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INTRODUCCION

El periodo de osteointegracion de implantes colocados en hueso alveolar ha
sido ampliamente estudiado en el modelo experimental perro Beagle,
proporcionando una amplia y clara documentacion acerca de los eventos y
modificaciones que tienen lugar durante la cicatrizacion de los tejidos
blandos y duros alrededor de los implantes dentales (1,2). La modificacion
de las superficies de los implantes dentales constituye un interesante campo
de investigacion que tiene como objetivo mejorar la calidad y cantidad de
contacto hueso-implante, asi como la cicatrizacion de los tejidos
periimplantarios. Por ello, muchos estudios han investigado la influencia de
superficies de caracteristicas diferentes en la osteointegracion (3)
Recientemente, se ha propuesto un nuevo tratamiento de superficie y ha sido
probado in vitro, siendo necesaria su evaluacion del proceso de cicatrizacion

de tejidos blandos y duros periimplantarios en un modelo in vivo.

La osteointegracion fue definida, por primera vez, como “la conexién
directa, estructural y funcional entre el hueso vivo y la superficie de una
implante endoodseo cargado funcionalmente” (4); se produce una union
mecanica directa. La osteointegracion de los implantes dentales es
determinante en la estabilidad implantaria y, por tanto, en el éxito en la
rehabilitacion  implantoprotésica, determinando las caracteristicas

biomecanicas de la superficie hueso-implante y la calidad de la fijacion de
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dicha superficie. Dada la importancia del proceso de osteointegracion tanto
en las fases iniciales tras la colocacion del implante, como en el
postoperatorio tardio para asegurar el éxito del tratamiento implantoléogico,
durante afios se han estudiado el desarrollo de métodos cada vez menos
invasivos para la valoracion de la misma con el fin de aumentar nuestro
conocimiento sobre lo que acontece en la interfase hueso-implante sin
afectar al proceso en si mismo, por supuesto, y buscando cada vez una

mayor definicion en los datos obtenidos (5).

I. Micro-CT

Desde que a principios de los afios setenta se desarrollaran las primeras
tomografias computerizadas (TC) no ha cesado la evolucion de esta técnica
de diagnostico radiologica.  Gracias al procesamiento de este tipo de
imagenes podemos obtener una reconstruccion tridimensional en la cual
podemos diferenciar materiales y tejidos segin su densidad.

Posteriormente, a principio de los afos ochenta se desarrolld la
microtomografia computerizada (micro-TC o p-TC) gracias a la cual
podemos obtener imagenes con una resolucion espacial mucho mas alta,
comparando las imagenes obtenidas por las tomografias computerizadas
con 1 mm’ de volumen de elementos (voxels) con aquellas obtenidas
mediante micro-TC en el que el voxel es aproximadamente 1.000.000 de

veces menor (6,7).
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Mediante el uso de micro-TC, a través del escaneado y reconstruccion de la
muestra, analisis microestructural cualitativo y cuantitativo de la misma,
podemos estudiar distintas variables relacionadas con la osteointegracion de
los implantes dentales. La micro-TC se ha utilizado para estudiar las
diferencias producidas en la interfase hueso-implante en relacion con
nuevas técnicas quirurgicas (8), con la colocacion de mini-implantes (9) y
para evaluar la pérdida de osteointegracion (10,11). Sennerby, Wennerberg
y Pasop fueron, en 2001 (12), los primeros que propusieron la técnica
radioldgica micro-TC para la valoracion no invasiva de la estructura dsea
alrededor de los implantes dentales. Gracias a ella, obtuvieron imagenes
radiograficas de alta resolucion en secciones transversales consecutivas de
las muestras utilizadas con una distancia de seccion a seccion de 4,4 a 11
mm. Las imagenes se pudieron importar a un programa de analisis de
imagen en el que se realizaron mediciones semiautomaticas cuantitativas
del area dsea e iméagenes tridimensionales de las muestras. Empiezan a ser
varios los estudios en los cuales se emplea la micro-TC para la valoracion
de la osteointegracion de los implantes dentales (8-11) aunque casi la

totalidad de ellos estén realizados todavia solamente en modelos animales.

El micro-TC se postula para la valoracion de osteointegracion no invasiva
de los implantes, y para determinar el Functional Apparent Moduli (FAMs)
representando las propiedades biomecanicas de los tejidos de sostén que
rodean al implante durante el proceso de osteointegracion y regeneracion

osea.
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En general, los parametros directos de estudio de osteointegracion que
pueden ser aplicados habitualmente en este tipo de exploracion son:
Proporciones de volumen 6seo en el volumen total, BV/TV (Ratios of bone
volume to total volume), Superficie especifica de hueso, BS/BV (Bone
specific surface), Densidad de superficie 6sea, BS/TV (Bone surface
density), Factor de patron trabecular, Tb.Pf (Trabecular pattern factor),
Grado de anisotropia, DA (Degree of anisotropy) e Superficie de
interseccion, i.S (Intersection surface).

Otros factores descritos son el Contacto hueso-implante, BIC (Bone-
implant contact), Fraccion de volumen 6seo, BVF (Bone volume fraction),
Densidad mineral del tejido, TMD (Tissue mineral density), Densidad
mineral 6sea, BMD (Bone mineral density), Espesor trabecular (Trabecular
thickness), Separacion trabecular (Trabecular separation), Conectividad
6sea (Bone connectivity) y Aposicion hueso-implante, BIA (Bone-implant

apposition).

