998), ya que, de hecho, el contacto hueso-implante es
significativamente menor cuando se utiliza de forma aislada (Jensen et al., 2013), y, ademas, si
se emplea solo, es lento en cuanto a la induccion de la formacion de hueso (Smiler et al., 1992).
Asi, se ha propuesto como una ventaja especifica el uso combinado con hueso autégeno para
mejorar la cantidad final de tejido éseo vital, para reducir el tiempo de curacién (Tadjoedin et
al., 2003; Thorwarth et al., 2006; Hallman, Hedin, et al., 2002) y para aumentar el contacto
hueso-implante (Jensen et al., 2013). El presente estudio se propuso para evaluar diferentes
proporciones de ambos injertos (50:50 vs. 20:80). Como se ha expuesto, los porcentajes de
hueso vital obtenidos fueron mejores cuando el injerto contenia mayor proporcion de hueso
bovino anorganico, como también se ha reportado previamente (Hallman, Hedin, et al., 2002).
Se ha explicado este efecto como una consecuencia directa de la osteoconductividad del
material (Tadjoedin et al., 2003). Sin embargo, se observaron un mayor nimero de lineas
osteoides y mayor celularidad cuando la proporcion de hueso autégeno fue mayor. Este
hallazgo sugiere un mayor metabolismo en injertos con mayor proporcion de hueso vital inicial
(Smiler et al., 1992), debido a que el injerto autdgeno proporciona células vivas y proteinas de
matriz con propiedades osteoinductivas (Thorwarth et al., 2006). Estas observaciones han sido
corroboradas por una menor actividad celular osteogénica in vitro en cultivos expuestos a
hueso bovino anorganico (de Melo et al, 2014). Estudios similares, aunque usando
proporciones de 60:40 y 90:10 (Mordenfeld et al., 2014) (hueso bovino anorgdnico y hueso
autdgeno, respectivamente) o de 50:50 y 100% de hueso bovino anorganico (Schmitt et al,,
2015), no han encontrado diferencias entre ambas mezclas de biomaterial ni en el estudio

histomorfométrico ni radiografico. Un reciente metaandlisis tampoco ha encontrado
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diferencias respecto al uso de membranas, tipo de biomaterial ni tiempo de curacién (Suarez-

Lépez Del Amo et al., 2015).

Otro hallazgo importante fue el de la distribucién de marcadores especificos, en
concreto, de osteopontina (OPN) y TRAP-1. La diferencia observada en funcion a la proporcién
de la mezcla de injerto sugiere que la proporcién de hueso bovino anorganico influye
directamente en la reabsorcion neta del injerto. Asi, aunque se ha sugerido que el hueso bovino
anorganico no se reabsorbe (Mordenfeld et al., 2010), hemos confirmado por la expresién de
TRAP-1 lo que otros autores habian también sugerido (Perrotti et al., 2009) respecto a la
actividad osteocldstica en el procesamiento de éste biomaterial (Galindo-Moreno et al., 2013).
Ha sido también concluido que particulas de tamafio pequefio, como las empleadas en el
presente trabajo, se reabsorben de manera mas rdpida y generan mayor nimero de lineas
osteoides (Klueppel et al., 2013). Dichos fenédmenos de reabsorcion del hueso bovino
anorganico promoverian, ademas, la liberacion de iones Ca™ al medio, que inducirian un doble
fenémeno. Por un lado el aumento de la concentracién de Ca*™ inhibirfa por feed-back negativo
la reabsorcién mediada por osteoclastos (Traini et al., 2007) y promoveria la maduracion y
diferenciacion de células osteoprogenitoras de los tejidos circundantes. De éste modo, se
facilitaria el depdsito alrededor del hueso bovino anorganico de un tejido neoformado de alto
contenido osteocitico. Dicho tejido neoformado permitiria una organizacion ésea adaptativa
gue compensaria la ausencia de sincitio funcional dentro de las particulas de injerto xendgeno
contribuyendo asi al mantenimiento estructural de todo el injerto (Qiu et al., 2005). De éste
modo, la presencia de osteocitos es un factor determinante que colaboraria a mantener la
integridad injerto-hueso durante los procesos de remodelacién ésea frente a estimulos
externos o adaptativos, como por ejemplo ocurre una vez que los implantes colocados en este
material son cargados. Pero mas aun, estudios recientes han confirmado la presencia de
osteocitos nuevos dentro de la osteona de las particulas remanentes de hueso bovino
anorganico (Galindo-Moreno et al., 2014). Si de este modo el sincitio de las particulas de hueso
bovino anorganico pueden ser recolonizadas por osteocitos y revascularizadas, se podrias
hipotetizar que el injerto maduro podria ser capaz de modular las tensiones biomecanicas y la
respuestas a las mismas mediante el establecimiento de una red osteocitaria dentro de la

propia particula. Por tanto, de ser asi, la reabsorcién del injerto podria dejar de ser una
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propiedad ideal del biomaterial. Por el contrario, algunos autores han observado reaccion a

cuerpo extrafio y no reabsorcion osteoclastica (Vandeweghe et al., 2013).

Por ultimo, éstos aspectos y los descritos mas ampliamente en las respectivas discusiones
de los articulos publicados, fueron correlacionados con las variables clinicas del paciente: edad,

sexo, tipo de edentulismo, historia de periodontitis y consumo de alcohol y tabaco.

Asi, observamos una reduccién del nimero de osteoblastos por mm? con el aumento de
la edad, observacién similar a la realizada por Zhang, que ademas encontrd diferencias
especificas en la combinacion edad-sexo de forma que la edad parece no jugar un papel
relevante en la funcién de los osteoblastos en hombres pero si en mujeres (Zhang et al., 2004).
Este hallazgo contrasta con reportes mas recientes (Knabe et al., 2008; Galindo-Moreno,

Padial-Molina, et al., 2010).

Por otro lado, las muestras de pacientes fumadores presentaron una reabsorcion
aumentada, asociado ademas con menores porcentajes de hueso bovino anorganico
remanente. El tabaco afecta negativamente a la expresién de hormonas paratiroideas y otras
enzimas implicadas en la regulacién de la homeostasis dsea (Ward and Klesges, 2001), ademas
de disminuir la actividad de la fosfatasa alcalina (Katono et al., 2009; Ramp et al., 1991). Mas
aun, consumidores compulsivos y de mayor edad presentan una mayor remodelacién désea
(Elgan et al., 2003), posiblemente debido a la induccion de la reabsorcién mediada por nicotina
y la expresion alterada de metaloproteinasas (Katono et al., 2009). Como consecuencia, el
consumo de tabaco puede también influir en la mayor pérdida dsea marginal periimplantaria
(Lindquist et al., 1997; DelLuca and Zarb, 2006) y la pérdida temprana del implante (Mesa et al.,
2008; Noguerol et al., 2006; De Bruyn and Collaert, 1994; Esposito et al., 1998).

Respecto al consumo de alcohol, éste ha sido asociado con efecto sinérgico negativo con
el tabaco. En el presente estudio, similar a otros (Diez et al., 1997; Galindo-Moreno et al., 2005),
se observd menor celularidad, menor nimero de lineas osteoides, menor proporcién de tejido

mineralizado y mayor reabsorcion en consumidores de alcohol.

Un hallazgo también a remarcar fue la mayor reabsorcién de particulas remanentes de
hueso bovino anorgdnico en pacientes totalmente edéntulos en comparacion con los
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parcialmente edéntulos. Esto puede deberse a que la presencia de dientes afecta a la densidad
de las trabéculas dseas, al hecho de que las protesis removibles, principalmente portadas por
edéntulos completos, ejercen presiones superficiales continuas, y, finalmente, a que la mayoria
de pacientes edéntulos completos perdieron sus dientes por razones periodontales,

antecedente también asociado con mayores tasas de reabsorcion (Bassi et al., 1999).

En nuestra poblacién hubo una alta correlacion entre el edentulismo completo vy la
historia de periodontitis. Asi, la baja proporcidén de particulas remanentes en pacientes con
historia de enfermedad periodontal pudo tener un efecto directo sobre la reabsorcién del
injerto al perderse la estabilidad estructural aportada por el xenoinjerto. Esta mayor
reabsorcion ha podido deberse a la mayor actividad inflamatoria y de actividad osteoclastica
presente en este tipo de pacientes (Cullinan et al., 2001), debido a la predisposicién genética
(Kinane and Lappin, 2002). Ademas, esta mayor actividad inflamatoria se ve acompafiada por
mayor actividad osteoclastica mediada por hormonas y citoquinas, como la IL-1 (Loomer et al.,
1995). Mas importante aun es el hallazgo de Verdugo y colaboradores que reporta la
colonizacién por bacterias periodontopatégenas de injertos en pacientes sometidos a
procedimientos de elevacion del suelo del seno maxilar (Verdugo et al., 2009). Por tanto, seria
factible especular que dichas bacterias podrian estimular la produccion de citoquinas in situ
que conducirian a una mayor reabsorcién del injerto. Ademas, pacientes con antecedentes de
enfermedad periodontal mostraron menor remodelacién dsea (menos lineas osteoides) y

mayor porcentaje de tejido no mineralizado.
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CONCLUSIONES

1. El uso de un injerto compuesto para elevacion de seno maxilar consistente en hueso
bovino anorganico y hueso autélogo es altamente satisfactorio desde un punto de vista clinico

e histoldgico.

2. La proporcion de hueso autélogo y bovino anorganico influye en la remodelacion ésea
y el contenido celular de forma que a mayor proporcidon de hueso autélogo, mayor actividad

celular.

3. Los resultados clinicos de la elevacion de seno maxilar no se ven afectados
negativamente por los factores dependientes del paciente como historia de periodontitis, tipo
de edentulismo y consumo de alcohol o tabaco pero si la permanencia de hueso bovino
anorganico, que ademas se correlaciona de forma inversa con la reabsorcion vertical medida

en radiografia.
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Abstract

Introduction: Sinus grafting is a technique oriented to facilitate implant placement in
posterior atrophic maxillae. Several modifications of the original technique and a wide
variety of materials have been proposed; most of them associated with implant survival
rates. However, the quality of the bone obtained after the application of certain grafting
materials has not been fully elucidated yet. The aims of this multicenter study were to
analyse histomorphometrical samples obtained 6 months after sinus grafting using a
composite graft consisting of anorganic bovine bone (ABB) + autologous bone (AB), and to
compare these samples with maxillary pristine bone biopsies.

Material and methods: Ninety maxillary sinus augmentations were performed for delayed
implant placement (N=90) in 45 consecutive patients (test group). Bone cores were
harvested 6 months after grafting for histomorphometric and ultrastructural study. Control
pristine bone biopsies were taken from the posterior maxilla of 10 patients (control). Bone
radiographic changes were assessed up to 24 months after implant loading.

