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Antecedentes y Justificacion

El avance del conocimiento cientifico y los requerimientos de la sociedad actual conllevan
la aparicion de un factor importante en el éxito de un tratamiento, “la rapidez”. Actualmente, los
profesionales que utilizan las técnicas de regeneracion Gsea tienen bien en cuenta esta afirmacion.
Es decir, los pacientes de hoy en dia solicitan procedimientos de regeneracion tisular mas
predecibles y sobre todo mas répidos, para poder disfrutar lo antes posible de sus protesis
implantosoportadas o implantorretenidas.

El desarrollo de la implantologia moderna, comienza con los trabajos sobre
osteointegracion de Branemark (1) a principios de la década de los 50 con los estudios sobre la
microvascularizacion dsea en tibias de conejo. EI mismo, llega a definirla en 1985 como” una
conexion directa estructural y funcional entre el hueso vivo, ordenado, y la superficie de un
implante sometido a carga funcional”.

Hay que tener en cuenta que el auge actual de la implantologia se debe a varios factores:
por un lado la demanda social de unos pacientes que exigen protesis capaces de rehabilitar su
edentulismo con la mejor funcionalidad y estética, y por otro lado debido a la presién comercial
constante con la aparicion de nuevos productos e innovaciones. A esto, se une el mayor
conocimiento de los aspectos de osteointegracion y biocompatibilidad, disefio de los materiales y
nuevas técnicas quirurgicas, que han creado un aumento de las indicaciones en implantologia oral
y maxilofacial. Por otro lado hay que valorar el incremento en el nimero de poblacion mayor de
65 afios, subsidiaros en gran numero de tratamiento implantolégico. Segun calculos de la
Organizacion Mundial de la Salud(OMS)y) en 1950 existian en el mundo 200 millones de
personas mayores de 60 afios, en 1975 la cifra era de 350 millones, y se predecia que en el 2000
esa cifra aumentara a 600 millones. En Espafa en las Gltimas décadas la poblacion ha sufrido un
rapido proceso de envejecimiento, segun datos del Instituto Nacional de Estadisticags) de 1991 los
mayores de 65 afios en nuestro pais superaban los 5 millones, y la esperanza de vida aumentaba
de 69,9 afios en 1960 a 76,5 afios en 1985.

Con relacion al soporte éseo, importante en implantologia, hay que tener en cuenta que la
cortical Gsea adelgaza e incrementa su porosidad del 4 al 10% entre los 40 y 80 afios de edad,
siendo la pérdida 6sea por década de un 3% y de un 9% en mujeres postmenopausicas. Por otro
lado, con la edad se produce una esclerosis 0sea, debido a una mayor mineralizacion de la
estructura Osea, que aumenta la dureza y disminuye la elasticidad) Sin embargo, valorando

Unicamente la edad como factor influyente en el tratamiento implantol6gico, se ha demostrado
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que se obtienen resultados similares en los diferentes rangos de edad en cuanto al numero de

implantes perdidos y en la evolucion a largo plazogs).

La perdida 6sea consecutiva al edentulismo va a condicionar una dificultad o una
imposibilidad a la retencion y el soporte de las protesis bucales. La pérdida dentaria va a
conllevar un pérdida Gsea a nivel de la cresta alveolar que a la vez depende de la interaccion de
varios factores(anatdmicos, sexuales, bioldgicos y mecanicos). Se ha observado que en los 5
afios siguientes a las exodoncias el proceso maxilar ha perdido un tercio de su area original, y el
mandibular algo mas de su cuarta parte, siendo la tasa media de reabsorcion en la mandibula de 3
a 4 veces mayor que en el maxilar).

En la mandibula, la cortical vestibular es mas fina que la lingual excepto en la zona de los
molares lo que condiciona una reabsorcion centrifuga, en el maxilar la reabsorcion es centripeta
porque la cortical vestibular es més fina. En el sector anterior de la mandibula permanece la
cortical lingual, mientras que en la zona posterior primero se aplana y luego se excava entre la
cresta milohiodea y la cresta oblicua externa. En el maxilar, el paladar proporciona una zona de
reparto de fuerzas por encima del cual se frena el proceso reabsortivo del proceso alveolar. A
medida que aumenta la reabsorcion, la mandibula parece ensancharse mientras que el maxilar se
estrecha, lo cual modifica las relaciones intermaxilares. Segun el grado de extension de la atrofia
los defectos Gseos pueden ser: generalizados, si afectan a la totalidad de la arcada; y/o
segmentarios o localizados cuando afectan a una hemiarcada o al espacio comprendido entre
uno o varios dientes. Ademas, la atrofia dsea puede ser valorada en sentido vertical(altura ésea) u

horizontal(anchura o grosor 0seo)s).

Como consecuencia de la reabsorcion severa de los maxilares se producen problemas para
la rehabilitacion prostoddncica posterior, objetivo final del tratamiento implantoldgico, como son:
déficit de volumen 6seo para colocar implantes de longitud adecuada a las fuerzas masticatorias,
direccién inadecuada de las fijaciones que ocasionan relaciones oclusales desfavorables con las
protesis antagonistas, posibilidad de dafiar o sobrepasar estructuras anatémicas
intradseas(conducto dentario inferior, seno maxilar o fosas nasales) )

Una solucién a la pérdida Osea es la utilizacion de injertos sustitutos 0seos, entre los
cuales y dependiendo de su procedencia diferenciamosz):

=Autoinjerto: procedentes del propio individuo, con propiedades osteogeénicas,

osteoinductivas y osteoconductivas.
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=Aloinjertos: procedentes de individuos de la misma especie, con capacidad
osteoconductiva.

= Xenoinjertos: procedente de otras especies, con capacidad osteoconductiva.

= Sustitutos no dseos(materiales aloplésticos): con propiedad osteoconductiva.

El éxito obtenido con los tratamientos implantolégicos en situaciones habituales, ha
Ilevado a la realizacion de técnicas avanzadas, para tratar de solucionar situaciones limite debido
a reabsorciones severas de los maxilares. Para ello se han desarrollado las siguientes opciones
terapéuticas:

-Colocacion de implantes en zonas no habituales (implantes en region pterigoidea, en
cigoma, trasposicion de nervio dentario, implantes transmandibulares...).

-Incorporacion  de técnicas de aumento déseo en las crestas alveolares edéntulas
(regeneracion Osea guiada, injertos tipo onlay e inlay, técnicas de expansion Gsea, elevacion de
suelo sinusal...).

-Desplazamientos de estructuras anatomicas (injertos con osteotomia tipo Lefort I,

distraccion Gsea...).

En este sentido hay que destacar que la proporcién de demanda en la poblacion de estas
técnicas avanzadas es importante. Martinez-Gonzélez y colsg estudiaron 194 radiografias
panoramicas en las cuales determinaron que entre un 10,52% y un 43,07% de los pacientes
requeririan para ser tratados con implantes en el maxilar la realizacion de técnicas de elevacion
de suelo sinusal junto con injertos de tipo onlay o inlay. Entre un 10,34% y un 28% necesitarian
para realizarse tratamiento con implantes en la mandibula la utilizacion de técnicas como

trasposicion de nervio dentario, injertos tipo onlay, regeneracion dsea guiada, etc...

La realizacion de esta llamada implantologia avanzada ha aportado una serie de
resultados clinicos muy esperanzadores, pero sin embargo no ha demostrado los porcentajes de
éxito que podria avalar la implantologia basica o convencional. EI aumento vertical de la
disponibilidad 6sea implantoldgica en la cresta alveolar mandibular y maxilar ha tenido unos
resultados variables y controvertidos en comparacion a las técnicas de aumento horizontal. Para
este aumento vertical mandibular y maxilar se han utilizado diferentes técnicas: injertos en onlay,
injertos en inlay regeneracion tisular guiada (GTR, por Guided Tisular Regeneration) , elevacion
del suelo sinusal y transposicion o lateralizacion del nervio dentario inferior (TIAN o LIAN, por

Transposition or Lateralization of Inferior Alveolar Nerve). En vista de los resultados iniciales
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obtenidos con las técnicas de distraccion alveolar, se sugiere que se trata de una técnica con

resultados mas rapidos, predecibles y permanentes que las otras técnicas de regeneracion (Tabla

1)(9, 10) -

En la realizacion de técnicas con injertos en Onlay es preferible la utilizacion de injertos
en bloque corticoesponjosos que los injertos en particulas, necesitindose periodos de
consolidacion entre 6 y 12 mesesq1). Estos injertos se pueden obtener en distintos puntos de la
economia Osea del paciente: tibia, costilla, cresta iliaca, calota craneal, menton...

Estos procedimientos se han realizado en pacientes que han sido sometidos a resecciones
quirurgicas por procesos neoplasicos, en casos en los que debido a traumatismos severos hay una
pérdida compleja de parte de los maxilares, o situaciones de severa reabsorcion alveolar. En los
injertos tipo onlay los resultados que se observan en la literatura es de importantes grados de
reabsorcion, de modo que excepto la zona adyacente a los implantes el resto desaparece en un
plazo de 5 afiosuz. Sin embargo se ha observado que la reabsorcion de los injertos onlay
combinados con implantes es considerablemente menor que los injertos solos, y en caso de
demorar la colocacion de implantes no debe sobrepasar los 4 meses;3).

Bosker y Dijka4) indicaron que la reabsorcion en reconstrucciones mandibulares con
autoinjertos asociada a implantes transmandibulares puede llegar a ser del 34 al 65% en un
periodo de 18 meses. Adell y colsis) encuentran que solo el 74% de los implantes continuaban
estables tras colocar injertos onlays con implantes inmediatos sobre maxilares severamente
reabsorbidos con un seguimiento de 5 afios y tras un periodo de curacion precarga de 9 meses.
Nystrom y colsg) realizan un estudio similar con un seguimiento de 3 afios observando una tasa
de éxito del 76%. Widmark y cols obtienen con la técnica de implantes diferidos con injertos en
onlay maxilar(4 meses de consolidacion + 8 meses curacién perimplantaria) una tasa de éxito del
73% tras un afio, y con la técnica de implantes inmediatos (8 meses curacion perimplantaria) del
75% tras seguimiento postcarga de 3-5 afiosy).

Jensen y Pedersen ) en un estudio realizado en 26 pacientes propusieron la utilizacion
de injerto onlay de mentdon mandibular e implantes inmediatos, indicando que la reabsorcion del
injerto era del 15% en un periodo de seguimiento medio de 16 meses, siendo esta reabsorcion
menor que la de injerto de cresta iliaca. Se ha considerado que cuando se transplanta hueso
endocondral autdégeno (costilla, tibia, cresta iliaca) la mayor parte se reabsorbe, siendo
reemplazado por tejido fibroso, mientras que cuando se utiliza hueso de origen membranoso
(tuberosidad, menton, rama mandibular) se mantiene su volumen. Ello es atribuible a una mas

rapida vascularizacion del hueso intramembranoso injertado, que en los procedimientos de

4
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colocacion de implantes diferida necesitaria unos 4 meses de consolidacion frente a los 6-9
meses que se requieren en los injertos de hueso endocondral (i) .

Parece que los injertos en onlay de aumento horizontal-vertical “en J” de origen
mandibular colocados en defectos maxilares localizados, tienen un mejor prondstico. Se ha
observado que con esta técnica, esperando un periodo de consolidacion de los injertos de 3
meses antes de colocar los implante presentaban una reabsorcion de solo el 5%. Después de 6
meses de cicatrizacion perimplantaria, con un seguimiento de 37 meses no se observd ninguna
perdida de implantes y una pérdida de cresta limitadas) .

Los injertos en onlay de aumento horizontal tanto en maxilar como mandibular parece
que son mas predecibles. Bernhart y colsgg) realizan con 3 pacientes una técnica de aumento
horizontal con injerto mandibular, utilizando el mismo reborde alveolar mandibular en filo de
cuchillo como zona donante del injerto. Observaron que después de 3 meses de consolidacion del
injerto la perdida 6sea horizontal se encontraba entre 0,5y 1mm.

Los injertos en inlay mediante la técnica de Lefort | han demostrado también similar tasa
de éxito que los injertos onlay. Keller y colsyg) realizan esta técnica en 10 pacientes con
colocacion diferida de los implantes observando una tasa de éxito del 83 % con un seguimiento
de 76 meses.

Las técnicas de GTR se han utilizado también en casos donde los implantes no se han
introducido en toda su longitud en el hueso alveolar, y se espera la regeneracién désea en la zona
implantaria sobresaliente mediante la aplicacion de materiales de injertos y membranas de
barrera. Parma-Benefati y colsp) utilizan esta técnica en 6 pacientes, aplicando un periodo de
cicatrizacion de 12 meses. En las zonas expuestas encontraron un porcentaje de contacto hueso-
implante(BIC, Bone Implant Contact) del 22%, mientras que en las zonas no expuestas del 44%.
Los autores se questionan si este hueso regenerado seria capaz de soportar las cargas

prostodonticas.

Utilizando la técnica de elevacién del suelo sinusal (“Sinus Lift”) mediante ventana
vestibular, Wannfors y cols) realizan un seguimiento de 1 afio observando una tasa de éxito del
79% con colocacidn inmediata de implantes(6 meses de curacion perimplantaria) y del 89% con
colocacion diferida de implantes (6 meses consolidacion + 6 meses curacion perimplantaria). Una
técnica mas predecible para la elevacion del suelo sinusal es la utilizacién de osteotomos sin
necesidad de realizar ventana vestibular. Rosen y colsgs) presentan una serie de 101 pacientes

tratados con esta técnica, observando una tasa de éxito del 95,4% en un seguimiento de 20 meses

5
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tras 7 meses de curacion perimplantaria. Obtuvieron incrementos en altura de 4 mm y observaron
que cuando la altura de hueso remanente era menor de 4 mm, la tasa de éxito disminuia al 85,7
%.

Con la técnica de TIAN, Kan y colsq realizan un seguimiento de 41 meses obteniendo
una tasa de éxito del 94%, pero con alteraciones neuroldgicas del 52%. Hirsch y colss) hacen un
seguimiento clinico de procedimientos de TIAN y LIAN durante 3 meses, donde se necesitaron 6
meses de curacion perimplantaria, y se observo una tasa de supervivencia del 92% y en el 16% de
los pacientes hipoestesias persistentes.

Hay que tener en cuenta que tanto en la técnica de elevacion del suelo sinusal como en la
de TIAN estamos regenerando la zona a una situacion no fisiologica, es decir vamos a obtener

unas proporciones corona-implante desfavorables, con las posibles complicaciones postcarga.

La distraccién histogénica se define como la capacidad para desarrollar hueso neoformado
y tejidos blandos adyacentes, entre 2 fragmentos 6seos que previamente han sido separados por
osteotomia y se les va distanciando gradualmente sin interrumpir el aporte sanguineogs, 27). La
aplicacion de esta técnica tiene abierta la posible aplicacion en el ambito craneofacial. Desde
hace mucho tiempo los ortodoncistas han aplicado fuerzas mecanicas en el complejo
dentoalveolar que ha inducido la formacion de nuevo hueso, por otro lado se han ayudado
también de esas fuerzas para provocar expansion de la sutura palatina, con formacién de nuevo
hueso. La técnica ha tenido un tremendo impacto en el tratamiento de pacientes con alteraciones
del crecimiento maxilocraneofacial o defectos tras reseccién quirurgica, ya que las anteriores
opciones terapeuticas que tenian era la realizacion de osteotomias maxilares y mandibulares con
interposicion de injertos costocondrales y dérmicos, con frecuentes resultados impredecibles y
que requerian de multiples operaciones. La distraccion es una opcion de tratamiento en los casos
de mandibulas hipoplasicas por prematura anquilosis de articulacion temporomandibular o
artritis reumatoide, ausencia de hueso por causas patologicas, micrognatia (sindrome de
Treacher-Collins y de Nager) o expansion craneal en craneosinostosiss). Los iniciales estudios
experimentales de distraccion craneomaxilar se centraron fundamentalmente en la elongacion
mandibularg), pero posteriormente se ampliaron en investigaciones de aumento de la anchura
mandibular para aplicacion en casos severos de discrepancia 6seo dentaria en los que los
tratamientos ortodoncicos convencionales no tienen éxitozg. También se ha aplicado
experimentalmente para estudiar el avance del maxilar en casos de deformidad esqueléticagiy 0

incompetencia velofaringeagy) y seguidamente se han descrito también una serie de estudios

6



Antecedentes y Justificacion

experimentales de distraccion histogénica aplicada al aumento de crestas alveolares atroficas(ss, a4,

35)-

Los actuales estudios de distraccion Osea tanto en la terapéutica de malformaciones
congénitas como del desarrollo, asi como en el aumento en altura y anchura previo al tratamiento
implantoloégico, han mostrado un panorama mas que alentador dentro del ambito de la
regeneracion ésea. No cabe duda que el establecimiento racionalizado a través de técnicas cada
vez més estandarizadas, asi como de disefio de distractores mas adecuados abre un camino
revolucionario para el tratamiento de pacientes con reabsorciones severas tanto en casos de
maxilares totalmente edéntulos como en situaciones de pérdida Osea alveolar localizada. En
muchas ocasiones el Unico tratamiento que han recibido estos pacientes ha sido la no
intervencion, con los problemas importantes tanto funcionales como estéticos, o bien se han
adentrado en la realizacion de tratamientos avanzados que, o bien tienen unas tasas de éxito un
tanto desconcertantes, o no estan libres de una importante serie de complicaciones o0
incomodidades para los pacientes.

Al cierre de esta tesis, existen escasos estudios en relacion al tratamiento de los defectos
6seos alveolar por medio de distraccién Osea, siendo en su mayoria estudios experimentales en
animales o estudios clinicos con muestras muy pequefias y seguimientos cortos, sin resultados a
largo plazo. Son ademés muy escasos los estudios histomorfométricos experimentales en
distraccion alveolar que comparen distintos tiempos de consolidacion 6sea. Por ello, cabe
justificar nuevas investigaciones en este campo que nos ayuden a determinar si la técnica de
distraccion Osea puede ser una solucion adecuada en los tratamientos implantolégicos de
pacientes con defectos 6seos importantes. Consideramos necesario también la investigacion con
nuevos disefios de distractores que sean mas versatiles en las diferentes situaciones clinicas.

La utilizacion de un modelo animal para valorar el hueso 6seo neoformado se hace
indispensable para estudiar un prototipo de distractor todavia no comercializado ni aprobado por
las autoridades sanitarias y por otro lado por la aplicacion de tiempos de consolidacion
experimentales para valorar las muestras histoldgicas del hueso neoformado. La eleccion inicial
del modelo perro beagle esta justificada porque proporciona un volumen 6seo adecuado para
realizar una distraccion alveolar similar al del humano lo cual seria inviable en especies pequefias

(rata o conejo), ademas de por su facil manejo en las fases experimentales.



Tabla 1. Estudios clinicos en técnicas de aumento 6seo vertical
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TI?A(\:UN-;SQ v LocALizacioNy | NDICEDE | TCONSOUDACION | 1.curacion T.TOTAL
SEGUIMIENTO VIVENGIA RECENERAR PERIMPLANTARIA | PRECARGA
DISTRACCION Maxilar
(Raghobear y cols, 2000)(36) Mandibula 100% 2 meses 3 meses 5 meses
6 meses
INJERTO ONLAY “EN J”
+|;':/|I:PELRAI‘S(1;ES 3??:11?;5 100% 3 meses 6 meses 9 meses
(Raghobear y cols, 1996)(18)
INJERTO ONLAY +
IMPLANTES Maxilar
INMEDIATOS 5 afios 74% 9 meses 9 meses
(Adell y cols, 1990)(15)
INJERTO ONLAY + Maxilar
IMPLANTES DIFERIDOS 3-5 afios 73% 4 meses 8 meses 12 meses
(Widmark y cols, 2001)(17)
INJERTOS INLAY+ Maxilar
IMPLANTES DIFERIDOS 76 meses 83% 6 meses 6 meses 12 meses
(Keller y cols, 1999)(20)
“SINUS LIFT” + Maxilar
IMPLANTES DIFERIDOS 1 afio 89% 6 meses 6 meses 12 meses
(Wannfors y cols,2000)(22)
“SINUS LIFT” +
IMPLANTES Maxilar
INMEDIATOS 1 afio 79% 6 meses 6 meses
(Wannfors y cols,2000)(22)
“SINUS LIFT”
INDIRECTA(osteotomos) + Maxilar
IMPLANTES - 95% 7 meses 7 meses
INMEDIATOS
(Rosen y cols, 1999)(23)
GTR .
(Parma-Benafati y smMth% Irbnlqjilﬁar 100% 12 meses 12 meses
cols,1999)(21)
. 92%
TIANy LIAN Mandibula
(Hirsch y cols, 1995)(25) 3 afios Hip(l)6e§)esia S 6 meses
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Desde que llizarovs, 27) reintrodujera el fenomeno de la distraccion en la terapéutica
ortopédica mediante un método cientifico contrastado, han aparecido nuevas aplicaciones en el
resto de la economia dsea del organismo. Una de las localizaciones anatomicas donde se ha
introducido y se esta investigando esta técnica es la regeneracion de la cresta alveolar, tanto en la
mandibula como en el maxilar. ElI procedimiento se ha aplicado desde su primera aplicacion
clinica realizada por Chin y cols en 199637) tanto en estudios experimentaless, s, 35,4099 COMO en
estudios C|I'niCOS(41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 10, 48, 49, 9, 50, 51, 52, 36, 53)-

llizarov tras sus estudios en distraccion de extremidades, definio los llamados efectos
Ilizarov: 1/ la traccion gradual de los tejidos crea estrés que activa el crecimiento y la
regeneracion tisular(ley de tension-estrés) y 2/ la forma y la masa ésea va estar influenciada por
la carga mecanica y el aporte sanguineogps, 27). Ademas, establecié las distintas fases del
tratamiento con distraccion, asi como sus tiempos mas adecuados: la fase de latencia (7 dias), la
fase de distraccion (indice de 1mm/dia) y fase de consolidacion (2 dias por cada mm conseguido).
De esta manera, aunque siguen bien vigentes los 2 efectos Ilizarov, se estdn modificando los
valores recomendados por llizarov para la aplicacion en otras localizaciones anatdmicas, por
ejemplo la cresta alveolar.

Segun los estudios de llizarov en extremidadesps 27y Y oOtros estudios posteriores
realizados en el territorio maxilofacialss los mejores resultados clinicos e histologicos se
obtienen mediante un indice de distraccién continuo. Se han conseguido desarrollar
experimentalmente distractores de aplicacion continua para elongacion mandibularss. Sin
embargo, no se ha conseguido desarrollar en los distractores alveolares debido al menor tamafio
de éstos. Actualmente, se pueden clasificar los distractores alveolares segun su colocacion en el
hueso alveolar como intradseos y extradseos, y segun su funcion, como distractor, distractor-
implante y pilar-distractor. Todos los disefios actuales presentan diferentes ventajas e
inconvenientes, sin que todavia se haya establecido claramente las indicaciones de cada disefio,
asi como las posibles ventajas o inconvenientes en cada situacion clinicagss).

Los estudios clinicos con muestras mas amplias se han realizado con 3 disefios de
distractor alveolar: el distractor extradseo TRACK (Tissue Regeneration Alveolar Callus
distraction KoIn, Martin, Tuttlingen, Alemania)us, 10), €l distractor intradseo LEAD(Leibinger
Endosseous Alveolar Distractor, Stryker-Leibinger, Freiburg, Alemania)us Yy el distractor-
implante DISSIS (Distraction Implant System, SIS, Klagenfurt, Austria)). Sin embargo solo se
han descrito estudios experimentales con el distractor -implante (DISSIS)u0) mientras que otros
prototipos que han sido estudiados inicialmente de manera experimental no han sido usados de
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manera clinica posteriormentes, 39, 35) , Y 0tros tantos disefios han sido utilizados directamente en
clinica sin presentar resultados experimentalesuz, 44, 51, 52, 36, 53)-

Es evidente que, ya sea por el afan investigador de los autores que estudian la distraccion
alveolar, o bien por la indudable influencia de las casas comerciales, se estdn utilizando
clinicamente una gran cantidad de disefios que no han pasado el imprescindible tamiz de la
investigacion experimental.

El disefio de distractor extrabseo TRACK es uno de los que ha presentado mejores
resultados a medio plazo teniendo en cuenta que los seguimientos postcarga prostodéncica de
implantes colocados en zona distraida son de 14 meses en los estudios mas prolongados o) . Este
disefio parece presentar una serie de ventajas en comparacion a los disefios intra0seoss, 46, 47, ss)
-Permite movilizar fragmentos relativamente grandes con un unico distractor.

-Buena estabilidad del distractor y del fragmento dseo a distraer.

-Fécil retirada del distractor, sin posible alteracion del tejido dseo neoformado.

-La altura del fragmento a distraer la condicionan las estructuras anatomicas y no el disefio del
distractor.

Sin embargo el disefio actual del TRACK presenta algunos inconvenientes potencialesss):
-Las superficies anatomicas pueden condicionar excesivamente el vector de distraccion mas
adecuado.

-Dificultad de colocacion en pequefios defectos 6seos interdentarios con riesgo de dafiar las
raices adyacentes (menor en TRACK 1.0).

Considerando al distractor TRACK como distractor de referencia, seria apropiado la
realizacion del disefio e investigacion de un distractor que solventara los inconvenientes del
distractor TRACK. De esta manera, se requeriria la modificacién de las aletas de anclaje del
distractor de tal manera que se evite la extension lateral y permita un mejor control del vector de

distraccion.

La fase de consolidacion se define como el tiempo que transcurre inmediatamente
después de finalizar la fase de distraccion hasta que se retira el distractor. VVa a permitir que el
hueso inmaduro formado en la cdmara de distraccion se convierta en un hueso maduro que
permita desarrollar una funcion adecuada. En el caso de la cresta alveolar la funcion a conseguir,
seria la de presenta unas condiciones biomecanicas adecuadas para colocar implantes dentales y
evitar que se colapse la zona regenerada. La fase de consolidacion ha sido estudiada mediante
diferentes procedimientos (densitometria, radiologia convencional o computerizada,

histomorfometria e inmunohistoquimica) en elongacion de extremidadessg, 57, ssy , elongacion
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mandibularsg, eo, 61, 62, 63, 64, 65, 66) » €longacion maxilarez, 31, 63) 0 aumento de la cresta alveolar g, ss,
39, 35)-

El establecimiento del adecuado tiempo de consolidacién no ha sido establecido
claramente y existe variabilidad tanto del periodo desde que termina la distraccion hasta que se
retira el distractor, como desde que se retira el distractor hasta que se colocan los implantes, o
como del momento en que se pueden empezar a cargar los implantes prostodéncicamente. El
establecimiento de dicho periodo de consolidacion se estd basando en criterios muy variables
como pueden ser radioldgicos, histologicos o simplemente empiricos o por similitud con
resultados experimentales. Tampoco se han establecido criterios claros y diferenciadores del
tiempo de consolidacion con relacion a factores con gran influencia en la biologia 6sea como
pueden ser, el sexo, la edad, la localizacién anatomica, la densidad 6sea, el modelo oclusal o el
estado general del paciente.

De esta manera, existen estudios clinicos con distraccion alveolar que han establecido
como periodo de consolidacion 4 semanasai, 43, 52, 44), Otros 8 semanass, ss, 10, 53, 49), Y 0tros 10-12
semanass, 4s, 47, 69). Hay estudios que han establecido un periodo desde la retirada del distractor
hasta que se colocan los implantes de manera inmediataas, s2, 36, 10, 53, 49, 48, 47, 69) , O bien a las 4
semanasa, 43, 44 En relacion con el momento de la carga prostoddncica, es decir el tiempo que
pasa desde que se colocan los implantes hasta que se empiezan a cargar, se ha descrito en muy
pocos estudios. Se han aplicado 12 semanasss), 16 semanas(o, so), 24 semanasas), 0 entre 16-24
semanas en el caso del distractor-implante DISSISg).

La valoracién histoldgica es el método mas objetivo para poder determinar el momento
adecuado para poder retirar el distractor y poder colocar los implantes, sin embargo las
evidencias histoldgicas no han sido habituales en los estudios. De esta manera hay estudios
clinicos con distraccion alveolar que encuentra hueso inmaduro a las 8 semanas después de
terminar la distraccion;, s3), otros hueso laminar a las 8 semanasss), otros hueso laminar a las 10
semanas (7 y otros hueso laminar a las 20 semanasus). Experimentalmente, en mandibula de
perro se ha encontrado hueso laminar a las 12 semanasss) y en mandibula de ovejas hueso
laminar a las 12 semanasiao).

Debido a la variabilidad de resultados es dificil establecer cual seria el periodo de
consolidacién mas corto y con suficientes garantias de mantener el hueso regenerado sin que se
produzca un colapso o fractura de la zona. En su mayoria, los estudios clinicos publicados
demuestran que los implantes se colocan de 8 a 10 semanas después del final de la distraccions,
43, 45, 36, 10, 47, 51, 46, 53). CONS0l0(45) describié que a los 40 dias después del fin de la distraccion

aparecia un callo blando, rico en fibras colagenas, fibroblastos y nuevos vasos, mientras que la
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aparicion de hueso inmaduro entrelazado solo era presente a los 60 dias, sin embargo no se
realizo estudio histomorfométrico con lo cual no se pudieron comparar el nivel de mineralizacion
en ambos estadios. Resultados similares fueron encontrados por Urbani y colsss). Por otro lado,
Raghobear y colsssy encontraron hueso laminar a las 8 semanas pero no refieren resultados
histologicos en periodos anteriores, y por lo tanto no establecieron el momento en que existia una
proporcién importante de hueso inmaduro.

Parece que se ha establecido empiricamente un periodo de consolidacion de 8-10 semanas
en distraccion alveolar. Sin embargo, diferentes autores han establecido que la aparicién de una
proporcion importante de hueso inmaduro, sin necesidad de conseguir hueso laminar, crearia unas
condiciones biomecéanicas suficientes en la camara de distraccion para evitar que se colapse el
fragmento distraido, y para poder colocar los implantes con garantias de una estabilidad primaria
adecuada. Esto se ha establecido en estudios clinicos de distraccion alveolaras, 1), en estudios
experimentales de distraccion alveolarig), y en estudios experimentales de distraccion de
elongacion mandibulares, 62, 61). La incognita se encuentra en saber cual es el momento de
consolidacién adecuado para conseguir esa proporcion de hueso inmaduro, o tipo Il, tanto en los
diferentes animales experimentales como en el hueso humano.

Pretendemos con este estudio establecer experimentalmente la viabilidad del tratamiento
con distraccion 6sea de los defectos verticales de la cresta alveolar utilizando un nuevo prototipo
de distractor alveolar extraéseo. Por otro lado, comparar los resultados histoldgicos e
histomorfométricos en cuanto a dos diferentes tiempos de consolidacion del area distraida.

Teniendo presente el desarrollo de los estudios revisados y los conceptos descritos
podemos establecer las siguientes HIPOTESIS DE TRABAJO:

-Que el desplazamiento controlado en altura de los fragmentos 0seos, mediante la
utilizacion del nuevo prototipo va a conllevar a la formacion de un hueso neoformado entre los
fragmentos, que origina y mantiene un aumento de tejidos blandos y duros en la cresta alveolar.

-Que el hueso obtenido tras 4 semanas de consolidacion no presenta resultados
histologicos e histomorfométricos muy diferentes a los del hueso regenerado tras 8 semanas de
consolidacion.

Para realizar este estudio nos hemos propuesto conseguir los siguientes OBJETIVOS:

1- Evaluar la viabilidad clinica de un nuevo prototipo de distractor alveolar.

2- Valorar las caracteristicas clinicas e histologicas del hueso neoformado en el espacio
creado por la distraccion 6sea, y compararlas entre los grupos de estudio.

3- Cuantificar parametros histomorfométricos estaticos tanto en las zonas de hueso

neoformado como en el hueso basal y el hueso transportado, en los diferentes grupos de estudio.
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ITI.1-HISTOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA OSEA

El hueso posee una resistencia a la tension similar a la del hierro pero es tres veces mas
ligero y diez veces mas flexible. Es el principal componente del esqueleto adulto por lo que
posibilita la accion mecanica de la musculatura, protege 6rganos vitales y alberga la médula 6sea
hematopoyética. El hueso sirve ademés de reservorio de calcio, fésforo y otros iones. No es
totalmente solido sino que tiene pequefios espacios entre sus componentes, formando pequefios

canales por donde circulan los vasos sanguineos encargados del intercambio de nutrientes o).

Desde un punto de vista macrooscopico existen 2 tipos de huesos:

Hueso compacto o cortical: Es el 80% del total de los huesos y ocupa el 3,5 x10° mm? de la
superficie total del esqueleto. Constituye la mayor parte de la diafisis de los huesos largos asi
como de la parte externa de todos los huesos del cuerpo. ElI hueso compacto constituye una
proteccion y un soporte. Tiene una estructura de laminas o anillos concéntricos alrededor de
canales centrales Ilamados canales de Havers que se extienden longitudinalmente. Los canales de
Havers estdn conectados con otros canales Ilamados canales de Volkmann que perforan el
periostio. Ambos canales son utilizados por los vasos sanguineos, linfaticos y nervios para
extenderse por el hueso. Entre las laminas concéntricas de matriz mineralizada hay pequefios
orificios o lagunas de forma eliptica donde se encuentran los osteocitos. Para que estas células
puedan intercambiar nutrientes con el liquido intersticial, cada laguna dispone de una serie de
canaliculos por donde se extienden prolongaciones de los osteocitos. Los canaliculos estan
conectados entre si, y eventualmente a los canales de Havers.

Cuando la estructura microscépica de estas laminas es madura, el conjunto de un canal
central, las laminas concéntricas que lo rodean y las lagunas, canaliculos y osteocitos en ellas
incluidos recibe el nombre de osteona secundaria o sistema de Havers, que tiene un didmetro
medio de 200-300um. Las restantes laminas entre osteonas se llaman laminas intersticiales, y las
que estan en contacto con periostio y endostio, laminas circunferenciales(1, 72) . La resistencia a la

compresion de este hueso es de 10 veces mayor a un mismo volumen de hueso trabecularzs).

Hueso esponjoso, canceloso o trabecular: Es el 20% del total de los huesos y ocupa el 7 x10°
mm? de la superficie total del esqueleto. A diferencia del hueso compacto, el hueso esponjoso no

contiene osteonas, sino que las laminas intersticiales estan dispuestas de forma superpuesta, no
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conceéntrica, formando unos tabiques o placas llamadas trabéculas. Estos tabiques forman una
estructura esponjosa dejando huecos que estan llenos de la médula désea roja. Dentro de las
trabéculas estan los osteocitos que yacen en sus lagunas con canaliculos que irradian desde las
mismas. En este caso, los vasos sanguineos penetran directamente en el hueso esponjoso y
permiten el intercambio de nutrientes con los osteocitos. EI hueso esponjoso es el principal
constituyente de las epifisis de los huesos largos y del interior de la mayor parte de los huesos
cortos y planosa, 72).

Los huesos maxilofaciales siguen la distribucion macroscépica de los huesos planos de la
boveda craneal, es decir existe una cortical interna, una externa y en el interior una zona de
hueso esponjoso. ElI maxilar presenta esta disposicion en la mayor parte de su superficie, excepto
en la zona de la tuberosidad en donde adquiere la morfologia de los huesos cortos (finas

corticales y abundante hueso esponjoso).

Periostio y endostio: El periostio reviste la superficie externa de todos los huesos excepto en las
superficies articulares. Es un tejido especializado organizado en 2 capas. La capa interna es rica
en células osteoblasticas y preosteoblasticas. La capa externa es rica en fibras colagenas y en
vasos sanguineos que penetran en los canaliculos intradseos. El endostio es una fina capa de
tejido conjuntivo que tapiza la cavidad medular de los huesos largos, los conductos de Volkmann
y de Havers del hueso compacto y los espacios medulares del hueso esponjoso. Las células
mesenquimales indiferenciadas (MSCs, por Mesenchymal Stem Cells) que contiene en su interior
tienen potencialidad osteogénica y hematopoyeéticas, 73) -

Desde el punto de vista microscopico se distinguen 3 tipos de huesos que corresponden a

diferentes fases de maduracion, cuyas caracteristicas de describen en la Tabla 273 76, 72).
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Tabla 2. Tipos de hueso

ESTRUCTURA
MACROSCOPICA

ESTRUCTURA MICROSCOPICA

HUESO
TRABECULAR /
ESPONJOSO/
CANCELOSO.
(Unidad Multicelular
Basica- Trabécula)

HUESO ENTRELAZADO/ RETICULAR (WB, por Woven
Bone). Gran numero de osteocitos globulares de gran tamafio con
nicleo muy visible. Tincién intensa. Gran nimero de vasos.
Distribucion anarquica de células y matriz extracelular. Gran
numero de osteoblastos anexos con produccion de osteoide.

HUESO INMADURO /
TIPO I / PRIMARIO/

NEOFORMADO/ Desorden arquitectural de las fibras de colageno (luz polarizada).
JOVEN/
DE NUEVA HUESO DE FIBRAS PARALELAS/ COMPUESTO (PFB,
FORMACION. por Parallel Fibered Bone). Trabécula Primaria. Menor

nimero de osteocitos elipsoidales y de menor tamafio. Tincion
menos intensa que el H.entrelazado. Disposicién mas homogénea
de las células y la matriz extracelular. Distribucion paralela de las
fibras de colageno (luz polarizada).

HUESO LAMINAR/ MADURO/ TIPO IlI/ SECUNDARIO/ NATIVO/ ANTIGUO
(LB, por Lamellar Bone). Trabécula Secundaria. Menor nimero de osteocitos dificiles
de ver dentro de la laguna osteocitica. Tincion menos intensa que el H. de fibras paralelas.
Disposicién de las células y la matriz extracelular en ldminas paralelas. Distribucién
paralela de las fibras de colageno (luz polarizada).

HUESO CORTICAL/
COMPACTO.
(Unidad Multicelular

Basica- Osteona)

HUESO ENTRELAZADO/ RETICULAR (WB, por Woven
Bone). Gran nimero de osteocitos globulares de gran tamafio con
ndcleo muy visible. Tincién intensa. Gran nimero de vasos.
Distribucion anarquica de células y matriz extracelular. Gran
numero de osteoblastos anexos con produccion de osteoide.
Desorden arquitectural de las fibras de colageno (luz polarizada).

HUESO INMADURO /
TIPO I / PRIMARIO/

NEOFORMADO/
JOVEN/
HUESO DE FIBRAS PARALELAS/ COMPUESTO (PFB,
DE NUEVA por Parallel Fibered Bone). Osteona Primaria. Menor ndmero
FORMACION. de osteocitos elipsoidales y de menor tamafio. Tincion menos

intensa que el H.entrelazado. Disposicion mas homogénea de las
células y la matriz extracelular agrupados alrededor de un vaso
maés ancho que el conducto de Havers. Distribucion paralela de las
fibras de colageno (luz polarizada).

HUESO LAMINAR/ MADURO/ TIPO 11/ SECUNDARIO/ NATIVO/ ANTIGUO(LB,
por Lamellar Bone). Osteona Secundaria. Menor nimero de osteocitos dificiles de ver
dentro de la laguna osteocitica. Tincion menos intensa que el H. de fibras paralelas.
Disposicion de las células y la matriz extracelular en laminas concéntricas alrededor de los
conductos de Havers. Distribucidn paralela de las fibras de colageno (luz polarizada).

15




Histologia y Ultraestructura Osea Introduccion

El hueso entrelazado es producto de una secrecidn rapida (30-50 um/dia) y asincroénica de las
celulas. Parece que este tipo de hueso carece de la resistencia adecuada para soportar las cargas
funcionales perimplantarias. Tiene un indice de deposicion y recambio mayor que el hueso
laminar. Sobre este hueso entrelazado (WB) se va depositando mayor cantidad de mineral y las
fibras colagenas se reestructuran y compactan de manera organizada. Parece que este tipo de
hueso inmaduro de fibras paralelas(PFB), si tendria una resistencia biomecanica adecuada para
soportar las cargas transmitidas a través de los implanteszg, 72).

En el hueso laminar (LB) la matriz dsea (densamente mineralizada) se dispone en forma de
laminillas superpuestas. En cada laminilla las fibras colagenas se disponen paralelamente segun
una direccion que se modifica en cada laminilla sucesiva. Entre las laminillas se encuentran
incluidos los osteocitos. Se origina por una secrecion lenta(<lum/dia) y sincrénica. En el hueso

cortical inicialmente se forma una osteona primaria o sistema de Havers atipico (formada por

PFB) que esta delimitada por una linea basofila lisa. Posteriormente se forma la osteona

secundaria o sistema de Havers producida por un proceso de remodelacion (reabsorcion-

aposicion), y es delimitada por una linea ondulada o festoneada. La osteona secundaria ademas
tiene una canal de Havers de diametro menor que la primaria. En el hueso trabecular también se

distingue una trabécula primaria (formada por PFB) y posteriormente una trabécula secundaria

(formada por LB) s, 72) -

En el hueso maduro las fibras colagenas se disponen en laminas paralelas pero en cada lamina
las fibras forman un angulo agudo con respecto a las de las laminas contiguas. Esta disposicion
determina que al observar hueso laminar mediante luz polarizada alternen las laminas claras de
aspecto muy brillante (laminas birrefringentes: fibras orientadas perpendicularmente a la luz
polarizada) con las oscuras (I&minas no birrefringentes: fibras orientadas en un angulo mas o
menos agudo con respecto a la luz polarizada)77). En el hueso embrionario o inmaduro las fibras
se disponen de manera desordenada. Cuando este tipo de hueso se observa mediante luz
polarizada no muestra alternancia de bandas claras y oscuras sino un aspecto finamente fibrilar.
Este aspecto es debido a que solo brillan las escasas fibras colagenas que al azar han quedado
dispuestas perpendicularmente a la luz polarizada. En el esqueleto adulto normal el hueso
entrelazado practicamente ha desaparecido, pero puede formarse de nuevo si se acelera la

produccién de matriz (callos de fractura, tumores 0seos...).

La matriz 6sea que no se halla mineralizada también se denomina osteoide, teniendo una

importante proporcién de fibras colagenas y proteinas que se originan de los osteoblastos en el
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proceso de remodelado. El osteoide puede observarse en forma de finos ribetes de unas 10 micras
de espesor que revisten la superficie de algunas trabéculas y tapizan algunas cavidades

intracorticalesza).