II.  Superficies bioactivas en implantologia

Las investigaciones actuales en implantologia van encaminadas a conseguir
una rapida integracion del implante con el tejido 6seo que le rodea. El éxito
o fracaso de este proceso depende del comportamiento de la interfase tejido
6seo-implante (13). En este proceso participan muchas variables: Tipo de
material utilizado, forma, topografia y tipo de superficie sin olvidar cargas
mecanicas, técnica quirdrgica y aspectos inherentes a cada paciente que
afectan a su metabolismo 06seo, sin olvidarnos tampoco de los tejidos

blandos, los cuales participan del éxito del implante formando una barrera
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alrededor del implante protegiendo la interfase implante-hueso (14).
Cuando todo el proceso tiene éxito hablamos de "osteointegracion". No
existe ningun tipo de movimiento entre el implante y el hueso que le rodea,
6sea hay una osteointegracion fisica o mecanica. Esta integracion mecénica
le da al implante una buena resistencia frente a las fuerzas de traccion, pero
una baja resistencia a las fuerzas de tension, las cuales se producen

perpendiculares al hueso que rodea al implante (15).

Hay autores que defienden la presencia de interacciones de tipo quimico
entre el implante y el hueso que le rodea. Este hecho aparece al aplicar a la
superficie del implante materiales reactivos del tipo, fosfato calcico y fluor,
que son capaces de conseguir uniones quimicas entre el implante y el hueso
que le rodea. Este concepto a dado lugar al término de "6seocoalescencia"

como sindnimo de fundirse el implante y el hueso.

Esta forma de integracion parece tener una buena resistencia tanto a las

fuerzas de traccion, como a las de tension (15).

El éxito del implante depende del tipo de superficie de éste, y de la respuesta
del hueso que lo rodea. De acuerdo a la topologia de la superficie, se acepta
que tiene un importante papel en la diferenciacion osteoblastica y en la
mineralizacion o6sea (16). Existen implantes de distintis grados de
rugosidad de superficie. Estudios in vitro han demostrado que las células
osteoblasticas tienden a actuar mas rdpidamente ante superficies mas
rugosas, hecho que se manifiesta en un aumento de la diferenciacion de
estas células Oseas, un aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina, junto
aun aumento en la produccion de osteocalcina y de colageno. Esta respuesta

bioldgica a nivel 6seo, esta modulada por diferentes moléculas como son la
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Vitamina D3, factores de crecimiento local, TGF-B y la PGE2, (17,18). Asi,
el TGF-B estimula la replicacion de lineas celulares precursoras de
osteoblastos y de la sintesis de colageno a nivel del tejido 6seo. La
prostaglandina a bajas concentraciones, PGE2, impulsa el crecimiento 6seo
y la sintesis de colageno tipo I. A altas concentraciones tiene el efecto
contrario. La vitamina D3 promueve la expresion y actividad de la fosfatasa
alcalina, junto a un aumento en la produccion de coldgeno tipo I y de la

osteocalcina por las células osteoblasticas (19).

A diferencia de los osteoblastos, los fibroblastos se adhieren mas facilmente
a las superficies de los implantes no rugosos o lisos ofreciendo poca

resistencia a la traccion (20).

Caracteristicas de las superficies de los implantes

Dos tipos de superficies han sido comtinmente relacionadas con la respuesta
del entorno 6seo, la forma o topografia, ya sea rugosa o lisa, del implante y
la otra superficie hace referencia a las propiedades quimicas. Si bien es
cierto que a veces las modificaciones en la topografia del implante conlleva

cambios de tipo quimico en la misma superficie (21).

A. Superficies lisas. Se obtienen a través de:

» Electropulido, "Electropolished". La superficie del implante es
tratada electroquimicamente por inmersion en un bafo electrolitico
a través del cual pasa una corriente eléctrica.

» Fresado, "Machined or turned": La superficie sufre un proceso de
fresado mecanico que macroscopicamente pule y alisa la superficie

(22).
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B. Superficies rugosas. Se obtienen:

/7

% Técnica aditiva

» Técnica Spray plasma-titanio, "Titanium plasma spray, (TPS)". En
este método se utiliza un gas noble compuesto por iones, electrones
y plasma, los cuales son comprimidos a alta temperatura y lanzados
a una velocidad de 3.000 m/seg. A través de este método se obtiene

una rugosidad de aproximadamente 15 nm.

>

Técnica sustractiva

o
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» Técnica de Arenado,” Sandblasting”. En esta técnica la superficie
del implante es bombardeada con un chorro de aire y agentes
abrasivos, arena, a una presion controlada, aumentando de esta
manera la superficie de contacto (23).

» Técnica del grabado dcido y chorreado, "Acid etching and
blasting". En esta técnica, la superficie del implante es bombardeada
con gruesas particulas de entre 250-500 nm. Dichas particulas son
generalmente de AIl303. Posteriormente, se graba con &cido
clorhidrico y con acido sulftrico. Este tipo de tratamiento de la
superficie parece ser que es en la que mejores resultados de
osteointegracion se producen (24).

» Técnica del grabado dcido, "Acid etching". En este proceso se
utilizan soluciones 4cidas para tratar las superficies de los implantes

a través de erosiones quimicas.
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De acuerdo a Albrektsson (25) podriamos enfocar a las superficies de los

implantes con relacion a su calidad, caracteristica o propiedades. En funcion

de ello varian las propiedades mecénicas, topograficas y fisico-quimicas.

Las propiedades mecanicas. Hacen referencia al potencial estrés,

fatiga o envejecimiento de la superficie del implante. Esto puede
traer como consecuencia la corrosion del implante (26).

