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ABREVIATURAS

ALP: Fosfatasa alcalina

ARRIVE: Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
BM: Médula 6sea

BMA: Area de médula 6sea

BMSC: Células madre mesenquimales de la médula dsea
BMP: Proteinas morfogénicas 6seas
BSP: Sialoproteina 6sea

BSU: Unidades estructurales elementales
BV: Biofast-Vet

BV/TV: Fraccion volumétrica 6sea

C: Canino

Cbfa-1: factor de unién central ol

Ca: Calcio

CaP: Fosfato célcico

Cl: Cloro

Col: Colageno

CTA: Area de tejido conectivo

BMD: Densidad mineral 6sea.

DO: Distraccion osteogénica

DP: Distraccion peridstica

EPCs: Células progenitoras endoteliales

ECFC: Células formadoras de colonias endoteliales



EGF: Factor de crecimiento epidérmico

F: Fltor

FCVE: Factor de crecimiento vascular endotelial
FGF: factor de crecimiento fibroblastico

GH: Hormona del crecimiento
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IGF 1y II: factor de crecimiento insulinico I y II
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M: Molar

MPa: Megapascal

MSC: Célula madre mesenquimatosa

Mm: Milimetro

mTOR: Diana de rapamicina en células de mamifero
Na: Sodio

NBA: Area de hueso nuevo

NBYV: Volumen de hueso nuevo

NC: negative control group



NF-«kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas

OCN: Osteocalcina

OPG: Osteoprogeterina

OPN: Osteopontina

P: Fosforo

PDGEF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDO: Periosteal distraction group (positive control group)
PM: Premolar

PP: Pumping group

PPDO: Pumping-distraction group

PRP: Plasma rico en plaquetas

PTH: Parathormona

RANKL: Ligando de receptor activador para el factor nuclear
ROI: Region de interés

RunX2: Factor de transcripcion X2

SNA: Sistema nervioso autonomo

Tb.Th: Grosor trabecular

TC: Tomografia computarizada

TCFD: Tejido conjuntivo fibroso denso

TCFL: Tejido conjuntivo fibroso laxo

TCP: Fosfato tricélcico

TGF: Factor de crecimiento transformante

TID: Tabique interdental

TIR: Tabique interradicular

TNEF: Factor de necrosis tumoral

VAOD: Distraccion osteogénica alveolar vertical

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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RESUMEN

Un biomaterial es todo aquel material destinado a estar en contacto con un sistema
biolégico y cuyo objetivo es tratar, aumentar o sustituir un tejido, 6rgano o funcién de un
organismo. En regeneracion Osea, el autoinjerto sigue siendo el gold standard para promover
la curacion de los defectos Oseos. Pese a ello, presenta algunas desventajas como la morbilidad
del sitio donante, aumento de la tasa de infeccidon, disponibilidad limitada, dolor o
complicaciones postoperatorias, osteonecrosis y reabsorcion Osea. Es por ello que los
biomateriales sintéticos son utilizados cada vez con mas frecuencia en cirugia ortopédica, dental

y maxilofacial.

El objetivo general del presente estudio es evaluar la efectividad de dos tecnologias de
regeneracion 6sea en defectos 6seos mandibulares y apendiculares en modelos animales. Para
ello, se ha llevado a cabo una revision exhaustiva y sistematica de la literatura con el fin de
conocer los modelos animales mas utilizados en estudios de regeneracion 6sea mediante el
empleo de osteogénesis por distraccion alveolar vertical y peridstica. Posteriormente se
exponen los resultados de un estudio preclinico en el que se ha evaluado la eficacia de un
distractor osteogénico peridstico, poniendo a prueba un nuevo protocolo de activacion basado
en el bombeo del periostio. Se emplearon como modelo bioldgico 8 perros de raza Beagle.
Finalmente se realizé un ensayo clinico preliminar en el que se ha evaluado la aplicacion de
bioapatitas marinas derivadas de dientes de tiburén como sustituto 6seo en defectos dseos

apendiculares en perros y gatos.

En los estudios analizados, se ha encontrado que el modelo animal mas recomendable
para ensayos de osteogénesis por distraccion alveolar vertical y con menores complicaciones
es el perro mongrel. A su vez, en estudios de osteogénesis por distraccion peridstica, se ha
encontrado que el modelo ideal, tanto para estudios en mandibula como en el hueso calvario,
es el conejo. Dada la escasez de estudios, el perro como modelo animal en osteogénesis por
distraccion periostica merece ser evaluado mas detalladamente. En ambas técnicas, debido a las
tasas de complicaciones y dificultades de manejo e higiene, no se recomienda emplear cerdos

como modelos animales.

IX



El hueso mandibular tiene potencial de regeneracion enddgena inducida por distraccion
peridstica. Tanto el bombeo-distraccion (PPDO) como la distraccion 6sea sin bombeo (PDO)
indujeron significativamente mas hueso nuevo que los grupos de sélo bombeo (PP) y control
negativo (NC). El andlisis histologico indicd una mayor formacion de hueso en el grupo PPDO
que en PDO, pero la significacion entre estos dos solo se alcanzd para el area de tejido conectivo
(CTA). El impacto de alternar el protocolo se comprob6 ademés por la mayor area de hueso

nuevo (NBA) para el grupo PP que para el grupo NC.

Por ultimo, se ha demostrado que el uso de bioapatitas globulares de origen marino redujo
los tiempos de consolidacién en 18 casos de artrodesis y fracturas en perros. Fruto de este
trabajo se presento la primera evidencia de un quiste 6seo benigno en una perra teckel adulta,

en cuyo tratamiento se utilizaron de forma eficaz bioapatitas marinas.
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JUSTIFICACION

Como biomaterial entendemos todo aquel material destinado a estar en contacto con un
sistema bioldgico con el objetivo de tratar, aumentar o sustituir un tejido, 6rgano o funcion de
un organismo. Los biomateriales son muy utilizados en cirugia ortopédica, dental y
maxilofacial. Entre sus principales aplicaciones destacan la reconstruccion de cavidades Oseas,
malformaciones o atrofias 6seas, ademas de promover la regeneracion dsea en lesiones o dafos
tisulares traumaticos (Lopez-Alvarez et dl, 2017). En cirugia dental y maxilofacial, los
biomateriales se utilizan para regeneracion periodontal y elevacion del seno maxilar, reparacion
de defectos después de la extraccidon de piezas dentales y/o en casos de colocacion de implantes
(Mastrogiacomo et dl., 2005; Jensen et dl., 2010; Campos et dl., 2018).

El método mas utilizado sigue siendo el autoinjerto de hueso esponjoso fresco para
promover la curacion de defectos oOseos (Pinto et dl, 2016). Los injertos alogénicos
(cadavéricos) y los injertos 6seos bovinos desproteinizados (xenoinjertos) también se utilizan
por su mayor osteoconduccion (Chazono et al., 2004). Sin embargo, se han observado
complicaciones importantes como la baja tasa de fusion 6sea, asi como el riesgo de transmision
de enfermedades (Artzi et dl., 2004). En el caso del autoinjerto, pueden aparecer ciertas
complicaciones como la morbilidad del sitio donante, el aumento de la tasa de infeccion, una
disponibilidad limitada y complicaciones quirrgicas debidas al dolor, trauma, osteonecrosis y
reabsorcion 6sea (Zhao et al., 2016).

En los ultimos afos, dentro del campo de la cirugia craneo maxilofacial ha surgido una
nueva técnica de regeneracion 0sea, denominada osteogénesis por distraccion peridstica (DP)
de la que se han realizado varios estudios preclinicos (Nakahara ef al., 2016; Saulacic et al.,
2016). Sin embargo, atin no se ha llegado a un consenso sobre el protocolo ideal para realizar
la intervencion, ya que existe una gran diversidad de variables, como los modelos animales
utilizados, dispositivos, localizaciones anatémicas ideales o variaciones en la técnica quirurgica
(periodo de latencia, frecuencia en la activacion del dispositivo y periodo de consolidacion)
(Garcia et al., 2018; Garcia-Gonzalez et al., 2021).

Estas evidencias justifican los continuos esfuerzos de la comunidad cientifica para

desarrollar biomateriales capaces de abolir los problemas presentes. El presente trabajo plantea

E
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el estudio de la efectividad de dos dispositivos utilizados para la regeneracion dsea: un distractor

alveolar peridstico y un xenoinjerto 6seo de origen marino.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1. EL TEJIDO OSEO

El tejido d6seo es un tipo de tejido conectivo especializado, rigido e inflexible, que constituye,
junto con el cartilago, el sistema esquelético. Se caracteriza por tener una matriz extracelular
mineralizada, estar altamente vascularizado y presentar gran actividad metabolica. Las tres

principales funciones que desarrolla son (Iturriaga et dl., 2015; Azar et dl., 2020):

v" Funcion protectora. Es el tejido que protege los 6rganos vitales y la médula 6sea.
v Funcion mecanica. Actia como soporte y lugar de insercion de los musculos.
v Funcion metabolica. Participa en la homeostasis al ejercer de reservorio de iones

importantes, como el fosforo y el calcio.

2. COMPOSICION MICROSCOPICA DEL TEJIDO OSEO

El tejido 6seo estd compuesto microscopicamente por dos elementos fundamentales (Shrivats
et al, 2013):

v" Componente celular.
v Matriz dsea.
v" Fraccion organica. Supone el 30% del peso seco del hueso.

v" Fraccion inorganica o mineral.

2.1 Composicion celular del hueso

A diferencia de otros tejidos, el tejido Oseo es capaz de regenerarse y restablecer la continuidad
de una zona dafiada sin dejar evidencia de una cicatriz fibrosa. Ademas, estd siendo
continuamente reestructurado por las células que lo conforman para satisfacer correctamente
las funciones especificas de soporte si fuera necesario. Las células que lo componen (Figura
1) son los osteocitos, osteoblastos, osteoclastos y células de revestimiento (Szpalski ez al., 2012;
Shrivats et dl., 2013).

|5
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Figura 1. Representacion esquematica de las células 6seas (Adaptado de Servier Medical Art, con
permiso de reproduccion mediante licencia Creative Commons Attribution 3.0).

Osteoblastos. Son las células responsables de las sintesis de componentes de la matriz dsea
y de los distintos factores autocrinos y paracrinos. Se encuentran en las superficies dseas
(periostio y endostio) y también en las areas de crecimiento, remodelacion o desarrollo
6seo. Derivan de células progenitoras de origen mesenquimal (MSC), que ademas también
pueden dar lugar a mioblastos, fibroblastos, condrocitos y adipocitos. Morfolégicamente
destacan por ser células grandes, redondeadas o poligonales, tienen citoplasma basoéfilo y
son células ricas en una lisozima especifica de la fosfatasa alcalina. Cuando cesa la
neoformaciéon Osea, los osteoblastos quedan englobados en la matriz osteoide,
convirtiéndose en osteocitos con forma estrellada. También pueden permanecer en las
superficies Oseas al finalizar la sintesis de matriz, adquiriendo una forma aplanada, pasando
a ser osteoblastos inactivos o células de revestimiento, las cuales, a través de factores
locales, parecen desarrollar un papel vital en el control del remodelado 6seo. No todos los
osteoblastos llegan a diferenciarse en osteocitos, solo el 10-20% (Wojciech y Ross, 2020).
Osteocitos. Se trata de las células principales del hueso una vez formado. Se albergan en
las lagunas localizadas en la matriz 6sea calcificada. Se caracterizan por ser fusiformes y
estar en contacto entre si y con células superficiales (células de revestimiento y
osteoblastos) gracias a prolongaciones delgadas y tubulares de su citoplasma que recorren
la matriz 6sea en diferentes direcciones. Gracias a estas uniones se produce el paso directo
de iones inorganicos y moléculas hidrosolubles pequefias (azucares, nucledtidos,
aminodacidos y vitaminas) de una célula a otra, haciendo posible la comunicacion eléctrica
y quimica. Presentan un papel muy importante en la preservacion de la matriz 6sea y en la
regulacion del modelado 6seo en respuesta a las sefiales mecanicas (Shrivats et al., 2013).
Osteoclastos. Se trata de células que se encargan de la reabsorcion Osea. Son células
redondeadas, moviles y multinucleadas (hasta 20 ntcleos) y con citoplasma acidéfilo. No
poseen capacidad de division debido a su gran especializacion. Los osteoclastos derivan de
células pluripotentes de la médula 6sea, precursoras hematopoyéticas que también dan

lugar a macréfagos y monocitos. Las principales caracteristicas que diferencian a los
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osteoclastos de los macrofagos son la sintesis de fosfatasa acida, la capacidad de
reabsorcion 6sea y la expresion de marcadores superficiales celulares (por ejemplo:
receptor de la calcitonina) (Shrivats et dl., 2013).

e Células del ribete, de revestimiento o del periostio. Su funcion es revestir las superficies
Oseas en la fase de reposo y comunicar la superficie con los osteocitos y el microambiente.
Morfolégicamente son células aplanadas (Shrivats et dl., 2013; Wojciech y Ross, 2020).
Las células de revestimiento 0seo se sitlian en las superficies externas de los huesos, siendo
parte del periostio, por lo que también se les denomina células del periostio. A su vez, las
células de revestimiento situadas en las superficies internas normalmente se denominan

células del endostio (Ross y Pawlina, 2007).

A excepcion de los osteoclastos, el resto de las células se originan de las MSC, las cuales se
diferencian en células osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y, por ultimo, células de

revestimiento (Ross y Pawlina, 2007).

2.2 Matriz 6sea

A nivel microscopico o histoldgico, el hueso es una estructura compleja (Figuras 2 y 3). Sus
células se albergan en una matriz 6sea. Esta matriz a su vez se compone de una fraccion
orgéanica y una fraccion inorganica. Dependiendo del hueso, las proporciones de las fracciones
pueden variar. El conjunto de ambas fracciones dota al hueso de sus propiedades mecanicas de

elasticidad y dureza en una estructura relativamente ligera (Ross y Pawlina, 2007).

2.2.1. Matriz organica

Esta fraccion constituye el alrededor de un 30% del peso seco del hueso. A su vez estd
compuesta de un 90-95% de fibras de colageno y un 5-10% de otras proteinas no colagénicas.
El coldgeno es la proteina mayoritaria en el organismo. Las fibras de colageno estan compuestas
de subunidades denominadas tropocolageno (1,5 nm de didmetro y 300 nm de longitud). Estas
a su vez estan formadas por tres hélices levogiras de polipéptidos. El tropocolageno se ensambla
de acuerdo con un patron estructurado en el interior de la matriz organica y regula los sitios de

nucleacion de la fase mineral del hueso (Ross y Pawlina, 2007).

Se conocen 26 tipos de coldgeno, que se han agrupado en siete familias dependiendo de su
estructura, tipo de enlace y localizacion en el organismo (Tabla 1) (Avila-Rodriguez et dl.,
2018).

Las proteinas no colagenicas representan un papel muy importante en la remodelacion dsea y

osteogénesis. Entre ellas se incluyen: citoquinas, osteonectina, osteopontina, factores de
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crecimiento, osteocalcina, sialoproteina, 4cido hialuronico, trombospontina, proteoglicanos,
fosfolipidos y fosfoproteinas (Olszta et al., 2007). Sus principales funciones se definen en la
Tabla 2.

Tabla 1. Tipos de colageno y distribucion en el organismo (Avila-Rodriguez et dl., 2018)

Familia Tipo Distribucion en el organismo

| Tendon, ligamentos, hueso y cornea

Il Cartilago, humor vitreo

Il Tejidos fetales, piel, sangre, vasos sanguineos, pulmones, Utero, intestino,
Formador de o )
tendones, cicatrices recientes

fibrillas \" Mayoria de los tejidos, componente secundario asociado a colageno de tipo
I
Xl Cartilago
Membrana basal v Todas las membranas basales
Microfibrilar Vi Mayoria de tejidos, incluyendo cartilago
Anclaje Vil Debajo de las membranas basales en la dermis y en la vejiga
Colagenos IX Sobre la superficie de las fibrillas de colageno de tipo Il en el cartilago
asociados a Xl Sobre la superficie de las fibrillas de colageno tipo |
fibrillas con XIV  lgual que el tipo XII
hélices triples XIX En la membrana basal
interrumpidas XX Piel de embrion, tenddn, epitelio corneal y superficie del cartilago
(FACIT) XXl Superficie interna de los vasos sanguineos
Transmembrana Xl Colageno minoritario en la piel, intestino
XVIl  Hemidesmosomas de la piel
XV Capilares, testiculos, rifidn, corazén
Multiplexinas XVI Dermis, rifiion

XVIII  Higado, rindn, musculo esquelético

2.2.2. Matriz inorganica

También denominada fraccion mineral u osteoide, estd formada principalmente por cristales de
hidroxiapatita (HA) pobre en calcio carbonatado que se integran en la matriz de fibras de
coladgeno del hueso. Estos cristales tienen forma de placa y su tamafio varia entre 30-50 nm de
longitud por 15-30 nm de ancho y su espesor es de 3-5 nm (Olszta et dl., 2007; Currey, 2008).
La composicion quimica aproximada de la apatita es la siguiente (Elliott, 1994):

Cag3 0 0,7 (PO4)43 (HPO4)x (CO3)y (20H,CO3)0,159 1,7

X +Y =1,7y O representa una vacante, que variara dependiendo del tipo de apatita. Al tener

una composicion no estequiométrica, se pueden incorporar en las vacantes iones de K*, Na*, F,

8 |
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Mg?* o CI. La composicion de la apatita puede variar de un tejido calcificado a otro y segin la
edad. El pequefio tamafio de los cristales y/o la no estequiometria aporta la solubilidad necesaria
para su reabsorcidon por parte de los osteoclastos, en comparacion con las hidroxiapatitas

estequiométricas cuya reabsorcion en condiciones fisiologicas es muy lenta (Elliott, 1994).

(A)

Ch_
AC '/ Ch

7,T\

e J. \/

M1 Ecp

T SB—
CB— [BM— /
1 7 1.
/~CB

Figura 2. Histologia del extremo proximal de un hiumero descalcificado de un lactante. El interior de la
cabeza del hueso, la epifisis (E), se compone de tejido 6seo esponjoso (trabecular), compuesto por una red
anastomosada de cordones (T) en forma de espiculas 6seas. Externamente consta de una capa densa de tejido
6seo denominado hueso compacto (CB). Su espesor varia en diferentes partes del hueso. La porcion mas
amplia del hueso adyacente al disco epifisario (EGP), conocida como metéfisis (M) contiene hueso esponjoso
(SB). El cuerpo de este hueso, la diafisis (D), también se compone de hueso compacto (CB) y la cavidad esta
llena de médula 6sea (BM), que en esta etapa de la vida se compone de tejido hematopoyético activo. El
tejido cartilaginoso también es un componente del hueso y se encuentra como cartilago articular (AC) y como
un disco epifisario (EGP) de los huesos en crecimiento. Tincion H&E.

Los rectangulos denotan las areas magnificadas: (A) Superficie articular de un hueso largo, 178X. (B) Hueso
compacto de un hueso largo, 135X. (C) Hueso esponjoso de un hueso largo, 135X. Tincion H&E.

AC, cartilago articular. BM, médula ésea. CB, hueso compacto. Ch, condrocitos. D, didfisis. E, epifisis. EGP,
disco epifisario. HC, conducto de Havers. M, metdfisis. O, osteonas. Oc, osteocitos. Ocl, osteoclastos. P,
periostio. RC, conducto de resorcion. SB, hueso esponjoso. T, cordones. Con licencia Copyright Clearance
Center para su reproduccion exclusiva en este documento (Ross y Pawlina, 2020).

Las propiedades biomecanicas son responsabilidad de la matriz 6sea. Las fibras coldgenas le

aportan resistencia y flexibilidad a la tension, mientras que las sales minerales aportan dureza,
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resistencia a la compresion y rigidez. Por ello, si el hueso se descalcifica conserva su forma
original, siendo tan flexible que se podria doblar como una porcion de caucho. Si eliminamos
el componente organico, el esqueleto mineralizado conservard su forma original y cierta
resistencia mecéanica a la compresion, pero se volvera mds fragil, pudiéndose fracturar con
cierta facilidad (Boskey, 1997; Boskey y Robey, 2013; Mescher, 2021).

Tabla 2. Factores y proteinas que regulan el metabolismo celular 6seo
(Cowin, 2001; Boskey y Robey, 2013)

Proteina / Factor

Funcion

Osteopontina

Union celular

Regulacion de la mineralizacion

Sialoproteina

Union celular

Iniciacion de la mineralizacion

Unidn al Ca

Interaccion fase mineral-colageno
Osteonectina » .

Regulacion de la forma de la célula

Regulacion de la migracion celular
Tetranectina Regulacion de la deposicion mineral

. Modulacién del metabolismo celular

Trombospontina

Union al colageno

Osteocalcina

Regulacion de la maduracion mineral

Fibromodulina

Interactta con el colageno tipo I y Il

Union a factores de crecimiento

Osteoglicanos

Union a TGF-8

Osteocalcina

Regulacion de la maduracion mineral

Interactta con el colageno tipo I y Il

Trombomodulina
Union a factores de crecimiento

Fibrilina Anclaje de fibras de elastina

Fibronectina Interaccion matriz-célula

Tenactina Diferenciacion temprana de la mesénquima

Prostaglandina Reabsorcion

TGFayB Diferenciacion y sintesis de proteinas

BMP 2-7 Diferenciacion y maduracion

Calcitonina Formacion y reabsorcion

Vitamina A Diferenciacion

Vitamina D Diferenciacion, reabsorcion y sintesis de proteinas
Transporte de proteinas

Albumina

Inhibicion del crecimiento de la apatita
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3. COMPOSICION MACROSCOPICA DEL TEJIDO OSEO

Como ya se ha visto, el hueso se compone de una fraccion mineral, una fraccidon orgénica y
agua, en proporciones variables de un hueso a otro. Al seccionar un hueso y examinarlo se
pueden diferenciar dos tipos de tejidos distintos. Uno con textura densa, denominado hueso
cortical o compacto, recubierto por el periostio. El otro tejido consiste en fibras delgadas y
laminillas que se unen formando una estructura reticulada, la cual se puede denominar hueso

esponjoso o trabecular (Figura 3) (Bilezikian et dl., 2018).

Arteria
osteonal

Conducto de Havers
Osteona

Osteocitos laminares y

Laminillas laminillas circunferenciales

intersticiales

Endostio

Periostio
Fibras
colagenas
Conducto
de Volkman
Osteocito en
laguna
|
Hueso cortical Hueso
esponjoso

Figura 3. Microarquitectura 6sea de un bloque de hueso compacto. La osteona esta constituida por las
laminillas concéntricas y el conducto de Havers. Entre los sistemas de Havers encontramos laminillas
intersticiales, que son restos de sistemas similares mas antiguos que aparecen como consecuencia del

remodelado dseo. La superficie externa del hueso esta cubierta por el periostio, que contiene una capa mas
gruesa de tejido conjuntivo. Las ramas de las arterias nutricias van acompanadas de venas pequenas, y se
encuentran en el interior de los conductos de Havers y Volkman. Estas arterias y venas también irrigan el
endostio y periostio (Adaptado de Servier Medical Art, con licencia para reproduccion Creative Commons
Attribution 3.0).

3.1 Hueso cortical o compacto

El hueso cortical se va a encontrar siempre situado en el exterior de los huesos, mientras que el
hueso trabecular se alberga en su interior. La cantidad de ambos va a variar dependiendo del

tipo de hueso (largo, corto, plano o irregular) y de la parte del hueso. Si observamos
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detalladamente el tejido cortical veremos que es poroso, al igual que el trabecular. La diferencia
entre ambos radica en la cantidad de materia solida y en el tamafio y nimero de poros. En el
hueso cortical los poros van a ser pequefios y presentara abundante materia, mientras que en el
hueso trabecular los poros serdn grandes y la materia estard presente en menor proporcion
(Ontanén et dl., 2000).