Existen 2 tipos de osificacion(s, 72, 71y :

Osificacion endocondral: Se produce en los huesos de las extremidades, vértebras y el
cinturon dseo pectoral y pélvico. Las células mesenquimales se diferencian inicialmente en
condrocitos debido a una disminucion del aporte vascular. Posteriormente este cartilago es
invadido por nuevos vasos y las MSCs se diferencian directamente en osteoblastos y el cartilago

es reabsorbido y sustituido por hueso

Osificacion intramembranosa: Es el tipo de osificacion que se produce en los huesos de la
béveda craneal, ilion, escapula, clavicula y en los huesos maxilares. La osificacion se produce
directamente a partir de las MSCs y el tejido conectivo estromal, sin necesidad del paso
intermedio del cartilago hialino. Inicialmente se produce una concentracién de MSCs que se
concentran alrededor de una red de capilares profusa. La diferenciacion a osteoblastos y la
produccion de ciertas proteinas origina deposicién de cristales de hidroxiapatita inicialmente en
las vesiculas de la matriz y después siguiendo la orientacion de las fibras de colageno.
Inicialmente se forma un entramado o laberinto de hueso entrelazado que ira evolucionando hasta

el sistema laminar maduro.

1.1.-MATRIZ OSEA

Se forma de un componente inorganico (65% del peso himedo), de un componente

organico(20 % del peso himedo) y agua (10%)73) . EI componente inorganico de la matriz 6sea

esta constituido en su mayor parte por fosfato calcico en forma de cristales de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH),). La precipitacién de fésforo y calcio en forma mas o menos cristalina sobre la
red de colageno va a depender de la accion de diferentes proteinas no colagénicas de la matriz.
En total, el tejido 6seo de un adulto contiene 1100 gramos de calcio (el 99% del calcio total del
organismo) y aproximadamente 600 gramos de fosforo(es decir el 85% del fésforo total del
organismo). Los cristales se disponen en forma de bastones o agujas que se disponen entre las

fibrillas de colagenoy).
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La matriz 6sea es la responsable de las extraordinarias propiedades biomecanicas del
hueso. Las fibras colagenas le proporcionan flexibilidad y resistencia a la tension mientras que las
sales minerales le confieren dureza, rigidez y resistencia a la compresion. De hecho, esta
estructura es muy similar a la que se traté de conseguir cuando se desarroll6 el hormigén armado.
En este material de construccion el entramado de hierro realiza un papel funcional similar al que
en el hueso llevan a cabo las fibras colagenas, y el hormigon realiza el papel funcional que en el
hueso lleva a cabo el mineral ).

El componente orgénico se halla integrado por proteinas colagénicas (80-90%), colageno tipo

I (>95%) colageno tipo 1V(<5%) y una pequefia proporcion de otras proteinas no colagénicas de
gran importancia (10-20%). Estas proteinas no-colagénicas son importantes para la proliferacion
y diferenciacion celular, asi como para la adhesion célula-célula y célula-substrato. Se han

descrito las siguientes proteinass, 79, 80, 81) :

Glicoproteinas fosforiladas

Las glicoproteinas se forman de la union de un péptido con cadenas de azucares. Se
diferencian de los proteoglicanos, entre otras cosas, en que las cadenas de azucares son mas
cortas y presentan menor carga negativa.

-Colageno tipo I. Los cristales minerales de apatita se disponen de manera paralela a lo largo
de las fibras. Parece que entre las moléculas de colageno existirian espacios (gap) en donde se
acumularian las proteinas no-colagénicas y se iniciaria la mineralizacion. Las moléculas de
colageno se unen transversalmente por moléculas de piridina. Dos derivados de esta proteina
(piridolina y desoxipiridolina) pueden ser cuantificados en la orina para cuantificar el recambio
0seo.

-Osteonectina(ONN, por Osteonectin). Tiene una gran afinidad por los iones de calcio, parece
que actua como un inhibidor del crecimiento de los cristales de apatita, pero con importante
accion en el inicio de la mineralizacion..

-Sialoproteina 6sea (BSP, por Bone Sialoprotein ). Implicada en la adhesion celular. Favorece
la formacidn de cristales de hidroxiapatita (es el mas potente enucleador de los cristales). Es un
indicador temprano de la diferenciacion osteoblastica.

-Osteopontina (OPN, por Osteopontin). Implicada en la adhesion celular, tanto de
osteoblastos como osteoclastos. Inhibe el crecimiento cristalino cuando esta en solucion, pero

parece que lo favoreceria (aunque en menor medida que la BSP) cuando se adsorbe a alguna
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superficie implantada. Parece que estaria producida por las MSCs en las primeras fases de su
diferenciacion osteoblastica.

-Fibronectina(FNN, por Fibronectin). No exclusiva del hueso. Involucrada en la fase inicial
de la adhesion celular a las superficies implantarias. Promueve la mineralizacion mediante la
fijacion de los cristales de hidroxiapatita.

-Vitronectina(VNN, por Vitronectin). Involucrada en la fase inicial de la adhesion celular a
las superficies implantarias

-Osteoprotegerina(OPG, por Osteoprotegerin). También denominada OCIF (por
Osteoclastogenesis Inhibitory Factor) Producida por MSCs y osteoblastos. Inhibe la
diferenciacion osteoclastica. Forma parte de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF, por

Tumoral Necrosis Factor).

Glicoproteinas gamma-carboxiladas

-Osteocalcina (OCN, por Osteocalcin). También conocida como “bone gla-protein”(BGP) o
“matrix gla protein(MGP)”. Regula la maduracion mineral (el tamafio y renovacion del cristal)
mas que la formacion inicial de cristales. Es el mayor producto de los osteoblastos y los
osteocitos. Se ha demostrado en cultivos que es quimiotactico para los osteoblastos ).

Proteoglicanos. Se forman de glicosaminoglicanos o mucopolisacaridos (mucopolisacaridos
sulfatados o mucopolisacaridos acidos) unidos a una proteina. Normalmente suelen incorporar
condroitin-sulfato aunque también dermatan- sulfato, queratan-sulfato 6 heparan-sulfato.

-Biglican. Parece que se relaciona con los preosteoblastos y con la enucleacion de los
cristales minerales, en ausencia de la BSP (por ejemplo en las lineas de cementacion
perimplantaria).

-Decorin. Importante funcion en la formacion de la red de colageno.

-Versican, agrecan y epiphican. Se han visto solo asociados con los residuos de cartilago

calcificado en el hueso.

Glicosaminoglicanos (mucopolisacaridos)

-Acido hialurénico. Es un glicosaminoglicano no sulfatado que puede aparecer en el hueso sin
unirse a una proteina. Parece que por su capacidad de hidratacién realizaria una funcion de
apertura de los espacios tisulares para permitir la migracion celular. Esta presente en las fases

iniciales de la matriz extracelular no mineralizada.
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Fosfolipidos y lipoproteinas
Actlian como enucleadores de los cristales de hidroxiapatita. Parece que realizan una accion

de reagrupamiento de las vesiculas matriciales, en las membranas celulares.

Enzimas
Se distinguen las quinasas (regulan la fosforilacién de algunas proteinas matriciales), las

fosfatasas (defosforilizan algunas proteinas matriciales y regulan la concentracién de fosfato) y
las metaloproteinasas (degradan la matriz 6sea).

-Fosfatasa alcalina(ALP, por Alkaline Phosphatase). Es un marcador de la mineralizacion y
del fenotipo osteoblastico.

-Fosfatasa acida (TRAP, por Tartrate Resistant Acid Phosphatase). Considerada como
especifica de la expresion del osteoclasto.

-Metaloproteinasas(MMP, por Metalloproteinases). Se encargan de degradar el coldgeno
(tipo I-1V), proteoglicanos y fibronectina. Son reguladas por inhibidores tisulares de

metaloproteinasas de matriz (TIMPs, por Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases).

Prostaglandinas

Tienen un efecto contradictorio. Producidas por las MSCs y osteoblastos. Aunque en un
principio la Prostaglandina E2 (PGE2) tiene un efecto reabsortivo sobre el hueso, sin embargo
favorecen la produccion del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF, por Insulin Like

Growth Factor), y de sintesis de colageno tipo I.

Factores hormonales sistémicos
Parece ser que las hormonas sistémicas tienen un efecto celular mayor en el sistema
haversiano del hueso cortical que en el hueso trabecular, avalando esta teoria se encuentra el que

en procesos como el hiperparatiroidismo primario hay mayor afectacion corticalg, g1, 83).

Paratohormona (PTH, por Parathormone) se segrega en las células principales de las
glandulas paratiroides. Activaria la osteoclastogénesis por una via indirecta activando células de
linaje osteoblastico que desprenderia Interleugina-6 (IL-6), que inducirian la diferenciacion
osteoclastica. Sin embargo su accion sobre el hueso puede tener también un efecto
anabolico(positivo) en funcién de otras hormonas sistémicas no calcioreguladoras, o también de

la secrecion o administracion de esta hormona de manera continua o pulsatil. A nivel general
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disminuye la eliminacion urinaria del calcio, favoreciendo la calcemia, aumenta la eliminacion
de fosfato, y estimula la formacion de la 1-25 hidroxivitamina Ds.

La 1-25 dihidroxivitamina D3 es un derivado por doble hidroxilacion de la vitamina

D(colecalciferol: se obtiene de la dieta o se sintetiza en la piel a través de sus precursores). Sobre
el hueso tiene una accion activadora de la accidn osteoclastica de forma indirecta(via receptores
en celulas de estirpe osteoblastica que activan los osteoclastos maduros) o directa(accion
inmunomoduladora) sobre la diferenciacion de los preosteoclastos. Su principal funcion a nivel
general es aumentar la absorcion intestinal del calcio y la disminucién de la eliminacion urinaria
del calcio favoreciendo la calcemia.

La calcitonina es un péptido secretado por las células parafoliculares del tiroides. Tiene
una accion inhibitoria sobre los osteoclastos, bien de manera directa a través de receptores de
membrana o bien inhibiendo los preosteoclastos, de tal manera que se secreta cuando hay un
aumento de la calcemia para reducirla y realiza un aumento de la eliminacién de calcio y
fosfato en la orina.

Hay que tener en cuenta la estrecha relacion entre estas hormonas calciorreguladoras

entre si y con otras hormonas sistémica.

Tabla 3. Hormonas sistémicas moduladoras del metabolismo 6seo

¢ Hormonas calciorreguladoras: e Parathormona(PTH)
o Sistema hormonal de la vitamina D
e Calcitonina

4 Hormonas sexuales: e estrgenos
e andrdgenos

4 Otras: e Hormonas de crecimiento(GH)
e Hormonas tiroideas
e Insulina
e Glucocorticoides
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FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento (GFs, por Growth Factors) son polipéptidos que mediante un
proceso autocrino o paracrino van a facilitar la migracion, proliferacion y diferenciacion de las
MSCs en el proceso de regeneracion 6sea, asi como en el control de la actividad funcional de las
células de la Unidad Multicelular Basica (BMU, por Basic Multicellular Unit) que intervienen en
el remodelado. En un sentido estricto se deberian denominar “factores reguladores” ya que no

solo tienen una funcidén mitogénica o proliferativa.

Factor de transformacion B (TGFpB, por Transforming Growth Factor): Descrito
inicialmente en células que presentaban transformacion maligna (sarcomas). Superfamilia que se
detecta en el hematoma fracturario en las primeras 24 horas. Presentan 5 isoformas pero las
formas B; y B2 han sido las méas investigadas por lo que de manera general se refiere de manera
conjunta a las 2 isoformas como el TGFp.

Los TGFB; y TGFpB, se encuentran en las plaquetas principalmente y también en los
macrofagos, linfocitos, neuotrofilos, MSCs, osteoblastos(que lo producen con un efecto
autocrino) y la matriz dsea. Van a actuar de manera paracrina o autocrina y su principal funcion
es la de quimiotaxis y diferenciacion de las MSCs, y para la produccion de colageno por parte de
los osteoblastos. Favorece también la angiogénesis. Inhiben la formacion de osteoclastos y la
reabsorcion Oseags) . No es bien conocido pero parece que tiene un efecto mitogénico en las
células mesenquimales e inhibitorio de la proliferacion en células epiteliales, y dependiente de la

presencia de otros GFs.

Las proteinas morfogenéticas Oseas (BMPs, por Bone Morphogenetic Proteins) se

encuentran presentes en varias fases de la reparacion y la remodelacion ésea. Son un subgrupo
de la superfamilia del TGFp y parece que son mas selectivos con el hueso que este dltimo y
presentan hasta 16 isoformas. Son recogidas inicialmente de la matriz extracelular del hueso
adyacente y posteriormente producida por las MSCs y los osteoblastos. Parece que actian mas
sobre la diferenciacion osteoblastica de las MSCs que en su proliferacion (mitogénesis). A
diferencia de otros factores de crecimiento, las BMPs solo son mitogénicas para células 6seas y
no para otros tipos celulares. Se diferencian claramente de los TGFp, asi mientras que las BMPs

inducen la produccion de osteocalcina (marcador de la diferenciacion osteoblastica), los TGFf la
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inhibirian, ademas tendrian diferentes receptores de membrana y diferentes caminos

citoplasmaticosgs).

Tienen la capacidad de inducir la formacion de hueso de manera ectopica(osteoinduccion
estricta). No se ha demostrado que las BMPs causen oncogénesis sino que mas bien su aumento
de expresion sea un producto de algunos tumores osteogénicos, pero no una causa. En el ambito
maxilofacial se estan utilizando las formas recombinantes humanas de la BMP-2 y de la BMP-

7(también llamada OP-1, por Osteogenic Protein —1)gg).

Factor de crecimiento de origen plaquetario (PDGF, por Platelet Derived Growth
Factor) :Presenta 3 isoformas AA, AB y BB. Actlan en las células a través de un receptor
tirosina-kinasa. Que pueden ser de tipo a que se unen a cadenas A y B, y de tipo B que solo se
unen a cadenas B. Principalmente producido por las plaquetas aunque también por los
macrofagos, osteoblastos (isoforma BB), condrocitos, fibroblastos y las células endoteliales.
Facilita la angiogenesis por via indirecta a través de los macréfagos que actdan sobre las células
endoteliales; realiza un efecto quimiotactico y activador sobre las células de
inflamacién(macrofagos); favorecen la quimiotaxis 'y proliferacion de células
mesenquimales(mitogénico); y facilitan la formacién de colageno tipo | por parte de los
osteoblastos. Se achaca a este factor el 50% del efecto mitogénico proveniente de las plaquetas, el
resto corresponderia a otros GFsgz). Se considera que en la sangre normal existen 0,06 ng de

PDGF por millon de plaquetas o 1200 moleculas de PDGF por cada plaquetaggs, s).

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF, por Fibroblast Growth Factor)( tipo | y
I1): Su efecto sobre los fibroblastos fue la primera de sus funciones descrita, lo que le valié el
nombre. La forma Il o basica parece que es la mas potente en la funcion mitogénica. Hoy se sabe
que actla también sobre otras células. Son producidos no solo por los fibroblastos sino también
por los macrofagos, osteoblastos, plaquetas y células endoteliales a lo largo del proceso de
curacion oOsea. Parece que aumentan la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos y la
inhibicién de osteoclastos. Actlan sobre los fibroblastos aumentando su proliferacion y la
produccién de fibronectina. También favorecen la angiogénesis por su accién mitogénica y

quimiotactica sobre las células endoteliales.

Factor de crecimiento similar a la insulina(IGF, Insulin Like Growth Factor)(Tipo |

y I1): Con una semajanza del 50% con la insulina se encuentran en el torrente circulatorio unido a
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proteinas de union especificas. Producido por las plaguetas, macréfagos, osteoblastos y MSCs,
también se encuentra en la matriz 6sea. De manera autocrina o paracrina estimula la proliferacion
(mitogénesis) y diferenciacion de las MSCs y de las células de revestimiento, asi como la
formacion por parte de los osteoblastos de osteocalcina, fosfatasa alcalina, y de colageno tipo I.
Durante el remodelado dseo su liberacion de la matriz, al igual que las BMPs y el TGFp,

induciria la diferenciacion de MSCs y las células de revestimientoga).

Factor de crecimiento vascular y endotelial (VEGF, por Vascular Endothelial
Growth Factor)

Proteina que presenta 4 isoformas. También llamado factor de permeabilidad vascular
(VPF por Vascular Permeability Factor) Actua sobre la quimiotaxis y la proliferacion de las
células endoteliales. Realiza una hiperpermeabilidad de los vasos. Producido por varias células,
entre ellas las plaquetas, macréfagos, osteoblastos y las células musculares lisas, sobre todo en
estados de hipoxia. Su accion parece que esta regulada por la accion de TGFp y PDGF. Existen

0,0006 ng de VEGF por millon de plaquetasgs, sg).

Factor de crecimiento epidérmico (EGF, por Epidermal Growth Factor)

Descrito por primera vez en la glandula submaxilar, tiene una gran similitud con el TGFa.
lo que hace que se unan al mismo receptor. Su accion parece que también esta regulada por la
accion de TGFB y PDGF Su funcién es mitogénica, proapoptotico, migracion y de diferenciacion
no solo de las células epiteliales, sino también sobre fibroblastos, células del cristalino, células

renales y células gliales a partir de células mesenquimalesgg).

El mecanismo de accion de los distintos GFs sobre las células es bastante similar aunque
todavia no se conocen las moléculas exactas y los caminos especificos de cada factor de
crecimiento. Por otro lado diferentes GFs pueden producir efectos bioldgicos opuestos en la
misma célula (p.ej PDGF y TGFp). En el torrente circulatorio y la matriz extracelular se unen a
proteinas especificas poco conocidas, que impiden su rapida degradacion. De manera general los
GFs actuan a nivel del membrana celular a través de receptores especificos, estos receptores se
activan iniciando en el citoplasma una actividad de fosforilacion del tipo tirosina-kinasa (PDGF,
FGF, IGF, VEGF, EGF) o bien serina-treonina-kinasa(TGFp, BMPs) que activan especificos
caminos de transduccion de sefial que se introduce en el ndcleo, para la expresion de genes

especificos. El efecto final producido es multifuncional y va a depender de la célula blanco y del
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estado fisioldgico de la misma, de la relacion con otras células, la matriz extracelular y la

presencia de otros factoress, 92).

Una de las FUNCIONES de los GFs en el tejido 6seo es la diferenciacion de

osteoblastos. En el tejido 6seo se ha descrito el mecanismo molecular por el que los GFs
favorecen la diferenciacion osteoblastica de las MSCs. Parece que interviene el factor Cbfa 1
(por Core binding factor A 1)(también Ilamado RUNX2, PEBP2a.A, AML3 y OSF2), un factor
de transcripcion nuclear (proteinas especificas que facilitan la transcripciéon ayudando a las RNA
polimerasas) expresado por los osteoblastos que induce la expresion del gen de la OCN (gen
mOG2) que es el Unico gen especifico del osteoblastows, 79). Parece sin embargo que este factor
es necesario pero no suficiente para la diferenciacion de los osteoblastos(a. La activacion de esta
enzima parece inducida por factores como TGF-, las BMP o el FGF, pero también por la
vitamina 1,25-D3, lo que explica que no solo hay un control autocrino y/o paracrino sino tambien
endocrino. A nivel molecular la llegada de la BMP a la membrana plasmatica hace que se asocien
las 2 moléculas del receptor de membrana del tipo serina-treonina quinasa (RBMP-II se une a la
BMP y fosforiliza al RBMP-I ). El receptor del TGF-p3 parece que es distinto al de las BMPs
pero también de naturaleza serina-treonina quinasa. Las proteinas a través de las cuales se realiza
la transduccidn de sefial, son una familia de 8 proteinas llamadas Smads (unién de los términos
Sma y Mad), en donde se ha descrito que el tipo 2 y 3 se encargan de vehiculizar la sefial del
TGF estricto, y las formas 1, 5y 8 la de las BMPs. Las nimero 1,2,3,5 y 8 forman las R-Smad
(por Receptor-activated Smad). La numero 4 forma la C-Smad(por Co-activator Smad), y las
ndmero 6 y 7 la 1-Smad (por Inhibitory-Smad) son moléculas que inhiben a las R-Smadgs, 94). La
asociacion del GF y el receptor activa en el citoplasma ,mediante fosforilacion, a las moléculas
de transduccion de sefial R-Smad(1,5 y 8) que se unen a la C-Smad(nimero 4), y forman un
complejo que se transloca al nicleo, actuando como co-reguladores(co-activadores). Sin
embargo para contactar con el ADN estas deben unirse a un factor de transcripcién o cofactor,
que en el caso de las BMPs se trata del Cbfal que se va a unir a la Smad 1, 5 u 8(94). Una vez
que las Smad han realizado su funcion vuelven al citoplasma donde se encuentran inactivas
unidas a diferentes proteinas(SARA, por Smad Anchor for Receptor Activation) o bien

degradarse en el nucleo (Fig. 1)

Tambien intervienen otros 2 factores de transcripcion nucleares como las proteinas Fos y

Jun, que juntos forman el complejo activador de proteinas 1(AP-1, por Activating Protein -1),
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provenientes de los proto-oncogenes c-fos y c-jun. No se conoce muy bien que tipo de citoquinas
los activan y sus transductores citoplasmaticos parecen distintos a las Smads (se trata de quinasas
del tipo MAPK: MKK4/INK y MKK3/p38). Este complejo facilita la transcripcion de diferentes
genes como los del colageno I, ALP, OCN y OPNgs).

La accion del TGFp, sin embargo ha sido contradictoria en el sentido de si favorece o
perjudica la formacion 6sea. Se ha especulado sobre si estas proteinas (el tipo 1 y 2) favorecerian
inicialmente el reclutamiento y diferenciacion inicial osteoblastica con sintesis de colageno, pero
in embargo perjudicaria la diferenciacion terminal con relacion a la sintesis de OCN vy sintesis de
matriz. Spinella-Jaegle y colsg) realizan un estudio in vitro con MSCs y preosteoblastos de raton,
a los que se aplicé TGF-B1 y BMP-2. Se observd que el TGF-B1 no solo era incapaz de inducir la
expresion de OCN o ALP, sino que impedia la accion de la BMP-2 sobre la expresion de dichas
proteinas. Sin embargo no inhibia la expresion de Cbfal ni la actividad transcripcional de Smad
1, mediadas por BMP-2. Se demostr6 que el efecto inhibitorio de TGF-B1 en la diferenciacion
osteoblastica mediada por BMP-2 es independiente de la expresion del gen de Cbfal. Estos datos

sugieren que en la transcripcion del gen de la OCN intervienen otros factores ademas del Cbfal

Otra funcion importante de los GFs en el hueso es la proliferacion de MSCs y

osteoblastos (funcién mitogénica). La sefial de transduccion que llega al nucleo induce la
activacion de factores de transcripcion como el ELK-1 que transcribe los proto-oncogenes c-fos y
c-jun o fosforila directamente el factor AP-1. EI AP-1 es un factor de transcripcion para
transcribir otros genes implicados en la mitogénesis.(p.ej el gen de la ciclina D, también llamado
PRAD1; CCND1). En esta sefial parece que cumple una factor fundamental el camino
citoplasmético Ras/Raf/ MEK/MAPK, (MAPK por Mitogenic-Activated Protein Kinase ; MEK
por el acronismo MAPK/ERK ; ERK por Extracelular Regulated Kinase)aunque intervienen otras
quinasas especificas(JNKs por Jun N-terminal Kinase y FRKs por Fos Regulated Kinase) . Sin
embargo en este camino hay una autorregulacion negativa, de tal manera que cuando existe una
excesiva estimulacion de ras se produce induccién de p21 que frena el ciclo celular. En otras
ocasiones la via de sefializacion lleva a la fosforilacion de factores de transcripcion que estan en
el citoplasma en vez de en el nlcleo, p.ej la proteina p91, que se transloca al nicleo y transcribe
genes como el c-fosgs).

Mediante estudios con animales “knock out”(animales donde se suprime una (+/-) o las 2
copias (-/-) de un gen) se ha observado que la falta total (-/-) de c-jun conlleva la muerte en el

periodo medio de gestacion, mientras que la falta total de c-fos, conlleva que ciertos animales
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puedan nacer pero con alteraciones tisulares importantes, lo que indica que su funcién es mas
importante en el correcto desarrollo de tejidos mas que en el crecimiento celular gg).

El gen c-myc también se expresa en células que proliferan, y muy poco o nada en células
quiescentes o diferenciadas. Su expresion es también inducida por las vias de transduccién de los
GFs y su proteina c-Myc actua regulando positivamente sobre los complejos ciclina-CDK de la
fase G1(sobre ciclina D-CDK4/6 y sobre todo sobre la ciclina E-CDK?2). Parece que también se
activa por la via Ras/Raf/MEK/MAPK. La proteina Myc actta al menos por 3 vias: Inactivacion
funcional de inhibidores de CDK p27 y quiza p21 y p57; Induccién de la fosfatasa CDC25A que
activa las CDK; se une a la ciclina E, anulando la accion inhibitoria de p16 sobre ella. En
cualquier caso la induccion de esta proteina Myc sobre diferentes genes(telomerasa, CDC25A,
p53, ciclinas E, A y Ds......) es todavia bastante desconocida y necesita de la unién a otras

proteinas formando complejos de transcripcion (Max, Mad) gs, 100)-
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Fig. 1. Esquema simplificado de la via de transmision de sefial de TGFB y BMPs.
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1.2.-CELULAS OSEAS

Linaje osteoblastico

A partir de las MSCs se van a diferenciar los preosteoblastos, los osteoblastos, las células
de revestimiento(lining cells) y los osteocitos.

Los preosteoblastos son células de aspecto fibroblastico cercanas a las superficies dseas
pero separadas de estas por otros tipos celulares (células de revestimiento, osteoblastos). Los
preosteoblastos son dificiles de identificar en condiciones normales, pero pueden observarse con
facilidad si sufren una hiperplasia como por ejemplo en el hiperparatiroidismo.

Los osteoblastos son células de forma cubica, de aproximadamente 10um de diametro,
citoplasma basofilo y ricas en una isoenzima especifica de la fosfatasa alcalina. Derivan de los
preosteoblastos y suelen considerarse células con diferenciacion terminal y por tanto incapaces de
dividirse, no obstante existen datos que sugieren que, al menos en parte, conservan la capacidad
de proliferar de manera limitada. Los osteoblastos se hallan en contacto directo con las
superficies Oseas formando grupos compactos de una sola capa de espesor. De manera
caracteristica el nucleo de estas células se sitda en el extremo que se halla mas alejado de la
superficie Osea sobre la que asientan. El estudio ultrastructural permite comprobar que entre el
nucleo y la superficie de contacto con el hueso se sitian de manera sucesiva el aparato de Golgi y
abundantes cisternas de reticulo endoplasmico rugoso. Estas caracteristicas ultrastructurales son
tipicas de las células con capacidad para segregar grandes cantidades de proteinas. Los
osteoblastos sintetizan el componente organico de la matriz 6sea: colégeno tipo I, proteinas no
colagénicas y GFs. Su vida media se cree que esta en un rango de 1-10 semanas a partir del cual
desaparecerian mediante un proceso apoptético, algunos sin embargo se convierten en células de
revestimiento y un 15% en osteocitos1).

Los osteoblastos pueden permanecer en las superficies 0seas 0 quedar rodeados por la
matriz que sintetizan. Cuando los osteoblastos que han permanecido en la superficie finalizan la
sintesis de matriz, se aplanan y se convierten en células de revestimiento (células del endostio o
"lining cells"). Estas células, a través de la produccion de IL6 e IL1 parecen desarrollar un
importante papel en el control del remodelado 6seo mediante la atraccion de osteoclastosios, 73).

Los osteoblastos que quedan en el espesor de la matriz adquieren aspecto estrellado y
pasan a denominarse osteocitos. Estas células se hallan en contacto entre si y con las células de la

superficie (células de revestimiento, osteoblastos) mediante finas prolongaciones tubulares de su
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citoplasma que recorren la matriz 6sea en diversas direcciones. La cavidad de la matriz 6sea que
contiene el cuerpo celular del osteocito se denomina laguna osteocitaria y los diminutos
canaliculos que albergan sus prolongaciones citopldsmicas reciben el nombre de conductos
calcéforos. El estudio ultrastructural de los osteocitos revela que presentan un aparato de Golgi y
un reticulo endoplasmico rugoso menos desarrollado que los osteoblastos. Estas organelas se
concentran en el cuerpo celular donde se disponen alrededor del nicleo. En los puntos de
contacto entre las prolongaciones citopldsmicas se observan uniones tipo gap(gap junctions). En
estas uniones existen pequefios canales intercelulares con un diametro interno de 1.5 nm. Estos
canales permiten el paso directo de una a otra célula de iones inorganicos y pequefias moléculas
hidrosolubles (aminoacidos, azlcares, nucledtidos y vitaminas)por lo que posibilitan una
comunicacion quimica y eléctrica.

Los osteocitos son células con una escasa actividad metabolica pero su preservacion
parece necesaria para que el tejido 6seo mantenga sus propiedades biomecénicas. La situacion de
los osteocitos es tedricamente ideal para detectar el estrés mecanico y las microlesiones de la
matriz. Estas células podrian transmitir sefiales a las células de revestimiento que utilizarian la

informacion recibida para modular localmente el remodeladozs, 102, 103).

Linaje Osteoclastico

A partir de las Células Madres Hematopoyéticas se diferencian los monocitos, los
preosteoclastos y los osteoclastos.

Los osteoclastos son células multinucleadas(10-12 nucleos), de citoplasma acidofilo y
ricas en anhidrasa carbonica y TRAP, con un diametro de unos 100 pum¢7). Son de mayor tamafio
que los osteoblastos y se disponen sobre las superficies dseas de manera aislada o en grupos poco
numerosos. Al igual que los osteoblastos son células polarizadas en la que los ndcleos se situan
en el extremo que se halla mas alejado de la superficie 6sea sobre la que asientan.

El estudio ultrastructural de los osteoclastos revela que sus organelas se concentran en el
citoplasma perinuclear donde los complejos de Golgi son abundantes. En el resto del citoplasma
se observan abundantes mitocondrias y estructuras vesiculares de diversas densidades y tamafios.
Es probable que algunas de estas estructuras vesiculares correspondan a lisosomas ricos en TRAP
y colagenasas. Las cisternas del reticulo endoplasmico rugoso no son muy numerosas ni muy
extensas. Es caracteristico de estas células que la zona de su membrana que entra en relacion con

la matriz 6sea se halle fruncida. Entre los plegamientos de la membrana y la matriz 6sea existe un
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estrecho espacio poco denso a los electrones. A ambos lados de la zona de plegamiento la
membrana se aplana y se adhiere mas intimamente a la matriz. En las tres dimensiones del
espacio este segmento aplanado corresponde a un rodete que adhiere el osteoclasto a la superficie
6sea de manera parecida a como lo haria el borde de una ventosa. Asi, el espacio comprendido
entre la membrana fruncida y la matriz dsea queda convertido en un microambiente que se halla
aislado del intersticio medular.

El segmento de citoplasma adyacente a esta zona aplanada se halla libre de organelas por
lo que se denomina zona clara. Esta zona contiene abundantes microfilamentos de actina que
probablemente se relacionan con la capacidad de traslacién de la célula. De hecho los
osteoclastos a medida que reabsorben el hueso realizan un movimiento de vaivén parecido al que
efectta el cepillo de un carpintero. El territorio sobre el que se desplaza un osteoclasto durante el
proceso de reabsorcion es varias veces superior al de la superficie de la célula y se denomina

dominio osteoclasticos, 104).

1.3.-TECNICA DE HISTOMORFOMETRIA OSEA

La histomorfometria es una valoracion cuantitativa que permite el recuento de células, la
medicion bidimensional (anchura, longitud, perimetro y area) y tridimensionales (volumen,
anchura y superficie) en diferentes tejidos vivos. La evaluacion histoldgica del hueso se ha visto
limitada durante afios por las dificultades técnicas, de tal manera que antes de 1960 se realizaban
Unicamente técnicas de decalcificacion que permitian obtener un tejido lo suficientemente blando
para incluirlo en parafina, sin embargo esta técnica presenta una serie de inconvenientes (ios):

-No distingue el hueso mineralizado del no mineralizado.

-En la mayoria de los casos se producen fendmenos de retraccion de la interfase
hueso/médula désea que dificultan la evaluacién de las células que intervienen en el remodelado.

-Imposibilita el estudio de la dinamica 6sea mediante marcaje con tetraciclinas.

Con el desarrollo técnico de medios duros de inclusion (mondmeros plasticos) y de
microtomos especiales se ha permitido cortar el hueso sin decalcificar y de esta manera realizar
nuevos estudios. En las técnicas de procesado del hueso existen 4 fases fundamentales a

distinguir (s, 106, 72) :

30



Histologia y Ultraestructura Osea Introduccion

Fijacion

El medio mas usado es el formaldehido por su buena capacidad para mantener las células.
El problema que presenta es que se transforma progresivamente en &cido férmico que
desmineraliza el hueso. Para compensarlo, es tamponado con diferentes sustancias(carbonatos o

fosfatos).

Inclusion

La primera parte de la inclusion se refiere a la deshidratacion de la muestra que tiene
como finalidad la eliminacion completa del agua y la grasa mediante concentraciones crecientes
de alcohol o acetona, y asi permitir la correcta penetracion del plastico.

Los medios mas utilizados son las resinas epoxi (microoscopia electronica) y los
derivados acrilicos(metilmetacrilato y glicolmetacrilato). La inclusion en metacrilato es de
eleccion en el caso de microoscopia Optica, y consta de 2 fases: Infiltracion (inmersion en
monomero con inhibidor de la polimerizacion) y polimerizacion (inmersion en polimero con

catalizador o bien mediante fotopolimerizacion).

Seccion

El microtomo debe ser lo suficientemente potente para el tamafio de la muestra. Para las
muestras de gran tamafio se han utilizado los microtomos de deslizamiento (Microtomo K). Con
este procedimiento la calidad del corte va a depender de 3 factores fundamentales:
-Velocidad de corte: Ha de ser muy baja.
-Angulo de corte: Las cuchillas comerciales suelen tener un angulo de 35-50°
-Espesor de corte: Una seccion de 4-7 um da buenos resultados. Por debajo de 3 um la
compresion de la cuchilla es demasiado grande y por encima de 10-12 um aumenta el peligro de
fracturas.

La técnica de seccion y pulido descrita por Donath y Breuner(o7) se ha ido incorporando
de manera masiva en los procedimientos del estudio del hueso sin decalcificar. Con este método
se utiliza un sistema con banda de sierra que obtiene muestras con un espesor de 30-50um, y va a

permitir cortar muestras que incorporen metales o tejidos dentarios.
Tincién

Previamente a la tincion las secciones deben ser deplastificadas e hidratadas. No existe la

tincion perfecta para visualizar todas las estructuras de interés. De esta manera, la tincién mas
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fiable para la distincion entre osteoide y hueso calcificado es la de Von Kossa, pero no
proporciona un detalle celular 6ptimo. Tifie el osteoide de rosa y el hueso mineralizado de negro.
La modificacion de Goldner del Tricromico de Masson permite observar con nitidez las células
dseas, pero tiene tendencia a sobreestimar el volumen de osteoide, sobre todo cuando este tiene
poco espesor. Tifie el osteoide de rojo y el hueso mineralizado de verde. La hematoxilina-eosina
permite obtener una vision de conjunto y tifie el osteoide color rosa palido y el hueso
mineralizado de rosa oscuro. El azul de toluidina presenta una buena coloracion de las células del
hueso de manera superior a la hematoxilina-eosina. De azul mas intenso se tifien los
proteoglicanos (debido a la reaccion metacromatica con los mucopolisacaridos acidos). La tincion
rojo sirio se utiliza para ver la disposicion de las fibras coldgenas cuando se transmite luz

polarizada

El procedimiento habitual de tincidn requiere la obtencion previa de cortes delgados, sin
embargo con motivo de fines especiales existen otras modalidades. Asi, la tincion se puede
realizar en bloque( inmersion de toda la muestra en la tincién antes de la inclusion y corte; p.ej
Villanueva) o en superficie, para observar laminas gruesas sin deplastificar, que solo tifie el tejido
en contacto con la superficie de corte y de esta manera el tejido profundo no interfiere al realizar

mediciones histomorfométricas .

Evaluacion

Los pardmetros histomorfometricos resultan de relacionar entre si una serie de recuentos y
mediciones efectuadas en el tejido &seo, permitiéndonos definir cuantitativamente las
caracteristicas estructurales y funcionales del hueso en condiciones normales, patoldgicas o
experimentales. Pueden obtenerse valores bidimensionales o tridimensionales. La
histomorfometria a su vez se puede realizar con parametros estaticos, o bien dindmicos en caso de
realizar marcajes con tetraciclinas separados en el tiempo. Ademas, tanto en los estaticos como
en los dindmicos, hay parametros primarios y secundarios(que se obtienen a partir de los

primarios)1os, 108, 72)-

Los estudios histomorfométricos tridimensionales se basan en la estereologia, que es la
ciencia que permite obtener informacion cuantitativa de estructuras tridimensionales, a partir de
secciones bidimensionales de las mismas. De esta manera a partir de datos bidimensionales como
areas se pueden obtener valores tridimensionales de volimenes, a partir de anchuras se pueden

obtener espesores, y a partir de  mediciones de longitudes y perimetros se pueden obtener
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mediciones de superficies de area. En las anchuras y las longitudes/perimetros su transformacion
tridimensional requiere la aplicacién de un factor de correccion por la orientacion tridimensional
de la estructura(oblicuidad y espesor del corte). Este factor de correccion se aplica empiricamente
con un valor de 4/nt para obtener superficies(constante perimetro-superficie, Kps) y de n/4 para
obtener espesores(constante anchura-espesor, Kwt) g, 108). En todo caso hay que considerar que
la mayoria de las férmulas basadas en la estereologia que se aplican al hueso, requieren que la
estructura tenga una distribucion isotropica, es decir que exista una disposicion homogénea de los
elementos que componen la muestragog). Este disposicion isotropica ha sido aceptada con un
minimo error para las biopsias obtenidas de la cresta iliaca, pero no esta totalmente aceptado para
cualquier tipo de hueso, considerando el caracter general anisotropico del tejido 6seo(ios).

Para obtener datos tridimensionales mas precisos de una estructura isotrépica (p.ej. el
rifion) se aplica el principio de Cavalieri por el cual se obtiene el volumen total de una estructura
a partir de cortes paralelos seriados. Una vez que se conoce el volumen total se puede calcular la
fraccion del mismo que corresponde con cada corte, y de ahi el nimero de estructuras que hay en
cada corte y el numero de estructuras que hay en el volumen total. Este procedimiento requiere
un tamafo muestral adecuado que va a depender de la estructura bioldgica a estudiar, y una
recogida de las muestras de estudio(cristales) de manera sistematica o al azar. La obtencion de
datos tridimensionales de una estructura anisotropica obliga también a un tamafio muestral

adecuado y a la realizacion de cortes con diferentes angulaciones(no seriados paralelos)iog).
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III.2-BIOLOGIA DE LA REGENERACION OSEA

El tejido 6seo es uno de los mas dindmicos del organismo reconociéndose una serie de
actividades bioldgicas atribuibles al sistema esquelético: crecimiento, regeneracion, modelado, y
remodelado(7z). En esta seccion nos vamos a dedicar a las fases de regeneracion, modelado y
remodelado, ya que son los 3 fendmenos éseos que a menudo se superponen en el tiempo, y que
pueden intervenir en la cicatrizacion de la fractura 6sea, en la cicatrizacion 6sea perimplantaria y

la distraccion histogénica.

El tejido Gseo es el Unico capaz de repararse a si mismo de manera completa a través de
reactivar los procesos que tienen lugar durante su embriogénesis. Se trata de uno de los procesos
mas complejos y apasionantes que aparecen en la biologia, en el cual se producen una serie de
acontecimientos celulares y bioquimicos que conduciran a la formacion en la zona a reparar de un
hueso con propiedades fisicas y morfologia similares a las del hueso normal. Dicha reparacién se
produce a partir de una solucién de continuidad del hueso por trauma externo o bien tras
osteotomia quirargica. Por otro lado, la fatiga mecénica puede causar microfracturas trabeculares
que no modifican la morfologia externa del hueso, sin embargo estas fracturas microscopicas se
reparan a través de microcallos de fractura que muestran una dinamica similar a la de los grandes
callos.

Hay que tener en cuenta que el término de reparacion es en ocasiones confundido con el
concepto de regeneracion. La regeneracion es un proceso por el cual el tejido originado es
estructural y funcionalmente idéntico al tejido inicial mientras que la reparacion genera un tejido
diferente al inicial al trauma formando una cicatriz (p.ej. formacion de tejido fibroso en la

interfase hueso-implante, en ciertos fracasos de implantes)

Los estudios que intentan explicar los acontecimientos que aparecen en la cicatrizacion
6sea definen los procesos a nivel espacial y temporal que relacionan las células, los factores
solubles y la matriz extracelular. Se cuestiona sobre si el proceso a nivel de la cicatrizacion
perimplantaria seria exactamente igual al proceso que ocurre en la fractura 6sea, ya que hay
autores que establecen que la presencia de un implante modificaria la composicion y

concentracion de los factores de crecimiento, actuando como un ” biorreactor” (1.
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Parece ser que el indice de regeneracion y remodelado 6seo va decreciendo de manera que
aumenta la evolucion en la escala filogenética, ademas existen variabilidad entre distintos
individuos de la misma especie, asi como segun la localizacion anatdmica, la edad del individuo,

el sexo del individuo o la existencia de patologia sistémica (p.ej. osteoporosis, diabetes).

Segun la especie animal existen diferentes tiempos de regeneracion y de remodelado.
Existe una relacién inversamente proporcional entre el indice y el potencial de regeneracién Gsea,
y la evolucion en la escala filogeneticaui1). Asi en el hueso cortical del humano cada ciclo de
remodelado, conocido como sigma, dura 4 meses, en el perro 3 meses y en el conejo 6
semanasr1, 108, 76). Parece ademas que segun las especie existen diferencias en cuanto a la
produccion de diferentes moléculas implicadas, de esta manera se ha observado en distraccion de
conejos una sobrexpresion de BMP-7, mientras que esto no ocurre en ratasy). La porosidad 6sea
es también variable segun las especies, de tal forma que perros de edad avanzada presentan una
porosidad menor al 10%( en comparacion a valores incluso mayores al 20% del humano anciano)
y la existencia de microcraks en cantidad menor a 1 por mm? (comparado con 5 microcraks por

mm? del humano anciano)12).

