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1. INTRODUCCION

El hueso alveolar es la estructura que da soporte e insercion a los dientes. Forma parte
de un sofisticado sistema de anclaje dentario constituido por el periodonto, el cual
desde un punto de vista evolutivo, se puede considerar el mas complejo en la filogenia
de la denticion (1).

El hueso alveolar constituye el componente mas dinamico del periodonto, y esta
constantemente sometido a procesos de remodelacion, debido a su sensibilidad a
estimulos mecanicos. Es un tejido diente-dependiente, y como tal, la presencia o
ausencia de fuerzas masticatorias influyen tanto en su cantidad como en su calidad.
La extraccibn o pérdida dentaria desencadena una serie de cambios a nivel
morfoldgico y celular en las caracteristicas y dimensiones arquitecténicas del hueso
alveolar (2).

La pérdida de hueso alveolar es desfavorable para los tratamientos de rehabilitacion
dental, por lo que se han desarrollado numerosas técnicas y materiales de
regeneracion 0sea. Diversos materiales son empleados en regeneracion ésea, y son
clasificados segun su origen en autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos y aloplasticos,
como se muestra en la Tabla |. Estos materiales promueven la regeneracién 6sea a
través de tres diferentes mecanismos: osteogénesis, osteoinduccion, y
osteoconduccion. Todos ellos deben tener uno o mas de estos tres mecanismos de
accion (3).

Tipo de material  Origen del injerto Propiedad Ejemplo
Autoinjerto Mismo paciente Osteoconductivo Injerto de rama
Osteoinductivo mandibular
Osteogénico
Aloinjerto Diferente paciente  Osteoconductivo Hueso liofilizado
de la misma
especie
Xenoinjerto Diferente especie  Osteoconductivo Hueso bovino
Aloplastico Sintético Osteoconductivo Trifosfato de
Calcio

Tabla |. Clasificacién de materiales de injerto 6seo segln su origen.



Ademas de estos mecanismos, la angiogénesis es una condicion imprescindible en el
proceso regenerativo, pues la formacién de nuevos vasos permitird el suministro
eficiente de sangre y nutrientes, junto con de respaldar y sostener el desarrollo y
mantenimiento del hueso en formacion. Los vasos sanguineos también sirven como
red de comunicaciéon para el tejido 6seo y el tejido circundante, estableciendo una
conexion funcional entre el material de injerto y el hueso hospedero (4).

Con el fin de estudiar la dinamica 6sea ante estos materiales, en el presente trabajo
se aplicaran marcadores biolégicos angiogénicos y osteogénicos hueso alveolar que
ha recibido tratamiento de regeneracion 6ésea. Se documenta el reporte de 3 casos
donde se utilizo la técnica de Sticky Bone, que combina un aloinjerto (hueso liofilizado)
con plasma rico en fibrina (PRF), mediante procedimientos de elevacion de seno
maxilar. De esta forma se estudiaran las caracteristicas del hueso regenerado, y
podran ser contrastadas con las del hueso propio del paciente.



2. MARCO TEORICO

2.1 Hueso Alveolar

2.1.1 Desarrollo evolutivo

El hueso alveolar forma parte de un sofisticado sistema de anclaje dentario constituido
por el periodonto de insercion, junto con el cemento y el ligamento periodontal,
conformando la articulacion alvéolo-dentaria. Su filogenia da cuenta de que el
periodonto de los mamiferos puede considerarse el mas complejo de todos los
sistemas de anclaje, particularmente en cuanto a estructura y funcién. En la evolucion
dentaria, se han desarrollado diferentes tipos de sistemas de anclaje periodontal.
Pareciera ser que los dientes evolucionaron a partir de elementos conodontes, o bien
de denticulos de tipo odontodes en los primeros agnatos cordados, antes de la
aparicion de la coraza dérmica y escamas placoideas (parecidas a dientes) durante la
evolucion de los peces. Sistemas de anclaje de mayor complejidad fueron
desarrollandose principalmente en peces vertebrados, en una etapa relativamente
tardia en la evolucion dentaria.

Estos sistemas se clasifican principalmente en protoacrodonte, acrodonte, acro-
prototecodonte, pleurodonte y tecodonte, dependiendo del area de anclaje dentaria
(crestal, marginal o alveolar) y del modo de anclaje (anquilosis, fibroso o una
combinacion de ambas) (Figura 1). La variacion evolutiva mas significativa se
encuentra entre los peces vertebrados acro-prototecodontes y los reptiles
pleurodontes, donde se conforma lo que luego sera el alvéolo dentario en mamiferos.
En las distintas especies mamiferas las estructuras de cemento, fibras periodontales
y epitelio de unién son distintos entre si.



Figura 1. Sistemas de anclaje periodontal. A) Proto-acrodontes. Compuesto por las primeras
estructuras similares a dientes, los odontodes. B) Acrodontes. Fijacion del diente a la cresta
marginal de la mandibula, directamente al hueso o mediante fibras colagenas o tejido
conectivo mineralizado. C) Acro-prototecodontes. Representan la mayor variabilidad bioldgica,
incluyendo 5 tipos de tejidos diferentes: dentina, hueso de anclaje, aparato fibroso, hueso
mandibular y epitelio de union. D) Pleurodontes. Desaparecen las estructuras de union
mineralizadas, y se combina la anquilosis con la unién mediante fibras al margen interno de la
mandibula. E) Tecodontes. Se establece la gonfosis como articulacion fibrosa entre hueso y
diente, el cual se encuentra inmerso en la cresta alveolar. De Gaengler (1).

