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ABREVIATURAS

AA: drea aumentada.

ADSCs: Las células madre autélogas de origen tejido adiposo (adipose-derived stem cells).
ARRIVE: Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments.

ASBMR: American Society for Bone and Mineral Research.

B-TCP: beta-fosfato tricdlcico.

B-TCP-Fn: beta-fosfato tricdlcico con fibronectina.

BMP: proteinas morfogenéticas del hueso (bone morphogenetic proteins).
BMP-2: proteina morfogenética dsea 2 (bone morphogenetic protein 2).
BRU: unidad de remodelacidn dsea (bone remodeling unit).

BS: sustituto éseo (bone substitute).

CEEA: Comité de Etica de Experimentacién Animal.

CMM: células madre mesenquimatosas.

CT: tomografia computadorizada.

DE: desviacién estandar.

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.

DPBS: solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline).
EGCG: epigalocatequina-3-galato.

FGF-2: factor de crecimiento de fibroblastos 2 (fibroblast growth factor 2).
Fn: fibronectina.

GT: tejido ganado (gained tissue).

h: horas.

HA: hidroxiapatita.

HDPE: polietileno de alta densidad (high-density polyethylene).

MAR: tasa de aposicion mineral (mineral apposition rate).

MBM: matriz 6sea mineralizada (mineralized bone matrix).

MOBD: matriz ésea bovina desproteinizada.

MOD: matriz 6sea desmineralizada.

NMT: tejido no mineralizado (non-mineralized tissue).

OPG: osteoprotegerina.

PMO: proteinas morfogenéticas dseas.

PTFE: politetrafluoroetileno.



PTH: hormona paratiroidea (parathyroid hormone).

ROG: regeneracién ésea guiada.

SAFF: sistema autdlogo de fibrindgeno/fibronectina.

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta (transforming growth factor beta).

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor).
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1.1 Tejido 6seo y remodelacion ésea

La estructura dsea consiste en el hueso cortical o corteza externa de tejido compacto y el
hueso trabecular o tejido de aspecto esponjoso, formado por un entramado de espiculas
y trabéculas orientadas paralelamente a las lineas de fuerza. El hueso cortical predomina
en los huesos largos de las extremidades (diéfisis) y el trabecular, en el esqueleto axial
(vértebras, pelvis) y en el extremo de los huesos largos. En el esqueleto adulto, el hueso
compacto representa el 80% de la cantidad total de hueso, y el esponjoso, el 20%

restante.

El hueso esta constituido por un tipo especializado de tejido conectivo consistente en una
matriz mineralizada y tres tipos celulares: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Los
osteoblastos son células de estirpe mesenquimatosa, por lo que tienen un origen comun
con los adipocitos, los miocitos y los fibroblastos (Florencio-Silva et al., 2015). Los
osteoblastos pueden encontrarse en situacion de reposo o en actividad (para formar
hueso). Tras formar hueso a su alrededor, los osteoblastos quedan enterrados en el seno
del mismo, para transformarse en osteocitos (Matsuo & Irie, 2008). Los osteocitos estan
capacitados para detectar la carga mecdnica y las microlesiones de la matriz. Los
osteoclastos son células multinucleadas destructoras de hueso y desarrollan su actividad
en la superficie ésea. Su efecto resortivo se debe a la producciéon de hidrogeniones y
enzimas proteoliticas, como la catepsina K. Derivan de un precursor comun con el de las

células monocitico-macrofégicas (Aarden et al., 1994).

La matriz 6sea posee componentes organicos e inorganicos. Las fibras de colageno tipo |

constituyen el 95% de la matriz organica. El resto corresponde a material amorfo del que
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forman parte diversas proteinas no colagénicas. En condiciones normales, el 99% de la
matriz ésea presenta depdsitos de fosfato cdlcico en forma de cristales de hidroxiapatita
y de depdsitos amorfos. El 1% restante no presenta depdsitos de sales minerales y recibe
el nombre de osteoide o matriz no mineralizada. En el hueso cortical, las ldminas dseas
adoptan una morfologia cilindrica y se disponen concéntricamente unas dentro de otras
(sistemas de Havers) (Capulli et al., 2014). En el hueso trabecular, las ldminas presentan
una morfologia entre plana y semilunar, disponiéndose paralelamente en paquetes
equivalentes a sistemas de Havers abiertos. Ambos sistemas laminares forman las

unidades estructurales dseas.

El hueso estd sometido a continuas transformaciones del tipo de modelacién vy
remodelacion éseas. La modelacidon se refiere al conjunto de modificaciones que
experimenta el hueso durante su crecimiento para mantener sus caracteristicas
morfolégicas (Martin & Seeman, 2008). La modelacién 6ésea incluye fendmenos de
resorcidn subperidstica a medida que la zona metafisaria se transforma en diafisis, y
fendmenos de resorcion en la superficie enddstica de la didfisis para permitir el
crecimiento de la cavidad medular. La didfisis también experimenta fenédmenos de
aposicidon subperidstica en la superficie externa, lo que permite su crecimiento en

anchura.

La remodelaciéon constituye el proceso en virtud del cual el hueso se renueva
continuamente, a fin de evitar la acumulacién de lesiones de fatiga y permitir su
adaptacion a las necesidades mecanicas de cada momento. La remodelacién dsea se

lleva a cabo mediante la accidn sucesiva de osteoclastos y osteoblastos en un punto
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concreto de la superficie trabecular, cortical o de los canales de Havers. El hueso recién
formado se deposita por capas, inicialmente sin mineralizar (osteoide). La mineralizacién
acontece durante el tiempo de maduracién de unos 10 dias de promedio o tiempo de
desfase de la mineralizacién (mineralization lag-time) (Melsen & Mosekilde, 1980). La
zona de transicién entre el hueso mineralizado y el que no lo estd constituye el frente de
mineralizacién, que presenta la propiedad de su apetencia por las tetraciclinas. El grosor
del hueso sin mineralizar es directamente proporcional a la velocidad de formacidn de la
matriz organica e inversamente proporcional a la velocidad de avance del frente de
mineralizacidon (mineralization apositional rate) (Schilling et al., 1992). La coordinacion
temporal y espacial entre los osteoclastos y los osteoblastos, gracias a la cual los
osteoblastos actian a continuacion de los osteoclastos y en el mismo lugar en que estos
lo hicieron previamente, se denomina acoplamiento. Durante cada ciclo de
remodelacion, los osteoclastos y osteoblastos actian de forma coordinada formando una
unidad de remodelacién dsea (bone remodeling unit, BRU). Se denomina balance éseo a
la diferencia entre el volumen de hueso formado y el resorbido en cada BRU. Si se forma
menos hueso del que se destruye, el balance dseo resultante serd negativo, lo que

determina pérdida de masa dsea (Schilling et al., 1992).

En la regulacion de la remodelacion dsea intervienen un elevado numero de factores,
tanto locales como generales. Cuando una unidad de tejido éseo debe ser renovada, los
osteocitos detectan dicha necesidad y envian diversas sefiales a la superficie ésea. Se cree
qgue el factor de crecimiento vascular endotelial (vascular endothelial growth factor,
VEGF) atrae capilares y con ellos, precursores de los osteoclastos. El ligando del receptor

activador para el factor nuclear k (receptor activator for nuclear factor k b ligand, RANKL)
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también estimula precursores para que maduren los osteoclastos y lleven a cabo su
funcion (Boyce & Xing, 2008). Una vez destruida la cantidad adecuada de tejido dseo, los
osteoclastos son inhibidos por varios factores, incluyendo la osteoprotegerina (OPG) vy el
factor de crecimiento transformante beta (transforming growth factor beta, TGF-B). Una
vez finalizada la resorcion 6sea, comienza la formacion de hueso nuevo a través de la
actividad osteoformadora de los osteoblastos. Una vez iniciada la actividad osteoblastica,
en la que intervienen las efrinas y sus receptores (proteinas de membrana), dicha
actividad es mantenida por factores locales, entre los que destacan las proteinas Wnt y
las proteinas morfogenéticas del hueso (bone morphogenetic proteins, BMP) (Bellido,
2014). Cuando los osteoblastos han formado la cantidad de hueso prevista, reciben
sefiales inhibidoras, principalmente a través de la esclerostina que inhibe la actuacién de

las proteinas Whnt, con lo que finaliza el proceso de formacién dsea.

Al margen de las sustancias referidas, en gran medida producidas por las propias células
Oseas, existen factores locales reguladores de la remodelacidon producidos por otras
células del microambiente dseo (Alford et al., 2015), tales como las citocinas inflamatorias
(Bozek & Zaiss, 2017), los linfocitos T, y otros factores generales de caracter hormonal,
destacando la hormona paratiroidea (parathyroid hormone, PTH), la vitamina D vy la
calcitonina (Lombardi et al., 2011), asi como los estrégenos y los glucocorticoides. Otros
factores genéticos, mecanicos y nutricionales también intervienen en el proceso de

remodelacion ésea (Reyes Garcia et al., 2008).

En el campo de la Implantologia, el anclaje de los implantes depende no solo de los

factores que afectan a la interfase hueso-implante, sino también en gran medida de la
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masa y microestructura del hueso peri-implantario, regulado continuamente por los
procesos de remodelacion dsea (Li et al., 2018). De hecho, el proceso de remodelacién
gue comienza a las 6 semanas de vida intrauterina y se perpetua durante toda la vida
del individuo, constituye la base bioldgica responsable de que el tejido éseo pueda
regenerarse con tejido idéntico al original, lo que constituye el fundamento de la
osteointegracion del implante (Sela et al.,, 2000; Marco et al., 2005; Fernandez-

Tresguerres Hernandez-Gil, et al., 2006).

1.2 Regeneracion Osea guiada

La regeneracion dsea guiada (ROG) es una técnica de facilitacion de la formacion de
hueso nuevo en dreas donde existen defectos o deficiencias. Se basa en el uso de
barreras o membranas fisicas para evitar que las células del epitelio gingival y del tejido
conjuntivo invadan las zonas que van a ser regeneradas, favoreciendo la proliferaciéon de
las células osteoprogenitoras. El concepto de ROG implica el uso de diferentes materiales
y métodos para crear hueso sano y suficiente en los procesos alveolares de los maxilares
para cubrir defectos dseos periodontales o para tener procesos alveolares adecuados en
donde colocar proétesis dentales convencionales o implantes dentales osteointegrados.

En la década de los 80, el grupo de Nyman et al. (1982, 1987) publicé los primeros
estudios experimentales referidos a la regeneracion tisular guiada que fueron la base
para el desarrollo de los principios de la ROG propuestos por Dahlin et al. en 1988. Todos
los procedimientos de ROG se rigen por cuatro principios basicos: el sangrado, la creacion
y mantenimiento del espacio a regenerar, la inmovilidad de los materiales de
regeneracion y la estabilidad de la membrana como barrera (Retzepi & Donos, 2010; Fu &

Wang, 2011). Dahlin et al. (1988) ya establecieron los cinco requerimientos necesarios
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para que la ROG tenga éxito: 1) presencia de células osteogénicas en vecindad con el
defecto 6seo, 2) adecuada vascularizacion procedente de la superficie 6sea adyacente, 3)
estabilidad mecdnica de la zona herida durante el periodo de cicatrizacién, 4)
mantenimiento del espacio entre la membrana y el tejido 6seo remanente, y 5) la
membrana debe ser capaz de excluir células del tejido conectivo o de tejidos blandos del

espacio creado por la membrana.

1.2.1 Caracteristicas de las membranas

Las membranas que se usan en los procedimientos de ROG deben ser biocompatibles,
tener las caracteristicas necesarias para el mantenimiento seguro del espacio a regenerar,
actuar como mecanismo de barrera celular, tener una buena integracion tisular y ser de
facil manejo clinico (Dimitriou et al. 2012). Respecto a la porosidad de la membrana, los
estudios publicados en la literatura no son concluyentes. El tamaiio del poro puede influir
en las fases iniciales de la regeneracion, incrementando la tasa osteogénica de formacion
dsea temprana, aunque no la cantidad final de hueso formado (Zellin & Linde, 1996;
Lundgren et al., 1998). Sin embargo, todavia no se ha establecido un tamafio critico del

poro asociado con una regeneracion ésea 6ptima (Gutta et al., 2009).

Las membranas se clasifican en dos tipos: reabsorbibles y no reabsorbibles (Rakhmatia et
al.,, 2013). Para seleccionar la membrana mas adecuada hay que tener en cuenta las
caracteristicas del defecto a regenerar, asi como las propiedades fisicas y bioldgicas de
cada membrana. Respecto a las membranas reabsorbibles, su principal ventaja es que se
degradan con el tiempo, lo que hace innecesaria su retirada en un segundo acto

quirdrgico y contribuye a disminuir la morbilidad del tratamiento.
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1.2.1.1 Membranas reabsorbibles

Las membranas o barreras reabsorbibles estdn hechas de polimeros naturales (por
ejemplo: coldgeno porcino o bovino) o polimeros sintéticos (por ejemplo: poliésteres
alifaticos como el acido poliglicélico o la polilactida). La principal limitacién de las
membranas de colageno es su rdpida biodegradacion por la actividad enzimatica de las
colagenasas procedentes de los macréfagos y leucocitos polimorfonucleares (Rothamel
et al., 2005). Dicha biodegradacidon impide su completa resistencia vy facilita el colapso del
espacio del defecto en mayor o menor grado (Rothamel et al.,, 2005; Matsumoto &
Hoshino, 2012). Para limitar la reabsorciéon y mejorar las propiedades, las membranas de
coldgeno se someten a un proceso de cross-linking, por el cual se tratan con diferentes
productos quimicos (formaldehido, glutaraldehido, azlucares) o luz ultravioleta para
aumentar el numero de cruces de las cadenas que componen el colageno nativo. Una
desventaja de las barreras de polimeros naturales es su variabilidad y la falta de control
sobre la tasa de reabsorcidn de la membrana que puede verse influenciada por el pH
local, la temperatura, la naturaleza del polimero y su grado de cristalizacién, asi como el
volumen de la membrana (Kostopoulus & Karring, 1994; Moses et al., 2008). Por otra
parte, las sustancias quimicas usadas en el cross-linking pueden tener efectos citotdxicos
sobre los tejidos circundantes ocasionando la formacidn de un espacio entre la
membrana vy el tejido conectivo, lo que facilita la acumulacién microbiana (Alpar et al.,
2000). En cuanto a las membranas reabsorbibles sintéticas fueron introducidas al final de
la década de los 80, y estan compuestas basicamente por acido poliglicdlico y acido
polildctico. Son menos utilizadas que las membranas de colageno y se presentan en

diferentes formas y estructuras. El tiempo de reabsorcidon suele ser de 6 a 12 semanas. Se
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pueden utilizar solas o combinadas con injertos dseos para asegurar el mantenimiento

del espacio.

1.2.1.2 Membranas no reabsorbibles

Las membranas no reabsorbibles estan formadas generalmente por
politetrafluoroetileno (PTFE) o mallas de titanio. Se caracterizan por ser biocompatibles,
capaces de mantener el espacio debajo de la membrana de forma mas estable que las
membranas reabsorbibles, menor riesgo de complicaciones a largo plazo y su facil
manejo clinico (de Macedo et al., 2008; Zhang et al., 2010). Sin embargo, presentan el
inconveniente de la necesidad de realizar una segunda intervencidn quirurgica para su

retirada, lo que aumenta la morbilidad potencial del proceso.