Las funciones principales del hueso cortical son de proteccion y mecanicas. Esté calcificado en
un 80-90% de su volumen y representa el 75 % de la masa esquelética total (Bilezikian et dl.,
2018). La sustancia mineralizada se integra en forma de laminillas (Figura 3). Las fibras de
coldgeno se ordenan de manera que en cada laminilla todas las fibras de coldgeno sean paralelas,
aunque su orientacion cambia de una laminilla a la siguiente. En cada osteocito encontramos
cavidades lenticulares denominadas lagunas, las cuales se reparten de forma mas o menos
regular. De cada una de ellas surgen canaliculos que atraviesan las laminillas y se unen con los
canaliculos de las lagunas vecinas. Estos van a permitir el intercambio y la difusion de
metabolitos. En la superficie externa del hueso cortical, debajo del endostio, se encuentran las
laminillas circunferenciales internas y externas. Son similares a los sistemas intersticiales, pero
ocupan zonas limitantes del hueso. Su origen se debe a la actividad osteogénica del periostio y
endostio (Bilezikian et al., 2018).

3.2 Hueso trabecular o esponjoso

El hueso trabecular estd compuesto por una red delgada de trabéculas. Aporta una cuarta parte
de la masa esquelética total. Sus principales funciones son de sostén y metabolica. Al igual que
el cortical, también tiene laminillas con lagunas ocupadas por osteocitos. La diferencia radica
en que, al ser finas las trabéculas, los vasos no penetran en ellas y no hay sistemas de Havers.

Los osteocitos se nutren de los vasos proximos a través de canaliculos (Olszta et dl., 2007).

3.3 Periostio

El periostio es un elemento anatdbmico muy importante en el hueso. Esta formado por una capa
de tejido conjuntivo que envuelve externamente los huesos, y se une a ellos a través de las fibras
de Sharpey. El periostio va a participar en el crecimiento a lo ancho del hueso y en el callo de
fractura. La superficie interna del hueso cortical también se halla tapizada por una capa de tejido
conjuntivo, denominada endostio, la cual es mucho menos activa que el periostio (Pharaon et
al., 2018).
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4. FORMACION DEL HUESO
4.1 Modelado 0seo

El modelado 6seo es el proceso de formacion osea que se produce durante la vida embrionaria
e infancia hasta la madurez esquelética del organismo, donde adquiere su forma definitiva. Se
compone de dos procesos: osificacion endocondral y osificacion endomembranosa (Figura 4)
(Wadsworth, 1988; Florencio-Silva et dl., 2015; Lindhe y Lang, 2017).

Osteoblastos

i«“",,.;' Osteocitos
X=X

Modelo de cartflago
Crecimiento éseo hialino
intramembranoso

* Maxilar inferior

* Maxilar superior

« Craneo Centro
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Figura 4. Modelado 6seo. La flecha verde indica el proceso de formacion endomembranosa. La flecha
naranja indica el proceso de formacion endocondral. Con licencia Copyright Clearance Center para su
reproduccion exclusiva en este documento (Lindhe y Lang, 2017).

4.1.1. Osificacion endocondral

Se trata del tipo de osificacion de la mayoria de los huesos del organismo. El procedimiento
comienza sobre un molde mesenquimatoso, en el cual se produce una transformacion a tejido
cartilaginoso rodeado por pericondrio. La osificacion primaria comienza en el centro de esta
estructura, en la cual los condrocitos se hipertrofian, mineralizan la matriz y liberan sefiales
para la migracion de condroclastos y formacion vascular (FCVE: factor de crecimiento vascular
endotelial). Los vasos sanguineos van a facilitar la llegada de células hematopoyéticas, las
cuales van a interaccionar con el estroma dando lugar a la futura medula 6sea. Las células
pericondriales se convertiran en osteoblastos y produciran una matriz rica en colageno tipo L.
Los condrocitos hipertrofiados sufren apoptosis y seran reemplazados por osteoblastos,
formando la matriz dsea. Posteriormente se formaran centros de osificacion secundaria en las
zonas distales de la estructura cartilaginosa, donde de nuevo los condrocitos dejan de proliferar,
se hipertrofian y emitiran sefiales para la formaciéon de vasos sanguineos y llegada de los

osteoblastos. En medio de los centros de osificacion primarios y secundarios existen unas zonas
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denominadas placas fisarias o de crecimiento, las cuales van a permitir el crecimiento en
longitud del hueso (Lindhe y Lang, 2017).

4.1.2. Osificacion endomembranosa

Se produce en un nimero reducido de huesos. En este caso, existe una produccion “directa” de
hueso sobre una membrana primitiva o maqueta mesenquimatosa. Comienza con un incremento
en la vascularizacion en el rea central de la membrana. Seguidamente, se produce una sustancia
osteoide que se calcifica siguiendo un patron centrifugo. Ejemplos de dicha osificacion son: el

maxilar inferior, la boveda craneal y la clavicula.

4.2 Remodelacion osea

La remodelacion 6sea afecta al hueso durante toda la vida y le permite conservar la homeostasis
mineral y las propiedades mecénicas. La remodelacion se produce a través de las unidades
funcionales elementales del hueso, que dependiendo del tipo de hueso son (Buckwalter et al.,
1996; Haberland et dl., 2001; Ferndndez-Tresguerres et dal., 2006):

- Unidades estructurales elementales (BSU) en el hueso esponjoso.

- Osteonas, en el hueso cortical.

En todo momento, alrededor de un 20% de hueso esponjoso y un 5% de hueso cortical se

encuentran en proceso de remodelacion.

4.2.1. Fases del remodelado 6seo

El tiempo medio del proceso de remodelado completo es de aproximadamente 4 a 6 meses y se
compone de las siguientes fases (Figura 5): activacion, resorcion, reversion, formacion,
mineralizacion y quiescencia. (Fernandez-Tresguerres et dl., 2006; Robling et dl., 2006; Curtis
etal., 2016).

4.2.1.1 Fase de activacion

La remodelacion comienza en aquellas areas en reposo, recubiertas por células del ribete
(microvellosidades de revestimiento), las cuales son capaces de reaccionar ante sefales
activadoras de indole mecanica, hormonal, etc. La activacion va a provocar una degradacion de
una delgada membrana de matriz no mineralizada ubicada por debajo de las células del ribete.
Este proceso va a permitir que los osteoclastos entren en contacto con la matriz mineralizada
(Chambers y Fuller, 1985; Parfitt, 2015).
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Figura 5. Ciclo del remodelado 6seo (Adaptado de Servier Medical Art, con licencia de reproduccion
Creative Commons Attribution 3.0).

4.2.1.2 Fase de resorcion

Comienza con la diferenciacion de los precursores osteoclasticos que se convierten a
osteoclastos maduros (Vaes, 1988). Estas células modulan su actividad en base a estimulos
como la paratohormona (PTH) mediante la sintesis de un factor favorecedor de la
osteoclastogénesis (RANKL), estrogenos o citocinas (Rodan y Martin, 1981; Boyce y Xing,
2008). El osteoclasto, una vez se adhiere a la matriz mineral genera un microambiente acido
que disuelve la fraccion inorganica. Esto va a permitir que el conjunto de enzimas del
osteoclasto sea capaz de degradar la matriz organica (Chambers y Fuller, 1985), generando asi
un laguna de resorciéon denominada “laguna de Howship”. La duracion de esta fase es de unos
30 dias (Parfitt et al., 1983).

El descubrimiento del sistema RANKL/RANK/OPG a mediados de la década de 1990 para la
regulacion de la resorcion 6sea ha supuesto importantes avances en la comprension de como se
regulan el modelado y la remodelacion oOsea. Durante muchos afios antes de este
descubrimiento, se sabia que las células estromales osteoblasticas regulaban la formacion de
osteoclastos, pero no se habia anticipado que lo harian a través de la expresion de miembros de
la superfamilia TNF: receptor activador del ligando NF-kB y osteoprotegerina. (OPG), o que
estas citoquinas y la sefializacion a través del receptor activador de NF-«kB tendrian funciones

extensas mas alld de la regulacion del remodelado 6seo. La sefializacion de RANKL/RANK
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regula la formacion, activaciébn y supervivencia de los osteoclastos en el modelado y
remodelado 6seo normal y en una variedad de condiciones patologicas caracterizadas por un
mayor recambio 6seo. La OPG protege el hueso de una reabsorcion excesiva al unirse a
RANKL y evitar que se una a RANK. Por lo tanto, la concentracion relativa de RANKL y OPG

en el hueso es un determinante importante de la masa y la fuerza dsea (Boyce y Xing, 2008).

4.2.1.3 Fase de reversion

Implica el acoplamiento entre formacion dsea y resorcion. En un periodo de 1-2 semanas se
produce un reclutamiento de células osteoprogenitoras (Hauschka et dl., 1986). Se piensa que
durante la resorcion se liberan factores que estimulan la formacion dsea incluidos en la matriz
como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento insulinico (IGF),
proteinas morfogénicas 6seas (BMP), factor de crecimiento transformante  (TGF-p), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Hauschka et dl., 1986).

4.2.1.1 Fase de formacion

Comienza con la proliferacion de las células osteoprogenitoras, las cuales tapizan el fondo de
las lagunas de Howship. Los osteoblastos comienzan la sintesis de la matriz 6sea proteica
(sustancia osteoide) (Parfitt ef al., 1983; Parfitt, 2015).

4.2.1.2 Fase de mineralizacion

Alrededor de 10-15 dias desde que comienza la fase de formacion, se inicia la mineralizacion,
mediante el deposito de cristales de HA en los espacios interfibrilares de colageno. La fase de
mineralizacion dura aproximadamente de 3 a 5 meses (Parfitt e al., 1983; Parfitt, 2015). Las
células formadoras de hueso concluyen la formacion de la matriz dsea organica, denominada
osteoide. Una vez depositado el osteoide, se produce la mineralizacion, que se lleva a cabo en
el cartilago y matriz extracelular del hueso, asi como en el esmalte, cemento y dentina de los
dientes (Wojciech y Ross, 2020).

4.2.1.3 Fase de reposo o quiescente

En este periodo los osteoblastos son sustituidos por células del ribete, las cuales van a revestir
la superficie 0sea hasta que se produzca una nueva activacion de los osteoclastos (Chambers y
Fuller, 1985; Parfitt, 2015).
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4.2.2. Factores reguladores del remodelado dseo

El balance entre la reabsorcion y la formacion oseas esta influido por una serie de factores,

interrelacionados entre si: factores genéticos, mecanicos, vasculares, nutricionales, hormonales

y locales.

Factores genéticos. Muy importantes en la determinacion de la masa dsea, ya que entre
un 60 y un 80% de esta se encuentra determinada genéticamente. La masa Osea se
transmite de padres a hijos, de tal modo que la predisposicion a padecer osteoporosis es
mayor en hijas de madres que la padecen (Pocock et al., 1987; Grant y Ralston, 1997).
Factores mecanicos. La actividad fisica es fundamental para el correcto
funcionamiento del hueso. Los osteocitos producen mediadores como 6xido nitrico,
prostaglandinas e IGF-I, estimulando su actividad, asi como la de los osteoblastos,
dando lugar a una mayor formacion osea. Por el contrario, la ingravidez, ausencia de
actividad muscular o el reposo tienen un efecto negativo en el hueso, acelerando la
reabsorcion (Morey y Baylink, 1978; Bennett et dl., 2005).

Factores vasculonerviosos. Se ha demostrado que la vascularizacion es imprescindible
para el correcto desarrollo 6seo, permitiendo el aporte de células sanguineas, minerales,
oxigeno, glucosa, iones, hormonas y factores de crecimiento. La vascularizacion
comprende el primer paso para la osificacion: los vasos invaden el cartilago y
seguidamente se produce la reabsorcion 6sea por los osteoclastos de los vasos cercanos.
A su vez, la neoformacion vascular es el primer hecho en la regeneracion dsea o en la
reparacion de fracturas, ya que la existencia de oxigeno es fundamental para que se
produzca la recuperacion total después de una enfermedad o restitutio ad integrum
(Trueta, 1963). En cuanto a la inervacion nerviosa, es imprescindible para el normal
funcionamiento fisiologico del hueso El hueso es inervado por el SNA (sistema nervioso
autonomo) y por fibras nerviosas sensoriales. Las fibras autonomas se han encontrado
en el hueso cortical, endostio, periostio y asociadas a los vasos sanguineos de los
conductos de Volkman, asi como neuropéptidos y sus correspondientes receptores en el
hueso. Algunos ejemplos de la esencialidad de la inervacién son la menor densidad
mineral 6sea presente en mandibulas denervadas o la osteopenia y fragilidad de los
huesos presentes en pacientes con desérdenes neuroldgicos (Fernandez-Tresguerres
Hernandez-Gil et dl., 2006).

Factores nutricionales. Para permitir la mineralizacion 6sea se necesita un minimo de
calcio, estimado en unos 1.200 mg en pacientes jovenes. Tras la menopausia se estima
que se necesitan unos 1.500 mg. Se ha demostrado que hébitos toxicos como el consumo
de alcohol, tabaco, cafeina y exceso de sal son factores de riesgo para la aparicion de

osteopenia (Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil et dl., 2006).

117



MARIO GARCIA GONZALEZ

18 |

Factores hormonales. El desarrollo normal del esqueleto va a estar condicionado por

el correcto funcionamiento del sistema endocrino, fundamentalmente de las hormonas

calcitropicas (calcitonina, parathormona y metabolitos de vitamina D) y de la hormona

somatotropa (GH). Las hormonas trabajan como mensajeros sistémicos que actiian a

distancia de su lugar de produccion (denominado efecto endocrino), pero también

regulan la sintesis y accion de los factores locales, los cuales intervienen en el

metabolismo células (efectos paracrino y autocrino) (Valin et d/., 2001). Las hormonas

mas importantes que participan en el metabolismo 6seo son las siguientes:

Hormonas tiroideas. Por un lado, estimulan la formacién de la matriz osteoide por
los osteoblastos y su mineralizacion, ayudando en la sintesis de IGF-I. Por otro lado,
estimula la reabsorcion al aumentar el nimero y funcion de los osteoclastos (Jodar
Gimeno et dl., 1997).

PTH (parathormona). Es la hormona encargada de controlar la homeostasis del
calcio a través de la accion directa sobre el hueso y el rifién, y de manera indirecta
en el intestino. Favorece la reabsorcion al ser la hormona hipercalcemiante por
excelencia. Se ha demostrado un efecto estimulador en la formacidn 6sea, mediante
la sintesis de TGF-B e IGF-I (Jodar Gimeno et dl., 1997). Este doble efecto se
explicaria dado que la PTH en administracion continua estimularia la reabsorcion
0sea mediante la sintesis de RANKL a través de las células osteoblasticas, mientras
que a dosis intermitentes estimularia la formacion del hueso, asociado a un aumento
de los factores de crecimiento mencionados anteriormente y a una disminucion de
la apoptosis de las células osteoblasticas (Fernandez-Tresguerres et dl., 2006).
Calcitonina. Se produce en las células parafoliculares del tiroides o células C.
Inhibe la reabsorcion 6sea, al reducir el nimero y actividad de los osteoclastos. Esta
accion es transitoria, pues los osteoclastos parecen volverse “impermeables” a la
calcitonina en poco tiempo (Chambers y Magnus, 1982; Farley et dl., 2000;
Inzerillo et al., 2004).

Andrégenos. Desarrollan un efecto anabolizante sobre el hueso, mediante el
estimulo de los receptores de los osteoblastos. También actian como mediadores
en el pico de GH existente durante la pubertad. La deficiencia de androgenos se
asocia a una menor densidad dsea, mientras que la administracion de testosterona
en jovenes antes del cierre epifisario incrementa la masa 6sea. En hembras con
exceso de androgenos se han observado densidades 6seas més altas (Katznelson et
al., 1996; Falahati-Nini et dl., 2000; Fernandez-Tresguerres et dl., 2006).
Estrogenos. Son fundamentales para el cierre de los cartilagos en conjuncion. Se

ha demostrado que presentan un papel importante en el desarrollo esquelético tanto
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masculino como femenino durante la adolescencia. Su efecto es doble en el
metabolismo 6seo: por un lado, disminuyen la reabsorcidn, y por otro favorecen la
formacion osea al aumentar la funcién y el nimero de osteoblastos. Se han descrito
receptores de estrogenos en osteocitos, osteoblastos y osteoclastos humanos
(Almeida et dl., 2013; Melville et dl., 2014).

1,25(OH);, vitamina D3 o calcitriol. Se trata de una hormona esteroidea que
favorece la absorcion del calcio y fosfato a nivel intestinal y, por tanto, la
mineralizacion. Es esencial para el crecimiento normal del esqueleto (Raisz, 1993;
Fernandez-Tresguerres et dl., 20006).

Progesterona. Desarrolla un efecto anabolizante sobre el hueso, bien directamente
mediante los osteoblastos, que poseen receptores para la hormona o bien
indirectamente, mediante la competicion por los receptores osteoblasticos de los
glucocorticoides (Sarinho y Melo, 2017).

Insulina. Estimula la sintesis de la matriz directa e indirectamente, mediante el
aumento de la sintesis hepatica de IGF-I (Yakar y Rosen, 2016).
Glucocorticoides. tiene efectos catabolicos sobre el hueso a dosis altas, debido a
que inhiben la sintesis de IGF-I por los osteoblastos, y suprimen directamente la
BMP-2 y el factor de unién central al (Cbfa-1), factores criticos para la
osteoblastogénesis (Yakar y Rosen, 2016). Se ha demostrado que a dosis
fisiologicas tienen capacidad osteogénica favoreciendo la diferenciacion
osteoblastica (Canalis y Delany, 2002).

Hormona del crecimiento (GH). Sobre el hueso tiene dos acciones. Actia
directamente sobre los osteoblastos estimulando su actividad, lo que da lugar a un
aumento en la sintesis de osteocalcina, colageno y fosfatasa alcalina. Por otro lado,
actiia indirectamente mediante el aumento de la sintesis de IGF-I y II por los
osteoblastos. Estos factores favorecen la diferenciacion y proliferacion de los

osteoblastos, aumentando su funcidon y numero (Siddiqui y Partridge, 2016).

= Factores locales. Destacan los factores de crecimiento, proteinas de la matriz 6sea y

citoquinas (Tabla 3).

Factores de crecimiento. Son polipéptidos que se producen por las propias
células dseas o en tejidos extradseos. Actiian como moduladores de las funciones
celulares, fundamentalmente sobre la diferenciacion, crecimiento y proliferacion

celular.
v" IGF-1 y II (Factor de crecimiento insulinico I y II). Se encuentran en
altas concentraciones en la matriz osteoide. Favorecen la sintesis de

coldgeno al aumentar la funcién y nimero de osteoblastos (Cohick y
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Clemmons, 2003). Los IGF estan regulados por factores de crecimiento
locales y hormonas. De este modo, los estrogenos, la GH y la PG aumentan
su produccion, mientras que los glucocorticoides la inhiben (Kawakami et
al., 1998; Fernandez-Tresguerres et dl., 2006).

TGF-p (Factor de crecimiento transformante-f§). Son una superfamilia
de proteinas muy abundantes en el tejido 6seo. Se encuentran en la matriz
de forma latente y su actividad tiene lugar durante la reabsorcion
osteoclastica (Kudo et dl., 2010). TGF-$ es un potente estimulador de la
formacion dsea, ya que potencia la diferenciacion osteoblastica y sintesis
de la matriz osteoide, e inhibe la sintesis de proteasas. También inhibe la
reabsorcion al reducir la formacion y diferenciacion de los osteoclastos
(Mishina et al., 2004).

BMP (Proteinas morfogénicas déseas). Se incluyen dentro de la familia
de los TGF-B. Son 15 proteinas con capacidad para conseguir la
transformacion del tejido conjuntivo en 6seo, por lo que son consideradas
osteoinductivas. También estimulan la diferenciacion de células
pluripotenciales hacia diferentes lineas celulares (tejido adiposo, cartilago
y hueso). Abundan en el tejido 6seo y durante el proceso de embriogénesis
participan en la formacion del hueso y cartilago (Canalis ef al., 2003).
PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas). Tiene una doble
funcion, estimulando la sintesis proteica llevada a cabo por los
osteoblastos por un lado y, por otro lado, favorece la reabsorcion oOsea.
Otros efectos son: proliferacion de células musculares lisas, de
fibroblastos, la neovascularizacion y la sintesis de colageno, por lo que
también favorece la cicatrizacion (Nash et dl., 1994).

FGF (Factor de crecimiento fibroblastico). Se trata de un anabolizante
6seo, ya que es mitdgeno de los osteoblastos y de las células endoteliales
vasculares, asi como de los fibroblastos (Marie, 2003).

EGF (Factor de crecimiento epidérmico). Se trata de un potente
mitogeno de las células de origen mesodérmico y ectodérmico. Se sintetiza
en multiples tejidos del organismo, por lo que podria estar involucrado en
diversas funciones bioldgicas, alin no bien esclarecidas. Respecto al hueso
podria tener una doble accion formadora y destructora, si bien ésta tltima
es la més conocida (Fernandez-Tresguerres et dl., 2006).

VEGTF (Factor de crecimiento vascular endotelial). E1 VEGF induce a

angiogénesis y la proliferacion endotelial vascular. Produce vasodilatacion
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y un incremento de la permeabilidad vascular. Se produce en situaciones
de hipoxia y actualmente se esta considerando como uno de los factores
claves en el desarrollo de las primeras fases del proceso de reparacion de
fracturas y regeneracion Osea, asi como en el desarrollo tumoral
(Fernandez-Tresguerres et dl., 2006).

v' GM-CSF (Factor estimulante de colonias de granulocitos vy
macroéfagos). El factor estimulador de colonias de granulocitos y
macroéfagos es importante para la osteoclastogénesis y puede intervenir en
la patogenia de la osteopetrosis (Na et dl., 2016).

v M-CSF (Factor estimulante de colonias de macrofagos). El factor
estimulador de colonias de macrofagos es producido por los osteoblastos
y células del estroma medular y es requerido como factor esencial en las
primeras fases de la osteoclastogénesis para la formacion de células
gigantes multinucleadas, pero no tiene efecto sobre la actividad
osteoclastica (Yang et al., 1996).

v" TNF (Factor de necrosis tumoral). El factor de necrosis tumoral in vitro
estimula la reabsorcion y se le ha relacionado con la pérdida dsea de la
artritis y de la enfermedad periodontal (David y Schett, 2010).

Proteinas de la matriz. Desarrollan un papel como moduladores de los factores
de crecimiento (Young, 2003). Estas proteinas se hallan en una concentracion mil
veces mayor que los factores de crecimiento, por lo que podrian llevar a cabo un
papel mas importante en la regulacion de las funciones celulares. Por otro lado,
este tipo de proteinas también participan en la regulacion de la diferenciacion de
las células contenidas en la matriz (Ferndndez-Tresguerres et al., 20006).

Citoquinas. Se trata de polipéptidos que se sintetizan en células monociticas y
linfociticas, y desarrollan un papel muy importante en multiples funciones
celulares, como la respuesta inmunolédgica, la hematopoyesis y la inflamacion.
También poseen efecto paracrino y autocrino. Las més importantes son (Tabla 3):

v Interleuquina 1 (IL-1). Directamente estimula la reabsorcion
osteocléstica, incrementando la diferenciacion y proliferacion de los pre-
osteoclastos, asi como la actividad osteoclastica e inhibiendo la apoptosis
de los osteoclastos (Compston, 2001). Son 3 moléculas diferentes
relacionadas: IL-1a, IL-1p y Antagonista del receptor de IL-1, siendo esta
ultima inhibidora del efecto de las dos primeras. Su accién sobre la
reabsorcion es directa e indirecta, a través de la sintesis de prostaglandinas

(Fernandez-Tresguerres et dl., 2006).
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v" Interleuquina 6 (IL-6): Estimula la reabsorcion 6sea. Se ha demostrado

que puede estar implicada en la patogenia de la enfermedad de Paget. Se
cree que juega un papel importante en las etapas iniciales de la
osteoclastogénesis. Se produce en respuesta a PTH, IL-1 y 1,25(OH).Ds
(Cheng et dal., 1997).