Por lo tanto, el desarrollo filogenético de estructuras de anclaje cada vez mas
complejas esta en relacion a las variaciones en:

e Formay funcion de los dientes

e Patrén de recambio dental

e Patrones de erupcién, tasa de crecimiento y forma de abrasién y atricion
dentaria

Los reptiles representan el primer grupo cuyos dientes se encuentran en verdaderas
cavidades o alvéolos. Esta es una gonfosis tecodonte, donde a diferencia de los
mamiferos, dientes sucesivos ocupan el mismo alvéolo. Todos los dientes de los
mamiferos placentarios poseen alvéolos. El anclaje de los dientes a la mandibula esta
dado por ligamento fibroso. Las variedades en las estructuras de pediculos y huesos
de anclaje de acro-prototecodontes se convirtieron en un unico sistema de anclaje en
tecodontes, constituido por cemento radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar

().
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2.1.2 Organizacion y Composicion del Hueso Alveolar

El tejido 6seo alveolar se puede considerar uno de los tejidos mas dindmicos del
cuerpo humano, se encuentra en constantes procesos de formacion y reabsorcion lo
que le permite lograr un completo remodelado 6seo ante distintos escenarios
determinados principalmente por la presencia y funcidon dentaria. Las unidades basicas
de remodelado 6seo se encuentran en la zona cortical y es donde ocurre la formacion
de nuevo hueso a cargo de osteoblastos o la reabsorcion dada por osteoclastos (5).
Este proceso es regulado por factores locales como la actividad de factores de
crecimiento y citoquinas, y por factores sistémicos como los niveles de estrogenos o
calcitocina (6). El desequilibrio entre la actividad osteoblastica y osteoclastica puede
desencadenar enfermedades metabdlicas como la osteoporosis (7).

Las capas corticales que forman el hueso alveolar tiene un doble origen: la capa mas
externa de la cortical crece por aposicion a partir de las regiones osteogénicas del
ligamento periodontal; y la zona mas interna se forma a expensas de los osteoblastos
de la médula 6sea adyacente. Tanto el hueso cortical como el esponjoso se
constituyen por células especializadas, matriz organica y una matriz inorganica mineral

(8).
2.1.2.1 Células

o Osteoblastos:

Son derivados de células mesenquimales pluripotenciales de la médula Osea.
Presentan una forma poliédrica y las caracteristicas tipicas de una célula secretora
como es un reticulo endoplasmico rugoso de gran tamafio y un complejo de Golgi
desarrollado. En direccion a la sustancia osteoide 0 matriz ain no mineralizada,
desarrolla prolongaciones que se conectan con los osteocitos y otros osteoblastos a
través de conexinas. Los osteoblastos son los encargados de producir la matriz
organica y también contribuyen al proceso de mineralizacion en dos etapas; la primera
es la fase vesicular en donde vesiculas matricales producidas por osteoblastos son
liberadas a la matriz del nuevo hueso en formacién y promueven la mineralizacion.
Luego, en la fase fibrilar, la enzima fosfatasa alcalina (también secretada por
osteoblastos), se encarga de liberar iones fosfato dentro de las mismas vesiculas,
permitiendo la captura de iones calcio y la formacion de cristales de hidroxiapatita que
sirven de nudcleos de mineralizacion de las fibras de colageno que conforman la matriz
osteoide.

Ademas se han descrito funciones de los osteoblastos a nivel sistémico; Capulli et al
(9) describe un efecto hipoglicemiante dado por su accién endocrina, pues mejora la
sensibilidad de la insulina a nivel del tejido adiposo a través de la osteocalcina, e
incluso mejora la funcion de las gonadas masculinas aumentando la fertilidad. En este
mismo estudio se describe su actividad reguladora de osteoclastogénesis a través de
mecanismos paracrinos.
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La vida media de los osteoblastos es de 1 a 10 semanas, tras las cuales pueden
transformarse en células de borde u osteocitos en aproximadamente un 15%, o
desaparecer por mecanismos de apoptosis (10).

o Osteocitos:

En el proceso de mineralizacion de la matriz osteoide hay osteoblastos que quedan
inmersos en ella, pasando a diferenciarse en osteocitos. Son las células mas
abundantes del tejido 6seo, su forma es estrellada y se presentan en la zona interna
de la superficie 6sea. Se encuentran en contacto unas con otras y también con los
osteoblastos de la superficie a través de prolongaciones citoplasmaticas llamadas
conductos calcéforos. Esta red también es denominada sistema de microcirculacion
O0sea y les permite llevar a cabo su funcion: proveer de nutrientes y oxigeno, y la
mecanotransduccion para controlar el remodelado 6seo. El rol de los osteocitos en la
dinamica O0sea se ha estudiado mucho en los ultimos afios, recientes estudios
mencionan la capacidad reguladora de los osteocitos en el metabolismo de fosfatos a
nivel sistémico, su rol en la coordinacion de la actividad osteogénica y osteoclastica, y
su participacion en el almacenamiento del calcio en el hueso (11).

o Osteoclastos:

Se originan a partir de la diferenciacion de células madre hematopoyéticas medulares
denominadas “Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macréfagos”
(CFU-GM), precursoras de macréfagos y monocitos (12). Son las células encargadas
del proceso de reabsorcion 6sea. Para lograrlo, los osteoclastos se desplazan hacia la
zona a reabsorber y a través de integrinas o actinas unen su borde en cepillo a la
matriz mineralizada, denominada zona de sellado, y secretan &cidos (H+) que
solubilizan primero la matriz organica del tejido 6éseo y luego la mineral. La dinAmica
del recambio 6seo es influenciada por factores generales, como la parathormona,
calcitonina y la vitamina D, y por factores locales, como la IL-1, la IL-6, el factor de
necrosis tumoral TNFct, el interferén IFN-y, prostaglandina y el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas PDGF.

o Célula de revestimiento o de borde:

Son originadas a partir de los osteoblastos cuando han finalizado su actividad. Se
encuentran en la porcion mas externa de la matriz 6sea en las zonas donde no hay
formacion ni reabsorcion ésea. A pesar de que su funcién no estd completamente
definida, se ha establecido como principal la de crear un limite para la matriz 6sea
separandola de los osteoclastos.
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2.1.2.2 Matriz organica

Constituida principalmente por fibras de colageno Col | (90%) inmersas en una matriz
gue contiene diversas proteinas no colagenas. Las sustancias de naturaleza no
colagenas mas caracteristicas de la matriz extracelular, son basicamente tres:

a) Glicoproteinas: son principalmente la osteopontina, osteonectina, sialoproteina
O0sea (BSP) y proteina morfogenética 6sea (BMP).

b) Proteinas que contienen acido gamma carboxi-glutamico: entre ellas destaca la
osteocalcina, proteina producida por osteoblastos y plaquetas que tiene como
rol principal unir el calcio al colageno, es frecuentemente usada como marcador
para medir la actividad osteoblastica ya que se presenta durante la
diferenciacion de pre-osteblasto a osteoblasto en el inicio del proceso de
mineralizacion.

c) Proteoglicanos: encargados de regular el depésito de sales de calcio.