Las propiedades topogrdficas. Se refiere al grado de rugosidad de

la superficie del implante, asi a como estan orientadas sus
irregularidades. Esta propiedad ha sido el centro de todas las
investigaciones realizadas durante la ultima década en relacion a
superficies de implantes (27).

Propiedades fisicas. Se refieren a la presencia en la superficie del

implante de factores tipo energia superficial y carga. Asi una
superficie con alta energia tiene una alta capacidad de absorcion,
y por lo tanto el implante tendria, supuestamente, mas capacidad
de osteointegracion, en comparacion con implantes de mas baja
energia (28).

Propiedades quimicas. Este aspecto de las superficies del

implante estan tomando cada dia mas importancia, a través de las
multiples investigaciones que se estan realizando. Dependiendo
de la composicion quimica, la superficie provoca diferentes
reacciones en el hueso que la rodea, con cambio de agua e iones
que condicionan la union de las proteinas y por tanto la reaccion
celular, las cuales intentan conseguir una unién implante-hueso

bioquimica, que permita un buen anclaje del implante.
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Una definicion de este concepto es la siguiente: "Es la caracteristica
de un implante que le permite formar una union con los tejidos
vivos" (29). Aunque esta definicion no recoge el hecho de que aunque
exista un anclaje de tipo quimico, también la hay de tipo mecanico,
compartiendo ambas propiedades, el éxito del implante. Sin embargo
la propiedad bioquimica del implante le permite una unién mucho mas

rapida.

Actualmente existen dos tipos de implantes dentales con superficies

bioactivas comprobadas:

1. Implantes con fosfato calcico. Se basa su actividad en la capacidad de

formar apatita impulsando la funcién celular para conseguir formar una

interfase de hueso y carbonato calcico (30).

2. Implantes con fluor. Los resultados obtenidos con este tipo de superficie
con fluor parecen demostrar una buena adhesion del hueso en la interfase
en comparacion con los controles, demostrando una reaccidon bioactiva de

estos implantes (31).

Sin embargo durante estos tltimos afios, numerosos han sido los autores que
se han dedicado al estudio de una nueva superficie bioactiva rica en

fosfonatos. empleando diferentes modelos animales.

Estos compuestos organicos, tanto si administrados localmente como si

liberados en el tiempo, se han demostrado capaces de incrementar la
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formacion 6sea alrededor de los implantes (32-42). Ademés han demostrado
tener otros efectos beneficiosos a corto y largo plazo como la reduccion de
la resorcion Osea periimplante (36), el aumento del contacto hueso-implante
(40, 43) el aumento de la resistencia mecanica de la interfaz implante-hueso

(44) y el aumento de crecimiento 6seo (32,34).

Los implantes empleados en el presente estudio (MIS® Cl1 straight (B+))
pertenecen a este Ultimo grupo y presentan en su superficie una capa
monomolecular de multi-fosfonatos unida permanentemente a la superficie
del Titanio mediante enlaces covalentes con el fin de incrementar su
hidrofilia y biomimetismo y favorecer asi la posterior osteointegracion de

los implantes.

Esta innovadora tecnologia, llamada SurfLink, seria aplicable a todo tipo
de implantes, no solo dentales, tanto en implantes metalicos como
ceramicos, permitiendo asi unos resultados predecibles también en los
casos mas dificiles, como en aquellos pacientes con regeneracion Osea

comprometida y con mal aporte vascular. (45, 46).

Ante la literatura estudiada, se observa que las superficies moderadamente
rugosas comparadas con las superficies mas lisas, poseen sin duda ventajas
clinicas sobre estas ultimas. Sin embargo, las superficies implantarias

bioactivas parecen representar el futuro de la implantologia (47).
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JUSTIFICACION

Hasta la fecha, se han evaluado diferentes superficies implantarias
modificadas, tanto fisicamente como quimicamente, pero nunca se han
estudiado superficies bioactivas ricas en fosforos.

Puesto que la utilizacion de este concepto conlleva mejoras con respecto al
nivel de osteointegracion, es necesario estudiar su posible efecto en un

modelo experimental animal.

HIPOTESIS NULA

No existen diferencias en términos de formacion de hueso peri-implantario
medida a través de microtomografia computerizada entre un implante con
superficie bioactiva rica en multi- fosfonatos y un implante con superficie

convencional.

OBJETIVOS

El objetivo de este estudio experimental es analizar si dos implantes
dentales con el mismo disefio macroscopico, pero con diferente topografia
de superficie ofrecen mejoras en la formacion de hueso peri-implantario en
términos de 360° BIC y BV/TV estudiados mediante microtomografia

computerizada.

29



I

MATERIAL Y METODOS

Muestra

Perros

Se incluyeron cinco machos y tres hembras perro Beagle de 12 meses de
edad y peso medio de 14,6 kg (Isoquimen, Barcelona, Espafia).

Los animales se mantuvieron en perreras individuales en un ciclo de
luz/oscuridad 12:12, encendiendo las luces a las 07:00 horas, a una
temperatura de 21-22°C.

Todos los perros se operaron y hospedaron en el Centro de Cirugia
Minimamente Invasiva Jesis Usén en Caceres, durante el afio 2016. Los
procedimientos se llevaron acabo de acuerdo a las normas espaiolas y de
la Unién Europea acerca del uso y cuidado de animales de experimentacion.
Veterinarios entrenados y acreditados en experimentacion animal se
encargaron de monitorizar los perros, diariamente, durante todo el proceso

experimental.