Interleuquina 11 (IL-11). Se produce en la medula 6sea e induce la
osteoclastogénesis (Fernandez-Tresguerres et dl., 2006).
Prostaglandinas (PG). En estudios realizados in vivo, se han medido
niveles de PG en el liquido cervicular, demostrando su participacion en la
destruccion dsea que tiene lugar en la enfermedad periodontal. En estudios
realizados in vitro, se ha visto que favorecen la reabsorcidon Osea, sobre
todo la PGE, aunque también la PGE:, PGG> PGl, y PGH> (Gardner et
al., 2001).

Tabla 3. Clasificacion de los factores locales de remodelado 6seo de acuerdo con su accion en el

metabolismo 6seo (Fernandez-Tresguerres et dl., 2006).

Estimulan formacion

Inhiben

Estimulan reabsorcion e

Factores de

BMP-2 (Proteina mofogenética dsea-2
BMP-4 (Proteina mofogenética dsea-4
BMP-6 (Proteina mofogenética dsea-6

~ — — ~—

BMP-7 (Proteina mofogenética dsea-7
IGF-I (Factor analogo a la insulina I)
IGF-II (Factor analogo a la insulina Il)
TGF-B (Factor transformante del
crecimiento B)

TNF (Factor de necrosis
tumoral)

EGF (Factor de crecimiento
epidérmico)

PDGF (Factor de crecimiento
derivado de las plaquetas)
FGF (Factor de crecimiento

crecimiento o fibroblastico)
FGF (Factor de crecimiento .
. .. M-CSF (Factor estimulante de
fibroblastico) . i
L. . colonias de macrofagos)
PDGF (Factor de crecimiento derivado .
GM-CSF (Factor estimulante
de las plaquetas) . .
. de colonias de granulocitos y
VEGF (Factor de crecimiento vascular i
. macrofagos)
endotelial)
IL-1 (Interleuquina-1)
IL-6 (Interleuquina-6)
IL-8 (Interleuquina-8) IFN-y (Interferon
IL-11 (Interleuquina-11) Y)
Citoquinas PGE: (Prostaglandina E-2) IL-4

PGE1 (Prostaglandina E-1) (Interleuquina-4)

PGl (Prostaglandina I-2)
PGH: (Prostaglandina H-2)
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4.3 Envejecimiento dseo

El mantenimiento de la masa dsea se consigue gracias al equilibrio entre formacion y resorcion,
el cual desaparecera con el envejecimiento provocado por una disminucién progresiva del
grosor de las unidades estructurales elementales (Lips et al., 1978; Chan y Duque, 2002).
Durante el climaterio, la bajada de estrogenos provoca una aceleracion de la remodelacion 6sea
(Chavassieux y Meunier, 1995). Este mecanismo hace que las trabéculas dseas se adelgacen,
perjudicando la microarquitectura e incrementando el riesgo de fractura (Parfitt et al., 1983;
Aaron et al., 1987; Weinstein y Hutson, 1987; Mellish et dl., 1989).

5. PROPIEDADES MECANICAS DEL HUESO

Debido a la amplia capacidad de movimientos del cuerpo, los huesos pueden someterse a
diferentes tipos de fuerza, ya sea de traccidon, compresion o cizalladura. El hueso cortical es el
encargado de resistir la mayor parte de la carga a la que se ven sometidos los huesos. Las fuerzas
de compresion son trabajadas fundamentalmente por el hueso trabecular, gracias entre otras
caracteristicas a la de proporcionar ligereza a los huesos en detrimento de su solidez (Ontafion
et dl., 2000; Forwood, 2018).

En las propiedades mecanicas del hueso van a influir factores como la edad, la localizacion del

hueso o la presencia de algun tipo de enfermedad (Tabla 4).

Tabla 4.- Propiedades mecanicas del hueso. Los valores registrados en los ensayos mecanicos vienen
influidos por las condiciones experimentales tales como el grado de humedad, la temperatura o si ha sido

congelado para su conservacion, entre otras (Proubasta et dl., 1997).

Resistencia Médulo de Young
Hueso Tipo de carga .
maxima (MPa) (GPa)
. Longitudinal 79-151 17-20
Traccion

Transversal 51-56 6-13

Cortical , Longitudinal 131-224 17-20
Compresion

Transversal 106-133 6-13

Torsion 53-80 3.3
Compresion 3-20 0.2-5

Trabecular Torsion 6.6

Traccion 1.5-5.0 0.1-3

Las propiedades mecénicas de los huesos formados principalmente por tejido cortical van a
depender de la direccion de aplicacion de las fuerzas. Asi, la resistencia va a ser mayor cuando
la fuerza se aplica verticalmente al eje longitudinal, mientras que, si la fuerza actiia de manera

oblicua al hueso, la resistencia disminuira. En los huesos constituidos por tejido esponjoso la
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resistencia sera mayor cuando la fuerza sea aplicada en la direccion principal de las trabéculas
6seas. La medida de las propiedades mecanicas del hueso trabecular va a ser mas compleja que
en el caso del hueso cortical, dado el pequeno tamafio de las trabéculas y la poca cantidad

presente en ciertos huesos (Proubasta et al., 1997; Ontafion et al., 2000).

6. INGENIERIA TISULAR ORTOPEDICA Y REGENERACION OSEA

La ingenieria tisular abarca un area de conocimiento que en los ultimos afios ha evolucionado
sustancialmente. Se han publicado éxitos en la obtencién de crecimiento in vitro de diversos
tejidos como vasos sanguineos, musculos, ligamentos, cartilago y hueso. Estos logros se han
llevado a cabo gracias a un enfoque multidisciplinar en el que juega un papel sustancial el
continuo y rapido avance que ha demostrado la biologia celular en los Gltimos afios, en cuanto
a la mejora del conocimiento de las células madre y sus interacciones con el ambiente en el que
se hallen (Finkemeier, 2002).

La ingenieria tisular ortopédica consiste en la regeneracion del tejido 6seo perdido a raiz de
traumatismos o enfermedades. Para conseguir este objetivo, se emplean diferentes técnicas y
métodos dirigidos hacia la regeneracion del tejido 6seo dinamico con sus diferentes tipos de
células, fraccion mineral y matriz extracelular (Yoshikawa, 2000). La respuesta celular a los
biomateriales empleados se estudia inicialmente en medios de cultivo in vitro. Después, se
comprueba la existencia de regeneracion en modelos animales para finalmente proceder al
estudio sobre humanos bajo una serie de condiciones éticas previamente establecidas (Sung et
al., 2004; Weir et al., 2004).

Hoy en dia nos encontramos ante un incremento sustancial en la utilizacion de tejidos y células
humanas en la practica e investigacion clinica. Se considera que el tejido 6seo es el segundo
mas trasplantado, junto con los derivados hematoldgicos (como el plasma rico en plaquetas)
son muy de lejos los mas comunes. Anualmente se realizan mas de 500.000 intervenciones con
injertos Oseos en Estados Unidos, y cerca de 2.2 millones alrededor de todo el mundo con la
finalidad de reparar defectos 6seos en odontologia, neurocirugia y ortopedia (Campana et dl.,
2014).

Actualmente, se considera un reto para los profesionales sanitarios el tratamiento de
complicaciones derivadas de patologias dseas postraumaticas como pueden ser pseudoartrosis,
consolidaciones viciosas o retardos en la consolidacion. Las técnicas de regeneracion 6sea son
también importantes en procedimientos como tumores Oseos, deformaciones congénitas o

fusiones espinales (Gonzalez-Alconada, 2016).
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La investigacion en regeneracion 6sea tuvo sus inicios en la década de 1960 cuando Burwell
(1964) confirmo la osteogénesis de la médula dsea y Urist (1965) descubrié morfogenos 6seos.
Los avances cientificos en la ingenieria del tejido 6seo se lograron asi a través de un
conocimiento profundo de la biologia de las células dseas y el progreso en el aislamiento, la
purificacion y la generacion a escala comercial de factores de crecimiento especificos de los
huesos. A partir de estos hallazgos evolucionaron dos escuelas de pensamiento relacionadas
con la ingenieria del tejido dseo: la reparacion osea se logrd, por un lado, mediante el uso de
terapias basadas en células (Tabla 5); mientras que, por otro lado, la regeneracion désea se
abordo utilizando una variedad cada vez més diversa de tecnologias de crecimiento (Tabla 6)
(Shrivats et al., 2013).

Actualmente, el gold standard en terapia de resolucion de defectos 6seos es el empleo de injerto
corticoesponjoso autdlogo de la cresta iliaca. Esta variedad de injerto se caracteriza por una
disponibilidad limitada de hueso y por la posibilidad de ocasionar morbilidad en el sitio
donante. Estas circunstancias han motivado el desarrollo de nuevas técnicas de regeneracion
Osea a través de sustitutos naturales o sintéticos, moléculas inductoras y/o células con capacidad

osteogénica como las MSC (Campana et dl., 2014).

6.1 Requisitos de los materiales para regeneracion osea

Los andamios o scaffolds son aquellas estructuras que se emplean en la restauracion de la
funcionalidad de un 6rgano de forma permanente o temporal (Bohner ef dl., 2005). Un andamio
ideal para la regeneracion 6sea debe poseer (Burg et al., 2000; Hutmacher, 2000; Danoux e dl.,
2014; Corcione et dl., 2017):

e Bioactividad: el material debe tener la capacidad de provocar una respuesta en el
organismo que le permita formar un enlace directo con el hueso sin interposicion de una
capsula fibrosa. De este modo, se puede garantizar una correcta interacciéon material-
hueso, permitiendo la presencia de las células dseas necesarias para el proceso de

regeneracion sobre la superficie del material.

e Biocompatibilidad: ausencia de reacciones alérgicas, inmunitarias, de rechazo, etc., en

el contacto entre el material y los tejidos.

e Resistencia mecanica: el disefio del material debe poseer las propiedades mecénicas
adecuadas para restablecer la funcionalidad del esqueleto desde los primeros momentos

de la recuperacion.

e Una degradacion controlada y velocidad de reabsorcion que sea similar a la velocidad

de crecimiento del tejido. De este modo, se favoreceria una rapida recuperacion de la
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zona afectada. Los productos de degradacion no deben ser toxicos para el organismo, y
deben poderse eliminar bien metabolizados o bien en los procesos fisioldgicos

normales.

Alta porosidad para poder permitir la invasion celular y el transporte de fluidos para

hacer llegar los nutrientes y favorecer la eliminacion de residuos.

Propiedades superficiales que estimulen la adhesion, diferenciacion celular y

proliferacion.

Capacidad para facilitar el proceso de revascularizacion en la zona afectada,
garantizando el suministro de nutrientes y oxigeno, precursores celulares y moléculas
que intervendran en el proceso de regeneracion (proteinas morfogenéticas, hormonas,

entre otras).

Facilidad de uso. Su disefio debe ser facil de manipular, y debe de ser posible su
esterilizacion rutinaria. En cuanto a la practica quirargica, esta debe ser lo mas facil
posible y lo menos agresiva de cara al paciente. Un material idoneo puede fracasar si la

implantacion por parte del cirujano se complica.

6.2 Técnicas de regeneracion osea

Actualmente, existen diferentes técnicas de regeneracion tisular y dsea que emplean diversos

agentes y biomateriales “biolégicamente activos” (Esposito et al., 2010):

L

II.

26|

Injertos de hueso autégeno. Se trata de injertos 6seos tomados de un sitio adyacente o
remoto del mismo paciente, y son utilizados para reconstruir un area deficiente. Son
considerados el material de eleccion, es decir, el gold standard. Son bioldégicamente
compatibles, ya que son del mismo paciente y proporcionan un andamio en el que puede
crecer hueso nuevo. El tejido dseo del interior de la boca se puede utilizar para requisitos
de injerto relativamente pequefios o huesos como el de la cadera (cresta iliaca) para
voliimenes 6seos mas grandes. Todos requieren cirugia en un segundo lugar y, por lo
tanto, se debe considerar la morbilidad del sitio donante (Palmer y Palmer, 1999; Osorio
et dl., 2020).

Aloinjertos. Se trata de injertos 0seos extraidos de caddveres y procesados mediante
métodos como congelacion o desmineralizacidon y congelacion. Luego, los injertos se
esterilizan y se suministran mediante bancos de tejidos con licencia especial de varias
formas convenientes, como particulas 6seas o bloques grandes. Son reabsorbibles
(Esposito et dl., 2010; Osorio et al., 2020).
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Tabla 5. Tipos de células utilizadas en ingenieria del tejido 6seo. Adaptado de (Szpalski et dl., 2012; Liu
et dl., 2015; Csobonyeiova et dl., 2017)

. . Multipotente / . . .
Tipo de célula . . Potencial Ventajas Inconvenientes
diferenciada
Morbilidad del donante
Potencial proliferativo
) Adquisicion limitado
] ] Potencial para neo- . .
Médula 6sea - ) o relativamente facil Menos células en
] Multipotente vascularizacion o .
células madre i Caracterizacion comparacion con otras
Osteogénico
extensa fuentes
Depende de la edad y de
la salud del donante
] Elevada proliferacion )
Células , ) No excesivamente
. Multipotente Osteogénico Morbilidad minima del )
umbilicales caracterizadas
donante
MSC (pulpa
dental, ) L Abundantes No excesivamente
] Multipotentes  Osteogénico L L )
células madre Facil adquisicion caracterizadas
gingivales)
Facil adquisicion
Células madre Potencial para Caracterizacion
. ) o Morbilidad del donante
derivadas de  Multipotente neovascularizacion  extensa

(debido a anestesia)

adipocitos Osteogénico Capaz de crecer en
condiciones no ideales
No multipotente
, ) Potencial de
Facil adquisicion )
L proliferacion limitado
(sangre periférica,
. Las diferencias en los
sangre del cordon
Potencial para procedimientos de
. umbilical)
EPCs, en neovascularizacion aislamiento y cultivo
. . s s . . . . Abundante sre .
concreto Linaje dirigido  Diferenciacion ) dificultan los estudios
i Morbilidad minima del
ECFC osteogenica comparativos sobre la

donante
Pueden ser cosechadas
a partir de células

madre o medula 0sea

funcionalidad de EPC
Requiere células
cosechadas para
estabilizacion para

neovascularizacion

MSCs: Células madre mesenquimales; EPCs: Células progenitoras endoteliales; ECFC: Células formadoras de colonias

endoteliales
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Tabla 6. Comparacion de los tipos de tecnologias de crecimiento disponibles en bioingenieria 6sea.
Adaptado de (Shrivats et dl., 2013; Turnbull et dl., 2018).

Tipo de andamio 6seo

Ventajas

Inconvenientes

Metales (o aleaciones
de metales).

Por ejemplo: titanio,
cobalto, niquel,

tantalio, acero

Biocompatible.

Propiedades mecanicas superiores
que podria ser (til en situaciones de
crecimiento lento de los huesos

La bioactividad se puede mejorar

Caros
Biodegradabilidad pobre
La posible liberacion de iones puede causar

toxicidades locales y distales

inoxidable mediante técnicas de modificacion
de superficies
Técnicas de fabricacion establecidas
y ya en uso clinico
Hidrogeles Generalmente biocompatible Manipulacion fisica limitada

Por ejemplo: colageno,
gelatina, alginato,
acido hialurénico,
fibrina, poli (6xido de

etileno), poli (etilén

El alto contenido de agua permite la
encapsulacion y el crecimiento
celular. Propiedades mecanicas
controlables y biodegradabilidad.

Liberacion de biomoléculas

Resistencia mecanica limitada. El aumento
de las propiedades mecanicas del gel puede
reducir la supervivencia y la funcionalidad
de las células.

Se requieren optimizaciones que requieren

glicol) sintonizables mucho tiempo, particularmente para
Patrones 3D para imitar la/s aplicaciones de bioimpresion
microarquitectura/s de tejidos La bioactividad depende de la composicion
Composiciones multimateriales y las propiedades del gel.

Polimeros Bajo costo. Biocompatible Propiedades mecanicas limitadas

- Naturales (alginato,
gelatino, quitosano,
seda)

-Sintéticos
(policaprolactona,

acido polilactico...)

Biodegradabilidad ajustable
Las propiedades mecanicas y la
bioactividad se pueden controlar

ajustando las composiciones

Puede carecer de bioactividad
Rendimiento y pureza afectados por la
calidad de fabricacion

Se requieren optimizaciones que requieren
mucho tiempo, particularmente para

aplicaciones de bioimpresion y compuestos

Bioceramicas

Por ejemplo: fosfato
tricalcico, (nano)
hidroxiapatita, fosfato

calcico bifasico

Las propiedades osteoinductoras y
osteoconductoras mejoran la
osteointegracion

Biocompatible, similar al contenido
mineral dseo nativo. Facilidad de
fabricacion, entrega y bajo coste p.

Ej., Pasta, inyectable, bioimprimible

La fragilidad inherente limita su propiedad
mecanica cuando se usa de forma aislada
Degradacion y reabsorcion incontroladas in
vivo

Inadecuado para la encapsulacion celular

cuando se usa de forma aislada

Vidrios bioactivos
Por ejemplo: Vidrio
4555

Las propiedades osteoconductoras
mejoran la osteointegracion.
Biocompatible

Bioactividad sintonizable

Ya en uso clinico

La fragilidad inherente limita su propiedad
mecanica cuando se usa de forma aislada
Manipulacion fisica limitada

Mal control de la reabsorcion.

Liberacion potencial de iones toxicos
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III.  Xenoinjertos. Se trata de injertos extraidos de animales como la vaca. Estos se procesan
para eliminar completamente el componente organico (Wenz et dl., 2001; Osorio et dl.,
2020).

IV.  Materiales de injerto aloplasticos. Estos sustitutos 0seos sintéticos incluyen fosfatos
de calcio y vidrios bioactivos. Los aloplasticos proporcionan un marco fisico para el
crecimiento 6seo. Algunos clinicos utilizan estos materiales en combinacion con
injertos de hueso autégeno. Estos materiales pueden o no reabsorberse con el paso del
tiempo (Soares et dl., 2018; Turnbull ez al., 2018).

V. Regeneracion o6sea guiada (GBR). Esta técnica utiliza membranas altamente
bioldgicas que actuan como barreras especiales para proteger los defectos del
crecimiento interno de células de tejido blando, de modo que las células progenitoras
6seas puedan desarrollar hueso sin inhibiciones. El crecimiento de tejido blando puede
alterar o prevenir totalmente la osteogénesis en un defecto o herida. Las membranas
pueden ser reabsorbibles o no reabsorbibles Ejemplos de membranas son
politetrafluoroetileno expandido, coldgeno porcino y poliglactina. (Lethaus et al.,
2010).

VI.  Proteinas morfogénicas 6seas (BMP) y plasma rico en plaquetas (PRP). Las BMP
son una familia de proteinas presentes de forma natural en los huesos y responsables de
la activacion del desarrollo 6seo. Las BMP pueden estimular la formacion de hueso.
Pueden incorporarse en cualquiera de los tipos de injertos anteriores. Los factores de
crecimiento y PRP se utilizan para promover la formacion de hueso (Valentin-Opran et
al., 2002; Schuckert ez al., 2011; Lopez et al., 2019).

En implantologia oral, uno de los desafios mas comunes es la deficiencia de la altura o el ancho
del hueso alveolar mandibular o maxilar. Las causas de la pérdida osea incluyen procesos
patologicos como traumatismos, enfermedad periodontal, resecciones de tumores y
malformaciones congénitas (Esposito et al., 2009). Actualmente, las técnicas disponibles que
permiten el uso de implantes largos sin reducir el tamano vertical de la corona son: aumento de
la base del seno maxilar, colocacion de implantes pterigoideos y transposicion del nervio
dentario (Krekmanov et al., 2000). Para modificar la relacion de longitud corona-implante, se
pueden utilizar otras técnicas como la GBR, el injerto 6seo autdlogo y la distraccion alveolar
vertical (Pérez-Sayans et al., 2018). Todas estas técnicas aumentan la altura de la cresta alveolar
y, por lo tanto, permiten la utilizacion de coronas mas cortas e implantes grandes (Somoza-
Martin et al., 2020).
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6.3 Reparacion de fracturas o defectos oseos en la practica clinica

En ingenieria tisular ortopédica, el objetivo fundamental a la hora de reparar defectos 6seos es
aportar un injerto que cumpla el méximo de las propiedades biomecanicas de un hueso sano.
En este sentido, los injertos que presentan propiedades mecéanicas adecuadas se pueden emplear
en sitios de carga. También se pueden emplear injertos con peores propiedades siempre y
cuando favorezcan una rapida formacion de hueso mecénicamente competente. Hay que tener
en cuenta que el proceso de sustitucion por hueso sano es bastante prolongado (1-2 afios), por
lo que se necesita un equilibrio excelente entre la construccion de hueso nativo y la degradacion

progresiva del injerto (Vunjak-Novakovic y Goldstein, 2005).

Generalmente, el hueso posee una gran capacidad para la curacién, por lo que suele ser
suficiente conseguir una alineacion tolerable y una fijacion estable a la hora de la reconstruccion
Osea tras una enfermedad o traumatismo. No obstante, en determinadas situaciones clinicas la
reparacion natural puede ser inadecuada o demasiado lenta, por lo que se requiere algun tipo de

técnica de regeneracion (Staubli ef al., 2003).

El injerto del defecto se puede realizar de manera aguda (por ejemplo, rellenando el defecto con
sustitutos 6seos) (Staubli et dl., 2003), o de manera progresiva mediante una distraccion del
callo con un alargamiento de la diafisis (Vunjak-Novakovic y Goldstein, 2005). Por desgracia,
las técnicas de relleno estan limitadas a segmentos que permitan una fijacion rigida y un
adecuado aporte vascular. La mayor parte de sus desventajas se limitan a cuestiones técnicas o
al tiempo necesario para la formacioén de hueso que permita una carga completa (Azar ef dl.,
2020).

El tratamiento quirirgico de los defectos ¢seos utilizando auto y aloinjerto ha demostrado
mejorar la capacidad de reparacion de defectos dseos en mayor o menor medida. Sin embargo,
actualmente ninguno de los tejidos utilizados presenta todas las caracteristicas ideales
(Finkemeier, 2002; Corcione et dl., 2017; Ferri et dl., 2018). La ingenieria tisular puede aportar
en este sentido la combinacién de los avances en el campo de la biologia celular y los
biomateriales. De este modo, se podria conseguir un injerto que reuna la mayoria de las
caracteristicas ideales (Hubbell, 1999; Cancedda et dl., 2003; Corcione et dal., 2017).

7. DISTRACCION OSTEOGENICA
7.1 Concepto y bases clinicas

La distraccion osteogénica (DO) es una técnica quirurgica que permite la formacion de hueso

nuevo entre dos segmentos separados mediante osteotomia, gradualmente alargados por
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traccion incremental del callo 6seo formado entre los fragmentos, con la simultdnea expansion
del tejido adyacente (Saulacic et al., 2004).

La base bioldgica de la DO se llama callotasis (etimologicamente: fasis = alargamiento), que
es el alargamiento progresivo del callo formado alrededor de los segmentos 6seos creados por
la osteotomia. Este proceso de elongacion es progresivo, lo que permite la preservacion del
torrente sanguineo. El mecanismo de regeneracion 6sea se compone de dos procedimientos:
histogénesis (alargamiento de los tejidos blandos, vasos sanguineos, nervios y mucoperiostio)

y osteogénesis (creacion del callo y generacion de hueso nuevo) (Saulacic ef al., 2008).

La técnica de DO comprende las siguientes fases: (A) cirugia (osteotomia), (B) latencia, (C)
distraccion y (D) consolidacion (Figura 6). El periodo de distraccion incluye dos fendmenos
diferentes: la frecuencia de distraccion (que es la cantidad de activaciones de distraccion que se
realizan por dia) y la tasa o velocidad de distraccion (que es la cantidad diaria de hueso ganado
entre el hueso basal y el fragmento de transporte, medido generalmente en milimetros por dia)
(Hariri et al., 2019; Somoza-Martin et al., 2020; Li et dl., 2021).