Es importante recordar que la cantidad de proteinas de la matriz varian con la edad,
estado nutricional, enfermedades asociadas que pueden generar alteraciones de
forma de la estructura ésea o finalmente fracturas (13).

2.2.2.3 Matriz inorganica

El componente mineral de la matriz es representado por los cristales de hidroxiapatita
en un 80%, carbonato de calcio en un 15% y un 5% de otras sales minerales como
magnesio, sodio, potasio, manganeso Yy flor.

Las proteinas de la matriz en conjunto con el colageno proporcionan la disposicién de
los cristales de hidrioxiapatita, lo que le otorga al hueso la rigidez y resistencia
caracteristicas (14).

El 2% se compone por enzimas como fosfatasa alcalina, colagenasa, entre otras,
productos extravasados de la sangre y por factores de crecimiento como el factor
osteoinductor, osteogenina T, GFB, FGf; etc. que tienen parte de su reservorio en la
matriz ésea (8).

13



2.1.3 Dinamica 6sea

El hueso esta constantemente sometido a diferentes demandas funcionales, ante las
cuales responde adaptandose mediante remodelacion Osea. Este proceso
corresponde al resultado de un equilibrio entre la formacién 6sea por osteoblastos y la
resorcion 6sea por osteoclastos (Figura 2).

Este mecanismo de remodelacion y resorcion tienen lugar dentro de las cavidades
Oseas donde se lleva a cabo la formacién de estructuras anatomicas temporales
denominadas unidades basicas multicelulares (BMUs), que se componen de un grupo
de osteoclastos por delante para formar el cono de corte y un grupo de osteoblastos
detras formando el cono de cierre, asociado a los vasos sanguineos y a inervaciones
periféricas. Se ha sugerido que BMU es rodeado por una cubierta celular
(posiblemente células de revestimiento 6seo) que forman el compartimiento de
remodelacion ésea (BRC). EI BRC parece estar conectado a las células de
revestimiento, que a su vez estan en comunicacion con osteocitos dentro de la matriz
Osea (15).

La organizacion de las BMU en el hueso cortical y trabecular difieren, pero estas
diferencias son principalmente morfolégicas mas que bioldgicas. Por otra parte en el
hueso trabecular el proceso de remodelacién es principalmente un evento de superficie
y debido a que la relacion superficie / volumen es mucho mayor, es mas activo el
proceso de remodelado que en el hueso cortical, con tasas de remodelacion que
pueden ser hasta 10 veces mas altas (16).

2.1.3.1 Fases de Remodelado Oseo

Activation Resorption  Reversal Formation Termination

M3
i | I I‘.(:.‘l:.nu al |

stram

Damage

. B cell o PIH ¢ alph v Beta 3 integrin
cel
demineralized
bone lming cell « S = RANKI
® - B siali » « undigested collagen
‘ Osleomac —E e reversal cell ® OPG === coupling signals
OSICOCEsT @ mature
a MOP-I cherostin
® PreCurso osteablast = R
M osteoctas [:] osteowd o esl-l new mineralized bone

Figura 2. Esquema representativo de BMU y el ciclo de remodelado éseo. De Raggatt (17).
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o Fase Quiescente

Es la primera fase del remodelado 6seo y se relaciona con un estado de reposo, donde
los factores desencadenantes aun no intervienen. En condiciones de reposo, los
osteocitos mantienen en pausa expresan esclerostina, una molécula soluble que se
une a LRP5/ 6 (relacionado con el receptor de lipoproteinas de baja densidad proteina-
5/6) y evita directamente la sefializacion Wnt, un inductor de formacion ésea (18).

o Fase de Activacion

La etapa inicia con el reconocimiento de sefiales por parte de los osteocitos que dan
pie al proceso de regeneracion (19). Por ejemplo, una carga tensional mecanica sobre
el hueso que genera una noxa estructural desencadenara la intervencién de hormonas
y sefales que se activan en pos de mantener la homeostasis (17). Este estimulo lleva
a una apoptosis de los osteocitos y desencadena el proceso de osteoclastogénesis
(20). La hormona paratiroidea (PTH) activa un receptor acoplado a la proteina G
transmembrana de las células osteoblasticas, estas a su vez activan la proteina
quinasa A, quinasa C y vias de sefializacion intracelular de calcio, que inducen una
cascada de sefiales transcriptoras y modulan el reclutamiento de precursores de
osteoclastos e inducen su diferenciacion (21).

o Fase de Reabsorcion

Los osteoblastos activados producen la quimiocina MCP-1 (proteina quimioatrayente
de monocitos 1), favoreciendo el reclutamiento de precursores de osteoclastos
inducido por RANKL (22). Ademas, la PTH también estimula la expresién de las
citoguinas maestras de osteoclastogénesis, CSF-1 (factor estimulante de colonias de
macréfagos), RANKL y OPG (osteoprotegerina), por parte de los osteoblastos. Se
reduce la expresion de OPG vy por el contrario CSF-1 y RANKL se incrementa para
promover la formacion de osteoclastos y su actividad posterior (23). CSF-1 y RANKL
trabajan de manera coordinada, para promover la proliferacion, diferenciacion y
actividad osteoclastica (24). Las metaloproteinasas de la matriz (MMP), son
secretadas por los osteoblastos en respuesta a sefiales de remodelacién mecéanica y
endocrina; degradan el osteoide no mineralizado que recubre la superficie del hueso y
exponen los sitios de adhesién dentro del hueso mineralizado para facilitar la union del
osteoclasto. Estos se anclan a través de moléculas de integrina (25) para formar la
zona de sellado, donde bombean iones de hidrogeno, produciendo un ambiente acido
gue lleva a la disolucién de la matriz mineralizada. De esta forma se constituyen las
lagunas de resorcion de Howship (26). Luego la matriz ésea organica restante es
degradada por enzimas colagenoliticas con un pH bajo (en particular, catepsina K).