Existen dos tipos de membranas de PTFE segln su estructura: expandido (e-PTFE) y de
alta densidad (d-PTFE). El principal exponente de las membranas de e-PTFE son las de
Gore-Tex® (WL Gore & Associates, Flagstaff, AZ, EE.UU.), actualmente no disponibles para
uso odontolégico sino para otros campos médicos como el digestivo o el cardiovascular.
Su principal desventaja es el elevado porcentaje de exposiciones a la cavidad bucal,
produciendo un mayor riesgo de infeccidon de la zona a regenerar, comprometiendo la
cantidad de hueso regenerado (Fotek et al., 2009). Por otra parte, las membranas d-PTFE
0 nanoporosas ofrecen gran estanqueidad debido a su alta densidad y a sus poros de
tamaiio reducido, protegiendo asi el injerto subyacente de la infiltracién bacteriana en
caso de fenestracién mucosa al no contaminarse su cara interna si se expone al medio
bucal, reduciendo por lo tanto el riesgo de infecciones (Bartee, 1995). En el momento

actual, las membranas Cytoplast™ (Regentex GBR-200 o TXT-200; Osteogenics Biomedical
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Inc., Lubbock, Texas, E.E.U.U.) son para uso odontoldgico y al no poseer superficie
microporosa evitan su adherencia a los tejidos blandos, siendo mas facil su retirada
después de la cicatrizacién de la herida.

El titanio es un metal altamente biocompatible gracias a un fendmeno de pasivacion,
consistente en la formacién de una pelicula de dxido relativamente inerte sobre la
superficie que lo protege de la accion de agentes externos, principalmente de los
fendmenos de corrosion. Las membranas no reabsorbibles de titanio son una buena
alternativa en los procedimientos de ROG debido a sus propiedades mecdnicas, pues su
rigidez permite cumplir el requisito fundamental como mantenedoras de espacio y evitar
el colapso del espacio a regenerar, su elasticidad evita la compresion de la mucosa
durante la cicatrizacidn, su estabilidad evita el desplazamiento del injerto colocado
debajo de la malla y su plasticidad permite su adaptacion al defecto de forma eficiente
(Wang & Fenton, 1996; Degidi et al., 2003). No obstante, su rigidez junto con sus bordes
afilados, son inconvenientes de este tipo de membranas que incrementan el indice de
exposiciones por perforacién de la mucosa; a pesar de ello, el riesgo de infecciones es
relativamente bajo, a diferencia de las membranas de e-PTFE (von Arx et al., 2001). Otro
inconveniente de estas membranas es su adherencia a los tejidos mucosos y éseo debido
a su elevado grado de porosidad, lo que a pesar de actuar de forma eficiente limitando el
paso de células epiteliales al interior de la zona a regenerar, dificulta su retirada en la

segunda intervencidn quirurgica.

1.2.2 Injertos 6seos y matrices Gseas
Los injertos dseos se vienen empleando desde hace décadas para reponer la pérdida de

hueso debida a traumatismos, cirugia oncoldgica, cirugia preprotésica, etc. asi como en el
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tratamiento de defectos dseos por alteraciones en el desarrollo del esqueleto o tras la
extirpacion de quistes y tumores dseos (Haddad et al., 2006; Clokie et al., 2002; Beltran et
al., 2014). En Implantologia, aunque la reconstruccion protésica sobre implantes
osteointegrados proporciona excelentes resultados, en algunas ocasiones, la cantidad de
hueso alveolar es insuficiente, lo que impide la colocacién de los implantes. En estos
casos, los injertos dseos constituyen una de las técnicas mads utilizadas en la cirugia
reconstructiva, siendo el hueso autélogo el material de eleccion y el considerado “gold
standard” o patréon de comparacion respecto a otros materiales de regeneracion ésea

(Haddad et al., 2006).

En 1965, Urist descubrid cierto potencial osteoinductivo en el hueso desmineralizado
(matriz ésea desmineralizada, MOD) aun habiéndolo insertado heterotopicamente en el
tejido muscular o en el tejido subcutaneo en animales de experimentacién (Urist, 1965).
Debido a este descubrimiento, Urist acuiid el término de “proteinas morfogenéticas
oseas” (PMO) que correspondia a las proteinas a las que atribuyd esta capacidad
regenerativa. Existe evidencia de que el uso de MOD proporciona relleno 6seo adecuado
en defectos criticos (Borrasca et al., 2015; Huber et al., 2017); y por este motivo, los
aloinjertos se consideran una alternativa al hueso autdlogo, a pesar de no tener las

mismas propiedades regenerativas ni de seguridad.

Otro sustituto éseo alternativo comun es el xenoinjerto de origen bovino (o de otras
especies animales), cuya utilidad clinica ha sido demostrada en diferentes estudios
(Tortolini & Rubio, 2012). La matriz 6sea bovina desproteinizada (MOBD) contiene apatita

carbonatada con el mismo componente mineral que el hueso humano. Este material se
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ha usado en Odontologia, Cirugia Bucal, Traumatologia y Cirugia Maxilofacial como
injerto dseo, asi como en la regeneracién periodontal, debido a su reabsorcién lentay a
su estructura trabecular, que facilita la entrada en su interior de células sanguineas y
promotoras éseas, de forma que la deposicidn dsea se ve acelerada. Por lo tanto, es un
material con muy buenas caracteristicas como matriz arquitectdnica y ademas posee una
excelente biocompatibilidad. Estudios clinicos efectuados en la ultima década han
demostrado la eficacia de la MOBD para regenerar defectos dseos intraorales, sin
embargo, la proliferacién y diferenciacion osteoblastica parece ser menor para la MOBD

frente al hueso autélogo injertado (Huh et al., 2015).

1.2.3 Materiales aloplasticos: el beta-fosfato tricalcico

Los materiales alternativos a los de origen éseo deben presentar las siguientes
propiedades: ser osteoconductivos (promocionando el andamiaje celular),
biocompatibles, biodegradables, estructuralmente similares al tejido dseo, faciles de
manipular y de coste econdmico aceptable. Los injertos aloplasticos, obtenidos a partir de
materiales inertes, se describen como materiales de injerto sintéticos y presentan dichas
caracteristicas. La hidroxiapatita (HA) --Ca5(P04)3(OH)-- y el beta-fosfato tricalcico (B-
TCP, de las siglas en inglés 8-tricalcium phosphate) --p-Ca3(P0O4)2-- son los materiales
aloplasticos mas comunmente utilizados en base a su excelente biocompatibilidad y
capacidad osteoconductiva (Cai et al., 2009; Bellucci et al., 2016; Rh Owen et al., 2017).
Una vez injertado, el B-TCP acabara siendo totalmente remplazado por hueso nuevo a
una velocidad de entre 3 y 12 veces mas rapido que la HA (Calvo-Guirado et al., 2012). No
obstante, aunque el B-TCP tiene una estructura quimica muy similar a la HA del hueso

humano, en ocasiones puede presentar ciertas desventajas, como una reabsorcion
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demasiado rapida para las dimensiones del defecto a tratar, dificultades de adaptacion en
la zona del defecto o inadecuada resistencia a la compresidon, lo que dificulta su
osteointegracion. El método mds usado para sintetizar el B-TCP es la precipitacion
guimica, debido al bajo coste de produccion y porque ofrece un mejor control de las
particulas resultantes en cuanto a composicidon, microestructura y propiedades fisicas
(Lee et al., 2016b). Por otra parte, la HA proveniente de distintos origenes es una matriz
dsea ceramica dificil de moldear con una reabsorcién demasiado lenta para que sea

reemplazada adecuadamente por hueso nuevo (Suenaga et al., 2015).

La capacidad del B-TCP como biomaterial en la regeneracién de defectos dseos ha sido
investigada en numerosos estudios experimentales y en clinica odontolégica (Mufioz
Corcuera, 2012; Wang et al., 2013), tanto aplicado como injerto Unico o combinado con
otros materiales. En diferentes modelos animales, el relleno con B-TCP de defectos dseos
creados con fresas de trefina ha demostrado diferencias significativas frente a los
defectos vacios (control) en los pardmetros histoldgicos e histomorfométricos de grosor y
anchura trabecular, formacién de hueso nuevo y micro-arquitectura ésea (Jensen et al.,
2006; Damlar et al., 2015). La utilidad y ventajas del B-TCP como sustituto de los injertos
dseos también han sido puestas de manifiesto en revisiones sistematicas de la literatura

(Barber et al., 2017; Liang et al., 2018).

Para promover una regeneracion dsea mas eficiente y mejorar la calidad, diferentes
estudios han utilizado el B-TCP combinado con otros agentes bioactivos. En defectos
criticos del craneo de la rata, Rodriguez et al. (2011) investigaron el efecto de la

combinacién de a-TCP con 0,1, 0,2 y 0,4 mg de epigalocatequina-3-galato (EGCG), la
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catequina mas abundante del té verde. A las 2 y 4 semanas, la formacién de hueso nuevo
era significativamente mayor (P < 0,05) en los grupos de 0,1 y 0,2 mg de EGCG y a-TCP
que en los grupos control (defectos no tratados). La tasa de aposicion mineral (mineral
apposition rate, MAR) también fue significativamente superior para la combinacién 0,2

mg EGCG y a-TCP.

La simvastatina es un farmaco hipocolesterolémico que aplicado tépicamente ha
demostrado estimular la proteina morfogenética dsea 2 (bone morphogenetic protein 2,
BMP-2) y la expresion del VEGF mRNA de los osteoblastos. El tratamiento combinado de
B-TCP, HA y simvastatina para promover el crecimiento éseo en la calota craneal de rata,
también demostré la osteoconductividad de estos materiales, actuando como
mantenedores de espacio para favorecer la formacion de tejido éseo y el efecto de
estimulacién de la regeneracidon dsea de la simvastatina (Rojbani et al., 2011). En otro
estudio, se establecid la dosis de 0.1 mg de simvastatina como la dosis dptima para la

estimulacién maxima de regeneracion dsea (Nyan et al., 2009).

Algunos autores han descrito resultados prometedores en la ROG tras el curetaje de
tumores 6seos benignos y relleno de la cavidad con B-TCP combinado con aspirado de
médula dsea (Damron et al., 2013). En defectos por dehiscencia de implantes en un
modelo canino, la combinacidn con injertos de hueso autélogo particulado también han
demostrado su aplicabilidad para la regeneracién de la cresta alveolar (Lee et al., 2016a).
Otros estudios en cultivos celulares in vitro han investigado la biocompatibilidad y
capacidad de estimulacién de la proliferaciéon de osteoblastos y fibroblastos del B-TCP

combinado con polietileno de alta densidad (high-density polyethylene, HDPE) con
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resultados prometedores (Homaeigohar et al., 2005, 2008), pero estas observaciones no

han tenido traduccion clinica.

También se ha propuesto la suplementacion con factores de crecimiento, incluyendo
BMP-2 y el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (fibroblast growth factor 2, FGF-2) al B-
TCP para el tratamiento de defectos éseos. La BMP-2 recombinante humana (rhBMP-2)
ha demostrado su capacidad osteoinductiva como biomaterial para estimular la
regeneracion del tejido éseo (Li et al., 2011). Sin embargo, en un estudio experimental de
defectos 6seos del craneo de la rata, la regeneracion ésea no fue superior con la
combinacién de 5 ug de BMP-2 y B-TCP frente a los defectos tratados Unicamente con B-
TCP (Luvizuto et al., 2011). En un estudio multicéntrico doble ciego efectuado en sujetos
adultos con defectos infradseos periodontales tratados con una matriz de B-TCP
combinada con 0,3% y 0,4% FGF-2 recombinante humano, la combinacién de B-TCP y rh-
FGF-2 fue superior al grupo B-TCP en el crecimiento lineal de hueso evaluado

radiolégicamente y a los 6 meses (Cochran et al., 2016).

Las poblaciones celulares ideales usadas en procedimientos de ingenieria tisular basada
en matrices de soporte son las células madre indiferenciadas, que pueden ser aisladas de
fuentes dseas adultas. Las células madre mesenquimaticas (CMM) adultas se obtienen
normalmente de la medula ésea y son capaces de inducir la neoformacién dsea in vivo en
defectos criticos. Otras fuentes de CMM prometedoras incluyen la pulpa dentaria y el
periostio, capaces de diferenciarse en multiples tipos celulares incluyendo los osteocitos y
otras células que con matrices apropiadas pueden regenerar diferentes tipos de tejidos

bucales (Annibali et al., 2013, 2014). También se ha estudiado el efecto de las células
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madre autdlogas de origen en tejido adiposo (adipose-derived stem cells, ADSCs) con B-
TCP (con vy sin fibronectina) como recubrimiento en procedimientos regenerativos de
defectos criticos de la cortical vestibular mandibular en perros Beagle. El uso de B-TCP
con ADSCs y fibronectina no parecia incrementar el porcentaje de tejido dseo
neoformado, ni la aposicién ésea en la superficie de implantes, aunque mantenia el
espacio regenerado de forma mas eficiente a los 3 meses de cicatrizacidon con respecto a
los grupos de B-TCP solo, B-TCP con fibronectina y control (Alvira-Gonzélez et al., 2016).
En otro estudio en el mismo modelo canino, el uso de ADSCs en los procesos de
regeneracion ésea de defectos de tipo dehiscencia asociados con la colocacion
simultanea de implantes no aumentaba el drea de regeneracién ni el porcentaje de la

superficie de contacto hueso-implante (Sanchez-Garcés et al., 2017).

1.2.4 Proteinas adhesivas: la fibronectina

La fibronectina (Fn) es una glucoproteina presente en la matriz extracelular de la mayoria
de los tejidos. Las moléculas de Fn se organizan en fibrillas en la superficie celular,
asociadas con integrinas determinando un ensamblaje del citoesqueleto de actina. La Fn
interviene activamente en los fenémenos de adhesidn celular. Asimismo, participa en la
migracion, proliferacidn, expansién y la diferenciacidn celular. Al igual que en el caso de
otras proteinas de adhesién como la vitronectina y la osteopontina, se ha estudiado si la
combinaciéon de Fn con diversos biomateriales podia incrementar el potencial de
regeneracion 6sea. La induccion de la diferenciacién osteoblastica producida por la Fn
parece que tiene lugar a través de una via de sefalizacion mediada por BMP-2 (Cho et al.,

2017).
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En cultivos celulares de matrices de B-TCP, el uso combinado de la enzima
transglutaminasa tisular y 6 pg de Fn aumentaba la diferenciacion osteobldstica en
comparacion con los grupos de transglutaminasa y Fn solas usadas como control. Sin
embargo, el efecto de la adicidn de Fn no se mantuvo a lo largo de todo el periodo de
duracién del cultivo (Ball et al. 2009). Asimismo, el enriquecimiento de una matriz
multicapa compuesta de quitosano-HA con moléculas de matriz extracelular producidas
por osteoblastos o con Fn (25 o 50 pg/mL) determino un aumento del nimero de
osteoblastos desde el primer dia del cultivo, aunque tendia a disminuir transcurridos 7
dias en todos los grupos de estudio (Fernandez et al.,, 2012). Otros estudios in vitro
también han observado resultados satisfactorios en algunos aspectos de la regeneracién
y la osteointegracion de los implantes en superficies de titatino recubiertas por Fn y
vitronectina (Rivera-Chacon et al., 2013) o una proteina de fusién del FGF-Fn (Park et al.,
2006). En otro trabajo se encontré que las células osteoprogenitoras cultivadas en una
aleacion de Ti-6Al-4V limpiada rigurosamente demuestran un patrén normal de
diferenciacion de osteoblastos y se observd que la Fn preadsorbida estimula la
diferenciacion de los osteoblastos durante la fase de mineralizacion de Ia

osteoblastogénesis (Rapuano et al., 2012).