Results: The total mean values after analysis of test cores revealed a proportion of

46.08 + 16.6% of vital bone, 42.27 4+ 15.1% of non-mineralized connective tissue, and
37.02 + 25.1% of the remaining ABB particles. Significant bone remodeling activities were
noticed in sinus grafting samples when compared with pristine bone. A statistically
significant difference was observed in the number of osteoid lines between two groups,
with higher values in the test one (15.1 + 11.48% vs. 2.5 4+ 2.2%, P=0.0005).
Ultrastructural study showed that vital trabecular bone was in intimal contact with ABB
particles. Radiographic analysis revealed that the higher the proportion of remaining ABB,
the lower the total vertical resorption of the graft.

Conclusion: Sinus grafting constitutes an excellent model for the study of de novo bone
formation patterns and graft consolidation, when a combination of different bone
substitutes is applied. The combination of ABB + AB yields highly satisfactory outcomes
from both a clinical and a histologic perspective.

Bone availability is the key for successful
implant placement (Block & Kent 1997).
Implant primary stability is often challen-
ging in the posterior segments of the max-
illa. This is because of the poor osseous
density typically found in this region, in-
sufficient bone availability mainly due to

sinus pneumatization, and alveolar bone
atrophy as a consequence of tooth loss
(Yildirim et al. 2000). Although the use
of short or tilted implants has been shown
to be a suitable therapeutic option to over-
come these obstacles (Aparicio et al. 20071;
Morand & Irinakis 2007), in cases of
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anatomical limitations and consideration
of prosthesis long-term biomechanical sta-
bility, sinus grafting has emerged as a good
option for implant site development to
facilitate implant placement.

Since the early introduction of sinus
grafting in implant dentistry (Boyne &
James 1980), several modifications of this
technique have been proposed in the litera-
ture throughout the last two decades (Ta-
tum 1986; Summers 1998). Bone grafting
material selection is one of the differential
factors that may play a significant role in
sinus grafting outcomes. The search for an
ideal bone grafting material that would
enable clinicians to obtain the best mature
bone formation in the shortest period of
time, with minimal complications, is one
of the most investigated topics in this field.
Anorganic bovine bone (ABB) is a biocom-
patible material that presents similar struc-
ture and physical properties as human
cancellous bone. When ABB combines
with autogenous bone, it may represent
an excellent grafting material for maxillary
sinus augmentation (Wallace & Froum
2003). Autologous bone (AB) provides cel-
lularity and growth factors while ABB fa-
cilitates space maintenance and slows
down the process of rapid bone remodeling
of AB. This may be explained by ABB'’s
slow resorption rate and its osteoconduc-
tive properties (Schlegel et al. 2003).

A modified sinus grafting technique
using a bone scraper to simultaneously
access the Schneiderian’s membrane and
collect a part of the bone that lines the
lateral wall of the sinus cavity, to be later
used as a grafting material in combination
with ABB, has been previously proposed by
our group (Galindo-Moreno et al. 2007).
Several authors have reported excellent clin-
ical outcomes after using a combination of
ABB and AB for sinus grafting (Yildirim
et al. 2001; Hallman et al. 2002; Galindo-
Moreno et al. 2008). In spite of this, little
information is available regarding the biolo-
gic response after performing sinus grafting
using a combination of xenogenic material
(ABB) and autogenous bone (AB). Therefore,
the main aim of the present study was to
analyse, morphologically and histomorpho-
metrically, samples obtained 6 months after
sinus grafting of grafted sinuses of human
subjects using a composite graft consisting
of ABB + AB, and to find out the differences
with maxillary pristine bone.

© 2009 John Wiley & Sons A/S
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Material and methods

Study design

In this multicenter, prospective, controlled
clinical study, 45 patients (28 males and 17
females) in need of a bilateral sinus grafting
procedure to allow replacement of missing
posterior maxillary teeth with implant-
supported restorations were recruited for
the study after informed consent. Informa-
tion regarding medical and dental history
was recorded following a questionnaire. To
be included in the study, patients had to be
adults between 18 and 85 years of age,
present a physical status according to the
American Society of Anesthesiologists
(ASA) of T or II, have neither an uncon-
trolled systemic disease nor a condition
known to alter bone metabolism (i.e. os-
teoporosis, diabetes mellitus . . ., etc), ade-
quate oral hygiene (O’Leary plaque score
<20%), and have <smm bone height
remaining after radiographic measurement
over panoramic films (Zinner & Small
2004). Subjects who had taken antibiotics
in the previous 3 months, or reported long-
term use (>6 months) of medications
known to modify bone metabolism (such
as bisphosphonates, corticosteroids ...,
etc), women who were pregnant or at-
tempting to get pregnant at the time of
the screening, and patients who presented
existing sinus conditions, sepsis, a history
of cancer and/or radiation to the oral cavity,
or complications derived from any of these
conditions affecting the sinus area were
excluded from the study.

A total of 9o grafting procedures were
conducted. Patients underwent a delayed
implant placement approach. Additionally,
10 subjects (five males and five females)
consented in order to harvest control biop-
sies. Ten pristine bone core biopsies were
harvested from the posterior maxilla at the
time of implant placement from sites
where bone grafting was not necessary.

This study was conducted according to
the principles of WHO Declaration of Hel-
sinki (Schuklenk & Ashcroft 2000).

Surgical and restorative procedure

All patients took 875/125 mg of amoxicil-
lin/clavulanic acid, every 8 h starting 1 day
before the surgery. Clindamycin, 300mg
every 8h, was prescribed to penicillin-
allergic patients. This medication was
maintained for 7 additional days. All sur-

gical procedures were performed under lo-
cal anesthesia (Ultracain”, Aventis Inc.,
Frankfurt, Germany). A modification of
the conventional lateral wall approach
was used to perform the sinus grafting in
all patients. A bone scraper (Safe scraper”,
Meta corp., Remigia, Italy) was used to
harvest autologous cortical bone and to
expose the Schneiderian membrane. After
membrane elevation, all sinus cavities
were grafted with AB in combination ABB
(Bio-Oss" particle size 250-100Opum -
Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzer-
land), mixed in a 1:1 volume ratio. After
bone grafting, an absorbable collagen mem-
brane (Bio-Gide" — Geistlich Pharma AG)
was placed over the window to minimize
soft tissue invasion. Primary closure was
achieved in all cases, suturing with 3-o silk
suture(Laboratorio Aragd, Barcelona, Spain).

After a 6-month healing period, a 3-mm
internal diameter, 4-mm external diameter
trephine was used to collect bone core biop-
sies from the sites where implants had to be
placed, according to the restorative plan.
Hence, the initial osteotomy was performed
using a trephine, and not with the conven-
tional drills of each implant system. Accord-
ing to the study protocol, just one bone core
per sinus was analyzed for conventional
histological and histomorphometrical study.
The implant placed in the ideal position of
the maxillary first molar was the preferred
site for bone sample collection. Other cores
were taken from different implant positions
for ultrastructural analysis. A total of 9o
implants represented the group that was
followed up: 52 Microdent” (Microdent
Implant System, Barcelona, Spain) and 38
Astra Tech (Osseospeed™, Astra Tech,
Molndal, Sweden) with a range 13-16 mm
of length and 4.2—5 mm of width. A staged
approach was performed in all cases; there-
fore, 6 months after implant placement, a
second-stage surgery was performed. After
soft tissue healing, impressions were taken.
The final screw-retained implant-supported
PFM crowns were delivered — approximately
2 weeks later — and an occlusal adjustment
was performed. After implant loading, all
patients were placed in a 3-month mainte-
nance program.

Radiographic variables

Standardized digital panoramic films of
each patient were obtained before and
immediately after sinus grafting surgery,
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before implant insertion, at the time of
prosthesis delivery, and 24 months after
functional loading (Kodak ACR-2000,
Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, USA). Total bone height, at the point
of shortest remaining alveolar bone preo-
peratively, as well as the maximum verti-
cal augmentation after grafting and on the
day of implant placement was measured by
the same examiner using a specific soft-
ware (Digident Dent-A-View Version 1.0,
DigiDent, DIT, Nesher, Israel).

Histological study

Bone core biopsies were fixed in 10% buf-
fered formalin for 24h. They were sub-
sequently decalcified in a decalcifier contain-
ing formaldehyde (10% w/v), formic acid
(8% w/v), and methanol (1% w/v) (Surgi-
path” Europe Ltd., Peterborough, UK), for at
least 8 days, and then embedded in paraffin.
Sections were dewaxed, hydrated, and 4 um
sections following the central axis of the
biopsies were obtained and stained with
Hematoxylin-Eosin, periodic acid Schiff’s,
Masson’s trichrome, and Goldner’s tri-
chrome techniques. A millimeter scale in
the eyepiece of a microscope BH2 (Olympus
Optical Company, Ltd., Tokyo, Japan) with
a x 40 objective was used to count the
osteoblasts, osteoclasts, and osteocytes per
mm?”. The results were expressed as the
number of positive cells per mm?>.

Bone histomorphometry was performed
semi-automatically on Masson trichrome-
stained sections, assessing 10 randomized
images with x 10 objective, using a micro-
scope equipped with a digital camera DP70
(Olympus) connected to a computer, and
applying Image] software (NIH, USA, http://
rsb.info.nih.gov/ij/). Separate quantifications
of vital bone, ABB particles, and non-
mineralized tissue were performed and ex-
pressed as percentages of each compartment.
The number of osteoid lines on the whole
length of the biopsy core was also recorded.

Electron microscopy study

Several 1 mm® fragments, obtained at three
different levels of each sample (coronal,
medial, and apical), including trabecular
and cortical bone, were fixed in 2.5% glu-
taraldehyde solution for 24h and subse-
quently decalcified for 8 days (Decalcifier
I", Surgipath® Europe Ltd., Peterborough,
UK). Samples were then postfixed in 1%
OsO, at 4°C for 2h, washed in distilled
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water, dehydrated in increasing concentra-
tions of acetone, and embedded in Epon.
Semithin sections were stained with tolui-
dine blue solution. Ten blocks of LC cluster
areas were sampled. Ultrathin (about 70 nm
thick) sections were obtained using an ultra-
microtome (Reichert-Jung ULTRACUT E,
Leica Microsystems, Barcelona, Spain) and
stained with lead citrate and uranyl acetate.
Sections were examined with a transmission
electron microscope (Zeiss EM 902, Barce-
lona, Spain) and processed using analySIS"
for Windows (Soft Imaging System,
Miinstes, Germany).

Statistical analysis

A multilevel model technique with the
Box & Cox transformation was carried
out and a Skewnee/Kurtosis test was used
to determine the normality of the variables.
Because of the high values of intraclass
correlation coefficient and non-normal dis-
tribution of variables, we decided to use
each patient separately as the unit analysis.
This was chosen in order to eliminate
intrapatient variable high resemblance;
hence, we calculated the average value of
each variable taken of each patient (con-
sidering both sinuses). This required to
redefine a new statistical sample where
the ‘n’ value was 45, which finally ac-
counted for non-related samples from 45
different patients to determine the statisti-
cal significance of the findings. As a con-
sequence, Welch’s t-test for values with
different variance and Pearson’s correlation
with transformed data were assessed. A P-
value of <0.05 was considered statistically
significant. Statistical analysis was per-
formed using specialized software [STATA
10.1 program, StataCorp LP, TX, USA, and
SPSS-Windows 15.0 program, SPSS Inc.,
Chicago (IL), USA].

