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1. Objeto

El presente documento constituye un compromiso entre el estudiante matriculado en el
Master en CIENCIAS ODONTOLOGICAS y su Tutor/esy en el que se fijan las
funciones de supervisién del citado trabajo de fin de master (TFM), los derechos y
obligaciones del estudiante y de su/s profesor/es tutor/es del TFM y en donde se
especifican el procedimiento de resolucién de potenciales conflictos, asi como los aspectos
relativos a los derechos de propiedad intelectual o industrial que se puedan generar
durante el desarrollo de su TFM.

2. Colaboracion mutua

El/los tutor/es del TFM y el autor del mismo, en el ambito de las funciones que a cada uno
corresponden, se comprometen a establecer unas condiciones de colaboracién que
permitan la realizacién de este trabajo y, finalmente, su defensa de acuerdo con los
procedimientos y los plazos que estén establecidos al respecto en la normativa vigente.
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3. Normativa

Los firmantes del presente compromiso declaran conocer la normativa vigente reguladora
para la realizacion y defensa de los TFM y aceptan las disposiciones contenidas en la
misma.

4. Obligaciones del estudiante de Master

- Elaborar, consensuado con el/los Tutor/es del TFM un cronograma detallado de
trabajo que abarque el tiempo total de realizacién del mismo hasta su lectura.

- Informar regularmente al Tutor/es del TFM de la evolucién de su trabajo, los
problemas que se le planteen durante su desarrollo y los resultados obtenidos.

- Seguir las indicaciones que, sobre la realizacion y seguimiento de las actividades
formativas y la labor de investigacion, le hagan su tutor/es del TFM.

- Velar por el correcto uso de las instalaciones y materiales que se le faciliten por
parte de la Universidad Complutense con el objeto de llevar a cabo su actividad
de trabajo, estudio e investigacion.

5. Obligaciones del tutor/es del TFM

- Supervisar las actividades formativas que desarrolle el estudiante; asi como
desempenar todas las funciones que le sean propias, desde el momento de la
aceptacion de la tutorizacidon hasta su defensa publica.

- Facilitar al estudiante la orientacién y el asesoramiento que necesite.

6. Buenas practicas

El estudiante y el tutor/es del TFM se comprometen a seguir, en todo momento, précticas
de trabajo seguras, conforme a la legislacion actual, incluida la adopcién de medidas
necesarias en materia de salud, seguridad y prevencién de riesgos laborales.

También se comprometen a evitar la copia total o parcial no autorizada de una obra ajena
presentandola como propia tanto en el TFM como en las obras o los documentos literarios,
cientificos o artisticos que se generen como resultado del mismo. Para tal, el estudiante
firmard la Declaracién de No Plagio del ANEXO |, que sera incluido como primera pagina de
su TFM.

7. Procedimiento de resolucion de conflictos académicos
En el caso de producirse algun conflicto derivado del incumplimiento de alguno de los

extremos a los que se extiende el presente compromiso a lo lardo del desarrollo de su TFM,
incluyéndose la posibilidad de modificacién del nombramiento del
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tutor/es, la coordinacion del master buscard una solucién consensuada que pueda ser

aceptada por las partes en conflicto. En ningun caso el estudiante podra cambiar de Tutor
directamente sin informar a su antiguo Tutor y sin solicitarlo oficialmente a la Coordinacién
del Master.

En el caso de que el conflicto persista se gestionara segun lo previsto en el SGIC de la
memoria verificada.

8. Confidencialidad

El estudiante que desarrolla un TFM dentro de un Grupo de Investigacién de la Universidad
Complutense, o en una investigacion propia del Tutor, que tenga ya una trayectoria
demostrada, o utilizando datos de una empresa/organismo o entidad ajenos a la
Universidad Complutense de Madrid, se compromete a mantener en secreto todos los
datos e informaciones de caracter confidencial que el Tutor/es del TFM o de cualquier otro
miembro del equipo investigador en que esté integrado le proporcionen asi como a
emplear la informacion obtenida, exclusivamente, en la realizacion de su TFM.

Asimismo, el estudiante no revelara ni transferird a terceros, ni siquiera en los casos de
cambio en la tutela del TFM, informacidn del trabajo, ni materiales producto de la
investigacion, propia o del grupo, en que haya participado sin haber obtenido, de forma
expresay por escrito, la autorizacion correspondiente del anterior Tutor del TFM.

9. Propiedad intelectual e industrial

Cuando la aportacion pueda ser considerada original o sustancial el estudiante que ha
elaborado el TFM sera reconocido como cotitular de los derechos de propiedad intelectual
o industrial que le pudieran corresponder de acuerdo con la legislacion vigente.

10. Periodo de Vigencia

Este compromiso entrara en vigor en el momento de su firma y finalizard por alguno de los
siguientes supuestos:

- Cuando el estudiante haya defendido su TFM.

- Cuando el estudiante sea dado de baja en el Master en el que fue admitido.

- Cuando el estudiante haya presentado renuncia escrita a continuar su TFM.

- En caso de incumplimiento de alguna de las clausulas previstas en el presente

documento o en la normativa reguladora de los Estudios de Posgrado de la

Universidad Complutense.

La superaciéon académica por parte del estudiante no supone la pérdida de los derechos y
obligaciones intelectuales que marque la Ley de Propiedad Intelectual para ambas partes,
por lo que mantendra los derechos de propiedad intelectual sobre
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Resumen

Antecedentes: El injerto 6seo autdlogo, a pesar de ser el estandar de oro para el aumento
de la cresta Osea, conlleva alta morbilidad, tiene disponibilidad limitada y una tasa de
reabsorciéon no predecible. La combinacion de células madre mesenquimales (MSCs)
sembradas en biomateriales puede ser una alternativa viable, ofreciendo menor morbilidad
y mayor expansion mesio-distal y vestibulo-lingual/palatina del injerto gracias a sus

capacidades proliferativas y paracrinas.

Objetivos: El estudio tiene como objetivos evaluar el cambio lineal del ancho de la cresta
Osea y la seguridad de un tratamiento basado en células mesenquimales autdlogas de
médula 6sea (BMSCs) sembradas en un fosfato calcico bifasico (MBCP+) y una membrana
de PTFE reforzada, comparado con un tratamiento control que utiliza injerto 6seo en
bloque de rama mandibular, a los 6 meses tras la cirugia de aumento 6seo. Ademas, se
analizaran como variables secundarias la morbilidad postoperatoria, variables basadas en el
paciente, cicatrizaciébn postoperatoria, longitud total del injerto en sentido mesio-distal

(MD) y el coeficiente de estabilidad del implante.