o Fase Reversa

Las lagunas de Howship permanecen cubiertas con matriz de colageno
desmineralizado no digerido. Una célula mononuclear de linaje indeterminado elimina
estos remanentes de colageno y prepara la superficie 6sea para la posterior formacion
de hueso mediado por osteoblastos (27).
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Los macréfagos asociados a la superficie 0sea, residentes en el periésteo y el
enddsteo se denominan Osteomacs (“osteal macrophages”), y son los principales
responsables de la eliminacion de residuos de la matriz durante esta fase, pues son
células fagociticas por excelencia. Ademéas, producen MMPs necesarias para la
degradacion de la matriz, y pueden producir osteopontina que se incorpora en el tejido
mineralizado (28). El ultimo papel de las células participantes durante la fase reversa
es recibir o producir sefiales de acoplamiento que permiten la transicion de la resorcion
Osea a la formacion 6sea dentro del BMU.

o Fase de Formacion

La transicion al proceso de formacion 6sea es llevada a cabo por varios mecanismos
de acoplamiento, incluyendo la molécula soluble esfingosina 1-fosfato y la célula-
EphB4 ephrin-B2 (complejo de sefializacion bidireccional) y son activados durante la
resorcidon Osea. La esfingosina 1-fosfato secretada por osteoclastos, induce el
reclutamiento de precursores osteoblasticos y promueve la supervivencia del
osteoblasto maduro. La sefalizacion avanzada a través de EphB4 en osteoblastos
mejora la diferenciacion osteogénica, y la sefializacion inversa a través de ephrin-B2
en precursores osteoclasticos suprime la diferenciacion osteoclastica al inhibir la
cascada osteoclastogénica-Fos/NFATc1 (28).

Este complejo de sefalizacion EphB4 ephrin-B2 ofrece una oportunidad Unica para
activar la formacion e inhibir la resorcion ésea simultdneamente, en este punto critico
de transicion del proceso de remodelacion (29).

Esta estimulacién también puede ejercer sefiales de formacion ésea a través de los
osteocitos, inhibiendo la expresion de esclerostina, lo que permite la expresion de Wnt.
Whnt dirige la formacion 6sea a través de su receptor y correceptor, LRP5 / 6. Esta via
de sefializacién anabdlica es fundamental para establecer la densidad 6sea basal (18).
Sin embargo, los detalles de como la tension mecanica y la sefializacion PTH ejerce
efectos opuestos en las etapas iniciales y tardias de remodelacion ésea fisioldgica
quedan por determinar y contindan siendo estudiadas (30).

o Fase de Terminacion

La expresion de esclerostina se reactiva una vez que la cantidad de hueso reabsorbido
y de hueso regenerado es igualada, concluyendo el ciclo de remodelacion. Los
osteoblastos maduros pueden sufrir apoptosis, volver a convertirse en un fenotipo de
linaje 6seo, 0 bien quedar embebidos en la matriz 0sea y diferenciarse en osteocitos.

El ambiente de la superficie 6sea en reposo se restablece y se mantiene hasta la
préoxima fase de remodelacion (17).
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2.1.4 Relacion angiogénesis — osteogénesis

La angiogénesis es un proceso clave tanto en el desarrollo como en la regeneracién
0sea, necesaria para brindar nutrientes al hueso (31). Corresponde a la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de redes vasculares preexistentes, mediada por una
activacion del endotelio y de células madre de la pared de los vasos sanguineos (32).

Esta estrechamente asociada al proceso de osteogénesis, y su interaccion es
controlada por una serie de factores autocrinos y paracrinos producidos por células
osteoblasticas, endoteliales y sus precursores (33).

2.1.4.1 Angiogénesis durante la formacion 6sea

En cuanto a esta interaccion en el proceso de formacion 6sea alveolar, en el estudio
de An et al (34), se sugiere que la morfogénesis del hueso alveolar esta intimamente
relacionada con la formacion de vasos sanguineos, ratificando estudios previos, que
postulan que el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el encargado de
modular la diferenciacion funcional de osteoblastos y fibroblastos, que formaran la
arquitectura del periodonto (35-37).

La morfogénesis del hueso alveolar ocurre mediante osificacion intramembranosa, que
corresponde al proceso de desarrollo embrionario de huesos planos, como es la
mandibula. Esta es fundamental tanto en el desarrollo de los huesos craneofaciales
como para la ingenieria tisular de injertos 0seos, y se basa fuertemente en la relaciéon
angiogénesis-osteogénesis. A diferencia de la osificacion endocondral, donde la
formacion de hueso ocurre a partir de tejido cartilaginoso, la osificacion
intramembranosa ocurre dentro de una membrana de tejido conjuntivo. Las células
osteoprogenitoras se reunen en el area de osificacion, donde la BMP regula la
transcripcion del factor Runx2, que desencadena la expresion de proteinas
especificas, como BSP, osteocalcina y osteopontina, necesarias para producir la
matriz mineralizada (38).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es uno de los reguladores mas
importantes de la angiogénesis y es critico tanto para el desarrollo como para la
regeneracion 6sea. En estos procesos el VEGF cumple un rol dual, actuando tanto en
las células endoteliales para promover su migracién y proliferacién, como en la
estimulacion de la osteogénesis en la regulacion de factores de crecimiento
osteogénicos (39). Asi, la angiogénesis y la osteogénesis estan intimamente
relacionadas y deben estar estrechamente acopladas para la funcion fisiologica 0sea.