Respecto a la experiencia clinica con el uso de Fn asociada a B-TCP y ADSCs en estudios
previos de defectos criticos de la cortical vestibular mandibular y en los procesos de
regeneracion Osea de defectos de tipo dehiscencia asociados con la colocacion
simultanea de implantes en un modelo experimental canino, los resultados han sido poco

concluyentes (Alvira-Gonzalez et al., 2016; Sanchez-Garcés et al., 2017).
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1.3 Modelos de regeneracion dsea guiada y defectos de tamaiio critico

Los modelos en animales de experimentacién para evaluar estrategias de ingenieria
tisular y regeneracidn dsea precisan un disefio que permita la traslacidn clinica de dichas
estrategias. Para ello deben cumplir ciertos criterios, tales como simular el ambiente
clinico y bioldgico en el que la metodologia experimental deba ser evaluada, asi como
asegurar la presencia de pardmetros cuantificables para poder analizar el resultado desde
un punto de vista cuantitativo, cualitativo y funcional (Muschler et al., 2010). En el campo
de la investigacion del sistema dseo se han utilizado una gran variedad de especies de
mamifero. En una revisidon del uso de modelos animales en estudios de reparacion de
fracturas publicados en 10 afios en seis revistas de cirugia ortopédica, el orden de
frecuencia de uso eran la rata en un 38% de los casos, el conejo en un 19%, el ratén en un
13%, la oveja en un 11%, el perro en un 9%, la cabra en un 4% y otros animales en un 4%
(O’Loughlin et al., 2008). La investigacion basica, estudios de viabilidad y pruebas de
bioactividad dependen en gran medida del uso de modelos en ratas y ratones por la alta
definicion de los mismos desde un punto de vista biolégico, genético e inmunolégico, lo

gue asegura un alto grado de reproducibilidad (Gomes & Fernandes, 2011).

Actualmente se utilizan varios modelos in vivo con el propésito especifico de evaluar el
proceso de regeneracidon dsea, la interaccién entre el hueso y el biomaterial, y la
evidencia fisiopatoldgica de las vias de osificacion y la modulacién de las mismas (Donos
et al.,2004, 2015). La construccién de defectos intradseos en zonas que soportan peso
permite evaluar la capacidad de biomateriales y matrices para reparar dichos defectos.
Para ello se utilizan modelos ortotdpicos basados en huesos de diferentes localizaciones,

incluyendo la calota, los huesos largos, la mandibula, asi como defectos del hueso cortical
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y esponjoso (Salgado et al., 2004).

El modelo de la calota es muy adecuado y ampliamente utilizado por las siguientes
ventajas: la estructura de la calota permite crear un defecto uniforme, reproducible y
estandarizado que se puede evaluar facilmente por técnicas radiograficas e histoldgicas;
su ubicacion anatémica facilita el acceso quirdrgico y el manejo intraoperatorio; la
duramadre y la piel superpuesta establecen un soporte adecuado para los materiales
implantados sin necesidad de fijacién interna o externa. Ademas, este modelo ha sido
ampliamente utilizado y estudiado, lo que permite una comparaciéon precisa de los

resultados obtenidos con los materiales injertados (Gomes & Fernandes, 2011).

El uso del modelo de la calota implica tener que seleccionar el tamafo del defecto éseo,
en funcion del animal utilizado. Los no criticos que son aquellos que durante su curso
temporal se reparan espontaneamente, en tanto que los defectos éseos criticos son los
qgue no llegan a repararse espontaneamente durante la vida del animal. En una revision
sistematica de la literatura para determinar qué dimensiones del defecto dseo de la
calota de rata podrian ser consideradas de tamafio critico, se establecié un diametro de

5,0 mm (Vajgel et al., 2014).
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Capitulo 2. MOTIVO Y JUSTIFICACION



38



39

Los procedimientos de ROG en Odontologia son una practica habitual y predecible con un
elevado porcentaje de resultados satisfactorios (Retzepi & Donos, 2010). A pesar de los
resultados satisfactorios obtenidos con el uso de xenoinjertos, aloinjertos o biomateriales
aloplasticos, los injertos de hueso autdlogo siguen siendo actualmente el patron de

comparacion (gold standard) en los procedimientos de ROG (Sakkas et al., 2017).

El éxito o el fracaso de un material implantado depende de distintos factores, incluyendo
los fendmenos de absorcién y cambio de conformacion de las proteinas cuando éste es
insertado (Ball et al., 2009). El sistema autdlogo de fibrindgeno/fibronectina (SAFF)
conocido también como cola de fibrina, es un derivado del plasma humano que imita el
ultimo paso de la cascada de la coagulacién mediante la activacién del fibrindgeno por la
trombina, provocando la formacién de un codgulo de fibrina (Lekovic et al., 2015).
Cuando se aplica en el lugar de cicatrizacién de la herida, el SAFF es capaz de sujetar los
tejidos o materiales en una configuracidn necesaria. La Fn, un componente la cola de
fibrina, ha demostrado desempefiar un papel importante en la adhesién fibroblastica y

posiblemente también en la migracién celular (Lekovic et al., 2015).

Dado que en estudios experimentales anteriores de nuestra linea de investigacidon en
regeneracion dsea mediante células madre adiposas asociadas a Fn y B-TCP como soporte
(Alvira-Gonzalez et al., 2016; Sanchez-Garcés et al., 2017), se encontraron diferencias en
los andlisis histomorfométricos, que no fueron concluyentes, en favor del uso de las
ADSCs para promover la osteointegracion, parecia necesario comprobar si el resultado
obtenido en los anteriores estudios fue debido preferentemente al uso de las ADSCs o de

la Fn asociada al B-TCP.
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La asociacion de los procedimientos de ROG con técnicas de ingenieria tisular que utilizan
aloinjertos en combinacion con alguna proteina que contiene moléculas bioactivas, tiene
como objetivo regenerar los defectos dseos con un resultado similar al conseguido por los
injertos de hueso autdlogo (particulados o en bloque). Asimismo, su uso también
pretende minimizar las complicaciones derivadas de la zona donante y acortar los
periodos de cicatrizacidn propios de la ROG con biomateriales exclusivamente. No
obstante, los resultados publicados hasta el momento no son facilmente comparables
debido a su heterogeneidad y a la utilizacién de distintas proteinas junto a diferentes
tipos de aloinjertos, siendo necesarios mas estudios para establecer conclusiones mas

fundamentadas sobre la aplicabilidad real en el tratamiento de los defectos éseos.

De esta forma, se podria confirmar la utilidad del complejo regenerativo B-TCP-Fn como
un método efectivo de regeneracion 6sea menos costoso, tanto respecto al coste
biolégico de obtencién de dichas células madre como al econdmico, para conseguir
resultados equivalentes, asi como en qué medida la incorporacién de la Fn supone una

mejora en el comportamiento del B-TCP como material de regeneracion dsea.
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Capitulo 3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1 Hipdtesis

En base a la evidencia disponible en la literatura, se establecid la hipdtesis principal de
que el recubrimiento de la matriz de B-TCP con Fn (B-TCP-Fn) seria mas eficaz para
favorecer la regeneracién ésea que la utilizacion de la matriz de B-TCP sin Fn. Para
comprobar dicha hipdtesis se selecciond el modelo del defecto de tamafio critico en la
calota craneal de rata, evaluandose el tejido 6seo neoformado por histomorfometria, a

las 6 y 8 semanas del injerto.

La mayor eficacia de la matriz B-TCP-Fn en el proceso de regeneracién dsea en
comparacion con B-TCP solo se definié por la formacion de tejido 6seo mas precoz y por
un incremento de la aposicion de hueso alrededor de las particulas de la matriz a lo largo
de las 6-8 semanas de duracién del estudio. Asi pues, el acortamiento del periodo de

cicatrizacién y el aumento de la aposicidn dsea constituyeron las hipétesis secundarias.

En caso de que no se observaran diferencias entre las matrices de B-TCP con y sin Fn en
ninguno de los parametros evaluados se aceptaria la hipdtesis nula y, por tanto, el

resultado negativo del estudio.

3.2 Objetivos

El objetivo primario del estudio era comparar los resultados obtenidos en las variables
histomorfométricas tras la aplicacion de la matriz de B-TCP con y sin Fn en la
regeneracion dsea de defectos de tamafio critico en la calota craneal de rata. Los

objetivos secundarios incluian el tiempo de regeneracion transcurrido y el porcentaje de



hueso neoformado en funcién del uso de B-TCP con y sin Fn.
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Capitulo 4. MATERIAL Y METODO
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4.1 Material

Se utilizé una matriz de B-TCP al 99% de pureza (KeraOs®, Keramat, A Coruiia, Espafia), en
particulas de tamafio de 0,25 a 1 mm, sola o recubierta con Fn. Veinticuatro horas (h)
antes de la intervencién quirudrgica, se afiadié 500 pg de solucion de Fn (10 pg en medio
de cultivo DMEM [Dulbecco’s Modified Eagle Medium] 1 g/L) por cada gramo de injerto
0seo, incubandose durante 24 h a 37°C. Seguidamente, se eliminé la solucién de
recubrimiento, los injertos se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, DPBS) y se almacenaron en recipientes
multidosis en condiciones de esterilidad, listas para ser refrigeradas, transportadas y
utilizadas tal como se ha descrito en estudios previos (Alvira-Gonzalez et al., 2016;

Sanchez-Garcés et al., 2017).

4.2 Diseiio del estudio

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Experimentacién Animal (CEEA 346-12)
de la Universitat de Barcelona (Barcelona, Espafia), segun establece la Directiva Europea
del Consejo Comunitario del 24 de noviembre de 1986 (86/609/ECC) y de acuerdo con la

legislacion y la normativa vigente de la Generalitat de Catalunya (documentos anexos).

Se diseiid un estudio prospectico y controlado, en el que se incluyeron 30 ratas Sprague-
Dawley, machos adultos, ex-reproductivos, de 14 semanas de edad y peso entre 250 y
300 g. Se establecié este criterio respecto a las caracteristicas de los animales para
minimizar el efecto de regeneracién dsea espontdnea que acontece en los animales
jévenes (Vajgel et al., 2014). Los animales se distribuyeron aleatoriamente a los grupos de

estudio mediante tabla de aleacidon y se recogieron datos en situacién basalyalas 6y 8
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semanas de la colocacion de los injertos. Todos los animales se dispusieron en el mismo
estabulario, en las mismas condiciones estandar de 12 h en ciclos de dia y noche, a 22
2°C de temperatura ambiente y 50 + 10% de humedad relativa. Cada animal se identifico
con un numero en la cola. Se utilizé un defecto de tamafio critico en la calota craneal de
la rata, ya que se trata de un modelo estandar, ventajoso desde el punto de vista
econdmico y adecuado para evaluar la formacion dsea en defectos dseos craneales

(Vajgel et al., 2014).

4.3 Protocolo quirurgico

Para la induccion anestésica, se utilizé isofluorano al 5% (Forane®, Laboratorios Abbott,
Madrid, Espafia), 5 L/min, en una camara anestésica. Se administré buprenorfina (0,05
mg/kg) (Buprex®, RB Pharmaceuticals Ltd., Slough, Berkshire, Reino Unido) por via
subcutdnea. Como profilaxis antibiética se administré una dosis Unica de 5 mg/mL de
enrofloxacina (Baytril®, Bayer Hispania, Sant Joan Despi, Barcelona, Espafia). Los animales
se conectaron a un respirador (New Generation Black Mk-TCIII, NSS, Reino Unido) para el
mantenimiento de la anestesia con un flujo de 0,7-0,8 L/min de oxigeno e isofluorano

vaporizado 2-2,5% al 3% L/min. (figura 1).

Seguidamente, se procedié al rasurado (figura 1) y desinfeccion del drea quirurgica con
povidona iodada al 10% (lodina®, Laboratorios Reig Jofré, Sant Joan Despi, Barcelona,
Espafia). La zona de la incision se infiltré con 1 cc de articaina al 4% con adrenalina
1:100.000 (Ultracain®, Laboratorios Normon, Tres Cantos, Madrid, Espafia) (figura 2). La
incision cutdnea craneal se efectud en direccién anteroposterior, siguiendo la sutura

sagital, aproximadamente de 2 cm de longitud, desde el hueso occipital hasta el frontal
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(figura 3). Se disecaron los planos subcutaneo y muscular, asi como el periostio, para
exponer la béveda craneal (figura 4). Tras la exposicion de los huesos parietales, se
procedid a crear un defecto dseo mediante una fresa trefina de 5 mm de didmetro
externo, conectada a un motor eléctrico a 2.000 rpm, e irrigacidn con suero salino estéril
para evitar el sobrecalentamiento de los margenes durante la ostectomia y limpieza de la
zona (figura 5). Se crearon dos defectos bicorticales circulares de tamafio critico en
ambos huesos parietales (Gomes & Fernandes, 2011) (figuras 6 y 7). A continuacidn, un
total de 30 defectos éseos se rellenaron con uno de los biomateriales de estudio (B-TCP y
B-TCP-Fn), dejando 30 defectos vacios como grupo control en el lado contralateral (figura
8). El material injertado, B-TCP o B-TCP-Fn, se asigné aleatoriamente y se introdujo hasta
llenar el defecto dseo, sin proceder a compactarlo respecto a la distancia critica entre las
propias particulas para permitir la penetracion de los vasos sanguineos. Debido al
diferente grosor del defecto craneal de las ratas, siguiendo el protocolo de Donos et al.
(2004), no se calculd la colocacion de una cantidad estandarizada de biomaterial. El
diseno del estudio incluia el enmascaramiento del cirujano respecto al material injertado.
Los defectos se cubrieron con una membrana de colageno de bovino nativo (Collagen-
Klee®, Medical Biomaterials Products GmbH, Neustadt, Glewe, Alemania) y el campo
quirargico se cerrd con suturas de Vicryl 3-0 (Laboratorios Aragd, Barcelona, Espaiia) para

obtener una cicatrizacién por primera intencion (figuras 9y 10).
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Figura 1. Superior Izquierda: Respirador (New Generation Black Mk-TCIII, NSS, Reino
Unido) para el mantenimiento de la anestesia con un flujo de 0,7-0,8 L/min de oxigeno e
isofluorano vaporizado 2-2,5% al 3% L/min. Superior derecha: Inducciéon anestésica en

camara. Inferior: Rasurado prequirurgico.



Figura 2. Infiltracion subcutanea 1 cc de articaina al 4% con adrenalina 1:100.000.