Hematoma W Stretched callus
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Angiogenic ‘ Osteogenesis . I Bone ‘
response { remodeling \
| | r, J
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Figura 6. Proceso de distraccion osteogénica en un hueso largo. (A) Fase de latencia, (B) Fase de
distraccion, (C) Fase de consolidacion, (D) Diagrama esquematico del proceso de distraccion. Los procesos
biologicos de la fase de latencia incluyen la inflamacion del hematoma, el reclutamiento de células madre
mesenquimales y la respuesta de angiogénesis. Los procesos biologicos de la fase de distraccion incluyen la
formacion del callo, la angiogénesis y la osteogénesis. Los procesos bioldgicos de la fase de consolidacion

incluyen la formacion osea, el reclutamiento de osteoclastos y la remodelacion 6sea. Con permiso de
reproduccion mediante licencia Creative Commons (CC BY NC ND 4.0). (Li et al., 2021).
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Bernhard von Langenbeck llevd a cabo, en 1869 la primera investigacion experimental sobre
distraccion de huesos largos (Von Langebeck, 1869). El primer estudio sobre distraccion oral
fue realizado por Rosenthal en 1927 (Saulacic et al., 2004). Ante las numerosas complicaciones
que se presentaron, varios autores criticaron el procedimiento. En el hueso mandibular
membranoso humano, la primera distraccion osteogénica fue realizada por Snyder et dl., en
1973. Sin embargo, Gabriel Abramowitch Ilizarov ya desarrolld la técnica completa en la
década de 1950, realizando numerosos experimentos en perros. Gracias a este autor se logré un
gran avance en el uso clinico del procedimiento. Ilizarov también definid la base biologica de
la osteogénesis por distraccion: (1) la influencia del principio tension-estrés, (2) la forma osea
y la influencia de la masa, y (3) la influencia de la interaccion entre la carga mecanica y el

suministro de sangre (Ilizarov, 1989a; b).

Podemos diferenciar entre dos tipos de dispositivos de distraccion: extradseos e intradseos.
Dependiendo de su funcion, también existe una distincion entre distractores-implantes y
distractores. Finalmente, los dispositivos de distraccion se pueden clasificar en horizontales o

verticales segun la direccion del segmento de hueso nuevo regenerado (Esposito et dl., 2010).

En una revision sistemadtica, Esposito et al. (2010) no obtuvieron pruebas suficientes sobre cual
era el mejor procedimiento. Sin embargo, informaron que la distraccion osteogénica alveolar
vertical (VAOD) tenia la mejor capacidad de regeneracion vertical entre los procedimientos

existentes.

7.2 Biologia de la distraccion osteogénica.

En la fase de latencia, los segmentos 0seos se fijan durante 5-7 dias después de la osteotomia,
tal y como sugiri6 Ilizarov en 1989. La expresion de IL-1, IL-6, BMP-2 y BMP-4 se regulan
positivamente durante la fase de latencia y posteriormente vuelven a la linea de base (Al-Aql et
al., 2008). Posteriormente, la fase de distraccion se realiza a un ritmo/velocidad controlado
(alrededor de 1 mm/dia) y frecuencia (1-4 veces/dia) hasta que se obtiene el alargamiento
deseado (Ilizarov, 1989b; Pérez-Sayans et dl., 2018). Durante la fase de distraccion, la
expresion de IL-6 se regula de nuevo, lo que desempefia un papel en la osificacion
intramembranosa al promover la diferenciacion de las células en el linaje osteoblastico (Cho et
al., 2007; Al-Aql et al., 2008). Se ha demostrado en varios estudios el efecto directo de la
tension mecdnica en la mejora de la actividad de los osteoblastos y la promocion de la
diferenciacion osteoblastica de las MSC (Guo et 4al., 2015; Li et al., 2021; Wu et al., 2018).

Ademas, también se ha demostrado que la tension causada por la distraccion podria regular al

alza la expresion de neurotrdficos (factor de crecimiento nervioso, factor neurotrofico derivado
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del cerebro y neurotréfico-3) y sus receptores (quinasas A, B y C relacionadas con la
tropomiosina) para mejorar la osteogénesis durante la DO (Aiga et dl., 2006), lo que sugiere la
importancia de la respuesta neural inducida por tension durante la DO. La expresion de IGF-1
y de FGF-$ también aumenta durante esta fase (Al-Aql et dl., 2008). Ademas, VEGF y la
expresion de angiopoyetina-1 y -2 se regulan positivamente, estimulando la formacion de
nuevos vasos y mejorando la plasticidad de los vasos mayores existentes (Pacicca et al., 2003).
La fase de consolidacion suele tardar entre medio y un afio o més en completarse y contiene un
largo periodo de inmovilizacion a medida que el callo distraido madura con el soporte mecanico
del dispositivo de fijacion, lo que mantiene el callo estable y evita la formacion de tejido
cartilaginoso intermedio. Durante la fase de consolidacion, la remodelacion dsea comienza
permitiendo la formaciéon de hueso laminar con elementos de la médula 6sea para ayudar a
formar una mejor estructura de remodelacion, que puede proporcionar soporte mecanico
durante un largo periodo de tiempo (Hariri ez dl., 2019). Los procesos bioldgicos implicados en
la fase de consolidacion consisten en la interconexion de las columnas Oseas, el reclutamiento
de osteoclastos y la remodelacion 6sea. La expresion de BMP-2, BMP-4 y FGF-3 disminuye
gradualmente en la fase de consolidacion (Al-Aql et dl.,, 2008). Hacia el final de la fase de
consolidacion, la expresion de TNF-a aumenta significativamente, lo que sugiere que juega un

papel importante en la consolidacion 6sea (Al-Aql et al., 2008; Li et al., 2021).

7.3 Ventajas e inconvenientes

En comparacion con otros tratamientos de regeneracion tisular, la técnica de distraccion
presenta varias ventajas, siendo la principal su capacidad de inducir la formacién de hueso
endogeno (Kempton et dal., 2014; Kong et al., 2020).

e No presenta morbilidad en el sitio donante.

¢ Esun procedimiento mas sencillo en comparacion con otros tratamientos de regeneracion.

e La cantidad de hueso ganada es mas predecible.

e La tasa de infeccion y reabsorcion 0sea es menor.

e La mayoria de las complicaciones son menores.

e Posibilidad de colocacion de implantes en el fragmento distraido.

e Elperiodo de consolidacion es mas corto, por lo que el tratamiento tiene una duracién mas
corta.

e Cuando los resultados no son satisfactorios, se pueden utilizar técnicas complementarias.

e Puede estimular la regeneracion de los tejidos blandos circundantes, como la piel, los
musculos, los tendones y las estructuras neurovasculares al mismo tiempo que se forma el

hueso.
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La técnica de DO también puede presentar complicaciones (Tabla 7) (Cano et al, 2006;
Saulacic et al., 2009; Borzunov, 2012).

La DO ha alcanzado cierto nivel de aplicacion en la cirugia maxilofacial y de implantes como
técnica de aumento 6seo alveolar. Para la evaluacion experimental de la distraccion alveolar,
necesitamos un modelo bioldgico adecuado. Este modelo debe ofrecer una cantidad adecuada
de hueso para colocar el dispositivo y, posteriormente, disefiar dispositivos de distraccion para
uso clinico en humanos. Sin embargo, todavia no hay consenso sobre cudl es el modelo
biologico animal ideal para la evaluacion de la distraccion Osea vertical. Las pruebas de
distraccion alveolar mandibular se han desarrollado en animales pequefios, como ratas o
conejos, y en animales medianos y grandes, como perros, ovejas, mini cerdos, cabras y
primates. Los primates no humanos podrian representar el modelo biologico ideal para la
investigacion. Sin embargo, su alto costo, las preocupaciones éticas y el dificil manejo hacen
que sea casi imposible. Por todo esto, atin no esta definida la seleccion de un modelo biolégico
animal para DO (Martinez-Gonzélez et dl., 2005; Garcia-Gonzalez et al., 2020a).

Tabla 7. Principales complicaciones derivadas de la practica de distraccion 6sea, prevencion y

tratamiento (Cano et dl., 2006; Saulacic et dl., 2009; Borzunov, 2012; Garcia-Gonzalez et dl., 2020a).

Complicacion Prevencion Tratamiento

Infeccion Antibioterapia profilactica e higiene oral Antiobioterapia

Fracturas del hueso

basal o segmento de

Utilizar hojas delgadas en la osteotomia

y evitar la distraccion prematura del

Dejar de distraer. Tratar con técnicas de

osteosintesis

transporte hueso
L Realizar una osteotomia completa.
Consolidacion = ] ) ,
Utilizar un vector y velocidad de Repetir la osteotomia
prematura

distraccion adecuados

Retraso de la
consolidacién por
ausencia de union

fibrosa

Perfecta estabilizacion del dispositivo

distractor

No retirar el distractor hasta que el
hueso madure. Si no hay union fibrosa,
desbridar y reconstruir con otras

técnicas de regeneracion

Dehiscencia

Alisar los bordes afilados del segmento

de transporte

Suturar para prevenir infeccion

Desviacion del
vector de

distraccion

Evaluacion previa de las estructuras
(grosor de la mucosa e inserciones

linguales y vestibulares

Correccion temprana con dispositivos
correctores de ortodoncia o placas

acrilicas

Fracturas del

distractor

Evaluacion de la oclusion

Retirar fragmentos y reposicionar

Inestabilidad del

distractor

Evaluacion del modelo de distractor

utilizado y la densidad dsea

Depende del distractor utilizado
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7.4 Distraccion osteogénica alveolar
7.4.1. Anatomia dentaria del perro

Los perros poseen dientes con estructura conica. Son formaciones duras, blancas o ligeramente
amarillentas, implantadas en los alveolos dseos. Tienen denticion difiodonta (se caracterizan
por tener una primera dentadura decidua o temporal y una segunda permanente), y heterodonta
(més de un tipo de diente: incisivos (I), caninos (C), molares (M) y premolares (PM)). La

formula dentaria definitiva es la siguiente (Figura 7) (Iturriaga ef al., 2015):
2 (13/3,C 1/1,PM 4/4, M 2/3), = 42 dientes.

Los incisivos se sitian implantados en el maxilar y en la mandibula. Los caninos se sitan
lateralmente a los incisivos e interrumpen el espacio interalveolar. Premolares y molares forman
los lados de la arcada dental. Los premolares se ubican mesial y los molares distalmente. Estos

ultimos s6lo estan presentes en la denticiéon permanente (Fulton ef al., 2014).

La estructura basica del diente estd compuesta por el esmalte, dentina, cemento, pulpa y
periodonto (Figura 8) (Gioso y Carvalho, 2005; Eubanks, 2007; Holmstrom, 2012).

e Esmalte. Estd compuesto por un 96-97% de contenido inorgénico, siendo el tejido mas
duro y mineralizado del organismo. El esmalte canino es mas delgado que el esmalte
humano. No posee capacidad reparativa o regeneradora. No esta vascularizado.

e Dentina. La materia inorganica supone un 70% de peso humedo. Su estructura es de
tipo tubular. Constituye la mayor parte del diente maduro. A lo largo de la vida del
animal, lentamente se va depositando una dentina denominada “dentina secundaria”. En
respuesta a traumatismos se formara rapidamente una “dentina reparativa” o “terciaria”.

e Pulpa. Estd compuesta por tejido conjuntivo y estd delimitada por odontoblastos.
Contenida en la corona se encuentra la cdmara pulpar. El canal radicular constituye la
seccion de raiz que contiene el tejido pulpar. El dpice radicular es el lugar donde el canal
radicular se abre en los tejidos periapicales.

e Periodonto. También denominado tejido periodontal. Se trata de una unidad anatémica
cuya funcidn es insertar y sujetar el diente al maxilar y a la mandibula. Proporciona un
aparato suspensorio resistente a las fuerzas normales masticatorias. El periodonto esta
constituido por la encia, el ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar.

- Encia. Forma un revestimiento alrededor de cada diente, dando lugar a una encia
libre y una encia adherida. El margen de la encia libre forma una invaginacion
entre diente y encia denominado “surco gingival”, cuya profundidad normal es de

0,5-1 mm en gatos y 1-3 mm en perros.
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Figura 7. Anatomia dentaria de un perro con erupcion permanente (Elaboracion

propia)

- Ligamento periodontal. Es el tejido conjuntivo que une el diente al hueso. Actiia

como un ligamento suspensorio para el diente. Estd en un estado continuo de

actividad fisioldgica.
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- Cemento. Estd menos calcificado que la dentina o el esmalte. Se trata de un tejido
avascular semejante al hueso. Se va depositando lentamente durante toda la vida

del animal. Puede desarrollar procesos de reparacion y reabsorcion.

Periostio

Esmalte

Encia
Dentina
Pulpa
Cemento i
radicular . .
" Hueso alveolar
L)

Ligamento .
periodontal <) ‘ '

Figura 8. Partes de una pieza dental (Adaptado de Servier Medical Art, con licencia de reproduccion
Creative Commons Attribution 3.0).

7.4.2. El hueso alveolar

El proceso o apoéfisis alveolar es la parte de los maxilares (superior e inferior) que alberga los
alvéolos de los dientes, es decir, son las cavidades dseas conicas que alojan las raices de los
dientes. El desarrollo y remodelacion del hueso alveolar viene dado en sincronia con la
formacion y erupcion de los dientes. La forma y el volumen del hueso alveolar viene
determinado por el eje de erupcion, la inclinacion y la forma final de los dientes (Lindhe y
Berglundh, 2005).
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7.4.2.1 Componentes del hueso alveolar.

El hueso alveolar posee dos componentes: el hueso alveolar de la apofisis alveolar y el hueso

alveolar propiamente dicho.

Hueso alveolar propiamente dicho. También se denomina hueso alveolar fascicular,
fasciculado o bundle bone. Se trata del hueso que reviste los alveolos y en el que se
insertan los haces de fibras coldgenas del ligamento periodontal, las cuales se denominas
fibras de Sharpey. El hueso alveolar propiamente dicho también se denomina placa
cribiforme ya que estéd perforado por los conductos de Volkman por donde discurren los
vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas, las cuales conectan los espacios
medulares del hueso alveolar con el ligamento periodontal (Cate, 1997).
Radiograficamente presenta radio opacidad elevada ya que estd formado por hueso
compacto y no contiene trabéculas. Por ello, también se le denomina lamina dura
(Figura 9B) (Lindhe y Berglundh, 2005).

Hueso alveolar de la apéfisis alveolar. Se trata del componente del proceso alveolar
que se continuia de forma ininterrumpida, por un lado, con el hueso alveolar propiamente
dicho, con el cual forma una unidad anatomica, y por otra, con el hueso basal de los
maxilares. Sobre la superficie dsea externa se insertan las fibras del periostio, las cuales

permiten una union firme entre dicha superficie 6sea y el periostio (Saffar et al., 1997).

7.4.2.2 Anatomia macroscopica alveolar

El hueso alveolar consta de una cortical externa, una parte esponjosa central y hueso cortical

que rodea el alveolo que es el denominado hueso fascicular. Las corticales externas y el hueso

que rodea el alvéolo se encuentran en la cresta alveolar. Esta se alberga normalmente de 1,5 a

2 mm por debajo de la unién amelocementaria del diente que aloja (Nanci, 2017). En cada

alvéolo dentario se pueden diferenciar dos tipos de paredes: las corticales alveolares libres y los

tabiques alveolares (Campos-Mufioz y De Ferraris, 2002):
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v' Las corticales alveolares libres (palatina o lingual y vestibular o bucal). Pueden ser

observadas realizando un corte vestibulo/bucal-lingual/palatino del proceso alveolar.
Cada una presenta una cara alveolar que se denomina cortical perioddntica y otra libre
que se denomina cortical peridstica. Entre las tablas corticales se encuentra el hueso
trabecular o esponjoso. En el maxilar superior las corticales vestibulares son bastante
mas delgadas que las palatinas, en especial a nivel de los incisivos y caninos. En el

maxilar inferior las corticales vestibulares son mucho més delgadas que las linguales en
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la zona de los incisivos y premolares, mientras que en la region molar el hueso alveolar
es mas grueso por la region vestibular.

v Los tabiques alveolares. Pueden ser observados realizando un corte mesio-distal del
proceso alveolar. Se denominan tabiques interdentarios cuando separan los alveolos de
dos dientes consecutivos, e interradiculares si separan dos diverticulos de un mismo
alvéolo (Figura 9A). Los tabiques siempre van a presentar abundante cantidad de tejido

6seo esponjoso revestido por dos corticales compactas, ambas periodonticas.

1.00 cm

Figura 9. Hueso alveolar. (A) Mandibula izquierda de un perro, con premolares PM3-PM4 y molar M1
extraidos. TIR: tabique interradicular; TID: tabique interdental. (B) Imagen radiografica de la region premolar
y molar del maxilar izquierdo de un perro. LD: lamina dura (Elaboracion propia).
El tejido esponjoso del hueso alveolar contiene trabéculas Oseas cuyas dimensiones y
arquitectura van a depender en parte genéticamente y en parte seran resultado de las fuerzas a
las cuales estan expuestos los dientes durante su funcionamiento. Las cavidades de tejido

esponjoso estan ocupadas por la médula 6sea. (Lindhe y Berglundh, 2005).

La cortical externa del hueso alveolar esta revestida por el periostio en cuya capa mas superficial
se encuentran haces de fibras de colageno que penetran en el tejido 6seo alveolar manteniéndole
firmemente unido. Las células osteoprogenitoras de la parte interna del periostio desempefian
un papel crucial en el crecimiento del hueso alveolar y en la reparacion de fracturas. La

esponjosa central del hueso alveolar esta recubierta por el endostio (Schenk y Buser, 1998).
7.4.2.3 Histologia del hueso alveolar

Histoloégicamente, se pueden distinguir dos tipos de hueso alveolar: un hueso alveolar
inmaduro, primario o reticular, y un hueso alveolar maduro, secundario o laminar. Ambos
tejidos poseen una matriz y composicion celular similar, diferenciandose en su estructura
histologica (Schenk y Buser, 1998).

e Hueso alveolar inmaduro, primario o reticular. Las fibras coldgenas se distribuyen
de manera irregular, sin una orientacion definida. La cantidad de minerales es menor y

posee mayor cantidad de osteocitos que el hueso alveolar secundario. Funcionalmente,
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tiene una capacidad de carga reducida. Inicialmente, se forma para ser reemplazado
gradualmente por el hueso alveolar secundario. Se alberga en los huesos maxilares
durante el desarrollo embrionario y durante el proceso de formacion y crecimiento de
los procesos alveolares. En el adulto, se observa durante la cicatrizacion de los alveolos
tras una extraccion, siendo el primer tipo de hueso que se forma (Saffar et dl., 1997,
Lindhe y Berglundh, 2005). El tejido inmaduro aparece por primera vez a los catorce
dias de curacién, con alto contenido celular y vascular (Cardaropoli et al., 2003). En
humanos, cuando se activa la osteointegracion tras la colocacion de implantes, es el
primer tejido que se forma, produciéndose tejido reticular entre las cuatro y seis semanas
tras la intervencion (Schenk y Buser, 1998).

Hueso alveolar maduro, secundario o laminar. Generalmente se encuentra en el
individuo adulto. Se caracteriza principalmente por estar compuesto de fibras colagenas
paralelas entre si organizdndose en ldminas. Entre ellas se sitian las lagunas que
albergan osteocitos. El coldgeno de estas fibras es sintetizado por los fibroblastos del
ligamento periodontal (Saffar ez dl., 1997).

7.4.2.4 Funciones del hueso alveolar

El periodonto conforma los tejidos que dan soporte y donde se insertan los dientes. Esté

conformado por el hueso alveolar, la encia y el ligamento periodontal (Cate, 1997).

Funcionalmente, el hueso alveolar va a depender de los dientes, por lo que se puede diferenciar

en hueso de sostén y hueso de insercion (Campos-Mufioz y De Ferraris, 2002):
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Hueso de insercion. Se trata de la parte del proceso alveolar donde se insertan las fibras
periodontales y se corresponde con el hueso alveolar fasciculado o propiamente dicho.
Esta porcion, junto con el ligamento periodontal y el cemento radicular conforman el
aparato de insercion del diente cuya funcion principal consiste en distribuir y absorber
las fuerzas generadas por la masticacion y otros contactos dentarios (Lindhe y
Berglundh, 2005). Posteriormente a la extraccion dental, el hueso fasciculado pierde su
funcionalidad, desapareciendo gradualmente en las fases tempranas de la cicatrizacién
(Cardaropoli et dl., 2003; Lindhe y Berglundh, 2005).

Hueso de sostén. Estd formado por el resto de tejido 6seo del borde alveolar y

funcionalmente se encarga de dar soporte a los dientes (Lindhe y Berglundh, 2005).
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7.4.2.5 Modelado y remodelado alveolar

Una vez formado y mineralizado, el hueso alveolar es un tejido que comienza a ser reformado
y renovado mediante procesos de reabsorcion y de aposicion, mediante modelado y
remodelado, que suceden a lo largo de toda la vida y permiten la adaptacion a las demandas

externas e internas del organismo (Lindhe et dl., 2005).

v" Modelado alveolar. Se trata de un proceso que permite un cambio en la arquitectura
inicial del hueso alveolar (Lindhe ef dl., 2005), asegurando la formacién 6sea durante
la remodelacion o6sea (Saffar ef al., 1997).

v" Remodelado alveolar. Se trata de un cambio que ocurre dentro del hueso alveolar
mineralizado sin alteracion en la arquitectura del tejido. El remodelado es un proceso
importante durante la formacion del hueso alveolar ya que hace posible la sustitucion
del hueso alveolar reticular o primario, con poca capacidad para soportar cargas, por
hueso alveolar laminar, el cual es mas resistente a la hora de soportar cargas. El proceso
de remodelado afecta al hueso cortical asi como al hueso esponjoso alveolar, siendo un

proceso similar al del tejido 6seo (Lindhe et al., 2005).

7.4.3. Distraccion osteogénica alveolar vertical y horizontal

El procedimiento de distraccidn por osteogénesis alveolar vertical (VAOD) u horizontal
(HAOD) es un remedio eficaz para la formacion de tejido blando y hueso en areas atréficas o
con poca altura o grosor de hueso alveolar, en las cuales se hace muy dificil la rehabilitacién

con implantes dentales (Esposito et dl., 2009).

Sobre el segmento de transporte y el hueso basal, se coloca un dispositivo de distraccion
después de realizar una osteotomia en el hueso alveolar. Debe mantenerse el flujo sanguineo

del periostio para que el segmento de transporte permanezca vascularizado (Pérez-Sayéns et
al., 2018).

Posteriormente, el segmento de transporte se somete a fuerzas de traccion graduales para
alejarse del hueso basal. Este procedimiento activa el mecanismo que promoverd la
regeneracion 6sea y la madurez del callo de distraccion creado (Garcia-Garcia et al., 2004;
Somoza-Martin et al., 2020).

7.5 Distraccion peridstica

Como ya se ha mencionado anteriormente, la DO consiste en la separacion gradual de dos

segmentos 6seos después de una osteotomia o corticotomia. Puede generar suficiente hueso,
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pero es invasivo, la implicacion del paciente es necesaria y la duracion del tratamiento puede
ser larga. Como ya se ha mencionado, la GBR consiste en cubrir el defecto 6seo con una
membrana, que evita la invasion de tejidos blandos en la regidon a aumentar y mantiene el
coagulo sanguineo. Su principal desventaja es la calidad del hueso regenerado y la limitada
capacidad de aumento dseo vertical (Zhao et al., 2016). En los ultimos anos ha surgido una
nueva técnica, denominada osteogénesis por distraccion periostica (DP). La DP se considera
como la combinacién de la DO y la GBR, ya que su objetivo es crear un espacio entre el
periostio y la superficie 6sea mediante la separacion del periostio, junto con la piel y el musculo
(Figura 10). La DP no requiere osteotomia en comparacion con la DO. Ademas, la morbilidad
del sitio donante puede evitarse ya que no se requiere la extraccion dOsea y no presenta
complicaciones inmunitarias. La principal limitacién es que la técnica requiere profesionales
altamente cualificados (Tudor et dl., 2010).