Results

Patients

Patients’ age ranged from 35 to 72 years
(mean 50.4 years) in the test group. On the
other hand, control patients’ ages ranged
from 38 to 61 years (mean 48.3 years).
Only one perforation of the Schneiderian
membrane after elevation and no other
complications related to the grafting tech-
nique was observed over the study period.
At the time of harvesting the bone core

biopsy, all cores presented similar dimen-
sions (approximately 14 mm). All patients
completed the study.

Radiographic parameters

The most significant finding regarding
radiographic changes was that more bone
resorption was observed in patients whose
biopsies showed a lower proportion of ABB
particles (<30% ABB: 0.42 + o0.13mm vs.
> 30% ABB: o0.21 + o.imm, P=o0
Welch’s test), and a higher proportion of
non-mineralized tissue (nMT) (<40%
> 40% nMT:
0.39 + o0.14mm, P=o0.01 Welch’s test).

nMT: 0.22 + 0.11 mm Vs.

Morphologic and histomorphometric
analysis

Analysis of maxillary pristine bone biop-
sies (Fig. 1a) revealed the presence of
mineralized tissue, including mainly trabe-
cular bone, and bone marrow. The mean
values after morphometric analysis showed
a predominance of bone marrow with adi-
pocytes (51.2 + 8.1%), while mineralized
tissue was found in a lower (45.7 + 7.9%),
but similar proportion (Table 1). A scant
number of osteoid lines were observed in
association with mineralized structures.
The number of osteoblasts, osteoclasts,
and osteocytes per squared millimeter is
also shown in Table 1.

Woven and lamellar type of trabecular
bone, in the presence of ABB particles, was
observed in samples obtained from patients
who underwent sinus augmentation, after 6
months of healing (Fig. 1b). At this time,
biopsies from sinus floor elevation showed
trabecular bone in a wide range of proportion
(from 29.5% to 75%), with normally ap-
pearing bone marrow and ABB particles in
and between the trabecular bone, with an
appearance of a ‘terrazzo floor’, especially in
the apical portion of the sample (Fig. 2).

The total mean values after image analy-
sis revealed a proportion of 46.1 + 16.6%
of vital bone, 42.3 + 15.1% of non-miner-
alized tissue, and 37 + 25.1% of remaining
ABB particles. Significant bone remodeling
activities were noticed in sinus grafting
samples as compared with pristine bone.
For example, a statistically significant dif-
ference in the number of osteoid lines was
observed between the two groups, with
higher values in the test group (15.1 +
11.48% vs. 2.5 + 2.2%, P=0.0005) (Table
1). No acute or chronic inflammatory cell
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infiltrate or foreign body reactions were
observed in any sample, other than a ten-
dency from the osteoclasts to show activity
around ABB particles (Fig. 3). Ultrastruc-
tural study showed that vital trabecular
bone was in intimal contact with ABB

Galindo-Moreno et al - Histomorphometric analysis of a composite graft for sinus augmentation

particles. Also, cement lines between vital
bone and ABB were observed (Fig. 4a), a
finding that was previously observed under
light microscopy as well (Fig. 4b).
Non-mineralized tissue appeared to be
directly correlated with osteoblast number

Fig. 1. (a) Bone core biopsy obtained from the pristine bone group that showed cortical and trabecular bone
formation (Masson trichrome x 4 — scale bar 1 mm). (b) Bone core biopsy from the test group (sinus grafting
using autologous and xenogenous bone) (Masson trichrome x 2 — scale bar 1 mm).

per mm> (p=o0.329, P=0.043). In fact,
stratified data analysis of samples depend-
ing on the proportion of non-mineralized
tissue showed that there was a significant
difference in osteoblasts/mm?® when the
proportion of interposed soft tissue was
higher than 40% (> 40% mean 344.9 +
284 vs. <40% 88.7 + 59, P=0.0008
Welch’s test), but the number of osteoid
lines was not significant (21.25 + 8.64 vs.
12.42 + 11.68, P=0.99 Welch’s test).
However, the remaining ABB particle pro-
portion seemed to be important for osteoid
formation (r=o0.509, P=o0.001), as a sig-
nificant increase of osteoid lines was ob-
served when ABB proportion was higher
than 30% (19.32 + 9.01 vs. 12.69 + 12.22,
P=o0.012, Welch’s test). Table 2 shows the
Pearson’s correlation coefficients between
morphometric variables.

Discussion

Primary stability is one of the key factors for
successful osseointegration. It is widely

Table 1. Morphometric comparison between pristine maxillary bone and grafted bone core biopsies after sinus augmentation

Variables

Pristine bone (N = 10)

Grafted bone (N =45)

P-values (Welch's test)

Osteoblasts (no./mm?)

Osteoclasts (no./mm?)

Osteocytes (no./mm?)

Osteoid lines (no.)

Vital bone (%)

Anorganic bovine bone (%)
Non-mineralized connective tissue (%)

24731 + 251.6* 267.26 + 266.3 0.92
48.38 + 72.13 151.1 + 192.74 0.51
1575.28 + 196.94 1042.66 + 807.96 0.0006

2.5 + 2.17 15.1 + 11.48 0.0005
45.73 + 7.98 46.08 + 16.63 0.81
= 37.02 + 25.09 =
51.23 + 8.1 42.27 + 15.1 0.12

*Values are expressed as mean + standard deviation.

Fig. 2. Bone core biopsy from the test group (sinus grafting using autologous
and xenogenous bone) showing a ‘terrazzo-floor’ image due to microparticula-

tion of anorganic bovine bone (Masson trichrome x 20).

© 2009 John Wiley & Sons A/S

X 20).

Fig. 3. Bone core biopsy from the test group with numerous osteoclasts
(arrows) around the anorganic bovine bone particles (Masson trichrome
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acknowledged that primary stability is
highly associated with the proportion of
mineralized tissue present in a particular
location (Turkyilmaz et al. 2007; Turkyil-
maz 2008). Therefore, a lack of bone height
in the posterior maxilla often requires bone
augmentation before implant placement.
Sinus grafting is aimed at increasing the

amount of available bone in the posterior
segments of the maxilla, thus providing an
adequate condition for osseointegration after
implant placement. The aims of the present
study were to evaluate the bone maturation
status and histomorphometric features of
samples obtained 6 months after sinus graft-
ing, and to compare these parameters with a

Fig. 4. A narrow relationship between trabecular bone and ABB particles in the absence of gaps or fibrous
interface: (a) ultrastructural image of a cement line between ABB particles and decalcified vital bone (TEM
x 4600), (b) light microscopy (Masson trichrome x 100).

pristine bone control. Mineralized vital
bone proportion in maxillary pristine bone
varies depending on the age and gender,
ranging from 23% to 28% as shown by
previous studies (Trisi & Rao 1999; Ulm et
al. 1999). In the present study, the mean
proportion of mineralized vital bone was
found to be 45.73 + 7.98%), which is sig-
nificantly higher than the values reported by
other authors. This difference may be ex-
plained by the low number of subjects
analysed and the particular characteristics
of our population. A high percentage of vital
bone was noted in pristine bone sections,
but it had less signs of bone remodeling
when compared with sinus grafting samples.

Sinus grafting success may be evaluated
by performing a histologic analysis to de-
termine the features and the amount of
newly formed bone that could potentially
be in intimal contact with an implant
fixture placed in the grafted area (Yildirim
et al. 2000). Thus, it has been proposed
that maximum osteogenesis of qualita-
tively high-grade living bone can be used
as a way to assess the success outcome of
sinus augmentation (Wallace et al. 1996).
In a previous pilot study, our group found
that the mean value for mineralized vital
bone was approximately 31% (Galindo-
Moreno et al. 2008). This percentage is in
accordance with the results previously re-
ported, which found a similar % of vital
bone (ranged from 22.2% to 34.2%) in
their samples (Yildirim et al. 2000; Froum
et al. 2008; Simunek et al. 2008). In
contrast, the mean percentage of vital
bone obtained in the present series is one
of the highest reported so far for this
particular combination of biomaterials
(46.08%), closely followed by the results
reported by Cordaro and colleagues
(45.2%) and by Artzi and colleagues
(41.6% after 9 months) (Artzi et al. 2008;

Table 2. Statistical correlations between morphometric variables in grafted bone core biopsies after sinus augmentation

Osteoblasts Osteoclasts Osteocytes Vital bone Osteoid ABB particles Connective
(mm?) (mm?) (mm?) (%) lines (no.) (%) Tissue (%)
Osteoblasts (mm?) il
Osteoclasts (mm?) 0.345 (0.033) 1
Osteocytes (mm?) 0.676 (0) 0.193 (0.245) 1
Vital bone (%) 0.454 (0.004) 0.325 (0.046) 0.734 (0) 1
Osteoid lines (no.) 0.35 (0.03) 0.562 (0) 0.544 (0) 0.628 (0) 1

—0.247 (0.133)
0.329 (0.043)

ABB particles (%)
Non-mineralized tissue (%)

*Pearson’s coefficient (r) (bilateral signification).
ABB, anorganic bovine bone.

0.296 (0.071)
—0.349 (0.031)

—0.243 (0.141)
0.023 (0.889)

—0.192 (0.247)
—0.076 (0.649)

0.509 (0.001) 1
—0.414 (0.009) —0.613 (0) 1
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Cordaro et al. 2008). This may explain the
previously reported higher success rates of
implants inserted into grafted sinuses (Ol-
son et al. 2000; Scarano et al. 2006).

Our group has advocated for a surgical
approach in which cortical AB is obtained
from the lateral wall of the sinus cavity
using a bone scraper, and then combined
with a xenogenic bone substitute (e.g.,
ABB) (Galindo-Moreno et al. 2007; Martos
Diaz et al. 2007). This approach not only
allows to harvest AB to be used as a part of
the grafting material, but also eliminates
the need for a second surgical site to harvest
autogenous bone. Despite AB being re-
garded as the gold standard in bone grafting
material, it undergoes a rapid resorption
when compared with other grafting materi-
als. This resorption can be as much as 60%
when it is used as a single biomaterial
(Jensen & Sindet-Pedersen 1991). In this
sense, Schlegel and collaborators observed
that AB may be resorbed up to 40% after 6
months of healing when used as a sinus
grafting material. They also found a lower
bone-to-implant contact for implants
placed in areas where AB was used vs.
ABB: 42% vs. 68%, respectively (Schlegel
et al. 2003). Hence, the combination of
xenogeneic and autologous bone may pro-
vide some benefits when compared with
the sole use of AB. These include unlim-
ited ABB availability, allowing recoloniza-
tion and apposition of osteogenic cells, and
a slow resorption rate (Piattelli et al. 1999;
Taylor et al. 2002). Although it has not
been fully elucidated what is the average
amount of resorption in a determined time
span, it has been shown that ABB particles
may be present even 9 years after grafting
(Traini et al. 2007). Our results showed a
mean percentage of remaining ABB particle
of 37.01% after 6 months of healing. This
supports the notion of a slow resorption
rate. ABB is an adequate scaffold for dimen-
sional graft maintenance, a concept that is
reinforced by the findings of this study,
because the higher the proportion of ABB,
the lower the total mean resorption of the
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Abstract

Introduction: Maxillary sinus augmentation is a predictable implant site development technique,
although several local and systemic factors may influence outcomes. The aim of this study was to
evaluate healing patterns and bone remodeling activity following the use of two different graft
mixtures for maxillary sinus augmentation.