Material y Método: En este ensayo clinico aleatorizado multicéntrico, se incluyeron 39
pacientes, 35 en otros centros y 4 en Master de Periodoncia de la Universidad Complutense
de Madrid. Tres fueron del grupo test y uno del grupo control, todos presentando crestas
6seas de <4mm de anchura y altura insuficiente para implantes dentales. Se realiz6 cirugia
regenerativa 0sea para aumentar horizontal y verticalmente la cresta antes de la colocacion
de implantes (5,5 meses después). Los eventos adversos, dolor, disconfort, satisfaccion del
paciente y cicatrizacion de tejidos blandos fueron registrados tras la cirugia de aumento y la
colocaciéon de implantes. La longitud de la zona injertada se midi6 mediante férula
quirurgica y calibre. Para el analisis de los datos se utilizo estadistica descriptiva mediante

el software SPSS version 21.0.

Resultados: El cambio en el ancho de la cresta observado en el grupo control fue de 1.69
mm. En el grupo de prueba, el cambio medio fue de 2.14 mm (DS=2.26 mm). No se
reportaron eventos adversos especificos en ninguno de los dos tratamientos. El dolor, la

incomodidad y la cicatrizacion fueron similares entre las dos terapias. Todos los implantes



se colocaron exitosamente con un ISQ >60. El grupo tratado con células alcanz6 una
longitud de injerto mesio-distal significativamente mayor (23 mm; DS=4.76) en
comparacion con el injerto autdlogo (20 mm), el cual requiri6 modificaciones en la

posicion del implante debido a la insuficiente extension del injerto.

Conclusiones: El aumento 6seo de defectos severos de cresta alveolar mediante células
mesenquimales autdlogas sembradas en un material aloplastico proporciona beneficios en
comparacion con los injertos 0seos autdlogos en términos de anchura de la cresta Osea,
dimension mesio-distal del injerto, estabilidad del implante y menor morbilidad
postoperatoria del sitio donante. Estas técnicas representan una alternativa eficaz y menos

invasiva para la regeneracion 6sea en la practica clinica.

Palabras clave: Ingenieria de tejidos 6seos, Fosfato de calcio bifasico, Implantes dentales,

Aumento de la cresta alveolar, Células madre mesenquimales, Regeneracion sea.



Abstract

Background: Autologous bone grafting, despite being the gold standard for alveolar ridge
augmentation, involves high morbidity, has limited availability, and an unpredictable
resorption rate. The combination of mesenchymal stem cells (MSCs) seeded on
biomaterials may be a viable alternative, offering lower morbidity and greater mesio-distal
and buccal-lingual/palatal graft expansion due to their proliferative and paracrine

capabilities.

Objectives: The study aims to evaluate the linear change in the width of the bone crest and
the safety of a treatment based on autologous bone marrow mesenchymal cells (BMSCs)
seeded in a biphasic calcium phosphate (MBCP+) and a reinforced PTFE membrane,
compared to a control treatment using block bone graft from the mandibular branch, 6
months after bone augmentation surgery. Secondary variables such as postoperative
morbidity, patient-based variables, postoperative healing, total graft length in mesio-distal

(MD) direction, and implant stability quotient will also be analyzed.

Material and Methods: In this multicenter randomized clinical trial, 39 patients were
included, 35 treated at other centers and 4 at the Master of Periodontology of the
Complutense University of Madrid. Of these, three were in the test group and one in the
control group, all presenting bone crests <4mm in width and insufficient height for dental
implants. Bone regenerative surgery was performed to augment the crest horizontally and
vertically before implant placement (5.5 months later). Adverse events, pain, discomfort,
patient satisfaction, and soft tissue healing were recorded after the augmentation surgery
and implant placement. The length of the grafted anal was measured using a surgical stent
and caliper. Descriptive statistics using SPSS software andlisi 21.0 were employed for data

analisis.

Results: The change in crest width observed in the control group was 1.69 mm. In the test
group, the mean change was 2.14 mm (SD=2.26 mm). No specific adverse events were
reported in either treatment. Pain, discomfort, and healing were similar between the two
therapies. All implants were successfully placed with an ISQ >60. The group treated with
cells achieved a significantly greater mesio-distal graft length (23 mm; SD=4.76) compared



to the autologous graft (20 mm), which required modifications in the implant position due

to insufficient graft extension.

Conclusions: The bone augmentation of severe alveolar ridge defects using autologous
mesenchymal cells seeded on an alloplastic material provides benefits compared to
autologous bone grafts in terms of ridge width, mesio-distal graft dimension, implant
stability, and lower postoperative morbidity at the donor site. These techniques represent an

effective and less invasive alternative for bone regeneration in clinical practice.

Keywords: Bone tissue engineering, Biphasic calcium phosphate, Dental implants,

Alveolar ridge augmentation, Mesenchymal stem cells, Bone regeneration.



Abreviaturas

BCP- Fosfato de calcio bifasico

BMPs- Proteinas morfogenéticas dseas

CBCT- tomografia computarizada de haz cénico

ePTFE- Politetrafluoroetileno expandido

FGF-2- El factor de crecimiento de fibroblastos 2

MSCs- Células madre mesenquimales autologas

PDGFs- Factor de crecimiento derivado de plaquetas

B-TCP- Beta-fosfato tricalcico

CEIC- Comité ético de investigacion clinica

AEMS- Agencia Espafiola de medicamentos y productos sanitarios
pCT- Microtomografia computarizada

SRpuCT- Microtomografia computarizada de radiacion sincrotrén
HA- Hidroxiapatita

HAS- Albimina sérica humana
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Introduccion

El éxito de una protesis implanto-soportada, tanto funcional como estéticamente, depende
de la colocacion precisa de los implantes, que a su vez depende de la disponibilidad de
hueso suficiente (Chiapasco y Casentini 2018). En los casos donde ha ocurrido una
reabsorcion Osea significativa, la viabilidad de tales protesis se basa en la reconstruccion
previa del hueso del maxilar edéntulo, una situacién comin entre muchos candidatos a

implantes (Tan et al. 2012).