Figura 3. Incisién cutanea en linea media a espesor total.
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Figura 5. Ostectomia con trefina de 5 mm. de diametro externo.
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Figura 7. Ostectomia derecha finalizada. Maniobra de extraccion de la calota del area de
estudio en zona parietal izquierda.
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Figura 9. Membrana de coldgeno de bovino nativo (Collagen-Klee®, Medical Biomaterials
Products GmbH, Neustadt, Glewe, Alemania)



Figura 10. Superior: Colocacion de la membrana de colageno cubriendo ambos defectos
0seos criticos. Inferior: Sutura del plano peridstico y muscular con Vicryl 3/0
(Laboratorios Arago, Barcelona, Spain).
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Figura 11. Administracion subcutanea de meloxicam (Metacam®, Boehringer Ingelheim,
Sant Cugat del Valles, Barcelona, Espafia).

Durante el postoperatorio, se administré6 meloxicam (Metacam®, Boehringer Ingelheim,
Sant Cugat del Vallés, Barcelona, Espaia), 2 mg/kg, por via subcutdnea, cada 24 h durante
2 dias (figura 11). Los animales se mantuvieron en una alfombra caliente para prevenir la
hipotermia postquirurgica y se controlaron visualmente hasta que se despertaron de la
anestesia, momento a partir del cual se trasladaron al estabulario en cajas individuales,
con acceso ad libitum a alimentos y agua. Se retiraron las suturas a las 2 semanas de la
intervencidén quirdrgica.

Todos los animales recibieron fluorocromos en una dosis de 25 mg/kg de oxitetraciclina
(Calimicina 200, Laboratorios Calier. Les Franqueses del Vallés, Barcelona, Espafia) una
semana mas tarde, ademas de 1 dosis de 10 mg/kg de calceina 1 dia antes de la eutanasia

ambas por via subcutdnea, con el fin de estudiar las muestras mediante microscopia de
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fluorescencia. Los animales fueron sacrificados por exposicion a CO; a las 6 y 8 semanas
tras la intervencion quirdrgica en funcién del grupo al que fueron asignados

aleatoriamente.

De acuerdo con el tiempo de la eutanasia y el tipo de biomaterial utilizado, se obtuvieron
cuatro grupos de estudio:
— B-TCP-Fn 6 semanas (y su control no tratado).

— B-TCP 6 semanas (y su control no tratado).

B-TCP-Fn 8 semanas (y su control no tratado).

— PB-TCP 8 semanas (y su control no tratado).

4.4 Obtencion de las muestras y preparacion histoldgica

Para la obtencidn de las muestras de estudio, se procedid a extraer la porcidn de bdveda
craneal que rodeaba al defecto dseo y se fijé en una solucidn de formalina neutra
tamponada al 4%, a 4°C durante 1 semana. A continuacion, los craneos se dividieron en
dos mitades mediante una hoja de sierra de precision (Exakt, Norderstedt, Germany). Las
muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de alcohol y posteriormente se
incluyeron en una base de resina de metacrilato fotopolimerizable (Technovit 7200 VLC,
Heraeus-Kulzer, Werheim, Germany). Los bloques polimerizados se sometieron al
procedimiento Exakt de corte-pulido (Exakt, Norderstedt, Alemania), siguiendo un
método estandarizado (Donath & Breuner, 1982). Las secciones obtenidas correspondian
a la zona central del defecto éseo y presentaban una orientacion paralela a la sutura
sagital. Los bloques se cortaron en secciones de 200 um de grosor, reduciéndose

posteriormente mediante pulido a un grosor aproximado de 40 um. Las preparaciones se
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tineron segun el método de Laczko & Levai (1975).

4.5 Analisis histomorfométrico

Los estudios histomorfométricos se llevaron a cabo por un investigador con experiencia
(F.M.), en condiciones de enmascaramiento respecto al estudio experimental. Para
capturar las imdagenes se utilizd6 un microscopio dptico (BX51, Olympus, Tokyo, Japdn)
conectado a una camara digital (DP71, Olympus, Japdn) ensamblado a un equipo
motorizado (Marzhauser, Steindorf, Alemania). Las imagenes obtenidas se alineaban y
fusionaban automaticamente, permitiendo obtener imagenes completas del defecto a

100x aumentos.

Las proporciones ocupadas por hueso, biomateriales y tejidos blandos de los defectos se
identificaron a partir de las imagenes histoldgicas, usando un lapiz dptico (Cintiq, Wacom,
Alemania), coloreado (Photoshop, Adobe, E.E.U.U.) y medicién digitalizada mediante dos
sistemas automatizados de andlisis de imagen (CellSens, Olympus Corporation, Japon;
ImageProPremier, Media Cybernetics, E.E.U.U.) (figura 12). Para cada seccidn central de
los defectos, siguiendo las recomendaciones previamente publicadas (Benic et al., 2016),
se evaluaron las variables histomorfométricas que se definen a continuacién:

— Didmetro del area del defecto dseo (o defecto previo) correspondiente al area
ocupada por hueso extraida durante la intervencién quirdrgica (variable
descriptiva).

— Area aumentada (AA) dentro del defecto éseo original (variable primaria de
resultado).

— Area de matriz 6sea mineralizada (mineralized bone matrix, MBM).
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— Tejido no mineralizado (non-mineralized tissue, NMT).

Sustituto dseo (bone substitute, BS) residual (mm? y porcentaje) en la AA

(variables secundarias de resultado).

Figura 12. Analisis histomorfométrico. Definicion de las dreas diana partir de un
procedimiento de edicidn digital. Imagen original: (a). La region del area del defecto
(DA) se definid como el area ocupada por el hueso extraido durante la cirugia. La
interfaz entre el hueso nuevo y el hueso pristino se detectd, se describié y finalmente
se vinculd siguiendo la curvatura del craneo con lineas rectas (poligono rojo). Se evitd
el aumento del espesor cortical causado por la reaccidén peridstica (b). La region del
area aumentada (AA) se perfila (poligono amarillo) siguiendo la superficie de la DA
ocupada por la matriz dsea mineralizada (MBM) y el sustituto 6seo (BS) (c). Usando un
boligrafo digital, las proporciones ocupadas por la MBM (rodamina rojo) y BS se
colorearon (d) y el AA se superpuso (e). El software de andlisis de imagenes calculd el
area de MBM y BS dentro de AA (f). Levai - Laczké x 40.

El tejido 6seo neoformado se expresa como porcentaje (para homogeneizar todas

medidas) y como mm? del drea diana, calculado como AA més tejido ganado (gained
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tissue, GT). Se ha empleado el término “matriz ésea mineralizada” (MBM) siguiendo las
recomendaciones de la American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) en
referencia a la nomenclatura estandarizada de histomorfometria dsea (Dempster et al.,
2013). La presentacion de este trabajo sigue las guias ARRIVE (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) para las publicaciones de estudios preclinicos en

animales de experimentacion (Kilkenny et al., 2010).

4.6 Andlisis estadistico

Para comparar ambos tratamientos con biomateriales activos (B-TCP-Fn vs B-TCP), se
establecié un tamafio muestral de 15 animales por grupo, lo que permitia una potencia
estadistica del 80% para detectar diferencias entre grupos para un t-test de contraste
bilateral, con un nivel de significacién del 5% y un tamafio del efecto 1:1. Para garantizar
la validez interna del estudio, cada animal también se avalud bajo condiciones de control.
Las variables cuantitativas se expresan como media y desviacion estandar (DE) y las
variables categdricas como frecuencias y porcentajes. Para comparar los tratamientos y
analizar el efecto del tiempo y sus interacciones, se utilizd6 un modelo mixto,
considerando los animales como factor aleatorio. Para cada punto del seguimiento (6 y 8
semanas), las comparaciones pareadas entre grupos se efectuaron mediante la
correccion de Turkey para comparaciones multiples. Todos los modelos se validaron
cualitativamente, examinando graficamente la distribucién de las varianzas residuales.
Los analisis se efectuaron con el paquete estadistico R v3.12 (Development Core Team

2008). Se establecié un nivel de significacion estadistica de P < 0,05.
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De las 30 ratas incluidas en el estudio, un animal murio a las 48 horas de la intervencion
quirurgica por complicaciones postoperatorias (nimero 25 de la tabla de aleatorizacion),
de modo que el grupo de estudio estuvo formado por 29 animales que implicaban un
total de 58 muestras de estudio. Sin embargo, una muestra correspondiente a las 8
semanas y del grupo B-TCP-Fn tenia una forma extremadamente irregular y fue
rechazada para su analisis histomorfométrico (nimero 15 de la tabla de aleatorizacién).
En total, el andlisis histomorfométrico se llevé a cabo en 58 muestras, 29 recogidas a las 6
semanas de la cirugia y las 29 restantes, a las 8 semanas (figura 13). La distribucidn
respecto a los biomateriales fue la siguiente: 13 (22,4%) muestras en el grupo B-TCP-Fn,

16 (27,6%) en el grupo B-TCP y 29 (50%) en el grupo control no tratado.

1 perdida

6 semanas

8 semanas

Total 13 Total 16 Total 29

Figura 13. Diagrama de distribucion de las muestras obtenidas para su estudio.

El didmetro medio (DE) del defecto 6seo era de 4,95 (0,41) mm, siendo comparable

respecto a los grupos de tratamiento (P = 0,147) y semanas de seguimiento (P =0,786). La
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media del drea diana fue de 4,79 (1,24) mm?, con diferencias estadisticamente
significativas (P = 0,0004) entre los grupos de estudio, principalmente entre B-TCP-Fn y
los controles (5,66 [1,48] vs 4,23 [0,92] mm?; P = 0,0007) y entre B-TCP y los controles

(5,11 [1,13] vs 4,23 [0,92] mm?; P = 0,029) (tabla 1).

5.1 Area aumentada (AA)

Considerando la extensién compuesta por MBM y NMT y/o BS, expresado como
porcentaje del drea diana, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos de relleno con biomaterial activo (B-TCP-Fn y B-TCP) en comparacién con los
controles (87,0% [20,1] y 92,5% [14,5], respectivamente vs 58,6% [20,4]; P < 0,001) (tabla
1). Alas 6 y 8 semanas, los valores de AA también eran significativamente mayores en los
grupos de tratamiento que en los controles, especialmente en el grupo del B-TCP-Fn a las

6 semanas. (tabla 1) (figura 14).

100 -
75 -

50 -

Centrol
B-TCP-Fn
B-TCP

Augmented area (%)

25 -

6 weeks 8 weeks

Figura 14. Porcentaje de drea aumentada (AA) dentro del drea diana por grupos de
tratamiento y periodos de estudio (datos expresados como media y desviacion
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estandar; * diferencias estadisticamente significativas para la comparacién de B-TCP-
Fny B-TCP vs. controles).

No se detectaron diferencias intra-grupo en las comparaciones del porcentaje de AA
entre las 6 y 8 semanas en ninguno de los grupos de estudio, excepto para B-TCP-Fn en el

que se encuentra un valor en mm?préximo a la significancia (P = 0,05).

5.2 Matriz 6sea mineralizada (MBM)

En relacidon con el efecto del biomaterial injertado sobre la MBM, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos frente a los controles cuando la MBM se
expresaba como porcentaje del area diana (tabla 1). No obstante, en el grupo del B-TCP-
Fn cuando se consideraba el valor absoluto de MBM, se observd una diferencia
estadisticamente significativa respecto al aumento del area MBM entre las 6 y 8 semanas
(1,14 [1,14] mm? y 2,23 [1,16] mm?, respectivamente; P = 0,041). Asimismo, el aumento
del area MBM de las 6 a las 8 semanas era de mayor magnitud en los grupos de
tratamiento que en los controles, aunque sin que la diferencia fuera estadisticamente
significativa (B-TCP-Fn del 19,6% al 37,4%; B-TCP del 16,2% al 22,7%; controles del 28,1%
al 32,3%). El grupo B-TCP-Fn dobla su valor en mm? respecto al area de MBM entre las 6y
8 semanas (1,14 [1,14] mm?y 2,23 [1,16] mm?), mientras que el grupo B-TCP se mantiene
practicamente estable a lo largo de este periodo (0,95 [0,85] mm?y 1,04 [0,62] mm?)

(tabla 1) (figura 15y 16).
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Figura 15. Porcentaje de matriz de mineral mineralizada (MBM) dentro del area
objetivo por grupos de tratamiento y periodos de estudio. Los grupos B- TCP-Fny 3 -
TCP mostraron valores mas altos que en los controles, pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (datos expresados como media y desviacion estandar).

CONTROL

Figura 16. Imagenes representativas de los defectos rellenados con TCP o PC-Fn (lado
izquierdo) y control (lado derecho) a las 6 y 8 semanas respectivamente. Una semana
antes de sacrificar a los animales, recibieron una dosis de fluorocromo (verde de
calceina) por via subcutanea (imagenes b, d, f, h, j, I, n, p). Se pueden observar
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diferencias entre los sitios de control y de prueba en relacion con el hueso
mineralizado (MBM) y el drea aumentada (AA) dentro de los defectos. La tincién de
Levai-Laczkd (imagenes a, ¢, e, g, i, k, m, 0) es capaz de diferenciar el hueso
mineralizado nuevo y antiguo. El hueso mineralizado nuevo aparece en azul violeta
intenso, y el hueso mineralizado viejo en los bordes del defecto se puede ver con un
tono mas palido. El sustituto éseo se muestra en gris. Ampliacion x 4.

5.3 Sustituto 6seo (BS)

Este pardmetro histomorfométrico se evalué solamente en los dos grupos de tratamiento
activo. Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas en BS entre
los defectos éseos injertados con B-TCP-Fn o B-TCP, el porcentaje de BS en el drea diana
a las 8 semanas era algo superior en el grupo tratado con B-TCP-Fn (31,5% [10,1]) que en

grupo tratado con B-TCP (29,2% [11,7]) (tabla 1) (figura 17).

75 1

Control

B-TCP-Fn
50

B-TCP

25

Bone substitute (%)

6 weeks 8 weeks

Figura 17. Porcentaje de sustituto de huesos (BS) dentro del area diana por grupos de

tratamiento y periodos de estudio (datos expresados como media y desviacion
estandar).
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5.4 Tejido ganado (GT)

El TG en el area diana era significativamente mayor en los grupos de tratamiento que en
los controles (B-TCP-Fn 56,3 [19,6] mm? vs controles 30,3 [15,6] mm?, P < 0,001; B-TCP
50,9 [15,1] mm? vs controles 30,3 [15,6] mm?, P = 0,0004) (tabla 1). No se observaron
diferencias entre los dos grupos de tratamiento activo, excepto en el GT global a las 8
semanas (P = 0,003). Las comparaciones con los controles a las 6 y 8 semanas fueron
estadisticamente significativas en favor de los grupos de tratamiento, tanto si se
expresaba el GT en porcentaje de tejido del drea diana, como en valores absolutos (mm?).
En la comparacién en mm?entre los grupos B-TCP-Fn y B-TCP a las 8 semanas se observa
una diferencia estadisticamente significativa a favor del grupo B-TCP-Fn (B-TCP-Fn 4,25

[1,39] mm?2 vs B-TCP 2,38 [0,88] P = 0,003) (tabla 1) (figura 18).

100

75

I:l Control
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Figura 18. Porcentaje de tejido ganado(GT) dentro del area diana por grupos de
tratamiento y periodos de estudio (datos expresados como media y desviacion
estandar; * diferencias estadisticamente significativas para la comparacion de B-TCP-
Fn y B-TCP vs. controles; # diferencia estadisticamente significativa para la
comparacion dentro del grupo entre 6 y 8 semanas.