Materials and methods: Patients in need of maxillary sinus augmentation were randomly assigned to
two different groups. A graft mixture using a 50% autologous bone (AB) to 50% anorganic bovine
bone (ABB) ratio was used in group 1, while a 20% AB to 80% ABB ratio was utilized for group 2. After
a 6-month healing period, bone core biopsies were harvested for histological, histomorphometrical,

and immunohistochemical analyses.

Results: Twenty-eight subjects participated in this study. No statistically significant differences were found

between groups in regards to vital bone and non-mineralized tissue proportions. Higher number of
osteoid lines (18.05 + 10.06 in group 1 vs. 9.01 + 7.53 in group 2; P=0.023) and higher cellularity,
particularly regarding the number of osteocytes (631.85 + 607.98 in group 1vs.219.08 + 103.26 in group
2; P=10.002), were observed in specimens from group 1. Differences in expression patterns of osteopontin

and tartrate-resistant acid phosphatase were also detected between groups.
Conclusion: AB to ABB ratio appears to influence bone remodeling patterns and cell content following
maxillary sinus augmentation procedures. Similar proportion of vital bone was found in specimens

obtained from both groups. More cellular presence was observed in samples containing higher

proportions of AB.

Since the introduction of maxillary sinus
augmentation as an implant site development
modality (Boyne & James 1980), several modifi-
cations of the lateral approach technique have
been developed (Vercellotti et al. 2001; Lundgren
et al. 2004; Peleg et al. 2004; Soltan & Smiler
2005; Martos Diaz et al. 2007). Likewise, a
variety of materials (i.e. autografts, allografts,
alloplasts, and xenografts) have been applied for
sinus grafting, typically associated with satisfac-
tory clinical outcomes (Wheeler 1997; Wallace &
Froum 2003; Del Fabbro et al. 2004). According
to the current understanding, there is no evidence
supporting the superiority of any particular bone
graft in terms of implant survival or absence of
complications at the recipient site (Browaeys
et al. 2007; Nkenke & Stelzle 2009). In light of
this information, many clinicians have accepted
as a general consensus the concept that maxillary

sinus augmentation is predictable, regardless of
the grafting material used. However, it is impor-
tant to keep in mind that long-term clinical
success relies on the formation of a functional
vital bone-graft complex, which is influenced by
the type of graft used (Watzek et al. 2006).
Autologous bone (AB) and anorganic bovine
bone (ABB) are the biomaterials with the stron-
gest literature support in sinus augmentation. It
is a general belief that AB is the gold standard
bone grafting material, given its unique osteocon-
ductive, osteoinductive, and osteogenic proper-
ties. However, intense bone remodeling leading
to excessive bone resorption may occur when AB
is used as a sole material for sinus augmentation
(Schlegel et al. 2003). In order to prevent this
unfavorable event, its use in combination with a
slowly absorbable material has been proposed
(Yildirim et al. 2001; Hallman et al. 2002b).
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ABB presents a notable slow resorption rate,
being able to remain stable for years (Sartori
et al. 2003; Traini et al. 2007). Furthermore,
ABB possesses remarkable osteoconductivity, as
well as an ability to allow revascularization
(Galindo-Moreno et al. 2010b). Previous studies
have reported the histologic features of bone
samples obtained after the utilization of AB (Hall-
man et al. 2002b), ABB (Ferreira et al. 2009), or
a combination of them (Wallace et al. 2005;
Galindo-Moreno et al. 2007). Interestingly, tis-
sues analyzed present different characteristics
depending on the nature of the grafting material
applied, the proportion of materials used, and the
time of sample harvesting. Therefore, some
critical questions remain unanswered.

Within the limits of our knowledge, there is a
paucity of controlled studies aimed at evaluating
sinus augmentation outcomes at the histological
level, depending on the AB to ABB ratio in a
large series of patients. Hence, the objective of
the present study was to evaluate tissue response
and bone remodeling activity in samples obtained
after using two different graft mixture ratios for
maxillary sinus augmentation.

Material and methods

Study design and subject recruitment

Before subject recruitment, this prospective
clinical trial was reviewed and approved by the
Institutional Review Board of the University
of Granada. The study was conducted according
to the principles of the Helsinki’s declaration
for experimentation involving human subjects
(Schuklenk & Ashcroft 2000).

Totally or partially edentulous patients in need
of maxillary sinus augmentation were screened
and included in the study according to the follow-
ing inclusion criteria: Adult patients (18-85 years
of age) presenting a physical status according
to the American Society of Anesthesiologists of
I or I (http://www.asahq.org/clinical /physical-
status.htm), no uncontrolled systemic disease,
no condition known to alter bone metabolism
(i.e. osteoporosis, diabetes mellitus), O’Leary
plaque score <20% (O'Leary et al. 1972), and
< 5 mm of remaining bone height based on radio-
graphic measurements over panoramic films
(Wang & Katranji 2008; Rios et al. 2009). Sub-
jects who reported antibiotic intake within
3 months before study initiation, or long-term
use (> 6 months) of medications known to mod-
ify bone metabolism (such as bisphosphonates
and corticosteroids), women that were pregnant
or attempting to get pregnant at the time of the
screening, and patients that presented untreated
chronic sinus conditions (i.e. cysts, tumors),
sepsis, history of cancer and/or radiation to the
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oral cavity, or complications derived from any of
these conditions affecting the sinus area, were
excluded from the study. Patients who reported
smoking >10 cigarettes per day (Levin et al.
2004), and consumers of >10g of alcohol per
day (Galindo-Moreno et al. 2005) were also
excluded. For the statistical analysis, patients
who reported smoking one or more cigarettes
per day or consuming one or more alcohol-
containing drinks daily were accounted as
smokers and alcohol consumers, respectively.
Patients who met the inclusion and exclusion
criteria were required to read, understand, and
sign an informed consent before the final enroll-
ment in the clinical trial.

Surgical procedures
Patients were requested to take an antibiotic
(Amoxicillin/Clavulanate 875/125 mg t.i.d. for
10 days, starting 2 days before the surgery; or
Clindamycin 300mg t.i.d. for 10 days, starting
2, days before the surgery, in case of allergy to
penicillins) to minimize the risk of infection. All
surgical procedures were performed under local
anesthesia (Articain, Ultracain”, Aventis Inc.,
Frankfurt, Germany). Sinus were intervened
following the technique proposed by Galindo-
Moreno et al. (2007), using a bone scraper (Safe-
scraper , Meta, Reggio Emilia, Italy) to harvest AB
from the lateral wall and expose the Schneiderian
membrane. Following membrane elevation, sinus
cavities were grafted with AB in combination
with ABB particles ranging from 250 to 1000 pm
(Geistlich Bio-Oss", Geistlich Pharma AG,
Wolhusen, Switzerland). Two different mixtures
were used, consisting of a 50% [AB]:50% [ABB|
ratio (group 1) and a 20% [AB]:80% [ABB| ratio
(group 2), reported previously as an ideal composite
proportion for maxillary sinus augmentation
procedures (Hallman et al. 2002b). As much graft
volume as necessary was used to meet the clinical
goal, to a maximum of § cm? of material per sinus
cavity (Galindo-Moreno et al. 2008). After bone
grafting, an absorbable collagen membrane
(Geistlich Bio-Gide", Geistlich Pharma AG) was
placed over the lateral aspect of the bony window.
Then, flaps were carefully approximated and
sutured with surgical silk 3/o (Laboratorio Aragd,
Barcelona, Spain), attempting primary closure.
After a healing period of 6 months, a 3 mm
internal, 4 mm external diameter trephine was
used to harvest bone core biopsies from the
alveolar crest where implants were prosthetically
planned. Implants (Osseospeed™, Astra Tech,
Molndal, Sweden) were placed in a submerged
approach. Dental implants were delivered only if
primary stability was attained (32 N/cm® of in-
sertion torque). If implant primary stabilization
could not be achieved during implant placement,

the standard of care was applied: Either place-
ment of a larger (wider, longer, or both) implant
in order to achieve stability or abort implant
placement at that time, grafting the area (Geis-
tlich Bio-Oss", Geistlich Pharma AG), and allow
further healing for an additional period of time
(at least 3 months).

Radiographic evaluation

Standardized digital panoramic X-rays (Kodak
ACR-2000, Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, USA) were obtained at the time of implant
placement and 24 months after functional loading
in all cases.

A masked examiner (M. P.-M.) measured the
distance from the alveolar crest to the most apical
part of the graft, using specialized software (Dent-
A-View V 1.0, DigiDent, DIT, Nesher, Israel).

Histological and histomorphometrical analyses
Immediately after harvesting, bone core biopsies
were fixed in 10% buffered formalin for 24 h.
Then, samples were decalcified (Decalcifier 1",
Surgipath Europe Ltd, Peterborough, UK) contain-
ing formaldehyde (10% w/v), formic acid (8% w/
v), and methanol (1% w/v) for >20 days, and
embedded in paraffin. Bone biopsies were de-
waxed, hydrated, and sectioned (~ 4pm) along
the central axis of the core. Sections were pro-
cessed for hematoxylin-eosin (H-E), teriodic acid
Schiff, Masson trichrome, and Goldner trichrome
staining. A millimeter scale in the eyepiece of a
microscope (BH2, Olympus Optical Company
Ltd, Tokyo, Japan) with a x 40 objective was
used to count osteoblasts, osteoclasts, and osteo-
cytes per mm>. The results were expressed as
the mean number of positive cells per mm?>.
Bone histomorphometric analyses were performed
semi-automatically using Masson trichrome-
stained sections. Ten randomized images per sam-
ple were captured with a microscope equipped
with a x 10 objective and a digital camera
(DP70, Olympus Optical Company Ltd), con-
nected to a computer containing specialized soft-
ware to perform histomorphometric analysis
(Image], NIH, Bethesda, MD, USA, http://rsb.info.
nih.gov/ij/). Vital bone, remaining ABB particle,
and non-mineralized tissue proportions were
quantified separately. The results were expressed
as percentages. Bone formation was assessed as a
function of the number of osteoid lines in the
total core biopsies length.