En relacion con la localizacion _anatdmica, parece que el remodelado se presenta de

manera diferente en las diversas estructuras ¢seas del organismo. Verna y colsqiz) realizan un
estudio histomorfométrico del remodelado en cresta iliaca, foramen mandibular y angulo
mandibular, en 50 cadaveres humanos. Observaron que la porosidad cortical (pardmetro
histomorfométrico definido por la presencia de osteonas en fases activas de remodelado) era
mayor en la cresta iliaca. El tamafio de las osteonas era mayor en la mandibula que en la cresta
iliaca, y también mayores en los hombres que en las mujeres. Esto parece que es debido a que las
regiones que soportan tension generan unas osteonas mas grandes que en zonas que reciben
compresion. Se observd un aumento de la porosidad cortical mandibular segin aumentaba la
edad. Ademas, en la zona mentoniana la porosidad aumentaba cuando existia oclusion, mientras
que en el angulo era mas poroso cuando no habia oclusion. Esto confirma la hipétesis de que en
pacientes desdentados la distribucion de estrés es mayor en la region molar y en la rama
ascendente donde se estimularia méas el remodelado, y en los dentados en el hueso alveolar,

apofisis coronoides y cuerpo mandibular.

Con la edad hay una disminucidn de las células mesenquimales indiferenciadas, y menor

respuesta de los osteoblastos a las sefiales que les llegan de los factores solubles. Son ademas
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unos osteoblastos tres veces menos efectivos en relacion con la formacion de noédulos minerales,
y expresion de fosfatas alcalina. Hollinger estudio en un modelo de reparacion de fractura en
ratas, que a los 7 dias de curacion la expresidn de osteopontina era evidente en los animales de 6
meses mientras que la inmunoreaccion era negativa para las ratas de 24 meses14). En perros
también se ha observado un aumento exponencial con la edad de los microtraumas y la porosidad,
aunque con valores menores al humano12).

Hay también que considerar que en la mandibula, segun aumenta la edad, el aporte
sanguineo va siendo progresivamente asumido por el periostio en vez de los vasos del conducto
dentario inferior, por lo que en estos pacientes se requiere un mayor cuidado del periostiogs). Se
ha observado histomorfométricamente en varones sanos que el volumen de hueso trabecular
decrece en un 40% desde los 20 afios a los 80 afios. Esto parece que es debido a que la funcion
osteoclastica es mantenida mientras que la funcidn osteobléstica disminuye(se reduce el volumen

de osteoide y los niveles séricos de osteocalcina)is).

El sexo_va a influir de manera determinante en el metabolismo éseo, principalmente por
la diferente influencia de las hormonas sistémicas en los hombres y en las mujeres. Parece que
la funcion osteocléstica se mantiene constante en el hombre a lo largo de su vida mientras que en
la mujer se ve incrementada en las primeras etapas postmenopausicas. Esto se asocia al factor
protector contra la reabsorcion de las hormonas androgénicas que estan aumentadas en el

hombre(1s).

La existencia de patologia_sistémica y habitos perniciosos también influye en la

curacion ésea:

En casos de diabetes insulino-dependiente descontrolada, se ha observado

histoldgicamente en los alvéolos postextraccion, una menor formacion del andamiaje de colageno
tipo 1, con un retraso de la regeneracion(ysse).

El estado osteopordtico conlleva una disminucion en el nimero y actividad de los

osteoblastos, asi como de determinados factores solubles (estrégenos, hormonas calciotropicas y
TGF-B). El resultado es la obtencidn de un desacople de las fases de reabsorcion y formacion del
remodelado con la aparicion de un balance negativos, 106). EN perras ovariohisterectomizadas se
ha observado una disminucién de la densidad de lagunas osteocitarias, que parece que se
relaciona con el aumento de la apoptosis de los osteocitos por disminucion de estrdégenos, con la

consiguiente disminucion del remodelado y la acumulacion de microcraksi1y).
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El habito de consumo de tabaco origina un deterioro de la revascularizacion de los

injertos 0seos y la regeneracion 0sea 7). En un estudio clinico con mujeres de edad avanzada se
observo que las fumadoras frecuentes (>1 paquete/dia) presentaban una densidad dsea del 4 %
menor que las no fumadoras. También se vio en estas fumadoras una aumento de los marcadores
séricos de remodelacion 0sea (osteocalcina), aumento sérico de PTH, asi como una disminucion

de la absorcion de calcioig).

La regeneracion 6sea va a seguir una serie de fases diferenciales en cuanto al proceso
biolégico que se produce, pero gque se superponen en el tiempo. En la reparacion perimplantaria
existe una cronologia que se ha establecido en las observaciones experimentales, pero
extrapoladas a lo que serian los tiempos en humanos por comparacion de los ciclos de
remodelado. En cualquier caso parece que la cronologia y eventos de la fase inicial(inflamacion)

son similares entre el humano y los animales de experimentacion(zg).

2.1.- FASE DE INFLAMACION

CRONOGRAMA: Coéagulo sanguineo: Red de fibrina y proteinas de adhesion (inicio-dia 3).

Tejido granulacion: Colageno de varios isotipos (dia 3-dia 14).

Tras el dafio inicial (fractura limpia, osteotomia quirurgica)se produce una laceracion de
los vasos sanguineos con exudado de liquidos y proteinas plasmaticas(edema) e inmediatamente
después formacion de COAGULO de fibrina tras la cascada de la coagulacion, vasoconstriccion
y necrosis de los bordes 6seos de fractura.

Dirigiendo la cascada de la coagulacién se encuentran las plaquetas que tienen una doble
funcién, como control hemostatico y como contenedor de sefiales como el PDGF, el TGFp, , el
TGFB2, el IGF-I, y ciertas proteinas de adhesion como la fibronectina, que son desprendidos a
través de sus membranas en forma de los granulos o. Estos factores aparecen en la fase inicial
del coégulo, y actlan quimiotacticamente sobre las MSCs y sobre los osteoblastos de
revestimiento que se van acercando al foco de fractura pero en pequefias cantidades en esta
fase(i19, 84, 86). Las plaquetas van a contener también el mayor inhibidor de la plasmina, el o.-
antiplasmina, por lo que su mayor produccion retrasa la disolucion de la red de fibrina creadai2o).

También aparecen IL1 e IL6 a partir de los linfocitos, y aparecen también en estas fases

37



Biologia de la Regeneracion Osea Introduccion

tempranas las BMPs procedentes de la matriz extracelular del hueso adyacente y de los
osteoblastos de revestimiento.

En este coagulo inicial, los productos de degradacién producidos por la necrosis celular y
los factores de crecimiento iniciales, atraen a los polimorfonucleares(PMNs neutréfilos),
linfocitos y monocitos (que se transformaran en macréfagos, los cuales pueden permanecer varios
meses en la zona de regeneracion) que inician la fagocitosis de los productos de necrosis.

Marx@gs establece una extrapolacion en humanos de los eventos observados
experimentalmente de la regeneracion en defectos 6seos maxilofaciales rellenos con injertos
0seos. Observaron que el ambiente que se produce en esta fase es de una disminucion en el pH(4-
6) y de la tension de oxigeno(5-10 mm Hg) que atrae a los macréfagos y los PMNs al foco
debido al gradiente de tension en relacion con el hueso adyacente(45-50 mm Hg). Sin embargo,
esta disminucion del pH también favorece la diferenciacion condroblastica si se continda en el

tiempo(gl).

Entre los dias 3 y 5 después del trauma inicial, va desapareciendo progresivamente la red
de fibrina, se forma un TEJIDO DE GRANULACION, que se mantiene hasta
aproximadamente los 14 dias. Se regeneran nuevos vasos, Vvarios isotipos de colageno
(fundamentalmente tipo I11) que forman una nueva red, y aparecen otras células (fibroblastos,
linfocitos, monocitos y macrofagos) aumentando también la proporcion de MSCs (fase celular
del callo). Las plaquetas desaparecen como principales presentadores de GFs, siendo los
macrofagos los principales productores de estas citoquinas. Los macrofagos, aparte del PDGF y
TGFB, expresarian otros factores como el FGF y el VEGF que junto al TGF, promoverian la
angiogeénesis (por la migracién y proliferacion de células endoteliales, y precursores de células
endoteliales). EI papel de los macrdfagos en las fases iniciales de la osteogénesis no esta bien
estudiado hasta el momento(rz, 121).

Se considera que la penetracion vascular en el hueso cortical es de 0,05 mm/dia, y en el
trabecular de 0,5 mm/dia. Los FGF-2 inicialmente favorecerian la angiogénesis, pero de manera
dosis dependiente, de tal manera que a dosis elevadas se promoveria la fibrosis. Se ha observado
que la utilizacién de VEGF recombinante humano estimula la neovascularizacion y la sintesis de
DNA en conejos, pero no en primates; siendo descritas varias moléculas (angiogenina, IL8,
TGFa...) con capacidad angiogenica, aungque no se ha demostrado que todas ellas tengan alguna

influencia en la formacion dsea (121).
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Otro modelo interesante para valorar la regeneracion dsea es la que se desarrolla en el

alveolo postextraccion. Adriensgie) realizd una extrapolacion al humano del cronograma de la

curacion postextraccion observada experimentalmente. Inicialmente se produce un coégulo
sanguineo con formacion de una red de fibrina, y a las 48 horas se produce hemdlisis central del
codgulo e inicio de la formacion del tejido de granulacion (migracion al foco de PMNs
neutrofilos, monocitos y fibroblastos). Al final de la primera semana existe un tejido con plexo
vascular organizado, fibroblastos y fibras colagenas. Se inicia también la reabsorcion del tejido
6seo necrotico. En los bordes de la herida hay una proliferacion del epitelio. Durante la segunda
semana existe mayor proliferacion del epitelio y mayor densidad de las fibras colagenas.

Al igual que ocurre en una herida en la piel, una herida endodsea sufre una contraccion
con el fin de acelerar la cicatrizacion reduciendo la herida. En el hueso esto es menos evidente,
pero se realiza por accién de los fibroblastos al traccionar de la matriz extracelular y orientar las

fibras de colagenoi1o).

2.2.-FASE DE PROLIFERACION Y DIFERENCIACION
CELULAR

CRONOGRAMA: Migracion, reclutamiento, adhesion y proliferacion de células mesenquimales.

Diferenciacion de osteoblastos (14 dias —final de la remodelacion).

La proporcién de las MSCs presentes en los canales dseos, endostio, periostio y médula
Osea es variable a lo largo de la vida siendo de 1:100.000 en adolescentes, 1:250.000 a los 35
afos, 1:400.000 a los 50 afios y 1:2.000.000 a los 80 afios, y se considera que el procedimiento de
regeneracion mesenquimal seguiria el mismo proceso de sefiales que suceden el periodo
embriologico y que solo se diferenciaria la cantidad de MSCs. Estas células pueden acceder al
foco de fractura desde los tejidos de alrededor(periostio y médula désea) y la sangre. El ciclo
celular de cualquier célula progenitora sigue 5 etapas de comportamiento(i22, 123):

-Activacion : salida del estado quiescente de la MSC por accién de los factores
reguladores.

-Proliferacién: originada por factores mitogénicos.

-Migracion : facilitada por diferentes factores reguladores e influenciada por factores
biomecanicos y geométricos de la matriz.

-Diferenciacidn: progresion en el linaje en el que aparecen las diferencias morfologicas y

moleculares especificas del linaje, terminando en la diferenciacién celular en donde la célula
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produce el tejido, que una vez formado va a indicar la maduracion de esas celulas. Entre las
variables biologicas que van a determinar el linaje celular de las MSCs se encuentran la tension
de oxigeno, el pH del fluido intersticial, la concentracion de nutrientes, los estimulos mecanicos,
la composicion quimica de la matriz extracelular y por supuesto la concentracion de
determinados factores reguladores.

-Supervivencia 0 muerte: la apotosis 0 muerte programada también es una forma de

diferenciacion.

Hay que tener en cuenta que la diferenciacion celular es uno de los pilares en la reparacion
O0sea y de hecho en enfermedades con una disminucion de las células precursoras
osteogénicas(p.ej. osteoporosis) influyen en la capacidad de reparacion désea. Por otro lado estas
células osteoprogenitoras son indispensables en la regeneracion debido a la imposibilidad de
divisién y migracion de los osteoblastos (aunque parece que tendrian una proliferacion limitada)
y también se considera que la movilidad de los osteoblastos estd limitada a 0,4 mm (400 um),
aunque pueden moverse a mas distancia cuando existe una estructura previa de fibrina. Ademas,
la vida media de los osteoblastos es de 8-10 dias por lo que tienen que ser renovados
constantemente por las MSCs. Estas células precursoras migran a través de una superficie
implantada osteoconductiva o a través de las redes osteoconductivas de la matriz extracelular. En
el caso de no existir un implante estas células son la vanguardia de las espiculas de crecimiento

0seo (p.ej. en distraccion o en fractura 0sea)(110).

Los TGFpB, PGE,, IGF, y BMPs de la matriz extracelular acttan sobre las MSCs. Ademés
estas MSCs producen TGFp , IGF, BMPs que de manera autocrina favorecen la diferenciacion a
osteoblastos y de manera paracrina la produccion de proteinas 6seas por parte de los osteoblastos
ya existentesga).

En el modelo de injertos 6seos a los 14 dias se equilibraria el gradiente de tension de
oxigeno entre zona de injerto y zona de hueso adyacente, disminuiria la angiogénesis y se
aumentaria considerablemente la migracion de MSCs y la diferenciaciéon y proliferacion de
osteoblastos maduros. Parece ser que los componentes colagenos actuarian como presentadores
de los factores de crecimiento moduladores a las células receptivas que llegan al sitio de fractura
a partir de los bordes de fractura(espacios de médula 6sea), el periostio y endostio. EI TGFf
inicialmente activaria la diferenciacion de fibroblastos y la movilizacion de las células

mesenquimales desde los tejidos adyacentes al foco de fractura. Parece también que inhibiria la
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actividad osteoclastica y la formacién de nuevos osteoclastos, limitando la reabsorcion

unicamente a la zona de hueso dafiado por el trauma quirirgicoga).

La diferenciacion de los osteoclastos a partir de los macréfagos va a iniciar la reabsorcion
y renovacion de la capa de hueso necrotico (aprox. 1mm) que se ha producido tras el trauma
inicial. Este proceso inicial de reabsorcidn se produce a los 14 dias después de colocar la fijacion
y se continua durante varios meses. Se ha descrito que alrededor de un implante se produce un
dafio 6seo de 1mm, y para remodelar ese hueso alterado y rellenar el gap con hueso laminar es
necesario al menos un ciclo de remodelacion (1 sigma). En los conejos 1 sigma es 1,5 meses, en
el perro de 3 meses, y en la especie humana de 4 meses, aunque dependiendo del tamafio del gap
y la capacidad de regeneracions, 104). Parece que en el hueso trabecular el espesor de esta zona
necrética es menor que en el hueso cortical, por los que no necesitaria un proceso de reabsorcién

y la regeneracion perimplantaria seria mas réapida.

MECANOBIOLOGIA OSEA: La diferenciacion de las células mesenquimales en la
estirpe osteoblastica, se va ver también influenciada por factores biomecanicos, de tal manera
que en traumatologia se ha obsevado que fuerzas compresivas moderadas favorecen la
regeneracion del callo de fractura, via osificacion endocondral. Al igual que en la distraccion
(donde existen fuerzas de tension), si las fuerzas son excesivas y si ademas no hay suficiente
aporte vascular la diferenciacion va a ser fibrosa o fibro-cartilaginosa y no osteogénica. Las
magnitudes o el limite de esas fuerzas compresivas todavia no estan bien definidas.

El efecto del estrés biomecanico sobre las células puede ser de tipo volumétrico (estrés

hidrostatico), en el que no hay modificacion de la morfologia celular sino solo una exudacion de
liquido intracelular con modificacion de su volumen, debido a aplicacion de fuerzas tensionales o

compresivas moderadas o discontinuas; o de tipo distorsional (estrés de cizalla octaédrica) en el

que si existe una deformacion morfologica de la célula, por aplicacion de fuerzas tangenciales o
de cizalladura, o por unas fuerzas tensionales o compresivas elevadas y/o continuas. Parece que
las fuerzas distorsionales alterarian la estructura del citoesqueleto e inducirian la diferenciacion
mesenquimal hacia el linaje fibroblastico-cartilaginoso, mientras que las volumétricas o

hidrostaticas favorecerian y acelerarian la diferenciacion hacia el linaje osteoblastico24).
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2.3.-FASE DE FORMACION OSEA

CRONOGRAMA: Formacion de osteoide(matriz no mineralizada). Formacién de hueso

inmaduro: Hueso entrelazado (22 semana — 62 semana). Hueso de fibras paralelas (63-182 semana).

El tipo de hueso inicial es el tejido osteoide y posteriormente el hueso inmaduro
entrelazado o reticular, que derivado de la terminologia traumatolégica forma el “callo blando”
La funcion de este callo es la de estabilizar los fragmentos de fractura; si los fragmentos son
moviles el cartilago serd& predominante en el hueso neoformado debido a una formacion
endocondral. Por otro lado, en los defectos pequefios este callo blando se forma de hueso
inmaduro formado de manera intramembranosa a partir de los bordes de fractura. En el caso de
defectos mas amplios o de huesos largos la zona central seria avascular con formacion de
cartilago y el hueso entrelazado solo estaria en las zonas periféricas posteriormente ese cartilago

seria sustituido por hueso por un procedimiento de osificacion endocondral (125).

Extrapolando estudios experimentales podemos valorar los tiempos de formacién dsea en
humanoss). El primer tipo de tejido 6seo que se forma es el osteoide, o matriz extracelular no
mineralizada formado en su mayoria por colageno tipo | que va a formar el andamiaje
fundamental para la mineralizacion de la matriz. A medida que se va formando este osteoide

algunos osteoblastos quedan incluidos en él diferencidndose en osteocitos

El osteoide es mineralizado progresivamente por un gran nimero de cristales de
hidroxiapatita relativamente pequefios, formando el hueso inmaduro entrelazado (22 semana-62
semana) en donde se deposita el 70% del mineral del hueso maduro. Su organizacién y el
deposito del 30% restante puede durar varios meses. La mineralizacion de la red de colageno se
ve influenciada por la produccion de los osteoblastos de proteinas como la ALP, FNN, OPN,

BSP y trombospondinazy).

Una vez formado el hueso entrelazado, se inicia un proceso de aumento de
mineralizacion y de compactacion laminar alrededor de un vaso sanguineo. Esa ordenacion 0sea
puede ser una variante fina (osteona primaria), o0 de manera mas basta (hueso en espiral) dando
lugar a la osteona primaria o trabécula primaria que sigue estando formada por hueso inmaduro

de fibras paralelas (6°-18° semana). Esta osteona o trabécula primaria de hueso inmaduro debe
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pasar por un proceso de remodelado(18% semana —54? semana) para pasar a osteona secundaria

que si esta formada por hueso laminar o haversianoe).

En el modelo de injertos d&seos se observd que la formacion de hueso inmaduro

entrelazado se observa a las 4 semanas. El proceso de maduracién de ese hueso dura hasta los 6
meses aunque el aspecto de hueso normal llega a tardar en aparecer tras el remodelado hasta 6

afossa).

En el modelo de alvéolo postextraccion se demuestra que a partir de la 4% semana se forma

el hueso inmaduro que va creciendo desde la zona apical hacia arriba por las paredes del alvéolo,
y origindndose de manera intramembranosa. Existiendo menor formacion en el lado bucal que en
el lado palatino. Entre las semanas 5% y 72 aparecen las primeras trabéculas formadas de hueso
inmaduro. Después de 2 meses la curacion es completada y se inicia la remodelacion hacia hueso
laminar que durara ente 6 y 12 meses. Parte del alveolo va a ser ocupado por un tejido de

reparacion(tejido fibroso) en vez de huesog).

La investigacion sobre biologia 6sea esta dirigiendo sus objetivos para conocer mejor las
caracteristicas del hueso inmaduro, y determinar las cantidades mas adecuadas de hueso
entrelazado y hueso de fibras paralelas que podrian soportar las cargas biomecanicas de cada

situacion clinica.

MECANOBIOLOGIA OSEA: Los factores biomecanicos van también a influir en la
produccidn de proteinas 6seas por parte de los osteoblastos, en la fase de formacion de nuevo
hueso en la zona de fractura. Parece que la aplicacion de fuerzas hidrostaticas moderadas
(tensionales o compresivas) induciria la mayor deposicion de estas proteinas, lo cual seria el
fundamento de la mas rapida formacién dsea en los procesos de distraccion histogénica. También
seria el fundamento de aplicacion clinica de la carga inmediata o precoz. EI mecanismo
molecular exacto y el tipo y cantidad de fuerzas a aplicar son todavia desconocidas, aunque en

distraccion hay unos valores de tension o distraccion mas favorables, ya establecidos.
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2.4.-FASE DE REMODELADO Y MODELADO OSEO

CRONOGRAMA: Formacion de hueso laminar( 182 semana-542 semana)

El remodelado es una reestructuracion interna mediante la cual el tejido 06seo
envejecido(con microfracturas)ya existente es sustituido por un tejido 6seo joven, para resistir de
mejor forma las cargas biomecanicas, pero sin modificar la distribucién espacial del hueso. En el
modelado, sin embargo, no hay un recambio sino solo un cambio de tamario y/o forma del hueso
y puede ser anabdlico(aposicién) o catabdlico(reabsorcion) de manera superficial, pero no los dos
procesos acoplados en la misma localizacién como ocurre en el remodelado. Este proceso se
produce durante el crecimiento 6seo hasta la edad adulta y también ante determinadas situaciones
de carga (sobrecarga o atrofia) en el paciente adulto provocando una nueva reorientacion del
hueso. En los huesos maxilares no existe el modelado a nivel del endostio pero si el que ocurre
en las superficies peridsticas. En ocasiones ambos conceptos de modelado y remodelado han
sido confundidosiog, 72)-

En el adulto, cerca de un 8% del tejido 6seo es renovado anualmente. Esta cifra es
superior en el joven e inferior en el anciano. EI remodelado éseo se lleva a cabo mediante la
accion sucesiva (acoplamiento) de osteoclastos y osteoblastos sobre una misma superficie Osea.
Cada ciclo de remodelado consta de tres fases: reabsorcién, reposo o inversién y formacion (Fig.
2)).

El conjunto de osteoclastos y osteoblastos que de manera coordinada actian en una
superficie 6sea durante un ciclo de remodelado recibe el nombre de Unidad Multicelular Bésica
(BMU, por Basic Multicellular Unit)72). Las BMU se activan de manera asincronica, por lo que
mientras unos ciclos de remodelado se hallan en fase de reabsorcion, otros se encuentran en fase
de reposo o de formacién. La BMU cortical (cono de corte) avanza unos 4000 pum a una
velocidad aproximada de 20um/dia, llevandole aproximadamente 200 dias. La BMU trabecular
(hemicono de corte) avanza la mitad de la distancia que la cortical, a la mitad de velocidad, en
aproximadamente el mismo periodo de tiempogz7) . Parece que una parte del remodelado es
dirigido (“targeted”) por las microfracturas para lograr su reparacion, mientras que otro
remodelado es el denominado excedente o hipotético. Para explicar este segundo tipo de
remodelado se han establecido diferentes causas: 1- Remodelado dirigido para la remocion de
hueso hipermineralizado. 2- Remodelado dirigido que crece mas alla de su objetivo de reparacién
debido a situaciones hormonales y un mayor aporte de osteoclastos. 3- Proceso hipotético no

dirigido(m).

44



Biologia de la Regeneracion Osea Introduccion

SUPERFICIE REFOSO

REABSORCION OSEA

FASE INVERSION
= (Linea Cementaciin)

FORMACION OSEA
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(Dstenide-
Frente mineralizaciin)

SUPERFICIE REPOSO
(Muevo hueso)

Fig. 2. Fases del remodelado 6seo en trabécula 6sea. Modificado de Mosekilde (126

El nuevo segmento de tejido 6seo que resulta de la accién de cada BMU se denomina
Unidad Estructural Osea (BSU, por Bone Structural Unit). El limite entre el hueso
preexistente y la nueva BSU es identificable morfoldgicamente como una linea ondulada y recibe
el nombre de superficie de inversion, que indicaria el limite maximo de entrada de los
osteoclastos en el hueso. La formacion de tejido 6seo no es continuo. La superficie que indica el
limite entre el hueso depositado durante un periodo de actividad y el depositado durante el
periodo siguiente se denomina superficie de parada y se distingue histolégicamente como un
linea basofila lisa. EI numero de superficies de parada aumenta con la edad. Tanto las superficies
de inversion como las de parada se denominan como superficies de cementacién(cement

lines)(por la union que hacen de estructuras 0seas)(io6)-
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Se denomina recambio éseo (bone turnover) al volumen total de hueso que es renovado

por unidad de tiempo mediante el remodelado. EI recambio dseo es directamente proporcional al
namero de ciclos de remodelado en curso o lo que es lo mismo, al namero de BMU activas. La
diferencia entre el volumen de hueso formado y el de hueso reabsorbido, por unidad de tiempo, se
denomina balance 6seo. Si la reabsorcion y la formacion son idénticas, el balance es igual a cero
y el volumen total de hueso (masa 6sea) no variard en funcion del tiempo. Si la formacion y la
reabsorcidn no son iguales, la masa 6sea se modificara en sentido positivo o negativo. El balance
6seo corresponde a la suma aritmética del hueso ganado o perdido en cada ciclo de remodelado.
Asi pues, una vez instaurado un balance positivo o negativo la velocidad a la que se perdera o
ganard masa Osea sera directamente proporcional al nimero de BMU activas. La remodelacion
va a ser de 5-10 veces mas rapida en el hueso trabecular que el cortical.

La méaxima masa 0sea se alcanza a los 30 afios de edad y depende de factores genéticos (
p.ej. gen del receptor de la vitamina D) y ambientales (ingesta de calcio, ejercicio fisico). De los
30 a los 40 afios el balance 6seo es igual a cero y la masa 6sea permanece estable. A partir de los
40 afios se instaura un balance negativo y la masa 6sea disminuye de manera progresiva. En el
hombre, la pérdida se realiza a una velocidad constante (un 0,5% anual) mientras que en la mujer
se acelera durante los afios de la menopausia. Esta pérdida "fisioldgica" de masa Osea determina
que al inicio de la octava década los hombres hayan disminuido su masa 6sea en un 20% vy las

mujeres en un 30%a4, 72).

El calcio obtenido a través de la dieta realiza varias funciones: servir como “material de
construccion”, como solutos de liquidos extra e intracelulares y como reguladores de ciertas
enzimas. La absorcion intestinal del calcio, se encuentra influida por la presencia de la vitamina
D y maés en concreto de sus derivados hidroxilados, como el 1-25 hidroxivitanmina Dj
considerada como una auténtica hormona esteroidea, regulada por su propia concentracion, la
PTH y las concentraciones plasmaticas de calcio y fésforo. Hay que considerar que el rifion tiene
una limitada capacidad de ahorro del calcio, es decir que en el caso de que exista un bajo aporte
dietético de calcio se produce un balance negativo que se compensara no con una menor calciuria

sino con un aumento del estimulo de reabsorcion 6sea(ss).

Regulacién molecular de la diferenciacion osteocléstica.

Los osteoclastos derivan de la células madre hematopoyéticas a traves de células

formadoras de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CFU, por Granulocyte-Macrophage
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Colony Forming Units), que se diferencian para formar pre-osteoclastos (esa diferenciacion
fenotipica hacia osteoclastos parece que estd influenciada por el factor de transcripcion Pu.l,
cuya activacion no es bien conocida)zg). La PTH, la 1,25 dihidroxivitamina D, y también el factor
de necrosis tumoral a(TNFa, por Tumoral Necrosis Factor) y la IL1 producidos por células
inflamatorias actuarian sobre las células mesenquimales y preosteoblastos que producirian las
IL11 , IL 6, el factor de diferenciacion osteoclastico (ODF, por Osteoclastic Diferentiation
Factor) y el factor estimulante de colonias de macréfagos(M-CSF,por Macrophage-Colony
Stimulating Factor) que actuarian sobre los pre-osteoclastos para seguir la diferenciacion y
fusionarse con otros pre-osteoclastos y formar el osteoclastoios, 128, 129)-
En los preosteoclastos la IL6 activaria el factor de transcripcion NFkB (por Nucleo

Factor Kappa B) y también los factores de transcripcion Fos y Jun(AP-1) que repercute en la
diferenciacion de determinados genes que transforman el preosteoclasto en osteoclasto. Esta IL-6
es inhibida por los estrogenos y la testosterona. En la menopausia la disminucion de estrégenos
favoreceria la osteoclastogénesis

El ODF, tambien llamado Ligando RANKL (por Receptor Activator Nuclear factor Kappa
Ligand) se encuentra en las membranas de preosteoblastos, MSCs, y linfocitos T. Parece que su
formacion en las membranas esta relacionado con la expresion del factor de transcripcion
Cbfals). Se une en el pre-osteoclasto al receptor RANK y es también un activador del NF-kB
del preosteoclasto y puede ser bloqueado por la osteoprotegerina (OPG) evitando que se una al
RANK (Fig. 3)(3).

Tanto en los preosteoclastos como en los osteoclastos existen también receptores para la
calcitonina que inhibiria la reabsorcionoa).

La adhesion de las células de estirpe osteoclastica a la matriz es posible porque expresan
en su membrana moléculas de adhesion de la familia de las integrinas. La integrina oy B
interacciona con el colageno y la integrina a,f3 con la vitronectina, osteopontina y sialoproteina
Osea. Esta union con las proteinas de la matriz se realiza a traves del péptido RGD, y esta union
parece que también transmitiria sefiales de transduccion. También intervendrian otras proteinas
de adhesion en la membrana del osteoclasto como las anexinas y caderinas todavia en estudio(ios).

Después de esa adhesion, la activacion del gen c-Src provoca la formacion del osteoclasto
polarizado maduro, y otras proteinas como la OPG inhibirian esa diferenciacion final. Para
terminar la maduracién es necesario la presencia exterior de moléculas inductoras(éxido nitrico,
hidrogeniones, peréxido de hidrogeno) a través de las cuales la célula empieza a sintetizar

enzimas proteoliticas (metaloproteinasas, catepsina K, TRAP, anhidrasa carbdnica tipo 11)30).
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Fig. 3. Diferenciacion de osteoclastos. Modificado de Forwood (129
La remodelacién 6sea consta de 4 fases fundamentales:

I/ FASE DE REPOSO:

Los huesos estan cubiertos por una capa delgada de células superficiales o de

revestimiento, aparentemente inertes, aplanadas, con un grosor de 0.1 a 1 um, con un didmetro de
50 um y son representantes de la transformacion terminal de osteoblastos, los cuales
probablemente conservan restos de receptores hormonales y de respuesta a los estimulos, pero no
pueden sintetizar colagena, impidiendo esta carencia el que se les pueda Ilamar osteoblastos en
reposo; al parecer también pueden retener la funcion de precursores celulares osteogénicos.

Estas células son activadas por los osteocitos por transduccion de impulsos mecanicos y
piezoeléctricos y o por la liberacion de factores de crecimiento, induciendo citoquinas que
diferencia y atraen a los osteoclastos, de tal modo que se retraen permitiendo el acceso de los

osteoclastos al compartimento de la matriz mineralizadaza).

11/ _FASE DE REABSORCION (1-2 meses).En el hueso compacto los osteoclastos, partiendo

de un canal de Havers o de VVolkmann, excavan un tunel de seccién circular. Por esta razén las

BSU corticales, Ilamadas también osteonas, tienen forma cilindrica o de cono que estaran

48



Biologia de la Regeneracion Osea Introduccion

centradas por un nuevo canal de Havers. En la remodelacion del hueso esponjoso los osteoclastos
labran, en la superficie de las trabéculas, excavaciones poco profundas y de base ancha. Por esta
razon las BSU trabeculares llamadas también lagunas de Howship tienen forma de lente plano-
convexa.

El avance del cono de corte de la osteona secundaria se realiza a una velocidad de unos
30um/ dia en el hueso cortical y de 0,6um/dia en el hueso trabecular, dura de 1-2 meses en
humanos. Los osteoclastos de las nuevas osteonas dejan un limite periférico ondulado a su paso
que diferencian a una osteona primaria de la secundaria cuando se observan cortes

histoldgicosze).

Los osteoclastos primero solubilizan el mineral y luego se encargan de la matriz organica
mediante enzimas acidas lisosomales. EI mineral se solubiliza acidificando el microambiente
creado entre la matriz 6sea y la membrana fruncida del osteoclasto. La acidificacion (pH=4) se
logra bombeando hacia el hueso los protones H*. En el citoplasma de los osteoclastos la
anhidrasa carboénica tipo Il cataliza la reaccion entre el CO,y el H,O dando lugar a CO3H; que se
disocia en COsH y H'. El H" es bombeado activamente hacia la matriz 6sea a través de la
membrana plegada mediante una bomba de protones dotada de una ATPasa especifica. EI COzH"
es expulsado fuera de la célula a través de la superficie opuesta donde es intercambiado
activamente en la célula por CI'. ElI CI" no se acumula en el interior del osteoclasto puesto que es
expulsado mediante canales especificos del borde plegado, hacia la matriz 6sea donde se une a
los H" , originando finalmente HCI que disuelve la matriz mineral. El bloqueo de tales canales
estd marcando lineas de investigacion para desarrollar farmacos que inhiban la reabsorcion

0sea(104, 82)-

Una vez eliminado el mineral, la matriz organica es digerida por colagenasas acidas y
otras enzimas proteoliticas de origen lisosémico, cuyos productos migran por endocitosis al lado
opuesto a la reabsorcion. La TRAP es capaz de defosforilar la osteopontina y la sialoproteina
6sea por lo que podria facilitar los movimientos de la célula al separarla de estas proteinas de la
matriz Cuando se ha completado el proceso de reabsorcion los osteoclastos mueren por apoptosis.
Los nucleos se hacen mas pequefios e hipercromaticos y se fragmentan hasta desaparecer y el
citoplasma aumenta su acidofilia y se retrae. Estos restos celulares seran fagocitados por células
macrofagicas. In vitro la apoptosis de los osteoclastos es promovida por factor de crecimiento
tumoral beta (TNF-B, por Tumoral Necrosis Factor-B). La profundidad de la erosion de la

reabsorcién va a depender del tiempo a que esté predefinida la apoptosis, todavia desconocido,
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aunque de manera habitual tiene un espesor de 50um en las trabéculas, y una longitud de 100 um
en las osteonas. En las cavidades de reabsorcion también se observan otras células
mononucleares, que realizan el Gltimo tercio de la reabsorcion y su funcion no esta del todo clara.
Parece que el calcio liberado durante la reabsorcion puede penetrar en el interior del osteoclasto a
través de canales de Ca’" situados en la membrana plegada e inhibir la actividad reabsortiva de

estas célulasizo.

I11/EASE DE__INVERSION: Es un periodo de aparente inactividad en la que se

sustituyen los osteoclastos por osteoblastos(1-2semanas). Se produce el Ilamado”acoplamiento”

en el que los preosteoblastos son transformados en osteoblastos, y sustituyen a los osteoclastos.
No se conoce con exactitud el mecanismo por el cual se activan los osteoblastos y se realiza la
iniciacion del fendomeno de acomplamientogg).

Mundy ha propuesto un modelo para conocer el mecanismo de activacion de los
preosteoblastos. Estaria mediado por el TGFB , mecanismo que probablemente siguen otros
factores. EI TGFp esta unido en la matriz a una proteina de unién, que lo protege contra la
proteolisis en el ambiente de pH &cido, por debajo del osteoclasto. Esta proteina liberara el
péptido cuando aumente el pH en el exterior del borde rugoso al desaparecer los osteoclastos. El
TGFB liberado puede estimular, entonces, el reclutamiento de osteoblastos préximos. Es
inherente a este modelo un mecanismo que mantiene el equilibrio entre resorcion y formacion, es
decir, cuanto més se eliminan los osteoclastos, mas TGF-beta es liberado y mas osteoblastos

nuevos son reclutados para depositar hueso nuevo(ias).

IV/ FASE DE_ FORMACION. Esta fase dura unos 3 meses en humanos y se realiza la

deposicion de un nuevo hueso. Los osteoblastos depositan en primer lugar una linea de
cementacion(superficie de inversidn) y seguidamente una matriz 6sea no mineralizada que forma
una capa de unas 10 micras de espesor denominada ribete de osteoide. Entre el deposito de
osteoide y su mineralizacion existe un tiempo de demora de unos 10 a 20 dias (Mineral Lag
Time). Durante este periodo la matriz 6sea sufre cambios en su composicion y estructura que la
hacen apta para el deposito de mineral (maduracién de la matriz). La mineralizacion se inicia en
la interfase entre el osteoide y el hueso mineralizado preexistente y avanza hacia la superficie a lo
largo de un plano de barrido de 2 a 3 micras de espesor. Este plano, integrado en parte por

mineral amorfo no bien organizado, se denomina frente de mineralizacién. A medida que este

frente se desplaza va dejando tras de si matriz 6sea mineralizada en forma de cristales de

50



Biologia de la Regeneracion Osea Introduccion

hidroxiapatita. Una vez completado el deposito de hueso los osteoblastos que no se han
incorporado a la matriz se aplanan y pasan a formar parte del endostio (lining cells). Con este
proceso el hueso alcanza en pocos dias un 70% de su mineralizacién maxima. A continuacién se
iniciaria una mineralizacién secundaria que dura de 3 a 6 meses y termina cuando el hueso ha

alcanzado el 90-95% de su mineralizacionog).

El frente de mineralizacién es la zona que queda marcada por tetraciclinas en el caso de
realizar un estudio con histomorfometria 6sea dinamica. Estas sustancias tienen la capacidad de
unirse al mineral amorfo de los frentes pero estos antibidticos no tienen afinidad por los cristales
de hidroxiapatita. Ademas son sustancias visibles de manera fluorescente cuando se les aplica luz
ultravioleta. De esta manera y mediante dos marcajes separados en el tiempo se puede cuantificar

el grado de aposicion mineral tras el estudio histoldgico.

Aproximadamente entre 100 y 150 osteoblastos ocupan la superficie de un osteoclasto.
Parece que la capacidad para rellenar totalmente la cavidad depende mas de la capacidad de
diferenciacion osteoblastica a partir de las MSCs que del nimero de osteoblastos de
revestimiento que estuviesen fijados a la linea de cemento antes de iniciarse el proceso de
formacion. Al final de la fase de formacion los osteoblastos se trasforman en células de

revestimiento y muchos de ellos se eliminan mediante un mecanismo apoptoticoog).

MECANOBIOLOGIA OSEA: A finales del siglo XIX Wolff establecio la relacion entre
la funcion y la morfologia del hueso, de tal forma que el estrés biomecanico definiria la
arquitectura Gsea segln leyes matematicas. Se ha demostrado posteriormente que esto es asi,
aungue no se esté tan de acuerdo en que exista una correlacion matematica. En cualquier caso la
cantidad y morfologia de hueso viene influido por su modo y cantidad de funcion. Hay una serie
de preguntas que se establecen en relacidn con la asociacion entre el remodelado y las cargas
biomecanicas: ¢ Cual es el mecanismo exacto por el cual las células(osteocitos y células de
revestimiento) detectan esas cargas biomecanicas, e inician el remodelado?; Qué tipo y cantidad
de cargas inducen a las células a iniciar la remodelacion con aumento de la aposicion?;Qué tipo y
cantidad de carga establece el umbral entre una sobrecarga moderada con aumento de la
aposicion 0sea, y la sobrecarga patoldgica?;Cudl seria el tipo y la cantidad de carga ideal a
aplicar para cada localizacion anatémica, y asi conseguir el hueso de mejores propiedades

biomecéanicas?.
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Las cargas aplicadas sobre el hueso se suelen establecer en medidas de deformacion en
microdeformaciones (ue por microstrains), que es un ratio entre la longitud de un objeto sometido
a estrés, y la longitud original del objeto. En esta escala matematica se define una deformacion
(definida como tension o strain) como una tedrica deformacion del 100% y 1000ue una
deformacion del 0,1% (132. Segln Frost el hueso tendria un control(similar a un termostato)
mediante el modelado y el remodelado, que lo permitiria acoplarse a las condiciones de cargas
que recibe del exterior (“teoria del mecanostato”). Segin esta adaptacion en las BMU, la
diferencia entre la cantidad de hueso reabsorbido y el hueso depositado vendria expresado por la
“fraccion rho” (p)ass) - Un p positivo indica un incremento de la deposicion 6sea mientras que un
p negativo un incremento de la reabsorcion. Wiskott se baso en esta teoria del mecanostato para
determinar 5 categorias. Estos rangos se establecieron mediante estimaciones teoricas de la
influencia de las cargas en el hueso, ya que los rangos exactos son dificiles de aplicar por
influencia de diferentes parametros(densidad Gsea, frecuencia de carga, historial de las cargas
aplicadas, gradientes de carga, repercusion de factores locales u hormonales...)32):

-Desuso(mayor reabsorcion ésea): Se produce con unas cargas menores a 100 pe. El
indice p es negativo por una mayor fase de reabsorcion en los ciclos de remodelado.

-Carga fisiologica normal (homeostasis 6sea): En el rango 100-1500 pe . La fraccion p es
cero.

-Sobrecarga media (mayor aposicion dsea): En el rango 1500-4000 pe . El p es positivo.

-Sobrecarga patoldgica (Dafio 6seo irreversible): Por encima de 4000 pe (0,4% de
deformacion). Aparecen fendmenos de movilidad y grietas por fatiga. Aunque no esta del todo
aclarado, se ha establecido en estudios de elementos finitos, que se produce un aumento de la
remodelacion con mayor fase reabsortiva, apareciendo un p negativo. En el hueso perimplantario
este fendmeno se traduciria en una zona radioltcida con movilidad del implante, que previamente
estaba osteointegrado.

-Fractura: La resistencia a la flexion del hueso es aproximadamente de 120 Mpa, lo que se

corresponde a una deformacion de 20.000 pe .

Se ha establecido mas definitivamente que tanto el desuso como la sobrecarga media 0sea
aumentarian la remodelacion, en un caso con un aumento de la reabsorcion y en el otro de
aposicion. Se ha establecido la hipdtesis de que los osteocitos, como mecanosensores,

mantendrian continuamente una sefial inhibitoria (de naturaleza molecular desconocida)con las
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células de revestimiento para que no se inicie la remodelacion. Parece que las cargas normales
mantendrian esa sefial inhibitoria, y al tener un desuso importante desapareceria esa sefial
favoreciendo la remodelacién. Por otro lado en casos de sobrecarga moderada existirian
microfracturas que podrian inducir la apoptosis de los osteocitos, o eliminar la comunicacion

osteocito-célula de revestimiento, que también romperia la sefial inhibitoriaios).