En el ambito maxilofacial, la reconstruccion a menudo es necesaria debido a anomalias
congénitas, traumas severos o resecciones oncoldgicas (Hall et al. 1991). Después de la
pérdida de dientes, el maxilar y la mandibula frecuentemente exhiben defectos que llevan a
la atrofia del tejido alveolar y a la reduccion dimensional. Clinicamente, esto resulta en un
volumen 6seo inadecuado para la colocacion de implantes dentales, presentando un desafio

que las técnicas quirtrgicas convencionales tratan de superar (Nkenke y Neukam 2014).

Aunque los injertos 6seos autdlogos brindan los mejores resultados en la reconstruccion
6sea y son reconocidos como el estandar de oro, presentan varios inconvenientes (Stumbras
et al. 2019). La necesidad de un segundo sitio quirtrgico, la disponibilidad limitada de
hueso, el aumento de la duracion de la cirugia y la potencial morbilidad y dafio nervioso en
el area donante son desventajas significativas (Gjerde et al. 2020; Elnayef et al. 2018;
Georgeanu et al. 2023). Ademas, la tasa de reabsorcion del hueso autdlogo es impredecible,
lo que lleva a resultados clinicos variables (Felice et al. 2009; Swan y Goodacre 2006;
Amini, Laurencin y Nukavarapu 2012). Tales factores contribuyen invariablemente al

aumento de los costes de tratamiento y al malestar del paciente (Himmerle, Jung y

Feloutzis 2002).

Se han desarrollado varios enfoques quirtirgicos para aumentar la cresta alveolar (Sheikh,
Sima y Glogauer 2015; Bell et al. 2002). Dadas las limitaciones del injerto autélogo, se han
propuesto alternativas como sustitutos 6seos—de origen animal, humano o sintético—
(Zimmermann y Moghaddam 2011). Mientras que los sustitutos 6seos son efectivos para

defectos pequenos, su eficacia disminuye en defectos mas grandes (Jensen, Jensen y



Worsaae 2016; Hernigou 2015). En consecuencia, existe una demanda clinica no satisfecha
de intervenciones seguras y eficaces que no incurran en morbilidad del sitio donante (Tang

et al. 2016; Calori et al. 2011).

Dentro de estas alternativas, entre los biomateriales, las ceramicas sintéticas de fosfato de
calcio son muy valoradas por su composicion similar al hueso y se utilizan extensamente en
reparaciones maxilofaciales y dentales (Hornez et al. 2007). Estos materiales, que son
seguros en términos de transmision de patdgenos, exhiben bioactividad y propiedades
osteoconductoras y estan cominmente compuestos de hidroxiapatita, beta-fosfato tricalcico
(B-TCP) o una combinaciéon de ambos (Véron et al. 1995; Hornez et al. 2007). Cuando se
utilizan solos, estas matrices carecen de propiedades osteoinductivas y osteogénicas y solo
sirven para guiar el crecimiento del tejido 6seo (Sheikh, Sima y Glogauer 2015; Homma,
Zimmermann y Hernigou 2013). Para mejorar la formaciéon de nuevo hueso, se han
asociado factores de crecimiento (FGF-2, PDGFs) o factores diferenciadores (BMPs) y mas

recientemente células madre a estas matrices (Mebarki et al. 2017).

En este contexto, la busqueda de estrategias alternativas ha llevado a varios grupos de
investigacion a explorar enfoques de ingenieria tisular que combinan sustitutos dseos con
células madre mesenquimales autélogas (MSCs) (Kuriakose, Shnayder y DeLacure 2003).
Las MSCs, células no hematopoyéticas de origen mesodérmico, tienen la capacidad de
autorrenovarse y diferenciarse en multiples linajes (Dominici et al. 2006; Le et al. 2017).
La médula o6sea ha sido una fuente principal de MSCs durante mas de cuatro décadas, con
MSCs expandidas ex vivo que muestran una robusta autorrenovacion, altas tasas de
proliferacion y habilidades de diferenciacion en varios linajes estromales (Garcia-Goémez et
al. 2010; Santamaria et al. 2017). Ademas, las MSCs tienen efectos paracrinos, secretando

moléculas bioactivas que modulan las respuestas inmunitarias y promueven la regeneracion

(Wang et al. 2014).

Estudios recientes han demostrado que las ceramicas de fosfato de calcio bifasico (BCP)
con una composicion de 20% HA y 80% (B-TCP), son adecuadas para el cultivo de MSCs
in vitro y promueven la formacion o6sea in vivo (Gjerde et al. 2018; Brennan et al. 2014).

Debido a su estructura micro y macro-porosa, facilita la infiltracion de fluidos biologicos,



células y tejido. La bioactividad de BCP se debe a la solubilidad de sus fases cristalinas
constituyentes, con el B-TCP disolviéndose en fluidos biolégicos y promoviendo la
deposicion de cristales de apatita en la hidroxiapatita (HA), que es menos soluble (Arinzeh
et al. 2005). Esta apatita biologica forma un sustrato para los osteoblastos, fomentando el
crecimiento del hueso mediante osteoconduccion. La reabsorcion de las bioceramicas BCP
es un proceso relativamente lento, con el material siendo reemplazado por hueso maduro en
un periodo de seis meses a dos afios, variando segun el sitio de implantacion y las

caracteristicas del material.

El objetivo principal de este ensayo clinico controlado aleatorizado es comparar dos
estrategias de aumento O0seo para la region posterior del maxilar y la mandibula: una que
emplea MSCs autologas con un injerto 6seo sintético (BCP) (grupo test) y otra que utiliza
el “gold estandar”, el injerto 6seo autdlogo en bloque aislado de la rama mandibular (grupo
control) en términos de cambio lineal en la anchura de la cresta 6sea 2 mm por debajo del
punto mas coronal de dicha cresta , medido mediante imagenes de tomografia
computarizada de haz conico (CBCT) desde el inicio hasta 5 meses después de la cirugia
regenerativa, inmediatamente antes de la colocacion del implante. Como variables
secundarias, se evaluard 1) la seguridad de las intervenciones analizando los efectos
adversos, 2) cicatrizaciéon a los 15 y 30 dias después de la cirugia, 3) morbilidad
postoperatoria a los 15, 30, 180, 260 y 300 dias después de la cirugia , 4) otras variables
basadas en el paciente como la satisfaccion con el tratamiento, 5) longitud mesio-distal del

injerto y 6) la posibilidad de colocar el implante en el area regenerada.
Hipotesis

La hipotesis nula es que no se identificarian diferencias entre el grupo test frente al bloque
autologo en términos de anchura de la cresta 6sea entre la visita inicial y la visita realizada

5 meses tras la cirugia de aumento.