Immunohistochemical analysis

Decalcified and paraffin-embedded sections were
dewaxed, hydrated, and heat treated in 1 mM
EDTA buffer for antigenic unmasking in a PT
module (Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA,
USA) at 95°C during 20min. Sections were
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incubated for 6o min at room temperature with
prediluted Osteopontin (OPN), and BMP-4 poly-
clonal antibodies to identify cellular and inter-
stitial expression, and prediluted monoclonal
antibodies CD56 [Clone 56Co4/123A8] to iden-
tify osteoblastic cells, tartrate-resistant acid phos-
phatase (TRAP-1) [Clone 26Es] to identify
osteoclast cells and CD68 [Clone KP1] to identify
monocytes/macrophages cells,
[Clone V9] to identify mesenchymal cells (posi-

and vimentin

tive control). All antibodies were purchased from
the same company (Master Diagnéstica, Gran-
ada, Spain). Immunohistochemical analysis was
performed utilizing an automatic immunostainer
(Autostainer 480, Thermo Fisher Scientific)
using the polymer-peroxidase-based method, fol-
lowed by development with diaminobenzidine
(Master Diagnostica). A millimeter scale in the
eyepiece of a microscope (BH2, Olympus Optical
Company Ltd) witha x 40 objective was used to
count positive cells per mm®. Histological, his-
tomorphometrical, and immunohistochemical
analyses were conducted by an experienced,
masked examiner (F.O.).

Statistical analysis

Following the descriptive analysis, the y* test (for
gender, smokers, alcohol consumption, and type
of edentulism), and the Mann-Whitney U-test
(for determining significant differences between
treatment groups) were applied; a P-value <o0.05
was considered to be statistically significant.
Statistical analyses were performed using statis-
tical analysis software (SPSS-Windows 15.0,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Study population
A total of 28 subjects (18 males and 10 females),
with a mean age of 47.3 + 9.8 (ranging from 30
to 72 years), participated in the study. In our
series, 28.57% of the study population was
totally edentulous, 71.42% of the patients were
smokers and 7.14% were alcohol consumers.
Patients were randomly assigned to the two
groups (n = 14 each), in order to account for these
demographical features. Hence, no statistically
significant difference among groups existed at
baseline, as reflected in Table 1. No major com-
plication was recorded in any case. All patients
completed the study.

Radiographic findings

Analysis of the differences between measure-
ments demonstrated statistically significant in-
creased bone resorption in patients from group 2
(0.27 4+ o.12mm in group 1 vs. 0.43 + 0.7 mm
in group 2; P=0.033 Mann-Whitney U-test).
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Table 1. Study population characteristics

Variables Group 1 Group 2 P-values x> P-values x>
50% [AB]: 20% [AB]: Inter-groups intra-groups
50% [ABB] 80% [ABB]

Age 49.1 433 P=0.155* -

Gender (male/female) 9/5 9/5 0.769 0.144

Smoker (yes/no) 12/2 8/6 0.376 0.22

Alcohol consumer (yes/no) 113 113 0.671 0.001

Totally edentulous (yes/no) 3/11 4/10 0.922 0.022

*Mann-Whitney U-test.

AB, autologous bone; ABB, anorganic bovine bone particles.

a Maxillary sinus graft

Cortical bone

Fig. 1. Comparative trephine biopsies from maxillary sinus augmentation of group 1 (a), and group 2 (b). ABB, anorganic

bovine bone particles; TB, trabecular bone. Scale bar 400 pm (Masson trichrome).

Histological and histomorphometrical analyses

All biopsy samples presented similar dimensions,
ranging from 13 to 15mm of length (Fig. 1).
Histomorphometric analysis of group 1 samples
revealed that the mean proportion of vital bone
was 36 + 9.44%, average proportion of non-
mineralized tissue was 44.8 + 13.51%, and
19.36 + 14.58% was the mean value for remain-
ing ABB particles. Mean numbers of osteoblasts
and osteoclasts found per mm® were 160.11 +
220.89 and 106.38 + 173.11, respectively. Inter-
estingly, mean osteocyte count per mm® was
631.85 + 607.98. On the other hand, analysis
of samples obtained from group 2 revealed that
the mean proportion of vital bone was 37.38 +

17.46%, the mean percentage of non-mineralized
tissue content was 31.92 + 16.05%, and aver-

age proportion of remaining ABB particles was
30.75 + 18.51%. Mean numbers of osteoblasts
and osteoclasts found per mm*> were 75.27 +
58.89 and 50.41 + 33.87, respectively. Mean
value after osteocyte count was 219.08 +
103.26. No significant differences between
groups were observed in relation to vital bone,
and non-mineralized tissue (Table 2). While tis-
sue compartments values did not show statisti-
cally significant differences between both graft
mixtures, osteoid lines were significantly more
abundant in the composite with higher quantity
of vital bone (18.05 + 10.06 in group 1 Vs.
9.01 + 7.53 in group 2; P=0.023, Mann-Whit-
ney U-test) (Fig. 2). Similarly, group 1 samples
exhibited more cellular presence in all analyzed
parameters as compared with group 2 specimens
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(Table 2). Nonetheless differences were statisti-
cally significant only regarding the number of
osteocytes per mm? (P =0.002, Mann-Whitney
U-test).

Immunohistochemical analysis

Interestingly, no statistically significant difference
between groups with regard to the expression of any
of the immunohistochemical markers tested in this
study (CDs6, TRAP-1, CD68, and BMP-4) was
observed. Regarding TRAP-1 expression, we found
the presence of a higher number of osteoclasts per
mm?> (TRAP-1 positive] in group 2 samples
(86.58 + 61.81 vs. 109.96 + 62.38, P=0.25).
Furthermore, a higher number of osteoclasts per
ABB particles as identified in samples from group 2
(1.52 + 1.5 vs. 2.59 + 1.5, P=0.06) predomi-
nantly surrounding ABB particles (Fig. 3). CD68
expression in osteoclasts cells was similar in both
groups (Fig. 4). BMP-4 was expressed in some
osteocytes of vital bone (cortical and trabecular),
osteoclasts, and osteoblasts for both groups, but not
in all cases (Fig. 5). OPN was expressed in vital
bone (cortical and trabecular) and in the cement
lines between remaining ABB particles and vital
bone, particularly in samples from group 1, and
significant differences were observed among groups
(0.68 4+ 0.25ingroup 1 vs. 0.1 + 0.31, in group 2;
P=0.013, Mann-Whitney U-test). A clear OPN
expression was observed in osteocytes present in
vital bone in group 1 specimens (Fig. 6). On the
other hand, a robust expression of OPN- and
TRAP-1-positive cells was observed in the surface
of ABB particles in specimens from group 2 (Figs 3
and 6).

Discussion

One of the critical aspects of any bone grafting
procedure is the selection of the biomaterial,
considering the goal of the intervention, indivi-
dual patient features, anatomic location, defect
morphology, and the properties of the material
itself. ABB has been regarded as an excellent
biomaterial for sinus augmentation given its
osteoconductive properties (Hallman et al.
2002a), structural stability (Schlegel et al. 2003),
and long-term positive clinical response (Mayfield
et al. 2001). However, this biomaterial does not
have the capacity to interact with titanium to
promote osseointegration (Valentini et al. 1998;
Rosenlicht & Tamow 1999). Theoretically, this
could imply that grafts containing elevated propor-
tions of ABB may not be adequate to achieve an
optimal bone-to-implant contact (Haas et al.
1998). Smiler et al. (1992) reported that bone
formation was faster using a composite graft of
ABB granules and AB than with the application of
ABB as a sole grafting material. In a different study,
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Table 2. Comparison of morphometrical variables between groups

Morphometric variables Group 1 Group 2 P-values*
50% [AB]: 20% [AB]:
50% [ABB] 80% [ABB]
Vital bone (%) 36 + 9.44 37.38 + 17.46 0.114
ABB particles (%) 19.36 + 14.58 30.75 + 18.51 0.013
Non-mineralized tissue (%) 44.8 + 13.51 31.92 + 16.05 0.324
Osteoblast cells (mm?) 160.11 + 220.89 75.27 + 58.89 0.531
Osteoclast cells (mm?) 106.38 + 173.11 50.41 + 33.87 0.327
Osteocytes (mm?) 631.85 + 607.98 219.08 + 103.26 0.002
Osteoid lines 18.05 + 10.06 9.01 + 7.53 0.023

Values are expressed as mean + standard deviation.
*Mann-Whitney U-test.
AB, autologous bone; ABB, anorganic bovine bone particles.

Fig. 2. Morphological features of composite maxillary sinus graft after 6 months. Note the numerous osteoid lines (arrows) in
group 1 (50% [AB]: 50% [ABB] ratio) (a) in comparison with group 2 (20% [AB] : 80% [ABB] ratio) (b). ABB, anorganic bovine
bone particles; TB, trabecular bone; n-MT, non-mineralized tissue (Masson trichrome x 40).

¥ n-MT ':/
i

Fig. 3. Identification of osteoclasts cells (arrows) locates principally around ABB particles by means of immunohistochemical
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP-1) expression. In group 1 (a), there are less than group 2 (b) osteoclasts cells per ABB
particle and per millimeter square. Note TRAP-1 deposit in resorption edge of ABB particles(asterisk). ABB, anorganic bovine
bone particles; TB, trabecular bone; n-MT, non-mineralized tissue (polymer-peroxidase-based method x 100).
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Fig. 4. CD68 expression in osteoclasts cells (arrows). (a) Group 1 [50 : 50 AB to ABB ratio] (*osteoblast cells) (polymer-
peroxidase-based method x 200). (b) Group 2 [20 : 80 AB to ABB ratio] (polymer-peroxidase-based method x 100). ABB,
anorganic bovine bone particles; TB, trabecular bone; n-MT, non-mineralized tissue.

Fig. 5. BMP-4 expression. (a) Positives osteoblasts (arrows), and osteoclasts (asterisk). (b) Positives osteocytes (arrows) in

cortical bone (polymer-peroxidase-based method x 200).

Tadjoedin et al. (2003) compared different AB to
ABB ratios in a human model and indicated that
the final amount of vital bone formed during the
healing period correlated inversely with the propor-
tion of ABB particles present in the graft. However,
a limitation of these studies was the low number of
patients included. Thorwarth and colleagues eval-
uated graft maturation using either ABB alone or a
composite of ABB and AB (75% to 25%, respec-
tively) in an animal model. The addition of auto-
genous bone to ABB resulted in higher initial
proportion of vital bone. It was concluded that
25% AB was an adequate proportion to induce
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increased bone formation(Thorwarth et al. 2006).
Interestingly, Hallman et al. (2002b) showed in a
human study that among using AB, ABB, and a
combination of them, the best results in terms of
bone-to-implant contact and vital bone area were
achieved when both biomaterials were combined
in a 20% [AB]:80% [ABB] ratio.

The present study was conducted to determine
if the use of two different AB to ABB ratios
(so:50 or 20:80) may affect graft consolidation
and bone remodeling after sinus augmentation.
Bone core biopsies were harvested after a healing
period of 6 months, at the time of implant

placement, in order to investigate the character-
istics of these tissues. Analysis of the proportion
of newly formed vital bone in human histological
samples has been traditionally accepted as a valid
method to evaluate sinus augmentation out-
comes (Wallace et al. 1996). Other morphometrical
and immunohistochemical parameters (i.e. oss-
eous cells count, OPN and TRAP-1 expression)
have also proven to be useful in assessing the bone
remodeling response after the process of graft
maturation (Galindo-Moreno et al. 2010a). Hence,
vital bone, non-mineralized tissue, and remaining
ABB particles proportion, as well as the number of
osteoblasts, osteoclasts, osteocytes, osteoid lines,
and the expression of several molecular markers
were determined in our samples.