Otro mecanismo de activacion local de la remodelacion se produce cuando hay una
necrosis de los osteocitos( p.ej. en traumatismo o en la colocacion de un implante) por lo que
dejarian de mandar a las células de revestimiento la sefial de inhibicion que impiden el
remodelado, y por lo tanto activandologs). También la reduccion de estrogenos(menopausia)
induciria la apoptosis de los osteocitos aumentando la remodelaciéon y haciendo que la fase de
reabsorcién sea mas grande en extension que en condiciones normales. Parece ademas que la
comunicacion de las células de revestimiento al “sincitio osteocitario”, evitarian que esos
osteoblastos desaparezcan por apoptosis una vez que terminan de formar hueso.

Sin embargo hay estudios que demuestran la existencia de una densidad de osteocitos y
ocupacion lagunar elevada no solo en osteonas quiescentes sino también en osteonas en fase de
remodelado(reabsorcion o formacion). Estos hallazgos limitarian la “teoria inhibitoria” de tal
forma que los osteocitos no solo tendria un efecto inhibidor de la osteoclastogénesis sino también

un efecto promotor isa).

La teoria inhibitoria de la comunicacion osteocito-célula de revestimiento, podria ser
también aplicada al proceso de modelado. Sin embargo la misma sefial que puede aumentar el
remodelado, puede disminuir el modelado en funcién de la localizacion anatomica o
ultraestructural (p. ej. accién diferente en periostio/endostio que en un canal de Havers). Asi en
localizaciones periosticas, las modificaciones de esa sefial podria generar un proceso de
modelado en vez de remodelado, de tal forma que las células de revestimiento recibirian una
sefial que las induciria directamente al fenotipo osteoblastico(modelado anabdlico) o a producir
moléculas que diferencien osteoclastos(modelado catabdlico). Por ejemplo, un aumento
moderado de la carga biomecanica detectada por los osteocitos cercanos a una localizacion
peridstica, produciria una perdida de la sefial inhibitoria entre osteocitos-células de revestimiento
que en esta localizacion no va a producir el inicio de la remodelacion sino un proceso directo de
diferenciacion fenotipica osteoblastica, que originaria un proceso de modelado anabdlico en esa
zona. Por otro lado, una falta de cargas provocaria un efecto de modelado catabdlico directo

con reabsorcion 0sea(ioz).
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III.3-DISTRACCION ALVEOLAR HISTOGENICA

3.1.- CONCEPTO. INDICACIONES. VENTAJAS Y
COMPLICACIONES

La distraccion histogénica se define como la creacion de hueso neoformado y tejidos
blandos adyacentes, tras el desplazamiento gradual y controlado de un fragmento 6seo obtenido
mediante osteotomia quirurgica. Se ha descrito que bajo la influencia de estrés tensional se han
formado diversos tejidos ademas del hueso, como mucosa, piel, masculo, tendones, cartilago,
Vasos sanguineos y nervios perifericos s, 26, 27)-

Fue en el campo de la ortopedia y la traumatologia donde se iniciaron las investigaciones
en distraccion histogénica. El primero en describir esta técnica fue Codivillagss en 1905,
aplicandolo en las extremidades inferiores, donde después de una osteotomia femoral sometia a
los fragmentos a una fuerte tension mediante clavos fijados en el hueso. Sin embargo, el gran
impulso lo realizd a partir de los afios 50 el traumatologo ruso Ilizarovs, 7). con el disefio de
nuevos aparatos de distraccién y los estudios de determinacion de indices de distraccion.
Establecio los llamados efectos Ilizarov: 1/ la traccién gradual de los tejidos crea estres que activa
el crecimiento y la regeneracion tisular (ley de tension-stress) y 2/ la forma y la masa 0sea va
estar influenciada por la carga mecanica y el aporte sanguineo. llizarov realizd distraccion tibial
en 120 perros. Observo que un indice de distraccion de 0,5 mm/ dia originaba una consolidacién
prematura del hueso. Un indice de 1mm/dia conseguia los resultados 6ptimos de formacion 0sea,
y un indice de 2 mm/dia originaba un tejido fibroso. En cuanto a la frecuencia de distraccion
observo los mejores resultados cuando la distraccion se aplicaba en 60 veces/dia, con relacion a
cuando se aplicaba 4 veces/dia o 1 vez/ dia, es decir, defendia la aplicacion continua de la
tension. llizarov también demostrd que el fendmeno de distraccion también se produce de manera
transversal al eje longitudinal del hueso, lo cual es de relevancia en la distraccion de la cresta
alveolar.

En el ambito maxilofacial, en 1973 Snyderqss realiza los primeros estudios
experimentales en mandibula de perros, y es en 1992 cuando McCarthy3g) realiza la primera
distraccion mandibular en humanos mediante un distractor extraoral en casos de microsomia
hemifacial. En 1996 Blockg) realiza la primera distraccion alveolar en perros y en ese mismo
afio Chiny) describe el primer distractor alveolar aplicado a defectos alveolares en humanos tras

la pérdida dental por traumatismo. Actualmente existen distintos aparatos de distraccion para
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aplicacion oral y maxilofacial. De tal modo que existen distractores mandibulares, maxilares,
mediofaciales, craneales, y alveolares.

La traccion genera tension que estimula la formacion de nuevo hueso paralelo al vector de
la distraccion. Parece que esta tension favoreceria la formacion de vasos sanguineos, lo cual
conllevaria la invasion del tejido fibroso creado por células mesenquimales indiferenciadas.
Existen 2 tipos basicos de distraccion: La callotasis, que es la distraccion del callo de fractura, y
la distraccion fisiologica que es la distraccion epifisaria o de las plataformas de desarrollo 6seo:
Epifisiolisis distraccional (traccion rapida:1-1,5 mm/dia) y condrodiastasis (traccion lenta:
0,5mml/dia) ). En cirugia implantologica nos interesa el concepto de callotasis y mas en concreto
el de callotasis monofocal para regenerar tejidos de manera lineal. Cuando se reconstruyen

defectos segmentarios se utiliza la distraccion bifocal o trifocal. (Fig. 4).

= :

MONOFOCAL

=

BIFOCAL

— =

TRIFOCAL

Fig. 4. Tipos de callotasis.

El reborde alveolar puede presentar reabsorciones de diferente grado en funcion de
diversas causas: traumatismos alveolares con pérdida de sustancia, deformidades congénitas o del
desarrollo(p. ej. fisura labiopalatina), reabsorcion severa por edentulismo de larga evolucion,
resecciones quirurgicas etc...

Para la reconstruccion implantoldgica es deseable la regeneracion de tejidos duros y

blandos previo a la colocacién de las fijaciones para posteriormente obtener unos buenos
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resultados biomecanicos y estéticos. Como alternativa a la distraccion hay diversas técnicas:
Regeneracion dsea guiada (autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos o materiales aloplasticos),
injertos en onlay ,injertos de tejido conectivo, elevaciones del suelo sinusal o nasal,
transposiciones del nervio dentario inferior, implantes transmandibulares o transcigomaticos etc.
Todas ellas con importantes limitaciones en cuanto a los resultados clinicos. Hay una serie de
indicaciones clinicas donde se recomienda el uso de la distraccion alveolar(ss).

-Atrofia severa de la cresta edéntula, teniendo en cuenta que se requieren al menos 8 mm
de altura dsea para colocar implantes.

-Deficiencias segmentarias de la cresta alveolar que no ofrecen las caracteristicas
apropiadas para la colocacién de implantes por razones estéticas o por razones funcionales
(indice desfavorable corona-implante).

-Crestas alveolares estrechas, donde se puede aplicar distraccion horizontal.

-Translacion vertical gradual de dientes anquilosados, cuando el movimiento ortoddncico

no es posible o no ha tenido éxito.

-Translacion vertical gradual de un implante osteointegrado con el hueso alveolar que lo

rodea.

Las ventajas que ha aportado la técnica de transporte de tejidos asociada al tratamiento

con implantes dentales son (2, 139):

-Se produce una regeneracion de tejidos blandos y duros, mejorando las relaciones biomecéanicas
y estéticas a posteriori, asi como las relaciones periodontales con dientes adyacentes en defectos
segmentarios.

-No existe morbilidad de zona donante, simplificando la intervencion quirdrgica.

-Existe menor posibilidad de exposicion de los tejidos duros, en comparacién a las técnicas de
injerto y menor posibilidad de reabsorcion del injerto.

-Se consigue un volumen de tejidos duros y blandos méas predecible que las técnicas de
regeneracion dsea guiada o mediante injertos tipo onlay.

-En el fragmento que se transporta se pueden incluir dientes o implantes, de tal forma que se
pueden corregir defectos oclusales o estéticos.

-El periodo de consolidacion Gsea es menor que en las técnicas alternativas disminuyendo la
duracion total del tratamiento.

-Permite la utilizacién de técnicas complementarias cuando el resultado no es totalmente

satisfactorio.
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Hay sin embargo una serie de posibles complicaciones y desventajas que se han descrito
en los procedimientos de distraccion alveolary, eg, 139):
-Infeccion de la camara de distraccion: Para prevenirla se requiere tratamiento profilactico
antibiotico e irrigacion local de la zona.
-Fracturas del hueso transportado o el basal: En caso de ocurrir se debe suspender el proceso de
distraccion vy fijar los fragmentos con miniplacas. Se deben utilizar escoplos muy finos o bien
espatulas de cemento para realizar la osteotomia de la cortical lingual.
-Consolidacién prematura. Puede ser originada por una osteotomia incompleta, por un indice de
distraccion lento o por aparecer un incompleto vector de distraccion. Se requiere la reentrada y
una nueva osteotomia.
-Retraso de consolidacién y no-union fibrosa: Posiblemente debido a una falta de estabilizacion.
Se retrasara un tiempo la retirada del distractor en espera de la consolidacion. En el caso de la no-
unién fibrosa se realizard un desbridamiento de la zona y reconstruccion con otras técnicas de
regeneracion.
-Ligera reabsorcién del fragmento transportado: Se recomienda una sobrecorreccion de 1-2 mm
para compensarla.
-Dehiscencias de la herida. Para prevenirlas se deben regularizar los bordes cortantes del
fragmento a transportar, y en caso de producirse hay que resuturar los tejidos blandos para
impedir la infeccion de la camara de distraccion.
-Inestabilidad del distractor: puede ser debido a la existencia de un hueso de baja densidad,
dehiscencias del tejido blando, o al disefio del distractor utilizado.
-Desviaciones del correcto vector de distraccion: Puede ser corregido mediante férulas o aparatos
ortodéncicos de correccion. En la mandibula la lingualizacién del vector de distraccién que se
produce por efecto de la musculatura lingual, debe ser corregido para evitar la formacion désea
hacia lingual.
-Interferencias oclusales entre la parte transmucosa del distractor y la arcada antagonista. Se
puede corregir mediante el corte de la estructura metalica del distractor o mediante la fabricacion
de férulas de aumento de mordida.
-Alteraciones neuroldgicas: Por compresion o seccion de los ramos neurologicos mandibulares
durante la realizacion de osteotomias o por compresion producida por los tornillos de retencion.
Pueden aparecer en forma de parestesias o disestesias.
-Fracturas del distractor: Por interferencias oclusales con la arcada antagonista.

-Elevado coste de los distractores.
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3.2.-BIOLOGIA TISULAR EN DISTRACCION
HISTOGENICA

En el proceso de distraccion se producen una serie de mecanismos bioldgicos muy
similares a los que ocurren en la curacion o regeneracion ésea normal, pero con algunas
diferencias peculiares y determinantes en el resultado.

Karp y colsuag) realizaron el primer estudio histoldgico en un modelo de elongacion
mandibular de perro con valoracion a los 10 y 20 dias de fase de distraccion y a los 14, 28 y 56
dias de fase de consolidacion. Observaron una serie de estadios o zonas en el proceso: desde el
interior del gap a los bordes de hueso inicial, muestra una zona de tejido fibroso central con
fibras colagenas paralelas al vector de distraccion, células husiformes similares a fibroblastos y
MSCs; una zona de formacién 6sea entre el tejido fibroso con formacion de espiculas Gseas
recubiertas de osteoblastos; una tercera zona de remodelacion 6sea con avance de campos de
reabsorcién y aposicién y finalmente una zona de hueso maduro con formacion de hueso
cortical.

En el proceso de distraccion, existen 3 fases secuenciales fundamentales, en las cuales se
producen diferentes fenomenos bioldgicos, que han sido estudiados experimentalmente en

huesos de origen endocondral y tambien intramembranosoz1, 26, 27, 141, 61)-

1-Fase de Latencia: periodo de tiempo entre la realizacion de la osteotomia y el inicio de la
traccion, en donde se forma el callo blando. Suele aplicarse en un rango entre 0 y 7 dias y
coincide con los iniciales eventos que se dan en un proceso de reparacion 6sea normal.
Histologicamente el coagulo inicial se convierte a los 3 dias en un tejido de granulacién (células
inflamatorias y fibroblastos) y cada vez se hace mas fibroso por la presencia de coldgeno y mas
vascular por la aparicion de nuevos capilares. En esta fase se inicia el reclutamiento de las MSCs

a partir de la médula dsea y el periostio adyacentes(iaz).

2- Fase de Distraccion: periodo en que se aplica la traccidn sobre el fragmento a transportar y se
inicia la formacion del nuevo hueso inmaduro (WB). Se suele realizar durante 1 6 2 semanas y la
traccion modifica el normal desarrollo del proceso de regeneracion. Se forma un “microambiente
dinamico” que conlleva la formacion de tejido de manera paralela al vector de traccion. Hay un

aumento y prolongacion de la angiogénesis y un incremento en la proliferacion de células
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husiformes similares a fibroblastos(spindle-shaped fibroblast-like cells) que presenta una
variacion fenotipica (hipertrofia de los filamentos intermedios citosolicos con apariencia alargada
de la célula). Este tipo de células husiformes se sitdan periféricamente y a lo largo de los vasos
produciendo mé&s colageno de manera paralela al vector de distraccion y ultraestructuralmente se
caracterizan por un aumento del reticulo endoplasmico en el citoplasma y aumento del nucleolo
en el ndcleogayy. En su mayoria se trata de colageno tipo I, que junto con el aumento angiogénico
avalaria la teoria que mientras existe tension se favoreceria la osificacién intramembranosa y no
endocondral4z). Se ha visto también que estas celulas son capaces de expresar OCN, OPN vy
ALP vy por tanto evidenciar cierta diferenciacion osteoblastica. Se establece la hipdtesis que la
aplicacion de tension favoreceria la transdiferenciacion de condroblastos y fibroblastos a
osteoblastos. Asi, la tension hace que los condroblastos expresen colageno tipo | en vez de
colageno tipo llsg). Sin embargo, el colageno tipo I, como enucleador de los cristales de
hidroxiapatita es muy sensible a la cantidad de carga que recibe. De esta manera, la
microarquitectura del colageno es alterada, produciéndose un desensamblaje de las fibras y se
produce menor deposicion de hidroxiapatita cuando es sometido a cargas elevadas (>20.000
HE)(143).

En cualquier caso, hoy en dia es desconocido si la aceleracion en la maduracion del callo
6seo que se produce en la distraccion es debido a una rapida maduracion de la malla de colageno
y por tanto una mayor superficie para el deposito de osteoide, o bien es debido a los efectos
estimuladores que mejoran la proliferacion de osteoblastos. En otras palabras, no se sabe si es
debido a un incremento en el nimero de osteoblastos reclutados, o bien es debido al aumento de
la actividad de sintesis de cada célula individual, o bien es debido a ambos factores a la vez.

El incremento de crecimiento vascular es diez veces mayor que en una reparacion
normal, aportando a la zona fibrosa un incremento de células mesenquimales que se diferenciaran
en condroblastos(mas evidentes en huesos largos) y osteoblastos. Los osteoblastos presentan un
aumento del numero y el tamafio de las mitocondrias, asi como un aumento de las cisternas del
reticulo endoplasmico con aumento de ribosomas. La distraccion diaria alinea las fibras de
colageno en paquetes paralelos que canalizan los vasos en crecimiento y las células
perivasculares en compartimentos longitudinales. El estudio histoquimico realizado por
Ilizarov s, 27y demostré también que en esta fase existe un aumento de la ALP, aumento del acido
pirdvico, y aumento del &cido lactico(productos del metabolismo enzimético). Parece que esa
tension moderada y controlada que ejerce el distractor en el tejido de granulacion produciria una
mayor diferenciacion de las MSCs en osteoblastos, y por otro lado favoreceria la mayor

produccion de proteinas 6seas por parte de los osteoblastos(i2a, 141).
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Se inicia la formacién de material osteoide en forma de laminas finas y alargadas entre las
fibras paralelas de colageno y ocupando las islas cartilaginosas (en caso de areas de formacion
endocondral) desde las paredes 6seas hacia el centro del gap de distraccion, y al final de la 22
semana de la distraccién empiezan a mineralizarse esas laminas formando hueso inmaduro (WB).
Radiograficamente, en la elongacion mandibular la primera evidencia de formacion dsea es al
final de esta fase, observandose de manera periférica a la zona radioltcida-fibrosa y progresando

hacia el gap central.

En el estudio de Karpao) se observo que 14 dias despues del final de la distraccion las
trabéculas Gseas se hacian mas largas y gruesas hacia el centro del gap de distraccion, y al mes
después de la distraccion se observaba una continuidad de puentes éseos entre ambos extremos
6seos originales. A los 2 meses después de la distraccion todo el gap inicial estaba ocupado por
hueso mineralizado, existiendo areas de remodelado principalmente en zonas corticales densas.

Hay que tener en cuenta que tanto en la fase de distraccion como en la de consolidacion es
necesario la inmovilizacién del fragmento éseo a distraer, asi como del callo blando del gap de
distraccion. Movimientos en la zona provocarian la interrupcion de la microcirculacion con lo
que las ceélulas pluripotenciales se diferenciarian a condroblastos que requieren menos
oxigenacion en su formacién. Por otro lado, es indispensable el continuo aporte sanguineo
facilitado por un manejo quirdrgico cuidadoso del periostio (y del endostio en distraccion de
huesos largos) s, 27).

Teniendo en cuenta los beneficios para la regeneracion que produce la compresion en un
callo de fractura, Mofid y cols4sy han modificado experimentalmente el protocolo establecido
por llizarov. De esta manera utilizando con modelo de elongacién de mandibula de conejo,
realizaron la fase de distraccion alternando diariamente tension y compresion (Imm/dia) durante
3 semanas. Después de la fase de distraccion el estudio histomorfométrico dinamico evidencio
un mayor indice de aposicion mineral en el grupo de distraccion-comprension en comparacion al
grupo de distraccion (3,2 um/ dia versus 2,1 um / dia). A las 5 semanas de consolidacion el
espesor de corticales fue también significativamente mayor en el grupo de distraccion-

comprension que en el grupo de distraccion (83% versus 49%).

3- Fase de Consolidacion: periodo que permite la maduracion y corticalizacion del hueso
regenerado. Se considera que en los huesos craneofaciales debe ser entre 3-5 semanas para nifios

y 6-12 semanas para adultos, aunque la apariencia de idénticas caracteristicas al hueso inicial
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puede prolongarse mas de 1 afio. Una vez terminada la distraccion la zona fibrosa y de material
osteoide centrales  osifican y mineralizan gradualmente de manera intramembranosa
principalmente en los huesos faciales, convirtiéndose en hueso inmaduro que pasaran a ser zonas
de remodelacion para convertirse en hueso maduro laminar. En los huesos maxilares la
osificacion es principalmente intramembranosa, aunque en algunos estudiosez) se han descrito
focos de osificacion endocondral que pueden ser debidos a la inestabilidad de los fragmentos
6seos o el indice de distraccidn, y que no interfieren la regeneracion final, aunque este fendmeno
no esta aclarado.

La aplicacion de carga sobre la zona distraida también ha sido investigado
experimentalmente en ratas con fémur distraidogss. Un grupo mantenia las zonas distraidas
soportando el peso del animal mientras que el otro grupo no soportaba las cargas del peso debido
a la amputacién de las extremidades por debajo de la articulacién tibio-femoral. A los 4 dias de
consolidacién se observd mayor proporcion de hueso regenerado y mayor expresion de BMP-2,
BMP-4, OCN vy colageno tipo | en los grupos que soportaban carga. En los que no soportaban
carga habia una mayor expresion de colageno tipo Il. La carga, por tanto, también favorece el
hueso regenerado por distraccion, aunque se desconoce cuéles son los niveles de carga mas

adecuados.

En las tres fases descritas se estan realizando investigaciones para describir los
MECANISMOS MOLECULARES que se desencadenan en el hueso regenerado por

distraccion uae, 147, 148, 56, 57, 58)-

Mediante técnicas de inmunohistoquimica tras elongacion de mandibula de ratas(ss) Se ha
observado la sobrexpresion de TGF-f1 tanto en fases de latencia, distraccion como hasta la 42
semana del periodo de consolidacion volviendo después a niveles basales. Este factor parece que
tiene, entre otras, una funcion de promocién de la angiogénesis y de produccion de colageno tipo
I. La expresion de osteocalcina se incrementa a partir del 4 dia de latencia hasta alcanzar niveles
de un incremento del 70% a las del hueso normal (a las 4 semanas de consolidacion). Esta
proteina de la matriz realiza una agregacion del calcio y seria un marcador de la mineralizacién
0sea del proceso de distraccion, por otro lado su expresion es inhibida por el TGF-B de tal manera
que sus niveles aumentan cuando descienden progresivamente los del factor. Este mismo equipo
de investigacion observé en otro trabajo que cuando el indice de distraccion era muy rapido, se
producia una union fibrosa y esto se correlacionaba con un decrecimiento de los niveles de OCN

y Colageno I, en comparacion a las muestras donde se aplicaba un indice de distraccion gradual..
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También se ha visto decrecimiento de OCN y ONN cuando se aplican tensiones hiperfisiologicas
en elongacion de mandibula de conejoi4s).

Otro estudiogsg), Sin embargo, evidencio en tibias de perro que la aplicacion de tension
disminuye los niveles de OCN y aumenta los de TGF-B durante los periodos de latencia,
distraccidn y hasta 5 semanas de consolidacion en comparacion al hueso normal. Atribuyéndose
dicho hallazgo al efecto supresor del factor para expresar la OCN. En este estudio, los niveles de
IGF-1 en el hueso se incrementaron inmediatamente después de la distraccion en comparacion a
los niveles de hueso normal. Sin embargo, los niveles séricos de IGF-I se empezaron a
incrementar al inicio de la distraccion, por lo que se especul6 que la acumulacién dsea es por una
deposicion del incremento sistémico méas que un incremento local.

Utilizando fémur de rata, Sato y colsg) observaron en fases finales de distraccion que la
OCN se encontraba no solo en los osteoblastos diferenciados sino también en los preosteoblastos
y los fibroblastos fusiformes. La OPN se encontraba exclusivamente en los preosteoblastos y
osteoblastos diferenciados mientras que la ONN aparecia en todas las células de la zona.
Mediante Northern Blot observaron que tanto la OPN, OCN y ONN no daban sefial en el tejido
normal, empezaba a dar sefial a los 7 dias de las muestras con osteotomia y luego disminuia,
mientras que en las muestras distraidas aumentaba su sefial mientras duraba la distraccion(21
dias) y luego disminuia en la consolidacion. Se vié también que la osificacion cambiaba de
endocondral a intramembranosa a medida que se aplicaba la tension.

En tibias de ovejasusg) Se observé también que los niveles séricos de OCN se
incrementaban un 15% durante la fase de distraccién, pero mas de un 100% a los 44 dias de la
fase de consolidacion, a partir de lo cuales se estabilizan los niveles. Esto demuestra el
incremento de la actividad osteobléastica tras la aplicacion de tension.

La expresion de BMP-2, BMP-4, y BMP-7, también se incrementa durante la fase
distraccion en relacion con la fase de latencia y va desapareciendo durante la fase de
consolidacion. Esto se ha visto en tibias de conejosz) donde solo las MSCs y los preosteoblastos
evidenciaron estas moléculas pero no los osteoblastos.

La expresion de MMPs y TIMPs fue estudiada en un modelo de elongacién mandibular en
ovejas después de 3, 6, 9, y 12 meses de consolidacion(se). Se observo una disminucion de estas
enzimas a medida que el hueso reticular era remodelado a un hueso laminar, existiendo una
mayor expresion a los 3 meses. Entre los 9-12 meses los niveles eran similares a los del hueso
normal, lo que indica el momento de equilibrio entre la fase de aposicion y reabsorcion del

remodelado.
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En relacion con los cambios que se producen en los musculos adyacentes a la distraccion,
en un estudio de elongacion mandibular en perrosasi;) se observo una primera fase de atrofia de
las fibras del digéstrico(paralelas al vector de distraccion) y a los 20 dias de consolidacion se
observd una morfologia hipertréfica de las fibras. En el masetero(perpendicular al vector de
distraccion) se observo menor periodo de atrofia durante la distraccion aunque posteriormente se
mantuvo una disminucién en el indice RNA/DNA que indica la disminucién de produccién
proteica de la célula, quizas debido al establecimiento de unas cargas inadecuadas sobre ese
musculo por la mordida cruzada originada por la distraccion. En cualquier caso parece que el
tejido muscular que se ve incluido en la zona distraida parece que inicialmente sufre una atrofia

(ue posteriormente se recupera

Los cambios que se producen en la mucosa oral tras la distraccion han sido poco
estudiados. Cope y colsusz) realizan un estudio de elongacion mandibular en perro beagle. Se
observo la mucosa en muestras después de la distraccion y a las 2,4,6 y 8 semanas de
consolidacién. En el grupo sin consolidacién se observé una atrofia del epitelio con desaparicion
de papilas y pérdida de las conexiones intercelulares en el estrato granuloso y espinoso. En la
lamina propia aumenta la formacion de capilares dilatados, hay un ligero infiltrado inflamatorio y
la distribucion de las fibras de colageno de manera paralela al vector de distraccion. A las 2
semanas de consolidaciéon la mucosa empieza a tener una apariencia mas normal. Empiezan a
aparecer las papilas conjuntivas, se incrementa el espesor del epitelio, las células recuperan una
arquitectura normal, y sigue existiendo el infiltrado inflamatorio y el bajo espesor del estrato
corneo. A las 8 semanas el epitelio presenta un aspecto de normalidad completa, sin observarse
en ninguna zona ningun signo de cicatrizacion. Parece que en un primer momento la mucosa se
estira y sufre una reorganizacion de la nueva situacion espacial, es después en el periodo de

consolidacion donde parece que existe una mayor proliferacion celular del estrato basal.

3.3.-ESTUDIOS DE DISTRACCION ALVEOLAR

La distraccion alveolar se estd aplicando clinicamente desde los ultimos 7 afios, como
nueva técnica de regeneracion 0sea. De manera general se distinguen 2 tipos de distractores:
Intraoseos y extradseos. También pueden diferenciarse segun su funcion en distractor, distractor-
implante o pilar-distractor. Seguin la direccion del hueso regenerado se dividen en distractor

vertical o distractor horizontal. Se estan desarrollando nuevos disefios de distractores, aunque
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muchos de ellos no han presentado resultados clinicos o experimentales. Los diferentes estudios
publicados presentan diferentes protocolos de distraccion con cada disefio de distractor (Tabla 4)
y diferentes resultados histologicos y de complicaciones (Tabla 5). En este apartado vamos a
presentar los trabajos publicados en la literatura en relacion con los disefios de distractor alveolar

verticales u horizontales y que hemos considerado mas relevantes.

DISTRACTORES VERTICALES

Urbani y colsuyy presentan un caso clinico utilizando el  distractor intradseo
OGD(OsteoGenic Distractor, ACE Surgical Supply, Brockton, USA) (Fig. 5) en un defecto
segmentario anterior mandibular. Obtienen una ganancia de 7mm vy realizan una biopsia de la
zona distraida a los 60 dias después de la distraccion observando un hueso inmaduro reticular.
Observaron complicaciones con relacion a la colocacion del tornillo de distraccion en el anclaje
basal, y en la obtencién de un correcto vector de distraccion.

McCallister y colsss utilizan 10 distractores OGD en 7 pacientes. Observo de manera
generalizada un desplazamiento lingual o palatino del fragmento transportado que fue corregido
mediante férulas de correccion de vector. En los controles radioldgicos se observo crecimiento
6seo en la cAmara desde le hueso basal hacia oclusal, y desde el hueso transportado hacia basal.
El momento de la retirada del distractor y colocacion de los implantes, se determind de manera
individualizada para cada paciente, segun los hallazgos radiol6gicos. Se observd un caso con
pérdida del anclaje basal que no influyé en la regeneracion final del proceso, y 2 casos de
defectos en la regeneracion 6sea que se trataron mediante xenoinjertos En los casos en los que la
cresta 6sea tenia una anchura menor de 5 mm se requeria de técnicas de aumento horizontal,

previas a la colocacion del distractor.
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Fig. 5. Distractor OGD.
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Chings) disefia e impulsa el distractor intradseo LEAD (Leibinger Endosseous Alveolar
Distractor, Stryker-Leibinger, Freiburg, Alemania)(Fig. 6). Realiza un estudio clinico en 45
pacientes con defectos de diferente etiologia (atrofia, fisuras, trauma). Indica su utilizacién tanto
para aumento vertical como horizontal(en anchura o anteroposterior) de cresta. Las
complicaciones que encontrd fueron: el incorrecto vector de distraccion en la arcada superior,
desplazandose el fragmento 6seo hacia palatino (por la diferencia de la elasticidad entre la
mucosa palatina y la vestibular); y falta de regeneracion 6sea en zona distraida. Indica que para
evitar una consolidacién prematura el indice de distraccion debe ser mayor a 0,4 mm/dia. En un
caso, no se produjo la regeneracion en zona distraida.

Rachmiel y colss) utilizan el mismo distractor para aumento vertical en 14 pacientes con
defectos de cresta alveolar. Indicaron que a los 60 dias de consolidacion se observaron evidencias
radiologicas que indicaban el inicio de la mineralizacién. Se colocaron 23 implantes en zonas de
regeneracion por distraccion solo observandose 1 pérdida. Los autores aluden que una de las
desventajas de este distractor es la escasa estabilidad que presenta lo cual impide mantener un
vector de distraccion adecuado. Establecen que el fragmento a transportar debe de tener una

altura minima de 5 mm para poder anclar las placas del distractor.

Fig. 6. Distractor LEAD

Consolo y colsus) hacen un estudio clinico con 7 pacientes utilizando el distractor
extradseo TRACK 1.0 (Tissue Regeneration Alveolar Callus distraction Koéln, Martin, Tuttlingen,
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Alemania) (Fig. 7) completado por el mismo equipo en el estudio publicado por Zaffe y cols en
el 2002(154).

El estudio histoldgico evidencié que a los 40 dias después del fin de la distraccion
aparecia un callo blando, rico en fibras colagenas, fibroblastos y nuevos vasos. Se observaban
algunas trabéculas aisladas y pequefias con tejido inmaduro entrelazado (osteocitos globulares).

A los 60 dias se observa un hueso trabecular en su mayoria formado por hueso
entrelazado que ocupaba toda la camara de distraccion. La expresion de ALP era alta mientras
que la TRAP es muy débil e incluso ausente (muy pocas células mononucleadas o
preosteoclastos). En este periodo se observo un volumen trabecular (TBV, por Trabecular Bone
Volume) del 50 %.

A los 88 dias las trabéculas aparecian mas ordenadas, constituidas con zonas de PFB que
se combinaban con WB. La expresion de ALP disminuia respecto a los 60 dias y aumentaba la
expresion de TRAP revelando la presencia de osteoclastos activos. Se redujo la densidad de
trabéculas y la TBV disminuyo al 37%.

A los 200 dias se observo un hueso laminar ordenado con osteocitos elipsoides con el eje
mayor paralelo a la lamina dsea. No se observaban osteoclastos.

Para evitar esta pérdida de densidad 6Osea por disfuncion o desuso, estos autores
recomiendan que los implantes se deberian colocar de manera mas precoz que las 12 semanas,

considerando que la estructura ésea observada a 8 semanas seria adecuada.

Millesi-Schobel y colsue) realizan un estudio de aumento alveolar utilizando el distractor
TRACK 1.0 en 4 pacientes y mediante una modificacion de osteotomia en L en brechas edentulas
posteriores mandibulares. La altura conseguida varié entre 6-9 mm, no observandose ninguna
alteracion neuroldgica y tomando una biopsia 6sea al final del periodo de consolidacién. Los
autores indican que esta modificacion de osteotomia permite un transporte del fragmento alveolar
mas fisioldgico evitando el colapso del espacio oclusal. En un caso existié fractura del distractor,
por lo que se recomienda el cuidado en la masticacidn sobre la zona transepitelial.

Este mismo equipo presentd posteriormenteuz una muestra mayor de pacientes(n=10) y
observaron que en los primeros pacientes existia una reabsorcion en la cara vestibular de la zona
regenerada, debida una migracion del tejido conectivo. Para evitar esto colocaron una membrana
flexible de titanio fijada al fragmento a transportar en 4 pacientes, que se elevaria y protegeria a
la camara de distraccion a medida que se producia la elevacion. En estos pacientes no observaron

la reabsorcion semilunar de la cortical vestibular.
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Chiapasco y colsug) realizan uno de los estudios clinicos de distraccion con mayor
seguimiento clinico. Realizan distraccion en 8 pacientes edéntulos mandibulares mediante el
distractor vertical extradseo MOD (Micro Osteo Distraction, Martin, Tuttlingen,
Alemania)(Similar al TRACK 1.0). Se colocaron un total de 26 implantes en zonas distraidas. Se
valoraron radiograficamente los implantes y el indice de placa y sangrado, la profundidad de
sondaje y la estabilidad del implante mediante periotest en un seguimiento medio de 14 meses. El
indice de éxito fue del 100% segun los criterios de Albrektsson de 1986. La reabsorcion 0Osea
perimplantaria fue similar a la que se puede encontrar en implantes colocados en hueso normal.

El disefiador e impulsor de este distractor, el Prof. Hidding,us ha presentado una
casuistica de 128 pacientes tratados con distractor MOD y TRACK de defectos alveolares. En
94 pacientes se colocaron 321 implantes, de los cuales solo se perdieron 7 (2,2%).

Robiony y colsug) realizan distraccion en 5 pacientes con reabsorcion severa de
mandibula. Modificaron la técnica con el TRACK 1.0, mediante la incorporacién a la camara de
distraccion de PRP+injerto antélogo en el momento de realizar la intervencion. Observaron
mediante ecografia que al mes de terminar la distraccion aparecian nuevos vasos organizados en

el gap de distraccion invadiendo el injerto.
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Fig. 7. Distractor TRACK 1.0

Block y colsgg) realizan un estudio experimental en mandibula de perros utilizando un
prototipo de distractor  extradseo que utiliza como anclaje 4 implantes colocados
horizontalmente en la cresta alveolar sin pretensiones de colocar en humanos. Se colocaron 8
implantes con recubrimiento de hidroxiapatita y 8 pulidos tanto en crestas distraidas como en

crestas normales realizando el sacrificio de los animales 52 semanas después de iniciar la carga

67



Distraccion Alveolar Histogénica Introduccion

prostodoncica. El estudio radiologico reveld6 que a las 6 semanas después de terminar la
distraccion aumentaba la densidad del gap de distraccion. La evaluacion histologica al afio de
carga fue similar en todas las muestras, no existiendo diferencias del hueso trabecular entre zonas
distraidas y no distraidas, ni el contacto hueso-implante en un tipo u otro de implantes. En
relacion con el espesor del hueso cortical si se observaron diferencias entre las zonas distraidas y
no distraidas, y entre hueso labial y lingual(menor y mayor respectivamente), sin tener relacion

con el tipo de implante.

Oda y colsgg) realizan un estudio en mandibula de 6 perros utilizando un prototipo de
distractor intradseo (Fig. 8) bastante sencillo y colocando 12 implantes. Se realiz6 un estudio
radioldgico con valoraciones a las 0, 2,4,8 y 12 semanas postdistraccion, observando radiolucidez
del gap de distraccién a las 4 semanas, apareciendo una densidad radiolégica importante a las 8
semanas que no se diferenciaba de la observada a las 12 semanas. Se realizo también un estudio
histomorfométrico donde se vio unos valores de contacto hueso-implante en zona distraida de
15,7+17,8 %y 30,2+19,1% y un area 0sea en la zona distraida de 39,3+24,8% y 56,9+30,5% a las
8 y 12 semanas respectivamente. Se vio también que a las 12 semanas hay mayor penetracion
6sea de la zona distraida entre las espiras del implante asi como mayor proporcién de hueso
laminar. Se vio también una mayor formacion 6sea en la zona lingual que en la vestibular
achacandolo al mayor trauma de los tejidos blandos en la zona vestibular. Refieren que el tener
un tiempo en comunicacién con el medio oral la parte superior de los tornillos de distraccion,
puede contaminar el hueso neoformado al ir produciéndose la distraccion, pero ese hueso es
eliminado al realizar las preparaciones para los implantes inmediatamente después de terminar la
distraccion. Segun ellos, la mucosa perfectamente adaptada al fragmento a distraer origina una
estabilidad suficiente del fragmento y la base dsea. Indican que el momento ideal para la carga
prostodoncica deberia empezar a las 12 semanas. En un estudio anterior estos mismos autoresss)
realizan distraccion alveolar experimental aprovechando el proceso de insercion de implantes
dentales. Observaron en un animal infeccion de 2 implantes (de los 10 implantes colocados),
achacandolo al hecho de estar en contacto con el medio oral lo que producia contaminacion del

lecho dseo al producirse la distraccion.
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Fig. 8. Prototipo distractor de Dr. Oda.

Gaggl y colsg describen un estudio clinico con 35 pacientes donde se colocaron 62
distractor-implante DISSIS(Distraction ImplantSystem, SIS, Klagenfurt, Austria)(Fig. 9). Se
realizaron en pacientes con atrofia severa mandibular, atrofia severa maxilar, en defectos por
trauma de mas de 2 dientes y defectos por pérdida de un Unico diente. En todos los casos existia
una altura de cresta residual minima de 7 mm.

El protocolo utilizado fue el siguiente: tiempo de latencia 7 dias para los defectos de
cresta y 10 dias para las atrofias de cresta edéntula; el indice de distraccion fue de 0,5mm/dia en
los defectos, y de 0,25mm/dia para las atrofias desarrollado durante 8-24 dias hasta obtener un
incremento de 4-6 mm; tiempo de consolidacion 4 meses para los defectos y 6 meses para las
atrofias.

Se realizé una valoracion clinica justo antes de la carga protésica y a las 12, 24 y 36
semanas postcarga donde se midié el indice de sangrado gingival, profundidad de sondaje
perimplantario, movilidad del implante mediante periotest, y valoracion neurolégica periférica.

En 29 pacientes no existio ninguna complicacion. En los casos de atrofia mandibular
existié un buen numero(n=5) de hipoestesias de labio y region mentoniana justo después de la
intervencion, pero solo un paciente mantuvo la hipoestesia mandibular. En estos casos de atrofia
mandibular se perdié un implante-distractor en una paciente de 69 afios en donde se desplazaba
un segmento 6seo de 42mm con 2 distractores. En un caso de reposicion unitaria existio
también una pérdida del distractor-implante, por pérdida de estabilidad.

El sondaje fue de menos de 3 mm vy el sangrado postsondaje se mantuvo Unicamente en
un distractor-implante. Los valores de periotest estuvieron en un rango de +1 a -2 justo antes de

la carga protésica y disminuyeron durante las 36 semanas siguientes.
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Con el procedimiento de distraccion alveolar el paquete vasculonervioso mandibular
puede ser estirado gradualmente, con lo que se dan ligeras alteraciones neurosensoriales
reversibles. Consideran que el indice de distraccién ideal con los implantes-distractores debe ser
de 0,5 mm por dia, a diferencia de otros sistemas de distraccion (1 mm/dia) debido a que con
distracciones rapidas(lmm/dia) se podria alterar la interfase entre el hueso y el implante-

distractor. Este indice bajo tendria el inconveniente de producir una consolidacion prematura.

Fig. 9. Distractor-Implante DISSIS

Watzek y colssiy desarrollan un prototipo de pilar-distractor alveolar (Fig. 10) que
permite la realizacion de la distraccion de manera multidireccional (de manera vertical y
horizontal) incluso con implantes ya osteointegrados. Lo utilizaron en 6 pacientes, 3 en la
mandibula y 3 en el maxilar. Se utilizaron 11 implantes donde se adapto el pilar-distractor y se
hizo un seguimiento tras carga prostodoncica de 20 semanas. Se trata en realidad de un tipo de
pilar que adaptado a la plataforma de la fijacion permite desplazarlo de manera vertical y
horizontal, a la vez que al fragmento 6seo a distraer al que se encuentra anclado. Para su
estabilidad es necesario que existan dientes o fijaciones ya osteointegradas adyacentes al defecto
a distraer donde se adaptara el pilar-distractor, ya que no existe fijacion al hueso basal. En este
caso las osteotomias verticales y horizontal se realizaron después de haber colocado el implante
en el hueso, dejando un minimo de espesor 6seo de 1 mm alrededor del implante. Se obtuvo una
orientacion espacial de los implantes ideal en relacion con el estudio preoperatorio en todos los
casos, no observandose complicaciones en la cicatrizacion o pérdida de ningun implante. Se
obtuvo una ganancia maxima en direccion vertical de 11mm, de 4 mm en direccién palatina y de
3 mm en direccion vestibular. Los autores lo consideran muy util para corregir los casos donde se
colocaron implantes en zonas muy atroficas y que se encuentran sometidas a unas cargas

biomecanicas muy desfavorables, o bien en pacientes de edad joven donde se colocaron
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implantes antes de terminar el crecimiento dseo, lo cual conllevé unas relaciones con los dientes

adyacentes desfavorables.

Fig. 10. Prototipo Pilar-Distractor de Dr. Watzek.