Implantes

Se utilizaron un total de 64 implantes de 3,5 mm de didmetro y 9 mm de
longitud (MIS® Dental Implant, C1 straight - C1 straight (B+), Israel). Se

instalaron 8 por perro, 4 por hemiarcada mandibular, segun protocolo.

Para el andlisis de torque de remocion (fuera del andlisis histologico y

radioldgico, y por tanto de la muestra perteneciente al presente informe) se
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instalaron dos implantes extras por perro (uno por hemiarcada, un Test y un
Control), en posicion PM2, los cuales fueron extraidos en el momento del
sacrificio, motivo por el cudl no entran dentro del analisis del presente

informe.

Dispositivos de estudio:

» Implantes “MIS® C1 straight”. El disefio del implante ha sido
modificado para crear una cavidad con forma de
U (cédmara de cicatrizacion) de 0,40 mm de
profundidad en la region de las espiras (porcion
intrabsea) para el estudio pormenorizado
histologico de la formacion de hueso peri-
implantario. Sin embargo, el extremo de las

espiras permanece inalterado (Fig. 1). Por lo

tanto, tras la colocacion del implante, se creara

un 4rea restringida, denominada camara de

Fig. 1: Disefio del cicatrizacion (“wound chamber”).

implante "MIS C1
straight".

» Implantes “MIS® C1 straight B+”.
Estos implantes tienen exactamente el
mismo disefio macroscopico que los
anteriores, sin embargo presentan en su

superficie una capa hidréfila de multi-

fosfonatos (SurfLink) imperceptible a

Fig. 2: Detalle de la dos superficies
implantarias aparentemente idénticas.

simple vista (Fig. 2).
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I1.

Disefio experimental

El estudio es un ensayo preclinico aleatorizado controlado en perros Beagle que

evalua dos periodos de cicatrizacion: 2 semanas y 8 semanas tras la colocacion

de los implantes.

El estudio se divide en varias fases (Fig. 3).

VISITA 1

VISITA 2 SACRIFICIO

/

Micro-CT

3 meses 8 semanas (t8)
2 semanas (t2)
Fase Fase Block
Quiruargica [ Quiruargica II Sections

Control de placa

Fig. 3: Diseflo del estudio.

Anestesia: Todos los procedimientos realizados en los perros se realizaron
bajo anestesia general. Se utiliz6 un inductor (propofol 2 mg/kg/i.v.,
Propovet, Abbot Laboratories, Kent, UK) y se mantuvo con isofluorano
(concentracion de 2,5-4%, Isoba-vet, Schering-Plough, Madrid)
empleando intubacion endotraqueal. Los animales se premedicaron con
azepromacina (0,05 mg/kg/i.m., Calmo Neosan, Pfizer, Madrid) y el control
del dolor se realiz6 mediante la administracion de morfina (0,3 mg/kg/i.m.,
Morfina Braun 2%, B. Braun Medical, Barcelona). Durante la anestesia, un
veterinario monitorizd  constantemente los animales, mediante

electrocardiograma, capnografo, pulsioximetro y presion sanguinea.
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1. Fase quirurgica I: Exodoncias de los premolares mandibulares.

En ambos lados, se realizd la hemiseccion de los premolares PM 2, PM 3,
PM 4 y de la raiz mesial del M1 mediante una fresa de fisura (Fig. 4y 5)y
se extrajeron con la utilizacion de forceps sin elevacion de un colgajo
mucoperiostico. El premolar PM 1 no fue extraido debido a su funcion de
guia en la colocacion de los implantes mandibulares, impidiendo asi el
posible contacto entre un hipotético implante en posicion PM1 con la raiz

curva hacia distal del canino mandibular.

Fig. 4: Exodoncia de PM2, PM3, PM4 y de la Fig. 5: Exodoncia de PM2, PM3, PM4 y de la raiz
raiz mesial de M 1. Vista vestibular. mesial de M1. Vista oclusal.

Tras las extracciones, se procedio a esperar un periodo de cicatrizacion de
3 meses previo a la colocacion de los implantes. Durante este periodo los
animales fueron incluidos en un programa de control de placa llevado a
cabo por personal veterinario del centro que consistia en limpieza de la
cavidad oral con gasas empapadas en colutorio de clorhexidina al 0,12% 3
veces a la semana durante las 2 primeras semanas, y después con cepillo
de dientes y pasta dentifrica hasta el final del periodo. La dieta a lo largo

del estudio consistio en comida de perro troceada con acceso libre a agua.
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2. Fase quirurgica II: Cirugia de colocacion de implantes.

Una vez transcurrido el periodo de cicatrizacion, se procedi6 a la colocacion
de 64 implantes de 3,5 mm de didmetro y 9 mm de longitud (MIS® Dental
Implant, C1 straight - C1 straight (B+), Israel). Se instalaron 8 por perro, 4
por hemiarcada mandibular. La cirugia de colocacién de implantes fue
llevada a cabo por tres operadores calibrados (J. N, F.V y M.S.) de acuerdo

a las guias de colocacion del fabricante.

Previo a la realizacion de la cirugia se realiz6 una aleatorizacion del tipo de
implante teniendo en cuenta como factor la hemiarcada del perro.

Una vez anestesiados los animales, se comenzo elevando colgajos a espesor
total, tanto vestibular como lingual (Fig. 6), en el lado aleatorizado (derecho
o izquierdo) , desde distal del primer premolar hasta distal del primer molar
(M1) exponiendo 3mm de cresta 6sea alveolar y se procedio al fresado 6seo
de acuerdo a las normas de colocacion de los implantes (Fig. 7).