After histomorphometric analysis, similar mean
vital bone proportion was observed for both groups.
However, vital bone percentage was very slightly
higher in samples containing a higher ABB propor-
tion (36 + 9.44% vs. 37.38 + 17.46%). Our
findings are in accordance with the data reported
by Hallman et al. (2002b) (37.7 + 31.3% [100%
ABJ; 39.9 + 8% [20% AB:80% ABBJ|; 41.7 +
26.6% [100% ABB]). This finding may be ex-
plained because ABB appear to act as a guidance
to osteogenic cells from pre-existing bone surfaces
of the sinus floor along the surface of the grafted
ABB particles (Tadjoedin et al. 2003). Neverthe-
less, cell populations were found to be quite
different in both graft mixtures. Osteoid lines
were more abundant in the composite graft
with higher quantity of AB. Likewise, more
cellularity was observed in samples obtained
from group 1 in comparison with specimens
from group 2. This included all the cellular
components analyzed (osteoblasts, osteoclasts,
and osteocytes), although the difference was
statistically significant only for the number of
osteocytes. Our results suggest that bone meta-
bolism may be more intense in grafts containing
higher baseline vital bone proportions, as indi-
cated by Smiler et al. (1992). This tissue response
can be attributed to the presence of AB, which
may act as a local source of cells and bone matrix
proteins with osteoinductive properties (Thor-
warth et al. 2006).

A remarkable finding in our study was the
distribution of OPN. OPN is involved in a variety
of biologic events, including cell-binding activity
(Milam et al. 1991) and bone angiogenesis
(Matusan-Ilijas et al. 2008). OPN is secreted
not only by cells of the osteoblastic lineage
(Zohar et al. 1997) but also by osteocytes (McKee
& Nanci 1995; Sodek et al. 1995). In our sam-
ples, OPN was expressed markedly in osteocytes
present in vital bone in specimens containing
more AB (group 1). It is important to remember
that a statistically significant difference in the
number of osteocytes was observed between
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Fig. 6. Osteopontin (OPN) expression. (a) OPN deposits surrounding ABB particles in group 1 (dark lines) (polymer-
peroxidase-based method x 40). (b) OPN expression in osteocytes of trabecular bone (arrows) principally in group 1 (polymer-
peroxidase-based method x 400). ABB, anorganic bovine bone particles; TB, trabecular bone; n-MT, non-mineralized tissue.

groups in favor of group 1 (P=0.002, Mann—
Whitney U-test). Likewise, the mean number of
osteoid lines was twice as much in the group with
higher quantity of vital bone. Taking in considera-
tion this information and the critical role that
osteocytes play in orchestrating bone metabolism
(Bonewald 2006), this distinctive pattern of OPN
expression may indicate that osteocyte-derived
OPN may be utilized in the cement line for
osteoblast adhesion or to guide early calcification
events at this junction (Ganss et al. 1999).
Interestingly, a marked expression of OPN on
ABB particles was observed in samples from
group 2. This distribution of OPN throughout
the anorganic bone matrix may influence osteo-
clast activity during resorption and maturation of
woven bone (Sodek et al. 2000). There is strong
evidence supporting the role of OPN in the
(Yamate et al. 1997),
(Noda et al. 1998), attachment (Katayama et al.
1998), and regulation of the resorptive activity of

formation migration

osteoclasts (Duong & Rodan 1999). Understand-
ing of the role of OPN as a regulator of bone
remodeling is a very interesting topic because the
mechanisms that govern the dual behavior of
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ooth loss is generally followed
T by alveolar bone resorption, pri-

marily due to interrupted func-
tional stimulation via the periodontal
ligament, which derives into atrophy.'
Alveolar bone resorption in the
posterior maxilla is accompanied by
pneumatization of the maxillary
sinus, which usually leads to limited
alveolar bone height.”” When implant-
supported restorations are considered,
sinus augmentation has been regarded
as a valid approach to create enough
support for proper implant placement
and offset heavy occlusal loads.* Mat-
uration, consolidation, and stability of
a bone graft rely on the proper forma-
tion of a physiologically functional
“graft-vital bone complex.”® During
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Aim: To determine the influence
of different local and systemic fac-
tors on histologic, histomorphomet-
ric, and radiographic outcomes after
maxillary sinus augmentation.

Materials and Methods: Fifty-
two sinus augmentation procedures
were performed. Grafting material
consisted of a mixture of anorganic
bovine bone (ABB) and autogenous
bone. After 6 months, bone core
biopsies  were  harvested  from
implant sites for histologic and his-
tomorphometric  analyses.  Data
regarding age, gender, type of
edentulism, alcohol consumption,
smoking habits, and history of peri-
odontal disease were recorded and
statistically analyzed.

Results: Histomorphometric
analyses revealed the presence of
35.75% £ 16.42% of vital bone,
40.56% = 16.23% of nonmineralized
tissue, and 23.69% = 18.23% of

residual ABB particles. Radiographic
vertical bone resorption inversely
correlated with residual ABB. A sig-
nificant difference in bone resorption
patterns was observed for completely
edentulous patients and for those with
a history of periodontitis. Tobacco
and alcohol negatively influenced
vital bone formation after sinus aug-
mentation. Implant and prostheses
survival after 2 years of functional
loading was not directly affected by
patient’s individual habits.
Conclusion: Certain patient-
related variables such as history of
periodontitis, type of edentulism, or
smoking/drinking habits play an
important role in bone graft matura-
tion after maxillary sinus floor ele-
vation. (Implant Dent 2012;21:433—
440)
Key Words: Sinus augmentation,
dental implants, bone grafting,
osteogenesis

the healing and consolidation process,
a variety of patient-related factors
(eg, maxillary sinus anatomy) can influ-
ence the outcomes of bone grafting.’
Although factors such as smoking,
alcohol consumption, and history of
periodontitis have been associated with
lower implant survival rates,*'° there is
limited information available to discern
whether these, and other patient-related

factors, may negatively affect the con-
solidation of a grafting material after
sinus augmentation procedures, which
may ultimately impact implant sur-
vival. Hence, the aim of the present
study was to assess the influence of
a set of patient-dependent variables
on histologic, histomorphometric, and
radiographic outcomes after sinus
augmentation.
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MATERIAL AND METHODS

Subject Recruitment

Patients in the need of sinus aug-
mentation were recruited for this pro-
spective case series study, conducted at
the University of Granada (Spain). The
study was conducted according to the
Declaration of Helsinki'' and was
approved by the Ethical Committee of
the University of Granada for studies
involving human subjects. All patients
recruited met the following inclusion
criteria: Patients had to be between 18
and 85 years of age, present a physical
status according to the American Soci-
ety of Anesthesiologists I or I, absence
of systemic diseases or conditions
known to alter bone metabolism, and
exhibit adequate oral hygiene, demon-
strate by plaque score =15%.'* Patients
were selected on the basis of a current
sinus augmentation classification, in
which delayed implant placement is
recommended in clinical scenarios
where the remaining alveolar bone
height (RBH) is =5 mm. Bone height
was radiographically measured using
computer software  (Dent-A-View
v1.0, DigiDent; DIT, Nesher, Israel).
Patients were excluded if they
were regularly taking medications
known to modify bone metabolism
(ie, bisphosphonates) or had taken anti-
biotics for more than 2 weeks in the past
3 months. Patients who were pregnant
or attempting to get pregnant were
excluded, as well. Likewise, patients
presenting acute or chronic sinus
pathology (ie, sarcoidosis, osteomas,
carcinomas, etc), active sepsis, muco-
cutaneous diseases, history of cancer
or radiation to the head and neck in
the past 18 months, chemotherapy in
the past 12 months, or had postopera-
tive complications related to these con-
ditions were not included in the study.
Patients who met the inclusion/exclu-
sion criteria and wished to participate
in the study were asked to read, under-
stand, and sign an informed consent.

Surgical and Restorative Procedures

All patients were asked to take
amoxicillin/clavulanic acid every 8
hours (875/125 mg tablets) because
none of them reported allergy to this
specific antibiotic, starting within 8

hours from the time scheduled for
surgery. Sinus augmentation proce-
dures were performed under local
anesthesia (Ultracain; Aventis, Inc,
Frankfurt, Germany) following the pro-
tocol described elsewhere.'* Briefly, all
sinus cavities were grafted using autog-
enous cortical bone in combination
with anorganic bovine bone (ABB) par-
ticles ranging from 250 to 1000 pwm
(Geistlich Bio-Oss; Geistlich Pharma
AG, Wolhusen, Switzerland) in a 1:1
ratio. A variable amount of bone graft,
ranging from 3 to 5 cm?, was used per
sinus. After bone graft placement, an
absorbable collagen membrane (Geist-
lich Bio-Gide; Geistlich Pharma AG)
was used to cover the lateral aspect of
the bony window. Primary wound clo-
sure was achieved in all cases. Patients
were asked to continue the antibiotic
therapy for 7 days after surgery.
Patients were also provided for anti-
inflammatory medication (ibuprofen
600 mg tablets as needed, to a maximum
of 3600 mg per day). Sutures were
removed at 2 weeks after sinus augmen-
tation. Patients were followed up for
6 months, in 6 to 8 weeks intervals.
After 6 months of healing, implant
placement surgery was performed.
Two different implant systems were
employed (Microdent; Microdent
Implant System, Barcelona, Spain;
Osseospeed; Astra Tech, Modlndal,
Sweden). A full-thickness flap was ele-
vated, and a 3-mm internal and 4-mm
external diameter trephine was used to
harvest bone core biopsies from the
ideal implant position, according to
the prosthetic treatment plan. Transepi-
thelial abutments were placed in a sec-
ond surgical procedure after a 4-month
healing period. Implant-supported pros-
theses were delivered 4 weeks later. All
permanent restorations were Screw-
retained fixed partial dentures. Occlusal
adjustment was performed at the time of
delivery. After functional loading, all
patients were included in a maintenance
program.

Data Recorded

Age, gender, number of implants
per patient, type of edentulism, current
smoking habits, alcohol consumption,
and history of periodontal disease were
recorded for each patient. Edentulism

was subdivided into 2 categories: par-
tial and complete edentulism. Patients
who presented at least 1 missing max-
illary posterior tooth, excluding third
molars, were considered partially eden-
tulous. Patients who had no remaining
teeth in the upper arch were considered
completely edentulous. Alcohol con-
sumption was assessed according to the
method described by Galindo-Moreno
et al in 2005."” Smoking habits were
recorded using the following criteria:
non-smoker, 0 cigarettes/day; mild
smoker, =10 cigarettes/day; heavy
smoker, >10 cigarettes/day.'® Peri-
odontal disease history was determined
by the assessment of clinical attachment
loss (CAL) using a Michigan-O probe
(Hu-Friedy, Chicago, IL). Partially
edentulous patients who presented at
least 3 sites in nonadjacent teeth exhib-
iting CAL =3 mm (excluding third
molars) were classified as part of the
periodontitis group.'” All these data
were collected in a standardized form
by the surgeon, during the screening
appointment.