Variables histomorfométricas

Diametro del defecto, mm
Global
6 semanas
8 semanas
Area diana, mm?
Global
6 semanas
8 semanas
Area aumentada en el drea diana, mm?
Global
6 semanas
8 semanas
Area aumentada, % del area diana
Global
6 semanas
8 semanas
Matriz 6sea mineralizada, mm?
Global
6 semanas
8 semanas
Matriz 6sea mineralizada, % del area
diana
Global
6 semanas
8 semanas
Sustituto 6seo, mm?
Global
6 semanas
8 semanas
Sustituto 6seo, % del area diana
Global
6 semanas
8 semanas
Tejido ganado,, mm?
Global
6 semanas
8 semanas
Tejido ganado, % del area diana
Global
6 semanas
8 semanas

B-TCP-Fn

5,10 (0,09)
5,10 (0,09)
5,11 (0,09)

5,66 (1,48)
5,30 (1,07)
6,16 (1,94)

5,03 (2,04)
4,37 (1,87)
5,94 (2,08)

87,0 (20,1)
80,8 (25,0)
95,6 (4,7)

1,60 (1,23)
1,14 (1,14)
2,23 (1,16)

27,0 (18,1)
19,6 (14,2)
37,4 (19,1)

1,65 (0,92)
1,39 (0,67)
2,02 (1,18)

29,2 (9,8)
27,7 (10,0)
31,5(10,1)

3,25 (1,75)
2,53 (1,69)
4,25 (1,39)

56,3 (19,6)
47,2 (20,2)
68,9 (9,9)

Grupos de estudio

B-TCP

5,03 (0,19)
5,07 (0,09)
4,99 (0,25)

5,11 (1,13)
5,41 (1,21)
4,87 (1,07)

4,71 (1,26)
4,97 (1,33)
4,51 (1,24)

92,5 (14,0)
91,2 (8,7)
93,5 (17,6)

1,00 (0,70)
0,95 (0,85)
1,04 (0,62)

19,8 (13,7)
16,2 (13,9)
22,7 (13,5)

1,59 (0,61)
1,92 (0,48)
1,34 (0,59)

31,0(10,2)
33,3(8,2)
29,2 (11,7)

2,59 (0,85)
2,87 (0,80)
2,38 (0,88)

50,9 (15,1)
49,5 (12,5)
52,0 (17,5)

Control

4,84 (0,54)
4,89(0,37)
4,80 (0,67)

4,23 (0,92)
4,45 (0,93)
4,02 (0,89)

2,46 (1,02)
2,32(0,85)
2,60 (1,18)

58,6 (20,4)
52,0 (14,0)
64,7 (23,8)

1,25 (0,73)
1,22 (0,76)
1,27 (0,72)

30,3 (15,6)
28,1 (14,3)
32,3 (17,0)

NA
NA
NA

NA
NA
NA

1,25 (0,73)
1,22 (0,76)
1,27 (0,72)

30,3 (15,6)
28,1(14,3)
32,3 (17,0)

Valor P
global

0,1470
0,4543
0,2955

0,0004
0,0657
0,0013

<,0001
0,0003
<,0001

<,0001
<,0001
0,0003

0,1071
0,7113
0,0496

0,0847
0,1658
0,2272

0,7860
0,1817
0,1024

0,6649
0,3074
0,6986

<,0001
0,0009
<,0001

<,0001
0,0058
<,0001

Comparacion entre grupos

Valor P
B-TCP-Fn
vs.
B-TCP

0,8918
0,9889
0,8736

0,2714
0,9969
0,0803

0,6834
0,6939
0,1473

0,8424
0,5512
0,9702

0,0908
0,8391
0,0486

0,3080
0,8741
0,2630

0,7860
0,1817
0,1024

0,6649
0,3074
0,6986

0,1202
0,7992
0,0037

0,4631
0,9617
0,1471

Valor P
B-TCP-Fn
vs.
control

0,1847
0,5124
0,3366

0,0007
0,1609
0,0012

<,0001
0,0062
0,0001

0,0001
0,0036
0,0052

0,2442
0,9902
0,0720

0,9362
0,4523
0,8105

NA
NA
NA

NA
NA
NA

<,0001
0,0160
<,0001

<,0001
0,0325
0,0001

Valor P
B-TCP
vs.
control

0,3315
0,6121
0,5187

0,0291
0,1362
0,1616

<,0001
0,0006
0,0053

<,0001
0,0001
0,0014

0,5558
0,6896
0,7975

0,0712
0,1848
0,3289

NA
NA
NA

NA
NA
NA

0,0001
0,0020
0,0268

0,0004
0,0149
0,0140
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Comparacion intragrupos

Valor P
B-TCP-Fn
6vs. 8
semanas

0,9786

0,1990

0,0544

0,1684

0,0414

0,0669

0,1458

0,5283

0,0044

0,0243

Valor P
B-TCP
6vs. 8

semanas

0,7164

0,3178

0,5062

0,7806

0,7335

0,3351

0,1245

0,4337

0,3365

0,7619

Tabla 1. Resultados de las variables histomorfométricas. Datos expresados como media

(DE); NA: no aplicable.

Las imagenes del estudio histomorfométrico de los animales 18 (figuras 18 y 20), 8

(figuras 21y 22), 21 (figuras 23 y 24) y 6 (figuras 25 y 26), se muestran a continuacion.

Valor P
controles
6vs. 8
semanas

0,5763

0,3042

0,5722

0,0750

0,8588

0,4677

NA

NA

0,8801

0,4804
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i 1 mm

Figura 19. Muestras del defecto control de la rata 18L a las 6 semanas. Superior: La
tincion de Levai-Laczkd es capaz de diferenciar el hueso mineralizado nuevo y antiguo.
El hueso mineralizado nuevo aparece en azul violeta intenso, y el hueso mineralizado
viejo en los bordes del defecto se puede ver con un tono mas pdlido. Inferior: Usando
un boligrafo digital, las proporciones ocupadas por la MBM (rodamina rojo).
Magnificacion x 4.
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Figura 20. Muestras del defecto rellenado con TPC de la rata 18D a las 6 semanas.
Superior: La tincidon de Levai-Laczkdé es capaz de diferenciar el hueso mineralizado
nuevo y antiguo. El hueso mineralizado nuevo aparece en azul violeta intenso, y el
hueso mineralizado viejo en los bordes del defecto se puede ver con un tono mas
palido. Inferior: El sustituto éseo se muestra en gris. Usando un boligrafo digital, las
proporciones ocupadas por la MBM (rodamina rojo) y BS se colorearon. Magnificacién
x 4,
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Figura 21. Muestras del defecto control de la rata 8L a las 8 semanas. Superior: La tincién
de Levai-Laczkd es capaz de diferenciar el hueso mineralizado nuevo y antiguo. El
hueso mineralizado nuevo aparece en azul violeta intenso, y el hueso mineralizado
viejo en los bordes del defecto se puede ver con un tono mas palido. Inferior: Usando
un boligrafo digital, las proporciones ocupadas por la MBM (rodamina rojo) se
colorearon Maghnificacién x 4.
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Figura 22. Muestras defecto rellenado con TPC de la rata 8L a las 8 semanas. Superior: La
tincion de Levai-Laczkd es capaz de diferenciar el hueso mineralizado nuevo y antiguo.
El hueso mineralizado nuevo aparece en azul violeta intenso, y el hueso mineralizado
viejo en los bordes del defecto se puede ver con un tono mas palido. Inferior: El
sustituto 6seo se muestra en gris. Usando un boligrafo digital, las proporciones
ocupadas por la MBM (rodamina rojo) y BS se colorearon. Magnificacién x 4.
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Magnification: 4 x
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Figura 23. Muestras defecto control de la rata 21L a las 6 semanas. Superior: La tincion de
Levai-Laczkd es capaz de diferenciar el hueso mineralizado nuevo y antiguo. El hueso
mineralizado nuevo aparece en azul violeta intenso, y el hueso mineralizado viejo en
los bordes del defecto se puede ver con un tono mas palido. Inferior: Usando un
boligrafo digital, las proporciones ocupadas por la MBM (rodamina rojo) se colorearon.
Magnificacion x 4.
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Magnification: 4 x

Magnification: 4 x

Figura 24. Muestras del defecto rellenado con TPC-Fn de la rata 21 D a las 6 semanas.
Superior: La tincidon de Levai-Laczkdé es capaz de diferenciar el hueso mineralizado
nuevo y antiguo. El hueso mineralizado nuevo aparece en azul violeta intenso, y el
hueso mineralizado viejo en los bordes del defecto se puede ver con un tono mas
palido. Inferior: El sustituto éseo se muestra en gris. Usando un boligrafo digital, las
proporciones ocupadas por la MBM (rodamina rojo) y BS se colorearon. Magnificacién
x4,
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Figura 25. Muestras defecto rellenado con TPC-Fn de la rata 6L a las 8 semanas. Superior:
La tincién de Levai-Laczkd es capaz de diferenciar el hueso mineralizado nuevo y
antiguo. El hueso mineralizado nuevo aparece en azul violeta intenso, y el hueso
mineralizado viejo en los bordes del defecto se puede ver con un tono mas pdlido.
Inferior: El sustituto éseo se muestra en gris. Usando un boligrafo digital, las
proporciones ocupadas por la MBM (rodamina rojo) y BS se colorearon. Magnificacién
x4,
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Figura 26. Muestras al defecto control de la rata 6D a las 8 semanas. Superior: La tincién
de Levai-Laczkd es capaz de diferenciar el hueso mineralizado nuevo y antiguo. El
hueso mineralizado nuevo aparece en azul violeta intenso, y el hueso mineralizado
viejo en los bordes del defecto se puede ver con un tono mas palido. Inferior: Usando
un boligrafo digital, las proporciones ocupadas por la MBM (rodamina rojo) se
colorearon. Magnificacién x 4.
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En este estudio experimental efectuado en un modelo validado de defecto de tamafio
critico en la calota craneal de rata se ha examinado el potencial de regeneracion dsea de
una matriz de B-TCP, con el propdsito de investigar si la adicidn de Fn mejoraba las
propiedades de neoformacidn dsea, y con ello determinar el interés de la aplicabilidad

clinica de este material.

Con respecto al objetivo principal del estudio, la adicidon de Fn al material de injerto de B-
TCP ha demostrado ser eficaz para mejorar la regeneracién 6sea en los defectos de
tamaiio critico en el modelo experimental de calota craneal de rata, en comparacién con
los defectos no tratados que formaban el grupo control. Sin embargo, en este estudio no
se hallaron diferencias significativas frente a la matriz de B-TCP sin Fn, ya que el
porcentaje de AA en el drea diana, tanto expresado como porcentaje como en valor

absoluto en mm?, era similar.

No obstante, en el grupo de B-TCP-Fn, el porcentaje de GT, definido como la suma de
MBM y BS, mostraba un aumento significativo en el adrea diana a lo largo del estudio, en
tanto que en el grupo de B-TCP sin Fn parecia estabilizarse a las 6 semanas, sin que se

detectara ningun aumento significativo posterior.

En referencia a los objetivos secundarios, el estudio demuestra que la MBM expresada en
mm?, a las 8 semanas era significativamente mas favorable en el grupo de la matriz de B-
TCP con Fn frente a la matriz sin Fn. Los cambios en la regeneracidon dsea segun los
biomateriales utilizados para el relleno de los defectos y el tiempo de exposicidn, también

indican un efecto mas favorable para la matriz con Fn, ya que el porcentaje de MBM en el
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area diana continuaba aumentando de la semana 6 a la semana 8 hasta doblar su cifra

mientras que la matriz sin fibronectina mantenia practicamente el mismo valor.

En un estudio previo de regeneracion désea en un modelo canino en el que se
comparaban B-TCP, B-TCP-Fn y B-TCP-Fn-ADSCs en dehiscencias del hueso alveolar, solo
los defectos tratados con y B-TCP-Fn-ADSCs mostraron un aumento significativo del drea
de regeneracidon dsea cuando los animales fueron sacrificados a los 3 meses en
comparacion con los sacrificados al cabo de 1 mes (Alvira-Gonzalez et al.,, 2016). Los
autores interpretan este resultado sugiriendo que el uso de una matriz de B-TCP
recubierta por una combinacidn de Fn y ADSCs puede favorecer la estabilizacién del area
regenerada, permitiendo el mantenimiento mas eficiente del espacio a los 3 meses del

proceso de cicatrizacion.

El injerto de hueso autdlogo continda siendo el patrén oro en los procesos de
regeneracién dsea hasta que no se descubra un biomaterial con las mismas propiedades
de osteoinduccién, osteoconduccion, biocompatibilidad y seguridad (Guskuma et al.,,
2010). Sin embargo, la estabilidad del volumen injertado de hueso autélogo puede verse
comprometida por la alta tasa de reabsorcién. En un estudio prospectivo y aleatorizado
de 55 pacientes con lesiones dseas benignas tratadas mediante curetaje, el relleno de los
defectos con B-TCP ultraporoso (n = 26) o B-TCP con aspirado medular (n = 29) y seguidos
durante una media de 18 meses, la adicion de aspirado medular no aceleraba la
neoformacién ésea (Damron et al., 2013). En otro estudio prospectivo aleatorizado de 95
pacientes con quistes 6seos solitarios tratados con B-TCP o aloinjerto éseo, tras una

media de seguimiento de 28 meses, el andlisis semicuantitativo radiografico demostré
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tasas comparables de degradacion del material (Wang et al.,, 2013). En el presente
estudio, la combinacién de B-TCP con Fn parecia ser mas ventajosa que la aplicacién de -
TCP sola, pero con diferencias significativas Unicamente en la variable MBM y GT a las 8

semanas.

La microporosidad, cristalinidad y tamano de las particulas de B-TCP parecen ser
caracteristicas esenciales para proporcionar la estructura éptima para el crecimiento
vascular y la formacién de hueso. La microporosidad (tamafo del poro < 10 um) aumenta
la adhesién a nivel macromolecular y favorece la penetracion de fluidos, aunque el
material ultraporoso de B-TCP (> 100 um) también soporta la neoformacién 6ésea,
creando un puente entre los bordes éseos y facilitando el crecimiento en el seno de
defectos de tamafio critico en tibias de rata (Calvo-Guirado et al., 2012). Por otra parte, la
reduccion del tamafo de los granulos de B-TCP a nandmetros también puede contribuir a
inducir una mayor porosidad y mayores superficies especificas, determinando una mejora
del efecto regenerativo (Lee et al., 2016b). En un estudio de defectos éseos en un modelo
de cerdo en el que se comparaban tres biomateriales de B-TCP, se concluye que el
tamaiio optimo de las particulas de los granulos debe ser entre 160-300 um o incluso
menor (Damlar et al., 2015). En el presente estudio, el tamafio de KeraOs® era inferior
(100-250 pum), de modo que en estudios futuros seria de interés investigar el

comportamiento de biomateriales de B-TCP con un tamano de las particulas ain menor.

Asimismo, se han investigado compuestos de B-TCP con cristales de fosfato calcico y
polietileno de alta densidad para aumentar la proliferacion y adhesién de las células

osteoblasticas y fibroblasticas (Homaeigohar et al., 2005, 2008; Cai et al., 2009). Con la
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utilizacion de ceramicas de PB-silicato de calcio poroso en comparaciéon con B-TCP,
implantadas en defectos 6seos de la calota craneal del conejo, se observé una mayor
cantidad de hueso neoformado con B-silicato de calcio que con B-TCP (Xu et al., 2008).
Sin embargo, ningln estudio previo ha comparado los sustratos de B-silicato de calcio y B-

TCP en combinacion con Fn.