Durante la regeneracion O0sea intramembranosa, la exposicion a hipoxia en la fase
inflamatoria inicial estimula la liberacién de factores de crecimiento por parte de los
osteoblastos, incluyendo VEGF, por la via HIF-1a (factor inducido por hipoxia),
promoviendo migracion y proliferacién endotelial, y permeabilidad vascular (40). Los
nuevos vasos aumentan el suministro de nutrientes, oxigeno y minerales necesarios
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para la osteogénesis, y se encargan de reclutar células osteoprogenitoras al sitio de
injuria. Ademas, las células endoteliales producen también factores osteogénicos
(como BMP-2 y BMP-4), que promueven la diferenciacion osteoblastica, mientras los
osteoblastos diferenciados secretan factores angiogénicos (como PDGF-BB y VEGF)
para sustentar aun mas la angiogénesis mediante un feedback positivo (41,42), como
se muestra en la Figura 3.

/ —

g\ Blood (o) y

Vessel / Jpreey = Q o
+ VEGF - MSCs

HIF-1a+ OBs

Figura 3. Relacién osteogénesis-angiogénesis en hueso: los osteoblastos (OBs) liberan HIF-
1a, induciendo la regulacion de VEGF, que estimula a las células madre mesenquimales
(MSCs) y la invasién de vasos sanguineos. De Riddle et al (33).

Un déficit en la angiogénesis puede ser la causa de un fracaso en la osteogénesis o
en el proceso de reparacion O0sea. Esto se puede deber a problemas locales de
vascularizacion o bien condiciones sistémicas del paciente, como diabetes. Gotz (43)
propone que la cantidad de vasos sanguineos se correlaciona con los resultados
clinicos, al estudiar el aumento de cresta alveolar con materiales de regeneracion
Osea. Esto sefiala que la calidad angiogénica del tejido hospedero es importante, y
debe ser evaluada cuidadosamente al planificar tratamientos regenerativos.

La angiogénesis es esencial en el proceso de reparacién 6sea, por la clara razén de
que provee de nutrientes e intercambio gaseoso, ademas de constituir una via de
eliminacién de productos de desecho. Los vasos sanguineos ademas proveen
sistematicamente de factores circulantes que pueden modificar la cicatrizacién 6sea,
tales como PTH y vitamina D (44).
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2.1.4.2 Angiogénesis y regeneracion 6sea

La vascularizacion también juega un papel crucial en la ingenieria tisular 6sea, que
busca el desarrollo de sustitutos 0seos para reemplazar grandes pérdidas de tejido por
trauma, cirugia u otras condiciones clinicas donde la cicatrizacion 6sea fisiologica es
insuficiente. De hecho, tras la implantacion in vivo, un desafio importante para los
sustitutos 6seos de uso clinico es el mantenimiento de la viabilidad celular en el ndcleo
del injerto, que depende criticamente de la rapida invasion por los vasos sanguineos
del huésped. Una perfusion sanguinea escasa resulta en muerte celular debida a la
falta de oxigeno, nutrientes y drenaje de desechos. Por otra parte, redes vasculares
bien irrigadas también median el reclutamiento de células osteoprogenitoras, células
madre hematopoyéticas y células inmunitarias, que juegan un rol importante en la
regeneracion y remodelacion tisular (45).

Los principios fundamentales para aumentar la tasa de éxito de los tratamientos con
materiales regenerativos son el mantenimiento del espacio, exclusién de la migracion
de tejido conectivo al sitio, la estabilizacién del coagulo sanguineo, y el cierre primario
del sitio quirdrgico (46). Ademas de estos principios quirdrgicos basicos, el suministro
sanguineo es otro factor crucial que provee los elementos nutricionales requeridos,
oxigeno, células inmunitarias, células madre mesenquimales, y factores de
crecimiento (4).

En la regeneracion ésea, la angiogénesis juega un rol central, ya que provee la
conexién funcional entre el material de injerto y los tejidos del huésped que lo rodean.
Las redes vasculares bien establecidas y maduras favorecen y aceleran el proceso
regenerativo (47).

Aungque actualmente se han investigado distintas estrategias para mejorar la
vascularizacién de injertos osteogénicos, hasta ahora el éxito es mas bien limitado. El
esclarecimiento de la conexidbn molecular entre la angiogénesis y la osteogénesis es
necesario para explotar el potencial terapéutico del VEGF y disefiar estrategias para
mejorar tanto la vascularizacion eficiente como la formacion de hueso (44).
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2.2 Regeneracion 6sea alveolar

2.2.1 Ingenieria de Tejidos

La medicina regenerativa es definida como una disciplina que tiene por objetivo
comprender los principios del crecimiento tisular, y aplicarlos en lograr el reemplazo
de tejido funcional para uso clinico. En la cavidad oral se observa con gran frecuencia
la pérdida de tejidos de soporte debida principalmente al edentulismo, es por esto que
se ha trabajado en el desarrollo de materiales de regeneracion 6sea que no solo logren
mimetizar en estructura el tejido 6seo perdido sino también en funcion. Para el éxito
de esta sustitucion es necesario comprender la fisiologia del tejido a reemplazar, que
el material de injerto sea capaz de imitarlo y que se establezca una interaccion
funcional entre ellos (48).

Los materiales de regeneracidon 6sea que se encuentran en el mercado tienen diversas
propiedades y es importante poder discriminar cual es la técnica més apropiada ante
cada caso clinico. Se debe tener en consideracion las caracteristicas del sitio a injertar
y el diagnéstico de cada caso, por otro lado, el origen del material de injerto, sus
caracteristicas, las posibles combinaciones entre ellos y con factores de diferenciacion
celular son variables a considerar en relacion a la técnica para lograr la formacion de
nuevo tejido éseo (49).

2.2.2 Requerimientos de un material de injerto

Los materiales de injerto tienen por objetivo lograr la regeneracion 6sea alveolar, a
través de tres diferentes mecanismos: osteoconduccion, osteoinduccion, y
osteogénesis. La osteoconduccion es el proceso que proporciona un andamio bioinerte
o matriz fisica, adecuada para la deposicion de hueso nuevo en el hueso alveolar
circundante y células mesenquimales diferenciadas para crecer a lo largo de la
superficie del injerto (3). La osteoinduccion en un injerto tiene lugar cuando el material
induce la transformacién de células madre mesenquimales indiferenciadas del
huésped en osteoblastos o condroblastos mediante factores de crecimiento. La
osteogénesis es la formacién y el desarrollo de hueso, y ocurre cuando el injerto
contiene osteoblastos u osteoprecursores viables que establecen nuevos centros de
formacion ésea (50).
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2.2.3 Clasificacion

Los materiales de injerto 6seo se clasifican segun su origen en autdlogos, aloinjertos,
xenoinjertos y aloplasticos. Todos ellos deben cumplir con uno 0 mas de estos tres
mecanismos de accion (46).