Radiographic Evaluation

Standardized digital panoramic
radiographs (Kodak ACR-2000; East-
man Kodak Company, Rochester, NY)
were obtained per patient at baseline,
6 months after sinus augmentation, at
the time of final restoration delivery,
and after 24 months of functional
loading. Specialized software (Dent-
A-View v1.0, DigiDent; DIT) was used
to make linear measurements. Two
different examiners, previously cali-
brated to increase the reliability of the
values obtained, conducted the radio-
graphic evaluation. RBH, at the most
mesial and distal points of the sinus area
to be grafted, was measured on the
baseline panoramic radiograph. Simi-
larly, the distance from the apical end of
the grafted area to the alveolar crest was
measured at the most mesial and distal
points in the rest of panoramic
radiographs.

Histologic Analysis

Harvested biopsies were immedi-
ately fixed in 10% buffered formalin
for 24 hours and then decalcified in
a solution containing formaldehyde
(10% wt/vol), formic acid (8% wt/vol),

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



IMPLANT DENTISTRY / VoOLUME 21, NUMBER 5 2012

435

and methanol (1% wt/vol) during at least
20 days (Decalcifier I; Surgipath Europe,
Ltd, Peterborough, United Kingdom).
Samples were subsequently embedded
in paraffin, and 4-pum sections were cut
along the central axis of the biopsies.
Samples were dewaxed, hydrated, and
sections were processed for hematoxy-
lin-eosin, periodic acid-Schiff, Masson
trichrome, and Goldner trichrome stain-
ing. A millimeter scale in the eyepiece
of a BH2 microscope using a X40 mag-
nification (Olympus Optical Company,
Ltd., Tokyo, Japan) was used to count
the osteoblasts, osteoclasts, and osteo-
cytes cells per square millimeter.
Results were expressed as number of
positive cells per square millimeter.
Bone histomorphometric analysis was
semiautomatically ~ performed by
a masked calibrated examiner (F.O.)
on Masson trichrome—stained longitu-
dinal sections, by assessing 10 random
digital images per sample obtained
using a microscope (X10 magnifica-
tion) equipped with a digital camera
(DP70; Olympus Optical Company,
Ltd). Images were transferred to a com-
puter and analyzed using specialized
software (Image J; NIH, Bethesda,
MD; http://rsb.info.nih.gov/ij/). Vital
bone, remaining ABB particles, and
nonmineralized tissue percentages were
quantified separately. Results were ex-
pressed as a percentage. Bone forma-
tion was estimated by recording the
number of osteoid lines in the total core
length.

Statistical Analysis

The influence of age, gender, type
of edentulism, number of implants per
patient, alcohol consumption, smoking
habits at the time of surgery, and history
of periodontal disease on histomorpho-
metric and radiographic parameters was
statistically analyzed. The Shapiro-
Wilk test was used to assess the
normality of the variables. After
descriptive analysis, Student’s 7 test or
Welch test for different variances were
performed to determine statistical sig-
nificances. In addition, forward
stepwise multiple regression analyses
(P-to-enter = 0.05) were performed
for all the variables. Two different anal-
yses were conducted to evaluate our
data. First, to analyze the radiographic

findings regarding the other variables,
percentage of remnant ABB particles
was the dependent variable, whereas
age, gender, type of edentulism, num-
ber of implants per patient, alcohol con-
sumption, smoking status, history of
periodontal disease, percentage of non-
mineralized tissue, and osteoid lines
were the predictors. A second analysis
was conducted to evaluate the histo-
morphometric and histologic findings
in relation with the other variables, so
again the remnant ABB particles was
the dependent variable and age, gender,
type of edentulism, number of implants
per patient, alcohol consumption,
smoking status, history of periodontitis,
osteoid lines, and percentage of connec-
tive tissue were used as predictors. The
statistical analysis was performed using
the SPSS-Windows 16.0 software
(SPSS, Inc, Chicago, IL). A P value of
<0.05 was considered statistically
significant.

RESULTS

Study Population

Fifty-two patients (34 men and 18
women) with a mean age of 49.1 years
(ranging from 35 to 72 years) were
recruited. In this sample, 27 patients
(51.9%) had periodontitis, 13 patients
(25%) were fully edentulous (all with
a history of periodontal disease), 38
(73.07%) were smokers, and 8
(15.38%) were alcohol consumers. A

total of 52 implants (39 Microdent;
Microdent Implant System; and 13
Osseospeed; Astra Tech) were placed.
No implant failure was recorded during
the study.

Radiographic-Related Analysis

Statistical comparisons for patient-
related factors on radiographic bone
resorption demonstrated significant dif-
ferences in terms of bone resorption in
patients with a history of periodontitis
as compared to those who did not
have this condition (0.33 = 0.12 mm
vs 0.21 £ 0.08 mm; P = 0.018,
Student’s ¢ test). The same was found
for fully edentulous patients when com-
pared to partially edentulous patients
(0.34 = 0.15 mm vs 0.25 = 0.09 mm;
P = 0.019, Student’s ¢ test). However,
differences were not significant for non-
smokers as compared to both smoking
categories or between alcohol consum-
ers and those who were not. With
regards to gender, women had a slightly
higher, but not statistically significant,
mean bone graft resorption than men.
Nonetheless, women presented a higher
RBH than men at baseline (mesial,
4.62 =+ 1.40 mm vs 2.73 = 2.14 mm,
P = 0.036; distal, 3.18 = 1.77 mm vs
2.20 = 1.23 mm; P = 0.13, Student’s
t test). Stepwise multiple regression
analysis (P-to-enter = 0.05) showed
statistical significance only for the per-
centage of residual ABB particles
related to the vertical graft resorption
(R? = 0.451, corrected R = 0.382).

Table 1. Morphometric Comparison in Patients With and Without Posterior

Edentulous Maxilla in Grafting Sinus

P
Partially Edentulous ~ Completely Edentulous  (Student’s
Variables (n = 39) (n=13)* t test)
Osteoblasts 180.45 + 258.60 262.09 + 250.69 0.52
(number/mm?)
Osteoclasts 160.05 + 208.48 92.74 + 162.55 0.45
(number/mm?)
Osteocytes 669.97 = 603.91 948.65 + 914.27 0.43
(number/mm?)
Osteoid lines 15.90 = 10.51 17.00 = 10.73 0.86
(number)
Vital bone (%) 39.37 + 16.09 50.92 = 17.84 0.25
Remaining ABB (%) 56.62 + 24.18 17.42 = 10.18 0.002
Nonmineralized 35.23 + 19.38 4819 + 5.97 0.11

tissue (%)

Fully edentulous patients showed an increased resorption of anorganic bovine bone particles compared to partially edentulous

patients.
*Values are expressed as mean =+ standard deviation.
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maxillary sinus augmentation biopsies using
a composite graft. A, Sample from a partially
edentulous patient. B, Sample from a patient
with complete edentulism. TB, trabecular
bone; N-MT, nonmineralized tissue (Masson
trichrome stain X4 magnification).

|

Histologic and Histomorphometric
Analyses

Histomorphometric ~ analysis  of
6-month bone core biopsy samples
showed a mean of 35.75% * 16.42%
of vital bone, 40.56% = 16.23% of non-
mineralized tissue, and 23.69% =
18.23% of remaining ABB particles.
The mean number of osteoblasts and os-
teoclasts found per square millimeter was
134.65 = 190.54 and 93.21 *= 153.38,
respectively, whereas the mean number
of osteocytes was 508.02 = 543.7.

No statistically significant relation-
ship was observed for vital bone with
any clinical variable. When examining
the effect of age and gender upon graft
remodeling, only age correlated nega-
tively with the number of osteoblasts
per square millimeter (r = -0.473;
P < 0.001, Pearson test). Completely
edentulous patients showed a higher
percentage of vital bone, higher propor-
tion of nonmineralized tissues, and
less remaining ABB particles (Table 1).
However, differences between total and
partial edentulous patients were signif-
icant only for the percentage of remain-
ing ABB particles (Table 1; Fig. 1).

Patients with a history of periodon-
titis presented a statistically signifi-
cantly higher number of osteoblasts
per square millimeter, higher quantity
of nonmineralized tissue, a lower per-
centage of remaining ABB particles,
and less osteoid lines when compared
to nonperiodontal patients (Table 2;
Fig. 2). Stepwise multiple regression
analysis (P-to-enter = 0.05) using
ABB particles as the dependent variable
and age, gender, type of edentulism,
number of implants per patient, alcohol
consumption, smoking status, history
of periodontitis, osteoid lines, and
percentage of connective tissue as
predictors revealed that only history
of periodontitis make a significant
contribution (R?2 = 0.568, corrected
R% =0.514).

There were no statistical differences
between smoking graduation within
groups, so to improve the understanding
of these results, we harmonized them,
and the influence of smoking and alcohol
on healing after sinus augmentation at
the morphologic and histomorphometric

Table 2. Histomorphometric Data for Patients With and Without History of

Periodontitis
Nonperiodontitis Periodontitis
Variables (n = 25)* (n=27)* P (Welch test)

Osteoblasts (No./mm?) 91.39 = 56.45  309.58 = 315.02 0.05
Osteoclasts (No./mm?) 164.87 = 115.32 115.32 + 204.02 0.59
Osteocytes (No./mm?) 537.63 + 380.23 956.24 + 874.83 0.19
Osteoid lines (No.) 23.23 + 6.57 14.25 = 11.38 0.014
Vital bone (%) 41.60 *= 18.88 45.20 = 17.03 0.73
Remaining ABB (%) 68.60 = 12.25 24.63 = 19.60 0.0001
Nonmineralized tissue (%) 23.51 = 11.64 50.65 = 8.30 0.003

A greater number of osteoblasts per square milimeter and percentage of nonmineralized tissue together with lower remodeling activity
were reflected by significantly less osteoid lines and less ABB particles in those patients with a history of periodontal disease.

*Values are expressed as mean *+ standard deviation.

Eﬁf{ﬂ‘{!‘ > RS 2

Fig. 2. Comparative images of trephine
biopsies of patients undergoing maxillary
sinus augmentation with composite graft.
Note the different number of osteoid lines
(arrows). A, Sample representative of a non-
periodontitis patient. B, Sample from a pe-
riodontitis patient. TB, trabecular bone; n-
MT, nonmineralized tissue (Masson trichrome
stain X4 magnification).

|

levels is displayed in Table 3. A low
number of osteoid lines were found in
these individuals. Tobacco consumption
correlated directly with the history of pe-
riodontitis (p = 0,521; P = 0.004), num-
ber of osteoblasts per square millimeter
(p = 0.544; P = 0.044), and percentage
of nonmineralized tissue (p = 0.521;
P =0.046).