Razdolsky sy describe un disefio de distractor extradseo dentosoportado o hibrido, ROD5
(Oral Osteodistraction, Buffalo Grove, USA)(Fig. 11) que utiliza como anclaje los dientes
adyacentes, y como sistema de traccion alambres de acero inoxidable que son traccionados con
un sistema de rodillo. Los autores refieren que obtuvieron suficiente hueso en la zona

interincisiva inferior mandibular para alojar implantes de 3,25x15 mm.

a o 0] 1‘ \JI \ : I-‘I

Fig. 11. Distractor ROD5

Raghobear y colss) realizan un estudio clinico en 3 pacientes utilizando el distractor
extrabseo GDD (Groningen Distractor Device, Martin, Tuttlingen, Alemania) (Fig. 12).
Observaron hueso laminar a los 2 meses después de terminar la distraccion, colocando los
implantes en ese momento. Establecen como desventajas de la distraccion alveolar la necesidad
de la colaboraciéon del paciente o sus familiares para las activaciones, o en su defecto las

continuas visitas a la consulta, y la imposibilidad de llevar protesis alguna hasta que se retire el
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distractor. Este distractor requiere un tornillo de estabilizacion intradseo del fragmento,
independiente del distractor. Establecen como posibles complicaciones la fractura mandibular,
dehiscencias de herida, alteraciones nerviosas, osteomielitis, falta de formacion 6sea 0 y necrosis
del fragmento de transporte.

Este mismo equipogss) , realiza un estudio con 10 pacientes. La valoracion histologica
realizada a las 8 semanas de consolidacion evidencio trabéculas paralelas al vector de distraccion.
Describieron que en su mayoria se formaba de hueso laminar, con algunas zonas con hueso
inmaduro entrelazado y una zona central sin hueso rica en fibras colagenas longitudinales con

fibroblastos husiformes.

Fig. 12. Distractor GDD

Urbani y colsss) utiliza el distractor intradseo CAD (Compact Alveolar Distractor, Plan 1
Health, Udine, Italia) (Fig. 13) en 2 casos clinicos. Establecen que si en el momento de colocar
los implantes los orificios del distractor no corresponde con la de los implantes habria que esperar
otras 4 semanas de cicatrizacion. Refieren complicaciones en el vector de distraccion por la
fuerza de la musculatura lingual y la tensién de la mucosa lingual en la zona inferior, o por la
menor fexibilidad de la mucosa palatina con relacion a la vestibular en la arcada superior. Esto

fue corregido con férulas de correccion de vector(arco ortodoncico).
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Fig. 13. Distractor CAD

DISTRACTORES HORIZONTALES

Son los disefios de distractores donde se han descrito menos resultados y se han realizado
menos estudios tanto clinicos como experimentales.

Gaggl y colssey describen un nuevo prototipo de distractor alveolar para ganancia
horizontal. Se utilizd en 7 pacientes donde se consiguié una ganancia media de 6,2 mm. De los
14 implantes colocados solo fracasaron 2. Consideraron que a los 3 meses después de la
distraccion el hueso regenerado no era totalmente maduro.

Nosaka y colsgusey también describen un prototipo de distractor alveolar horizontal
utilizando como biomodelo la mandibula del perro beagle. En el estudio radioldgico se observo
radiolucidez de la zona a los 12 dias de consolidacion, momento en el que se colocaron los
implantes. A las 8 semanas después de colocar los implantes existia un radiodensidad de la
camara y ligera reabsorcion del hueso transportado. A las 12 semanas después de colocar los
implantes se observaba hueso laminar en contacto con el implante pero en menor cantidad que a
las 24 semanas. Consideran que las 24 semanas seria el momento propicio para iniciar la carga
prostodoncica, ya que en este momento observaron proporciones similares de BIC en
comparacion a los implantes control. En ese momento vieron que el fragmento transportado se

habia reabsorbido totalmente.
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Introduccion

Tabla 4 Estudios clinicos/experimentales en distraccion alveolar
) Tiempo oo . Ganancia
Estudio Modelo distractor de dliggrle?c?c?gn C(;rrllzg;i%c;gi%n media
latencia obtenida
Urbaniy . Distractor 4 semanas.
Distractor OGD | 5 dias 1mm/ dia/10 dias
cols.1999(41) (ACE) Implantg;rz;:s_emanas. 7 -mm
. . Distractor 4 semanas.
Chin.1999(43) | Distractor LEAD ), 4. o 20,8 mm/dia/6 | | hjantes a 6 semanas. —
(Leibinger) dias Carga—
Consoloy Distractor TRACK 7 di L Jdias7 di Distractor 8 semanas.
ias mm/di ias i i
cols.1999(45) 1.0' Implantes inmediatos. 8,4 mm
(Martin) Carga —
Oda Distractor retirado
y Distragtor 7 dias 1mm/dia/7dias postdist_raccién. 6.1 mm
cols.2000(39) (prototipo) Implantes inmediatos. ’
No Carga
. . Distractor . Distractor 10 semanas.
Millesi-Schobel TRACK 1.0 7 dias 3x0,3mm/dia/ Implantes inmediatos. | 6-9 mm
y cols.2000(46) . 10 dias
(Martin) Carga —
Block y . . Distractor 8 semanas.
Dlstragtor 7 dias 2x0,5mrp/d|a/ Implantes inmediatos. 8,8 mm
cols.2000(38) (prototipo) 10 dias Carga a 16 semanas
Gaggly Distractor-implante 7-10 dias 0,25-0,5 mm/dia/ Dlsé;a;ctgzlr?g_lgzte. 6 mm
cols.2000(9) DISSIS (SIS) 8-24 dias Sgemanas
Watzek y Pilar-distractor ’ , .
(Prototipo) 5 dias _ Pilar-distractor. 11 mm
cols.2000(51) Carga a 8 semanas
Razdolsk Distractor Distractor 4 semanas.
Yy ROD5(Oral 9 dias 1mm/dia/4 dias Implantes inmediatos. —
cols.2000(52) g .
Osteodistraction) Carga —
Raghobear y Distractor GDD 5 dias 2x0,5mm/dia/ Frrl1 St[:g:g; ?nrsrfé?j?;tzss. .
cols.2000(29) (Martin) variable C;rga 212 semanas-
Distractor 8-12
Chiapascoy Distractor MOD 7 dias 2x0,5mm/dia/ semanas. 8.5 mm
cols.2001(10) (Martin) variable Implantes inmediatos. ’
Carga a 16-24 semanas.
Urbani y : ’ 1mm/dia/ 9-15 Distractor 4 semanas.
DISHEER)” D 5 dias ; Implantes a 8 semanas. | 6,5 mm
cols.2001(53) (Plan 1 Health) dias

Carga —
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Tabla 4 (Continuacion)

Introduccion

Estudios clinicos/experimentales en distraccion alveolar

- Tiempo Indice de Tiempo de Ganancia
Estudio Modelo distractor| de . ) Lol media
latencia distracciéon consolidaciéon obtenida
Hidding y Distractor 7 di 2x0,5mm/dia/ Distractor 12 semanas.
ias i i
cols.2001(48) TRACK_l.O variable Implantes inmediatos 10,2 mm
(Martln) Carga I
McCallister.2001 .
Distractor OGD | 7 dias 1mm/dia/variable Variable 7 mm
42) (ACE)
Gaggly Distractor 7 di 0,35mm/dia/18 Distractor 12 semanas
horizontal las ] Implantes inmediatos 6,2 mm
cols.2001(50) (Prototipo) dias Carga a 16 semanas
Klug y Distractor TRACK T 3x0,3mm/dia/ Distractor 10 semanas.
fas i i
cols.2001(47) 1.0_ 10 dias Implantes inmediatos. 7.5 mm
(Martin) Carga—
Rachmiel y cols. . ) Distractor 4 semanas
Distractor LEAD | 4 dias 2x0,4/dia/variable | |mplantes a 4 semanas | 10,3 mm
2001(44) (Leibinger)
Carga a 24 semanas
Robiony y cols. D|stractloBTRACK o il 0,5mm/dia/ Distractor 8 semanas
- Ias - .
2002(49) (Martin)+PRP+ variable Implanézf |2m_ed|atos DS
hueso autdlogo 9
Garciay Distractor LEAD ) 2x0,5mm/dia/ 5 Distractor 12 semanas
cols.2002(69) o 7 dias ] Implantes inmediatos —
(Leibinger) dias
Carga a 2 semanas
Uckan y Distractor 5-8 semanas
cols.2002(157) Dlstra_ct_or LEAD |7 dias 2x0,4/dia/variable Implantes a 4-7 5 i
(Leibinger) semanas
Carga —
Nosaka y Distractor 7 di Lmm/dia/s di Distractor 12 dias
i ias mm/di ias i i
cols.2002(156) horlzor_wtal Implantes inmediatos 5 mm
(Prototipo) Carga—
Zaffe y Distractor TRACK S 2x0,5mm/dia/ 5 Distractor 8 semanas
1.0 las . Implantes a 4 semanas 15 mm
Cel8 ZU0EED) (Martin) ciee Carga a 16 semanas
Raghobear y Distractor GDD £ dias 2x0,5mm/dia/ :Drrl]stlr:r::g; ?nffg;?;zss. o
cols.2002(155) (Martin) variable P '

Carga a 12 semanas.
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Tabla 5

Introduccion

Estudios clinicos/experimentales en distracciéon alveolar

) ) Resultado Seguimiento o
Estudio Biomodelo N histologico postcarga Complicaciones
postdistraccion prostoddncica
Urbani'y Clinico 1 H.inmaduro a las 8 _ 1 Vector incorrecto
cols.1999(41) (mandibula) semanas
Chin.1999(43) Clinico 45 — — 1 No-unién
H.inmaduro a las 8
Consoloy
Clinico 7 semanas _ Ninguna
cols.1999(45) (mandibula) H.laminar a las 24
semanas
Oda H.inmaduro a las 8
y Mandibula 6 semanas — Ninauna
cols.2000(39) | de perro H.laminar a las 12 9
semanas
Millesi-
Schobel y Clinico (manéill'bula) o B iiizzfggcj(;?
cols.2000(46)
Block y Mandibula de 8 H.laminar a las 48 48 semanas Ninguna
€ols.2000(38) perro semanas 9
2 Perdidas
Gaggl y - 37 distractor-implant
Clinico (18 mandibula) — 36 semanas Istractor-implante.
cols.2000(9) . 1 Hipoestesia
(17 maxilar)
permanente
Watzek y i 6 . -
inico i — semanas inguna
cols.2000(51) (& menellaLli)
(3 maxilar)
Razdolsky y Clinico 1 — — Ninguna
cols.2000(52) (mandibula)
) H.laminar a las 8 )
Raghobear y Clinico 3 12-24 semanas Ninguna
cols.2000(29) (mandibula) semanas
. 8
Chiapasco y Clinico i — 56 semanas Ninguna
cols.2001(10) (7 mandibula)
(1 maxilar)
. 2
Urbani y e (1 mandibula) B - 2 Vector
cols.2001(53) (1 maxilar) incorrecto
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Tabla 5 (Continuacion ) Estudios clinicos/experimentales en distraccién alveolar

) ) Resultado Seguimiento -
Estudio Biomodelo N histol6gico postcarga Complicaciones
postdistraccion | prostodéncica
- 128 . .
Hidding y 13 Dehiscencias
Clinico (90 — 24-48 semanas
cols.2001(48) mandibula) mucosas
(38 maxilar)
McCallister.200 _ 1 Pérdida anclaje
1(42) (rEellale) 2 Reabsorcion lateral
Gaggly 7 i
Clinico (5 mandibula) _ 24 semanas 2 Perdidas
cols.2001(50) (2 maxilar) distractor- implante
6 Reabsorciones
Klug y Clini 10 H. Inmaduro a las laterales
inico o — 3 i
cols.2001(47) (10 ’ 10 semanas 2 DEEEEEEs
mandibula) mucosa
1 Fractura distractor
1 Pérdida implante
Rachmiel y Clin 14 46 1 Pérdida anclaje
Inico (8 mandibula) — semanas basal
cols. 2001(44) (6 maxilar) 1 Hipoestesia
temporal
RElRlE Y ek, Clinico 5 . _ 1 Fractura del hueso
2002(49) (mandibula) basal
. 4 Reabsorciones
Garciay
o 5 laterales
cols.2002(69) Clinico (mandibula) - — 2 Vector incorrecto
3 Dehiscencias
mucosa
Uckan y 10 5 Vector incorrecto
cols.2002(157) |  Clinico | (g mandibula) — 80 semanas & e
(2 maxilar) gmento
1 Hemorragia lingual
Nosakay Mandibula de 6 H.laminar a las 14 L 6 Reabsorciones
cols.2002(156) perro semanas laterales
Zaffe H.inmaduro a las 8
4 Cliiz (8 semanas 1 Vector incorrecto
cols.2002(154) (mandibula) [ H.laminar a las 24
semanas
Raghobear y - 10 . 1 Dehiscencias
Clinico H.laminar a las 8 45 semanas
cols.2002(155) (mandibula) semanas mucosa
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3.4.-FACTORES CONDICIONANTES

Los estudios registrados en la literatura cientifica que hacen referencia a la distraccion
alveolar siguen siendo escasos. Los factores que influyen en el resultado de un proceso de
distraccion histogénica han sido sin embargo, mas estudiados en otros &mbitos de aplicacion,
como son los estudios de elongacion craneomaxilofacial y mandibular, o los trabajos de
alargamiento de extremidades, propios del campo de la traumatologia-ortopedia. Siguiendo a
Cope y cols@ss) hemos recopilado los aspectos o factores condicionantes comunes al fendmeno de
distraccion y que pudieran ser extrapolables a los procedimientos que se estan utilizando en la

cresta alveolar.
3.4.1.- FACTORES BIOLOGICOS

Entre estos factores se incluirian: La magnitud y el procedimiento de osteotomia; el
tiempo de latencia; el indice de distraccion; el tiempo de consolidacién; la incorporacion
exogena de factores farmacologicos o agentes fisicos; la edad vy el estado general del

paciente(ss).

Osteotomia

Se considera necesario el minimo espacio necesario para realizar las osteotomias por lo
cual es preferible el uso de sierras oscilantes al uso de piezas de mano con fresas de fisura, asi
como el menor despegamiento de tejidos blandos que sea necesario. Las osteotomias verticales
deben ser ligeramente divergentes hacia oclusal con el fin de facilitar el desplazamiento vertical
del fragmento. Tsunokuma y cols¢sg) realizan un estudio de elongacion mandibular en perros en
el que describen la importancia de mantener el aporte sanguineo, sin dafiar el paquete
vasculonervioso del conducto dentario inferior realizando Unicamente corticotomias. Observaron
que a la semana de terminar la distraccion se veian capilares que se extendian desde los lados
0seos de la distraccion pero sin llegar al centro del espacio. A las 2 semanas los capilares se
entrecruzaban en la zona central y empezaba la reparacion Osea. En esta linea, Hu y cols(sg)
compararon en un modelo de elongacion mandibular en cabras los efectos de realizar
corticotomia u osteotomia. A las 2 semanas de consolidacion se observé mayor radiodensidad
6sea y mayor formacion de callo periostico en el grupo con corticotomia. También se observaron

resultados mas favorables en este grupo en relacion con los datos histoldgicos y de indice Ca/P.
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Los resultados del estudio sugieren la preservacion de los vasos del tejido intramedular favorecen
una mineralizacion mas rapida con menor formacion endocondral en la camara de distraccion.

Se ha descrito la utilizacion de técnicas endoscopicas para la realizacion de osteotomias y
colocacion de distractor para elongacion mandibularpeg. Con este método experimental se
utilizaron endoscopios de 2-3 mm de diametro sin apenas despegamiento de los tejidos
adyacentes mediante un abordaje submandibular.

Se considera importante en distraccion alveolar el no realizar el despegamiento
mucoperiéstico lingual, y permitir que el segmento de transporte no sea demasiado pequefio por
el riesgo de necrosis.

En sectores posteriores mandibulares Millesi-Schobel y colsas) proponen el uso de una
modificacion de osteotomia en L, en la que el fragmento 0seo transportado gira de manera
vertical sobre una miniplaca posterior. Esta técnica fue utilizada en 4 pacientes sin observarse
ninguna afectacion neuroldgica y permitiendo una regeneracion mas fisioldgica del sector
posterior mandibular evitando la interferencia en la oclusion del fragmento alveolar desplazado.

Se ha observado en tibias de conejoue;) uUna mayor regeneracion 0sea cuando se
desarrollaba distraccion tras una osteotomia de 30°, que cuando se hacia de manera perpendicular
al hueso. Se teorizd sobre si el aumento del cizallamiento podria estimular de mayor manera a los

osteoblastos y a los centros de osificacion.

Tiempo de latencia

Los tiempos de latencia utilizados actualmente en distraccion maxilofacial (entre 4 y 10
dias) estan basados en las experiencias con distraccion de huesos largos. Parece que la buena
vascularizacion del macizo maxilofacial permite reducir este tiempo e incluso anularlo. De esta
forma Troulis y colsaep)y oObservaron en un modelo de elongacion mandibular de minipig
similares resultados en los casos que se empezaba directamente la distraccion que en los casos
que se esperaban 4 dias. Tavakoli y colsuey) también estudiaron los resultados de elongacion
mandibular en ovejas, tras periodos de latencia de 0, 4, y 7 dias y después de 20 dias terminada la
distraccion. No observaron diferencias con relacion a la densitometria Osea, de resistencia
biomecanica, y caracteristica histologicas entre los 3 grupos.

En un estudio de revision en 3278 casos clinicos de distraccion craneofacial(es), se
observd que no existian diferencias significativas entre el grupo que eliminaba el tiempo de
latencia y los que lo utilizaban, en relacion a aparicion de consolidacion prematura(0,76% de los
casos, Vs 2%) o no-union fibrosa(0,25% Vs 0,4%).
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En distraccion alveolar clinica, parece que un periodo de latencia de 4-7 dias estaria

justificado para evitar exposiciones prematuras del hueso al medio oral(;4).

indice de distraccion (cantidad y frecuencia de distraccion)

Se ha comprobado que la cantidad(grado de distraccion) y la frecuencia(ritmo de
distraccion) de distraccion influye en el tipo de hueso neoformado, asi Uedages)y demostrd en
tibia de ratas que un indice bajo(0,5 mm/dia/5 dias) origina un tejido condroide, mientras que un
indice mayor(1mm/dia/5dias) produce una osificacion intramembranosa, con formacion de nuevo
hueso mas rapido.

Ilizarov s, 27y ya describié que la frecuencia ideal de distraccion deberia ser continua. De
esta forma se han disefiado distractores de elongacion mandibular para posibilitar este fendmeno
mediante mecanismos hidraulicos o con resorte de memoriass, 166). Para intentar asemejar esta
distraccion continua, hay autores que en estudios de distraccion alveolar clinica dividen la
cantidad total de distraccion a lo largo del dia en diferentes cantidades, como puede ser 2x0,5
mm/diags, 10) 0 incluso 3x0,3 mm/diae).

Meyer y colss7) observaron en elongacion mandibular de conejos que una cantidad de
distraccion elevada(2-3mm) al dia, es decir el numero de vueltas que se aplica al distractor, afecta
negativamente a la diferenciacion de células osteoblasticas y a la produccion de proteinas de
matriz extracelular, en mayor medida que la frecuencia o ritmo de distraccion, es decir los
intervalos de tiempo en que se activa el distractor, en controversia con los postulados de Ilizarov
que si diferencia resultados en relacion con la frecuencia de distraccion. La cantidad de
distraccion va a influir en la diferenciacion celular y la produccion de matriz extracelular. Asi,
cantidades grandes (>20.000 pe) van a originar una diferenciacion fenotipica fibroblastica, ya que
en estos casos se observa un predominio de estas células y de matriz colagénica no mineralizada,
asi como una disminucion de la diferenciacion osteoblastica con una menor expresion en las
células de OCN y ONN(14g).

Troulis y cols(e) Observan tras elongacion mandibular en minipigs mejores resultados de
estabilidad clinica y de densidad radioldgica dsea en los casos en que se aplicaba un indice de
1mm/dia/12 dias, que cuando se aplicaban indices de 2mm/dia/6 dias o de 4mm/dia/3 dias. Otro
estudio de elongacion mandibular en ovejassg) presentaron mejores resultados de resistencia
biomecanica y de densidad 0sea , en indices de Imm/dia(resistencia a la fractura de 689 N) que

en indices de 2, 3 y 4 mm/dia( 505,472 y 384 N respectivamente). El estudio histologico tras 5
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semanas de consolidacion evidencié formacion de hueso en todos los grupos aunque segun se

aumentaba el indice de distraccion existia mayor desorganizacion de la matriz 6sea.

Gaggl y colsg después de un importante estudio clinico de distraccion alveolar
consideran que el indice de distraccion ideal debe ser de 0,5 mm por dia, a diferencia de otros
sistemas de distraccion debido a que con distracciones rapidas(lmm/dia) se puede alterar la
interfase del hueso con el implante-distractor, aunque destacan una posible desventaja de este
indice bajo por posible anquilosis prematura.

En el estudio de revision de Mofid y colsues) recopilaron que no habia una mayor
proporcidn de casos de no-unidn fibrosa cuando se aplicaba 1 mm/ dia en una sola sesion (0,3%
de los casos), que cuando se aplicaba esa misma cantidad en varias sesiones a lo largo del dia
(0,5%). Ademas, se observl un incremento en la consolidacién prematura cuando se aplicaba
1mm/dia en 4 sesiones(2,4%) que cuando se aplicaba en una Unica sesion(0,3%).

Tiempo de consolidacion

Diversas teorias en estudios de huesos largos han establecido los tiempos de
consolidacion en funcion de la longitud de distraccion obtenidos(indice de distraccion-
consolidacién).Asi, en alargamiento de extremidades se establecieron 2 dias de consolidacion por
cada mm conseguido por distracciongeg). Este metodo, que en muchas ocasiones es valido en la
distraccion de huesos largos no es apropiado cuando se desplazan distancias pequefias como
ocurre en el area maxilofacial, debido a que en los huesos largos hay unos periodos de distraccion

largos (unos 50 dias) en los que al finalizar ya se ha producido una mineralizacion importante o).

El estado de remodelado y consolidacion del hueso se ha estudiado principalmente en
biomodelos de elongacion mandibular y se ha valorado y cuantificado con diversas técnicas de

monitorizacion:

Densitometria: Mediante absorciometria de rayos X por energia dual (DEXA por Dual
Energy X-ray Absorptiometry) utilizada habitualmente para valorar riesgos de fracturas en
pacientes osteoporoticos, se han descrito estudios que correlaciona los resultados de densidad
Osea obtenidos con este método con relacion a las propiedades biomecanicas que presenta el
hueso mandibular regenerado por distraccion. De esta manera en un estudio de elongacion
mandibular en ovejas, tras un periodo de consolidacién de 5 semanas, se observo una resistencia

a la fractura de 689 N que se correlacionaba positivamente con una densidad de 0,332 g/cm? (59)-
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Tomografia computerizada: Smith y colseo) realizan un estudio de elongacion mandibular

en perros, con valoracion mediante tomografia computerizada de los valores equivalentes de
densidad Osea. Se observé una asociacion significativa entre las situaciones de no unién con los
valores més bajos de equivalentes de densidad Osea. Los valores de densidad fueron mayores a la
6% y 8% semanas (sin diferencias entre ellas) en relacién con las mediciones tomadas a las 4
semanas, aunque siempre inferiores a las mediciones preoperatorias. Este método, que tiene
enormes ventajas a nivel experimental, presenta algunos inconvenientes a nivel clinico, por el

alto coste, la exposicion de radiacién y las distorsiones por metales.

Radiologia convencional: Cope y Samchukovs realizan un estudio en perros de

valoracion radioldgica en la consolidacion del hueso regenerado por distraccion tras elongacion
mandibular. Después de la distraccion solo el 27% de las muestras presentaban algin signo de
osificacion en forma de finas espiculas que crecen desde el hueso original mientras que el 73%
restante no presentaba ningun signo. A las 2 semanas de consolidacion el 54% de las muestras
presentaban signos de osificacion y mineralizacion con finas espiculas unidas al hueso original y
espiculas en “isla” en el centro del gap, el 46% restante presentaba mineralizacion con 2 zonas
bien definidas unidas a los huesos originales con interzona radioltcida central. A las 4 semanas se
observo en el 69% de las muestras 2 zonas de regeneracion con una interzona radiollcida
central, mientras que el 31% restante presentaba una zona continua de mineralizacion sin
interzona central. A las 6 semanas se observa mayor densidad y el 69 % de las muestras
presentaba una mineralizacion continua sin observarse zonas radiolUcidas. Se considera en
cualquier caso que entre el 30-60% de la mineralizacion 6sea puede ser ganada o perdida sin que
se observe radioldgicamente, lo que indica que la interzona radioltcida central puede tener un
porcentaje de mineralizacion importante sin que sea detectado. En todos los periodos de
consolidacion observados se vio que la estabilidad clinica de la zona regenerada se relacionaba
directamente con la existencia de una interzona central, y de la anchura de la zona regenerada con

relacion a la anchura del hueso original.

Histomorfometria e Inmunohistoquimica: Carls y colse7 realizaron una valoracion

histomorfométrica dindmica con fluorocromos en elongacion de paladar en perros. Observaron
que la mineralizacién del hueso neoformado se produjo entre las 4 semanas y los 3 meses después

de la distraccién. Sugirieron que la aplicacion de los fluorocromos no debe separarse mucho en
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el tiempo del momento de la toma de biopsia por riesgo de remodelacion y pérdida de los niveles
de marcaje.

Cope y cols realizan también un estudio experimental de elongacién en mandibula de
perro para observar la histologia en huesos intramembranosose). Observaron en las muestras
recogidas inmediatamente después de la distraccion que solo el 2-5% de la camara de distraccion
eran de trabéculas 6seas. Tras periodos de consolidacién de 2, 4, 6 y 8 semanas se observé un
porcentaje de area de hueso trabecular de 12,03 %, 26,87%, 44,16% y 46,26% en el centro del
gap Y en la zona cortical para cada grupo de consolidacion respectivamente. A las 8 semanas de
consolidacién todo el gap estaba relleno de trabéculas dseas (sin especificar si eran trabéculas
inmaduras o laminares), teniendo en cuenta que la zona que mas tardaba en osificarse fue la
cortical oclusal. Mediante marcaje con fluorocromos se observd que el indice de aposicion
mineral se incrementd hasta la 4% semana de consolidacién, luego se mantuvo estable hasta la 62
semana Yy posteriormente decrecid ligeramente hasta la 8 semana. Esto indica que a partir de la
62 semana el proceso de remodelado para formar hueso laminar, empieza a ser predominante al
proceso de neoformacion dsea.

Sawaki y colsy) utilizan el mismo biomodelo para valoracion histoldgica y observa que a
las 2 semanas de consolidacion solo hay hueso entrelazado en la zona cercana al hueso original
mientras que el centro del gap se forma de fibras colagenas. A las 4 semanas el hueso entrelazado
cercano al hueso original se transforma en hueso laminar, y el hueso neoformado crece en
trabéculas hacia el gap de distraccion intercalandose con las fibras colagenas. A las 6 semanas
todo el gap esta relleno de nuevo hueso observandose 2 tipos de maduracion (inmaduro y
laminar) y de osificacion(intramembranosa y endocondral). A las 8 semanas todo el gap estaba
relleno de hueso laminar. Similares resultados histologicos fueron obtenidos por este equipo al
realizar distraccion de elongacion maxilars) .

Albanese y colsgs) realizan un estudio clinico de biopsias mandibulares en tejido 6seo
neoformado, al afio después de la distraccion de elongacion. El estudio histoldgico reveld que el
proceso de neoformacion OGsea es una combinacion de osificacion intramembranosa vy
endocondral.

Con relacidn al tiempo 6ptimo de consolidacion para poder colocar los implantes Nosaka
y colses) realizan un estudio en perros en los que coloca implantes en zona distraida tras
elongacion mandibular con distractor extraoral (protocolo:latencia 7 dias; distraccion 1mm/dia/14
dias; consolidacion:3 semanas y colocacion inmediata) y obtienen las muestras a los 3 y 6 meses
de colocar los implantes. Observaron que a los 6 meses hay mayor proporcion de hueso laminar y

una union mas intima hueso implante que a los 3 meses. Indican que a las 3 semanas de
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consolidacion se inicia la formacion de hueso inmaduro en forma de columnas desde los bordes
del area distraida, siendo el momento apropiado de colocar los implantes y a los 6 meses se
inicia la rehabilitacion prostodoéncica.

Gaggl y colsgg) realizaron un estudio de distraccion alveolar en mandibulas de ovejas, en
el que mediante el distractor-implante alveolar DISSIS observaron que a partir del 3 mes de
consolidaciéon aparecia mayor radiodensidad y presencia de hueso laminar en el centro del gap
que no aparecia al mes y a los 2 meses de consolidacion. A los 6 meses de consolidacion se
observé una aposicion hueso-distractor del 70-80% sin que se considerara que habia terminado la
reestructuracion dsea. Establecieron que a partir del 3 mes de consolidacion habia una estabilidad
del distractor-implante suficiente(valores de periotest < 3) y se podria iniciar el tratamiento

prostodoncico.

Un estudio experimental de elongacion mandibular en ovejasgs reveld mediante
inmunohistoquimica a los 20 dias de consolidacion un incremento de expresion del FGF-II
mientras que factores como el IGF-1y el TGF-B no presentaban un expresion importante, lo
cual no significa que no pudieran tener mas actividad en fase iniciales de la distraccion, aunque
parece que el TGF-p tiene un papel menos importante en la osificacion intramembranosa que en
la endocondral. La presencia de FGF-11 fue mas acusada en los osteoclastos lo cual establece su
papel importante en la remodelacion 6sea ademas de su accion angiogénica en el momento de la
reparacion. También en ovejas, mediante andlisis de metaloproteinasas (enzimas activas en el
periodo de remodelacion), que el hueso distraido es remodelado hasta los 9 meses
postdistraccion. A partir de ese momento el hueso sigue un patron de remodelado estable similar
al del hueso no distraidoiso).

Mediante microandlisis de rayos X de dispersion de electrones (EDX, por Electron
Dispersive X-ray microanalisis) en elongacion de maxilar en oveja se ha visto un contenido de
calcio respecto al hueso normal, del 24,3% después de la distraccion, de 77,8% a las 6 semanas
de consolidacion y del 95% al afio y 6 semanas de consolidacion. Con relacion al indice Ca/P se
observo al afio y 6 semanas de retencion un valor de 1,92 en comparacion a valores de 1,97 del

hueso no distraidossg).

Aplicacion de agentes fisicos y agentes farmacolégicos

Con la finalidad de reducir los tiempos de tratamiento se estan buscando procedimientos

que aceleren la neoformacién y maduracion osea.
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Se ha descrito que la estimulacion eléctrica favorece la consolidacion de fracturas 0seas.
El mecanismo de accién parece que es multifactorial: se produciria un aumento del pH con
aumento de la vascularizacion, se aumentaria la permeabilidad de los canales del calcio y parece
que existe también un estimulo hacia la diferenciacion y proliferacion osteoblastica. Hagiwaray
Bell(170) estudian en un modelo de elongacion mandibular de conejos el efecto de una corriente
continua de 10pA durante los 10 dias que duro la fase de distraccion. El estudio radiologico no
reveld diferencias con el grupo control a los 10 dias de consolidacion, aunque si existia mayor
radiodensidad en el grupo de estimulacion a los 20 dias de consolidacién. El estudio con
densitometria evidencié diferencias a los 10 dias existiendo un indice del 89,8% en el grupo de
estimulacion frente a un 78,8% del grupo control, y también a los 20 dias. La valoracion
histologica también evidencié mayor formacion 6sea en el grupo de estimulacion tanto a los 10
como los 20 dias. Las valoraciones a los 30 y 60 dias no evidenciaron diferencias en ninguna de

las mediciones realizadas a ambos grupos.

Shimazaki y colsu7y) utilizan los ultrasonidos de baja intensidad (30 mW/cm?) para
estimular la formacién dsea de tibias de conejo distraidas. Se realizé una valoracion con
radiologia convencional, valoracion de la densidad mineral, test de resistencia mecénica y estudio
histoldgico. Se observaron mejores resultados en el grupo donde se aplicaron los ultrasonidos en
todas las mediciones realizadas. EI mecanismo de accion de los ultrasonidos sobre el hueso no
estd aclarado, pero parece que a través de los canales del calcio estimularia a los osteoblastos a

sintetizar matriz extracelular.

Stewart y cols(172) han estudiado en elongacion mandibular de conejos la incorporacion de
dosis de IGF-1 recombinado en zona distraida a dosis de 0,24 mg/kg/ dia durante 28 dias,
mediante bombas de infusion osmética implantadas. Observaron una mayor actividad
osteoblastica en los grupos que lo incluian aunque no diferencias significativas con relacion a un
mayor indice de aposicion mineral o mayor resistencia mecanica. Segun los autores esta
administracion tendria enmascarado su efecto por la produccion enddgena de este factor que se ve
aumentada cuando se realizan las osteotomias y en el periodo de distraccion y se estabiliza en la
consolidacién. Sin embargo la asociacion de ese aporte exdgeno de IGF-1 si aparecio
beneficioso para mejorar el indice de aposicion mineral en el caso de utilizar indices de aposicion
mas rapidos(3 mm/dia), lo cual habilita vias de investigacion para realizar protocolos mas

rapidos Yy asi favorecer los factores de estabilidad y colapso de fragmentos 6seos.
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Teniendo en cuenta el potencial diferenciador de las células progenitoras medulares
Richards y colsqu7z) utilizaron un modelo femoral de rata donde se realizé distraccion y a la vez
inyeccion en la zona de concentrado de células progenitoras derivadas de médula dsea, en el
inicio, a la mitad o al final de la distraccion. Observaron  mediante tomografia
microcomputerizada un mayor volumen 0seo en las muestras inyectadas, aunque no influia el
momento de inyeccidn. Parece sin embargo, que cuando la aplicacion de células se realiza en la
fase de consolidacion no hay efecto en la mejoria de la osificacion.

Otro estudio utilizan las tibias de conejo distraidas mejoradas con aplicacién sistémica de
un analogo sintético de 1,25-dihidroxivitamina D3 (ED-71)a74. Los animales mejorados
presentaban muestras con resultados significativamente mejores con relacion a la densitometria y
la histomorfometria dsea.

Utilizando tibias de conejo, Li y colsurs) valoraron la aplicacion de un indice de
distraccion rapido (2mm/dia) compensado por la aplicacion de rhBMP-2 al finalizar la fase de
distraccion. Se valoraron también dos maneras de aplicacion, por un lado la aplicacion de
rhBMP-2+ esponja de colageno y por otro la inyeccion subcutanea en la zona de 75ug de
rhBMP-2. Se observaron diferencias de densidad radiolégica y de densidad mineral entre los
grupos tratados de los no tratados tanto a los 5 y 14 dias postconsolidacién, pero no a los 28
dias de consolidacion, no observandose diferencias entre el método de aplicacion.

Edad y estado general del paciente

La velocidad de regeneracion dsea es mas rapida cuanto menor es la edad del individuo.
En sujetos jovenes un tiempo de latencia muy largo o un indice de distraccién lento, podrian
originar una consolidacion prematura. De esta manera Chin y Toth7) establecieron en pacientes
de 2,5-17 afios un tiempo de latencia maximo de 5 dias para elongacion mandibular. En cualquier
caso la determinacion de las variables que influyen en la distraccion en relacién con la edad,
todavia no se han descrito.
Aronson y colse9) Observaron una diferencia significativa en la radiodensidad de tibias de rata
distraidas, de tal manera que las ratas de 4 meses presentaban un 95 % de hueso mineralizado,
mientras que las de 24 meses solo el 36%.

En cuanto al estado general del paciente, se sabe que el hueso irradiado es

hipovascularizado, hipocelular e hipdxico. Sin embargo, se ha visto en mandibulas de perros
irradiadas que la distraccion se desarrolla de manera similar a mandibulas no irradiadas7e).

El habito del consumo de tabaco parece que también afecta la regeneracion por

distraccion. Ueng y colsi17) demostraron que conejos que inhalaban humo de tabaco durante la
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distraccion, presentaban muestras de tibia con valores densitométricos y biomecanicos menores
que en los animales sin exposicion al tabaco. Los autores establecen como posible causa la

alteracion en la vascularizacion aunque el mecanismo molecular exacto es desconocido.

3.4.2.- FACTORES BIOMECANICOS

Aunque sean los condicionantes menos estudiados, se han valorado factores biomecéanicos
extrinsecos: Disefio del distractor (nimero, diametro y longitud de los tornillos de distraccion y
fijacion, material del distractor) y la orientacion del vector de distraccion; y factores

biomecanicos intrinsecos o tisulares: Formas geométricas anatomicas, densidad del area a

distraer, longitud que se quiere obtener y tipo de tejidos blandos adyacentesss).

FACTORES BIOMECANICOS EXTRINSECOS
Disefio de distractor

Actualmente existen disefios alveolares de anclaje extradseo e intradseo, y modelos que
actGan Unicamente como distractores y los que actian como distractor-implante. El disefio del
distractor va a influir en varios factores: dificultad para colocacion o retirada después de finalizar
la consolidacion; mala estabilidad de los bloques 6seos por déficit de anclaje del distractor;
tamanos adecuados que no interfieran con la oclusion o los tejidos blandos adyacentes. Urbani y
colsyy refieren tras utilizar el distractor OGD la necesidad de esperar un tiempo tras retirada de
distractor (4 semanas) para que regenere los tejidos blandos y duros, ya que el defecto que deja el
distractor al retirarlo no suele coincidir con la posicion ideal de los implantes.

Bavitz y colsu77) realizaron un estudio experimental en perros para regenerar defectos
periodontales vestibulares. Se utilizd un sistema de férula ortodoncia de anclaje dental para
producir una distraccién mediante elasticos que ejercen fuerza durante 8 semanas. Con este
disefio se produjo un ligero aumento en la regeneracion de cemento dental, pero no se consiguid
regenerar hueso alveolar. Los autores lo achacan a que no existia una fuerza adecuada de
distraccion.

El distractor debe ser estable en todo momento hasta que se regenera el hueso en la zona
de deficiencia que hemos creado. Si no hay una estabilidad suficiente, se producen
microcizalladuras de los vasos nuevos que provoca una hemorragia y consecuentemente un

fibrocartilago.
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En distraccion alveolar se estan ampliando las aplicaciones de los mini-distractores. Se
estan desarrollando varios modelos de distractores horizontales que han obtenido resultados
preliminares positivos tanto en estudios experimentales(issy COmo en estudios clinicossg).

Kessler y colsssy describen un nuevo distractor microhidraulico para elongacion
mandibular, que permiten realizar una distraccion a presion continua las 24 horas del dia
(protocolo: latencia 7 dias; distraccion 1,5 mm/dia/8 dias; consolidacion 1 mes). Observaron en
minipigs la inexistencia del callo blando de fractura inmediatamente después de la distraccién y
orientacion paralela de las fibras de coldgeno del area distraida con inicio de la mineralizacién de
la matriz osteoide. Mediante ultrasonografia se evidencié una mejor consolidacion del gap de
osteotomia con relacion al método discontinuo de distraccion. Este mismo equipo presento en
otra publicacion gy resultados histologicos obtenidos con este biomodelo. A las 2 semanas de
consolidacién se observd con microoscopia de fluorescencia una importante actividad de
mineralizacion en el grupo de distraccién continua , pero no en el grupo de distraccion
discontinua. A las 4 semanas de consolidacion solo se observd formacion cartilaginosa en el
grupo con distraccion discontinua. El grupo de distraccion continua evidencid una osificacion
intramembranosa con formacion de hueso laminar enlazado en toda la longitud del gap.

En esta misma linea Ploder y colsi7g) desarrollan un distractor eléctrico para elongacion
mandibular continua Lo probaron en mandibula de ovejas y observaron en el estudio histologico
a las 6 semanas islas cartilaginosas en la zona regenerada, con presencia de hueso reticular sin
enlazar totalmente a lo largo de todo el gap. Atribuyeron estos resultados a las altas y
permanentes fuerzas masticatorias de las ovejas.

En el caso de distractores de elongacién mandibular, existen también disefios elasticos y
con memoria de forma que permiten una distraccion continua, con los cuales el paciente debe
tener cuidado de no ingerir liquidos o alimentos por encima de los 50° C, ya que podria provocar
un aumento de las tensiones que el muelle ejerce sobre los segmentos dseos lo cual podria influir
sobre el resultado del tratamiento final. Estudios in vitro con este tipo distractor han valorado las
dimensiones teoricas que deberia tener el muelle de distraccion en funcion del tamafio y la
densidad del fragmento déseo a distraer, tales estudios serian extrapolables a futuros disefios de
distractores alveolares continuosieg).

Vector de distraccion

La aplicacion clinica de la distraccion en el campo de la ortopedia ha revelado la
importancia de la direccion de distraccion. De esta forma, el eje de distraccion puede ser paralelo
al eje anatémico del fémur pero no paralelo al eje biomecanico de carga del hueso lo que puede

producir diferentes deformidades en la rodilla al terminar la elongacion. Este mismo principio ha
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sido aplicado en los casos de elongacion mandibular, observandose que en 1 mm de elongacion
mandibular existe un desplazamiento lateral del distractor de 0,25 mm, que clinicamente se
manifiesta como distorsion de los distractores, reabsorcion del hueso adyacente a los tornillos de
anclaje o transmision de fuerzas inadecuadas a los cdndilos. Esto debe ser evitado con la
colocacion de disefios de distractores que se mantengan lo mas paralelamente posible como se

pueda a la direccion de distraccion durante todo lo que dure la elongacion(iso).

En distraccion alveolar el tejido distraido debe ser situado en una posicién final que
favorezca la estética y funcionalidad del tratamiento prostodoncico dental. Chins)y describe que
en el maxilar un incorrecto desplazamiento del fragmento puede producir una deficiencia 6sea
labial, que no permitiria una correcta colocacién de los implantes. Utilizando el distractor LEAD
y en funcion de la distraccion requerida habria que inclinar el distractor hacia palatino. Con el
distractor OGD se ha descrito la inclinacion hacia lingual del vector de distraccion debido a la
tension del colgajo lingual. Esto puede ser corregido mediante ferulas dentosoportadas de
correccion de vector (a2, s3).

La planificacion preoperatoria del vector de distraccion, va a determinar la correcta
colocacion del distractor, y asi facilitar la colocacion posterior de implantes y el tratamiento
prostodoncico. Gaggl propone la planificacion prequirargica en distraccion alveolar mediante la
creacion de modelos en 3D estereolitograficos:). Herford y colsugy) establecen una serie de
técnica para corregir el vector de distraccion:

- Cadeneta elastica anclada en brakets adheridos en dientes adyacentes, para llevarlo a
vestibular

- Férula de alambre anclada a dientes adyacentes con composite, que se puede conectar al
distractor mediante alambre o elastico, para llevarlo a vestibular. Hay que tener cuidado que
no se produzca la movilidad de los dientes hacia el espacio edéntulo. Se recomienda un
anclaje minimo en 2 dientes adyacentes.