Direccion de
distraccion

Periostio

Hueso cortical

Figura 10. Mecanismo de distraccion peridstica. Las lineas amarillas definen el espacio artificial creado
para la regeneracion 6sea (Elaboracion propia)
El periostio juega un papel importante en la distraccidon osteogénica debido a su capa interna
muy vascularizada, denominada “cambium”. Esta capa contiene muchas células madre, que

tienen capacidad de osteogénesis (Zhao et al., 2016; Garcia et al., 2018).

La técnica de distraccion peridstica se puede utilizar para la reconstruccion de defectos 6seos
en la region craneo-maxilofacial o en neurocirugia; solucionar problemas de déficit 6seo en el
hueso alveolar para implantologia oral; o para los déficits de volumen que a veces ocurren en

distracciones verticales o cuando se utilizan injertos 6seos (Kessler et al., 2007; Zhao et al.,
2020).

La DP comprende las siguientes etapas: (A) cirugia, (B) latencia, (C) distraccion y (D)

consolidacion (Garcia et dl., 2018). Los primeros autores que estudiaron la técnica de DP en la
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formacion o6sea fueron Schmidt et dl., en 2002, quienes realizaron un estudio en la region

mandibular de conejos.

Desde entonces, se han realizado varios ensayos para estudiar la formacion 6sea mediante la
técnica de DP. Sin embargo, atn no se ha llegado a un consenso sobre el protocolo ideal para
realizar la intervencion, ya que existe una gran diversidad de variables, como los modelos
animales utilizados, dispositivos, sitios anatomicos o variaciones en la técnica quirurgica (en
términos de periodo de latencia, frecuencia y activacion del dispositivo y periodo de

consolidacion) (Garcia et dl., 2018; Garcia-Gonzalez et dal., 2021).

8. RELLENOS OSEOS
8.1 Contextualizacion

Actualmente, los rellenos Oseos, también llamados injertos 6seos, son muy utilizados en
medicina ortopédica y cirugia dental y maxilofacial para regenerar, reparar o reemplazar piezas
dentales o defectos 6seos. Entre sus principales aplicaciones se encuentran la reconstruccion de
defectos Oseos, las malformaciones congénitas o las atrofias 6seas. Ademas, se utilizan para
promover la regeneracion dsea en lesiones o dafios tisulares traumaticos (Lopez-Alvarez et dl.,
2017). En cirugia maxilofacial y dental, los andamios de injerto 6seo se utilizan cominmente
para contribuir al entorno adecuado para la regeneracion periodontal y la elevacion del seno
maxilar, para reparar defectos después de la extraccion de dientes y/o en casos de colocacion

de implantes (Mastrogiacomo et dl., 2005; Le6n y Jansen, 2009; Campos et dl., 2018).

En el ambito de la ortopedia veterinaria, el gold standard sigue siendo la utilizacioén de injertos
autdgenos de hueso esponjoso fresco para mejorar la curacion de defectos. Sin embargo,
durante las ultimas dos décadas, la aplicacion de rellenos dseos sintéticos ha ido en aumento
(Pinto et al., 2016).

Los injertos alogénicos (cadavéricos) y los injertos dseos bovinos desproteinizados
(xenogénicos) también se utilizan por su mayor osteoconduccion, junto con el rendimiento

mecanico de los tejidos reparadores (Lopez-Alvarez et dl., 2017).

En el caso de los aloinjertos, se han utilizado principalmente como sustitutos de los injertos
Oseos autdgenos, pero se han observado problemas importantes como la baja tasa de fusioén osea
y el riesgo de transmision de enfermedades (Chazono et dl., 2004). El hueso bovino
desproteinizado ha mostrado muy buenas propiedades por su excelente capacidad
osteoconductora y biocompatibilidad (Artzi et dl., 2004), asi como por su permanencia a largo

plazo dentro de la matriz del hueso huésped (Piattelli et al., 1999).
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El descubrimiento de ceramicas de fosfato célcico y otros biomateriales relacionados ha
proporcionado un mejor control del proceso de reabsorcion mejorando la capacidad de los

materiales en la regeneracion 6sea (Pinto et dl., 2016; Campos et dl., 2018).

La hidroxiapatita (HA) es el principal componente inorganico del hueso de los vertebrados y
también forma parte de la dentina y el esmalte dental (Boskey, 1997). Las caracteristicas de la
HA se han investigado durante varias décadas. Posner et dl., (1958) propusieron su estructura
cristalina a partir del andlisis de un monocristal (Posner et d/., 1958; Ivanova et dl., 2001). Su
caracter i6nico la convierte en una ceramica rigida, refractaria (Williams y Simkins, 1990) e
insoluble (Park y Lakes, 2007), con un punto de fusién superior a los 1.500°C (Williams y
Simkins, 1990).

La HA se puede obtener sintéticamente, y tiene propiedades de biocompatibilidad, no toxicidad,
estabilidad quimica, osteoconduccion y bioactividad. Estas propiedades hacen que el material
sea muy practico para usos médicos. Se puede utilizar como reemplazo de partes pequeiias de
hueso, refuerzo en materiales compuestos, relleno de cavidades en odontologia y recubrimiento

de superficies metalicas para implantes (Ratner y Hoffman, 2004; Lazaruc et al., 2016).

Las fuentes sintéticas, a diferencia de las naturales, ademas de los buenos resultados en cuanto
a osteointegracion, brindan alta disponibilidad, reproducibilidad innata y versatilidad para
integrarse en formulaciones concretas para aplicaciones especificas. Por tanto, Landi ef dl.,
(2013) revelaron que la HA tiene un alto potencial como sustituto 6seo en la respuesta celular.
Los materiales compuestos se propusieron como otra estrategia para incrementar la
osteoconductividad y biocompatibilidad, proporcionando una adecuada reabsorcion. También
se ha probado la regeneracion dsea en modelos animales con HA y sulfato de calcio
deshidratado reabsorbible (Shih ez al., 2013). Chazono et al., en 2004 obtuvieron una alta tasa
de aposicion de minerales en defectos dseos de conejo con polvo de fosfato B-tricalcico (B-
TCP) altamente puro mezclado con acido hialurénico, en comparaciéon con B-TCP puro en
bloques. Los vidrios bioactivos son materiales muy activos que inducen la regulacion positiva
de genes relacionados con la diferenciacion y proliferacion de osteoblastos. Como resultado,
tienen un excelente comportamiento bioldgico gracias a sus caracteristicas osteoconductoras
(Lee et al., 2010; Soares et dl., 2018).

Algunos informes de casos proporcionaron detalles sobre el uso de diferentes sustitutos 6seos
en el campo veterinario. Uno de ellos es una correccion exitosa de una deformidad 6sea en la
que la tibia distal se gira hacia adentro, hacia el cuerpo (pie varo) en dos teckels. Para ello, se
utilizé una cuna sintética de B-TCP para rellenar los defectos realizados con osteotomias. Ocho

semanas después de la intervencion, se integro6 el hueso. Los bloques de TCP se reabsorbieron
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por completo después de 4 meses y se observd remodelacion en el sitio de la osteotomia
(Izumisawa et dl., 2005; Ulery et dl., 2011).

En otra investigacion, se utilizé otro método mezclando granulos de B-TCP con la propia sangre
del paciente y se utilizd como sustituto 6seo en defectos localizados en huesos largos de 13
pacientes (Campos et dl., 2018). Ademads, se investig6 el tratamiento de una pseudoartrosis
atrofica en el area del radio distal de un Yorkshire Terrier, utilizando un andamio de B-TCP

impreso en tres dimensiones con proteinas morfogenéticas (Franch et al., 2006).

El futuro de la ingenieria tisular y de la medicina regenerativa depende, entre otros recursos,
del uso de biomateriales que imiten lo mas posible la funcion de los tejidos, es decir, que posean
caracteristicas biomiméticas, biocompatibles y biodegradables, que propicien y estimulen el
proceso de angiogénesis y, con preferencia, que sean estructuras tridimensionales estimuladoras
de la respuesta natural de la curacion de los tejidos, de los mecanismos propios de reparacion y

del proceso de regeneracion.

Entre las metas de la ingenieria tisular estd el desarrollo de biomateriales con una funcion
estructural y propiedades bioldgicas que propicien y permitan el crecimiento directo, la
diferenciacion y la organizacion del complejo celular durante el proceso de formacion funcional

de los tejidos, con espacios fisicos y quimicos para el desarrollo de estos.

8.2 Biofast Vet: un relleno 0seo de origen marino

En la actualidad se estan realizando numerosas investigaciones para obtener biomateriales de
origen marino. Se ha demostrado que el coldgeno fibrilar del erizo de mar (Paracentrotus
lividus) es un biomaterial muy valioso para la produccién de andamios similares a la piel
(Ferrario et al., 2020). También se han estudiado biopolimeros extraidos de lombrices de mar
(Arenicola marina) y se han empleado como transportadores de oxigeno para la curacion de
heridas gingivales (Batool ef dl., 2020) o para la conservacion de 6rganos vitales en humanos,
como el rifidn, corazén y pulmoén (Thuillier ef al., 2011; Mallet et dl., 2014; Teh et dl., 2017,
Glorion et dl., 2018; Le Meur et dl., 2020).

Investigaciones recientes han demostrado la posibilidad de obtener sustitutos 6seos de origen
marino, como el Biofast-Vet (BV). Este novedoso producto fue disefiado para reparar y
regenerar el tejido dseo. Estd compuesto por un material ceramico obtenido de la revalorizacion
de un subproducto del pescado, los dientes de tiburdn (Prionace glauca). Es una materia prima
muy abundante y de bajo costo en la actualidad (Lopez-Alvarez et dl., 2016, 2017; Aguiar et
al., 2018).
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Se ha estudiado la composicidon, morfologia y caracterizacion de estas bioapatitas marinas
mediante espectroscopia Raman y difraccion de rayos X (Whitenack et d/., 2011; Boutinguiza
etal., 2012; Enax et al., 2012; L(’)peZ-AlvareZ etal, 2016,2017; Aguiar et dl., 2018). Se revelo
una estructura porosa globular con composicion bifasica ~ 70% apatitica (HA, apatita-CaP,
fluorapatita ) y ~ 30% de fase no apatitica (whitlockita, B-TCP) y contribuciones de F, Na y
Mg. Esta composicion y estructura promovieron una densidad mineral dsea significativamente
mayor en un modelo de roedor después de 3 semanas de cicatrizacion en comparacion con un
injerto 6seo bifasico comercial HA / B-TCP (60% / 40%) (P <0,05). Ademas, las biocerdmicas
marinas de 1 mm de didmetro desarrollaron una mayor osteointegraciéon y crecimiento
horizontal del tejido 6seo en el area central del defecto que otras de otro tamafio (Lopez-Alvarez
et al., 2017; Aguiar et al., 2018).

Una ventaja es que este biomaterial es respetuoso con el medio ambiente, ya que se trata de un
producto natural, da valor a los desechos de los peces y reduce el riesgo de transmision de
enfermedades al provenir de una especie filogenéticamente alejada de nuestra especie

doméstica (Lopez-Alvarez et dl., 2017).
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OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es evaluar la efectividad de dos tecnologias de regeneracion

6sea en defectos dseos mandibulares y apendiculares en modelos animales.

Los objetivos especificos son los siguientes:

- Evaluar los modelos animales empleados en estudios preclinicos de distraccion

osteogénica alveolar vertical y distraccion periostica.
Se aborda en las publicaciones 1y 2.

- Realizar un estudio preclinico en el perro para evaluar el potencial de un “protocolo de
bombeo” sobre la regeneracion 6sea de la mandibula empleando un distractor alveolar

periostico.
Se aborda en la publicacion 3.

- Realizar un estudio clinico preliminar para evaluar la aplicacion de bioapatitas marinas
derivadas de dientes de tiburén como sustituto 6seo en defectos dseos apendiculares en

perros y gatos.

Se aborda en las publicaciones 4 y 5.
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MATERIAL Y METODOS

A. ;INFLUYE EL MODELO ANIMAL EN LOS ESTUDIOS DE DISTRACCION
OSTEOGENICA ALVEOLAR VERTICAL? REVISION SISTEMATICA DE LA
LITERATURA

Esta revision sistematica se ha llevado a cabo siguiendo las normas PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) (ANEXO II) (Moher et dl.,
2009). No se requirié aprobacion ética para esta revision. La busqueda bibliografica se
realizo6 en las siguientes bases de datos de ciencias de la salud: PubMed, Scopus y Web of
Science (WOS), limitando la busqueda hasta diciembre de 2019. Esta busqueda fue

realizada de forma manual durante el mes de diciembre de 2019 por dos revisores.

Los criterios de seleccion incorporaron permutaciones de los siguientes términos:
“distraccion vertical alveolar”, “implante dental”, “modelo animal”, “modelo biologico”,
“cresta alveolar”, “distraccion de la cresta alveolar vertical”, “osteogénesis por
distraccion”, “cresta alveolar”. “aumento de cresta”, “pérdida de hueso alveolar”,

“mandibulas atroficas”.

Metodologia PICO (Patient, Intervention, Comparation, Qutcome). Modelos animales
(P = pacientes), estudios experimentales (I = intervencion), de diferentes especies (C =
comparacion), utilizados para VAOD (O = resultado). Pregunta PICO: ;Cual es el modelo

animal mas apropiado para usar en los estudios experimentales de VAOD?

Criterio de inclusiéon. Los estudios han sido seleccionados de acuerdo con el siguiente
patron:

1. Estudios experimentales de distraccion osea alveolar dirigida al aumento vertical.

2. Animales utilizados como modelos biologicos.

3. Articulos en inglés.
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Evaluacion de la calidad. Utilizamos una version de la escala Newcastle-Ottawa (NOS)
para evaluar la calidad de los estudios con un maximo de 9 puntos (Pérez-Sayans et dl.,
2018). Dentro del anélisis, los estudios se definieron como de baja calidad (1-3), calidad
media (4-6) o alta calidad (7-9). Dos revisores evaluaron la calidad de los estudios por
duplicado y de forma independiente.

Analisis y extraccion de parametros de interés. Los estudios se evaluaron analizando los
siguientes elementos: nimero de animales utilizados (nimero de pacientes), edad, peso,
detalles del distractor, numero de distractores utilizados, nimero de segmentos de
distraccion, ubicacion del distractor (mandibula/maxilar y sitio del segmento), fases del
procedimiento (fase de latencia, fase de activacion y fase de consolidacion), tasa y
frecuencia de distraccion, ganancia oOsea vertical obtenida al final del estudio,
especificacion del andlisis del método de cuantificacion y descripcion de las

complicaciones observadas.

En cuanto a los estudios en los que se observaron complicaciones, se clasificaron en
menores y mayores (Enislidis et dl., 2005). Ademas, se detalld la fase en la que se
observaron (Saulacic et dl., 2008).

Analisis estadistico. Se realizd un andlisis descriptivo (media + desviacion estandar;
mediana, si corresponde). El acuerdo entre revisores se cuantificé utilizando el estadistico
kappa (k) para la evaluacion de la calidad de los estudios. El andlisis estadistico se realizd
utilizando SigmaPlot ® 12.5 para Windows (Systat Software Inc., San José, CA, EE. UU.).

REVISION SISTEMATICA Y EVALUACION DE LA CALIDAD UTILIZANDO
LAS GUIAS ARRIVE 2.0 EN MODELOS ANIMALES UTILIZADOS PARA
OSTEOGENESIS POR DISTRACCION PERIOSTICA

Esta revision sistematica sigue las pautas Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses (PRISMA) (Moher et al., 2009) y el protocolo de revision sistematica
animal realizado por de Vries et dl., en 2015. Los estudios se han recopilado de las
siguientes bases de datos de ciencias de la salud: PubMed, Web of Science (WOS) y Scopus,
limitando la busqueda hasta diciembre de 2020. Esta recoleccion fue realizada de forma

manual durante el mes de diciembre de 2020 por dos revisores.
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La estrategia de busqueda utiliz6 las siguientes clausulas:

e Modelo animal Y estudios preclinicos Y (osteogénesis por distraccion peridstica O
distraccion por osteogénesis O periostio).
e Osteogénesis por distraccion periostica Y (aumento 6seo O regeneracion Osea).

e Distraccion animal Y peridstica.

Metodologia PICO (Patient, Intervention, Comparation, Qutcome). Modelos animales
(P = pacientes), estudios preclinicos (I = intervencion), de diferentes especies (C =
comparacion), utilizados para DP (O = resultado). Pregunta PICO: ;Cudl es el modelo

animal mas apropiado para utilizar en los procedimientos preclinicos de DP?

Criterios de inclusion.
1. Estudios experimentales de distraccion peridstica destinados a la regeneracion dsea
con animales utilizados como modelos biologicos.
Estudios indexados en el Journal Citation Reports (JCR).

3. Articulos en inglés.

Evaluacion de la calidad. Se utilizaron las pautas ARRIVE 2.0 (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) para informar la investigaciéon con animales y evaluar
la calidad de los estudios (du Sert et al., 2020). Para evaluar los 21 items, se indic6 con
“reportado (= 2 puntos)” si la publicaciéon cumplia con todos los subitems, “no reportado
(= 0 puntos)” si no los cumplia y “poco claro (= 1 punto)” si no se proporcionaron los
detalles suficientes para todos los subelementos. De esta forma, se aplico a cada estudio un
coeficiente de calidad predefinido (0,8—1 Excelente, 0,5-0,8 Medio, <0,5 Pobre) (Schwarz
et al., 2012; Delgado-Ruiz et al., 2015), calculado como la suma de todos los puntos
obtenidos para cada estudio, y dividido por 42 (el méximo de puntos posibles por estudio).
Para evaluar los items se calculd el porcentaje de items informados, no informados o poco
claros y el coeficiente. Los items evaluados seguin ARRIVE 2.0 se dividieron en dos
grupos. Por un lado, los 10 esenciales: (1) disefo del estudio, (2) tamafio de la muestra, (3)
criterios de inclusion y exclusion, (4) aleatorizacion, (5) cegamiento, (6) analisis de
resultado, (7) métodos estadisticos, (8) animal de experimentacion, (9) procedimientos
experimentales, (10) resultados. Por otro lado, el conjunto de items recomendado: (11)
resumen, (12) antecedentes, (13) objetivos, (14) declaracion ética, (15) alojamiento y
manejo, (16) cuidado y monitoreo de animales, (17) interpretacion/implicaciones
cientificas, (18) generalizabilidad/traduccion, (19) registro de protocolo, (20) acceso a

datos, (21) declaracion de intereses.
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Riesgo de sesgo. El riesgo de sesgo se evaluo utilizando la herramienta Systematic Review
Center for Laboratory Animal Experimentation (SYRCLE) para estudios con animales
(Hooijmans et al., 2014). La herramienta de riesgo de sesgo se compone de 10 items con
preguntas de sefializacion especificas. Para asignar una evaluacion de alto, bajo o poco
claro riesgo de sesgo a cada item, se indic6 como “Si” cuando el riesgo de sesgo es bajo,
“no” indico alto riesgo de sesgo y “poco claro” indicd que los detalles son insuficientes
para evaluar adecuadamente el riesgo de sesgo. Los items tenian un riesgo de sesgo incierto
si una o mas sub-preguntas se cumplian parcialmente y alto riesgo de sesgo si una o mas
sub-preguntas no se cumplian. La calidad y el riesgo de sesgo de los estudios fue evaluado
de forma independiente y por duplicado por dos revisores y el nivel de acuerdo entre ambos

se calculd mediante el estadistico Kappa.

Analisis y extraccion de parametros de interés. Los estudios fueron valorados segtin los
siguientes items: modelo animal (especie, raza, sexo, edad, peso y nimero de pacientes),
dispositivo (tipo de distractor, nimero de dispositivos utilizados y region anatémica), fases
de distraccion (latencia, activacion (distraccion ) y consolidacion), tasa y frecuencia de
distraccion, métodos de evaluacion, resultados (histologia cualitativa, densidad mineral
6sea (BMD), volumen 06seo, fraccion volumétrica 6sea (BV/TV), area de hueso nuevo
(NBA), % de hueso nuevo (% NB), grosor trabecular (Tb.Th), ganancia de altura y/o
anchura y complicaciones observadas. En cuanto a los estudios en los que se informaron
complicaciones, se clasificaron en menores y mayores (Enislidis ez d/., 2005). Ademas, se

detall¢ la fase en la que se observaron (Saulacic et al., 2007).

Analisis estadistico. Se calculo el analisis descriptivo (media + desviacion estandar;
mediana, si corresponde). El acuerdo entre revisores se cuantific utilizando el estadistico
kappa (k) para la evaluacion de la calidad de los estudios. El andlisis estadistico se realizd
utilizando SigmaPlot ® 12.5 para Windows (Systat Software Inc., San José, CA, EE. UU.).

. REGENERACION DEL HUESO CRANEOFACIAL INDUCIDA POR EL

BOMBEO DEL PERIOSTIO

Biomaterial empleado. Se utilizaron dispositivos de distraccion hechos a medida,
fabricados en titanio (Figura 11). Los dispositivos de distraccion estaban compuestos por
elementos internos y externos. El elemento interno consta de una placa de distraccion y

una placa de fijacion. El elemento externo tiene un mecanismo de activacion y dos
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extensiones laterales. Al girar el tornillo de activacion, la placa de distraccion tira hacia
arriba, lo que da como resultado un movimiento angular de la placa de distraccion del hueso

pristino (primitivo u original).

Modelo animal y condiciones ambientales. Se utilizaron ocho perros Beagle machos
(edad 18,12 £ 1,64 meses, peso medio 14,01 + 1,88 kg). Los animales se alojaron en una
perrera de grupo con areas interiores (temperatura de 20-22 C con luz natural y renovacién
de aire) y areas al aire libre. El protocolo de estudio sigui6 las directrices de la Directiva
del Consejo de la Union Europea de 1 de febrero de 2013 (R.D.53/2013), y fue aprobada
por el Comité Etico de la Fundacion Rof Codina, Lugo, Espafia (AELU001 / 66548 / RX
1548438). Después de la primera cirugia y durante todo el periodo de estudio, los perros

recibieron una dieta de alimentos blandos y agua ad libitum.

Activation mechanism Lateral extensions

Figura 11. Dispositivo de distraccion periostica hecho a medida. Los dispositivos de distraccion
hechos a medida se componen de elementos internos y externos (A). El elemento interno consiste
en una placa de distraccion unida a una placa de fijacion mediante una bisagra. El mecanismo de
activacion del dispositivo en el medio del elemento externo esta conectado a la microplaca de
distraccion (B). Un microtornillo se coloca verticalmente al tornillo de activacion para evitar que se
afloje. Las extensiones laterales del elemento externo cuentan con orificios para la colocacion de
los tornillos de fijacion (C). Con licencia Copyright Clearance Center para su reproduccion exclusiva
en este documento (Saulacic et al, 2022).
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Protocolo anestésico. Los animales fueron premedicados con morfina (0,4 mg/kg/i.m.,
Morfina Braun 2%; B. Braun Medical, Barcelona, Espafia) y medetomidina (20 pg/kg/i.m.;
Esteve, Barcelona, Espafia). La anestesia fue inducida por propofol (3-5 mg/kg/IV;
Propovet®, Abbott Laboratories, Kent, UK), y mantenida por inhalacién de una mezcla de
02 e Isoflurano al 1,3-2% (Isobavet®, Schering-Plough, Madrid, Espafia). Se realizaron
bloqueos de rama mandibular con lidocaina y adrenalina (Anesvet®, Ovejero, Ledn,
Espafia). Se aplicaron antibidticos de forma profilactica con cefovecina (8 mg/kg/s.c.,
Convenia, Zoetis) y cefazolina (20 mg/kg/i.v., Kurgan, Normon). Se administré atipamezol

(50 png/kg/1.M.; Esteve) para revertir los efectos de la medetomidina.