La Fn se ha empleado para estimular la mineralizacién y la adhesion celular de matrices
de B-TCP con resultados dispares respecto a la induccion de la diferenciacion precoz de
los osteoblastos. En un estudio del uso de Fn combinado con la enzima transglutaminasa
sobre matrices de B-TCP, en las muestras tratadas solamente con Fn se observaron
numerosas areas de mineralizacion de pequefio tamafio mientras que en las tratadas con
Fn y transglutaminasa, se observaron multiples areas de mineralizacién de mayor tamafio
(Ball et al., 2009). Los autores de este trabajo concluyen recomendando el uso
combinado de Fn y transglutaminasa para estimular la diferenciacidn osteoblastica en
matrices de B-TCP. En matrices tridimensionales multicapa de quitosano-HA, el
enriquecimiento con 25 6 50 pg/mL de Fn determind un aumento de la proliferacion y
diferenciacion de los osteoblastos (Fernandez et al., 2012).

En una linea celular ST2 derivada de la médula ésea de ratdn, el tratamiento con un
oligopéptido derivado de la Fn estimulaba la diferenciacién osteoblastica, postulandose
su mecanismo de accion a través de una via de sefializacion celular similar a la mediada
por BMP-2 (Cho et al., 2017). Los resultados de estas investigaciones confirman la utilidad
de la Fn como biomaterial adicional para estimular la neoformacién dsea. En el presente
trabajo, se utilizd una concentracién fija de Fn de 10 pg/mL, lo cual no permite establecer

comparaciones con otros estudios, pero la superioridad de la matriz de B-TCP asociada a
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Fn apunta en esta direccion.

Otros intentos para mejorar la regeneracion 6sea en matrices de B-TCP incluyen la
combinacion con simvastatina, factores de crecimiento o células madre de pulpa dental.
La simvastatina es un inhibidor de la sintesis de colesterol que estimula la expresidon de
BMP-2 en los osteoblastos. En un modelo de defectos de tamafio critico de 5 mm en el
craneo de rata, se evalud la osteoconductividad de diferentes materiales sustitutivos de
hueso, a-TCP, B-TCP y HA con y sin simvastatina a una dosis de 0,1 mg (Rojbani et al.,
2011). Los animales fueron sacrificados a las 6 y 8 semanas y la cantidad de hueso
neoformado se determind mediante microtomografia computarizada (CT) y estudio
histoldgico e histomorfométrico. La regeneracion dsea fue superior en los grupos de TCP
que en los de HA y controles, pero la a-TCP presentaba una tasa de degradacion elevada.
En todos los grupos de B-TCP y HA en combinacion con la simvastatina, la estimulacién de
la formacién dsea era superior que los grupos controles o sin simvastatina (Rojbani et al.,

2011).

En otro estudio en el modelo de defecto de tamafo critico en la calota de rata, la
combinacién de simvastatina con fosfato calcico bifasico (BoneCeramic®) también era
mas efectiva en la cantidad de hueso neoformado en comparacién con la no adicién de
simvastatina y el grupo control (Macedo de Santana et al., 2016). BoneCeramic® es un
material sintético de fosfato célcico bifasico compuesto de un 60% de HA y un 40% de -
TCP. También se han obtenido resultados alentadores con la combinacién de
simvastatina 0,1 mg con a-TCP (Nyan et al., 2009) o con la combinacién de a-TCP con la

catequina del té verde (EGCG) (Rodriguez et al., 2011).
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Respecto a las combinaciones de B-TCP con factores de crecimiento (Li et al., 2011;
Cochran et al., 2016) y células madre de pulpa dental (Annibali et al., 2013, 2014), los
resultados obtenidos son poco concluyentes. Por otra parte, el uso de BMP-2 parece no
modificar sustancialmente las propiedades osteoconductivas de otros biomateriales
injertados (cemento de fosfato cdlcico y gel de acido polilactico y poliglicélico) en
comparacion con B-TCP solo (Luvizuto et al., 2011). En un estudio de la regeneracion ésea
de defectos de la calota craneal en conejos blancos New Zealand, el relleno de los
defectos con matriz 6sea desmineralizada lograba el cierre completo del defecto a las 12
semanas a diferencia de otros biomateriales, como cementos de fosfato calcico o sulfato
calcico, en los que la evidencia de neoformaciéon ésea era menor (Clokie et al., 2002). En
el mismo modelo animal y usando matriz ésea desmineralizada, también se obtuvieron
resultados similares, por lo que los autores sugieren el uso de este material para mejorar
la proteccidon del contenido intracraneal tras procedimientos de cirugia craneo-facial

(Haddad et al., 2006).

El uso de una membrana de coldgeno bovino nativo para cubrir los defectos de tamafio
critico ha sido, sin duda, beneficioso para proteger el drea de regeneracion ésea de la
invasion del tejido blando en una fase temprana del proceso regenerativo y, por tanto,
proporcionando el tiempo suficiente para el relleno del defecto por el tejido 6seo
neoformado (Donos et al., 2015). En nuestro estudio, el uso de una membrana de barrera
no influyd en el comportamiento de los defectos que se dejaron vacios, permitiendo que

actuaran como controles negativos efectivos.

Los resultados del presente estudio deben interpretarse teniendo en cuenta algunas
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limitaciones. Es posible que existiera una causa potencial de sesgo en la obtencién de las
muestras microscépicas debido a diferencias entre los animales respecto al tamaiio y
grosor de la calota craneal o a imprecisiones en el eje del corte histolégico. Esta
desventaja se corrigid expresando los resultados de las variables histomorfométricas
ademads de en mm?, como porcentaje del drea diana. El nimero de animales se calculd
para obtener el minimo tamafio muestral necesario, de modo que los animales no
pudieron ser reemplazados o su numero reducido alin mas. Por esta razdn, las medidas
de las variables aumentan su fiabilidad cuando los resultados se expresan en porcentajes.
Con respecto a la bilateralidad de la intervencién, creando defectos de tamafio critico de
5 mm vy sirviendo uno de ellos como control, ya se ha descrito que esta estrategia es
adecuada para obtener datos relevantes (Vajgel et al., 2014). Aunque este disefio permite
disminuir el sesgo de seleccidén al disponer de los defectos éseos asignados a los grupos
de intervencién y control en el mismo animal, existe un riesgo de contaminacién. En
nuestro caso tuvimos una muestra contaminada en el grupo de B-TCP a las 6 semanas,
dos muestras en el grupo de B-TCP-Fn a las 6 semanas, ademas de una muestra no

contaminada con cicatrizacién completa en el grupo B-TCP-Fn a las 8 semanas.

Por ultimo, aunque ninguna especie cumpliria todos los requerimientos de un modelo
experimental ideal, los roedores son una de las mejores opciones por la facilidad de
disposicidon y manejo. Asimismo, un gran numero de estudios de regeneracién ésea en
defectos de tamafio critico publicados en la literatura se han efectuado en modelos de
rata. Ademas, el modelo de la calota craneal de rata permite establecer defectos de

tamaiio critico estandarizados y reproducibles.
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El uso de B-TCP recubierto con Fn (B-TCP-Fn) mostré un efecto no
significativo y levemente mas efectivo que el B-TCP sin Fn respecto al
incremento del volumen de hueso regenerado en los defectos de tamafio
critico de calota de rata como modelo experimental, posiblemente permitiendo
un proceso mas eficiente de remodelado (mayor ganancia de tejido y mayor
mineralizacion del tejido ganado a igualdad de tiempo).

Ambos biomateriales B-TCP con y sin Fn suponen una ventaja en
comparacion con los defectos dseos control (vacios) en términos de
mantenimiento del volumen 6éseo, evitando la invasién de tejido blando en el
espacio de tejido duro y acelerando el nuevo proceso de formacion dsea.

No se encontraron diferencias claras entre BTCP y BTCP-Fn. Se necesitan
estudios adicionales en que se extienda el periodo de seguimiento a mas de 8
semanas o en periodos mas cortos de 6 semanas para evaluar la capacidad
osteogénica de B-TCP-Fn en la reconstruccidén de defectos de calota de rata de
tamafo critico, asi como estudiar la razén de crecimiento 6seo de los defectos

tratados mediante microscopio de fluorescencia.
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. Mineralized Bone Bone Non- . Non_—
code .Defect Augmentation Mineralized tissue substitute | substitute | mineralized m|n.eral|zed

diameter | Area (mm?2) tissue % (mm2) % (mm2) tissue % tissue

(mm2)
1L 4,88 4,64 48,92 2,26 0 0 51,08 2,38
1R 5,3 6,24 17,3 1,08 37,7 2,35 45 2,81
2L 2,95 2,38 65,01 1,55 0 0 34,99 0,83
2R 4,78 8,72 13,7 1,2 38,49 3,36 47,81 4,16
3L 5,28 4,45 24,74 1,11 0,64 0,03 74,62 3,31
3R 4,78 6,48 13,41 0,87 20,41 1,32 66,18 4,29
4L 4,88 3,97 44,2 1,76 0 0 55,8 2,21
4R 5,08 10,92 22,23 2,43 37,64 4,11 40,13 4,38
5L 4,95 6,54 17,34 1,13 6,3 0,41 76,36 5
5R 5,44 2,89 24,07 0,69 0 0 75,93 2,2
6L 5,18 7,39 33,53 2,48 36,53 2,7 29,94 2,21
6R 51 3,28 34,02 1,11 0 0 65,98 2,17
7L 4,5 7,67 13,43 1,03 0 0 86,57 6,64
7R 4,83 6,86 45,8 1,74 31,81 1,21 22,39 3,91
8L 5,41 5,37 31,51 1,69 0 0 68,49 3,68
8R 5,5 6,32 13,13 0,83 40,57 2,56 46,3 2,93
9L 5,02 5,24 48,54 2,55 0 0 51,46 2,69
9R 4,84 6,15 24,26 1,49 34,15 2,1 41,59 2,56
10L 4,82 4,64 26,18 1,21 23,14 1,07 50,68 2,36
10R 4,47 2,8 34,25 0,95 0 0 65,75 1,85
11L 4,96 5,22 39,1 2,04 19,13 1 41,77 2,18
11R 5,09 3,66 22,95 0,84 0 0 77,05 2,82
12L 5,03 4,57 39,98 1,82 29,59 1,35 30,43 1,4
12R 5,09 3,85 12,18 0,46 0 0 87,82 3,39
13L 5,12 4,68 3,51 0,16 0 0 96,49 4,52
13R 4,96 6,92 26,6 1,86 38,58 2,71 34,82 2,35
14L 3,69 4,4 44,36 1,95 0 0 55,64 2,45
14R 5,23 6,62 20,46 1,35 36,45 2,41 43,09 2,86
15L 5,08 4,6 43,78 2,01 0 0 56,22 2,59
15R 5,02 6,03 68,71 4,1 15,51 0,94 15,78 0,99
16L 5,02 6,07 21,95 1,33 18,06 1,1 59,99 3,64
16R 4,9 4,11 23,81 0,98 0 0 76,19 3,13
17L 5,29 5,12 15,8 0,8 32,23 1,65 51,97 2,67
17R 3,8 3,06 29,4 0,52 0 0 70,6 2,54
18L 4,45 51 50,87 1,81 0 0 49,13 3,29
18R 5,14 5,85 44,25 2,59 26,27 1,54 29,48 1,72
19L 5,07 4,94 3,64 0,18 13,73 0,68 82,63 4,08
19R 5,12 6,14 9,58 0,58 0 0 90,42 5,56
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20L 5,03 6,32 10,87 0,69 26,29 1,66 62,84 3,97
20R 4,95 7,38 42,85 3,16 0 0 57,15 4,22
21L 5,25 5,82 17,71 1,03 0 0 82,29 4,79
21R 5,12 4,83 10,51 0,51 38,61 1,87 50,88 2,45
221 5,05 6,86 18,09 1,24 33,34 2,29 48,57 3,33
22R 5,06 4,62 21,83 1,03 0 0 78,17 3,59
23L 4,96 6,35 19,33 1,23 28,01 1,78 52,66 3,34
23R 5,04 5,21 26,71 1,39 0 0 73,29 3,82
241 5 3,9 1,01 0,07 40,92 2,78 58,07 1,05
24R 4,8 3,59 12,85 0,47 0 0 87,15 3,12
26L 4,8 4,56 21,64 0,98 0 0 78,36 3,58
26R 5,24 6,35 5,54 0,44 45,6 3,59 48,86 2,32
27L 5,06 5,85 32,95 1,93 0 0 67,05 3,92
27R 5,03 7,51 47,88 3,61 32,93 2,49 19,19 1,41
28L 5,08 5,69 21,46 1,22 35,7 1,2 42,84 3,27
28R 5,08 4,59 52,34 2,4 5,19 0,24 42,47 1,95
20L 5,1 6,84 12,97 0,89 20,93 1,43 66,1 4,52
29R 5,04 3,4 14,84 0,56 0 0 85,16 2,84
30L 5,07 4,13 12,94 0,53 47,84 1,98 39,22 1,62
30R 5,07 3,49 26,85 0,93 0 0 73,15 2,56

waem | Ao W | e e e
1L 5,21 4,12 88,79
1R 9,4 6,24 100,00
2L 2,38 2,07 86,97
2R 9,43 8,16 93,58
3L 4,45 3,52 79,10
3R 6,43 5,42 83,64
4L 3,97 3,34 84,13
4R 15,2 10,92 100,00
5L 6,54 3,88 59,33
5R 2,89 1,25 43,25
6L 7,2 7,11 96,21
6R 1,65 1,65 50,30
7L 2,23 2,25 29,34
7R 6,87 6,86 100,00
8L 3,75 3,75 69,83
8R 8,44 6,28 99,37
9L 4,98 4,71 89,89
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SR 7,18 6,14 99,84
1oL 4,83 4,5 96,98
10R 2,69 2,47 88,21
11L 5,98 4,74 90,80
11R 2,39 2,38 65,03
121 4,1 4,1 89,72
12R 1,84 1,84 47,79
13L 1,77 1,77 37,82
13R 7,05 6,92 100,00
14L 4,31 4,32 98,18
14R 6,85 6,2 93,66
15L 3,51 3,5 76,09
15R 6,95 6,03 100,00
16L 6,34 5,91 97,36
16R 2,16 2,16 52,55
17L 7,16 5,01 97,85
17R 2,47 1,73 56,54
18L 3,56 3,56 69,80
18R 5,36 5,36 91,62
19L 3,2 3,2 64,78
19R 2,73 2,73 44,46
20L 6,8 5,8 91,77
20R 4,64 4,63 62,74
21L 1,98 1,98 34,02
21R 7,49 4,83 100,00
221 9,18 6,46 94,17
22R 1,58 1,58 34,20
23L 10,5 6,3 99,21
23R 2,86 2,86 54,89
241 6,82 3,4 87,18
24R 1,68 1,68 46,80
26L 1,82 1,82 39,91
26R 7,89 5,27 82,99
27L 2,99 2,53 43,25
27R 8,79 7,51 100,00
28L 4,92 4,96 87,17
28R 3,57 3,57 77,78
29L 4,42 4,42 64,62
29R 1,94 1,94 57,06
30L 6,4 4,13 100,00
30R 1,78 1,78 51,00
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Non-