Tras la realizacion del segundo codigo de aleatorizacion respecto a la
posicion de cada implante, se procedid a la colocacion de todos los
implantes (2 Test y 2 Controles por hemiarcada) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Fig. 8). A continuacion, se colocaron los
pilares de cicatrizacion y se procedié a la sutura de los colgajos con el

objetivo de permitir una cicatrizacion transmucosa (Fig. 9).

De acuerdo al disefio experimental, y al calendario de sacrificio, el mismo

procedimiento fue llevado a cabo en el lado contralateral mandibular

anteriormente no operado, 2 semanas antes del sacrificio.
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Fig. 6: Elevacion del colgajo
mucoperiostico 'y exposicion de la
cresta 0sea alveolar.

Fig. 7: Fresado y colocacion de los
implantes.

Fig. 8: Implantes colocados.

Fig. 9: Colocacion de los pilares de
cicatrizacion y cierre de la herida.

Cuidados Postoperatorios: El control del dolor postoperatorio se realizo

mediante la administracion de morfina (0,3 mg/kg/i.m.) durante las

primeras 24 horas y mediante meloxicam (0,1 mg/kg/p.o. Metacam,

Boehringer Ingelheim, Barcelona, Espafia) como analgésico durante los

siguientes 3 dias. Se administrd tratamiento antibiotico durante la primera

semana con amoxicilina (22mg/kg/s.i.d./s.c., Amoxoil retard, Syva, Ledn,

Spain). Ademads los animales fueron alimentados con alimentacion blanda

y sometidos a un régimen de control de placa de 3 dias a la semana.
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Sacrificio: El sacrificio de los animales serd llevado a cabo con una
sobredosis de pentotal sodico y perfundidos con solucién fijadora
(Karnovsky 1965) a través de las arterias carotidas. Las mandibulas
fueron liberadas de su sujecion tisular. Cada mandibula fue sellada en un
contenedor de muestra, previamente etiquetado con el nimero del animal
de estudio al que corresponde con tinta indeleble. Los envases contienen
solucion  fijadora de Karnovsky que contiene formaldehido,
glutaraldehido y tampon de cocodilato. Se colocaron los contenedores de
muestra en una zona segura que cumpla con las condiciones adecuadas
de temperatura (5° C desde el momento de la obtencion hasta el envio al
laboratorio. Una vez en el laboratorio se procedio a la seccion
correspondiente de cada implante en bloque (cada bloque contenia el
implante correspondiente y tejidos colindantes en un bloque de muestra.
Estos bloques fueron analizados con microtomografia computerizada
previo a su inclusion en resina y division en secciones de 50 micras para

su andlisis histologico

36



I11.

Analisis de Micro-CT

Las muestras se escanearon utilizando un micro-TC de alta resolucién
(Skyscan 1172, Bruker microCT NV, Kontig, Bélgica) (Fig. 10). La
fuente de rayos X se ajustdo a 100Kv y 100pA con un tamafio de pixel
de 12 um y el uso de un filtro de aluminio / cuper (Al / Cu). La muestra
se colocd en su aposito sitio y el escaneo se realizd con una rotacion de

360 ° con imagenes adquiridas cada 0,4 °.

Después de la exploracion, las imagenes se reconstruyeron sobre la base
del algoritmo Feldkamp (Feldkamp et al., 1984) utilizando el software
NRecon (Bruker microCT NV, Kontig, Bélgica). Las imagenes
reconstruidas se evaluaron con el software Data Viewer (Bruker
microCT NV, Kontig, Bélgica) y se giraron para asegurar que el
implante estuviera perfectamente alineado. Se seleccioné un VDI de 12
mm de longitud en el medio del implante para todas las muestras e
incluyendo todo el hueso circundante en las cuatro direcciones (distal,

mesial, bucal y lingual).

Una vez que se seleccionaron los VDI, se realiz6 un analisis de los datos
utilizando el software CTAn (Bruker microCT NV, Kontig, Bélgica).
En primer lugar se seleccioné un volumen circular de interés (VDI) de
5 mm de didmetro y posteriormente, se segmentaron las imagenes
utilizando los mejores parametros de umbral de deteccion para el hueso

y para el implante (Fig. 11).
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Se procedio asi al analisis del porcentaje de volumen de hueso (BV/TV)
utilizando el método descrito por Bruker (2015), asi como del 360° BIC.
Estos dos fueron los parametros elegidos para evaluar el nivel de
formaciéon de hueso peri-implantario de ambos tipos de implantes

estudiados.

SKYSCAN

Fig. 10: Aparato de Micro- CT

> 360’ Bone Implant Contact (BIC): es el porcentaje de contacto directo entre el

hueso y la superficie global de cada implante, es decir la cantidad total de hueso

nativo o neoformado medido en todo el perimetro de cada implante.

> Bone volumen_fraction (BV/TV): el TV es el volumen de tejido o

volumen total, es decir todo el volumen ocupado por la region de interés
(ROI) analizada, tanto el ocupado por hueso como por los espacios
“vacios”. Dentro de esta ROI, el espacio ocupado por hueso es el
denominado BV, volumen de hueso. La relacion entre ambos, BVy TV,
se conoce como fraccion volumétrica 6sea o porcentaje de volumen de
hueso (BV/TV) y nos indica qué porcentaje del volumen analizado esta

ocupado por estructuras 6seas.
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IVv.

Fig. 11: Ejemplo de analisis 3D de un implante en bloque realizado mediante
Micro-CT.