Descripcion de las cirugias. En la primera cirugia se extrajeron todos los premolares y los
primeros molares (PM1-M1). Se crearon dos defectos de 10 x 10 x 5 mm en cada lado de
la mandibula mediante la ampliacion de los alvéolos de extraccion. Después de dos meses
de curacion, se colocaron dos dispositivos de distraccion a cada lado de la mandibula. Tras
la elevacion del colgajo mucoperiostico, se colocod la placa de distraccion (elemento
interno) sobre la superficie dsea original y se fij6 la placa de fijacién mediante dos micro
tornillos (Figura 12). La varilla de distraccion se conect6 al mecanismo de activacion del

elemento externo, que se fijo con dos tornillos. La herida se cerrd con suturas reabsorbibles.

Figura 12. Vista intraoperatoria del area tras la elevacion del colgajo (A). La placa de fijacion se fija al
hueso pristino mediante dos microtornillos (B). Se perfora el colgajo mucoperiostico para conectar la
varilla de distraccion al elemento externo del dispositivo (C). Se realizan dos pequenas incisiones
verticales, se fijan con tornillos las partes de sostén del elemento externo y se cierra la herida con
puntos simples (D). Con licencia Copyright Clearance Center para su reproduccion exclusiva en este
documento (Saulacic et al, 2022).
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Descripcion del experimento. Se asignaron cuatro modalidades de tratamiento segun un
protocolo aleatorio sistematico (www.randomization.com) para cada animal: 1)
bombeo/distraccion periostica (PPDO), ii) bombeo peridstico (PP), iii) distraccion
peridstica (PDO, control positivo) y iv) grupo de control negativo (NC). Dado que todas
las modalidades de tratamiento se realizaron en cada perro, la unidad de analisis fue el
animal. Después de un periodo de latencia de 7 dias, los dispositivos se manipularon con
una velocidad de 0,5 mm durante 8 dias en todos los animales. En el grupo PPDO, los
tornillos de distraccion se activaron a las 12 y 24 horas seguidos de la relajacion a las 36
horas mediante el giro del tornillo. Los tornillos de distraccion se activaron repetidamente
y se volvieron a girar cada 12 horas en el grupo PP. En el Grupo PDO, las activaciones se
realizaron una vez al dia. Los dispositivos que se colocaron en el Grupo NC no recibieron
ninguna manipulacion. Los dispositivos de distraccion fueron manipulados bajo sedacion
utilizando medetomidina con butorfanol. Se administraron dos fluorocromos. El primer dia
de distraccion se administré calceina (12 mg/kg/im, B. Braun Medical, Barcelona, Espafia)

y el tltimo dia de distraccion alizarin (30 mg/kg/im, B. Braun Medical, Barcelona, Espafia).

Cuidado animal. Los animales fueron monitoreados diariamente durante todo el
procedimiento por parte de un veterinario experimentado utilizando criterios de puntuacion
validados sobre la apariencia, la postura, el comportamiento, la locomocion, la reactividad
y la interaccion social. El dolor postoperatorio se control6é con morfina (0,3 mg/kg/i.m./6h)
durante 24 h y meloxicam (0,1 mg/kg/s.i.d/p.o., Metacam®, Boehringer Ingelheim,
Barcelona, Espafia) durante los 3 dias siguientes. Los dientes, la mucosa oral y los
distractores fueron inspeccionados, limpiados y desinfectados tres veces por semana con
gasas humedecidas en una solucion de clorhexidina al 0,12% (Perio-Aid Tratamiento®,
Dentaid, Barcelona, Espafia). Para el control de placa se utiliz6 un cepillo de dientes con

gel de clorhexidina al 0,2% (Chlorhexidine Bioadhesive Gel, Lacer, Barcelona, Espana).

Eutanasia y obtencion de muestras. Después de 10 semanas de la colocacion del
dispositivo, los animales fueron sedados con butorfanol (0,1 mg/kg/im Butomidor, Richter
Pharma, Austria) y medetomidina (20 pg/kg/i.m.; Esteve, Barcelona, Espafia), inducidos
con propofol (3-5 mg/kg/iv) y sacrificados con sobredosis de pentobarbital sddico (50-60
mg/kg/iv, Dolethal, Vetoquinol, Francia). La parte externa del dispositivo de distraccion
se separ6 cuidadosamente de la varilla de distraccion, dejando la parte interna debajo del
mucoperiostio. Treinta y dos segmentos con tejidos blandos intactos se recuperaron
mediante diseccion aguda y se separaron individualmente con una sierra de cinta. Las

muestras se fijaron en una solucion tamponada de formaldehido al 10 %.
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Anadlisis con Microtomografia Computarizada (UCT). Todos los segmentos se
escanearon utilizando un pCT de alta resolucion (SkyScan 1172, Bruker micro CT NV,
Kontich, Bélgica). La fuente de rayos X se fij6 en 100 Kv y 100 pA, con un tamano de
pixel de 13,57 pm. Se utiliz6 un filtro de aluminio/cobre. El escaneo se realizo sobre una
rotacion de 360° obteniendo imagenes cada 0.4°. Las imagenes obtenidas se reconstruyeron
con el software NRecon® (Bruker microCT NV, Kontich, Bélgica) y se evaluaron con
Data Viewer® (Bruker microCT NV, Kontich, Bélgica) y CtAn® (Bruker micro CT NV,
Kontich, Bélgica). El volumen de interés (VOI) de 3 x 5 x 5 mm se selecciond
manualmente, definido por la longitud de la placa de distraccion y la distancia distraida.
En el grupo control se establecio una longitud de 0,5 mm (lado corto). Los parametros que
se midieron fueron: volumen de hueso nuevo (NBV, mm3), NBV relativo al volumen total
(% NBYV), densidad mineral 6sea (BMD, mg HA/mm3), BMD relativo a la densidad dsea
inicial (% BMD), niimero trabecular (Tb.N) , grosor trabecular (Tb.Th) y separacion
trabecular (Tb.Sp).

Preparacion y analisis histolégico. Después de la fijacion, las muestras se enjuagaron con
agua corriente del grifo, se recortaron, se deshidrataron en concentraciones ascendentes de
etanol y se incluyeron en metacrilato de metilo. Los bloques de tejido incrustados se
cortaron en el plano bucal-lingual en secciones rectificadas de 1 mm de espesor utilizando
una sierra de diamante de baja velocidad (Varicut® VC-50, Leco, Munich, Alemania).
Siete secciones por segmente realizadas en sentido oro-bucal fueron esmeriladas y pulidas
hasta un espesor final de 300 um (Knuth-Rotor-3, Struers, Rodovre/Copenhagen,
Dinamarca). La seccion central correspondia a la varilla de distraccion, dos secciones en
cada lado y una seccion lateralmente a la placa de distraccion. Las superficies se tifieron
con fucsina basica y azul de toluidina/McNeal. Las fotografias digitales se tomaron bajo
un microscopio Optico (Nikon Eclipse E800) equipado con un sistema de imagenes
digitales (NIS Elements; Nikon, Tokio, Japon).

Analisis histomorfométrico. El andlisis morfométrico se realizé con la ayuda de un
software grafico (Photoshop CS6; Adobe, San Jose, CA, EE. UU. y Olympus CellSens
Dimension 1.15, Olympus Corporation, Japon). La region de interés (ROI) se definid
mediante un circulo trazado desde la base de la placa de distraccion, correspondiente a la
placa de distraccion y el marcaje de calceina (Figura 3 articulo 3). La distancia distraida
se calcul6 entre las lineas de marcado de rojo de alizarina y calceina con la ayuda de

trigonometria. La ROI obtenida se utilizd para el andlisis morfométrico en todas las
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secciones histologicas y para la definicion del VOI. Los parametros que se midieron fueron:
area de hueso nuevo (NBA), NBA relativa al area total (%NBA), area de médula dsea
(BMA), BMA relativa al area total (%BMA), area de tejido conectivo (CTA) y CTA
relativa al area total (%CTA).

Analisis estadistico. Se comprobo la distribucion normal y se evalu6 la normalidad de las
varianzas mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias entre los cuatro grupos se
compararon mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA). Las comparaciones
post hoc se realizaron utilizando la prueba de Tukey para identificar diferencias
significativas entre pares de grupos. El andlisis se realizdo mediante un software estadistico
SigmaPlot® 12.5 para Windows (Systat Software Inc., San José, CA, Estados Unidos). Se

consider6 estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

. APLICACION DE BIOAPATITAS DERIVADAS DE DIENTE DE TIBURON
COMO SUSTITUTO OSEO EN ORTOPEDIA VETERINARIA. ENSAYO
CLiNICO PRELIMINAR EN PERROS Y GATOS

Método de obtencion de los biomateriales. El método de fabricacion del sustituto 6seo
de origen marino Biofast-Vet (BV) se basa en técnicas piroliticas con el fin de eliminar los
compuestos organicos. El precursor natural (dientes de tiburdn Prionace glauca) se
calienta a 950°C durante 12 h usando una rampa de calentamiento de 2°C min-! y una
rampa de enfriamiento de 20°C min-!. Una vez pirolizados, los polvos se sometieron a un
proceso de tamizado para seleccionar macrogranulos en los rangos de didmetro de 0,5 a 1,0
mm, 1,0 2 2,0 mm y 2,0 a 3,0 mm. El método de esterilizacion utilizado fue la radiacion

gamma (Aragogamma SL) (Lopez-Alvarez et dl., 2016, 2017).

Diseiio de estudio. El estudio ha sido disefiado por un grupo multidisciplinar formado por
investigadores de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales de Vigo y de la
Facultad de Veterinaria de Lugo, con la colaboracion de especialistas en ortopedia humana
cirugia. El material ha pasado previamente pruebas de biocompatibilidad y una evaluacion
histolégica completa en estudios preclinicos (Lopez-Alvarez et dl., 2016, 2017; Aguiar et
al., 2018). El planteamiento inicial fue dilucidar en qué situaciones clinicas seria 1til el
material objeto de estudio. Una vez alcanzado el consenso, se disefid el método de
recoleccion de datos. Posteriormente se elaboro6 un listado de centros veterinarios, clinicas

y hospitales veterinarios en Espafia, con la suficiente casuistica ortopédica que pudiera ser
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incluida en el estudio. Se seleccionaron aleatoriamente seis (CV Miralbueno, Hospital
Veterinario Vetpets, Hospital Veterinario Lepanto, CV Fauna, CV Sauces, CV El Parque).
Debido a la aleatorizacion, la muestra de centros veterinarios elegidos es heterogénea en
cuanto a la edad del equipo veterinario, equipamiento médico, conocimientos y ubicacion
geografica. A todos ellos se les facilito la documentacion disponible sobre el biomaterial y
se explico al personal el protocolo de manipulacion. Se suministré material de diferentes
granulometrias (rango de didmetros = 500-1.000 y 1.000-2.000 um) para facilitar su uso y
adaptarlo al tamafio del defecto a tratar. También se les proporciond una lista de técnicas
en las que se indicaria el uso de BV. Al final de cada procedimiento, los veterinarios debian
rellenar un formulario (ANEXO IV) sobre el uso clinico del biomaterial (uno por caso).
Los resultados de esta encuesta, junto con las radiografias, fueron analizados y comparados
por un comité de dos expertos externos ciegos que llegaron a un consenso sobre si la

evolucion era satisfactoria o no.

Seleccion de casos clinicos y criterios. Los propietarios legales de los animales firmaron
un consentimiento informado sobre el uso de BV como parte del tratamiento. Los pacientes
fueron seleccionados estrictamente de acuerdo con su estado clinico y un conjunto de
criterios establecidos: pacientes de cualquier edad, sexo o peso; sin ninguna enfermedad o
infeccidon sistémica; y esqueléticamente maduros. Los criterios de exclusion fueron
enfermedad o infeccion sistémica, tumores malignos, disfunciones renales severas, mayor

riesgo anestésico y animales con metabolismo 6seo descontrolado.

Evaluacion radiografica. Se tomaron imagenes radiograficas antes de la cirugia para
evaluar la lesion y después de la cirugia para evaluar el éxito del procedimiento. Para
evaluar la evolucion del progreso de los pacientes, se realizaron pruebas radiograficas a las
2, 4, 8 y 12 semanas después de la cirugia. Se realizaron dos vistas radiograficas
(anteroposterior y lateral). Las consultas de seguimiento incluyeron un examen fisico
general, radiografias de control y retroalimentacién con el cliente para monitorear el
proceso. Cada radiografia se evalué mediante una puntuacion de etapa de 1 a 5 puntos para
establecer el tiempo de consolidacion (1: formacién de callos no visibles; 2: formacion de
callos apenas visibles; 3: callos dispersos, no homogéneos; 4: formacion de callos
uniformes y maduros; 5 : formacion de callos hipertréficos muy activos) (Lopez et dl.,
2019). Los resultados fueron evaluados por el especialista veterinario de la entidad y

posteriormente por un panel de dos expertos externos ciegos.
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Encuesta epidemioldgica. Se envié una encuesta epidemioldgica (ANEXO 1V), como se
indico anteriormente, a todos los veterinarios para cada caso, incluyendo la historia clinica
de los pacientes (anamnesis, diagndstico, tratamiento quirurgico y evolucion), escala de
recuperacion funcional e informacion relacionada con el biomaterial y su manejo (tamafio
de grano utilizado, dificultad en su uso, mezcla con otro material o sustancia, y un informe
radiografico. Finalmente, los veterinarios brindaron un informe final sobre su experiencia
en el uso clinico. Posteriormente, la informacion obtenida fue revisada por el panel de
expertos independientes ciegos para valorar la idoneidad del tratamiento y su correcta

evolucion.

Recuperacion funcional. La recuperacion funcional fue evaluada por los clinicos de los
centros en cada revision, utilizando una escala simple (1 a 5) Los criterios que se evaluaron
fueron los siguientes: cojera, dolor a la palpacion y soporte de peso. Posteriormente se
sumaron las puntuaciones, pudiéndose clasificar en tres niveles: buena recuperacion
funcional (11-15), regular (6-10) y mala (1-5), indicando total, parcial y no recuperacion
funcional, respectivamente. (Tabla 8) (Pruksakorn et dl., 2009; Nganvongpanit et dl.,
2013).

Tabla 8. Sistema de puntuacién de recuperacion funcional para la evaluacion de pacientes
(Pruksakorn et dl., 2009; Nganvongpanit et dl., 2013).

Criterio Puntuacion Evaluacion clinica

No anda
Cojera severa al andar
Cojera moderada al andar

Cojera
Ligera cojera al andar

U N W N =

Sin cojera. Anda normalmente

El paciente no se deja palpar
Signos severos. El paciente vocaliza poco agresivo
Dolor al Signos moderados. El paciente retira la extremidad

palpar Signos leves. El paciente vuelve la cabeza al palpar

U AN W N =

Sin signos. Se deja palpar perfectamente

No soporta el peso en la extremidad en estatico ni al andar
Soporte de peso parcial en estatico. Sin soporte al andar
Soporte Soporte de peso parcial en estatico. Soporte al andar

de peso Soporte normal en estatico. Favorece el miembro afectado al caminar

U AN W N =

Equilibrio en todas las extremidades tanto en estatico como al caminar
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Analisis estadistico. Se realiz6 un analisis estadistico con el tiempo de consolidacion en
busca de diferencias estadisticamente significativas en cuanto a sexo (machos y hembras),
peso (tres grupos: (a) <5 kg, (b) 5-20 kg, (c) >20 kg), y procedimiento (fijacién interna o
externa y artrodesis). El andlisis estadistico se realizd con el programa informético
SigmaPlot ® 12.5 para Windows (Systat Software Inc., San José, CA, Estados Unidos). Se
consider6 estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. El estudio descriptivo de la
poblacion se mostré como la media + desviacion estandar. La normalidad de las varianzas
se evalu6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para determinar las diferencias entre los
grupos para las variables no categdricas (peso), se realizé un andlisis de varianza de una
via. Las variables categoricas (sexo y procedimiento) se evaluaron mediante la prueba ¢ de

Student y el andlisis de varianza de una via.
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Resumen.

Este estudio tiene como objetivo sintetizar toda la evidencia disponible sobre la distraccion
osteogénica alveolar vertical (VAOD) en ensayos con animales para determinar si el modelo
animal utilizado y su manipulacion influye o no, y encontrar cudl es el modelo animal mas
adecuado para esta técnica especifica. Esta revision sistemdtica se ha realizado siguiendo las
declaraciones PRISMA. Dos revisores han consultado manualmente las fuentes bibliograficas.
El riesgo de sesgo se evalu6 mediante una version de la escala de Newcastle-Ottawa (NOS).
Los criterios de seleccion se establecieron por investigadores expertos para decidir qué estudios
deben incluirse en la revision. Veintiséis estudios cumplieron los criterios de inclusion y se
incluyeron en la revision. Veinticuatro de ellos fueron de calidad alta (puntuacion entre 7 y 9),
dos de calidad media (puntuacion entre 4 y 6) y ninguno de baja calidad (puntuacion entre 1 y
3). La puntuacién mas alta posible fue 9 (de acuerdo con NOS). Seis estudios cumplieron con
todos los criterios NOS. Se ha visto que el modelo animal influye en los resultados, lo que lleva
al fracaso en algunos casos. El modelo animal mdas utilizado en VAOD, con menos
complicaciones, fue el perro mongrel. No se recomienda el uso del cerdo y mini cerdo, debido

a las dificultades de manejo y complicaciones encontradas.

Palabras clave: modelo animal, experimentaciéon animal, osteogénesis por distraccion,
biomateriales, aumento de la cresta alveolar, distraccion osteogénica alveolar vertical, revision

sistematica.
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Resumen.

El objetivo de esta revision sistematica fue sintetizar todos los estudios preclinicos realizados
en osteogénesis por distraccion periostica (PDO) con el fin de evaluar la calidad mediante las
guias ARRIVE. Se analizaron los modelos animales utilizados y la influencia de las
complicaciones con el fin de establecer los modelos mas adecuados para esta técnica. Se han
seguido las declaraciones PRISMA. Dos revisores han consultado manualmente las fuentes
bibliograficas. El riesgo de sesgo se evalué mediante la herramienta SYRCLE para estudios en
animales y la calidad de los estudios con las pautas ARRIVE 2.0. Se aplicaron criterios de
seleccion establecidos por investigadores expertos para decidir qué estudios debian incluirse en
la revision, resultando en veinticuatro estudios. El conejo como modelo animal ha presentado
buenos resultados en PDO, tanto para hueso calvarial como para mandibula. Las ratas han
mostrado buenos resultados para la PDO en el hueso calvarial. El mini cerdo no se recomienda
como modelo animal en PDO. A pesar del aumento en la calidad de los estudios desde la
implementacion de las guias ARRIVE 2.0, seria necesario mejorar la calidad de los estudios

para facilitar la transparencia, comparacion y reproducibilidad de trabajos futuros.

Palabras clave: modelos animales, osteogénesis por distraccion peridstica, distraccion

osteogénica, regeneracion Osea, revision sistematica.

72 |



Resultados

Articulo 3. Regeneration of Craniofacial Bone Induced by Periosteal Pumping.

Saulacic N!, Garcia-Gonzalez M?, Muifoz F?, Garcia Garcia A3, Sadath-Marashi Z', Rohrer
U*y Ferrari SL°.

"Departamento de Cirugia Craneo-Maxilofacial, Facultad de Medicina, Universidad de Berna,
3008, Berna, Suiza.

?Departamento de Ciencias Clinicas Veterinarias, Facultad de Veterinaria, Universidade de

Santiago de Compostela, 27002, Lugo, Espafia.

3Departamento de Cirugia Maxilofacial, Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de
Compostela y Unidad de Cirugia Oral, Facultad de Odontologia, Universidade de Santiago de

Compostela, Espafia.
4Centro de Ingenieria Biomédica ARTORG, Universidad de Berna, 3008, Berna, Suiza.

5Seccién de Enfermedades Oseas, Departamento de Especialidades de Medicina Interna,

Hospital Universitario de Ginebra y Facultad de Medicina, Ginebra, Suiza.

TISSUE ENGINEERING PART C-METHODS
Volumen; 28, Numero: 2, Paginas: 61-72
Fecha de publicacion: 17 de febrero de 2022
DOI: 10.1089/ten. TEC.2022.0001

Enlace: https://www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35107342/

ISSN: 1937-3384 eISSN: 1937-3392

Indices de calidad de la revista (2020)

Factor de impacto: 3,056  Citas totales: 3.973

Clasificacion por categoria: Cell Biology Q3 (142/195) Cell & Tissue Engineering Q4 (24/29)
Engineering, Biomedical Q3 (48/89)

Materials Science, Biomaterials Q3 (28/41)

173



MARIO GARCIA GONZALEZ

Contribucién doctorando: M.G-G particip6 en la fase experimental, llevo a cabo parte del
procesado histologico, realizo el analisis histomorfométrico, microtomografico y estadistico, y

redacto los resultados y parte del material y métodos.

Autorizacion revista: Los autores de la publicacién poseen lo derechos de copyright para el

uso y reproduccion de los contenidos del articulo en la presente tesis.

Resumen.

Antecedentes: Se han desarrollado una variedad de técnicas quirurgicas y estrategias de
ingenieria de tejidos que utilizan el potencial osteogénico del periostio para la reparacion de
deficiencias 6seas extendidas. El objetivo del presente estudio fue evaluar el impacto de un
protocolo alternativo de osteogénesis por distraccion peridstica en la regeneracion dsea en un

modelo intraoral.

Experimento: Para el estudio se utilizaron ocho perros Beagle machos adultos. Se colocaron
dos dispositivos de distraccion a cada lado de la mandibula. Después de un periodo de latencia
de 7 dias, los dispositivos de distraccion en todos los animales (salvo el control negativo) se
manipularon a una velocidad de 0,5 mm durante un total de 8 dias. El protocolo de bombeo en
dos grupos de prueba se realizd dos veces al dia alternando la activacion con la relajacion. En
el grupo de bombeo peridstico/distraccion (PPDO), los tornillos de distraccion se activaron dos
veces (a las 12 y 24 horas) y luego se relajaron (a las 36 horas), y en el grupo de bombeo
peridstico (PP) se activaron repetidamente y a las 12 horas se relajo. En el grupo de distraccion
peridstica (PDO), solo se realizé la activacion una vez al dia (control positivo). Los dispositivos
se dejaron inactivados en el grupo de control negativo (NC). Las muestras se recolectaron
después de 8 semanas de consolidacion y se analizaron mediante micro-CT y andlisis

histologico.

Resultados: Se formd nuevo hueso lamelar maduro sobre el hueso pristino en todos los grupos.
Los grupos PPDO y PDO mostraron mas area de hueso nuevo en comparacion con los grupos
PP (p < 0,001 y p < 0,001, respectivamente) y NC (p = 0,032 y p = 0,031, respectivamente).
Ademas, se encontrd mayor area de hueso nuevo en el grupo PP que en el grupo NC (p = 0,006).
El grupo PDO demostro6 un area relativa de tejido conectivo mas alta que el grupo PPDO (p =

0,005) y un volumen relativo de hueso nuevo mas bajo que el grupo NC (p = 0,025).

Conclusion: El protocolo de bombeo de distraccion peridstica puede inducir con éxito la

regeneracion endogena del hueso mandibular en perros.

Palabras clave: modelos animales, periostio, hueso, dental, periodontal, distraccion

osteogénica.
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Resumen.

Antecedentes. El autoinjerto todavia se considera el estdndar de oro para el tratamiento de
defectos 6seos. Sin embargo, dada la importante morbilidad del sitio donante con el que se ha
asociado, se han desarrollado sustitutos alternativos para los injertos 6seos. En el presente
estudio se utiliz6 un sustituto 6seo compuesto por biocerdmicas bifasicas de CaP obtenidas de

dientes de tiburdn.

Objetivo. El objetivo de este estudio es evaluar la eficacia de una bioapatita marina en el &mbito

clinico veterinario utilizandola como injerto 6seo en perros y gatos.