DiscussioNn

Limited information is currently
available regarding the influence that
age, gender, alcohol consumption,
smoking status, and periodontal disease
history may have on sinus augmenta-
tion outcomes. Our aim was to analyze
how these variables could influence
bone graft consolidation in the maxil-
lary sinus augmentation model in
human subjects. Our group has pre-
viously studied bone healing response
after sinus augmentation using different
biomaterials,"®'® particularly focused
in the combination of ABB and autog-
enous bone,'*?*?! which was the
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Table 3. Effect of Smoking and Alcohol in Morphologic and Histomorphometric Data of Maxillary Grafting

Alcohol Consumer* Smoker*

Variables No (n = 44) Yes (n = 8) P No (n = 14) Yes (n = 38) P
Osteoblasts (number/mm?) 305.2 = 93.2 181.1 = 162.5 0.0001 56.4 + 38.9 337.3 = 276.7 0.024
Osteoclasts (number/mm?) 171.56 = 196.7 0.0 = 0.0 0.0001 177.4 = 141.2 115.9 = 196.4 0.64
Osteocytes (number/mm?) 1130.9 = 741.7 841.6 = 756.4  0.28 758.1 = 349.4 1146.6 = 809.8  0.16
Osteoid lines (No.) 19.9 = 10.7 10.0 = 0.1 0.0001 254 + 59 15.6 = 10.6 0.27
Vital bone (%) 50.2 + 15.8 39.0 + 9.1 0.007 50.0 = 16.8 46.7 = 14.8 0.68
Remaining ABB (%) 36.5 = 26.9 253 + 4.2 0.02 65.0 = 13.8 248 + 7.9 0.038
Nonmineralized tissue (%) 421 = 18.3 42.8 + 0.6 0.15 26.8 = 9.0 46.7 = 14.6 0.05

Lower cellularity, less number of osteoid lines, less vital bone, and more bone resorption was observed in patients with increased level of alcohol consumption. Similar histological effects were noted in

patients with higher tobacco consumption.

*Values are expressed as mean = typical deviation (Welch test).

grafting material used in this particular
study. Differences in the healing
response after sinus grafting may be
attributable to variations in some of
the aforesaid patient-related factors.
Regarding the age and gender of the
patients, we observed a reduced number
of osteoblasts per square millimeter
with increasing age. This is in agree-
ment with Zhang et al.*> They showed
that women between 45 and 65 years of
age had a reduced osteoblast function.
Interestingly, osteoblast function in

{ T

Fig. 3. Comparative images of trephine
biopsies of patients undergoing maxillary
sinus augmentation with composite graft. A,
Nonsmoker sample. B, Smoker sample. TB,
trabecular bone; N-MT, nonmineralized tissue
(Masson trichrome stain X4 magnification).

male donors (range, 45—-65 years) was
similar to younger male and female
patients (young was defined as younger
than 30 years of age). This result sug-
gests that age does not play a significant
role in osteoblast function in men. How-
ever, this seems to be different for
women. Conversely, a recent study
found no differences between biopsies
obtained from male and female
patients aged from 45 to 65 years.”
Along these lines, in a previous study,
we did not find differences in vessel
density in biopsies obtained from
a similar population to this study in
terms of gender distribution.** Analy-
sis of the relationship between age and
radiographic outcomes revealed that
reduced RBH correlated with increas-
ing age. In the present study, histo-
logic analysis also revealed that
women had less osteoid lines than
men, suggesting lower cell activity
and tissue response in the grafted area.
Our results support previous reports,
indicating that women had less maxil-
lary bone density when compared

to men.?>2°
Taking in consideration the
tobacco, histomorphometric results

showed that samples obtained from
smokers presented a significantly high-
er number of osteoblasts than those
obtained from nonsmokers. Smoking
negatively affects the expression of
certain hormones (parathyroid hor-
mone) and enzymes involved in the
regulation of bone homeostasis.”’ In
addition, it has been observed that alka-
line phosphatase activity is significantly
lower in cells cultured with nicotine
than in controls.”** These in vitro
effects of nicotine on bone cells could

be attributed to different conditions of
culturing, or origin of osteoblasts,
among other factors. In our study,
increased resorption was found in the
biopsies from smokers. This finding
was associated with a low percentage
of remaining ABB particles (Fig. 3).
Among elderly people, aged 67 to 77
years, heavy smokers have an increased
bone remodeling capacity compared to
nonsmokers.*

Some investigators have high-
lighted more implant marginal bone
loss in smokers® ™ and higher early
implant failure.>**> Low percentage of
vital bone and bone density, together
with higher resorption in smokers, has
been shown in different meta-analyses.
This finding is also compatible with
the hypothesis of an inverse relation
between smoking and total bone mass.
The relationship seems to be dose and
age dependent, so the heavier the habit
is and the older the patient is, the less
amount of bone mass.>”° In addition, it
has been reported that the detrimental
effects derived from smoking were
more pronounced in the maxilla than
in the mandible. Conceptually, maxil-
lary bone could be more susceptible to
the adverse effect of smoking because it
has a lower density naturally.’’” Retro-
spective studies and systematic reviews
have also found a strong association
between smoking and higher implant
failure rate in the maxilla.**"°

Alcohol intake resulted an influent
factor too. In our sample, all subjects
consuming >10 g of alcohol/day
were also heavy smokers, although the
opposite was not observed. Alcohol
consumption has been positively asso-
ciated with different smoking levels
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within the smoking continuum.*
Kitsantas et al*' have suggested that
social and health risks, such as alcohol
use, have an impact on adolescents’
behavior and beliefs through peer
smoking. A synergistic negative effect
of both habits could impact on healing,
in terms of deficient bone apposition and
inadequate vital bone formation. Data
from this study showed that patients
who reported consuming =10 g of alco-
hol per day exhibited lower cellularity,
less number of osteoid lines, less vital
bone, and more bone resorption than
patients below that level of alcohol con-
sumption. This finding is in accordance
with the observation by 2 different
groups of investigators who reported
increased bone resorption in patients
who consumed more than 10 g/day
alcohol.'>** Although it is not possible
to separate the likely action exerted by
the smoking in these patients, the differ-
ences observed in those who were not
alcohol drinkers could be explained by
the direct toxic effect of alcohol on peri-
odontal tissues and bone metabo-
lism.**** Farley et al*’ also found that
bone formation was inhibited and bone
resorption increased when tibia of
embryonic chicks were acutely exposed
to ethanol. Furthermore, histomorpho-
metric studies and scanning electron
microscopy of trabecular bone biopsies
obtained from the iliac crest have
consistently shown signs of reduced
bone formation, such as decreased
osteoblasts and reduced rate of
bone mineralization, among history of
long-term alcohol abuse.***’

Residual ridge resorption and ana-
tomical features of the posterior maxil-
lary bone play a capital role in the graft
maturation. In this study, ABB particles
resorption was increased in fully eden-
tulous patients compared to partially
edentulous patients. Our group has
demonstrated previously that longer
distances between the bony walls in
the sinus cavity imply less final vital
bone in the grafted area.” Residual ridge
resorption and bone remodeling are
usually more rapid in the premolar and
molar region than in the anterior area of
the maxilla.*® This difference can be
explained by different reasons. First,
lower biomechanical function in eden-
tulous areas promotes resorption. Bassi

etal® reported that the presence of teeth

affects the density of the trabecular
bone because the bone in the incisal
and canine area differ from that of the
molar area. Second, patients wearing
removable dentures develop increased
alveolar bone resorption, given the
superficial pressure on the supporting
tissues. Third, recent findings have
demonstrated the presence of periodon-
topathogenic bacteria in edentulous
patients with a history of periodontitis,
even after all the teeth had been
removed.* In our samples, an intense
relationship between edentulism and
periodontitis was detected, which could
factor in the increased graft resorption
found in these patients, given the pres-
ence of pathogens in the graft.>® On
the other hand, some authors, such as
Davies,”" advocate that the posterior
maxilla is an exceptional recipient site
for implant placement because of its bio-
logic properties, rather than its biome-
chanical features. Ideally, computer
tomographic (CT) scans should be con-
sidered the primary diagnostic option to
design a treatment plan for maxillary
sinus augmentation. Likewise, the cost
and the higher radiation dose as com-
pared to other radiographic methods are
major disadvantages of CT (860-540
wSv vs 5.5-22 pSv, CT vs panoramic
images, respectively).”>>* Angelopoulos
et al>* argued that CT images should not
necessarily replace digital panoramic
images. Guidelines of European Associ-
ation for Osseointegration also focus on
cross-sectional imaging but leave to the
discretion of the clinician on the use of
2-dimensional imaging in minor and
established low-risk surgery.”
Considering the periodontal status,
we observed a greater number of osteo-
blasts per square millimeter and per-
centage of nonmineralized tissue
together with lower remodeling activ-
ity, reflected by significantly less oste-
oid lines and less ABB particles, in
patients with a history of periodontal
disease. ABB has been used widely for
periodontal regeneration,’®>” and more
recently for periimplantitis defects
treatment™®° with positive clinical
and radiographic outcomes. Nonethe-
less, to our knowledge, few previous
histologic analyses of the behavior of
this biomaterial in periodontal patients

have been reported in humans.® In
many cases, patient with periodontitis
have a genetic predisposition that pre-
disposes them to respond with an exac-
erbated inflammatory reaction after
tissue injury.®' Also, osteoclast activity
mediated by hormones, cytokines (such
as IL-1 and IL-6), or certain bacterial
components (such as lipopolysacchar-
ides) could promote cytokine-mediated
resorption.®” Verdugo et al’® has con-
firmed osseous microbial contamina-
tion with major periodontopathogens
in individuals undergoing maxillary
sinus augmentation with a history of
periodontitis. This study showed posi-
tive association between bone loss in
the augmented sinuses and the presence
of aggressive periodontopathogens in
the harvested bone particles with scraper.
Itis plausible to speculate that certain bac-
terial components may show the ability to
stimulate cytokine production by target
cells other than osteoblasts and therefore
induce greater bone loss in regenerative
procedures.® The majority of patients
who required sinus augmentation in the
present study had a history of periodonti-
tis (51.9%). The low amount of remaining
ABB associated with a history of perio-
dontitis (24.63 = 19.60%, P = 0.0001
Welch test) in our study could have an
impact in the higher bone graft resorption
because structural stability by ABB par-
ticles was lost. These particles could have
been affected by resorptive phenomena
mediated by osteoclast activation induced
by proinflammatory cytokines.”* None-
theless, the clinical success in our series
of cases showed no differences between
patients with or without a history of peri-
odontal disease. This may be due to the
fact that graft resorption was just around
0.1 mm greater after 6 months of sinus
graft when implants were placed, both
in patients with a history of periodontal
disease or full edentulous. Therefore,
these variables showed a low clinical
impact on sinus augmentation outcomes,
despite its statistical significance.

CONCLUSIONS

Although clinical outcomes were not
negatively affected, certain clinical fac-
tors, namely, age, habits as tobacco use
or alcohol intake, residual ridge resorp-
tion after extraction, and history of
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periodontitis play an important role in the
final bone quality resulting after grafting.
From the histomorphometric point of
view, the final quantity of remaining
ABB was influenced by the related
patient-dependent ~ variables. Conse-
quently, a negative correlation between
the amount of remaining ABB and radio-
graphical vertical graft resorption was
also observed.
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