Perimeter

Contact
new

Contact

Mineralized | Mineralized Bone Bone Non- mineralized Perimeter | graft in bone to non-min
tissue % tissue substitute | substitute mil"leralized tissue graft in AA c'ontact e tissue to
% (mm?2) tissue % (mm) with bone graft
(mm2) (mm2) Tl sur;jce surface %
1L 57,16 2,98 0 0 42,84 1,14
1R 17,3 1,08 37,7 2,35 45 2,81 34,77 4,53| 13,03| 86,97
2L 74,65 1,55 0 0 25,35 0,52
2R 14,92 1,22 41,35 3,37 43,73 3,57 46,77 3,32 7,10 92,90
3L 31,03 1,09 0,81 0,03 68,16 2,4
3R 16,02 0,86 24,32 1,32 59,66 3,24 17,51 0,78 4,45| 95,55
aL 52,81 1,76 0 0 47,19 1,58
SR 22,23 2,43 37,64 4,11 40,13 4,38 48,76 7,89| 16,18 | 83,82
5L 28,69 1,11 10,57 0,41 60,74 2,36 9,99 1,44| 14,41| 85,59
5R 55,59 0,69 0 0 44,41 0,56
6L 34,94 2,49 37,92 2,7 27,14 1,92 41,91 10,86| 2591| 74,09
&R 67,02 1,11 0 0 32,98 0,54
7L 42,14 0,95 0 0 57,86 1,3
7R 45,8 1,74 31,81 1,21 22,39 3,91 18 6,39 35,50| 64,50
8L 45,08 1,69 0 0 54,92 2,06
8R 13,17 0,82 40,79 2,56 46,04 2,9 34,45 2,64 7,66 92,34
oL 53,34 2,52 0 0 46,66 2,19
9R 24,38 1,49 34,37 2,11 41,25 2,54 36,39 14,32| 39,35| 60,65
10L 26,9 1,21 23,96 1,08 49,14 2,21 21,14 6,26 29,61 70,39
10R 38,26 0,95 0 0 61,74 1,52
11L 42,72 2,03 21,08 1 36,2 1,71 19,4 7,06| 36,39| 63,61
11R 32,45 0,77 0 0 67,55 1,61
12L 43,75 1,8 32,92 1,35 23,33 0,95 19 6,85| 36,05| 63,95
12R 25,47 0,47 0 0 74,53 1,37
13L 8,76 0,15 0 0 91,24 1,62
13R 26,6 1,84 38,62 1,63 34,78 3,45 35 11,14 31,83| 68,17
14L 45,51 1,97 0 0 54,49 2,35
14R 21,87 1,35 38,85 1,28 39,28 3,57 34,49 568| 16,47| 83,53
15L 57,76 2,02 0 0 42,24 1,48
15R 68,71 4,14 15,51 0,94 15,78 0,95 15,14 5,11| 33,75 66,25
16L 22,32 1,32 18,61 1,1 59,07 3,49 20,81 0,81 3,89| 96,11
16R 45,54 0,98 0 0 54,46 1,18
17L 16,15 0,81 33,12 1,66 50,73 2,54 32,12 2,66 8,28| 91,72
17R 29,4 0,52 0 0 70,6 1,21
18L 50,87 1,81 0 0 49,13 1,75
18R 47,84 2,57 28,68 1,54 23,48 1,25 24,44 11,42| 46,73| 53,27
19L 5,38 0,18 21,22 0,68 73,4 2,34 11,62 0 0,00| 100,00
19R 21,54 0,59 0 0 78,46 2,14
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20L 11,55 0,67 2841 1,65 60,04 3,48 29,31 0,63 25| 97,85
20R 68,36 3,16 0 0 31,64 1,47
21L 51,02 1,01 0 0 48,98 0,97
21R 10,51 0,51| 38,61 1,87 50,88 2,45 31,4 2,08| 6,62| 93,38
221 18,76 1,21| 35,25 2,28 45,99 2,97 32,42 1,15| 3,55| 96,45
22R 64,07 1,01 0 0 35,93 0,57
23L 19,47 1,23| 28,12 1,77 52,41 3,3| 26,22 1,48| 5,64| 94,36
23R 48,51 1,36 0 0 51,49 1,5
24L 2,08 0,07| 35,68 1,21 62,24 2,12 31,53 0| 0,00| 100,00
24R 18,7 0,54 0 0 81,3 1,14
26L 53,74 0,98 0 0 46,26 0,84
26R 7,92 0,42| 47,31 2,49 44,77 2,36 34,7 4,12| 11,87| 88,13
27L 77,68 1,96 0 0 22,32 0,57
27R 47,88 3,61 32,93 2,49 19,19 1,41| 28,04 8,97| 31,99| 68,01
28L 24,46 1,21| 40,68 2,02 34,86 1,73| 39,04 7,09| 18,16 81,84
28R 67,06 2,39 6,66 0,24 26,28 0,94
29L 17,23 0,77| 32,34 1,43 50,43 2,22| 21,87 2,69| 12,30 87,70
29R 32,88 0,64 0 0 67,12 1,3
30L 12,94 0,53| 47,84 1,98 39,22 1,62| 27,48 1,86| 6,77 93,23
30R 52,39 0,93 0 0 47,61 0,85
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1 Objectiu de l'estudi

Objectiu de ’estudi

Avaluar Peficicia de diferents tractaments per a la regeneracid ossia.

1.1 Disseny de l'estudi

Experimental, controlat amb assignacid aleatoria i longitudinal {mesures a les 6 setmanes
i ales 8 setmanes).

Emmascarament

No aplicable

Assignacid aleatoria

Cada unitat experimental {animal) sotmés a dues intervencions: control i tractament.

Tractaments

Es consideren tres tractaments:
1. Beta fosfat tricalcic tractat (associat) amb fibronectina (B-TCP-Fn).
2. Beta fosfat tricalcic sense fibronectina (B-TCP]).

3. Grup control

Fases de lestudi

No aplicable

1.2  Inclusié de pacients

La mida de mostra de Pestudi es va fixar inicialment en 30 pacients.Cada pacient rebia
una intervencié assignada al grup control i una altra intervencié assignada als grups A/B
a I'atzar. Configurant un total de 60 mesures. Aquesta mida de mostra ofereix una po-
te&ncia del 80 % per a detectar diferéncies en termes de *ffect size”de 1.1 std, al comparar
mesures quantitatives entre grups tractats, i de 0.9 std al comparar cadagscun dels grups
tractats en front del grup control; emprant un t-test bilateral per a grups independents i
fixant el nivell de significacié al 5 %. La magnitud de diferéncies que es poden detectar al
comparar grups tractats per al mateix periode és de 1.5 std i de 1.3 std per a comparar
cadascun dels grups tractats en front del grup control.
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Donat que els mateixos animals reben les intervencions control i un dels tractaments,
I’analisi mitjancant un model mixte incorporant el pacient com a bloc, permetra detectar
mides de efecte menors. Aquestes mesures de la magnitud de Pefecte que 'estudi podria
detectar es consideren adients donada la naturalesa exploratoria del mateix.

La mida de mostra efectiva finalment fou de 29 pacients, doncs un ratoli va ser retirat a
causa de XXX . A més, una de les observacions per a un dels ratolins sota el tractament
B-TCP-Fn, es va eliminar donat que el desperfecte era molt irregular.
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2 Variables i poblacié analitzada

2.1 Variables principals

Les variables d’interés sén:

s Defect Diameter (mm?2)

= Augmentation Area (mm2)

Augmented area ( %)

Mineralized tissue % i (mm2)

= Bone substitute % 1 (mm2)

s Non-mineralized tissue % 1 (mm?2)

On en tot cas els percentatges fan referéncia a I’area de la variable en qliestié respecte a
I'area de la cavitat o cugmentation area.

2.2  Variables explicatives

Les variables explicatives considerades en Pestudi sén:
= Treatment (B-TCP-Fn / B-TCP / Control)
» Side (Left / Right)
n Week (6 weeks / 8 weeks)

2.3 Pacients analitzats

No s’ha excldos cap animal de estudi. S’han analitzat un total de 29 animals.

Imputacié de dades faltants

No g'ha aplicat cap procés d’imputacid de dades faltants.
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3 Metodes estadistics

3.1 Analisis estadistic

L’analisi estadistic s’ha dut a terme mitjancant el software R v3.1.2.

S’ha fixat el nivell de significacic per totes les proves estadistiques al 5 % (p<0.05). S’ha
aplicat la correccié de Tukey per multiplicitat de contrastos.

Totes les bases de dades, codis i resultats de les analisis, han estat emmagatzemats 1
arxivats electronicament.

3.2 Gestid de la base de dades

Tota la gestié de la base de dades s’ha realitzat mitjangant el software R v3.1.2.

3.3  Analisi de la variable resposta principal

La possible relacié entre les variables resposta i les variables explicatives es va examinar
principalment per mitja de ’analisi bivariant. Es van aplicar els seglients métodes:

n Variables explicatives qualitatives: la prova apropiada per a la comparacid de va-
riables quantitatives entre els grups s’ha utilitzat les segiients proves: Analisi de la
variancia, el test de Mann-Whitney-Wilcoxon o Kruskal-Wallis segons convingui. El
compliment de les condicions d’aplicacié de les proves s’ha realitzat mitjancant les
proves de normalitat i Levene Shapiro-Wilk i de Kolmogorov-Smirnov per homoge-
neitat de variancies.

Per analitzar I'efecte de la setmana, tractament i la interaccié entre les dues variables,
¢’ha realitzat un model lineal general amb mesures repetides (cada animal té dues me-
sures). S’ha completat aquest analisi mitjancant grafics de les mitjanes estimades segons
tractament i setmana. Per les variables estadisticament significatives es realitza la compa-
racié entre els corresponents grups i es dona una estimacid de les mitjanes per cada grup.
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4 Resultats

4.1 Informacié experimental de la mostra

En el present estudi es van seleccionar 29 animals i en tots ells es van dur a terme dues
perforacions al crani (left/right). Dels 29 animals, 14 van ser sacrificats i mesurats a les
6 setmanes, mentre que la resta ho van ser a les 8. En total es disposa de 13 mesures per
al tractament B-TCP-Fn, 16 pel tractament B-TCP i 28 controls.

[Yindividu 2 presentava un error de mesura en el diametre del defecte de la perforacié
esquerra, de manera que ha estat exclos de I'estudi.

En aquest cas, la mitjana del diametre del defecte va ser de 4.98(0.31) mm mentre que

la mitjana de P’area del defecte va ser de 4.82 (1,20) mm®.

Pel que fa a la homogeneitat basal entre tractaments (homogeneitat del material expe-
rimental respecte els grups de tractament), d’una banda ’ha trebat que la mitjana del
didametre del defecte va ser de 5.05 mm pel grup control, de 5.08 mm pel grup B-TCP-
Fnide 4.98 mm pel grup B-TCP. A més, el no s’han trobat evidéncies per rebutjar la
diferéncia entre mitjanes de grup {p = 0,37), confirmant aix{ la homogeneitat basal.

4.2  Quantitat de material. Modelitzacié de Augmented Area (%)

Amb el fi d’analitzar I'efecte de les variables tractament i setmana pel que fa a la quantitat
de material que es crea en l'interior del defecte, prenem com a variable resposta la variable
Augmentation (%). A continuacié ajustem un model lineal prenent com a variables
explicatives la variable tractament, la variable setmana 1 la interaccid entre les dues
anteriors. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 1.

numDF  denDF F-value p-value
Intercept 1.000 27.000 116.556 <.001
Treatment 2.000  24.000 15580 <.001
Week 1.000  27.000 2.568 0.121
Treatment* Weelk 2.000 24.000 0.449 0.643

Taula 1: Resultats de la significacid de l'efecte de cada variable explicativa sobre la variable augmentated

area within augmentation area .

Segons els resultats que es mostren en la taula 1, la variable tractament té un efecte
significatiu en la variacié de la variable augmented area (%) (p < 0,001). Per contra, la
variable setmana no es significativa en el model.
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A continuacid, s’estimen les mitjanes per a cada un dels grups definits per les variables
tractament i setmana. Els resultats es troben representats en la figura 1.

100-
75- =
=
P Treatment
=
8 |:| Control
ag 50- . B-TCP-Fn
= | EReE
w
L
25-
O -
1 1
6 weeks 8 weeks
Week

Figura 1: Estimacions de la mitjana de la variable augmented area (%) per a cada tractament i per a 6
1 8 setmanes. Les mitjanes que difereixen significativament d’alguna altra mitjana han estat etiquetades
amb *.

A continuacié es realitzen els contrastos de comparacié de mitjanes 2 a 2. Els resultats
es troben a la taula 2.

Contrast Week Estimate SE  t.ratic p.value
1 Control - B-TCP-Fn 6 weeks -2887 T.81 -3.69 <0.001
2 Control - B-TCP 6 weeks -39.05  T7.81 -5.00 <0.001
3 B-TCP-Fn - B-TCP 6 weeks -10.18 950  -1.07 0.54
4 Control - B-TCP-Fn 8 weeks -31.66 8.36 -3.79 <001
5 Control - B-TCP 8 weeks -3040 7.14 -4.26  <0.001
6 B-TCP-Fn-B-TCP 8 weeks 1.26 9.38 0.13 0.99

Taula 2: Resultats de les comparacions de mitjanes entre tractaments 2 a 2 per a cada setmana per a

la variable augmented area.

De la taula 2 destaquem que hi ha diferencies estadisticament significatives en les mit-
janes de la variable augmented area (%) entre els tractaments B-TCP-Fn i B-TCP i el

10
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grup control tant a les 6 com a les 8 setmanes {p<0.001 en tots els casos). No obstant,
no han estat detectades diferencies significatives en les mitjanes d’aquesta variable entre
els tractaments B-TCP-F'n i B-TCP ni per a les 6 setmanes i per a les 8.

4.3  Qualitat del teixit

La qualitat del teixit que es produeix en la cavitat esta mesurada per dues magnituds, la
quantitat de mineralized tissue i la quanitat de bone substitute. L’efecte de les variables
explicatives en aquestes variables ha estat estudiat en dues seccions diferenciades.

4.3.1. Variable mineralized tissue( %)

En aquesta seccid es dur a terme una modelitzacié de la variable mineralized tissue( %),
prenent com a variables explicatives el tractament, la setmana i la interaccié entre aques-
tes dues variables. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 3.

numDFEF  denDF  F-value p-value
Intercept 1.000 27.000 50.098 <.001
Treatment 2.000  24.000 2.083 0.146
Week 1.000 27.000 0.090 0.767
Treatment*Week 2.000  24.000 0.781 0.469

Taula 3: Resultats de la significacié de efecte de cada variable explicativa sobre la variable mineralized
tissue.

Segons els resultats que es mostren en la taula 3 ni el tractament ni la setmana tenen un
efecte significatiu vers la variable mineralized tissue ( %).

A continuacid, s"estimen les mitjanes per a cada un dels grups definits per les variables
tractament i setmana. Els resultats es troben representats en la figura 2.

Finalment es realitzen els contrastos de comparacid de mitjanes 2 a 2. Els resultats es
troben a la taula 4.

11
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Figura 2: Estimacions de la mitjana de la variable Mineralized tissue (%) per a cada tractament i per

a 61 8 setmanes.