Métodos. El biomaterial se distribuy6 aleatoriamente en 6 centros clinicos veterinarios de
Espana y se utilizé en 24 casos (20 perros y 4 gatos) incluyendo 14 fracturas, 9 artrodesis y 1
quiste dseo. Se utilizaron granos entre 500 y 2.000 um. Se establecieron criterios de inclusién
y exclusion. Se evalud cuantitativa y cualitativamente el tiempo de consolidacion vy
recuperacion funcional. Para ello, se realizd un seguimiento a las 2, 4, 8 y 12 semanas, que

incluy6 imagenes radiograficas, exploracion fisica y “feed-back” con los propietarios.

Resultados. Diecinueve casos completaron el estudio (18 perros y 1 gato; 11 fracturas, 7
artrodesis y 1 quiste 0seo). Los cinco restantes fueron excluidos por no completar el
seguimiento radiografico (tres gatos y dos perros), siendo tres artrodesis y dos fracturas. En 18
de 19 casos, el uso del biomaterial fue exitoso; uno de ellos fracasé por causas ajenas al
biomaterial. No hubo reacciones adversas a nivel local o sistémico. Dieciocho pacientes
tuvieron una buena recuperacion funcional. El tiempo medio de consolidacion fue de 5,94
semanas en perros con fracturas y artrodesis, no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas entre sexo, peso y procedimiento.

Conclusiones. Este biomaterial se presenta como un candidato muy adecuado para la cirugia
ortopédica en el &mbito veterinario. Los resultados preliminares mostraron que su uso reduce
el tiempo de consolidacion en perros con fracturas y artrodesis. Ademas, no se han observado

reacciones adversas sistémicas o locales derivadas de su uso.

Palabras clave: hidroxiapatita, fosfato -tricalcico, biomateriales, regeneracion dsea, sustituto

6seo, ortopedia veterinaria, bioapatitas marinas.
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Resumen.

Los quistes Oseos son una patologia ortopédica muy rara en medicina veterinaria, cuya
prevalencia general se desconoce. Se diagnostico un quiste 6seo unicameral en una perra teckel
adulta con cojera y se tratd quirdrgicamente llenando el defecto con bioapatitas marinas. El
tratamiento fue eficaz y a las 8 semanas el defecto se habia remodelado en un 50,24%.
Dieciocho meses después de la cirugia, el defecto habia remodelado 94.23%. La cojera
desaparecié después de la cirugia y la recuperacion funcional fue buena en todas las etapas
posteriores a la cirugia. No se observaron reacciones adversas a nivel local o sistémico. Este es
el primer informe de un quiste 6seo benigno en una perra teckel adulta con cojera, tratado con

¢éxito con una nueva bioapatita marina.

Palabras clave: biomaterial respetuoso con el medio ambiente, quiste 6seo, regeneracion dsea,

andamio marino, biomaterial matino, bioapatitas, medicina regenerativa, teckel, perro.
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En la presente tesis de doctorado se han investigado la efectividad de dos tecnologias de
regeneracion Osea. La primera de ellas, un distractor peridstico alveolar, mediante un estudio
preclinico empleando como modelo animal el perro Beagle. La segunda de ellas, un relleno

6seo de origen marino, mediante un ensayo clinico preliminar en perros y gatos.

En el primer y segundo estudio se han llevado a cabo dos revisiones sistematicas de la literatura
en las que se evaluo el modelo animal y la calidad de los estudios realizados en distraccion

osteogénica alveolar vertical y en distraccion osteogénica peridstica, respectivamente.

En el tercer estudio, se ha realizado un estudio preclinico en el perro Beagle, en el cual se ha
evaluado un nuevo distractor peridstico, asi como un protocolo alternativo de bombeo del

periostio, no descrito con anterioridad en la literatura bajo el conocimiento de los autores.

En el cuarto estudio, se ha evaluado la eficacia de bioapatitas derivadas de dientes de tiburon
utilizadas como relleno 6seo en el ambito de la ortopedia veterinaria, mediante un estudio
clinico preliminar en perros y gatos. De este estudio derivo el quinto estudio debido a la

evidencia del primer caso de quiste 6seo benigno en una perra Teckel adulta.

Estudio 1. Does the Animal Model Influence in Vertical Alveolar Distraction? A Systematic

Review of the Literature.

Esta revision sistemadtica de la literatura se centrd en un total de 26 estudios que evaluaron la
técnica de osteogénesis por distraccion alveolar vertical en estudios preclinicos con animales.
Hasta el momento, no hay consenso sobre cudl es el animal ideal para las pruebas de distraccion
alveolar vertical. En esta revision, el animal més utilizado y con menos complicaciones fue el
perro (20 de 26 estudios; 145 de 241 animales; 140 de 327 dispositivos). Entre las razas, la

mongrel fue la més utilizada (11 de 20 estudios).

La regeneracion 6sea en DO se ha relacionado con la edad del paciente; siendo més rapida en
pacientes jovenes y mas lenta en pacientes mayores. En un estudio realizado en ratas de entre
4 y 24 meses, se observaron diferencias estadisticamente significativas en la radiodensidad del

segmento distraido de la tibia. Se observo un 95% de hueso mineralizado en ratas de 4 meses,
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mientras que en ratas de 24 meses se observo hasta un 36% de hueso mineralizado (Aronson et
al., 2001). Todos los animales incluidos en esta revision eran esqueléticamente maduros
(promedio de 18 meses en perros y 13 meses en ovejas), lo que sugiere que los resultados no se
vieron afectados por la edad del paciente.

Aunque el procedimiento de VAOD se ha utilizado durante més de 25 afios, todavia existe
controversia sobre el protocolo ideal, aunque las fases clinicas del proceso (cirugia u
osteotomia, latencia, distraccion y consolidacion) siguen siendo las mismas. La mayoria de los
estudios de esta revision utilizaron una fase de latencia de 7 dias, con una media de 6,13 dias
(de 0 a 8), con resultados similares. Altug ef dl., en 2011 compararon dos periodos de latencia
diferentes (1 y 7 dias) en conejos, sin observar diferencias en las caracteristicas y cantidad del
hueso nuevo. En estudios en humanos, no se observaron diferencias significativas. En un
conjunto de 3278 expedientes de casos clinicos de distraccion craneo-facial, Mofid ez dl., (2001)
no encontraron diferencias significativas entre los médicos que establecieron un periodo de
latencia y los que no, en parametros como ausencia de union fibrosa (0,4% frente a 0,25%) o
consolidacion prematura (2% frente a 0,76%) de los casos). Sin embargo, es aconsejable un
periodo de latencia de 4-7 dias en la DO alveolar con el objetivo de evitar la exposicion
prematura del hueso al medio oral (Jensen et dl., 2002). Este problema puede ser alin mas

importante cuando usamos un modelo animal.

El periodo entre la activacion inicial y final del distractor se denomina periodo de distraccion.
Hay varias opciones de ritmo y frecuencia de distraccién. La mayoria de los autores coinciden
en un maximo de 1 mm por dia. En esta revision, el ritmo oscild entre 0,25 y 1 mm, con una
media de 0,8 mm por dia. No existen revisiones previas de estudios en animales. En humanos,
se encontro un ritmo que variaba entre 0,375 y 1 mm (Pérez-Sayans et dal., 2018) o entre 0,44 y
0,98 mm (Saulacic et dl., 2008) por dia. En cuanto a la frecuencia de distraccion, esta delicada
fase debe ser realizada por personal especialmente capacitado. En los trabajos estudiados, los
rangos variaron principalmente de una a dos veces por dia. En un estudio, la distraccion se
utiliz6 una vez cada dos dias (Li et d/., 2015). Cuando la distraccion se aplica mas de 2 veces
al dia puede complicar el procedimiento (Pérez-Sayans et dl., 2018) y puede ser la razén para

aplicar una baja tasa de distraccion en los animales.

La distraccion osteogénica es una técnica con la capacidad de producir un aumento de la altura
del hueso alveolar que puede variar entre 4 y 15 mm, con una media de 9,9 mm (Chiapasco et
al., 2004). La ganancia media obtenida en VAOD en esta revision fue de 6,13 mm, siendo
mayor con los dispositivos de distraccion extradseos que con los intradseos (6,26 vs 6,02 mm).
Una limitacion de la presente revision fue que la ganancia vertical obtenida por VAOD no se

comparé directamente con otras técnicas quirdrgicas para el aumento 6seo como materiales
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xenogénicos (5,2 = 0,79 mm) o aloinjertos, injertos 6seos autdogenos o aloinjertos (Artzi et dl.,
2003). No obstante, dado que la altura ganada con estas técnicas fue menor (por ejemplo, 5,2 +
0,79 mm para xenogénicos), la técnica VAOD puede considerarse la mas adecuada cuando el

objetivo es la ganancia Osea vertical (Esposito et dl., 2009; Pérez-Sayans et al., 2018).

En el periodo de consolidacion se observd un promedio de 9,93 semanas (rango entre 0 y 50
semanas). Se encontraron muchas discrepancias en comparacion con estudios en humanos, con
una media de 12,05 (Pérez-Sayans et dl., 2018), 11,22 (Saulacic et dl., 2008) y 11,83 semanas
(Rodriguez-Grandjean et dl., 2015). Para observar la fusion del hueso basal con el segmento
distraido, se necesita un minimo de 10 semanas de consolidacion (Pérez-Sayans et al., 2018).
Los periodos de consolidacion mas cortos utilizados en animales pueden explicarse por el

metabolismo mas rapido en comparacion con los humanos.

Se estudiaron multiples formas de clasificar las complicaciones. En esta revision utilizamos una
modificacion de la clasificacion realizada por Enislidis et al., en 2005 y Saulacic et al., en 2008.
Estos autores clasificaron las complicaciones en mayores y menores, y se basaron en cuando
ocurrieron estas complicaciones. Encontramos complicaciones en 12 estudios (24 pacientes,
9,95% del total), en los que once pacientes (4,56% del total) presentaron complicaciones
mayores. De los pacientes con complicaciones mayores, 9 tuvieron que ser descartados (3,73%
de fracasos). Se observaron tasas de fracaso similares en estudios en humanos, con un 3,44%
de fallos (Saulacic et dl., 2008). Otras complicaciones importantes se solucionaron con la

reubicacion del dispositivo de distraccion.

Segun otros estudios, la complicacidn menor mas comun es la dehiscencia (Chiapasco et dl.,
2004; Enislidis et dl., 2005). Es aconsejable reducir la frecuencia y la tasa de distraccion si la
dehiscencia es considerable y persiste (Pérez-Sayans et dl., 2018). Para complicaciones
menores, como inflamaciones, dehiscencia e infecciones, se recomienda un tratamiento
conservador. Las complicaciones menores suelen tener una solucion sencilla, que no interfiere

con los resultados de la técnica.

El mantenimiento de un nivel adecuado de higiene bucal en los animales es a veces un gran
desafio, ya que los sitios quirargicos en la boca de los animales tienen més probabilidades de
infectarse, lo que aumenta la tasa de fracaso. El manejo de cerdos y minicerdos puede resultar
especialmente dificil, debido a los hdbitos de masticacion y dificil higiene, que afectan la tasa
de fracaso.

Estudio 2. Systematic Review and Quality Evaluation Using ARRIVE 2.0 Guidelines on Animal

Models Used for Periosteal Distraction Osteogenesis.
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En esta revision se ha evaluado la calidad de los estudios en modelos animales utilizados en
ensayos preclinicos de distraccion periostica de acuerdo con las guias ARRIVE 2.0. Se han
seleccionado un total de 24 estudios sobre DP, segun los criterios de inclusiéon previamente

establecidos.
- Modelos animales y complicaciones.

A pesar de ser una técnica relativamente nueva, se han encontrado una gran variedad de

modelos bioldgicos utilizados para su investigacion (conejos, ratas, perros y minicerdos).

Se ha encontrado un porcentaje menor de complicaciones en comparacion con la técnica VAOD
(distraccion de la osteogénesis alveolar vertical) (7,3 frente al 9,95%) (Garcia-Gonzalez et al.,
2020a). Ademas, la tasa de pérdida de dispositivos en comparacion con VAOD también es mas
baja en DP (1,46 frente a 3,31%). Esto puede deberse a que la distraccion periostica no requiere
una osteotomia y puede evitar posibles complicaciones como fracturas, desviacion del vector

de inclinacion o secuestro de fragmentos (Saulacic ef al., 2007; Perez Sayans et dl., 2018).

Aungque el conejo ha presentado el mayor nimero de complicaciones (16 animales; 45% de las
complicaciones), también ha sido la especie mas utilizada (327 de 481 pacientes). Ademas, 12
animales de los que presentaron complicaciones (34,3% de las complicaciones) pertenecen a
un unico estudio que fracaso por infecciones graves (Estrada et dl., 2007). A veces se elige al
conejo porque el tamafio de su mandibula se ajusta al tamafio del dispositivo y por su capacidad
para volver rapidamente a los habitos alimentarios normales. Pero, por otro lado, debe
considerarse la diferente respuesta osteogénica en comparacion con los humanos (Schmidt et
al., 2002; Bayar et dl., 2012). Ademas, su relevancia clinica es a veces limitada para los
pacientes humanos, dada la discrepancia en el tamafio mandibular, la morfologia y la funcion
de sus contrapartes (Tee y Sun, 2015). En ocasiones, se ha observado que el animal deja de
comer debido al dolor que le provoca el dispositivo en la cavidad bucal. En este caso, dada la
ausencia de estimulo masticatorio, la maduracion 6sea puede verse afectada (Sencimen et dl.,
2007; Altug et al., 2011).

Solo se han reportado dos estudios en los que se ha implementado la técnica DP en perros.
Mientras que en uno de ellos no hubo complicaciones (Inoue et dl., 2014), en el otro se informod
una alta tasa de complicaciones (Estrada et dl., 2007). Por lo tanto, no se puede llegar a una
conclusion sobre la idoneidad del perro como modelo animal, correspondiente los resultados
obtenidos en VAOD (Garcia-Gonzalez ef dl., 2020). Los estudios futuros deberian investigar al

perro como modelo animal en DP.

En cerdos, se han notificado una complicacion mayor y tres menores. Sin embargo, deben

tenerse en cuenta la dificultad de manipulacion y el mantenimiento de la higiene bucal, asi como
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una alta incidencia de infeccion (Martinez-Gonzalez et dl., 2005). El mini cerdo no es un
modelo recomendable para la DP en ausencia de mas estudios, especialmente dado el alto coste
de mantenimiento y las frecuentes tasas de complicaciones previamente observados en VAOD
(Garcia-Gonzalez, et dl., 2020).

Las ratas han mostrado buenos resultados con respecto a su uso en estudios de DP en el hueso
calvarial. Son animales pequefios y faciles de manipular, y a menudo se utilizan muestras de

gran tamafio. Al igual que en los conejos, se debe considerar la relevancia clinica en humanos.

Para reducir el nimero de animales, algunos autores recomiendan el uso de animales mas
grandes porque pueden soportar varios dispositivos, incluido el control (Tee y Sun, 2015). Sin
embargo, deben considerarse cuidadosamente las implicaciones éticas que surgen de su uso y

emplearse solo cuando los dispositivos se encuentran en las etapas finales de investigacion.

Se ha demostrado que la edad del paciente puede influir en los resultados (Aronson et al., 2001).
En este estudio, al igual que en el estudio anterior realizado en VAOD (Garcia-Gonzélez, et d!.,
2020), todos los animales incluidos eran adultos, por lo que los resultados no se vieron influidos

por la edad del paciente.

->Protocolo.

Con respecto al protocolo, atin existen algunas discrepancias sobre el ideal en DP. Al igual que
en VAOD, las fases han sido las mismas (cirugia, latencia, distraccion y consolidacion). En esta
revision, la mayoria de los estudios han utilizado una latencia de 7 dias (al igual que en VAOD),
con una media de 6,5 (6,13 en VAOD). Estudios previos en humanos sobre DO convencional
no han encontrado diferencias utilizando diferentes periodos de latencia (Mofid et al., 2001).
Aun asi, se recomienda un periodo de latencia de 4-7 dias para evitar una exposicion dsea
prematura, especialmente en modelos animales (Jensen ef dl., 2002). En cuanto al periodo de
distraccion, la mayoria de los estudios utilizaron 10 dias, con una media de 10,3 (9,15 en
VAOD). La frecuencia y la tasa de distraccion fueron 1 o 2 veces al dia, y una media de 0,52
mm por dia (0,8 en VAOD). Mas de 2 veces al dia puede perjudicar el procedimiento y no se
recomienda més de 1 mm de distraccion al dia (Pérez-Sayéns et dl., 2018). Finalmente, en el
periodo de consolidacion, se informé una media de 4,9 semanas (rango de 1 a 12,86 semanas)
(9,93 en VAOD). Se recomienda un minimo de 10 semanas para observar la consolidacién
completa en VAOD en humanos (Pérez-Sayans et al., 2018), pero los periodos de consolidacién
mas cortos en animales pueden explicarse debido al metabolismo mas rapido en comparacion

con los humanos.
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—Fortalezas y limitaciones de los datos.

Ademas de evaluar los modelos animales utilizados en DP, la presente revision también se
propone identificar las deficiencias de los estudios preclinicos informados. Seglin las normas
ARRIVE para la experimentacion animal con modelos animales (Kilkenny et dl., 2010, 2014),
se ha observado un aumento en la calidad de los estudios desde su imposicion. Sin embargo, la
mayoria de los estudios no han seguido todas las recomendaciones propuestas por estas guias.
Esto puede deberse a que no todas las revistas que publicaron los estudios incluidos en esta

revision sugirieron u obligaron a seguir las pautas de ARRIVE.

En esta revision, la puntuacion méaxima segun las guias ARRIVE 2.0 fue de 36 puntos. Aunque
nueve estudios han obtenido una calificacion de excelente, ninguno de ellos alcanzé la
puntuaciéon méaxima. Al analizar las categorias, solo tres de ellas se reportaron en todos los
estudios: (6) medidas de resultados, (10) resultados y (11) resumen. Las categorias con los
coeficientes mas bajos fueron (19) registro de protocolo, (20) acceso a datos y (21) declaracién
de interés. La mayoria de los estudios se calificaron como excelentes (coeficientes entre 0,8 y
1) ya que informaron sistematicamente los criterios. Cabe sefialar que un gran nimero de
estudios no justificaron adecuadamente el uso del modelo animal. Estos valores concuerdan
con los resultados de las revisiones sistematicas obtenidas por Delgado-Ruiz et dl., en 2015,
quienes evaluaron los defectos criticos de tamafio en experimentos de regeneracion dsea en
calvaria de conejo, y con Schwarz et dl., en 2012, quienes evaluaron el tratamiento de la

periimplantitis.

El presente estudio presenta algunas limitaciones. Cuando los estudios incluidos se categorizan
de acuerdo con las pautas de ARRIVE 2.0, se otorga el mismo peso a los diez items esenciales

que a los once restantes.

Si un estudio experimental no estd disefiado para producir resultados solidos, y las
publicaciones no se informan con suficiente detalle, los recursos de investigacion y los animales
se desperdician. Segun Kilkenny ef dl., en 2009 y2010 al abordar la calidad de la informacion
de los estudios experimentales con animales, la falta de un enfoque integral y sistematico en la
descripcion del método puede conducir a informes confusos, con implicaciones tanto éticas
como economicas. Los experimentos con animales deben disefiarse correctamente, analizarse
adecuadamente y reportarse de manera transparente a la comunidad cientifica con el fin de
aumentar su confiabilidad y validez cientifica, maximizando los conocimientos adquiridos en

cada investigacion. Por este motivo, se han disefiado las directrices ARRIVE 2.0.
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Todos los estudios incluidos en esta revision contaron con la aprobacion bioética de un comité
competente. A pesar de esto, dos estudios fueron clasificados en el item 14 (“Declaracion
ética”) como “poco claros” porque no informaron el nombre del comité ético o institucion

competente que les dio autorizacion para realizar el estudio.

El riesgo de sesgo de los estudios realizados en esta revision fue bajo, aunque cuatro categorias
dieron como resultado un riesgo de sesgo poco claro. En los estudios de regeneracion 6sea con
animales es especialmente importante informar la aleatorizacion de los dispositivos y
protocolos en la metodologia, ya que la calidad del hueso regenerado puede variar dentro de

varios sitios en un animal (Ulm et dal., 1999; Delgado-Ruiz et al., 2015).

De acuerdo con lo anterior, seria necesario mejorar la calidad de los estudios preclinicos en
animales en términos de detalles esenciales, para facilitar la comparacioén y reproduccion en

trabajos futuros.

Estudio 3. Regeneration of Craniofacial Bone Induced by Periosteal Pumping.

Los hallazgos del presente estudio respaldan el conocimiento actual de que la elevacion gradual
y controlada del periostio induce la formacion de hueso en el sitio de su aposicion desde la
superficie 0sea existente. Diferentes tipos de manipulacion mecanica del periostio dieron como
resultado la formacion de hueso nuevo, pero no fueron igual de eficientes en este modelo. El
beneficio del protocolo de bombeo estuvo evidenciado por méas hueso nuevo y menos tejido
conectivo en el grupo PPDO que en el grupo PDO; sin embargo, solo se encontraron diferencias

significativas para el area de tejido conectivo.

La calidad del hueso recién formado en todos los grupos se asemejaba al hueso original, lo que
se corresponde con lo descrito en la literatura en sitios extraorales (Oda et d/., 2009; Yamauchi
et al., 2013; Saulacic et al., 2016). El principio de distraccion peridstica en el presente estudio
se utilizd para regenerar deficiencias Oseas extendidas en la mandibula de perros, un modelo
clinicamente relevante utilizado tanto para DO convencional como para DP (Nosaka et dl.,
2005; Yamauchi et dl., 2009, 2010). La gravedad y la incidencia de las complicaciones de los
tejidos blandos se correspondieron a los hallazgos de la DO convencional; las complicaciones
menores relacionadas con los tejidos blandos fueron relativamente frecuentes, pero curaron con
medidas conservadoras (Takahashi et dl., 2004; Nosaka et al., 2005; Yamauchi et dl., 2009,
2013). Por tanto, la distraccion peridstica parece favorecer la ausencia de infeccion mayor
(Laster et dl., 2005; Watzak et al., 2006; Yamauchi et al., 2013). El movimiento angular de la

placa de distraccion controlado por el mecanismo del elemento externo probablemente redujo
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los problemas relacionados con la inclinacion (Watzak et dl., 2006). Sin embargo, sigue siendo

un requisito importante el mantenimiento meticuloso de la higiene bucal.

Los dispositivos de distraccion se colocaron dos meses después de la formacion del defecto
para minimizar el posible efecto de las células madre del periodonto en la osteogénesis. La
formacion o6sea en el grupo NC podria atribuirse a la capacidad de curacion favorable de los
perros (Figura 4D y 4H articulo 3). La region de los premolares en los perros se considera el
modelo estandar, pero se deben tener en cuenta las diferencias en el tamafo y el grosor del
hueso. El aumento significativo de la formacion o6sea en los grupos PPDO y PDO en
comparacion con los grupos PP y NC confirmé la relevancia del espacio preservado

proporcionado por la placa de distraccion (Figura 6A articulo 3).

Los valores medios de area de hueso nuevo fueron mayores en el grupo PPDO, mientras que el
volumen de hueso nuevo fue menor en el grupo PDO. La discrepancia entre NBA y NBV podria
deberse a las dificultades para diferenciar el hueso maduro nuevo del hueso pristino y la
eliminacion de los artefactos de halo inherentes en la uCT. Los valores de %NBA y %NBV
fueron mas altos en el grupo PPDO, pero ninguna de estas diferencias fue estadisticamente
significativa. Sin embargo, el grupo PDO demostré valores de %NBV mas bajos que alcanzaron

la significacion estadistica en comparacion con el grupo NC (Figura 8B articulo 3).

La duracién del periodo de latencia y la tasa de distraccion aplicadas en el presente estudio
correspondieron a los informes previos sobre DP intraoral (Yamauchi et d/., 2009, 2010) y DO
horizontal (Aparicio y Jensen, 2001; Takahashi et al, 2004; Watzak et dl., 2006) En
comparacion con los grupos sin bombeo, el protocolo de bombeo mejoré la formacion de hueso
fuera de la placa de distraccion. El contacto entre el periostio y el hueso original es esencial
para que las células periosticas ejerzan su capacidad osteogénica (Melcher, 1976; Canalis y

Burstein, 1985; Kostopoulos y Karring, 1995; Aparicio y Jensen, 2001; Shimizu et dl., 2001).