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo dividiendo la muestra por grupos. Los
datos se expresaron en media como medida de tendencia central y
desviacion estandar como medida de dispersion. Se realizo un test de
Saphiro Wilk para evaluar la distribucion de las muestras y evaluar si
cumplian principios de normalidad. Se utilizé el perro como unidad de
andlisis. Se realiz6 un test de analisis de la varianza (ANOVA) con
ajuste post hoc de Bonferroni, para determinar la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro grupos
(Grupo Test en periodo T2, grupo Control en periodo T2, grupo Test en
periodo T8 y grupo Control en periodo T8). Para realizar los anélisis
estadisticos correspondientes se utilizo el programa IBM SPSS
Statistics® (“Statistical Package for the Social Sciences”), version 20.

Se considero p<0,05 como diferencias estadisticamente significativas.
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RESULTADOS

Al comienzo del estudio, los 8 perros Beagle (5 machos y 3 hembras)
tenian una edad de 12 meses. El peso medio era de 14,63 kg, oscilando

entre en peso minimo de 11,90 kg y un peso méximo de 18,75 kg (Tabla

).
PERRO RAZA SEXO PESO ‘ N. IDN. ‘
1 Beagle Macho 12,90 5963
2 Beagle Macho 14,55 7902
3 Beagle Macho 18,75 6386
4 Beagle Macho 14,35 6926
5 Beagle Hembra 15,40 6419
6 Beagle Macho 13,30 7143
7 Beagle Hembra 15,90 6000
8 Beagle Hembra 11,90 3935

Tabla 1: Caracteristicas de los perros antes del periodo de estudio

La totalidad de los perros (8) completaron el periodo de estudio sin

complicaciones. Asi mismo, no hubo ninguna pérdida de implantes.

Este informe presenta los resultados radiograficos a nivel de los tejidos
6seos exclusivamente. A continuacion se procede a la explicacion
detallada de los resultados obtenidos con respecto a dichas variables

radiograficas.
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TABLAS RESUMEN DE LOS RESULTADOS:

01d

ables de Grupo TEST Grupo CONTROL
dio T2 T8 T2 T8

BV/TV

(T Vs C), 45,99 (10,89) 61,47 (12,56) 46,37 (9,10) 58,17 (11,66)
(T2 Vs T8)

360° BIC

(T Vs C), 53,86 (7,82) 72,88 (8,38) 53,84 (7,03) 70,75 (7,97)
(T2 Vs T8)

Tabla 3: MEDIAS (DESV.EST)

arialesde 0 —
estudio (T +C) (T +C)
BV/TV
(T2 Vs T8) 46,18 (9.87) 59,82 (12,04)
360° BIC
(T2 Vs T8) 53,85 (7,32) 71,82 (8,12)

Variables de

_ Tabla 4: MEDIAS (DESV.EST)

estudio PM2 PM3 PM4 M1
BV/TV

(T2vsTg) | S419(13.03) | 51.92(12,65) | 5436 (14.04) | S1.53(12.87)
360" BIC

(T2vsTg) | 63301143 | 6213(1202) | 6403(1270) | 61,87 (12,30)

Tabla 2,3,4: Resumen de las medias y de las desviaciones estandar de todas las variables de estudio

en todas las combinaciones analizadas.

BV/TV: Porcentaje de volumen 6seo

360° BIC: Porcentaje de contacto global hueso-implante

T: Grupo Test

C: Grupo Control

T2: 2 Semanas

T8: 8 Semanas

PM2: Implante colocado en posicion PM2
PM3: Implante colocado en posicion PM3
PM4: Implante colocado en posicion PM4
MI: Implante colocado en posicion M1
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Comparacion de las medias - Resultados Test de Anova y

Bonferroni.

En la muestra analizada se pudo apreciar un aumento de las medias de
BV/TV y de 360° BIC dentro de cada grupo entre T2 y TS. Entre cada
uno de estos periodos las diferencias fueron estadisticamente
significativas, es decir, que se encontré un aumento estadisticamente
significativo en la formacion de hueso peri-implantario entre los
tiempos T2 y T8 (Tabla 3)(Fig. 13,14). Sin embargo, al comparar los
grupos Test y Control, en cada periodo de estudio, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre sus medias. No se
encontrd, por lo tanto, ningiin aumento estadisticamente significativo
en la formacion de hueso peri-implantario entre los grupos Test y

Control en cada periodo de estudio (Fig. 12,13).

En el grupo Test, en el periodo T8, se aprecid un incremento
estadisticamente significativo (p=0,001) de las medias de BV/TV
(15,47%) y un incremento estadisticamente significativo (p=0,000)de

360°BIC (16,89%) con respecto al mismo grupo en T2 (Fig. 12,13).

En el grupo Control, en el periodo T8, se aprecidé un incremento
estadisticamente significativo (p=0,018) de las medias de BV/TV
(12,17%) y un incremento estadisticamente significativo (p=0,000)de

360° BIC (16,89%) con respecto al grupo Test en T2 (Fig. 12,13).
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En el grupo Test, en el periodo T8, se aprecid un incremento
estadisticamente significativo (p=0,002) de las medias de BV/TV
(15,10%) y un incremento estadisticamente significativo (p=0,000)de

360° BIC (19,03%) con respecto al grupo Control en T2 (Fig. 12,13).

En el grupo Control, en el periodo T8, se aprecidé un incremento
estadisticamente significativo (p=0,024) de las medias de BV/TV
(11,80%) y un incremento estadisticamente significativo (p=0,000)de

360° BIC (16,90%) con respecto al mismo grupo en T2 (Fig. 12,13).