2.2.3.1 Autoinjertos

Corresponde a tejido transferido de un sitio a otro del mismo individuo. Los sitios
comunes de extraccion pueden ser extraorales, tales como cresta iliaca, meseta tibial;
o intraorales como sinfisis mandibular, tuberosidad maxilar, rama mandibular, entre
otros. Son considerados materiales principalmente osteoconductivos con mas de un
90% de éxito en la regeneracion 6sea (51). Es el gold estandar para tratar defectos
0seos de menor tamafo (52). A pesar de mostrar excelentes resultados clinicos, la
gran desventaja de los materiales autégenos es que implican una doble intervencion,
primero una cirugia de obtencion y luego la cirugia de injerto propiamente tal. Las
complicaciones asociadas con el procedimiento de extraccién de hueso, al ser un
procedimiento invasivo, incluyen infeccion de la herida, dolor persistente, hinchazén y
sensacion alterada, tanto en el sitio de extraccién del injerto como en el de su
colocacion (53), por ello la necesidad de utilizar materiales que ademas de poseer
potencial regenerativo propicien una cicatrizacion sin complicaciones que no interfiera
en los mecanismos de regeneracion 0sea alveolar. También debemos considerar que
no todos los pacientes son candidatos para este tipo de cirugia, que es necesario que
el sitio donador del injerto cumpla con ciertas caracteristicas como una buena calidad
de hueso en tamafio y grosor, ademas de las condiciones sistémicas del paciente.

o Plasma Rico en Fibrina

Un grupo de materiales autdégenos son los concentrados plaquetarios, donde
encontramos el plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma rico en fibrina (PRF). PRF
es un concentrado de plaguetas de segunda generacion desarrollado como un
refuerzo para el PRP introducido en primera instancia (54). En el contenido del PRF
podemos encontrar diversos elementos como fibrinas, plaquetas, citoquinas y
leucocitos, ademas, en comparacion con otros materiales biolégicos, la preparacion
de PRF es bastante conveniente, ya que no se utilizan otros tratamientos bioquimicos
para la sangre durante el proceso de produccion. En términos de caracteristicas
bioldgicas, la fibrina desempefia un papel importante en la cicatrizacion del alvéolo, ya
que el PRF es similar a los coagulos de sangre natural y favorece la agregacion
plaquetaria con factores de crecimiento (55).

Es un material biolégico autélogo, viable y biocompatible descrito en primera instancia
por Choukroun el aflo 2001 (56). Se utiliza frecuentemente para el tratamiento de
defectos intradseos o para técnicas como la elevacién de seno, entre otros (57).
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La clave de la regeneracion tisular con PRF se encuentra en su potencial angiogénico,
que no genera rechazo por parte del hospedero, y la capacidad para reclutar
elementos celulares. Las propiedades angiogénicas pueden explicarse por la
estructura tridimensional de la matriz de fibrina que contiene una serie de factores de
crecimiento y citoquinas incorporados simultaneamente en la matriz que incluye
PDGF, TGF-B1, IGF y VEGF (56,58).

Estudios previos han mostrado que este material permite la liberacion lenta de factores
de crecimiento, tales como el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B), factor
de crecimiento derivado de plaquetas  (PDGF) y el VEGF, especialmente durante los
primeros siete dias (59). También se ha descrito que la liberacion de factores continda
hasta alrededor de los 28 primeros dias (60). PRF se puede utilizar como Unico
biomaterial o en combinacién con diferentes sustitutos 0seos, lo cual optimizaria la
regeneracion o6sea (59).

El PRF se mantiene estable dimensionalmente desde su aplicacion clinica y comienza
a degradarse lentamente liberando productos, los que estimulan directamente la
migracion de neutréfilos y provoca la secrecion de proteasas que facilitan su
penetracion en la membrana basal de los vasos sanguineos y contribuyen ademas en
la degradacion del coagulo de fibrina. Los neutrdfilos atrapados dentro del coagulo de
fibrina trabajan para eliminar las bacterias y los patdgenos que ingresan al sitio de la
herida por fagocitosis por lo que contribuye a la prevencion de la contaminacion
bacteriana dentro del sitio quirtrgico. PRF también contiene macréfagos que participan
en el proceso de curacién y reparacion, desempefiando un papel clave en la transicion
de inflamacion a reparacion de heridas durante la osteogénesis (61).

2.2.3.2 Aloinjertos

Consiste en tejido que es transferido de un individuo a otro de la misma especie, pero
genéticamente distinto. La ventaja de un aloinjerto es evitar una segunda intervencion,
disminuir el tiempo quirudrgico y la pérdida sanguinea, menor morbilidad del hospedero
y un suministro ilimitado de material de injerto, por lo que su uso se ha incrementado
considerablemente en los udltimos afios. Es importante mencionar también sus
desventajas: el tejido injertado se comportara como un antigeno en el hospedero y la
exposicion a transmision de enfermedades a través de los injertos. Aunque se ha
trabajado en las medidas necesarias para evitar la transmisién de enfermedades, se
han reportado casos en los que se ha contagiado el virus de VIH (se presume que su
contagio es de 1 en 1.6 millones) (62).
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o Hueso Liofilizado

Tejido 6seo humano particulado, almacenado y distribuido por bancos de hueso, los
cuales posibilitan disponer de una mayor disponibilidad de hueso y sin la morbilidad
de su extraccion (63).

Inevitablemente, se plantea el riesgo de transmision de enfermedades para los
receptores de los aloinjertos, por lo que el reto de mantener los injertos seguros resulta
esencial y es una premisa fundamental contar con un adecuado Yy fiable banco de
huesos y tejidos (64).