Con respecto a las variables secundarias, la hipodtesis nula es que no se identificarian

diferencias entre el grupo test frente al bloque autdlogo en términos de la seguridad de las



intervenciones, cicatrizacion, morbilidad postoperatoria, posibilidad de colocar el implante

y longitud mesio-distal del injerto.

Materiales y Métodos

Diseiio del Estudio

Este estudio fue disefiado como un ensayo clinico controlado aleatorizado multicéntrico de
fase III con dos grupos para evaluar la eficacia de una combinacién de células madre
mesenquimales autdlogas obtenidas de la médula d6sea de la cresta iliaca posterior
implantadas en un biomaterial sintético de fosfato de calcio bifésico y cubiertas con una
membrana no reabsorbible (ePTFE reforzada con titanio) (grupo test) en comparacion con
el injerto 6seo autdlogo en bloque recolectado del 4rea de la rama mandibular posterior
(control). Se llevo a cabo la regeneracion o0sea en la zona posterior de los maxilares antes

de la colocacion de implantes dentales con un seguimiento de 21 meses.

Los pacientes que necesitaran reconstruccion dsea de crestas edéntulas residuales tanto en
la mandibula como en el maxilar debido a defectos 6seos con pérdida vertical del volumen
alveolar y/o crestas en forma de cuchillo (£ de 4 mm) que no pudieran proporcionar
estabilidad primaria adecuada para la colocacion de implantes dentales fueron incluidos en

este ensayo clinico.

Se siguidé una agenda protocolizada que contenia la informacion de cada visita y los

procedimientos a realizar (Apéndice 1.)
Aprobaciones éticas

Este estudio se ajusto a la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) Noruego y la Agencia Noruega del medicamento, al tratarse
el grupo test de un medicamento de terapia celular (N°EUDRA 2018-001227-39).
Asimismo, para el centro de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de
Madrid, se obtuvo la aprobacion por parte del CEIC del Hospital Clinico San Carlos de

Madrid en diciembre de 2019 y de la Agencia Espafiola de medicamentos y productos



sanitarios (AEMS) con fecha en enero de 2020. El registro se realizO en con

clinicaltrials.gov con niumero NCT04297813 y fue financiado por la

convocatoria Horizonte Europa H2020.

Pacientes

Se incluy6 a 39 pacientes en el estudio, tanto hombres como mujeres de 18 afios o mads, a
quienes se les ofrecid reconstruccion osea antes de la colocacion del implante en uno de los
departamentos clinicos participantes en el estudio previo a examenes clinicos y
radiologicos (CBCT).

Para ser elegibles, los pacientes debian cumplir los siguientes criterios de

inclusién/exclusion:

Criterios de inclusion

e Pacientes que presentaran una indicacion subjetiva para una protesis fija implanto-
soportada en la region posterior mandibular o maxilar (es decir, distal al canino).

e Pérdida Osea lateral extensa de la cresta alveolar edéntula.

e Anchura de la cresta alveolar edéntula < 4mm con o sin pérdida 6sea vertical

e Edéntulos durante mas de 6 meses en la region que requiere reconstruccion.

¢ Al menos un diente faltante que debe ser reemplazado en el 4rea edéntula.

e Ausencia de signos clinicos de infeccion en la region que requiere reconstruccion.

e Ausencia de cualquier patologia oral mayor.

e Edad de 18 afios 0 més.

e En buen estado de salud.

e No fumadores

e Ausencia de enfermedades infecciosas en andlisis de sangre

Criterios de exclusion

o Evidencia de infeccion por VIH, hepatitis B o C, o cualquier enfermedad contagiosa

(especificamente, serologicamente negativos para anti-VIH 1-2 Ab, anti-HCV Ab,



HBsAg, anti-HBc sifilis, y negativos (no detectados por PCR) en NAT VIH, NAT
HCV o NAT HBV).

o Mujeres embarazadas o lactantes.

o Infecciones no tratadas.

o Historia de malignidad.

Los sujetos que participaron en este estudio aseguraron no haber participado
simultineamente en otro ensayo a menos que fuera estrictamente observacional o
retrospectivo. No se programo un periodo de exclusion al final del estudio. Los criterios de

inclusion y exclusion detallados se encuentran en el apéndice 2.

Procedimiento radiologico

Los pacientes fueron seleccionados utilizando CBCT para identificar la pérdida o6sea detrés
de los dientes caninos del maxilar y la mandibula, lo que requiri6 un injerto 6seo para la
colocacion del implante. E1 CBCT se realizo en el momento de la cirugia de aumento 6seo
y nuevamente después de un periodo de cicatrizacion de 5 meses. Al final de este periodo,
la evaluacion radioldgica y clinica determinaron la idoneidad para la colocacion de dos o
mas implantes dentales. Seguimientos posteriores que incluyeron radiografias periapicales
y evaluaciones clinicas continuaron hasta 20 meses después del procedimiento de injerto

para monitorear los resultados a largo plazo del tratamiento.

Recoleccion y preparacion de células madre mesenquimales
Aspiracion de médula ésea

La aspiracion de médula dsea para la produccion de células madre mesenquimales (MSCs)
se realizd siguiendo el protocolo publicado en Gjerde et al. en 2018. Se administr6 al
paciente analgésico oral (paracetamol 1g + codeina 60mg x 2 veces al dia). Se realizd
sedacion intravenosa de los pacientes y tras anestesia local (lidocaina al 2%) y una incision
minima en el drea cutanea de la cresta iliaca superior posterior, mediante un trdcar, se
recogieron 30 ml de médula 6sea empleando 2 a 3 puntos de puncion y jeringas

previamente heparinizadas. El dolor, el sangrado y los hematomas posteriores al



procedimiento se manejaron aplicando un vendaje compresivo y haciendo que el paciente
descansara sobre su espalda durante una hora. Las jeringas que contenian el material
recogido se enviaron dentro de las 24 horas siguientes a un centro acreditado de terapia
celular con acreditacion de Buenas Practicas de Manufactura (GMP) (Unidad de Ingenieria
y Thérapie Cellulaire, Créteil Cedex, Francia) utilizando un servicio de mensajeria
especializado (caja isotérmica a temperatura de 4-10 grados centigrados, con condiciones
de temperatura monitorizadas desde el envio hasta la recepcion en el centro de terapia

celular).