En el grupo Test, en el periodo T2, se aprecié un incremento de las
medias de BV/TV de tan solo 0,37% no estadisticamente significativo
(p=1,000) y un incremento de las medias de 360° BIC de tan solo
0,014%, no estadisticamente significativo (p=1,000), con respecto al

grupo Control en el mismo periodo T2 (Fig. 12,13).

En el grupo Test, en el periodo T8, se aprecié un incremento de las
medias de BV/TV de tan solo 3,29% no estadisticamente significativo
(p=1,000) y un incremento de las medias de 360° BIC de tan solo
2,12%, no estadisticamente significativo (p=1,000), con respecto al

grupo Control en el mismo periodo T8 (Fig. 12,13).

No se encontraron practicamente diferencias entre las distintas

posiciones de los implantes. Siendo la posicion del PM4 la que

ligeramente mejores resultados ofrece (Tabla 4).
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Percent BV/TV (%)

Percent BIC SURFACE (%BIC)

Resultados Test de Anova y Bonferroni para BV/TV

80,00000] * * *

70,00000] ° * = p<0,05

| * = p>0,05

50,00000-

40,000007

30,00000
| x |
*
*

20,00000- L

T T T T
Test T2 Test T8 Control T2 Control T8
Grupo T2/T8

Fig. 12: Diagramas de caja representando las medias de BV/TV de los grupos Test y Control
en los dos periodos T2 y T8 y analisis de la significacion estadistica (p).

Resultados Test de Anova y Bonferroni para 360" BIC

90,00000 * * *

| * = p<0,05

80,00000

70,00000-] * = p>0,05

60,00000-
50,00000-
I * -
40,00000
L *
T T T T
Test T2 Test T8 Control T2 Control T8

Grupo T2/T8

Fig. 13: Diagramas de caja representando las medias de 360° BIC de los grupos Test y Control
en los dos periodos T2 y T8 y analisis de la significacion estadistica (p).
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II. Comparacion de las frecuencias.

Aunque las medias sean solo ligeramente mayores para el grupo Test
respecto al grupo Control, al coger una distribucion de frecuencias de
los resultados de BV/TV y de 360° BIC obtenidos entre estos dos
grupos, se pudo observar como, en el periodo T2, en el grupo Test la
frecuencia de resultados entorno al 80% , con un niumero de frecuencia
de 6, fue mucho mas frecuente respecto al grupo Control donde los
resultados mas frecuentes se situaron entorno al 50%, aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Excatamente la
misma situacion se presentd entre los dos grupos de estudio en el

periodo T8 (Fig. 14-17).

Grupo Control BV/TV
Histogram
for Group1testOControl= Control
6 s Mean = 52,27437 Fig. 14: Diagrama de
ia. Qev. = 11,91434 barras representando
las frecuencias de
5 resultados de BV/TV
en el grupo Control
o _ (T2+ T8)
9
c
o
3
o 34 C
o
I
. L _—

0 T

30,00000 40,00000 50,00000 60,00000 70,00000 80,00000
Percent BV/TV (%)
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Grupo Test BV/TV
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Fig. 15: Diagrama de
barras representando
las frecuencias de
resultados de BV/TV
en el grupo Test (T2+
T8)

Fig. 16: Diagrama de
barras representando
las frecuencias de
resultados de  360°
BIC en el grupo
Control (T2+ T8)

Fig. 17: Diagrama de
barras representando
las frecuencias de
resultados de  360°
BIC en el grupo Test
(T2+ T8)



DISCUSION

El objetivo de este estudio en animales, realizado en perros Beagle, fue
investigar la presencia de mejoras en la neoformacion de hueso peri-
implantario, tanto en términos de BV/TV como de 360° BIC estudiados
mediante microtomografia computerizada, alrededor de un nuevo
prototipo de implante (MIS® Dental Implant, C1 straight (B+)) dotado
en su superficie de una mono-capa de multi-fosfonatos, SurfLink®,
demostrada estar unida mediante enlaces covalentes a la capa de 6xido
de la superficie de titanio del implante (48,49).

Tal estructura quimica hace que el tratamiento sea estable en el tiempo
a pesar de los diferentes fendmenos de hidrélisis quimica y enzimatica
en el medio, permitiendo asi a la capa de multi-fosfanotos quedarse
permanentemente unida a la superficie del implante en cualquier
condicidn fisioldgica.

Mientras que los implantes convencionales dotados de diferentes
grados de rugosidad superficial dependen de la retenciéon mecanica para
su estabilidad (50), este tipo de tratamiento de superficie ha sido
disefiado para proporcionar una conexion hueso-implante quimica
ademads que mecanica, mas rapida y sobretodo mas estable en el tiempo.
Para averiguarlo se realiz6 un estudio preliminar en animales donde se
observo un aumento significativo en la fijacion temprana de tales
implantes medida como el porcentaje de contacto hueso-implante (51)
y también los primeros resultados clinicos con implantes dentales

tratados con multi-fosfonatos mostraron al acabo de un afio unos
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resultados excelentes sin ningtn fallo de los implantes y preservando
los niveles Oseos marginales, mientras que los implantes control
mostraron una pérdida significativa de estos (46).

Los resultados de la presente investigacion mostraron un aumento
estadisticamente significativo de las medias de BV/TV y de 360° BIC
entre T2 y T8, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de dichas variables entre los grupos Test
y Control en cada periodo de estudio. Sin embargo, aunque leve, hubo
una mayor frecuencia de resultados positivos a favor del grupo Test (B
+) tanto a nivel de BV / TV como de 360° BIC.