La angiogénesis facilitada en el periostio durante la distraccion es esencial para el proceso de
cicatrizacion (Yasui et al., 1991). Se prefiere un protocolo de distraccion alternado a una
compresion al final de la activacidon, que se asocia con el colapso de la luz vascular y la

disminucién de la vascularizacion (Mori ef dal., 2006).

El marcaje con fluorocromo 6seo reveld la formacién de hueso a partir de la superficie dsea
original (Figura 5 articulo 3). Las células madre esqueléticas desempefian un papel importante
como promotores de la regeneracion mandibular durante la DO, utilizando un entorno mecéanico
guiado (Shah et dl., 2021). En realidad, las células dentro del periostio lateral de la mandibula
distraida vuelven a un estado de linea celular, que no se ve en la curacion del defecto (Ransom

et al., 2018). En general, los resultados actuales corroboran el beneficio del protocolo alternado
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observado en DO convencional (Mofid et al., 2002; Krishnan et al., 2006; Makhdom y Hamdy,
2013; Kocyigit et dl., 2014; Kwon et dl., 2020).

Mientras que los grupos PPDO y PP mostraron mas hueso nuevo que los grupos PDO y NC, se
detecto una diferencia significativa solo entre los grupos PP y NC para el NBA. Las diferencias
sutiles en la formacion 6sea inducidas por diferentes tasas de distraccion pueden notarse mas a
nivel molecular que histologicamente (Pacicca et al., 2003; Correia et dl., 2013). La replicacion
de estimulos fisioldgicos a osteogénicos de células por flujo intersticial pulsatil mejoro la pre
diferenciacion osteogénica y el depdsito de proteinas de marcadores osteogénicos (OPN, OCN,
Col I y BSP) sobre el flujo constante (Correia et dl.,, 2013). Los osteoblastos expuestos a
diferentes tensiones (es decir, distraccion versus compresion) pueden activar distintas vias y
dar como perfiles de proliferacion y diferenciacion Unicos para el tipo de estrés aplicado
(Gabbay et dl., 2006). El estiramiento/relajacién mecanico ciclico estimul6 la diferenciacion de
osteoblastos en etapas tempranas (ALP, BMP, RunX2) y tardias (OCN, Colla) mediante la
interconexion reciproca entre mTOR y NF-kB a un nivel moderado (ni demasiado alto ni
demasiado bajo) (Wang et d/., 2020). Como la poblacion de células oseas es influenciada por
el entorno mecanico, todavia se desconoce el estado de respuesta al bombeo peridstico para
regenerar y remodelar una estructura 6sea exitosa. Aun no se ha determinado el papel de los

morfogenos y los factores de transcripcion en la regeneracion osea (Shah et dl., 2021).

Dentro de sus limitaciones, el presente estudio indico que el hueso mandibular tiene potencial
de regeneracion endogena inducida por distraccion periodstica. Por lo tanto, el bombeo del
periostio podria ser una alternativa atractiva al injerto 6seo en bloque autdégeno para el
tratamiento de deficiencias 6seas extendidas. El protocolo es seguro de aplicar, e incluso mas
econdmico que las aplicaciones selectivas topograficamente especificas de agentes
osteogénicos. El disefio del dispositivo de distraccion ain necesitaria algunas mejoras antes de

su uso en seres humanos.

Estudio 4. Application of Shark Teeth-Derived Bioapatites as a Bone Substitute in Veterinary
Orthopedics. Preliminary Clinical Trial in Dogs and Cats.

El presente estudio demostrd que las bioapatitas globulares porosas son viables para su uso en
ortopedia veterinaria. En todos los casos, no hubo evidencias de reacciones adversas ni en el
lugar del injerto ni a nivel sistémico. Excepto en un caso, no hubo registros de infeccion
postoperatoria o reaccion a cuerpo extrafio, independientemente de la cantidad de material
injertado. En el caso 11, por tratarse de una antigua fractura por arma de fuego, y remitida desde
una clinica poco especializada, la infeccion no se traté adecuadamente desde el inicio y el

injerto no fue exitoso, produciéndose una fistula a las 2 semanas. Las fracturas por arma de
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fuego representan una situacion delicada en traumatologia desde hace tiempo (Gustilo et dl.,

1969). El grupo que reviso el caso consider6 que el uso del biomaterial estaba contraindicado.

Las fracturas son las lesiones traumaticas en huesos grandes mds comunes (Einhorn y
Gerstenfeld, 2015). La reaccion normal y fisioldgica cuando ocurre una fractura incluye una
serie de eventos: reaccion inflamatoria inicial, establecimiento de callos blandos y
posteriormente duros y, finalmente, remodelacion 6sea (Lopes ef dl., 2018; Rajhans et dl.,
2018). En los casos en los que este proceso fisioldgico no ocurre, la cirugia esta indicada (Khan
et al., 2008). Un aporte insuficiente de sangre, una enfermedad que afecta sistematicamente, o
una infeccion del callo 6seo, pueden tener un efecto negativo en la regeneracion del hueso, lo
que puede desencadenar una pseudoartrosis (Janicki y Schmidmaier, 2011). En aquellas
situaciones en las que no se logra la curacion, esta indicado el uso de sustitutos dseos (Sen et
al., 2018). El injerto aut6logo sigue siendo el estandar de oro en este tipo de situaciones, porque
no desencadena reacciones inmunoldgicas, proporciona factores de crecimiento para ayudar a
la osteoinduccion y también es parte de la estructura del hueso nuevo (Khan et al., 2008;
Bohner, 2010; Rogers y Greene, 2012). Sin embargo, el uso de hueso autdlogo tiene
desventajas: anestesia mas prolongada, la disponibilidad de hueso autoélogo es limitada, alta
morbilidad del sitio donante (riesgo de sangrado intraoperatorio, dolor, posibilidad de fracturas
por estrés), mayor probabilidad de infeccion local y riesgo de fracaso (Nandi et al., 2008; Pinto
et al., 2016; Bai et al., 2018; Campos et dl., 2018; Ferracini et dl., 2018). Cabe senalar también
que la cantidad de hueso aut6logo recolectado y la viabilidad de las células recolectadas son
limitadas, lo que limita la aplicacion en situaciones donde los defectos son criticos (Rogers y
Greene, 2012). Estas desventajas pueden evitarse utilizando sustitutos 0seos sintéticos en lugar
de hueso autdlogo. Una de las ventajas de estos sustitutos dOseos es su facilidad de
almacenamiento (Finkemeier, 2002; Lobato et dl., 2006; Bohner, 2010). En este informe
presentamos una serie de casos en los que el relleno 6seo de origen marino BV se mostré como
una alternativa eficaz y sin efectos adversos. Este biomaterial es un excelente andamio ceramico
para promover y fortalecer el proceso de regeneracion 6sea. BV contiene una gran cantidad de
HA, que es uno de los principales componentes de la matriz mineral 6sea (Anandan y Jaiswal,
2018).

Uno de los desafios del uso de sustitutos 6seos sintéticos es el mantenimiento en el defecto. La
mezcla de BV con la propia sangre del paciente consigui6 el efecto deseado, evitdndose la fuga.
Ademas, las congregaciones de células dentro de los codgulos sanguineos son potenciales
bioactivos que favorecen la curacion del defecto, promoviendo una mejor remodelacion
(Schuckert et dal., 2011). La mezcla del biomaterial con plasma rico en plaquetas también podria
haber sido interesante, dados los buenos resultados obtenidos en un estudio en el que se utilizd

para el tratamiento de fracturas en perros (Lopez et dl., 2019).
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Otras ceramicas de fosfato cdlcico se han utilizado previamente como sustitutos 6seos en el
ambito veterinario, obteniendo buenos resultados en cuanto a mejora de la calidad de vida del
paciente, velocidad de curacion 6sea y disminucion de la morbilidad (Lobato et al., 2006; Pinto
et al., 2016). Se estudio la efectividad del material en defectos dseos apendiculares y maxilares
/ mandibulares. Los pacientes no presentaron efectos adversos a nivel local ni sistémico, y la
recuperacion funcional fue buena en todos los casos, como en el presente estudio. A pesar de
ser un estudio preliminar, en el presente estudio se obtuvieron tiempos de consolidacion mas
cortos con respecto a otros biomateriales similares (5.94 vs 9.07 semanas) (Campos et dl.,

2018). Sin embargo, serian necesarios estudios controlados para dar més peso a esta premisa.

A pesar de no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas en la comparacion
del tiempo de consolidacion con el sexo, el peso y el procedimiento, se ha podido observar una
ligera tendencia en un tiempo de consolidacién mas corto en perros menores de 5 kg y en

machos.

Este estudio tiene algunas limitaciones. El uso diagndstico de la tomografia computarizada
habria sido interesante para evaluar la densidad de mineralizacion dsea posquirtrgica y a las 12
semanas en el defecto. El uso de cuestionarios en los propietarios podria haber proporcionado
mas datos sobre la recuperacion del animal. No se dispuso de un grupo control. El analisis
estadistico de la variable edad podria haber proporcionado datos cuantitativos, pero no se pudo

realizar porque no todas las edades exactas fueron reportadas.

Viendo los resultados prometedores que se han obtenido en este estudio preliminar, seria de
gran utilidad realizar un ensayo clinico controlado para complementar y aportar mas datos

cuantitativos y comparativos sobre el estudio de este biomaterial.

Estudio 5. Case Report: First Evidence of a Benign Bone Cyst in an Adult Teckel Dog Treated
with Shark Teeth-Derived Bioapatites.

Los quistes dseos suelen ser lesiones benignas, pero a veces se vuelven malignas o provocan
fracturas secundarias (Pernell ez al., 1992; Shimada et al., 1996; Barnhart, 2002). Las primeras
hipotesis que se han planteado fueron sospechar de un origen causado por problemas de drenaje
linfatico en la zona del quiste (Cohen, 1960), aumento de la presion arterial (Chigira et al.,
1983; Olstad et al., 2015) o estasis venosa (Komiya et dl., 1994). Recientemente, se han descrito
casos en caballos que fueron causados por un suministro sanguineo deficiente o necrosis del
cartilago isquémico (Olstad et al, 2015).También se teoriza que pueden ocurrir como
consecuencia de un traumatismo, hiperplasia 6sea, hematoma u obstruccion de los vasos

sanguineos, desencadenando una acumulacion de liquido en el hueso (Nojiri ef dl., 2015). Un
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incremento de la actividad lisosomal enzimatica en el liquido del quiste puede desempefiar un
papel en la lisis Osea, junto con niveles elevados de radicales libres de oxigeno citotoxico
(Gerasimov et dl., 1991).

Los signos clinicos suelen ser secundarios a la expansion progresiva del quiste e incluyen
hinchazén, dolor, cojera, especialmente después de un ejercicio prolongado, y en casos
avanzados fracturas patoldgicas si el hueso cortical se adelgaza mucho (Stanton y Abdel-
Mota’al, 1998; Olstad et dl., 2015; Petazzoni et dl., 2015). En muchos casos, los quistes 6seos
son hallazgos asintomaticos e incidentales. Si aparecen signos clinicos, el diagndstico se
centrard en métodos de imagen como la radiografia, la tomografia o la resonancia magnética
(De Wilde et al., 2004; McCarthy y McNally, 2004; Shikhare et dl., 2018). Los signos de
imagen muestran una lesion radiolicida y un adelgazamiento cortical. A veces, un quiste se
divide en varios compartimentos separados por tabiques trabeculares (Petazzoni et al., 2015).
La histologia de las muestras revela una pared interna compuesta por un tejido conectivo rico
en fibras de coladgeno, tejido de granulacion y células multinucleadas (Pernell ef dl., 1992;
Kadhim et al., 2014). El contenido es similar al plasma o un exudado sanguinolento seroso
(Kadhim et al., 2014).

El diagnostico diferencial en perros incluye quistes dseos subcondrales o aneurismaticos,
infeccion bacteriana o micoética, displasia fibrosa, hematoma subperidstico o neoplasia (Lokiec
et al., 1996, Shimada et dl., 1996; Nomura y Sato, 1997; Kadhim et al., 2014; Olstad et al.,
2015).

El tratamiento quirargico de los quistes Oseos sintomaticos se basa en un legrado abierto
seguido de un injerto 6seo (Dueland y VanEnkevort, 1995; Petazzoni et dl., 2015). En otros
estudios se ha descrito el uso de matriz dsea desproteinizada de origen animal (De Wilde et al.,
2004). También se ha descrito la reseccion completa de un quiste, pero a veces no es posible,
como ocurre con los quistes que involucran los huesos sesamoideos (Lokiec et al., 1996). En
los casos en que el quiste es grande, se pueden utilizar dispositivos de fijacion de titanio para
prevenir fracturas. En ocasiones la consecuencia de utilizar la fijacion interna es tener que
realizar una artrodesis, haciendo que el paciente pierda calidad de vida (Dueland y
VanEnkevort, 1995; Nojiri et al., 2015). En estudios en humanos, la inyeccion percutdnea de
corticosteroides (succinato de metilprednisolona) se ha relacionado con un incremento en los
niveles de prostaglandina E2 en el liquido quistico, lo que tiene un efecto beneficioso sobre la
terapia (Shindell ef dl., 1989). Otros estudios también han estudiado los fosfatos de calcio
sintéticos en defectos mandibulares y apendiculares. Se obtuvieron resultados prometedores en
términos de velocidad de curacion 6sea, reduccion de la morbilidad y mejora de la calidad de

vida de los pacientes (Campos et dl., 2018).
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En otros estudios, se han utilizado autoinjertos para curar defectos 6seos (Janicek et dl., 2010).
En un estudio reciente realizado en humanos (Nunziato et d/., 2020), se comparo el autoinjerto
con un relleno sintético para el tratamiento de quistes 6seos unicamerales, y la evidencia indic6
que el uso del relleno sintético disminuy6 la tasa de reintervencion. En ese caso, dado el tamafio
del defecto en relacion con el tamafio del animal, es muy dificil obtener tal cantidad de injerto

dada la morbilidad del sitio donante, el alto riesgo de infeccidn y el nimero de reintervenciones.

En el presente estudio se ha utilizado una bioapatita de origen marino para reducir el riesgo de
fractura durante la curacion Osea, evitando complicaciones derivadas de aloinjertos y
autoinjertos. El relleno se realiza con un material cerdmico obtenido del uso de un subproducto
de pescado, dientes de tiburon (Prionace glauca). Es un material muy abundante, de bajo costo
y biomaterial ecoldgico. Ademas, reduce el riesgo de transmision de enfermedades en
comparacion con los aloinjertos (Lopez-Alvarez et dl., 2016, 2017). En este momento se

desconoce el uso de otras bioapatitas marinas para el tratamiento de defectos dseos.

Las limitaciones del presente estudio son no poder realizar una tomografia computarizada justo
después de la cirugia y en la 0ltima revision. De esta forma, se podria haber evaluado la

densidad de mineralizacion 6sea. No se ha podido comparar con ningun control.
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1.

CONCLUSIONES

El modelo mas adecuado para la técnica de distraccion osea alveolar vertical es el perro
de raza Mongrel. La rata y el conejo son adecuados como modelos de distraccion
peridstica. No se recomienda el uso de animales de la especie porcina por sus problemas

de manejo y su tasa de complicaciones en ambos tipos de distraccion.

En las condiciones de nuestro estudio, el hueso mandibular se regeneré mediante las
técnicas empleadas de distraccion peridstica. Los mejores resultados se consiguieron
mediante la distraccion peridstica con o sin bombeo, aunque consideramos que se

requieren mas estudios para validar la técnica.

El uso de bioapatitas de origen marino para su uso en algunas técnicas de ortopedia
veterinaria ha demostrado su eficacia, mejorando los tiempos de consolidacion y no
observandose reacciones adversas. No obstante, se necesitan mas ensayos controlados

para evaluar su comportamiento en diferentes situaciones clinicas.
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A continuacion, se anexan los materiales suplementarios correspondientes con las

publicaciones cientificas incluidas en la presente Tesis de Doctorado.
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I. MATERIAL SUPLEMENTARIO ARTICULO 1

animals

Review

Does the Animal Model Influence in Vertical

Alveolar Distraction? A Systematic Review of the

Literature

Mario Garcia-Gonzalez *, Fernando Mufioz 1, Antonio Gonzalez-Cantalapiedra 1, Monica
Lopez-Peiia  and Nikola Saulacic 2

1 Department of Veterinary Clinical Sciences, Faculty of Veterinary, University of Santiago de Compostela,
27002 Lugo, Spain; fernandom.munoz@usc.es (F.M.); antonio.cantalapiedra@usc.es (A.G.-C.);
monica.lopez@usc.es (M.L.-P.)

2 Department of Cranio-Maxillofacial Surgery, Faculty of Medicine, University of Bern, 3008 Bern,
Switzerland; nikola.saulacic@insel.ch

* Correspondence: mariog.gonzalez@usc.es

Received: 4 November 2020; Accepted: 7 December 2020; Published: date

Table S1. Most common complications in VAOD, prevention and treatment.

Complication

Prevention

Treatment

Infection

Prophylactic antibiotic and correct oral
hygiene

Antibiotics

Fractures of basal or
transported bone

Use thin blades in the osteotomy and
evite distraction of the bone

Stop distraction. Treatment with
osteosynthesis techniques

Premature consolidation

Implement a complete osteotomy. Use
appropriate distractor vector and rate

Replay the osteotomy

Delay of consolidation due
to fibrous union absence

Perfect stabilization of the distractor
device

Do not remove the distractor until the
bone strengthens.
If there is no fibrous junction, debride
and rebuild with regeneration
techniques

Dehiscence

Smooth the transport segment sharp
edges

Suture to prevent infection

Distraction vector
deviation

Prior evaluation of the structures
(mucosa thickness and lingual and
vestibular insertions

Early correction with orthodontic
corrective devices or acrylic plates

Fractures of the distractor

Occlusion evaluation

Remove fragments and repositioning

Instability of the distractor

Evaluation of distractor model used and
the bone density

It depends on the distractor used
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Table 1. Areas and Percentages of New Bone (Osteoid and Mineralized Bone), Bone Marrow and Soft Connective Tissue (means  SD)

Group

New Bone
Area (mm?)

Relative New Bone
Area (%)

Bone Marrow Area
(mm?)

Relative Bone
Marrow (%)

Connective Tissue

Area (mm?)

Relative Connective
Tissue Area (%)

PPDO
PDO
PP
NC

1.329 £ 1.422
0.979 + 0.533
0.73 £ 1.038
0.614 + 0.301

19,438 £ 13,297
15,278 + 7,638
13,509 + 10,138
13,993 + 6,682

0.07 £ 0.06; 0.05
0.21+£0.23;0.12
0.261 + 0.362; 0.08
0.17 £ 0.227; 0.06

1.71+£1.73; 0.99
2.75+271;1.74
2.83 +3.46; 0.54
1.79+£1.93;0.23

3.04 £2.67;3.21
4.91+3.46; 4.97
4.03 +1.83; 3.22
3.74 £ 2.02; 4.07

74.22+12.21;76.5
78.16 + 10.86; 79.24
74.78 £ 16.3; 75.44
80.11 £ 16.71; 84.59

PPDO, periosteal pumping/distraction group; PDO, periosteal distraction group; PP, periosteal pumping group; NC, negative control group.

Table 2. Parameters of New Bone Assessed by Micro-CT (means = SD)

Group v New Bone , Relative Ne“(, Mineral Bone Desnsity Relative Mineroal Trabecular Trabecular Trabecular
olume (mm’)  Bone Volume (%) (mg HA/ mm°) Bone Density (%) Thickness (um) Separation (um)  Number (1/um)
PPDO 50,71 + 31,71 39.20 + 12.77 1.98 + 0.40 1.18+£0.23 0,169 + 0,0146 0,225 + 0,0566 1,856 + 1,204
PDO 52,23 + 21,58 33.67 +10.12 217 +0.44 1.29+0.25 0,160 + 0,0339 0,252 + 0,0206 1,776 + 0,966
PP 46,66 + 27,46 41.83 + 13.04 1.99 £ 0.22 1.17+£0.13 0,169 + 0,0336 0,221 + 0,0664 2,370 £ 1,693
NC 37,70 + 11,61 47.53 £8.77 1.88 £ 0.22 1.09+0.15 0,167 + 0,0255 0,183 + 0,0305 2,875 +0,531

PPDO, periosteal pumping/distraction group; PDO, periosteal distraction group; PP, periosteal pumping group; NC, negative control group.
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Supplementary material 1. Epidemiological survey and case data collect

Case n:
Specie : Breed: Activity level: | Age:
Clinical History
BIOFAST-VET
Grain size used:
0.5- Imm O
Description of 1mm =2mm O
the
intervention Quantity:
<lcc O
lcc O
2cc O
>2 cc O
Results and
evolution
Dificulty of use Grade:
1 2 3 4
YES O NO O
Handdling
Mix with other material Which one:
YES O NO O
In this pathology it is always necessary to use a bone graft?
YES O NO O
Use of BIOFAST Compared with other bone grafts used in this pathology

Advantages in
relation to other
fillers

Does the use of BIOFAST bring advantages?
YES O NO O

What are the advantages of using BIOFAST compared to other bone

fillers ?:

YES O NO
YES O NO

Reduces the ossification time of the fracture
Improves the quality of bone repair

Other comments:

O
O

Veterinarian
testimony and
conclusions

| 141
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FUNCTIONALITY SCALE

CRITERIA

SCORE

CLINICAL EVALUATION

Lameless

[y

Not walk

Severe limp when walking
Moderate Limp when walking
Slight limp when walking

No limp. walk normally

Pain on
palpation

Patient cannot be palpated

Severe signs; dog vocalizeas or becomes aggressive
Moderate signs; dog pulls limb away

Mild signs; dog turns head in recognition

None

Weight-
bearing

NROUOBEBWNROUBWN

Non-weight-bearing standing and walking
Partial weight-bearing standing; non-weight-
bearing walking

Partial weight-bearing standing; non-weight-
bearing walking

Normal standing; favors affected limb when
walking

Equal on all limbs standing and walking

RADIOGRAPHIC ASSESSMENT

142 |
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V. MATERIAL SUPLEMENTARIO ARTIiCULO 5

Supplementary Table 1. Functionality recovery scoring system for assessing patients (Pruksakorn et dl.,

2009; Nganvongpanit et dl., 2013)

CRITERIA

Lameness

Pain on

palpation

Weight-

bearing

SCORE

CLINICAL EVALUATION

Not walk

Severe limp when walking
Moderate limp when walking
Slight limp when walking

No limp. Walk normally

Patient cannot be palpated

Severe signs; patient vocalizeas or becomes aggressive
Moderate signs; patient pulls limb away

Mild signs; patient turns head in recognition

None

Non-weight-bearing standing and walking

Partial weight-bearing standing; non-weight-bearing walking
Partial weight-bearing standing; non-weight-bearing walking
Normal standing; favors affected limb when walking

Equal on all limbs standing and walking
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El objetivo general del presente estudio es evaluar la efectividad
de dos tecnologias de regeneracion 6sea en defectos 6seos
mandibulares y apendiculares en modelos animales. Se realizé
una revisién exhaustiva y sistematica de la literatura con el fin
de conocer los modelos animales mas utilizados en osteogénesis
por distraccion alveolar vertical y peridstica. Posteriormente se
exponen los resultados de un estudio preclinico en el que se ha
evaluado la eficacia de un distractor osteogénico periéstico,
poniendo a prueba un nuevo protocolo de activaciéon basado en
el bombeo del periostio. Finalmente se realizé un ensayo clinico
preliminar en el que se ha evaluado la aplicacién de bioapatitas
marinas derivadas de dientes de tiburén como sustituto 6seo en
defectosdseos apendiculares en perros y gatos.
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