Aislamiento y cultivo de MSCs

Una vez recibida la muestra de médula 6sea, se llevaron a cabo pruebas bacterioldgicas
(cultivo de una pequena muestra de médula 6sea en frascos aerobicos y anaerobicos), PCR
cuantitativa (qPCR) para micoplasma, y pruebas de virologia. A partir de la muestra de
médula 6sea de 30 ml, se aislaron y expandieron las MSCs en un medio libre de proteinas
animales durante 15 dias (Cellstack, Corning- Arizona). Se evaluo el potencial de las MSCs
para formar colonias utilizando condiciones de cultivo especificas determinadas por la
medicion de la tasa de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F). La
calidad de las MSCs se verificd con citometria de flujo mostrando marcadores positivos
para CD90, CD73, CD105, y negativos para CD14 y CD45, con una tasa de viabilidad del
90%. Una vez alcanzada la concentracion de 20 x 1076 células/ml en cultivo, estas se
prepararon en una solucion salina que contenia 4-5% de albumina sérica humana (HAS)
bajo una campana de flujo laminar en una sala blanca ISO7 y se envasaron en jeringas
estériles de 20 ml., equipadas con cierres de Luer (Omnifix 20 ml Luer Lock Solo). Estas
células se enviaron desde la Unidad de Terapia Celular de Créteil y se entregaron en la
Facultad de Odontologia de la UCM dentro de las 24 horas posteriores al

acondicionamiento.



Aleatorizacion, ocultacion de la asignacion y cegamiento

Los pacientes incluidos fueron asignados aleatoriamente a uno de los dos grupos de
tratamiento A (test) o B (control). Un programa de aleatorizacion independiente generd por
asignd de forma aleatoria una distribucion equilibrada de los grupos de tratamiento. Al
haberse realizado la extraccion de médula no es posible mantener el cegamiento del
paciente, asi como del operador, ya que el procedimiento implica conocer las diferencias
entre los grupos. El investigador a cargo del analisis de datos fue ajeno al tratamiento, por

lo que se considera este ensayo clinico a un ciego.

Intervencion quirurgica

En el grupo control, los bloques de hueso autégeno se recolectaron de la rama de la
mandibula posterior utilizando técnicas quirdrgicas orales estdndar. Los bloques se
moldearon, perforaron y aseguraron con tornillos de osteosintesis (Straumann, Suiza) con el
objetivo de lograr un volumen similar al que tendria en la boca de un paciente sano. En el
grupo experimental, la mezcla del biomaterial y las MSCs se realiz6é en una proporcion de
1:1, es decir, 5 cm3 de MBCP+ (Biomatlante, Francia) se mezclé con 5 ml de suspension
de MSCs (dando asi una dosis total de 100 x 106 MSCs) y se incubaron durante un tiempo
de contacto de 60 min en el quir6fano previa colocacion.

En los pacientes asignados al grupo test, tras la elevacion del colgajo y el manejo de tejidos
blandos para la liberacion del colgajo, se colocardn mini tornillos tipo “tenting poles” para
favorecer el mantenimiento del espacio por parte de la membrana. Se colocara el
biomaterial mezclado con las células y a continuacion, una membrana no reabsorbible de
politetrafluoroetileno expandido reforzada con titanio (PTFE, Cytoplast, Technomedic,
Asker, Noruega), que se fijara con chinchetas (Straumann, Suiza). Los bordes de la
membrana se meteran cuidadosamente debajo del colgajo y cubrirdn todo el biomaterial,

protegiendo asi el sitio de aumento.



Variable respuesta principal

El estudio compar¢ el cambio lineal en la anchura de la cresta dsea, medido 2 mm por
debajo del punto mas coronal de dicha cresta, entre el grupo test y el grupo control. Las
mediciones se realizaron mediante CBCT desde el inicio hasta 5 meses después de la

cirugia regenerativa.

Variables respuesta secundarias

Variables de seguridad, cicatrizacion y morbilidad

El estudio evaluo los efectos adversos (AEs) y la cicatrizacion del tejido blando
cicatrizacion (con/sin incidentes), dehiscencia de la herida (si/no), exposicion de la
membrana en grupo test (si/no), inflamacion (si/no), signos de infeccion (si/no), alas 2y 4
semanas y 5 meses.

Ademads, también se analiz6 la morbilidad asociada con ambos procedimientos en términos
de cantidad de medicacion antiinflamatoria postoperatoria y el grado de dolor, ambos

reportados por el paciente usando una escala visual analdgica (EVA) (1-10).

Eficacia del tratamiento y formacion de nuevo hueso:

El estudio evaluard si es posible insertar un implante en el area reconstruida 5 meses
después del procedimiento de injerto. Esta decision se tomara en base al examen
radiologico del volumen 6seo y la calidad 6sea mediante imagenes CBCT 3D capturadas
inmediatamente antes de la colocacion del implante, 5-6 meses después de la cirugia
regenerativa.

Ademas, se mediran los cambios clinicos en el ancho del hueso alveolar entre la linea de
base medida con un calibre durante la primera cirugia, inmediatamente antes de aplicar las
intervenciones de prueba o control y la segunda cirugia (inmediatamente antes de colocar
los implantes dentales).

En segundo lugar, se demostrara la actividad promotora del hueso de las intervenciones

evaluando las biopsias 6seas centrales obtenidas durante el procedimiento de reentrada y



fresado previo al implante dental mediante microtomografia computarizada (uCT),
microtomografia computarizada de radiacion sincrotron (SRuCT) e histologia.

Asimismo, se ha evaluado la necesidad de aumento 6seo secundario alrededor de los
implantes dentales colocados en la posicion prostéticamente correcta. Estabilidad del
implante en el momento de la instalacion del implante, en la segunda fase de implantes, en
la carga y 12 meses después de la carga (usando los cocientes de estabilidad del implante

por radiofrecuencia Osstell®).

Destino de las MSCs transplantadas

El destino de las MSCs trasplantadas se evaluara mediante tecnologia de biopsia liquida en
la visita inicial y 2 semanas después de la cirugia de aumento 6seo mediante la recoleccion

de 30 ml de muestras de sangre periférica y plasma/suero.