Contrast Week Estimate  SE  t.ratio p.value
Control - B-TCP-Fn 6 weeks 821 6.50 1.26 0.43
Control - B-TCP 6 weeks 12.26  6.50 1.89 0.16
B-TCP-Fn - B-TCP 6 weeks 4.05 7.86 0.52 0.86
Control - B-TCP-Fn 8 weeks -3.31 6.94 -0.48 0.88
Control - B-TCP 8 weeks 6.70 5.95 1.13 0.51
B-TCP-Fn - B-TCP 8 weeks 10.01 7.76 1.29 0.41

Taula 4: Resultats de les comparacions de mitjanes entre tractaments 2 a 2 per a cada setmana per a

la variable mineralized tissue.

De la taula 4 destaquem que en cap cas hi ha diferencies estadisticament significatives
entre les mitjanes de la variable mineralized tissue ( %).

12
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4.3.2. Variable bone substitute( %)

En aquesta seccid es dur a terme una modelitzacié de la variable bone substitute( %), pre-
nent com a variables explicatives el tractament, la setmana i la interaccio entre aquestes
dues variables. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 5.

Cal destacar perd, que la formacié de substitut ossi és provocada exclusivament per
I’aplicacié d’un tractament, de manera que, aquesta variable pren el valor 0 en tot cas
per aquells individus del grup control. Aix{ doncs, el grup control és eliminat en aquesta
part de estudi amb la fi d’estudiar les diferencies entre tractaments de forma més neta.

De manera similar a les seccions anteriors, ajustem un model lineal amb 'objectiu de
detectar efectes significatius de les covariables en la variable resposta bone subsitute ( %).
Prenem de nou com a variables explicatives el tractament, la setmana i la interaccié entre
aquest dos termes.

numDF  denDF F-value p-value
Intercept 1.000  25.000 52.731 <.001
Treatment, 1.000  25.000 1.119 0.3
Week 1.000  25.000 0.751 0.394
Treatment*Week 1.000  25.000 1.403  0.247

Taula 5: Resultats de la significacié de 'efecte de cada variable explicativa sobre la variable bone
subsitute.

Segons els resultats que es mostren en la taula 5 cap de les variables considerades té un
efecte significatiu en la variacié de la variable bone substitute.

A continuacid, s’han estimat les mitjanes per a cada un dels grups definits per les variables
tractament i setmana. Els resultats es troben representats en la figura 3.

13
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Figura 3: Estimacions de la mitjana de la variable Bone Subsitute per a cada tractament i per a 61 8

setmanes.

Finalment es realitzen els contrastos de comparacié de mitjanes 2 a 2. Els resultats es
troben a la taula 6.

Contrast Week Estimate SE  t.ratio p.value
1 B-TCP-Fn- B-TCP 6 weeks -570 5.39 -1.06 0.30
2 B-TCP-Fn- B-TCP 8 weeks 3.26 5.31 0.61 0.54

Taula 6: Resultats de les comparacions de mitjanes entre tractaments 2 a 2 per a cada setmana per a

la. variable bone substitute.
De les taules 6 destaquem que, ni per a la setmana 6 ni per a la 8, hi ha diferencies

estadisticament significatives entre les mitjanes de la variable Bone substitute { %) pels
diferents tractaments.

14
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4.3.3. Variable mineralized tissue + bone substitute ( %)

Degut a que en les seccions anterior no s’han detectat efectes significatius ni dels tracta-
ments ni de les setmanes vers a la variacié de la qualitat del material creat a la cavitat,
plantegem un nou enfocament amb 'objectiu d’obtenir un model més sensible a la de-
teccié de diferencies que sigui capag de trobar efectes significatius.

Aquest enfocament consisteix en considerar una nova variable resposta fruit de la suma de
les variables mineralized tissue (%) 1 bone substitute (%). La idea es estudiar de forma
més general Pefecte de les covariables vers a una mesura de qualitat que engloba les
dues variables considerades en les seccions anteriors. Anomenen a aquesta nova variable
Quality tissue (%). Es a dir:

Quality tissue (%) = mineralized tissue (%) + bone substitute (%)

De forma similar a les seccions anteriors, verifiquem la significacié de Pefecte de les
variables explicatives vers la variable resposta Quality tissue (%) ajustant un model
lineal i, prenent com a covariables, el tractament, la setmana. i la interaccié entre aquests
dos termes. Els resultats poden trobar-se a la taula 7 .

numDF denDF F-value p-value
Intercept 1.000  27.000 47.200 <.001
Treatment 2.000  24.000 6.916 0.004
Week 1.000  27.000 0.057 0.814
Treatment*Week 2.000  24.000 1.456  0.253

Taula 7: Resultats de la significacié de l'efecte de cada variable explicativa sobre la variable Quality
tissue.

Segons els resultats que es mostren en la taula 7, la variable tractament té un efecte
significatiu en la variacié de la variable Quality tissue( %) (p < 0,05). Per contra, la

variable setmana no es significativa en el model.

Aquesta nova variable resposta ha permés la deteccié d’un efecte significatiu de la varia-
ble tractament vers a la qualitat del teixit format a la cavitat.

A continuacio, s’han estimat les mitjanes per a cada un dels grups definits per les variables
tractament i setmana. HEls resultats es troben representats en la figura 3.

A continuacié es realitzen els contrastos de comparacié de mitjanes 2 a 2. Els resultats
es troben a la taula 8.

15
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Figura 4: Estimacions de la mitjana de la variable Quality tissue (%) per a cada tractament i per a 6

1 8 setmanes.

Contrast Week Estimate SE  t.ratio  p.value
Control - B-TCP-Fn 6 weeks -19.04 6.74 -2.83  0.024
Control - B-TCP 6 weeks -20.74  6.74 -3.08 0.014
B-TCP-Fn - B-TCP 6 weeks -1.70  8.18 -0.21 0977
Control - B-TCP-Fn 8 weeks -35.67  7.21 -4.95  <.001
Control - B-TCP 8 weeks -22.51  6.16 -3.65 <.001
B-TCP-Fn - B-TCP & weeks 13.16 8.08 1.63 0.253

Taula 8: Resultats de les comparacions de mitjanes entre grups 2 a 2.

De la taula 8 observem que, tant per a la setmana 6 com per a la 8, la mitjana de la
variable Quality Tissue va ser significativament menor en grup control que en altres dos
grups. Tanmateix, no tenim evideéncies per concloure aquest mateix resultat entre els
grups B-TCP-Fn i B-TCP.

16
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5 Discussions

5.1 Quantitat de teixit

Pel que fa a la quantitat de teixit format en la cavitat, s’ha trobat que la variable trac-
tament té un efecte significatin vers la variable Augmentation Area (%). D’altra banda,
ni la setmana ni la interaccid entre setmana i tractament s'han trobat significatives.

Pel que fa als contrastos de mitjanes 2 a 2, s’ha obtingut que la mitjana del grup control
va ser significativament menor que la dels grups B-TCP-Fn i B-TCP tant a les 6 setma-
nes com a les 8 setmanes (p < 0,01 en tot cas). No obstant, no s’han trobat diferéncies
significatives entre les mitjanes dels altres dos tractaments (ni per a les 6 setmanes ni
per a les 8).

Aix{ doncs, tenim evidéncies per dir que els tractaments tenen un efecte significatiu pel
que fa a la creacid de nou teixit en la cavitat dssia. Tanmateix, tot i que no podem afirmar
que un tractament sigui significativament més eficac que altre si g’observa la figura 1,
tot sembla indicar que a la setmana 8 el tractament B-TCP va provocar la creacié d’una
quantitat major de teixit que no pas el tractament B-TCP-Fn.

5.2 Qualitat del teixit
5.2.1. Mineralized tissue

D’una banda, pel que fa a la variable Mineralized tissue { %), no s’ha trobat que ni el
tractament, ni la setmana ni la interaccié d’aquests dos termes, tinguin un efecte signi-
ficatiu vers a la quantitat de teixit mineralitzat format a la cavitat.

Aquest resultat queda corroborat quan es realitzen els contrastos de comparacio de mit-
janes de grups 2 a 2, ja que en cap cas (per cap dels tractaments entre ells, ni per a la
setmana 6 ni per a la 8) s’han obtingut evidéncies significatives per a rebutjar la igualtat
entre mitjanes.

Aix{ doncs, tot sembla indicar que cap dels dos tractaments provoca un increment en la
quantitat de teixit mineralitzat a la cavitat. De fet, tenint en compte la figura 2, s’observa
que a la setmana & el grup control presentava una major quantitat de teixit mineralitzat
que no pas els grups de tractament (tot i que aquest increment no es significatiu). A
partir d’aquesta figura també destaquem una disminucid global {per tots els grups) de la
mitjana d’aquesta variable a les 8 setmanes respecte a les 6 (de nou, no significativa).
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5.2.2. Bone substitute

Tal i com s’ha explicat en la part de resultats, en aquesta seccié s’ha exclos el grup
control. No g’han trobat efectes significatiug ni del tractament ni de la setmana vers a la
variable bone substitute (%). En les comparacions de la mitjana d’aquesta variable entre
els tractaments B-TCP-Fn i B-TCP per a les 6 setmanes i per a leg 8 setmanes, s’ha
trobat cap contrast significatiu.

Aquest fet sembla indicar que no hi ha un tractament significativament millor que I'altre.
Tanmateix, de nou podem fer observacions mitjancant els grafics, en aquest cas la figura
3, en la qual g’observa que en la setmana 8 el tractament B-TCP va produir una quanitat
de bone substitute lleugerament superior que no pas el tractament B-TCP-Fn.

5.2.3. Quality tissue

L’objectiu de la creacié d’aquesta nova variable no inclosa en I'estudi s’ha assolit amb
exit, ja que mitjancant aquesta la deteccié de diferencies de qualitat de teixit entre grups
han estat detectades.

D’una banda s’ha trobat un efecte significatiu del tractament vers aquesta variable
(p = 0,004), a diferéncia de la variable setmana, la qual no s’ha trobat significativa.

Aquest fet queda reflectit en els contrastos 2 a 2 entre grups per a la mitjana d’aquesta
variable, mitjancant els quals s’han detectat diferencies de mitjanes entre el grup control
i ambdds tractaments, tant a la setmana 6 com a la 8.

La situacid és similar a la que ens hem trobat en el cas de la variable Augmentation Area

(%): els tractaments impliquen una millora en la qualitat del teixit creat respecte el grup
control perd cap dels dos tractaments destaca significativament respecte de Daltre.
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Autorizaciones para el procedimiento de investigacion animal (abril, 2012;

marzo, 2014)

CEEA

4 - LComite Edic I’ Experimentacd A nimaly

=l JERSTIAT DL N ;
WEREE  UNMIVERSITAT DE BARCELLINA Cerures Cientiies | Teeslogics
Solé i Sanauig, 13
NS Eyrcvlung
Tel D34037044
vicshicrilub.ecr

COMITE ETIC D’EXPERIMENTACIO ANIMAL (CEEA)
Formulari d'acceptacio de procediments

DADES PROCEDIMENT

Estudi de la eficacia de la regeneracio dels defectes ossis alveolars de
Titol: dimensions critiques amb fosfat tricalcic associat o no a una proteina
plasmatica, en la calvaria de la rata adulta

Investigador Responsable:  M® Angels Sanchez Garcés

Un cop examinada la documenlacid presentada, en compliment del
Decret 214/97 de la Generalitat de Catalunya, el CEEA de la UB ha resolt
ACCEPTAR el procadiment sollicitat.

3} ‘-:.: .—, / .
i b
—

Signat pels membres del CEEA qué‘ﬁ-an pres l'acord

Barcelona, 19 d'abril del 2012

NOTA: E CEEA delega en elfa responsavle en benestar animal de 1z Unitat

d'Expenimentacit Animal on s'allatjaran cls animals, & seguimen! de 1a raalitzacs dlel

procediment d acord amb el que cstd establert a la memdria aprovaca par aquest comile.
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{Comite Blic B xpecimealicio Animnly

sl UNIVERSITAT DE BARCR! (1NA )

Nals o Sanrns, -3
0E023 Sgraalen
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COMITE ETIC D'EXPERIMENTACIO ANIMAL (CEEA)

Formulari d’acceptacié de procediments

DADES PROCEDIMENT

Estudi de l'eficacia de la regeneracio dels defectes ossis alveolars de
Titel: dimensions critigues amb fosfat tricdlcic associat © no a una proteina
plasmatica, en la calvaria de la rata adulta

Investigador Responsable:  M? Angels Sanchez Garcés

Un cop examirada la documentacié presentada, en compliment del
Decret 214/97 de la Generalitat de Catalunya, el CEEA de la UB ha resolt
ACCEPTAR el procediment sol licitat.

Signat pels membres del CEFA que han pres 'acord

Barcelona, 4 de marc del 2014

NCOTA: E CEEA celega en ellla responsadle en bhshesiar animal de la Uritat
d'Expermenizcd Animal on s'allotigran els arimals. el secuimeant da la reslitzacia del
procediment d'acord amb el que esta astablert a la memériz aprovada per squas: comit2



eneraltat de Catalunya

Departament d’Agricultura, Ramaderia, .
Pesca, Alimentacid | Medi Natural

Serveis Territorials a Barcelona
Area del Medi Natural

.\

UNIVERSITAT ﬁE BARCELONA

Generalitat de Cakalumea

Serveis Territorials d"Aaricyltura,
flasaderias Pesca, Alisentacis i

todi Wabwral a Barcelona

Mimerd® O00GS/E159/2004
Data: ZASA015 11:26:08

fevistre de sortida

CEEA-UB [Comité Etic d'Experimentacid Animal) —

AJA Alvaro Gimeno Sandig

Edifici Florensa, o Adolf Florensa n® 8, 1% planta, deapatx F14

08028 Barcelona’

Assumpte: Procediment d'experimentacié nim. 6504

(@apbdiant B-RP-083M14)

__sanwr S —— —

Hem rebut la sol-licitud de prérroga de u'alldasa de procedimeants que no requereixen
autoritzacid expressa del procediment:

Titol: * Estudi de leficacia de la regeneracid dels defectes ossis alveolars de
dimensions critiqgues amb fosfat tricalcic associat o no a una proteina’ plasmatlca en

la calvaria de la rata adulta *

Investigador/a responsable: M* Angels Sanchez Garcés

Aguest pmoediment té assignat el nimero d'ordre DAAM: 6504,

D'acord amb l'article 32 del Decret 214/1997 de 30 de julicl sobre proteccid dels
animals utilitzats per a experimentacio i altres finalitats cientifiques te una validesa
fins el 29 de maig de 2016, sempre | quan no existeixi cap modificacio del

procediment.

Durant el primer trimestre de cada any, haureu d'afegir el nombre d'animals utilitzats
en ‘aquest procediment en les taules estadistiques normalitzades pel Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente que us trametrem.

Atentament, -

-

El cap de I Area del Medi Natural

Luls Vazquez Rivas

Barcelona, 21 de maig de 2014
ilp

BEGISTRE
CEEA,
Cosre Bric ¢ Ixporsseeniacid Animal

o] 29 MAG 200 l

Rell 1?-“"?“'
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Articulo publicado en la revista cientifica Clinical Oral Implant Research

(COIR) por primera vez el 28 de Septiembre de 2018
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