Resultados parecidos fueron encontrados por Y. C. Chang vy
colaboradores (52) en su estudio en el que evaluaron el grado de
osteointegracion de unos implantes de titanio tratados con plasma
luminescente y modificados en su superficie con fibronectina. Los
investigadores emplearon el mismo modelo animal y los mismos
tiempos de estudio que los empleados por nosotros, ademas de un
tiempo intermedio de 4 semanas y midieron mediante micro-CT los
porcentajes de BV/TV en un grupo Test con fibronectina y un grupo
Control sin esta. Como en nuestro estudio al analizar los resultados se
aprecidé un aumento estadisticamente significativo de las medias de
BV/TV en ambos grupos (Test y Control) a lo largo del tiempo, aunque
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
dichos grupos, en cada periodo de estudio. Transcurrido un tiempo de
dos semanas los implantes con fibronectina consiguieron un mayor

porcentaje de BV/TV respecto a los tratados con multi-fosfonatos
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(similares a los utilizados en nuestro estudio), e iguales resultados a las
ocho semanas.

Sin embargo, aunque ya este demostrada la efectividad del analisis de
micro-CT para mediciones de BV/TV y 360° BIC, debe tenerse en
cuenta que estas fueron realizadas con un modelo diferente de micro-
CT con ajustes y umbrales de deteccion diferentes, lo que podria
justificar la diferencia de resultados (53). De hecho, las exploraciones
con baja resolucion en relacion con el tamafio trabecular pueden
conducir a una sobrestimacion de BV (54) y unos cambios en el umbral
de deteccion del 5% pueden llevar a cambios de BV / TV de
aproximadamente 8%, demostrando asi la sensibilidad que debe tenerse
en cuenta a la hora de elegir un umbral (55). De la misma forma pueden
verse afectados los valores de 360° BIC (53, 56), asi que es prioritario
establecer unos parametros de micro-CT comunes para todas las futuras
investigaciones.

Durante estos ultimos 5 afos ha habido un incremento de las
investigaciones sobre multi-fosfonatos a nivel implantar como refleja
el estudio de Salis-Soglio y colaroradores (45) en otro modelo animal,
los cuales demostraron la capacidad osteoinductiva de estos
compuestos orgdnicos y su alta tasa de éxito sin ninglin efecto adverso
en el tiempo. Los autores confrontaron un grupo Control de implantes
convencionales de titanio con un grupo Test de implantes dotados de la
misma tecnologia de superficie "SurfLink", empleada en nuestro
estudio. El grado de osteointegracion fue medido a través de 360° BIC

a las 2, 8 y 52 semanas y los resultados, mostraron un aumento
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estadisticamente significativo de los valores de 360" BIC en ambos
grupos (Testy Control) a lo largo del tiempo. Sin embargo, como en
nuestro estudio, a pesar de no existir diferencias estadisticamente
significativas entre dichos grupos en cada periodo de estudio, se aprecio
una tendencia a mejores resultados de 360° BIC en los implantes del
grupo Test con superficie bioactiva rica en multi-fosfonatos.

La falta de significacion de BV/TV y de 360° BIC entre los grupos Test
y Control en el presente estudio, como en los demas analizados, puede
ser debida a que se trata de un disefio experimental optimizado, sin
complicaciones y que el sistema comercial de implantes de titanio
utilizado para todos los grupos goza de una alta tasa de éxito clinico
(57). Ademas, al trabajar con una muestra pequeia la cual ha sido
reducida ulteriormente por trabajar con diferentes periodos de estudio,
ha propiciado que la presencia de unos pocos resultados no muy
favorables afectara y empeorara la media, a pesar de una tendencia a
mejores resultados para el grupo Test, como se aprecid6 en la
distribucion por frecuencias.

En esta distribucion de frecuencias se observa una frecuencia muy alta
de resultados altamente favorables (>75% BIC) en el grupo Test, siendo
ademas, esta frecuencia de resultados la que més se ha observado en
este grupo (Fig 17). Sin embargo, en el grupo Control, el resultado que
mas frecuentemente se encontrd fue de un BIC del 57% (Fig 16).

Por tanto es posible que existan realmente unas mejoras en la
neoformacién de hueso peri-implantario, tanto en términos de BV/TV

como de 360° BIC estudiados mediante microtomografia
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computerizada como demuestra la mayor frecuencia de resultados
positivos para el grupo Test, aunque estas diferencias no tengan una
magnitud suficiente como para ser estadisticamente significativas a
nivel clinico.

Los resultados del presente informe han de ser tratados con cautela,
puesto que existen limitaciones como la naturaleza experimental del
estudio y la poca muestra incluida. Estos factores hacen necesario la
realizacion de futuros ensayos clinicos en humanos para determinar la

superioridad de la superficie estudiada a nivel experimental.
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CONCLUSIONES

* No existen diferencias estadisticamente significativas en términos de
formacion de hueso peri-implantario (BV/TV y 360° BIC) medida a
través de microtomografia computerizada entre un implante con
superficie bioactiva rica en multi-fosfonatos y un implante con

superficie convencional.

* Existe una tendencia de mayor frecuencia de resultados con BV/TV y
360° BIC mayores del 75% en el grupo Test frente al grupo Control, en

el que los resultados mas frecuentemente encontrados son del 57%.
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ANEXOS

TABLAS ALEATORIZACION T8-T2:
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ARF (Animal Record Form) - EXTRACCIONES:

De novo bone formation around implants with different surface characteristics. An
experimental study in the beagle dog
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ARF (Animal Record Form) - IMPLANTES:

De novo bone formation around implants with different surface characteristics. An
experimental study in the beagle dog
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