Este aloinjerto se puede obtener de donantes vivos (resecado de la cabeza femoral
durante la artroplastia total de cadera), donantes de multiples 6rganos (hueso
recolectado en la sala de operaciones) y donantes post-mortem (hueso recolectado en
la morgue). Se debe tener en cuenta que la recoleccion aséptica por si sola no hace
que el tejido sea estéril, y que los antibidticos simples no eliminan los organismos
bacterianos clinicamente significativos (65).

Uno de los pasos mas importantes para reducir la inmunogenicidad y la transmision
de enfermedades es la presurizacion de fluidos para eliminar al maximo la médula
O0sea y desechos celulares. Posteriormente se somete a irradiacion gamma en un nivel
de irradiacion adecuado para bacterias y esporas, aunque no necesariamente efectivo
contra virus mas resistentes.

En relacion con la conservacién, existen de dos formas: congelacion y liofilizacidén
(secado en frio). La congelacion del aloinjerto no afecta significativamente su
resistencia mecanica, ni elimina los patdégenos (66). El proceso de liofilizacion reduce
la resistencia a la flexion y torsion del injerto, y los injertos liofilizados deben
rehidratarse antes de su uso (64).

Tamafio de particula: Al utilizar hueso liofilizado como material de injerto es importante
considerar el tamafio de la particula. Las particulas mas grandes tienden a ser
retenidas en el tejido éseo recién formado, debido al mayor tiempo requerido para su
degradacion o remodelacién (67). En comparacién con particulas mas pequefas (<1
mm), las particulas mas grandes (1 mm) poseen una mayor resistencia mecanica, y
proporcionan un volumen para mantener espacio, lo que es mas importante para la
formacion 6sea inicial (68).

Un estudio en elevacién de seno maxilar indica que granulos minerales de hueso
bovino (xenoinjerto) con un tamafo que oscila entre 1-2 mm gener6 un volumen 1.4
veces mayor en el aumento que granulos mas pequefios 0.25-1 mm (69).

Porosidad: La presencia de poros o canales interconectados es la base para el uso de
sustitutos 6seos inorganicos. El tamafio de poro (dimetro) debe ser de al menos 100
pum, lo que permite la difusion de nutrientes para la supervivencia celular y la intrusion
de la osteona minima (70). Un tamafio de poro de 200-350 um ofrece condiciones
Optimas para el crecimiento del hueso recién formado (71).
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Es importante distinguir entre micro y macro porosidad. La microporosidad se define
como poros <10 um; esta caracteristica ayuda a mejorar la adhesion celular, para
permitir la permeabilidad de fluidos y nutrientes y asi mejorar la bioactividad. Se define
la macro porosidad como poros 2100 ym, que serviran para permitir la angiogénesis y
el crecimiento de células 6seas, imitando la porosidad del hueso trabecular, que tiene
un valor medio de 250 um, aunque es muy variable. La interconectividad también es
una propiedad importante para permitir permeabilidad, vascularizacidén y crecimiento
0seo (72).

La arquitectura y el disefio de un material de injerto influyen en la tasa de
vascularizacion después de la implantacion. Primero, el tamafio de poro del andamio
es un determinante critico de crecimiento de vasos sanguineos. Druecke y col. mostro
ese recipiente el crecimiento interno fue significativamente mas rapido en andamios
con poros mayor de 250 mm que en aquellos con poros mas pequefios (73). Sin
embargo, no es solo el tamafio de poro lo que es importante para vascularizacion: la
interconectividad de los poros también es importante porque la migracién celular, y por
lo tanto la vascularizacion, se inhibira si los poros no estan interconectados, incluso si
la porosidad del andamio es alta (74,75).

2.2.3.3 Xenoinjertos

Son tejidos obtenidos a partir de un individuo de distinta especie al hospedero. Los
MAas representativos corresponden a la hidroxiapatita y matriz desorganizada de hueso
bovino. Estos injertos son materiales inertes que proveen principalmente
osteoconductividad, y sirven como matriz para la neoformacion ésea y para mantener
el volumen 0seo. Gracias al perfeccionamiento de esta técnica se ha logrado obtener
buenos resultados, como se observé en el estudio de Serrano et al (76), que compara
las caracteristicas clinicas e histolégicas entre un xenoinjerto y un material autélogo y
no se obtienen diferencias estadisticamente significativas.

2.2.3.4 Materiales aloplasticos

Son biomateriales inertes sintéticos. Los mas comunes son el carbonato de calcio,
sulfato de calcio, polimeros de vidrio bioactivo y materiales ceramicos, incluyendo
hidroxiapatita sintética y trifosfato de calcio. El mecanismo de accion de estos
materiales es netamente osteoconductivo; proveen una matriz estructural para una
reparacion y crecimiento 0seo favorable. Los materiales biosintéticos son un aporte
debido a que no generan una respuesta inmune por parte del paciente, sin embargo
es esta misma caracteristica la que en ocasiones hace dudar de su éxito, pues la falta
de componentes biolégicos genera un cambio en el pH del medio y perjudica la
adhesion celular entre el material y el tejido circundante (62).
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es expresion de marcadores angiogénicos VWF y CD31 y osteogénicos OCN
en hueso alveolar humano nativo y en hueso alveolar humano regenerado con un
aloinjerto y PRF?

4. OBJETIVOS

4.1 General

Determinar mediante técnicas de inmunofluorescencia la expresion de marcadores
angiogénicos VWF y CD31 y osteogénicos OCN de hueso alveolar nativo y hueso
regenerado.

4.2 Especificos

Identificar componentes vasculares a través de marcadores endoteliales (VWWF, CD31)
tanto en hueso alveolar nativo como en hueso alveolar regenerado.

Definir actividad osteogénica a través de la expresion de un marcador osteogénico
(OCN) tanto en hueso alveolar nativo como hueso alveolar regenerado.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de Estudio

Disefio de estudio reporte de casos. Estudio descriptivo, observacional de tipo
transversal.

5.2 Universo

Se estudiaron muestras de hueso alveolar que recibieron tratamiento de regeneracion
O0sea mediante elevacion de seno maxilar, de pacientes que fueron sometidos a cirugia
de implante dental, del Postgrado de Implantologia Oral de la Universidad de
Valparaiso, en el periodo entre Mayo y Octubre del afio 2019. Las muestras fueron
donadas voluntariamente previo consentimiento informado oral y escrito de los
pacientes.