- Bandas de ortodoncia en molares, arco transpalatino y elastico que conecta con el distractor,
para llevarlo a palatino.

- Férulas acrilicas, cuando no hay dientes adyacentes al distractor. Aunque deben ser
retenidas en algun diente o implante.

- Presion manual sobre el fragmento a transportar durante la fase de distraccién o en las 2
primeras semanas de consolidacion (“moldear la regeneracion”). Se puede fijar el segmento

en la posicion deseable con sutura reabsorbible.
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-Osteotomia despues del periodo de consolidacion, y reposicionar el segmento en una nueva

posicidn. Es mejor solucion que colocar los implantes en posicion comprometida.

Jensen y cols realizaron un estudio clinico prospectivo a 5 afios en 28 pacientes, donde
principalmente utilizaron un procedimiento de distraccion alveolar mediante anclaje ortodéncico
en maxilar. Este anclaje facilita un movimiento de distraccion tanto vertical como horizontal.
Observaron que a los 2 meses de consolidacion la mayoria de los casos presentaba zonas de
pobre osificacion con formacion de tejido blando, aunque con existencia de estabilidad del
fragmento, que precisaron de injertos 6seos 0 mucosos secundarios. Los autores establecen que la
fuerza bidireccional podria alterar la fragilidad del isotropismo de la zona regenerada. Para evitar
esta bidireccionalidad recomienda que inicialmente se realicen procedimientos de ganancia 6sea
horizontal mediante injertos en onlay, y posteriormente se realice la ganancia vertical mediante
distraccion(ies).

En casos donde se desplaza un fragmento de mayor longitud se han utilizado la colocacion de dos
distractores en vez de unogss). De esta manera se ha demostrado que se controla el balanceo
mesiodistal pero no el movimiento en sentido bucolingual. Se ha propuesto la utilizacion de un

tercer distractor o bien un anclaje ortoddncico para controlar el vector de distraccion.

FACTORES BIOMECANICOS INTRINSECOS

Densidad y morfologia del area dsea a distraer

Cho y colsqss) realizan un estudio de elongacion en mandibula de perro, donde previamente se
colocd un injerto onlay de hueso membranoso. Se observd que en la zona de injerto onlay se
producia regeneracion por distraccion cuando el onlay habia consolidado previamente durante 4
semanas, pero no cuando habia consolidado 1, 2 0 3 semanas.

También se ha desarrollado distraccion alveolar vertical en injertos de peroné para reconstruccion
mandibular. Marchetti(gs) describe un caso clinico al que se aplico distraccion alveolar (distractor
TRACK) al afio de la reconstruccion mandibular, observando hueso laminar a los 70 dias de
consolidacion. Klesper y colsqsg utilizan esta misma técnica en 9 pacientes, observando hueso

laminar a las 12 semanas de consolidacion.

90



Nuevas Terapias de Regeneracion Osea Introduccion

III.4-NUEVAS TERAPIAS DE REGENERACION
OSEA

En el proceso de ingenieria tisular Gsea tanto en una reparacion normal como en una
reparacion de zona distraida nos moveriamos en un triangulo en donde en cada vértice estarian
las siguientes estructuras: las células osteoprogenitoras(osteogénesis) que permitan la
diferenciacion en células osteocompetentes; la matriz extracelular(osteoconduccién) que sirve de
andamiaje para la migracion celular y el crecimiento de ese nuevo tejido; y los factores
solubles(osteoinduccién) que inducen la diferenciacion de esas células progenitoras en
osteoblastos, y la produccion por parte de los osteoblastos de proteinas Oseasugz. Hay que
considerar que no se puede conseguir un nuevo tejido si no es a través de la actividad de células
vivas, por lo que la existencia de células osteocompetentes se hace indispensable.

El proposito de esta seccion no es una descripcion detallada de todas las terapias de
regeneracion 6sea, sino de hacer una actualizacion de los diferentes procedimientos que pudieran
complementar a la distraccion histogénica. De esta forma existirian terapias basadas en las

células, terapias basadas en la matriz, y terapias basadas en los factores.

4.1.-TERAPIAS BASADAS EN LAS CELULAS

Las estrategias utilizadas en este sentido se han basado en la implantacion de:1-medula
Osea fresca.2-cultivos purificados y expandidos de MSCs.3-osteoblastos y condrocitos
diferenciados.4-células que han sido modificadas genéticamente para expresar proteinas

osteocompetentes.

Médula 6sea fresca

Se han desarrollado estudios clinicos en los que se obtiene médula 6sea de la cresta iliaca
y se coloca con materiales de injerto en el lugar de fractura. Sin embargo la médula dsea fresca
solo tiene una MSC por 100.000 células nucleadas. Se tiende a métodos mas selectivos y

concentrados de obtencion de célulasgs).

91



Nuevas Terapias de Regeneracion Osea Introduccion

Cultivos de MSCs

Se ha demostrado la capacidad osteogénica y condrogénica de cultivos expandidos y
purificados de MSCs incluso en defectos 6seos de un determinado tamarfio en los que no habria
regeneracion sin la existencia de un agente promotor. Estudios desarrollados con cultivos de
MSCs humanos en defectos de fémur en ratas atimicas (sin linfocitos T, por lo que no rechazan el
material xenogénico). Se colocaron injertos ceramicos con MSCs vy sin ellas, observandose que
en las muestras donde se utilizaba esta terapia habia histoldgica y radiolégicamente mayor
formacion de hueso a las 4 y 8 semanas de curacién, existiendo un incremento de resistencia al
torque y de rigidez de 212% y 245% mayor en comparacion a las muestras sin promotor (igg).
Cultivos de condroblastos y osteoblastos diferenciados

Cultivos de MSCs con dexametasona, acido ascorbico y B-glicerofosfatos inicia el linaje
ostogénico de las células. Tedricamente estos preosteoblastos pueden ser utilizados para tratar
varios defectos 0seos. Breitbart y colsgsg) utilizaron células obtenidas de periostio de conejos para
posteriormente cultivarlas y obtener diferenciacién osteobléstica. Estas células obtenidas se
vehiculizaron en fibras de &cido poliglicélico y se utilizaron en la regeneracion de defectos de
boveda craneal. A las 12 semanas de evaluacion las muestras enriquecidas con osteoblastos

presentaron una formacién de hueso significativa.

Transfeccion génica y células modificadas genéticamente

El complejo entramado que afecta al metabolismo 6seo hace pensar que la regulacion o
determinacion genética tiene que ser multiple, que probablemente existe una gradacion en el
determinismo de diferentes genes y que deben existir interacciones o0 modulaciones entre ellos. Se
han estudiado mutaciones deletereas, anuladoras o disminuidoras de la funcion génica sobre todo
en patologias endocrino metabdlicas con afectacion 6sea. Asi por ejemplo, mutaciones del gen
del receptor de la vitamina D(VDR) observado en el raquitismo, mutaciones del gen de la cadena
del colageno tipo I(COLIAL) en la osteogénesis imperfecta, 0 mutaciones del gen del receptor al
estradiol(ER) en la osteoporosis masculina. Otros genes han sido estudiados: los del TGFp, de la
IL-6, del receptor de la calcitonina(CTR), del antagonista del receptor de la interleucina-1(IL-1-
RA), del receptor del calcio(CaSR), de la osteocalcina, de la PTH etc...(90) .

Las recientes investigaciones de terapia celular génica estdn encaminadas en la
modificacion de ciertas moléculas de ADN para incorporar la secuencia de determinados genes o
promotores de factores o proteinas implicadas en la formacion désea (normalmente BMPs). Una

técnica es la transfeccion o entrega in vivo, por la cual se incorpora una secuencia exogena al
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ADN celular mediante vectores o lanzaderas virales o no virales, que van a originar que las
células mesenquimales se diferencien hacia el linaje osteoblastico y aumenten su proliferacion.
Estas técnicas permiten una produccion de factores de crecimiento de una manera mas
prolongada que cuando se realiza una aplicacion exdgena, teniendo en cuenta la corta vida media
de los factores.

Sin embargo, los vectores virales actuales pueden originar reacciones inmunologicas,
debido a la “fuga” en la expresion de proteinas del genoma virico ademas del gen diana; por
otro lado no se integran en el genoma de la célula en las divisiones por lo que su actuacion es
limitada. Se han utilizado como vectores los retrovirus, herpes virus, adenovirus y virus adeno-
asociados. Los virus adeno-asociados (adeno-associated viruse AAV) no expresan el genoma
virico y se incorporan a la duplicacion del genoma, pero siguen presentando un efecto
potencialmente mutagénico, ya que el virus y su “pasajero” pueden incorporarse a una zona
donde existen oncogenes u oncosupresores y alterar su expresion(ig).

Utilizando la técnica in vivo con adenovirus, Baltzer y colsqgz) incorporan cDNA con
BMP-2 en defectos de fémur de conejos. Observaron radiolégicamente una radiodensidad
evidente en el grupo cDNA-BMP-2, mientras que en el grupo control permanecia el defecto.
Histolégicamente y biomecanicamente se observé una completa osificacién del grupo
experimental. Se cuestiond si el objetivo que alcanza la transfeccion fueron las células de la
médula 6sea 0 bien células musculares adyacentes.

También hay técnicas de entrega ex vivo que sacan las células osteocompetentes, son

transducidas con el vector fuera del organismo y son de nuevo introducidas en la zona a
regenerarigs).

La utilizacion del tipo de terapia in vivo parece que tiene una serie de ventajasios, 195):

-Se trata de moléculas de DNA estables que podrian ser almacenadas durante largo
tiempo.

-Se trata de un procedimiento de produccién mas barato que en el caso de las proteinas
extraidas o recombinadas.

-Se pueden utilizar con otros materiales de injerto 0 técnicas de regeneracion
(RTG,distraccién).

-Una vez incorporado el ADN en las células competentes se produce una expresion
durante 2-6 semanas, aumentando la proporcién de moléculas inductoras en la zona de fractura/

lesion.
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Para evitar los inconvenientes de los adenovirus se han utilizado vectores no virales
(plasmidos, lisosomas..), aunque parece que su capacidad de transporte no es todavia suficiente.
Khisimoto y colsugsy han investigado en masculo de raton la incorporacion de plasmidos que
incorporen el gen de la BMP4. La entrada de este plasmido en las células se facilito utilizando
aplicacion eléctrica que origina un apertura temporal de poros en la membrana
celular(electroporacion). Observaron que las muestras donde se incluyé el plasmido con
electroporacion presentaban formacion de hueso reticular ectopico, en comparacion a las
muestras con plasmido sin electroporacién, o con inyeccion de suero salino.

En cualquier caso la terapia génica se encuentra actualmente en fase experimental,
iniciandose los primeros ensayos clinicos en oncologia y enfermedades degenerativas. Como
establecio recientemente un director de la Food and Drug Administration (FDA) “La terapia

geénica son construcciones derivadas de la naturaleza, pero no son de la naturaleza”(197).

4.2.-TERAPIAS BASADAS EN LA MATRIZ

Aunqgue el concepto de osteoconduccién, es derivado de la terapia reconstructiva de
injertos, hay que tener en cuenta que este concepto de “"andamiaje” para el crecimiento 6seo
ocurre también de manera habitual en la regeneracion 6sea normal, tanto en procesos de fractura,
de distraccion, como en la union hueso-implante. En estos casos la matriz osteoconductiva estaria
formada inicialmente por la red de fibrina y posteriormente por el entramado de colagenoy).

Basado en la regeneracion 6sea en materiales de injerto la matriz osteoconductiva ideal
deberia cumplir los siguientes requisitos (19g):

-Fomentar la uniforme distribucién y retencion de las células.

-La estructura deberia permitir una rapida invasion vascular. De esta manera favorecer la
existencia de una adecuada tension de oxigeno para que prolifere la formacién Gsea y no la
formacion cartilaginosa.

-El material debe permitir una union directa y resistente al hueso adyacente (bioactividad).

-La estructura tridimensional debe permitir un correcto crecimiento del hueso para
originar unas formas anatomicas adecuadas.

- Los materiales que lo componen tendrian que ser reabsorbidos y sustituidos por el hueso
neoformado, sin producir ninguna reaccion inflamatoria (no inmunogénico).

-Tendria que ser radioltcido para distinguirlo del hueso neoformado.

-Facil manipulacién clinica.
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La utilizacion de estructuras osteoconductoras o matrices se estan realizando en diferentes
materiales preformados a modo de injerto (aloinjerto, xenoinjerto, hidroxiapatia, colageno tipo I,
fosfato tricélcico, sulfato célcico, polimeros(acido polilactico, acido poliglicolico) o bien
inyectables (polimeros fotopolimerizables o autopolimerizables) y desarrollados para distintos
fines: Como estructuras para guiar el crecimiento del hueso adyacente al defecto; como vehiculo
de transplante de células(MSCs, osteoblastos); o como vehiculo de factores solubles (BMPs,
TGF-B, hormonas).

Las propiedades de estas estructuras o carriers osteoconductivos van a tener una funcion
importante en la funcion de los GFs o citoquinas que pueden vehiculizar. De esta manera van a
influir en la manera en que se liberan las proteinas que contienen y también van a ser el substrato
donde las células se van a proliferar y diferenciarse. Se distinguen 4 propiedades que influyen en
el resultado de estos carriers: fisicas, quimicas, biomecanicas y geométricas. Kuboki y cols(gg)
utilizaron bloques de hidroxiapatita+rhBMP-2 para determinar el tamafio del poro adecuado para
la diferenciacion fenotipica 0sea, implantados subcutaneamente en ratas. Observaron que tuneles
de 90-120 pm producia una formacién cartilaginosa, mientras que tuneles entre 300-400 pm
producian una formacién dsea intramembranosa directa. Los tUneles estrechos permitian la
migracion de las MSCs pero no de los vasos sanguineos, lo cual creaba un medio hipoxico que
favorecia la condrogénesis. Estudios como este establecen la posibilidad de que ciertas matrices
puedan llegar a ser osteoinductivas ademas de osteoconductivas.

Se ha observado experimentalmente que la aplicacion de acido poliglicolico-lactico
(PGLA, por Polyglycolic co-Lactic Acid) es un vehiculo adecuado para transportar BMP
recombinadas, en la regeneracion de resecciones mandibulares. Se trata de un polimero sintético

reabsorbible que ha demostrado su seguridad en la composicion de suturas reabsorbibles oo .

4.3.-TERAPIAS BASADAS EN LOS FACTORES

La aplicacion de factores solubles puede ser mediante aplicacion de factores de
crecimiento heterdlogos (extraidos y purificados), recombinantes, o autélogos (PRP, por Platelets
Rich Plasma).

La aplicacion de las dosis adecuadas de estas proteinas en cada situacion clinica es todavia
desconocidougsy y también se desconocen los posibles efectos adversos a nivel molecular o

genéticopoyy. La utilizacion clinica de PRP ha sido descrita en diferentes especialidades medicas,
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sin embargo, la aplicacion en humanos de factores recombinantes aparece descrita en escasos
estudios, principalmente del ambito de la traumatologia. En cualquier caso, los resultados clinicos
e histologicos con la aplicacion de factores reguladores son muy positivos en comparacion a
cuando no se utilizan, y actualmente se estd investigando cual serian los factores mas
beneficiosos, los vehiculos o “carrier” méas favorables para transportarlos, y cuales son las dosis

adecuadas y seguras.

En uno de los escasos estudios de aplicacion clinica de rhBMP-2 en el ambito
maxilofacial, Boyne y colsoz) colocaron rhBMP-2 + esponja de colédgeno para elevacion del
suelo sinusal en 12 pacientes. La dosis aplicada fue de 0,43 mg/ml observandose un aumento
medio en altura de 8,51 mm. No se observaron efectos adversos sistémicos y se observo un hueso

laminar a los 4 meses de consolidacion.

En la aplicacion de estos factores de crecimiento cumple un factor fundamental el
vehiculo o carrier que los transporta. Teniendo en cuenta que de manera fisioldgica, las BMPs se
liberan en el callo de fractura durante 1-2 semanas, se intenta buscar un carrier que libere el factor
de manera prolongada y continua a lo largo de ese periodo. En este sentido se estan sustituyendo
los hidrogeles basados en gelatinas, por microesferas de espuma biodegradables(foamspheres
PGLA). Un estudio en craneo de ratas evidencio que las muestras de microesferas cargadas con
rhBMP-2 tenian un mayor espesor 6seo que las muestras donde se aplico hidrogel cargadas con
rhBMP-2303).

Seto y colsio0) Observaron en reseccion mandibular de monos adultos que la mezcla de
rhBMP2+PGLA+Medula ésea presentaba mayor capacidad de regeneracion 6sea que la medula
sola o el rhBMP2+PGLA solo. La combinacién de factores externos con el injerto autdlogo,
parece que favoreceria la regeneracion de grandes defectos y de esta manera evitar la morbilidad
de la zona donante. En cualquier caso, parece que la aplicacion de factores de manera aislada, es
decir con poco soporte de células progenitoras, no consigue los resultados de regeneracion que
se obtiene cuando se acompafan de injertos de medula désea, sobre todo en individuos de cierta
edad. Por otro lado, la capacidad osteoinductiva de las BMPs de manera ectopica parece que solo
se obtiene en animales de corta edad o).

En un modelo de tibia de rata se comparé la respuesta de regeneracion de fracturas tras
fijacion con alambres de Kirschner sin recubrimiento, con recubrimiento de PDLLA (Poly-D,L-
Lactic Acid), y con recubrimiento de PDLLA mas formas recombinates de IGF-1y TGF-B. En el

tercer grupo se obtuvieron los mejores resultados radioldgicos, histomorfométricos y de
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resistencia mecanica. No se observaron efectos adversos sistémicos. Sorprendentemente también
se obtuvieron mejores resultados en las muestras con recubrimiento de PDLLA sin GFs en
clinica en comparacion a los sistemas de incorporacion sistémica de GFs o mediante bombas de
infusion, que pueden crear efectos adversos o infecciones secundarios; o también en comparacion
a los sistemas que incorporan esponjas como carrier donde se necesitaria separar los bordes de
fractura para incorporarlosoa).

Utilizando el biomodelo de mandibula de perro, Sigurdsson y colsqes). colocaron un
injerto en onlay de rhBMP-2+ Hueso alogénico liofilizado. En esa zona inducida se colocaron
implantes después de 8 y 16 semanas. A las 24 semanas después de colocar el onlay se realizé el
estudio histologico, observandose similares porcentajes de BIC (55%) tanto en el hueso basal

original como en la zona inducida.
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Materiales y Metodologia

Este estudio experimental, longitudinal y prospectivo fue realizado con la colaboracion
del Servicio de Medicina y Cirugia Experimental del Hospital Militar Central “Gomez Ulla”
(Madrid) y del Laboratorio de Anatomia Microscopica del Departamento de Ciencias

Morfologicas y Cirugia, de la Facultad de Medicina (Universidad de Alcala de Henares).

MATERIALES

Recursos animales: Se utilizaron 11 perros beagle machos de aproximadamente 2 afios
de edad y un peso de 10-15 Kg procedentes de una granja de produccion de perros autorizada
para animales de experimentacién (Distrizoo, Madrid, Espafia). El estudio fue aprobado por el
comité ético para experimentacion animal del Hospital Militar Central “Gémez Ulla”, y se llevo
a cabo siguiendo las normas de la Directiva Europea 86/609 y del Real Decreto 223/1988 del 14
de marzo, sobre proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos.B.O.E. N°68 de 18 de marzo de 1988: P. 8509-8512.

El proyecto experimental se incluye en la categoria C, siguiendo la clasificacion de la
Institutional Animal Care and Use Comittee (IACUC) de los Estados Unidos, en la cual se
encuentran los procedimientos que incluyen el mantenimiento crénico de animales con un déficit
funcional y/o procedimientos que potencialmente incluyen dolor moderado, malestar o estrés que
sera eliminado con los anestesicos o analgésicos apropiados ).

Las intervenciones quirurgicas se realizaron en el quir6fano del Servicio de Medicina y
Cirugia Experimental del Hospital Militar “Gomez Ulla” de Madrid. Los animales se
mantuvieron postoperatoriamente en la unidad de vigilancia postoperatoria (Fig. 13) durante 2
semanas y después en jaulas de 2-3 animales en el animalario de dicho hospital hasta el momento
de su sacrificio. La alimentacién consistio en dieta blanda (Holand Elite, Distrizoo Animales,
Madrid, Espafia) a demanda, que consistia en mojar el pienso en agua. A lo largo de todo el

experimento los animales fueron asistidos y vigilados por personal veterinario de dicho hospital.
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Fig. 13. Unidad de vigilancia postoperatoria.

Material farmacologico: Se utilizaron los siguientes farmacos: Metedomidina (Domtor®
Pfizer,Madrid,Espafia); Butorfanol (Torbugesic®, Fort Dodge veterinaria, Gerona, Espafia);
Atropina (Servicios Farmacéuticos de la Defensa, Burgos,Espafia); Atipamezol (Antisedan®,
Smithkline Beecham, Madrid, Espafa); Isofluorano (Forane®, Abbott, Madrid, Espafia);
Penthotal sddico(Tiopental sddico®, Abbott, Madrid, Espafia); Estreptomicina+Penicilina G
(Vetione®, Schering-Plough, Segre, Francia); Flunixin (Finadyne®, Schering-Plough, Segre,
Francia). Clorhexidina en spray (0,12%) y en gel(0,2g)(Lacer, Barcelona, Esparia).

Material quirdrgico: Para la realizacion de las intervenciones quirurgicas se utilizo el
instrumental quirdrgico convencional de cirugia oral que fue necesario (botador recto, forceps de
raices inferiores, separador de Langenbeck y Farabeuf, mango de bisturi, hojas de bisturi n® 15,
periostotomo, escoplo fino, portaagujas, tijeras, pinzas de Adson). Se requiri6 de sutura
reabsorbible a base de poliglactin de 3-0 con aguja de 1/2 circulo y seccion triangular (Vicryl,
Ethicon, Bruselas, Bélgica) y sutura de 3/0 a base de nylon monofilamento con aguja de 1/2 de
circulo de seccion triangular (Laboratorio Aragd, Barcelona, Espafia). Se utiliz6 un equipo de
perforacion (Controller Set, Nobel Biocare,Goteborg, Suecia) que permitia una velocidad
méaxima de 2000 r.p.m, necesario para la preparacion de los lechos donde se colocaron los
tornillos de retencidn asi como para la realizacion de las osteotomias. Se utilizaron 10 unidades
del prototipo de distractor extradseo (Impladent, Barcelona, Espafia), 30 tornillos de fijacion, de
6 mm de longitud y 1,4 mm de didmetro. Se utiliz6 un atornillador para los tornillos de fijacion(
punta activa en cruz) y un atornillador para activar el tornillo de distraccion (punta activa

hexagonal ), cuyo proveedor fue la misma casa comercial. Para realizar las osteotomias se uso
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una pieza de mano de sierra oscilante (OMS 5000, Nouvag, Gouldach, Suiza) a la que se
acoplaron hojas de sierra de 32mm de tallo, 14 mm de largo, 10mm de ancho en zona activa, y 1
mm de espesor (Ace Surgical Suply, Brockton, Estados Unidos). Se utilizd una pieza de mano
1:1 (HA-43, W&H, Blrmoos, Austria) donde se acoplaron fresas de tungsteno tipo Lindeman
de 1,1 de diametro y 9 mm de longitud (Komet, Lemgo, Alemania) , y fresas de tungsteno con
forma lanceolada de 4 mm de didmetro y 9 mm de longitud (Komet, Lemgo, Alemania). Se
utilizaron 10 chinchetas de fijacion de membranas (Frios Fixation Set, Friatec, Mannheim,
Alemania) para orientar las muestras. Para la toma de biopsias se utilizd una sierra sagital
(ELAN-E, Aesculap, Tuttlingen, Alemania) con hojas de sierra de 3 cm de ancho en parte activa

(Aesculap, Tuttlingen, Alemania)

El prototipo de distractor fue disefiado por nuestro equipo de investigacion y desarrollado

por la casa comercial Impladent (Impladent, Barcelona, Espafia) (ANEXO ). Se trata de un
disefio extradseo fabricado en titanio grado 5 con superficie mecanizada que se compone de un
cuerpo de distraccion de 12 mm de longitud, 3 mm de didmetro, y 2 miniplacas de anclaje de 0,8
mm de espesor; una inferior con 2 orificios y otra superior con 1 orificio. En cada orificio se
introducen tornillos de retencion de 6,8 mm de longitud y 1,7 mm de diametro. El distractor
contenia un tornillo de activacion con rosca de 9,5 de longitud y 1,8 de diametro, con una
direccion inversa de rosca en cada mitad del tornillo. Este tornillo era activado por un
destornillador de cabeza hexagonal de 0,88 mm de anchura. Cada giro de 360 grados del tornillo
de distraccion conlleva una ganancia en altura de 0,66 mm. La distraccion maxima que se
consigue con este distractor es de 6,6 mm (10 giros), antes de que se desmonte y separe el

fragmento superior del fragmento inferior del distractor (Fig. 14).

g v

Fig. 14. Prototipo de distractor utilizado. A-Abierto y cerrado. B-Desmontado.
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Material para estudio histologico e histomorfomeétrico:

Para el procesado de las muestras se utilizd el siguiente material, instrumental y
maquinaria:

-500 ml de formaldehido al 35-40% (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia)

-3750 ml de etanol al 96% ((Panreac Quimica, Barcelona, Espafia)

-1500 ml de Glicolmetacrilato (GMA) (2 hydroxiethyl methacrylate, Sigma, Steinheim,
Alemania).

-1250 ml de GMA (Technovit 7200 VLC Embedding Media, Heraeus-Kulzer, Wehrheim,
Alemania)

-15 ml de resina de metilmetacrilato fotopolimerizable (Technovit 7210 VLC Adhesive,
Heraeus-Kulzer, Wehrheim, Alemania).

-Magquinaria del sistema EXAKT (EXAKT Vertriebs, Nordestedt, Alemania), que incluye:

*Unidad de corte (Cutting Grinding System), con sierra diamantada de 0,2 mm de
espesor.

*Unidad de pulido (Micro Grinding System)

*Unidad de polimerizacion (Light Polymerization Unit)

*Unidad de prensado adhesivo (Precision Adhesive Press)

-Calibrador micrométrico.

-Hojas de pulido de grano grueso P500 (Carbo Schroder, Dusseldorf, Alemania) y grano
fino P2000 (Carbo Schrdder, Dusseldorf, Alemania).

-Liquidos para tinciones segiin demanda para cada muestra.

-Camara de video SICOLOR C810 (Siemens, Munich, Alemania).

-Camara de fotografia digital QV-2300UX (Casio, Tokio, Japon)

-Microscopio éptico 11 RS (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) con conexién de cdmara
de video, y camara de microfotografia .Aumentos 4x ,10x, 20x y 40x.

-Lupa de aumento WILD M7A ( Leica, Hildesheim, Alemania) con conexion de camara
de video.

-Objetivo fotografico de 55 mm (Nikon, Tokio, Japén)

-Soporte para fotografias macroscopicas.

-Software para procesado y analisis de imagen MIP 4 Advanced (Consulting de Imagen
Digital S.L., Barcelona, Espafia).

-Software para procesado de fotografia Adobe Photoshop 5.5 (Adobe, San Jose, USA)

-Ordenador con procesador Pentium 1V y sistema operativo Windows XP (Microsoft,
Redmond, Estados Unidos)
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Fig. 15. Maquinaria del sistema EXAKT. A- Unidad de polimerizacion. B- Unidad de corte.
C- Unidad de prensado adhesivo. D-Unidad de pulido.

Fig. 16. Maquinaria para histomorfometria. A- Microscopio Optico con cédmara para
microfotografia. B- Lupa de aumento y soporte para macro con objetivo y camara de video

instalados.
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METODOLOGIA

La metodologia planteada en nuestro estudio se desarroll6 en 8 fases. La fase del
experimento en la que se utilizaron los animales se visualiza en el cronograma de la figura 17. A

lo largo de todas las fases se tomaron las fotografias y videos clinicos necesarios.

1- Anestesia de los animales:

A cada animal se le someti¢ a anestesia general para llevar a cabo la primera intervencion y
la toma de biopsias. Para el acto anestésico se inicié con premedicacion e induccién con
administracion i.m medetomidina (20-40mg/kg) y butorfanol(0,2-0,4ml/kg). Se mantuvo con
intubacién endotraqueal administrando isofluorano a 1,5-2% y NO; + O,( 60% de NO, y 40% de
O,) a un volumen tidal de 12 ml/kg.

Para las activaciones del distractor se realizd una sedacion mediante dosificacion de
medetomidina (20-40mg/kg) y butorfanol (0,2-0,4mg/kg). Se revertia con atipamezol(20-
40mg/kg).

2-Intervencién quirdrgica:

Para sistematizar los procedimientos dividimos la muestra experimental en 3 grupos. Los
dos primeros grupos incluian 5 animales, y a cada animal se le coloc6 1 distractor en la
hemimandibula derecha, por lo que en cada grupo se iban a obtener 5 muestras. El tercer grupo
incluia un anico animal que se utiliz6 como control.

Grupo | (n=5): Incluyeron las muestras obtenidas de los animales que tuvieron 4 semanas
de fase de consolidacion desde que termina la distraccion.

Grupo Il (n=5) Incluyeron las muestras obtenidas de los animales que tuvieron 8 semanas
de fase de consolidacion desde que termina la distraccion.

Grupo 111 (n=1): Incluy6 la muestra obtenida de un animal al que se le realizé exodoncia
de premolares superiores e inferiores derechos pero no se le coloco el distractor. Este animal se

sacrifico a las 22 semanas después de la exodoncia de premolares.
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Extraccién
Premolares Colocacidn
Inf y Sup Dcha distractor
Inicio

dicraccion Sacrificio

contral.

Final Sacrificio Sacrificio

distraccién Grupo I Griipo IT

12 SEMANAS 7 Dias | 5Dias| 4 SEMANAS 4 SEMANAS

Fig. 17. Cronograma planificado para la fase experimental con animales.

A su vez en cada grupo, y con el fin de valorar y cuantificar los distintos parametros que
se establecieron en las diferentes zonas de la zona de distraccion, se distinguieron 3 zonas (Fig.
18):

-Zona A: Parametros y valoraciones realizadas en el fragmento éseo que se desplaza o
transportado, es decir el mas superior u oclusal.

-Zona B: Parametros y valoraciones realizadas en la cdmara de distraccion, es decir en el
area a regenerar.

-Zona C: Pardmetros y valoraciones realizadas en el fragmento 6seo que no se desplaza,

es decir el mas inferior o basal.

l A
— —

A ) |B
= a =

C : C

Fig. 18. Zonas 0Oseas a estudiar.
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El procedimiento quirtrgico que se llevd a cabo fue el siguiente:
lado derecho, realizando un despegamiento mucoperidstico vestibular cuidadoso, odontoseccién
mediante fresa de Lindeman y extraccion de las raices de manera individual mediante botador
recto y forceps de raices inferiores y superiores. La mucosa vestibular y lingual fue aproximada y
suturada con sutura reabsorbible con puntos interrumpidos de colchonero modificado (Fig. 19).
Se esperaron 12 semanas para conseguir una curacion adecuada de los tejidos duros y blandos y

posteriormente se realizo la intervencion de colocacion del distractor .

Fig. 19. Hemimaxilar y hemimandibula derecha. A- con premolares. B-Después de la

exodoncia de premolares.

La colocacion del distractor se realizo en la cresta 6sea alveolar mandibular derecha que se
encontraba edéntula en la zona inmediatamente distal al canino inferior derecho. Se realizé una
incision mucoperiostica a espesor total supracrestal entre el canino y el primer molar e
intracrevicular en la zona vestibular de ambos dientes. Se procedié al despegamiento
mucoperiostico vestibular y a la visualizacion del nervio mentoniano, que no se seccioné en los
Ccasos que su posicion no coincidia con la osteotomia horizontal. Mediante sierra oscilante a 2000
r.p.m e irrigacion profusa con suero fisiologico se llevo a cabo la osteotomia horizontal a una
distancia de 5 mm del reborde superior alveolar y con una longitud mesio-distal de 20 mm.
Comprobamos que la osteotomia era completa a nivel lingual mediante un escoplo fino con
palpacion en zona lingual. Posicionamos el distractor y realizamos lechos 6seos mediante una
fresa de tungsteno Lindemann e irrigacion a una medida de 6 mm de profundidad para poder
colocar los tornillos de retencion. En primer lugar se atornilld6 manualmente el tornillo basal-

superior, posteriomente el oclusal y después el basal-inferior. Mediante fresa de tungsteno
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lanceolada e irrigacion se realizaron 2 osteotomias de socavado de unos 2 mmm de profundidad
en la zona superior de la cresta alveolar, separadas entre si por 20 mm, y de manera equidistante
al eje mayor del distractor, con el fin de posicionar posteriormente las osteotomias verticales, y
evitar bordes cortantes del hueso del hueso a transportar. A continuacion se realizaron las 2
osteotomias verticales con sierra oscilante e irrigacion sobre las zonas marcadas previamente, y

cuidando evitar el corte de la mucosa lingual (Fig. 20).

Fig. 20. Colocacidn de distractor . A-Vision vestibular. B- Vision oclusal.

Comprobamos la distraccion, mediante la activacion del tornillo de distraccion (Fig. 21) y se
reposiciono el distractor en la posicion inicial. Se procedié a la sutura mediante suturas
interrumpidas de colchonero modificado con nylon 3-0. Se dosificé de manera intramuscular a
cada animal durante 3 dias estreptomicina + penicilina G (2ml/animal/dia) y flunixin
(1,Amg/kg/dia) .

Fig. 21. Comprobacioén de la distraccion (Vision vestibular).

107



Materiales y Metodologia

3- Protocolo de distraccion y controles postoperatorios:

Se esperd un periodo de latencia de una semana, se procedio a la retirada de la sutura, y se
inicid el indice de distraccion a 1,5 vueltas/dia (1 mm en longitud/dia) durante 5 dias. Al final de
la distraccion se obturd el acceso al tornillo de distraccion con algodén y material de obturacion
provisional. Durante todos los dias de activacion valoramos el estado de la zona quirurgica, asi
como aplicacion de clorhexidina en gel y en spray (Lacer, Barcelona, Espafia). Se realizo
resutura de los tejidos en el caso de dehiscencias mediante sutura simple interrumpida con sutura
reabsorbible de 3-0, asi como de tratamiento antibidtico y analgésico cuando aparecia alguna
complicacion en la zona intervenida. Durante el periodo de consolidacion se realizaron revisiones

una vez por semana realizando una aplicacion en la zona de estudio de clorhexidina en spray.

4- Toma de biopsias y recogida de muestras:

Se realizo en el quir6fano del servicio hospitalario. En las zonas a estudiar realizamos una
incision supracrestal a espesor total, con despegamiento mucoperiostico vestibular y lingual en
toda la zona edéntula. Se desatornillaron los 3 tornillos de fijacion y se retird el distractor. En la
zona vestibular del hueso basal se colocé una chincheta de fijacion de membranas (Frios Fixation
Set, Friatec, Mannheim, Alemania) para orientar espacialmente la muestra. Mediante sierra
sagital e irrigacion con suero salino se realizaron osteotomias transversales de todo el cuerpo
mandibular con un margen distal y mesial de aproximadamente 3 mm al fragmento transportado,
de tal forma que lo bloques d6seos incluian la totalidad de las zonas 6seas distraidas y el hueso
mandibular subyacente. Las muestras se incluyeron en una dilucién tamponada de formaldehido
al 4%.

Antes de fijar las muestras, se midié con una regla milimetrada la altura del hueso

transportado y de la cdmara de distraccion.

5- Sacrificio del animal:

Después de la toma de biopsia se procedid al sacrificio de los animales mediante
administracion de tiopental sodico (1g/ animal via 1.V.). Los cadaveres se almacenaron en una
frigorifico tipo arcon y la eliminacion de los mismos fue llevada a cabo por el servicio de

recogida de residuos organicos del Ayuntamiento de Madrid mediante incineracion.
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6- Procesado de las muestras

Las muestras se fijaron en una solucion de formaldehido al 4% tamponado con HCO3Na
y HCI que se mantuvo a un pH 7 durante 7dias. Se procesaron las muestras segun la técnica de
Donath07) para obtener secciones de hueso sin descalcificar.

Las muestras fueron deshidratadas mediante la inmersion en las siguiente soluciones de
etanol :

-5 dias en Etanol al 60%.

-5 dias en Etanol al 60%.

-5 dias en Etanol al 60%.

-5 dias en Etanol al 80%.

-5 dias en Etanol al 96%.

-5 dias en Etanol al 100%.

-5 dias en Etanol al 100%.

Durante la fase de infiltracién e inclusion en glicolmetacrilato, las muestras fueron

inmersas en las siguientes soluciones, y fueron mantenidas dentro de un recipiente opaco a la luz:

-5 dias en solucion al 50% de etanol (100%) y 50 % de GMA(Sigma).

-5 dias en GMA(Sigma)

-5 dias en GMA(Sigma)

-5 dias en solucién al 50% de GMA(Sigma) y 50 % de GMA(Technovit 7200 VLC)
-10 semanas en GMA (Technovit 7200 VLC)

Las muestras fueron polimerizadas en la unidad de polimerizacion durante 2 horas con
luz blanca (intensidad reducida) y 4 horas con luz azul (intensidad elevada), mediante

refrigeracion con agua que mantuvo la temperatura por debajo de 40 °C.

Los bloques polimerizados fueron recortados en bloques de paredes paralelas y adheridos
a dos portaobjetos de metacrilato de aproximadamente 1,5 mm de espesor (sandwich) mediante
resina fotopolimerizable, utilizando la unidad de prensado y fotopolimerizando con luz azul

durante 15 minutos.

Los cortes se realizaron a 180 um por medio de la unidad de corte con una sierra de 0,2

mm de espesor. Los cortes en cada muestra se realizaron de manera transversal al eje longitudinal
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de la muestra (perpendicular al cuerpo de la mandibula) (Fig. 22) en las zonas donde existia
simultdneamente mayor cantidad de hueso en la camara de distraccion y el hueso transportado
suprayacente. Se realizaron cortes en cada zona de la muestra donde se daban estas dos

circunstancias iniciandose por las zonas mas distales.

Las muestras fueron pulidas en la unidad pulidora, utilizando inicialmente con control
automatico una hoja de pulir de grano P500 hasta obtener un espesor de la muestra entre 30-90
um y después mediante control manual con una hoja de grano P2000, hasta conseguir la mayor
transparencia posible en la muestra.

Las muestras fueron tefiidas mediante técnica de azul de toluidina, Modificacion de
Goldner del tricromico de Masson, hematoxilina-eosina y rojo sirius. Se realizaron segun el
procedimiento de Donath especial para hueso calcificado incluido en metacrilatogor. El
procedimiento para cada tincion son descritos en el ANEXO 1.

Las muestras tefiidas fueron deshidratadas mediante alcohol al 96% y al 100%, tratadas
con citrosol (Panreac quimica SA, Barcelona, Espafia)como disolvente y posteriormente
cubiertas con un cubre-portaobjetos mediante el medio de montaje Depex(Panreac quimica SA,

Barcelona, Espafa).

Fig. 22. Esquema de la direccion de los cortes histoldgicos.

7- Evaluacion histoldgica e histomorfométrica:

La valoracion histoldgica se realizé en un microscopio 6ptico observando la muestra a
40, 100, 200 y 400 aumentos, y utilizando filtros para polarizar la luz. Con esta valoracién se

obtuvieron las siguientes variables cualitativas obtenidas en la cdAmara de distraccion (zona B):
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hueso reticular, hueso de fibras paralelas, hueso laminar, estructura trabecular, estructura
cortical, continuidad de superficie lingual y continuidad de superficie vestibular. Se consideraron
4 grupos de porcentaje: <25 % (+); 25-50% (++); 50-75% (+++) y >75%(++++).

También se estudiaron varias variables cuantitativas histomorfométricas estaticas y
bidimensionales(gs, 72). L0s distintos parametros se midieron en las 3 zonas ¢seas de estudio o
unicamente en la cdmara de distraccion: Hueso transportado (zona A), camara de distraccion
(zona B) y hueso basal (zona C). La nomenclatura 'y abreviaturas se establecieron siguiendo las
recomendaciones de la American Society for Bone and Mineral Research (1987)10g).

Para el estudio histomorfométrico las imagenes de las muestras se capturaron utilizando
2 métodos en funcion de las variables a estudiar. Mediante el software MIP4 se obtuvieron los
resultados de todas las variables cuantitativas estudiadas.

El primer método de capturacion de imagen se realizd6 mediante la camara de video y el
objetivo fotografico de 55 mm sujetos al soporte de macroscopica a una altura constante de 43
cm, y colocando las muestras sobre la fuente de luz de la lupa de aumento, a una intensidad
constante niamero 4. Dicha captacién equivalia a 5 aumentos de la lupa de la lupa de aumento.
Con este sistema de capturacion se realiz6 el estudio de la densidad de area Osea, el perimetro
0seo y la altura de hueso, mediante una calibracion previa utilizando una regla transparente
milimetrada.

El segundo método de capturacion se realizo utilizando la cdmara de video y la lupa a 30
aumentos y una fuente de luz a intensidad constante nimero 4. Con las imagenes capturadas de
esta manera se estudié la anchura trabecular vestibular y lingual en la cdmara de distraccién, y la
densidad de osteoide vestibular y lingual en la camara de distraccion. Para la calibracion de estas
imagenes se utilizé una placa de calibracion para microscopio con una cuadrado maximo de
1000x1000um, y un cuadrado minimo de 50x50um.

El procedimiento para medir las variables cuantitativas estudiadas fue el siguiente:

- Densidad de Area Osea (por Bone Area per Total Area, B.Ar/Tt.Ar). Determina la
cantidad de hueso mineralizado dispuesto tanto en trabéculas como osteonas con relacién a la
zona de tejido total. Nos va a indicar la densidad de hueso que se encuentra en el area regenerada
y la densidad remanente en el hueso basal y el hueso transportado después de la distraccion.
Expresado en mm?’mm? o bien en porcentaje. Obtenida en la zona A, zona B y zona C
dividiendo el area de hueso y el area total (area 6sea y el area no 6sea).

La imagen capturada fue convertida en tonos de grises y se realizd una delimitacion con

lineas y segmentacion de tonos de grises de cada zona de estudio (Fig. 23). Se consideraron las
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zonas como hueso mineralizado en funcion de las diferencias de tonos de grises que presentaban
y comparandolas a la imagen con el color de la tincién original. El valor final se obtuvo

realizando la media entre los valores obtenidos de todos los cortes de cada muestra.