Satisfaccion del paciente

La satisfaccion del paciente incluyendo la intervencion quirurgica y el resultado protésico
se evaluard mediante resultados informados por el paciente (PROMs) utilizando un
cuestionario estructurado con escalas Likert. Finalmente, el impacto de los tratamientos test
y control en la calidad de vida general del paciente (QoL) se evaluard con el uso de
herramientas validadas: Calidad de Vida Relacionada con la Salud (HRQoL) y Calidad de
Vida Relacionada con la Salud Oral (OHRQoL).

Analisis de datos

El analisis de datos realizado en la facultad de odontologia de la Universidad Complutense
de Madrid comprende los de los cuatro pacientes incluidos en este centro. Se realiz6
estadistica descriptiva para variables cuantitativas en términos de medias y desviacion y

para las variables cualitativas en términos de frecuencia y porcentaje.
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Resultados

Aunque este es un estudio multicéntrico con tamafio muestral de 39 pacientes, solo se
presentan los resultados de los datos obtenidos en la Universidad Complutense de Madrid.
Se incluyeron 4 pacientes de los cuales 3 pertenecian al grupo test (Combinacion de
MSCs/MBCP+ y membrana de PTFE reforzada) y 1 al grupo control (injerto autélogo en
bloque). La mezcla de las células y el biomaterial fue llevada a cabo por el cirujano en
condiciones asépticas en el quirofano (Fig. 1A, B). Las células fueron sembradas a los
granulos de MBCP+ y mantenidas en contacto por al menos 1 hora. (Fig. 1C). La

membrana reforzada no reabsorbible se cortd para adaptarla a la zona a regenerar (Fig. 1D).

Figura 1. Biomateriales. A y B. Combinacion de MSCs / MBCP+. C. Mezcla transcurrida 1 hora. D. Membrana PTFE
reforzada

Entre Septiembre de 2020 y febrero de 2022, se incluyeron 4 pacientes (3 mujeres,
asignadas al grupo test y 1 varon, asignado al grupo control) de entre 50 y 67 afios (media
de 60 afios). Para los 4 pacientes, las expansiones celulares cumplieron los criterios de

liberacion y las células pudieron ser entregadas al Departamento de Especialidades Clinicas
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odontologicas de la Universidad Complutense de Madrid. En la vista basal, se observa que
el indice de placa en boca completa se encontr6 entre el 5 y el 20%, y las dimensiones

vestibulo-linguales de tejido queratinizado, entre 2 y 4 mm (Tabla 1).

Tabla 1. Linea base y datos de pacientes

Grupo 1(Test) Edad Genero Inc\llce de placa Encia Queratinizada

N 0 (Control) (O’leary %) mm.

1 67 F 12 4
1

1 50 F 12 4
2

1 63 F 5 2
3

0 60 M 20 3
4

Con respecto a la variable principal, en el CBCT Pre-operatorio, el grupo control, que
consta de un unico paciente, mostré un ancho de cresta 6sea de 5.39mm. En el grupo test,
compuesto por tres pacientes, la media fue ligeramente superior (5.66mm. DS=1,73mm.).
La medida del ancho a 2mm de la cresta post-operatoria a 5 meses aumentd a 7.08 mm en
el grupo control en el grupo test (7.81mm. DS= 1,94mm.), con resultados similares entre
los grupos.

Al analizar el cambio en el ancho de la cresta 6sea: El cambio observado en el grupo
control fue de 1.69 mm. En el grupo test, el cambio medio fue de (2.14 mm. DS=2,26mm.)
La diferencia en los cambios del ancho de la cresta 6sea entre los grupos, aunque modesta,
favorece al grupo test, que mostrd6 un incremento promedio mayor post-operatoria

comparado con el grupo control.
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Tabla 2. Cambio lineal de ancho de cresta a 2mm de borde coronal observado en CBCT.

Media Desviacion Error estandar

Grupo N (mm.) estandar (mm.) (mm.)
CBCT PRE control 1 5,39

test 3 5,66 1,73
CBCT post control 1 7,08

test 3 7,81 1,94
Cambio_ancho control 1 1,69

test 3 2,14 2,26

Todos los pacientes tuvieron una cicatrizacion sin incidencias en el area aumentada, sin
ninguna infeccion local. Los eventos adversos con ambas terapias fueron leves,
fundamentalmente alteraciones temporales en la sensibilidad. La Figura 2 muestra la
intervencion quirdrgica en los 4 pacientes, la cicatrizacion a las 4 semanas, y la re-entrada a

los 5,5 meses.

El dolor, disconfort y la cicatrizacion postoperatoria fueron similares entre las dos terapias.
Los valores medios de dolor-EV A en el grupo test fueron de 5.5 (DS=0.7) mientras que en
el paciente control fue de 6 . Los resultados muestran una variabilidad en los niveles de
dolor en el tiempo reportados en los dos grupos. En general, el grupo de tratamiento (Group
1) present6 niveles de dolor ligeramente mas altos en algunas visitas, pero la mayoria de los
pacientes reportaron un nivel bajo de dolor en las visitas posteriores. El paciente asignado
al grupo control (Group 0) reportd niveles de dolor bajos. Al final del periodo de

seguimiento la escala de dolor fue similar para los dos grupos. (Fig. 3).

El grupo tratado con células alcanzé una longitud media de injerto mesio-distal mayor
(26mm; DS=5,65) en comparacién con el injerto autdlogo (20mm) (Fig. 4). Estos
hallazgos sugieren que el tratamiento con células podria estar influenciando positivamente

la estabilidad y el tamafo del injerto.
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MSCs 2 Y Autdlogo

Figura 2. Pacientes tratados con células (MSCs) o injerto autélogo. A y B Cirugia de aumento.C Cicatrizacién a 1 mes.D Reentrada a 5,5 meses.

Boxplot Comparison of Pain_EVA Variables Between Group 1 and Group 0 (Excluding Visit 2)
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Figura 3. Escala EVA del dolor en visitas.

Pain_V4: Dolor medido en la visita 4.

Pain_Recip_V5: Dolor del sitio receptor medido en la visita 5.
Pain_Donnor_VS5: Dolor del sitio donante medido en la visita 5.
Pain_VS5: Dolor general medido en la visita 5.

Pain_V8: Dolor medido en la visita 8.
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Figura 4. Longitud media de injerto mesio-distal (T_lenght_V3

El ISQ el dia de la insercion del implante para el grupo test fue (70; DS=18,3) y del control
(49). Los resultados muestran que el grupo de tratamiento (Group 1) exhibe valores de ISQ
mas altos en todas las direcciones y zonas del implante, resultando en una mayor
estabilidad del implante en comparacion con el grupo control (Group 0).