B.Ar/Tt.Ar area 6sea x100

area total

Fig. 23. Morfometria de Densidad de Area Osea. A- Muestra capturada (x 5). B-
Delimitacion con lineas de zonas de estudio y conversion en grises.C- Segmentacion.

- Perimetro 6seo (por Bone Perimeter, B.Pm). Determina el perimetro de todo el
hueso trabecular o cortical mineralizado. Expresado en mm. Nos va a indicar la porosidad del
hueso que se encuentra en el hueso basal, la camara de distraccion y el hueso transportado.
Expresado en mm. Obtenido en la zona A, la zona B y la zona C mediante delimitacion con lineas
y segmentacién de niveles de grises. El valor final se obtuvo realizando la media entre los valores
obtenidos de todos los cortes de cada muestra.

- Altura o6sea ( Por Bone Width, B.Wi). Determina la anchura o altura ésea que se ha
obtenido en la camara de distraccion, y queda remanente en el hueso basal y el hueso
transportado, asi como en la altura total de la muestra. Expresado en mm. Se obtuvo en la zona
A, lazona B, la zona C y en la totalidad de la muestra. Las 3 zonas de estudio se delimitaron con
lineas y se realizaron 3 mediciones equidistantes en cada una de ellas, asi como en la muestra

total, siguiendo la direccion ocluso-basal. En cada muestra se realiz6 una media entre los 3
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valores obtenidos, y el valor final se obtuvo realizando la media entre los valores obtenidos de

todos los cortes de cada muestra.

- Anchura trabecular en zona vestibular y lingual de la camara de distraccion (Por
Vestibular Trabecular Width, Tb.Wi(V) y Lingual Trabecular Width(L). Determina la
formacién y grosor de las trabéculas de la zona regenerada. Expresado en um. Realizado en un
campo de 1800x1800um en la zona vestibular de la cdmara adyacente al hueso basal, y en un
campo de 1800x1800um en la zona lingual de la cdmara adyacente al hueso basal (Fig. 24). Se
realizaron 5 mediciones en la zona de anchura intermedia (ni la zona mas ancha ni la mas
estrecha) de 5 trabéculas aisladas equidistantes y resolviendo la media aritmética. El valor final se

obtuvo realizando la media entre los valores obtenidos de todos los cortes de cada muestra.

CAMPO VESTIBULAR CAMPO LINGUAL
1800 X 1800 1800 X 1800

Fig. 24. Delimitacion de campos de estudio vestibular y lingual en la camara de

distraccion.

- Densidad de Area de Osteoide en zona vestibular y lingual de la camara de
distraccion (Por Vestibular Osteoid Area (O.Ar/Tt.Ar(V) y Lingual Osteoid Area
(O.Ar/Tt.Ar(L). Determina la cantidad de osteoide dispuesto tanto en trabéculas como osteonas
en relacién con la zona de tejido total en el campo estudiado. Determina la fase de neoformacion
6sea y la funcion osteoblastica en la cdmara de distraccion. Expresado en um %um? o bien en
porcentaje. Obtenido en un campo de 1800x1800um en la zona vestibular de la cAmara adyacente
al hueso basal, y en un campo de 1800x1800um en la zona lingual de la camara adyacente al

hueso basal (Fig. 25). Se consiguio dividiendo el area de osteoide por el area total en el campo
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estudiado (4rea total en campo de 1800x1800um = 3200 um? ). El 4rea de osteoide se obtuvo
mediante delimitacion del osteoide con lineas continuas y segmentacion de niveles de grises en
el campo estudiado. El valor final se obtuvo realizando la media entre los valores obtenidos de
todos los cortes de cada muestra.

O.Ar/Tt.Ar: area osteoide x100

Fig. 25. Morfometria de Densidad de Area de Osteoide Lingual. A- Imagen capturada (x
33). B- Delimitacion del campo y del osteoide con lineas. C- Conversion en grises. D-

Segmentacion.

8-Analisis estadistico

Se realizo en el Centro de Proceso de Datos de la UCM. Se realizo una estadistica descriptiva
con el establecimiento en cada variable de las medias y las desviaciones estandar a la media entre
los diferentes cortes de cada muestra. No se realizé ninguna estadistica inferencial por considerar
muy escasos el nimero de animales (1 animal por cada grupo de estudio) en los que se podian
comparar de manera fiable los resultados histomorfométricos 6seos tras un proceso de

distraccion alveolar.
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Resultados

EVALUACION CLINICA Y MACROSCOPICA

Los 11 animales se recuperaron bien de la cirugia. La alimentacién y el estado general
fue bueno a lo largo de todo el experimento. En todos ellos se realizaron las extracciones sin
complicaciones de los premolares derechos maxilares y mandibulares, observandose a las 12
semanas una brecha de cresta edéntula redondeada y homogénea en su superficie desde el canino

al primer molar tanto en el maxilar como la mandibula (Fig. 26)

Fig. 26. Brechas edéntulas maxilar y mandibular, tres meses después de las

exodoncias de premolares.

En 6 animales se consiguieron obtener las muestras en el momento que se habia
planificado inicialmente, mientras que en los otros 5 animales no se recogieron muestras por
pérdida prematura de distractor y el fragmento 0seo a transportar. Solo en un animal se retir¢ el

distractor en el momento de consolidacion que se habia proyectado inicialmente (Tabla 6).

Tabla 6. NUmero de animales de estudio en cada fase

experimental

Colocacion Inicio Final Evaluacion

Distractor | Distraccion | Distraccion | Histologica
GRUPO I (n) 5 3 2 2
GRUPO I (n) 5 4 3 3

115



Resultados

Tabla 7.Altura de hueso medido tras la toma de biopsia

GRUPO | GRUPO 11
Animal 6 | Animal 7 Animal 8 Animal 9 | Animal 10
Altura de hueso 5 4 3 3 2
transportado (mm)
Altura de camara de 5 2 3 6 5
distraccion (mm)

En 3 animales se produjo una dehiscencia de la herida quirdrgica con exposicion del
fragmento 6seo a transportar en el momento de iniciar la fase de distraccion(Fig. 27). Se realiz6
irrigacion con suero y clorhexidina en spray de la zona y resutura con sutura reabsorbible 3-0. En
los dias siguientes se volvia a exponer la zona con lo que se decidio retirar el distractor y el

fragmento 6seo a transportar (Fig. 28). La mucosa fue de nuevo suturada y no se sacrifico el
animal.

Fig. 27. Dehiscencia ésea y exposicion de fragmento 6seo tras fase de latencia.

Fig. 28. Retirada de distractor y fragmento 6seo.
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En otros 2 animales se consiguid iniciar la fase de distraccion pero se observo dehiscencia
de la mucosa y exposicion del fragmento transportado a lo largo de la fase de distraccion y en la
primera semana de la fase de consolidacion (Fig. 29). La cdmara de distraccion se observaba
invadida por la mucosa, lo que se presentaba incompatible con la regeneracion dsea. Se decidio
retirar el distractor con el fragmento dseo transportado, se irrig6 la zona con suero y se resutur6 la

herida con sutura reabsorbible 3-0. No se sacrifico el animal.

Fig. 29. Dehiscencia mucosa y exposicion de fragmento 6seo en primera semana de

consolidacién.

En los 5 animales restantes se termind la fase de distraccion observando en todos los
animales un aumento vertical de la cresta alveolar de aproximadamente 5 mm. Este aumento se
observaba a la exploracion tanto para los tejidos duros como la mucosa suprayacente (Fig. 30 y
Fig. 31). Durante la fase de distraccion, observamos que en los 2 primeros dias de activacion no
se observaba una resistencia en el momento de activar el distractor. Del tercer al quinto dia se
observaba una mayor resistencia a la activacion, posiblemente debido a la mayor tensién ejercida

sobre la mucosa suprayacente.
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Fig. 31. Aumento de cresta alveolar después de finalizar la fase de distraccion (Animal n° 9)

En el animal n® 6 se observé una dehiscencia mucosa en la zona mesial de la zona
distraida en la primera semana de consolidacion. La zona fue tratada semanalmente con
clorhexidina en spray y se mantuvo al animal hasta las 4 semanas de consolidacion. La
dehiscencia fue incrementadndose en tamafio gradualmente observandose una migracion de la
mucosa en la zona mesial hacia la camara de regeneracion. El distractor se mantuvo estable
durante las 4 semanas (Fig.32).

La muestra obtenida se incluy6 en el Grupo I. En la toma de la muestra se observo que la
camara de regeneracion se presentaba invadida por la mucosa en la mitad mesial, mientras que en
la otra mitad distal se observaba a la palpacién con sonda de exploracion un tejido duro pero con
menor dureza a la del hueso basal. La superficie 6sea de la cAmara de regeneracion presentaba
cierta depresion en la cara vestibular, y menor depresion en la cara lingual. El fragmento
transportado presentaba vascularizacion y un redondeado en su mitad distal, mientras que en la

mitad mesial se observaba con el borde agudo y sin presencia de vascularizacion (Fig. 33).
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La observacion de la muestra tras polimerizacion del glicolmetacrilato y los cortes
transversales mas distales demostrd la existencia en la camara de distraccion de un tejido de
diferente coloracion a la del hueso cortical basal y el hueso transportado. Se vio una altura de 5
mm en la cdmara de distraccion y de 4 mm en el fragmento transportado. Se observd una
regeneracion de la cortical lingual pero no de la vestibular (Fig. 34). En el corte transversal-
central de la muestra se observaba regeneracion de la cortical lingual de la camara de distraccion
pero una zona mas translucida en la zona central y en la zona vestibular de dicha cadmara (Fig.
35).

Fig. 32. Aumento de cresta alveolar después de finalizar la fase de consolidacion(Animal
n°). A-Dehiscencia en la zona mesial a la primera semana de consolidacion. B- Previo a la

biopsia.

Fig. 33. Muestra después de 4 semanas de consolidacion (Animal n® 6) . A-Vision
vestibular. B- Visién lingual.
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Fig. 34. Muestra después de 4 semanas de consolidacion (Animal n°6). Inmersién en

glicolmetacrilato liquido. A-Vision vestibular. B- Vision lingual).

Fig. 35. Cortes transversales de las muestras polimerizadas. A- Corte mesial en muestra de
animal n° 6. B- Corte mesial en muestra de animal n® 7. C- Corte distal en muestra de
animal n° 8. D- Corte distal en muestra de animal n° 9. E- Corte distal en muestra de animal

n° 10. F- Corte distal en muestra de animal n° 11(control).
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En el animal n® 7 se observo en la primera semana de consolidacion una inflamacién en
la mucosa adyacente al tornillo de fijacion oclusal. Esta inflamacién provoc6 una dehiscencia
mucosa que permitia la comunicacion de dicho tornillo con el medio oral (Fig. 36). Se observo
una desinsercion y movilidad de dicho tornillo por lo que en este momento se retiré el tornillo de
retencion oclusal y el fragmento superior del distractor, observandose una reabsorcion en crater
del fragmento 6seo transportado. Se retird el tejido de granulacién de la zona y se irrigd con
suero y clorhexidina en spray. Se resuturaron los tejidos de nuevo mediante sutura reabsorbible
de 3-0 y se espero a las 4 semanas de consolidacion. Al retirar el tornillo oclusal y el fragmento
superior del distractor, se perdia la estabilidad del fragmento éseo transportado con lo cual se
observo en las semanas siguientes un prolapso inferior del fragmento transportado con lo cual se

perdian practicamente los 5 mm de la altura vertical conseguida inicialmente.

La muestra obtenida se incluyé en el Grupo | y se observé que habia un cierre importante
de la camara de distraccion por prolapso del fragmento transportado, quedando de ella
Unicamente unos 2 mm en la zona mas mesial (Fig. 37). La observacion de las muestras tras
polimerizacion del glicolmetacrilato y los cortes transversales mas mesiales demostré la
existencia en la cdmara de distraccion de un tejido con diferente coloracion a la del hueso cortical
basal y el hueso transportado. Se vio una altura de 2 mm en la cdmara de distraccion y de 3 mm
en el fragmento transportado. Se observé cierta regeneracion de la cortical lingual pero ninguna

en la cortical vestibular. (Fig. 35) .

Fig. 36. Inflamacion de mucosa adyacente a tornillo de fijacion oclusal en la primera

semana de consolidacion (Animal n° 7).
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Fig. 37 Muestra después de 4 semanas de consolidacion (Animal n°7). Inmersion en
glicolmetacrilato liquido.A-Vision vestibular.B Visién lingual.

En el animal n° 8 se observo en la segunda semana de consolidacion una inflamacion en
la mucosa adyacente al tornillo de fijacién oclusal al igual que en el animal n° 7. Se procedio6 de
la misma manera que en el animal n® 7 y se esperaron hasta las 8 semanas de consolidacion. Al
retirar el tornillo oclusal y el fragmento superior del distractor, se perdia la estabilidad del
fragmento 6seo transportado con lo cual se observo en las semanas siguientes un prolapso inferior

del fragmento transportado perdiéndose unos 2 mm de la altura vertical conseguida inicialmente.

La muestra obtenida se incluyd en el Grupo Il y se observd que habia un cierre
importante de la cAmara de distraccion por prolapso del fragmento transportado, quedando de ella
unicamente unos 3 mm (Fig. 38). En la superficie vestibular de la camara de distraccion se podia
palpar un tejido de similar dureza al hueso basal , aunque con ligera depresion en comparacion a
la superficie cortical del hueso basal. En la superficie lingual de la cdmara de distraccion se
observaba un mayor espesor de la cortical, con menor depresion de la superficie. La observacion
de las muestras inmersas en el glicolmetacrilato liquido permitio distinguir el hueso regenerado
en la cdmara de distraccion tanto en la cara vestibular como en la cara lingual. Se vio una altura

de 3 mm en la cAmara de distraccion y de 3 mm en el fragmento transportado (Fig. 35).
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i : i
Fig. 38. Muestra después de 8 semanas de consolidacion (Animal n° 8). Inmersion en

glicolmetacrilato liquido. A-Vision vestibular.B-Vision lingual.

En los animales n® 9y 10 se observo durante la cuarta semana de consolidacion una
inflamacién en la mucosa adyacente al tornillo de fijacion oclusal, al igual que ocurrié con el
animal n° 7 en la primera semana y el animal n° 8 en la segunda semana (Fig. 39). Se procedio de
la misma manera que en los 2 animales anteriores y se esperaron a las 8 semanas de

consolidacioén para la toma de biopsia.

Fig. 39. Inflamacién de mucosa adyacente a tornillo de fijacion oclusal a las 4 semanas de

consolidacién (Animal n°9).

Las muestras de estos 2 animales se incluyeron en el grupo Il. Se observd una
reabsorcion en altura del fragmento dseo desplazado de unos 2 mm pero no se vio un prolapso
inferior de dicho fragmento hacia la cdmara de distraccion (Fig. 40). Se observaba un redondeado
de los bordes mesial y distal del fragmento 6seo transportado. En la zona donde se coloco el

tornillo oclusal se observaba una reabsorcion en toda la profundidad del fragmento Gseo

123



Resultados

transportado, que en el caso del animal n® 10 practicamente abarcaba todo el fragmento
transportado.

En la superficie vestibular de la camara de distraccion se podia palpar un tejido de similar
dureza al hueso basal , aunque con ligera depresién en comparacién a la superficie cortical del
hueso basal. En la superficie lingual de la cAmara de distraccion se observaba un mayor espesor
de la cortical, con menor depresion de la superficie de la cdmara de distraccion. La observacion
de las muestras inmersas en el glicolmetacrilato liquido permitié distinguir el hueso regenerado
en la cdAmara de distraccion en la cara vestibular y en menor medida en la cara lingual. También
se distinguia el hueso transportado remanente después de la reabsorcion (Fig. 41y Fig 42).

La observacion de las muestras tras polimerizacion del metacrilato y los cortes
transversales mas distales demostrdé la en la camara de distraccion de un tejido de coloracion
diferente a la del hueso cortical basal y el hueso transportado pero sin distinguirse bien los limites
de la osteotomia como ocurria en las muestras del grupo |. Se observé una regeneracion
importante de la cortical lingual, y aunque en menor medida, también de la cortical vestibular, lo
cual tampoco fue observado en las muestras del grupo I (Fig. 35). En el animal n® 9 se vio una
altura de 4 mm en la cAmara de distraccion y de 3 mm en el hueso transportado (Fig. 35). En el
animal n°® 10 de 4 mm en la camara de distraccién y 2 mm en el hueso transportado (Fig. 35).

Fig. 40. Hemimandibula derecha a las 8 semanas de consolidacion (Animal n® 9) .A-Vision
vestibular .B-Visién oclusal
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Fig. 41. Muestras después de 8 semanas de consolidacion (Animal n°9). Inmersion en

glicolmetacrilato liquido. A-Vision vestibular.B-Vision lingual.

Fig. 42. Muestra después de 8 semanas de consolidacion (Animal n° 10). Inmersion en
glicolmetacrilato liquido (Vision vestibular y lingual)

VALORACION HISTOLOGICA

Fue realizada independientemente por 2 operadores. Para la valoracion histoldgica se
utilizaron cortes mesiales y distales de todas las muestras. El resultado de las variables
histologicas cualitativas estudiadas se muestra en la Tabla 8. La valoracion y descripcion

histologica se realizd de manera individual para cada animal del estudio.
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Tabla 8.Variables histoldgicas en camara de distraccién

Resultados

N° HUESO FHILéESAOS HUESO | ESTRUCTURA | ESTRUCTURA | CONTINUIDAD | CONTINUIDAD
ANIMAL | ENTRELAZADO | 5xi £ s | LAMINAR | TRABECULAR | CORTICAL | 'SUPERFICIE | SUPERFICIE
(WB) (PFB) (LB) LINGUAL | VESTIBULAR
3) ++++ + + ++++ + +++ +
7 ++++ + + ++++ + +++ +
8 + ++++ + +++ ++ ++++ +++
9 + ++++ + + +++ ++++ ++++
10 + ++++ + + +++ ++++ +++
11 + + ++++ + ++++ ++++ ++++

Tabla. Variables histoldgicas tras valoracion histologica en cAmara de distraccién (zona B).
(+)<25%; (++) 25-50%0; (+++) 50-75%; (++++) >75%.

ANIMAL N° 6
Debido a la evolucidn clinica en este animal, hay que distinguir entre los cortes obtenidos

en la mitad distal de la muestra y los cortes obtenidos en la mitad mesial (Figs. 43, 44y 45).

Tanto en los cortes distales como mesiales, en el hueso basal a 40 aumentos se observa
que el hueso de esta zona es en su gran mayoria un hueso cortical laminar, maduro o tipo Il (LB,
por Lamellar Bone) formando por osteonas centrales y hueso circunferencial externo e interno. El
grosor del circunferencial externo es mucho menor que el interno y en ocasiones es sustituido por
osteonas.

Se observa neoformacion 6sea a nivel del periostio y el endostio que se engrosa segun se
acerca a la camara de regeneracion (Fig. 46 ). En el periostio se observa en el tercio superior, y en

el endostio en la mitad superior de la cavidad medular .

A 100-400 aumentos se ve que la mayor parte del hueso neoformado presenta las
caracteristicas de un hueso inmaduro entrelazado (WB, por Woven Bone): presencia de
osteoblastos con produccion de osteoide, gran nimero de osteocitos redondeados, con nucleo
muy visible y lagunas grandes, distribucion de células y matriz extracelular anarquica, desorden

arquitectural de las fibras de colageno (luz polarizada) y gran nimero de vasos.
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La matriz extracelular se tifie intensamente con el azul de toluidina, permitiendo
diferenciar el hueso maduro de tincion mas débil y la linea de cementacion que lo delimita. En el
hueso neoformado se observa formacion de hueso inmaduro mediante osificacion
intramembranosa sin observar signos de condrogénesis. En algunas zonas de este hueso
neoformado, la matriz extracelular y las células del hueso reticular se disponen de manera mas
organizada alrededor de los vasos para formar hueso inmaduro de fibras paralelas, con osteocitos
elipsoidales (PFB, Por Parallel Fibered Bone ) que se dispone formando osteonas primarias o
hueso circunferencial primario.

La cavidad medular insinGa disponerse de manera alargada y comunicandose hacia la
camara de distraccion.

En la zona periostica, a medida que nos acercamos a la camara de distraccion, las
empalizadas de osteoblastos se van disponiendo de manera alargada y paralelas al vector de
distraccion.

En la cAmara de distraccion de los cortes distales a 40 aumentos se observa Gnicamente
un hueso trabecular . La zona de osteotomia esta bien delimitada con la diferencia de tincién
entre el hueso nativo (débil) y el hueso neformado (intensa) separados por linea de cementacion
(intensa).

Existen trabéculas delgadas recubiertas de osteoblastos en empalizada produciendo
osteoide, que rellenan y comunican a lo largo de toda la camara. Algunas trabéculas estan
dispuestas de manera paralela al vector de distraccion pero no la mayoria. Se observa alguna
trabécula “en isla” y una zona central unida al hueso transportado que aparece vacia de hueso.
Se observa Unicamente un hueso trabecular .

Se observa mayor densidad de trabéculas en la zona lingual que en la vestibular y una
comunicacion con la medular 6sea presente en el hueso basal.

Con 100-400 aumentos, al observar la zona central sin trabéculas mediante luz polarizada
se ve la presencia de haces de fibras coladgenas con disposicion paralela al vector de distraccion
(Fig. 47).

Las trabéculas se forman en su mayoria de hueso inmaduro con una disposicion
intensamente desorganizada (WB) y aparecen también zonas con PFB aunque en menor
cantidad (Fig. 48). Las trabeculas de la zona vestibular estan formadas casi en su totalidad por
WB (Fig. 49)

En la cdmara de distraccion de los cortes mesiales a 40 aumentos, se observa una escasa

cantidad de trabéculas, inicamente presentes en la zona lingual. En la zona central y vestibular se
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aprecia un infiltrado inflamatorio que al observarlo con 100-400 aumentos se acomparia de la
formacion de un tejido fibroso.

En el hueso transportado de los cortes distales a 40 aumentos, se observa que la mayor
parte se forma de hueso cortical laminar con cavidades internas de tejido conectivo. En la zona
periostica lingual se observa un hueso neoformado de la misma manera que se veia en el hueso
basal.

A 100-400 aumentos, Aparecen algunos fragmentos de hueso necrético: Lagunas
osteociticas con morfologia y disposicién anérquica, lagunas vacias, zonas de reabsorcion
(sacabocados) con presencia de osteoclastos, disposicion andrquica y con poca birrefringencia de
las fibras de colageno (Fig. 50 ).

En la zona necrotica aparecen osteonas de remodelacion con fases de reabsorcion
(presencia de osteoclastos) y fases de formacion (vasos, osteoblastos y hueso neoformado) (Fig.
50).

En el hueso transportado de los cortes mesiales a 40 aumentos se observa menor
cantidad de hueso cortical laminar remanente, con mayor porosidad. A 100-400 aumentos se
observan zonas de remodelado con pocas zonas en fase de formacién e invasion de la zona del

infiltrado inflamatorio y formacion de tejido fibroso.

Fig. 43. Fotografia de toda la muestra (x5) y camara (x10) de corte distal en muestra de
animal n° 6 (Azul de Toluidina).
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Fig. 44. Fotografia de toda la muestra (x5) y cAmara (x10) de corte distal en muestra de
animal n° 6 (Tricromico de Goldner).

Fig. 45. Fotografia de toda la muestra (x5) y camara (x10) de corte mesial en muestra de

animal n° 6 (Hematoxilina-Eosina).
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Fig. 46. Hueso basal lingual(animal n° 6). A-Hueso neoformado en zona peridstica lingual
cercano a la cdmara de distraccion (x40, Azul de Toluidina)). B- WB (flecha roja) y PFB

(flecha azul)) (x200, Azul de Toluidina).

Fig. 47. Zona de camara limitando al hueso transportado(animal n° 6).A- Zona sin
formacion de hueso (x40, Azul de Toluidina). B-Detalle de las fibras colagenas paralelas al
vector de distraccidn en zona sin formacion ésea (x200, Luz Polarizada).
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Fig. 48.Trabeculas en zona lingual de camara (animal n° 6) A- Se observan osteoblastos en
empalizada (flecha verde), WB (flecha azul) y PFB (flecha roja)(x400, Azul de Toluidina).
B-Misma preparacion observada con luz polarizada. Se observa la disposicion orientada de
las fibras de colageno en el PFB.

Fig. 49. Trabeculas en zona vestibular de camara (animal n° 6). A- Trabeculas formadas
por WB (x100, Tricromico de Goldner). B- Osteocitos redondeados con disposicion
anarquica (flecha roja), disposicion de ostoide (flecha azul)(x200, Tricromico de Goldner).
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Fig. 50. Hueso transportado (animal n° 6). A- Hueso necrdtico con zonas de formacion dsea
(flecha azul) y de reabsorcién con osteoclastos(flecha verde)(x200, Azul de Toluidina). B-
Zona de hueso necrdtico con lagunas osteociticas dispuestas de manera anarquica(flecha
roja)(x100, Tricrémico de Goldner).

ANIMAL N°7

En el hueso basal a 40 aumentos se observa un hueso laminar con gran nimero de vasos.
La neoformacion Gsea se da tanto en periostio como en endostio. Es mas ancha e intensa en zona
vestibular que en lingual apareciendo en el periostio en los dos tercios apicales pero no en el
tercio coronal a diferencia de lo que se veia en el animal n°. En el endostio se veia en toda la
camara. Se observan mayor porosidad y osteonas en remodelacién en la cortical vestibular que en
la lingual (Fig. 51).

En la camara de distraccion a 40 aumentos se observan trabéculas finas que comunican
toda la cdmara y con morfologia redondeada sin disposicion paralela al vector. Mayor densidad
de trabéculas en lingual. A 100-400 aumentos se distingue que son trabéculas de WB en su
mayoria, con zonas intercaladas de PFB.

En el hueso transportado a 40 aumentos se mantiene el hueso nativo en la zona
vestibular, oclusal y lingual, pero hay reabsorcién interna del hueso laminar con invasion de la
meédula 6sea. Hueso cortical laminar con muchos vasos. Zonas de remodelado con formacion

Osea acoplada (reabsorcion y aposicion). Osteoblastos en empalizada y formacién de osteoide.
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Fig. 51. Fotografia de toda la muestra (x5) y camara (x10) de corte mesial en muestra de

animal n° 7 (Tricromico de Goldner).

ANIMAL N°8

En el hueso basal a 40 aumentos se ve un predominio de hueso cortical laminar El
circunferencial es mas grueso en la zona interna que externa. Se observa menor neoformacion en
periostio y endostio que en las muestras anteriores. Se ve un poco de neoformacion en lingual
tanto en periostio como endostio. Se observan mayor nimero de osteonas en remodelacion en la
cortical vestibular que en la lingual, y las pocas que se encuentran en esta Ultima se observan
cerca de la camara de regeneracién. Se vio alargamiento de la medular 6sea hacia la camara de
distraccion de manera méas delimitada que en el animal n° 6 (Fig. 52 y Fig. 53).

En la cAmara de distraccion a 40 aumentos se ve mayor densidad de trabéculas en la
zona lingual que en la vestibular donde la disposicion es tan densa que se disponen alrededor de
los vasos para formar un hueso cortical o circunferencial y no aparecen cavidades medulares a
diferencia de los animales n° 6 y n° 7. Es dificil observar trabéculas aisladas. Mayor pososidad y
cavidades méas grandes en zona central y vestibular. La superficie de la zona lingual aparece
regenerada de manera continua mientras que la vestibular aparece mas festoneada.

La camara es mas ancha en la zona vestibular que en la lingual y las cavidades medulares
que contiene los osteoblastos en empalizada se ven més alargadas que en lingual. Los limites de

la osteotomia se diferencian con mas dificultad que en animales nimero 6y 7.
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A 100-400 aumentos la mayor parte son trabéculas de PFB con zonas intercaladas de WB.
Gran cantidad de osteoblastos en empalizada produciendo osteoide recubriendo las cavidades
medulares, sobre todo en la zona central vestibular.

En el hueso transportado a 40 aumentos se ve un hueso cortical laminar en su mayoria.
Zona central superior con hueso neoformado . Todo el hueso parece vital . A 100-400 aumentos
se observan algunas osteonas en remodelacion, unas en fase de remodelacion y otras en fase de

formacion. Menos osteonas de remodelacion que en los animales n°6 y n°7.

Fig. 52. Fotografia de toda la muestra (x5) y cAmara (x10) de corte distal en muestra de

animal n°8 (Azul de Toluidina).
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Fig. 53. Fotografia de toda la muestra (x5) y camara (x10) de corte distal en muestra de

animal n°8 (Hematoxilina-Eosina).

ANIMAL N°9

En el hueso basal a 40 aumentos se ve hueso cortical laminar en su mayoria con gran
cantidad de osteonas en remodelacion, y hueso circunferencial interno mas grueso que el externo
al igual que en los animales anteriores. Se vio alargamiento de la medular ésea hacia la cdmara de
distraccion de manera més delimitada que en el animal n° 6 (Fig. 54 y Fig.55).

Neoformacidn peridstica vestibular y lingual (mas gruesa la lingual) que aparece en toda
la longitud pero mas en el tercio apical. Neoformacion enddstica Gnicamente en el tercio apical.
Medular alargada aunque mas delimitada que en animal n°6.

A 100- 400 aumentos se observa que el hueso neoformado periostico esta mas organizado
que en el animal n° 6, formado por un PFB dispuesto circunferencialmente (Fig. 56).

En la camara de distraccion a 40 aumentos se ve la comunicacion completa de las
trabéculas a lo largo de la cdmara, lo cual no se veia en los animales n® 6, 7 y 8. Estas son gruesas
y se van disponiendo en la zona lingual y vestibular, asemejandose mucho a una morfologia de
hueso cortical o circunferencial que delimita la cavidad medular central (Fig. 57).

Al igual que en el animal nimero 8 la camara de distraccion es mas ancha en la zona

vestibular que en la lingual.
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A 100-400 aumentos se ve hueso neoformado dificil de distinguir del hueso nativo aunque
presenta una tincion mas intensa (Fig. 58). La disposicion de las fibras coladgenas nos reafirma
que es un PFB en su mayoria, con zonas intercaladas de WB. Hueso inmaduro dispuesto en su
mayoria en osteonas y trabéculas primarias. No se ven lineas de cementacion festoneada lo que
indica la inexistencia de actividad osteoclastica (Fig. 59).

En el hueso transportado a 40 aumentos se observa hueso cortical laminar aislado en la
zona vestibular y lingual. Zona central con hueso inmaduro donde se encontraba el tornillo de

retencion del distractor.

Fig. 54. Fotografia de toda la muestra (x5) y camara(x10) de corte distal en muestra de

animal n° 9 (Tricromico de Goldner).

136



Resultados

Fig. 55. Fotografia de toda la muestra (x5) y camara(x10) de corte distal en muestra de

animal n° 9 (Azul de Toluidina).

Fig. 56. Hueso neoformado en periostio lingual cercano a camara (animal n® 9). A-

Diferencia entre hueso nativo y hueso neoformado(x100, Azul de Toluidina). B- hueso
laminar(flecha roja), hueso circunferencial neoformado(flecha azul)(x400, Azul de

Toluidina).
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Fig. 57. Hueso neoformado en zona lingual de cdmara (animal n° 9). A- WB (flecha roja) y
PFB (flecha azul)(x100, Azul de Toluidina). B- osteona primaria formada de PFB. No se
observa ninguna linea de inversion (x400, Azul de Toluidina).

Fig. 58. Limite entre hueso basal y camara en zona lingual (animal n°® 9). A- hueso maduro

nativo (flecha roja), hueso inmaduro en camara (flecha azul)(x40, Tricrémico de Goldner).

B-hueso inmaduro con predominio de PFB (x100, Tricromico de Goldner).
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Fig. 59. Limite entre hueso basal y camara en zona lingual (animal n°® 9). A- Osteona

secundaria con linea ondulada de inversion (flecha roja)(x200, Azul de Toluidina). B-
Osteoblastos cuboidales en empalizada (flecha verde) y osteoide(flecha azul)(x400, Azul de
Toluidina).

ANIMAL N° 10

En el hueso basal a 40 aumentos se ve hueso cortical laminar El circunferencial es mas
grueso en la zona interna que externa. Gran nimero de osteonas en fase de remodelacion. Hueso
mas poroso. La cavidad medular se veia redondeada y no alargada, como en los animales
anteriores.

Hueso neoformado en periostio y endostio. En el periostio se da mas intenso en zona
lingual que vestibular, y es mayor en los dos tercios coronales. La reaccion endostica es menos
intensa y se observa Unicamente en la zona apical (Fig. 60 y Fig. 61).

El hueso neoformado se forma en su mayoria de PFB intercalado con algunas zonas de
WAB. Se va disponiendo en hueso circunferencial, con disposicion alineada de los osteocitos y las
l&minas mineralizadas.

En la cAmara de distraccion a 40 aumentos se ve mayor densidad de trabéculas en la
zona lingual que en la vestibular donde la disposicion es tan densa que se disponen alrededor de
los vasos para formar un hueso cortical o circunferencial y sin cavidades medulares. Al igual que
en el animal n® 8 y n° 9 la camara de distraccion es mas ancha en la zona vestibular que en la
lingual.

En la zona central y vestibular hay zonas sin hueso con tejido conectivo y se observan
algunas trabéculas dispuestas de manera paralela al vector de distraccion. Las trabéculas estan

recubiertas por osteoide en su superficie lo que indica una formacion Osea en esas cavidades
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medulares. A 100-400 aumentos la mayor parte son trabéculas de PFB con zonas intercaladas de
WB.

En el hueso transportado a 40 aumentos queda muy poco hueso cortical laminar
remanente. Zonas de reabsorcion y remodelado con fases de formacién. A 100-400 aumentos se

ve un hueso inmaduro WB en la zona donde se retiré el tornillo oclusal de retencion.

Fig. 60. Fotografia de toda la muestra (x5) y camara(x10) de corte distal en muestra de

animal n° 10 (Hematoxilina-Eosina).

140



Resultados

Fig. 61. Fotografia de toda la muestra (x5) y camara(10x) de corte distal en muestra de
animal n° 10 (Tricrémico de Goldner).

ANIMAL N°11 (Control)

A 40 aumentos se ve hueso cortical laminar que delimita la cavidad medular 6sea con
escasas zonas de hueso trabecular. El perfil del corte transversal es mas ovalada que el resto de
las muestras estudiadas. EI hueso circunferencial interno es mayor que el externo al igual que en
los animales de estudio. No se observa neoformacion ni en el periostio ni en el endostio. El
conducto dentario inferior se observa bien delimitado. Se observan numerosas osteonas en

remodelacion (Fig. 62).
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Fig. 62. Fotografia de toda la muestra (x5) de corte distal en muestra de animal n°® 11

(Tricromico de Goldner).
ANALISIS HISTOMORFOMETRICO

Fue realizado Unicamente por un operador. Se utilizaron las mismas muestras que fueron
utilizadas en la valoracion histoldgica. En el animal n°® 11(control) se obtuvo un Unico valor de
densidad de area Osea y de perimetro 0seo en toda la muestra que se presenta junto a los
resultados de la zona C de las muestras estudio. En este animal, la anchura trabecular no fue
determinada debido a que el hueso era mayoritariamente cortical. La densidad de area de osteoide
se obtuvo en un campo de 1800x1800um en la zona intermedia vestibular y la zona intermedia

lingual.

Las mediciones morfométricas obtenidas para cada variable son presentadas en la Tabla
9y la Tabla 10 en relacion con cada uno de los cortes. En determinados zonas de varios cortes no
se pudieron obtener los mediciones debido a diferentes alteraciones en el procesado técnico del
corte. Las medias y las desviaciones estandar obtenidas para cada animal son presentadas en la
Tabla 11y la Tabla 12.

Teniendo en cuenta los resultados clinicos obtenidos, se pueden considerar tanto al

animal n® 6 como parte del grupo I, y al animal n® 9 como parte del grupo Il, los Unicos animales
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en que se puede hacer una comparativa de los resultados histoldgicos y sobre todo
histomorfométricos del proceso de la distraccion y de la fase de consolidacion. Consideramos que
los resultados histolégicos e histomorfométricos no pueden ser totalmente representativos del
proceso de la distraccién en los otros 3 animales por diferentes razones. De esta manera, en el
animal n® 7 y n° 8 existio un prolapso prematuro del hueso transportado que modificaria el
microambiente en la camara de distraccion. En el animal n° 10 podemos considerar adecuado el
proceso en la camara de distraccion, sin embargo existio una reabsorcion casi completa del hueso
transportado debido a la mucositis suprayacente.

Los resultados de la densidad de area Gsea en la camara de distraccion en los 6 animales se
representan en la Fig. 63. Los resultados de la densidad de area 0sea en la camara de distraccion
de los 3 animales representativos de cada grupo (animales n® 6, n°® 9 y n°® 11) se muestran en la
Fig. 64. Los resultados del perimetro 6seo en la cdmara de distraccion en los 3 animales
representativos se muestran en la Fig. 65. Los resultados de la altura total medida en los 3
animales representativos se muestran en la Fig. 66. La anchura trabecular vestibular y lingual en
la cdmara de distraccién de los 2 animales representativos de cada grupo de estudio(animales n°® 6
y n°9) se muestra en la Fig. 67. La densidad de &rea de osteoide vestibular y lingual de la cdmara

de distraccion de los 3 animales representativos se muestran en la Fig. 68.
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Tabla 9. Variables histomorfométricas por animal y corte

G
soinal | D | PRSI0 | SIS | resivereo | resiuemo. | FESNETES | i
Corte (%) (%) (‘;) sy mm) "

Animal 6-
core1 | 7067 | 4353 | 7723 | 161,94 270,28 197,55 —

pumalo- | e249 | 2069 | 77,34 | 230,66 255,49 155,29 —

pumal’ | 5528 | 2950 | 7305 | 149,56 84,12 291,36 —
pumal™ | 5330 | 3636 | 72,78 | 196,74 92,15 281,93 —

Q)”ritr:i" & 9531 | 66,95 | 75,20 38,45 95,98 190,07 —

fnimate: 76,85 | 39,78 | 69,87 63,43 85,59 240,76 —

pnimate 7639 | 4582 | 72,71 44,11 74,62 136,64 —
pumels | 9010 | 4524 | 71,28 31,32 79,78 192,33 —

Animal 6- 7871 | 49,43 _ 55,03 197,64 — |Nosewvela

pumals- | 8095 | 5812 | 66,75 57,98 214,99 131,46 —

pnimal9- 82,15 | 69,62 | 71,0 57,52 171,15 102,53 —
pumels- | e758 | 57,70 | 6593 79,77 221,98 187,23 —
pumalid- | g503 | 5542 | 7059 60,47 239,12 231,01 —
fmmatio- — 77,70 | 78,45 — 148,29 15210 | Nose R le
pumali- | go61 | 6694 | 72,66 38,62 191,07 178,59 —
pumallo- | 6389 | 6322 | — 44,91 209,91 — |Nosevela

Anmali0- | 7536 | 6783 | 6524 37,97 178,48 188,68 —

é)nrltr:i_l 11- — 79,28 - — 188,90 —

Animal 13- 65,16 — — 236,67 —

,Co(\)r;itr:gl 11- . . 69,92 _ — 175,23 —
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Tabla 10. Variables histomorfométricas por animal y corte

W ANCHURA ANCHURA P A pE S
. AREA AREA i
AniMal | ‘SsEan | 'OSEAB | TOTAL | TRABECULAR | TRABECULAR | OSTEOIDE | OSTEOIDE | “micera
N o) o) (mm)_ | VESTIBULAR | ' LINGUAL | VESTIBULAR | LINGUAL
Corte (um) (pm) (%) (%)
pumalo- | 457 | 461 | 2108 | 87 123 4,65 3,75 —
Aumale- | 520 | 469 | 2153 | 93 145 284 | 440 —
pumal’ 439 | 221 | 1983 | 108 101 25 4,18 —
AumalT 1443 | 220 | 1959 | 103 113 3,12 4,34 —
pnmals 1281 | 388 | 1894 | 205 241 1,28 2,78 —
Aumals 262 | 411 | 1893 | 187 211 1,62 2,75 —
pumale 1280 | 3,77 | 1878 | 193 202 1,90 2,62 -
pumels 286 | 369 | 1872 | 178 197 1,81 2,46 —
Animal 9- No se ve la
corte 1 2,84 6,06 — 133 256 — — zona C ni
el osteoide
Aumals 1272 | 639 | 1885 | 139 210 2,65 1,84 —
Animal 9- No se ve el
pmime 275 | 633 | 1840 | 176 199 — _ | Noseve
AumelS | 269 | 605 | 17,86 | 170 253 1,53 1,37 —
Animal 10- No se ve el
pnima 231 | 496 | 17,44 | 164 170 — | Noseve
pumalio-l 1523 | — 167 187 15 o6 | MNosevela
Anmalio- | 194 | 531 | 1639 | 168 171 — | Noseweel
Animal 10- No se ve la
corte 4 2,05 5,09 — 166 215 — _ zona C ni
el osteoide
pumalio- | 205 | 524 | 1593 | 155 232 178 1,65 -
Animal 11-
corte 1 — | — || — — 1,09 0,56 —
Animal 11-
corte 2 — — | 15,66 — — 0,81 0,71 —
Animal 11-
corte 3 — — | 15,72 — S 0,46 0,84 _
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Tabla 11. Variables histomorfométricas en cada animal (media y desviacion estandar)

N | DENSIDAD | DENSIDAD | DENSIDAD | PERIMETRO | PERIMETRO | PERIMETRO
Animal | AREA OSEA A|AREA OSEA B|AREA OSEAC|  OSEO A OSEO B OSEO C
(%) (%) (%) (mm) (mm) (mm)

0 66,58£578 | 3661979 | 77,29:008 | 1963044859 | 262,89+10,46 | 176,42+29,88
! 54,20£1,40 | 32,93+4,85 | 72924019 | 17315:33,36 | 88,14+568 | 286,65:667
8 84,66:0,53 | 49,45:1198 | 72,27+227 | 44,33t1377 | 83,99:9,16 | 189,95:4254
’ 77,35£6,67 | 58724830 | 67,924277 | 6258+1154 | 20144+22,64 | 140,41+43,05
10 68,47t521 | 66,22+807 | 71741546 | 4549+1046 | 193,37+34,01 | 187,60+32,80
1 71,45£7,18 200,27+32,26

Tabla 12. Variables histomorfométricas en cada animal (media y desviacion estandar)

N° ALTURA ALTURA | ANCHURA | ANCHURA DERISIE[ZAD DEAI\IS:EE,)AAD
) . ALTURA TRABECULAR([TRABECULAR

Animal | OSEAA | AdseaB | TOTAL OSTEOIDE | OSTEOIDE

VESTIBULAR | LINGUAL
(mm) (mm) (mm) o - VESTIBULAR | LINGUAL
(um) (um) (%) (%)

6 4,89+0,45 | 4,65+0,06 |21,31+0,32 | 90,00+4,24 | 134,00+15,56 3,75+1,28 4,08+0,46

! 4,41+0,03 | 2,21+0,01 | 19,71+0,17 | 105,50+3,54 | 107,00+8,49 2,81+0,44 4,26+0,11

8 2,77+0,10 | 3,86+0,18 | 18,84+0,11 | 190,75+11,32 | 212,75+19,70 1,65+0,27 2,6520,15

9 2,75+0,06 | 6,21+0,18 | 18,37+0,50 | 154,50+21,64 | 229,50+29,24 2,09+0,79 1,61+0,33

10 2,09+0,16 | 5,17+0,14 | 16,59+0,77 | 164,00+524 | 19500+27,54 1,64+0,20 1,3140,49

1 15,72+0,07 0,79+0,32 0,70+0,14
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Fig. 64. Densidad de é&rea Osea en la cédmara de distraccion de los 3 animales

representativos.