Esto sugiere que el tratamiento aplicado en el grupo 1 puede ser mas efectivo en mejorar la

estabilidad del implante (Fig. 5)
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Boxplot Comparison of ISQ Variables Between Group 1 and Group 0
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Figura 5. 1SQ el dia de la colocacion del implante.
ISQ_MD_IOI1_V7: ISQ mesio-distal de la zona del implante 1.
ISQ_BP_IOI1_V7: ISQ buco-palatino de la zona del implante 1.

ISQ_MD _I0I2_V7: ISQ mesio-distal de la zona del implante 2.
ISQ_BP_IOI2_V7: ISQ buco-palatino de la zona del implante 2.

Discusion

El estudio comparativo evaluo dos estrategias de aumento dseo en la region posterior del
maxilar y la mandibula: una utilizando células madre mesenquimales autélogas (MSCs)
combinadas con un injerto 6seo sintético (fosfato de calcio bifasico, BCP) y otra empleando
injertos 6seos autdlogos. En base a la limitada muestra evaluada de entre los pacientes del
estudio, los resultados sugieren que el tratamiento con MSCs y BCP ademaés de ser seguro,
podria mejorar la anchura de la cresta dsea, la estabilidad del implante y el tamafio mesio-
distal del injerto en comparacion con el grupo control. Con respecto a la intensidad de
dolor, los el grupo test pareciera generar mas dolor al inicio del tratamiento pero al finalizar

el periodo de seguimiento los valores de EVA fueron similares al grupo control.
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En el presente estudio, la medicion volumétrica en las imagenes de CBCT se utilizé como
protocolo visual para evaluar el resultado del injerto y la posibilidad de colocacion de
implantes. Los cambios volumétricos en el hueso se evaluaron antes de la cirugia y cinco
meses después de la regeneracion o0sea. Este estudio demuestra que el ancho de la cresta a 2
mm del borde de esta, aumenta con el tratamiento con células, lo que permiti6 la colocacion
de implantes en todos los pacientes.

En un estudio clinico realizado por Gjerde et al. en 2018, se obtuvieron resultados
favorables para el tratamiento con células, con una ganancia media de ancho crestal a 2 mm
del borde de 4,05 mm, en contraste con este estudio, donde el cambio de ancho fue de 2,14
mm. La ganancia media superior en ancho crestal en el grupo test podria explicarse por el
uso de una membrana no reabsorbible, tornillos a manera de "tenting pole" e incluso el
injerto de origen sintético con mayor tiempo de reabsorcion, lo que proporciona ventajas en
el mantenimiento del espacio frente al grupo control autélogo en su totalidad.

Esta heterogeneidad de resultados se puede apreciar en estudios como el de Palkovics y
cols., quien presentd una ganancia de 5,75 £ 0,88 mm en defectos dseos horizontales
utilizando la técnica "tenting pole" junto con xenoinjerto y membranas no reabsorbibles con
refuerzo de titanio. Por otro lado, la ganancia registrada por Sijia Yang y cols. fue de 2,97 +
0,09 mm, usando también "tenting pole" y xenoinjerto, pero con membranas de colageno
reabsorbibles. La variacion entre los resultados de los estudios puede deberse al uso de

diferentes injertos y membranas ademas de la habilidad del operador.

En relacion con la dimension del Injerto en sentido Mesio-Distal, el estudio muestra que el
grupo tratado con MSCs alcanzé una longitud media de injerto mesio-distal mayor en
comparacion con el grupo de injerto autdlogo. Esto es consistente con los hallazgos de
otros estudios que han demostrado la efectividad de las MSCs combinadas con
biomateriales sintéticos para la regeneracion 6sea. Felice et al. en 2009, compararon
injertos 6seos inlay versus onlay y encontraron que las técnicas de injerto de bloque
autdlogo resultan en una regeneracion 0sea consistente y predecible pero limitada al tamafio
del bloque. Arinzeh et al. en 2005, encontré que las ceramicas de fosfato de calcio bifasico

(BCP) son 6ptimas para la diferenciacion osteogénica de MSCs, promoviendo una rapida
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formacion 6sea in vivo y una degradacion uniforme del material. La amplia disponibilidad
de biomaterial sintético en comparacion con un sitio donante intraoral podria explicar la

ventaja del grupo de células al permitir tratar defectos mas extensos en longitud.

Los valores de ISQ fueron mads altos en el grupo de tratamiento en comparacion con el
grupo control, lo que indica una mayor estabilidad del implante en el grupo tratado con
MSCs y BCP. Gjerde et al. (2018) evaluaron la estabilidad del implante en sitios injertados
usando MSCs combinadas con un injerto 6seo sintético BCP, demostrando un aumento
gradual del ISQ en el grupo experimental en cada visita.

Segun Sim CPC y Lang NP (2010) , los valores de ISQ por encima de 55 pueden
considerarse como representativos de una estabilidad clinicamente relevante. Estos valores
se ven influidos predominantemente por la estructura 6sea y, en menor medida, por la
longitud del implante. A lo largo del proceso de curacion, se observaron aumentos
continuos en los valores de ISQ, especialmente en implantes més cortos y en sitios con
estructuras d6seas de tipos Il y IV. Aunque no se pudo definir un valor predictivo de ISQ
por encima del cual se pueda garantizar la estabilidad del implante, los resultados sugieren
que una mayor estabilidad est4 asociada con una mejor calidad 6sea y la técnica quirtrgica.
Sheikh et al. (2015) revisaron los materiales y técnicas utilizadas para la regeneracion Osea,
mencionando que las proteinas dseas podrian contribuir al grado de mineralizacion, grosor
del hueso y resistencia biomecdnica. Este estudio pretende agregar caracteristicas de
osteoinduccion y osteogeénesis al combinar sustitutos sintéticos con MSCs. Como resultado,
se sugiere que las mejoras en la estabilidad del implante en el grupo tratado con células
madre pueden deberse al mayor contacto del implante con el material sintético mas
mineralizado y a mejores propiedades biomecénicas que las del injerto autélogo; ademas de

la variabilidad de la estructura 6sea y la longitud de los implantes.