147



Resultados

Fig. 65. Perimetro 6seo en la cAmara de distraccion de los 3 animales representativos.

Fig. 66. Altura 6sea total de los 3 animales representativos.
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micrometros

Vestibular

¥ Lingual

LT ENTLIBIN]

Grupe | Grupo Il
{(Animal n°6} {Animal n®9)

Fig. 67. Anchura trabecular vestibular y lingual en la camara de distraccion de los 2

animales representativos.

Vestibular
¥ Lingual

Grupo | Grupo ll Grupe ll
(Animal n°8) (Animal n°9) (Animal n°11)

Fig. 68. Densidad de area de osteide vestibular y lingual en la camara de distraccion de los 3

animales representativos.
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Discusion

La distraccion alveolar experimental ha sido estudiada en escasos estudiosss, 39, 156, 9, 177, 29,
34, 38) Utilizandose en la mayoria de ellos como biomodelo el perro de raza beagle o raza mongrel.
La diferencia en el modelo de distractor utilizado y los protocolos de distraccién hacen dificil la
comparacion de los resultados clinicos. Sin embargo el fendmeno de la distraccion se produce
siempre de la misma manera, lo que facilita la comparacion de los resultados histologicos y/o
histomorfométricos.

En el disefio de nuestro estudio se decidié estudiar un grupo con tiempo de consolidacion
reducido (4 semanas) teniendo en cuenta que en la mayoria de los estudios clinicos se aplica un
tiempo de consolidacion de 8-12 semanasgs, 10, 47, 44, 49, 69, 157), PEro sin embargo se esta

empezando a especular con la reduccion o la eliminacion del tiempo de consolidacion(isa, 39, 65).

La investigacion en distraccion alveolar esta impulsando la aparicion de diferentes disefios
de distractor alveolar. De manera general, se diferencian los distractores intradseos y los
distractores extradseos. Diversas publicaciones demuestran que los distractores intraoseos
requieren un alargamiento del periodo de consolidacion para permitir la regeneracion 6sea desde
que se retira el distractor hasta que se colocan los implantesss, 153, 44), ya que es muy dificil que el
lecho dejado por el distractor coincida con la colocacion ideal del implante. Por otro lado, se han
descrito mayor numero de complicaciones de estabilidad y de originar un vector de distraccion
incorrecto, que con los distractores extradseosss, 1s3, 44, 69, 157). Sin embargo, el concepto de “hueso
flotante “ o de vector de distraccion incontrolado seria una ventaja para ciertos autores ya que la
direccion podria ser “moldeable” mediante férulas o dispositivos ortodéncicossz). Por otro lado,
con los distractores intradseos, en el caso de realizar un protocolo con eliminacion o reduccion
de la fase de consolidacién, conllevaria gran dificultad para retirar el distractor de un hueso con

muy poca resistencia biomecanica.

La ventaja del prototipo que presentamos con relacion al distractor extradseo TRACK
(Martin) es la aplicacion en casos de regeneracion de cresta en pérdidas dentarias unitarias, para
movilizar pequefios fragmentos 0seos. El distractor TRACK, al tener las aletas de anclaje con una
disposicién horizontal respecto al eje del distractor podria dafiar la raiz de los dientes adyacentes
al colocar los tornillos de anclaje. Por otro lado es un distractor con un elevado coste.
Consideramos que el prototipo que presentamos podria ser utilizado también en distraccion

alveolar horizontal.
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Sin embargo, nuestro disefio presenta la desventaja de no poder movilizar fragmentos
0seos mas grandes y tiene una ganancia vertical limitada. Estimamos que solo podria movilizar
longitudes de hasta 20 mm, y en longitudes mayores seria necesario utilizar dos distractores para
un mismo fragmento, al igual que se ha utilizado con el distractor LEAD1s3, 157, 44), €l GDD(1s5) 0
el DISSIS@). Otros distractores extroseos consiguen ganancias medias de incluso 15 mm(isa
mientras que el prototipo de nuestro estudio solo consigue un maximo de 6,6 mm. Esto podria ser
solventado con el aumento de la longitud del cuerpo central y el tornillo de distraccion.

El unico modelo existente de distractor-implante (DISSIS) ha demostrado su eficacia
clinica (9. Sin embargo, se ha descrito que se requiere de una altura 6sea minima de 7 mm
mientras que con distractores extradseos este requerimiento puede reducirse hasta los 5 mmgsg).
Por otro lado el mayor problema que puede presentar este disefio es que el vector de distraccion
no coincida con los mas adecuados ejes de carga prostoddncica, ya que en este caso el implante-
distractor no se puede retirar.

Teniendo en cuenta estos factores y los estudios clinicos publicados con muestras y
seguimientos mas amplios, consideramos mas apropiados los distractores extradseoSsa, 47, 48, 10) Y
los implante-distractor g).

A la hora de valorar los estudios experimentales, hay que tener en cuenta la gran
variabilidad entre el humano y otras especies de escasa evolucion filogéneticai11). De esta
manera se deben valorar con mayor escepticismo los resultados que utilizan el conejo y la rata
como biomodelos, que los que utilizan el perro beagle, la oveja, el minipig o los primates. Asi
Stewarto7y observo en elongacion mandibular de conejos que no existian diferencias
significativas al utilizar un indice de distraccion lento(0,5mm/2 veces/dia/15 dias) que uno
rapido(1,5mm/2 veces/dia/5 dias), lo que contrasta con las diferencias que si encontraron otros
estudios, utilizando animales mas avanzados en la escala filogeneticases, sq). Por otro lado los
resultados histologicos encontrados tras la distraccion en mandibula de conejos demuestran una
osificacion mas rapida que en animales superiores. En este modelo se observan signos
radiologicos de osificacion inmediatamente después de la distraccion y a las 4 semanas el gap de

distraccion se encuentra totalmente conectado con trabéculas de WB y PFB2o7).

Sin embargo, se ha considerado empiricamente que en estudios que se investiguen los
mecanismos bioldgicos y mecanismos moleculares de la distraccion estarian indicados animales
pequefios (ratas y conejos) que se encuentran en la misma clase taxonémica que el
humano(Mammalia), mientras que cuando se van a testar distractores para su localizacion

anatomica proyectada, se necesitardn de animales mayores (preferentemente primates no
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humanos, cerdos y perros), que imiten la situacion en humanosg11). En este sentido y de acuerdo
con el articulo de revision en distraccion experimental realizado por Swennen y colsuiyy se
requieren futuras investigaciones en el ambito de la distraccion craneofacial, y se necesitan
mejorar los siguientes aspectos:

-Establecer claramente los parametros bioldgicos (latencia, indices de distraccion, consolidacion,
etc...) con relacion a los diferentes modelos animales y su estado de crecimiento 0seo.

-Descubrir los mecanismos moleculares tanto en los animales genéricos o pequefios (rata y
conejo) como en los méas evolucionados filogenéticamente o grandes (perro, oveja, minipig,
primates no humanos)

-Desarrollo, refinamiento y prediccion de las consecuencias biologicas y anatémicas de los
nuevos distractores antes de su uso en humanos.

-Estudios comparativos para definir el mas apropiado modelo animal, en cada situacion de la

distraccion craneofacial.

Hay que tener en cuenta que el cerdo tiene una capacidad de regeneracion del 50 % mayor
a la del humano (1,2 pm/ dia versus 0,8 um/ dia)7s). En nuestro estudio se optd por el perro por
la capacidad que presenta para imitar la cresta alveolar del humano, siendo su manejo mas
sencillo y su costo menor que en los otros 3 biomodelos méas evolucionados en la escala
filogenética (oveja, minipig, primate). Al igual que en nuestro estudio, se ha observado en otros
trabajos con perross, 3g) que la exodoncia previa de los premolares y la espera de un periodo de
curacion (12 semanas) se hace indispensable para obtener una cresta alveolar edéntula que
presente un hueso alveolar organizado y unos tejidos blandos cicatrizados y estables para colocar
el distractor. La colocacion del distractor de manera unilateral mandibular se corresponde con
resultados satisfactorios en perros con desdentacion o tallado en arcada antagonistass, sq), €n

ovejas(), y de manera bilateral en monoszog).

Durante la intervencion para colocar nuestro prototipo de distractor observamos una serie
de aspectos a tener en cuenta:

Para mayor comodidad en el anclaje y posicionamiento del distractor es conveniente
realizar un marcaje a nivel del orificio superior de la aleta de anclaje inferior. Por encima de esta
referencia podremos realizar la osteotomia horizontal, teniendo en cuenta el espesor minimo de 3
mm del fragmento a distraer. Hay que verificar que la osteotomia horizontal ha llegado a lingual
en toda su longitud mediante un escoplo muy fino o una espatula de cemento. Luego se colocan

los 3 tornillos de anclaje por este orden: Basal- superior, oclusal y basal inferior.
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Antes de realizar las 2 osteotomias verticales es conveniente realizar unas pequefias
osteotomias en la zona oclusal de la cresta con fresa de tungsteno alargada, en ambas zonas
equidistantes del distractor. Esto tiene 2 funciones; por un lado localizar las zonas donde se van a
realizar las 2 osteotomias verticales y por otro lado redondear los bordes del fragmento
transportado, para que no sea una zona traumatica para el tejido blando suprayacente y asi
favorecer una cobertura mucosa adecuada. Esta regularizacion también ha sido recomendada en
estudios clinicoses, 47). El distractor debe estar colocado de manera equidistante a lo largo del
fragmento de distraccion, si esto no ocurre se producird una mayor zona regenerada en donde la
distancia sea mayor.

Se realizan después las 2 osteotomias verticales, mediante la sierra oscilante con un
abordaje de vestibular a lingual (mejor que de oclusal a basal) siendo cuidadoso para que la
osteotomia vertical no sobrepase basalmente la osteotomia horizontal, y que ademas sobrepase la
cortical lingual sin que desgarre la mucosa lingual. Otra opcidn es terminar la osteotomia vertical
mediante un golpe de escoplo muy fino y afilado. Cuando el fragmento a transportar esta
liberado y Unicamente unido a la mucosa lingual se nota perfectamente porque permite un ligero
movimiento de rotacion vestibulo-lingual alrededor del eje del distractor. La importancia de la
integridad e insercion de la mucosa lingual ha sido también corroborado por la mayoria de los

autores(g, 39, 156, 38)-

En cuanto al estado de la mucosa distraida, observamos que cuando se producia una
exposicion prematura del fragmento 6seo en el periodo de latencia no se conseguia un nuevo
recubrimiento con tejido blando, a pesar de los procedimientos de curetaje, limpieza y resutura.
Al dia siguiente, volvia aparecer una dehiscencia de la herida y exposicion del fragmento
movilizado. Se producia una migracion del tejido epitelial en la cAmara de distraccion resultando
inviable para la regeneracion Gsea. Esto quiza sea debido a la necrosis que se produce en el hueso
transportado al no tener una cobertura mucosa y por tanto una vascularizacion insuficiente.
También podria ser explicado por algin componente en la saliva del perro. Pensamos que
clinicamente se deberia revisar diariamente al paciente durante el periodo de latencia, y a la
minima dehiscencia reforzar la sutura o extremar el cuidado en la zona. Oda y colsgs) sin
embargo si consiguieron resolver las dehiscencias utilizando el mismo biomodelo mediante
aplicacion tdpica de clorhexidina. En estudios clinicos la aparicion de dehiscencias han sido

tratadas con éxito mediante procedimientos localesus, 47, 69, 155)-
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La sutura es fundamental en la distraccion alveolar experimental para evitar la migracion
mucosa en la camara de distracciébn. Hemos obtenido mejores resultados con sutura de
colchonero modificado con nylon de 3-0, comparado con sutura simple, colchonero simple,
cruzada, continua, y utilizando seda o Vycril.

Consideramos que la estabilidad del complejo fragmento Oseo-distractor es también
fundamental para completar y mantener la distraccion y evitar la dehiscencia mucosa. El
prototipo de nuestro estudio permite una correcta estabilidad mediante el anclaje con 3 tornillos
de retencion. Oda y colsg) N0 observaron en perros ninguna complicacion mucosa en ninguna de
las fases del experimento. Esto contrasta con el alto porcentaje de complicaciones mucosas que
nosotros observamos en nuestro estudio. Oday cols han utilizaron la insercion de implantes para
producir la distracciongsy y en otro estudio utilizaron un prototipo de distractorg). Los dos
sistemas no parecen presentar una estabilidad adecuada para mantener la camara de regeneracion
durante la consolidacion. La estabilidad necesaria fue conseguida mediante sutura
circunmandibular en el periodo de latencia, un adecuado recubrimiento y cierre de los tejidos
blandos y lo que parece mas significativo fue colocacion inmediata de implantes al terminar la
distraccion. Nosaka y colsisey en su modelo de distraccion horizontal también observaron
inflamacion de la mucosa que rodea al tornillo de distraccion a los 12 dias de consolidacion, que
no fue agravado porque en ese momento se retiro el distractor y se colocaron los implantes. Block
y colsgg) Si consiguen una excelente estabilidad del complejo debido al anclaje del prototipo
utilizado en 4 implantes previamente osteointegrados. No describieron dehiscencias o apertura de
heridas en ninguno de los 8 perros que utilizaron. Sin embargo, este prototipo no es viable para la

utilizaciéon en humanos.

Observamos que si se producia una exposicion prematura del tornillo de anclaje superior
durante la fase de consolidacion se originaba una mucositis del tejido alrededor del tornillo
produciendo una reabsorcién del fragmento superior, con lo que en cuatro casos (animal n° 7, 8, 9
y 10) se tuvo que retirar prematuramente. El colgajo mucoperiostico debe cubrir completamente
el tornillo de retencién oclusal del distractor. Si el tejido blando no lo cubre, se produce una
reabsorcion del hueso perdiéndose el anclaje de este tornillo, e impidiendo o la completa
distraccion o el mantenimiento de la estabilidad durante la consolidacion. Consideramos que si
este fendmeno se produjera clinicamente se podria mantener ese tornillo de anclaje con una
limpieza y desinfeccion meticulosa y diaria de la zona durante un tiempo determinado. En los

animales nosotros establecemos las siguientes hipotesis para explicar este fendmeno:
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1/ Que el tornillo oclusal no tuviera la suficiente superficie de anclaje para tirar del fragmento a
transportar lo que produciria una sobrecarga en la interfase hueso-tornillo que induciria a la
formacion progresiva de una union fibrosa. Podria ser solventado afiadiendo mas tornillos a la
aleta oclusal o bien cambiar el disefio de los pasos de rosca de ese tornillo. Es posible que un
unico tornillo no tuviera el suficiente anclaje para poder traccionar del bloque éseo transportado

(20 mm de longitud x 5 mm de espesor).

2/ Que la aleta superior fuera demasiado gruesa, lo cual impediria la perfecta adaptacion del
tornillo oclusal al fragmento dseo a transportar lo que impediria mantener la estabilidad primaria
de este tornillo oclusal. Esto se podria solventar mediante la modificacion de la aleta oclusal para

que fuera mas fina y adaptable al tornillo.

3/ La falta de higiene oral de los animales provocara un fendmeno de mucositis y reabsorcion
Osea alrededor del tornillo oclusal, en el caso de que exista la mas minima comunicacion con el
medio oral. Esto podria agravarse por el efecto de la saliva sobre el hueso expuesto. Si esta fuera
la causa, tendria dificil solucion en experimentacion ya que en nuestro estudio se realizo
pulverizacion cada dos dias de la zona con clorhexidina en spray y no se consiguio evitar la

inflamacion.

Observamos que en los 2 primeros dias de distraccion no se observaba una resistencia en
el momento de activar el distractor. Del tercer al quinto dia se observaba una mayor resistencia a
la activacion, posiblemente debido a la mayor tension ejercida sobre el tejido blando
suprayacente. En los 5 animales el volumen de tejido conseguido en la cresta alveolar después de
la distraccion se dispuso de manera vertical sobre el tejido basal y no se observaron inclinaciones
o modificaciones del vector de distraccion proyectado. Esto contrasta con el elevado porcentaje
de casos en los que el vector de distraccion aparece incorrecto tras distraccion mandibular en
humanos, sobre todo con el uso de distractores intradseosis7, 69, 53). Hay que tener en cuenta que
la resistencia en la traccion va a depender de la direccidn y espesor de las osteotomias, el tamafio

del hueso transportado y la capacidad de traccion del distractor utilizado.

Consideramos que para utilizar un distractor extradseo se requiere un minimo de 3 mm de
altura Gsea, para poder realizar una osteotomia horizontal y tener garantias de que no va a existir
una fractura del fragmento Gseo a transportar. En el caso de distractores intradseos o distractor-

implante la altura 6sea minima requerida es mayor, debido a la necesidad de un espesor 6seo por
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debajo de la osteotomia horizontal para el anclaje de la parte inferior del distractor. Raghobear y
colsussy sin embargo, establecen que con el distractor estradseo GDD se necesita en la zona
mandibular intermentoniana una altura minima de 5 mm, para poder obtener un espesor minimo
de hueso transportado de 2 mm para colocar los tornillos de fijacion.

En nuestro modelo animal observamos que segun se aumentaba el tiempo de
consolidacién se produjo una reabsorcion vertical del fragmento transportado. Clinicamente se
obtuvo en el animal n° una altura de 5 mm en camara de distracciébn y 5 mm en hueso
transportado. En el animal n°® 9 se obtuvo una altura de 6 mm en cdmara de distraccion y 3 del
hueso transportado. Pensamos que al no existir un defecto en la cresta alveolar esta reabsorcion
es mayor que la que se pueda producir en los casos en que la regeneracion por distraccion se
realice en un defecto alveolar localizado (defecto de varios dientes). De la misma manera ocurre
cuando se realiza distraccion alveolar de maxilares atroficos totalmente edentulos o brechas
edéntulas posteriores, en los que no existe hueso nativo lateral al defecto para proteger al hueso
transportado. Esta reabsorcion del hueso transportado también ha sido descrito en estudios
experimentales(ss, 35y Y clinicosug, 4g). En cualquier caso, parece que con los actuales protocolos
de consolidacién siempre existe una reabsorcion del hueso transportado de unos 2mm , que puede
ser compensado con sobreecorreccion del defecto.

Hay que tener en cuenta que debido al desconocimiento hasta el momento de las
caracteristicas del hueso inmaduro, en gran nudmero de articulos no distinguen los 2 tipos de
hueso inmaduro. De esta manera el hueso entrelazado o reticular se equipara al hueso inmaduro,
sin distinguir las proporciones que existen de hueso de fibras paralelas 0 compuesto que parece
que tiene unas caracteristicas biomecanicas diferenteszg).

Por otro lado, los estudios histomorfométricos pueden tener importantes variaciones intra
e inter observador que hacen muy dificil la comparacion objetiva de resultados. Estas diferencias
dependeran del tipo de hueso a estudiar, variaciones en la seccién, variaciones en la tincion, y
diferencias en las técnicas de medicion. De esta manera se ha demostrado que las variaciones en
la evaluacion intraobservador son minimas, pero no asi las interobservador, incluso cuando el
procesado de las muestras han sido idénticas og).

Consideramos que debido al proceso clinico que se observé a lo largo de nuestro
experimento, los cortes distales de la muestra del animal n° 6, y los cortes distales de la muestra
del animal n® 9 serian las mas fiables para realizar una valoracion histoldgica e
histomorfometrica del proceso de la distraccion tras una consolidacion de 4 semanas y de 8

semanas respectivamente.
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Parece que la disposicion Osea de las trabéculas de manera paralela al vector de
distraccion se da de manera mayoritaria en los cortes distales del animal n® 6 pero aparecen de
manera aislada en las muestras del animal n°® 9 y n® 10 . Por otro lado, las fibras de colageno
dispuestas a lo largo del vector de distraccion solo se observaron de manera localizada en las
zonas del animal n° 6 donde no se habia formado hueso. Parece que la disposicion paralela de las
fibras de colageno y la aparicion de células husiformes similares a fibroblastos (tipicas del
microambiente de la distraccion) se apreciarian mayoritariamente durante la fase de distraccion y
en las primeros semanas de la fase de consolidaciongao, 61). ESto indicaria que a las 8 semanas la
morfologia del hueso neoformado por distraccion no se diferenciaria ultraestructuralmente de
cualquier otro proceso de regeneracion ¢sea. Al igual que en el estudio de elongacion de Karp(i4o
observamos que en nuestro modelo, a las 8 semanas de consolidacion se ve que el gap o cdmara
de distraccion esta practicamente conectada en su totalidad con trabéculas y no se observan
zonas de fibras colagenas. El hueso regenerado a las 8 semanas presentd una disposicion
estructural muy similar al hueso nativo aunque seguia formandose de hueso inmaduro.

Raghobear y colsss) sin embargo, si observaron zonas intermedias con fibras colagenas a
las 8 semanas de consolidacion en su estudio clinico. También describieron al hueso regenerado
como hueso laminar en su mayoria, aunque en nuestra opinion la mayoria del hueso observado
por ellos en la camara de distraccion era un hueso tipo PFB, mientras que el hueso laminar solo
aparecia en las zonas de hueso tranportado y el hueso basal, y lo incluyeron erroneamente como
hueso regenerado. Con este mismo concepto del hueso laminar, Sawaki y colsy) establecen en el
modelo de elongacion mandibular y en elongacion maxilar en perroiyy que a las 8 semanas de
consolidacién existe un predominio de hueso laminar. En nuestra opinion se trataba de un hueso
inmaduro tipo PFB y no un hueso laminar ya que no se observaba la misma intensidad de tincion
que en el hueso nativo y no se presentaban signos de remodelado (lineas festoneadas de

cementacion).

Las caracteristicas que presentd el hueso regenerado en el animal n°6 fue la de WB con
una disposicion trabecular en su mayoria, mientras que en el animal n® 9 se formé de PFB en su
mayoria con una disposicion mas corticalizada. En ninguna de las muestras del estudio
observamos una presencia evidente de un hueso laminar maduro en la cadmara de distraccion y en
otros estudios experimentales solo se observd a partir del tercer mes de consolidaciong. El
momento para la colocacion de los implantes no esta actualmente definida teniendo en cuenta

tanto el tipo de hueso como la cantidad o porcentaje de hueso mineralizado.
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La disposicion estructural de las trabéculas regeneradas a las 4 semanas de consolidacion
era similar al tipo 111 encontrado por Cope y colse1y en su modelo de elongacion mandibular en
perros. Se trata de una disposicién que surge del hueso nativo con zonas aisladas de tejido
conectivo no mineralizado (zona fibrovascular) y alguna trabécula “en isla”.

En nuestro biomodelo solo se observd una formacion ésea intramebranosa sin signos de
osificacion endocondral al igual que otros estudios de distraccion alveolar realizada en perrossg)
0 en humanosissy 0 distraccion de elongacion maxilar en perrosz). Sin embargo otros estudios si
han encontrado diferentes focos de formacion cartilaginosa en distraccion alveolar en ovejas) 0
distraccion de elongacion mandibular en perrose:, 62). La aparicion de osificacion endocondral
parece que va a depender el indice de distraccion aplicado, la estabilidad de la zona de
osteotomia y de manera mas cuestionable del modelo animal utilizado. De esta manera indices de
distraccion mas bajos o mas altos a Imm/dia provocan una mayor diferenciacion condroidess,
167) Y también distraccion continua presenta Unicamente osificacion intramembranosa mientras
que la distraccion discontinua presenta osificacion endocondral(i7s).

Parece que la reaccion periostica y enddstica en el hueso basal es mas ancha e intensa en
las zonas cercanas a la camara de regeneracion en las muestras distales del animal n® 6, mientras
que en las de los animales n® 9 y 10 se dispone de manera mas apical. Parece que la tension
ejercida no solo favoreceria la diferenciacion osteoblastica en la cAmara de distraccion sino
también la de las células osteoprogenitoras del periostio y el endostio. Avalando estos hallazgos
se encuentran los resultados obtenidos tras realizar distraccion o estiramiento progresivo en
mandibula de conejos(1q). En este estudio se elongd el periostio 7 mm y se obtuvo neoformacion
6sea en anchura del cuerpo de la mandibula de 2,86 + 0,56 mm. A las 4 semanas de
consolidacion se observo un hueso inmaduro entrelazado con estructura similar a la encontrada
en nuestro estudio en la superficie del hueso basal del animal n° 6.

La cavidad medular comunicada con el conducto dentario inferior se observé alargado y
comunicado con la cavidad medular en todos los animales de estudio a diferencia de lo observado
en el animal control. Parece que la disposicion de la cavidad medular en la mandibula del perro
originaria que al realizar la osteotomia horizontal se comunicara la cavidad medular basal y el
conducto dentario inferior con la cAmara de distraccion lo cual originaria su alargamiento y la
entrada de diferentes lineas celulares medulares.

La densidad Gsea en la cdmara observada en el animal n® 6 (36,61+ 9,79%) formado en su
mayoria por WB, se asemeja a los resultados encontrados por Zaffe y colSgss, 45y en muestras de

humanos que presentaban una densidad de area del 50% tras 8 semanas de consolidacion. En este
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mismo estudio se observo que a las 12 semanas la densidad de area se disminuia al 37% debido a
la actividad osteocléstica.

Oda y colsgg) con el biomodelo de perro, eliminan el tiempo de consolidacion colocando
los implantes inmediatamente después de la distraccion , observando en todos los casos una union
hueso implante con un porcentaje del 30,2% en zona distraida. El porcentaje de densidad de area
encontrado a las 8 semanas después de colocar los implantes(39,3 + 10,9%) fue menor que el
que nosotros encontramos en el animal n® 9 (58,72 + 8,30%), quizéa debido al dafio que recibid el
hueso regenerado al realizar el lecho implantario. En ese momento encontraron en la cAmara unas
caracteristicas de hueso inmaduro con predominio de PFB al igual que en nuestro estudio.

Los resultados histomorfométricos obtenidos a las 4 semanas tienen correlacion con
valoraciones radioldgicas observadas en elongacion mandibular de perros donde un 31% de los
casos presentaron una radiodensidad en todo el gap de distraccions). Es decir en el 31% de las
muestras presentaban una densidad mineral importante sin encontrar zonas radiotransparentes y
el 69% restante presentaba algunas zonas radiotransparentes centrales pero de muy pequefio
tamafio. La mayoria de las muestras presentaban una rigidez clinica, lo cual podria ser
equiparado a una resistencia biomecéanica adecuada para poder colocar los implantes. Por otro
lado se ha establecido en el mismo biomodelo, que las 4 semanas es el limite de aposicion
mineral a partir del cual existe primero una fase de 2 semanas de estabilizacion y posteriormente
se inicia la fase de remodelado en la que la aposicion mineral es mucho menor (1). Nosaka y
cols(s) también comprobaron que se podian colocar implantes en zona distraida por elongacion
tras 3 semanas de consolidacion observando radioldgicamente la osteointegracion de los mismos.

Nosaka y cols(s6) Observaron osteointegracion de implantes colocados en cresta alveolar
tras distraccion horizontal con tan solo 12 dias de consolidacion. También se ha demostrado que
los implantes pueden desarrollar osteointegracién en hueso regenerado por distraccion de
elongacion mandibular, despues de tan solo 3 semanas de consolidaciones). En las muestras con
mayor tiempo de consolidacion de nuestro estudio (8 semanas) no observamos signos de
remodelacion ni aparicion de hueso laminar en la cdmara de distraccion. En los estudios de

Odag) Y Nosakagise) el hueso laminar se observaba a las 12-14 semanas de consolidacion.

De manera similar a lo observado en otros estudios de distraccion alveolarzg) en nuestro
estudio se observa una mayor densidad dsea, mayor maduracion y organizacion 6sea, en la zona
lingual de la camara de distraccion que en la zona vestibular. Esto es corroborado por los datos
histomorfométricos; Asi en el animal n° 6 se observo una anchura trabecular vestibular de 90 +

4,24 um y una anchura trabecular lingual de 134 + 15,56 um. En el animal n® 9 se vio una
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anchura trabecular vestibular de 154,5 + 21,64 um y una anchura trabecular lingual de 229,5 +
29,24 um. Observamos ademas que en los animales n%, 8, 9 y 10 que la camara de distraccion
era mas ancha en la zona vestibular que en la lingual esto puede ser debido a que al no despegar
la mucosa lingual se retiene un poco el fragmento transportado y por tanto produce un ligero
giro lingual del hueso transportado.

La actividad osteoblastica , representado por la densidad de area de osteoide fue mas
activa en el animal n° 6 (4,08 + 0,46) que en el animal n°® 9 (1,61 + 0,33) ; y ambos eran
superiores a la densidad en el animal control (0,70 +0,14). Este incremento de la produccion de
osteoide fue también observada por Gagglae en su valoracion histologica en ovejas a los 2
meses de consolidacion comporadolo a los 3 'y 6 meses.

El hueso transportado sufre un intenso proceso de remodelado que se ha evidenciado por
el aumento del nimero de osteonas en remodelaciongay). En nuestro estudio observamos, que en el
animal n® 9 el hueso cortical laminar transportado presentaba un menor proceso de remodelacion
y mayor reabsorcion en altura que en el animal n°. Las Unicas zonas con regeneracion dsea
correspondian a las zonas cercanas al tornillo oclusal de retencidn que se retirdé prematuramente.
Esto se corrobord con los datos histomorfométricos en los que el perimetro 6seo, es decir la
porosidad del hueso transportado era mayor en al animal n°® 6 que en el n®9 (196,3 + 48,59% vs
62,58 +11,54%), y la altura dsea del hueso transportado también era mayor en al animal n® 6 (
4,89 + 0,45 mm vs 2,75 + 0,06 mm). Esto podria indicar que la colocacion de implantes a las 4
semanas de consolidacion en vez de a las 8 evitaria la reabsorcion del fragmento transportado. Al
comparar los resultados morfométricos de la altura total conseguida se observo que el animal n°
6 presentaba un incremento de 5,59 mm en comparacion al animal control, mientras que en el
animal n° 9 el incremento era Unicamente de 2,65 mm. Aungue no podemos afirmar que la gran
reabsorcion del hueso transportado en el animal n° 9 se hubiera producido de la misma manera si
no hubiera existido un proceso de mucositis y una retirada precoz del distractor. En el estudio de
Oday cols(g) la perdida en altura vertical obtenida fue Gnicamente de 0,72 mm a las 12 semanas
de consolidacion. Esta pérdida tan minima podria ser debida a la colocacién precoz de los

implantes.
Coincidiendo con las hipdtesis de Zaffe y cols(iss), Oda y cols(s, 39), Nosaka y colss, 156),

Raghobear y cols(ss), podriamos establecer como el momento adecuado para colocar los

implantes entre las 2-4 semanas para el biomodelo mandibular del perro beagle y por
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extrapolacion entre las 6-8 semanas en el humano, o incluso de manera mas precoz si los
implantes no reciben carga. En cualquier caso estos nuevos protocolos deberian ser avalados con
estudios posteriores que comparen diferentes periodos de consolidacion que incluyan la
colocacion de implantes.

Los estudios mas recientes en distraccion ortopédica, oral y maxilofacial, indican dos
objetivos claros en el desarrollo de la distraccion alveolar: Obtener los mejores resultados
histologicos en el menor tiempo posible y establecer nuevos disefios para el mayor nimero de
situaciones clinicas posibles. Existen una serie de tendencias en cada una de las fases de la

distraccion.

-Fase de latencia: Teniendo en cuenta que se han presentado estudios de elongacién mandibular

con resultados positivos eliminando el periodo de latenciaso, 162) tiende a reducirse teniendo en
cuenta la mejor vascularizacion de los huesos maxilares. Sin embargo la mayoria de los estudios
clinicos de distraccion alveolar establecen protocolos con un periodo de latencia entre 5y 7 dias.
Consideramos, que aunque la fase de latencia no seria estrictamente necesaria para la
regeneracion ésea, si es apropiado mantenerla para crear un cierre mucoso de la herida y evitar
dehiscencias y comunicaciones en la camara de distraccion. Por otro lado se considera que es
necesario un cierto tiempo para permitir la migracion de las MSCs al foco de fractura4s). Quiza
la aplicacion de PRP o la aplicacidn de adhesivos tisulares para mejorar la migracion celular y el

cierre de los tejidos blandos podria reducir el tiempo de latencia.

- Fase de distraccién: La mayoria de los articulos publicado presentan un indice de distraccion de

1mm/ dia activando el distractor 2 o0 3 veces al dia. Nuevos protocolos de la fase de distraccién
han obtenido mejores resultados con modificacion de la fase de distraccion alternando tensién y

compresion diariamente4s).

- Fase de consolidacién : Se tiende a retirar el distractor lo antes posible para evitar

complicaciones infecciosas y a colocar los implantes de manera precoz antes de que se produzca
la total mineralizacion de la cAmara de distracciones, 156). Consideramos que el distractor debe
mantenerse Unicamente el tiempo necesario para conseguir un tejido biomecanicamente resistente
a la colocacion de los implantes. La utilizacion de técnicas de fresado a mayor velocidad, con
estabilizacion simultanea del hueso transportado y regenerado podria disminuir el tiempo de

consolidacién hasta practicamente eliminarlo.
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En cualquier caso, parece que las caracteristicas y duracion de cada una de las fases de la
distraccion va a depender en un futuro de las circunstancias de cada individuo y teniendo en
cuenta factores como la edad, el tipo de hueso, el estado general, diagnostico genético, etc... La
determinacion de los protocolos mas adecuados deberian basarse inicialmente en los estudios

experimentales mas completos seguidos por estudios clinicos prospectivos.
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VII-CONCLUSIONES




1-La mandibula del perro beagle, con desdentacion previa unilateral de premolares maxilares y
mandibular, es un biomodelo aceptable para el estudio experimental de la distraccion alveolar

histogénica, aunque es de esperar la aparicion de un importante namero de complicaciones.

2- El prototipo utilizado puede conseguir la altura vertical 6sea y mucosa planificada tras la fase

de distraccion, permitiendo la regeneracion 6sea en la camara de distraccion.

3-El prototipo de distractor utilizado no consigue mantener el aumento tisular vertical alcanzado
mas alla de 4 semanas después de la fase de distraccion. Futuras modificaciones al disefio de este

prototipo podrian facilitar dicho mantenimiento.

4- Existen diferencias histoldgicas del hueso regenerado por distraccion tras cuatro y ocho
semanas de consolidacion. A las 4 semanas se observa un predomino de hueso inmaduro
entrelazado mientras que a las 8 semanas existe un predomino de hueso inmaduro de fibras

paralelas.

5- Existen diferencias histomorfométricas del hueso regenerado por distraccion tras cuatro y ocho
semanas de consolidacion. A las 4 semanas existe un mayor pocentaje de perimetro éseo, de
altura total y de densidad de area de osteoide, mientras que existe un menor porcentaje de

densidad de area Osea, y de anchura trabecular, con respecto a las 8 semanas de consolidacion.

6- La cantidad de hueso regenerado tras un periodo de consolidacion de 4 semanas sugiere un
momento adecuado para la colocacion de implantes y asi evitar la reabsorcién del hueso
transportado. EI comportamiento de dichos implantes colocados en ese tipo de hueso debe ser

investigado en futuros estudios.
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GLOSARIO DE
ABREVIATURAS



ALP: Alkaline Phospatase. Fosfatasa Alcalina.

B.Ar: Bone Area . Area dsea.

BIC: Bone Implant Contact. Contacto hueso-implante

BMD: Bone Mineral Density. Densidad 6sea mineral.

BMPs: Bone Morphogenetic Proteins. Proteinas 6seas morfogenéticas.
BMU: Basic Multicellular Unit. Unidad multiceluar basica.

B.Pm: Bone Perimeter. Perimetro 6seo

BSP: Bone Sialoprotein. Sialoproteina 6sea.

BSU: Bone Structural Unit. Unidad estructural dsea.

B.Wi: Bone Width. Anchura dsea (referido en el estudio a la altura dsea).
DEXA: Dual Energy X-ray Absorptiometry. Absorciometria de rayos X por energia dual
EFG: Epidermal Growth Factor. Factor de crecimiento epidérmico.

FGF: Fibroblast Growth Factor. Factor de crecimiento fibrobléastico.

FNN: Fibronectin. Fibronectina.

GFs: Growth Factors. Factores de crecimiento.

GTR: Guided Tissue Regeneration. Regeneracion tisular guiada

IGF: Insulin like Growth Factor. Factor de crecimiento similar a la insulina.
IL: Interleukin. Interleuguina.

LB: Lamellar Bone. Hueso laminar

LIAN: Lateralization of Inferior Alveolar Nerve. Lateralizacion del Nervio Dentario
Inferior.

MMPs: Metalloproteinases. Metaloproteinasas

MSCs: Mesenchymal Stem Cells



O.Ar: Osteoid Area. Area de osteoide.

OCN: Osteocalcin. Osteocalcina.

ONN: Osteonectin. Osteonectina.

OPG: Osteoprotegerin. Osteoprotegerina.

OPN: Osteopontin. Osteopontina.

PDGF: Platelet Derived Growth Factor. Factor de crecimiento de origen plaquetario.
PFB: Parallel Fibered Bone. Hueso de fibras paralelas.

PG: Prostaglandin. Prostaglandina.

PRP: Platelet Rich Plasma. Plasma rico en plaquetas

PTH: Parathormone. Parathormona.

TBV: Trabecular Bone Volume. Volumen trabecular éseo.
Thb. Wi: Trabecular Width . Anchura trabecular.

TGF: Transforming Growth Factor. Factor de transformacion.

TIMPS: Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases. Inhibidores tisulares de
metaloprotinasas de matriz.

TIAN: Transposition of Inferior Alveolar Nerve. Transposicion del Nervio Dentario
Inferior.

TNF: Tumoral Necrosis Factor. Factor de necrosis tumoral.

Tt. Ar: Total Area. Area total.

TRAP: Tartrate Resistant Acid Phosphatase.

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor. Factor de crecimiento vascular y endotelial.
VNN: Vitronectin. Vitronectina.

WB: Woven Bone. Hueso entrelazado.
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TINCION CON AZUL DE TOLUIDINA

Reactivos:

- Hematoxilina Weigert (la misma que se utiliza en el tricromico de Masson)

- Solucidn acetona/alcohol 1/1

- Agua oxigenada al 30 % p/v de 110 volimenes (tal como viene en la botella)
- Solucion al 1% de azul de toluidina en agua, apH =4

Técnica:

- Hematoxilina Wigert 1 minuto

- Lavar con agua corriente 5 minutos
- Acetona/alcohol 3 segundos
- Agua oxigenada 5 minutos
- Lavar con agua corriente 5 minutos
- Azul de toluidina 3-7 minutos
- Lavar con agua corriente 5 minutos
- Acetona/alcohol 3 segundos
- Lavar con agua corriente 5 minutos
- Montar

TINCION CON TRICROMICO DE MASSON (MODIFICACION DE
GOLDNER)

Reactivos:
- Hematoxilina Weigert
Se prepara mezclando a partes iguales las siguientes soluciones:
Solucién A: 1g de hematoxilina en 100 ml de etanol absoluto (mantener
20 dias a la luz hasta que envejezca).
Solucién B:  ClsFe al 20% 4 ml
HClal35% 1ml
H.O hasta 100 ml

- Solucion de Fucsina acida y Ponceau

Fucsina acida 0'lg
Ponceau de xilidina 0’2 g
H.0 300 ml

Acido acético glacial 0’6 ml

- Solucion de Orange G
Orange G 29
H,O 100 ml

- Solucic')rJ de Acido fosfomolibdico
Acido fosfomolibdico 59
H,0 100 ml

- Solucion de verde luz
Verde luz 0’3¢g
Ac. acéticoal 1% 300 ml

Técnica:
- Hematoxilina Weigert 10 minutos
- Lavar con agua corriente 5 minutos



- Fucsina acida-ponceau 10 minutos
- Aclarar con acético al 2%

- Orange G 5-10 minutos
- Aclarar con acético al 2%

- Acido fosfomolibdico 3-5 minutos

- Aclarar con acético al 2%

- Verde luz 15-30 minutos
- Aclarar con acético al 2%

- Lavar con agua corriente 5 minutos

- Montar

TINCION CON ROJO SIRIO

Reactivos:
- Solucion de Rojo Sirio
Rojo sirio 19
Solucién saturada de acido picrico en H,O 100 ml

- Hematoxilina de Harris

Solucién A:
Hematoxilina 19
Etanol absoluto 10 ml
Solucion B:
Sulfato aluminico-potasico 40 g
H.O 400 ml

Calentar B y afadir A, hervir y afadir 0’5 g de 6xido de mercurio en
agitacion constante. Enfriar por inmersion en agua fria.

Técnica:
- Rojo Sirio 15 minutos
- Lavar con agua corriente 5 minutos
- Hematoxilina de Harris 4-6 minutos
- Lavar con agua corriente 5 minutos
- Montar

TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA

Reactivos:
- Hematoxilina Weigert
- Solucion de eosina

Eosina 19
H,O 100 ml
Técnica:
- Hematoxilina Weigert 10 minutos
- Lavar con agua corriente 5 minutos
- Eosina 4-5 minutos
- Lavar con agua corriente 5 minutos

- Montar
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