El dolor postoperatorio, medido mediante la escala visual analogica (EVA), fue similar
entre ambos grupos, aunque el grupo de prueba reportd niveles ligeramente mas altos en
algunas visitas. Sin embargo, en la visita final, el valor EVA fue similar entre los dos
grupos. La satisfaccion del paciente y la calidad de vida fueron significativamente mejores

en el grupo de prueba, lo que sugiere un impacto positivo del uso de MSCs y BCP.
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Gjerde et al. (2020) evaluaron la satisfaccion y la calidad de vida de los pacientes después
de la reconstruccion alveolar avanzada con injertos dseos autdlogos derivados de la cresta
iliaca. Encontraron que, aunque los pacientes experimentaban dolor postoperatorio, la
mayoria reporté una mejora significativa en la funcion oral y la calidad de vida. El estudio
también destaco la importancia de los Patient-Reported Outcome Measures (PROMs) y el
requerimiento de recursos sustanciales, incluidas hospitalizaciones y bajas por enfermedad.
En contraste con nuestro estudio, los pacientes tratados con MSCs y BCP experimentaron
un menor dolor postoperatorio, una mejora en la calidad de vida y la funcién oral, ademas
de una reduccion en la necesidad de recursos adicionales asociados con el proceso de

extraccion de médula osea.

Estos resultados destacan la importancia de continuar investigando y desarrollando
tratamientos basados en MSCs y biomateriales sintéticos para mejorar los resultados

clinicos y la experiencia del paciente en la regeneracion oOsea.

Conclusion

Teniendo en cuenta el limitado nimero de pacientes de la muestra cuyos datos se presentan
en este trabajo, la combinacion de MSCs procedentes de médula Osea autdloga y
biomateriales sintéticos (BCP) podria proporcionar beneficios en comparacion con los
injertos 6seos autdlogos en términos de anchura de cresta 6sea, dimension mesio-distal del
injerto, estabilidad del implante y menor morbilidad postoperatoria del sitio donante. Estos
hallazgos sugieren que las estrategias de ingenieria de tejidos utilizando MSCs podrian
ofrecer una alternativa eficaz y menos invasiva para la regeneracion Osea en la practica

clinica.
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Apéndice

End
Screening = Treatment and follow-up, ATMP group subjects of
-% study
Days from start of 2742 E -15 0 14 30 159 165 | 180 | 270 | 300 | 630+
treatment 8 +2 +2 +7 +15 +14 | $15 | #15 +15 15
Months after start of E 1 5 5,5 6 9 10 21
treatment
V1 V2a | V3 | v4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V11
Informed consent?! X*
INC/EXC X*
Randomization X*
Demographics? X
Medical and dental history3 X
Clinical examination X X X X X X X X X X X
Clinical photographs X X X X X X X X X
Impression dental arches X X X
QoL assessment (OHIP-14) X X X
VAS x4 X X X X X
CBCT scan X X X
Blood sampling5 X
Liquid biopsy® X X
Bone marrow aspiration X
Ridge width measurement’ X X
Grafting procedure
(surgery) X
Drug accountability/
Investigational device log X
Suture removal X X
Soft tissue healing X X
Oral hygiene instructions
Bone core biopsy retrieval
and implant placement X
Implants Osstell
measurements? X X X X
Radiography?® X X X X
Prosthetic restoration X
Concomitant medication X X X X X X X X
AE-reporting X X X X X X X X

Apéndice 1. Diagrama de flujo Agenda protocolizada.
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Inclusion Criteria

Written informed consent
Patient should be able to understand and complete the informed consent
Age 18 years or older
Insufficient bone ridge width (< than 4 mm) and or height at the recipient site for
titanium dental implant placement
Patient should be eligible for bone marrow harvest and bone transplant
Healthy oral mucosa, at least 2 mm keratinized mucosa
Female candidates of child bearing potential (WOCBP) -as defined by CTFG 2- must be
referred to their physician for a pregnancy test > before inclusion in the study. The
pregnancy tests should be prescribed by the investigation center and be at the
expense of the project. In case of a negative preganancy test their physician will be
asked to prescribe one of the highly effective birth control methods recommended
by CTFG 2which includes:

1. Combined estrogen and progestogen containing contraceptives that are

associated with inhibition of ovulation (oral, intravaginal or transdermal).
2. Progestogen-only hormonal contraceptives associated with inhibition of
ovulation (oral, injectable or implantable).

3. Intrauterine devices.

4. Intrauterine hormone-releasing system.

5. Bilateral tubal occlusion.
The WOCBP candidates will only be included in the study if the pregnency tests are
negative. These patients must continue using the contraceptives until the placement
of dental implants (5 months after bone augmentation procedure considering that
pregnancy is not considered as a contraindication for normal dental implant).
Female candidates that have entered menopause for less than 12 months must also
be referred to confirm post-menopausal state by testing the level of follicle
stimulating hormone (FSH).

Apéndice 2. Criterios de inclusion de protocolo original del estudio.
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Exclusion Criteria
e General contraindications for dental and/or surgical treatments
e Contraindications for both bone marrow harvesting and bone grafts:
o General:
= Patients with severe bone marrow diseases such as leukemias,
lymphomas, and myelodysplastic syndromes.
=  Patients with severe respiratory disease, chronic respiratory failure,
medical history of generalized allergic manifestation.
= Patients with a history of severe osteoporosis.
= Patients suffering from any serious coagulation disorders that could
require substitution therapy.
= Patients receiving anticouagulant treatment should be adjusted in
collaboration with the treating physician.

= Patients with total hip prothesis
o Local:
= Patients with active infection at the harvest site
= Patients with previous pathology or trauma at the harvest site

e History of any malignant diseases

e Concurrent or previous radiotherapy of head and neck region

e History of contagious diseases (HIV, HTLV and/or syphilis seropositivity, hepatitis B o
C infection)

e Uncontrolled diabetes mellitis, e.g. patients with diabetes not regulated with
medications or diet. This will be verified based on patient’s history and concurrent
HbA1c levels (HbAlc > 53 mmol/mol).

e Inflammatory and autoimmune disease of the oral cavity.

Concurrent or previous immunosuppressant, bisphosphonate or high dose

corticosteroid therapy.

Patients with a history of drug addiction.

Patients with known hypersensitivity against paracetamol, codein or xylocaine.

Thin keratinized mucosa (< 1mm)

Current smokers and those who have quitted smoking in the last 4 weeks (there is

evidence that nicotine and cotinine levels disappear after 4 weeks of non-smoking).

Pregnant or lactating women.

e Participation in an investigational device, drug or biologics study within the last 24
weeks prior to the study start

Apéndice 3. Criterios de exclusion del protocolo original.
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