5.3 Criterios de inclusién y de exclusion

5.3.1 Criterios de inclusion

e Muestras de pacientes que hayan firmado el consentimiento informado.

Muestras de pacientes que cumplan con un rango etario de 40 a 60 afios.

e Muestras de pacientes con indicacion de implantes de diametro mayor a 3.75
mm.

5.3.2 Criterios de exclusion:

e Muestras de pacientes con tiempo de regeneracion menor a 6 meses.
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5.4 Muestras

5.4.1 Aprobacion del estudio y Consentimiento informado

El presente trabajo ha sido aprobado de acuerdo a los protocolos del Comité
Institucional de Bioética de la Investigacion en Seres Humanos de la Universidad de
Valparaiso. La muestra procesada en este trabajo ha sido donada en forma voluntaria
mediante consentimiento informado escrito y firmado, y consentimiento verbal del
paciente.

5.4.2 Forma de seleccion

Muestreo no probabilistico por conveniencia. Las muestras fueron recolectadas en las
dependencias del Pabellébn de Cirugia del Posgrado de Implantologia Oral, en la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Valparaiso. Estas se obtuvieron de
acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion. Fueron recolectadas en la cirugia de
instalacién de implantes entre el mes de Mayo y Octubre de 2019. Como se sefala
anteriormente, las muestras fueron donadas con el consentimiento informado verbal y
escrito de los pacientes.

5.4.3 Unidad de estudio

Muestras de hueso alveolar que contienen hueso nativo y hueso regenerado con
material de aloinjerto y PRF.

5.5 Definicion de las variables a estudiar

Marcadores Angiogénicos:
o Marcador de VWF: Variable cualitativa nominal dicotbmica. Se medira mediante
la presencia/ausencia del anticuerpo anti-vWF.
o Marcador CD31: Variable cualitativa nominal dicotdmica. Se identificara
mediante la presencia/ausencia del anticuerpo anti-CD31.

Marcadores Osteogénicos:
o Marcador de OCN: Variable cualitativa nominal dicotémica. Se identificara
mediante la presencia/ausencia de inmuno-reactividad de la proteina

Osteocalcina (OCN).
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Variables demograficas:
o Sexo: Variable cualitativa nominal dicotomica. Se medird en
femenino/masculino. Categorizacién visual entre presencia de mujer u hombre.
o Edad: Variable cuantitativa continua. Se medira en afios (0, 1, 2, 3...n). Tiempo
cronologico de vida del sujeto medido en afios al momento de la obtencién de
la biopsia.

Tiempo de regeneracion: Variable cuantitativa continua. Se medird en meses (0, 1,
2, 3...n). Tiempo cronolégico medido en meses desde el dia de la cirugia de elevacion
de seno hasta el dia de la obtencion y recoleccion de la muestra, que corresponde a
la cirugia de implante.

5.6 Proceso de recoleccidon y procesamiento de la informacion

5.6.1 Procedimientos Previos

Se describe graficamente el protocolo quirdrgico realizado de manera previa al estudio
en la Figura 4. La técnica utilizada para regeneracion ésea fue la elevacion de seno
maxilar, utilizando un injerto alogénico (hueso liofilizado de banco de hueso humano)
en combinacion con PRF en forma de Sticky Bone.

Para la preparacion del Sticky Bone se obtuvieron 60 cc de sangre venosa del
paciente, la cual se sometié a centrifugacién de 3000 rpm durante 10 minutos. Se
obtienen dos capas, de las cuales la mas profunda es de elementos figurados,
principalmente eritrocitos, y la capa superficial es fibrina. Esta se extrae luego con una
jeringa y se mezcla con particulas de hueso liofilizado de banco humano; se dejo
reposar durante 5-10 minutos para la polimerizacion, dando como resultado una masa
gue se compacta en el piso del seno maxilar.

Y A W

Figura 4. Protocolo quirargico previo. A) Radiografia del seno maxilar en condicion inicial. B)
PRF. C) Sticky Bone. D) Procedimiento de elevacién de seno maxilar.
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5.6.2 Recoleccion y procesamiento

El estudio se llevd a cabo a partir del seguimiento de 3 casos clinicos de pacientes
gue recibieron un tratamiento de regeneracion 0sea, para la posterior rehabilitacion
protésica mediante implantes dentales. Los pacientes fueron atendidos en el Posgrado
de la Universidad de Valparaiso, en la Especialidad de Implantologia Oral, entre los
afos 2018 y 2019. Todos ellos debian cumplir con una categorizacion de riesgo ASA
I-11. La investigacion fue aprobara por el Comité de Etica de la Escuela de Odontologia
de la Universidad de Valparaiso, y luego de aplicar los criterios de inclusion y exclusion,
los pacientes firmaron un consentimiento informado antes de participar en el estudio.

Se obtuvieron biopsias de hueso alveolar durante la cirugia de implante (Figura 5), tras
un periodo de 6-8 meses, utilizando una trefina de 3 mm de didmetro externo y 2 mm
de diametro interno (Hu Friedy, Chicago, lllinois, Estados Unidos), bajo anestesia local
y previo a la colocaciéon del implante. La toma de la biopsia fue llevada a cabo por
Cirujanos Dentistas de la Especialidad de Implantologia Oral. Luego de su obtencion,
la muestra es separada de la trefina con con una pinza, y es depositada en un frasco
rotulado con 20 ml de paraformaldehido. Los frascos fueron rotulados con codigo
alfanumérico de la muestra y fecha correspondiente.

Una vez cumplido el tiempo de fijacién las muestras fueron desmineralizadas en
solucion de EDTA al 4.13%, la que fue recambiada una vez por semana hasta los 21
dias, para luego iniciar con los procesos de corte, inmunohistoquimica y microscopia
Optica y confocal.

Figura 5. Protocolo quirtrgico de obtencién de muestras. A) Radiografia del seno maxilar
transcurridos 6 a 8 meses de la colocacion del injerto. B) Sitio de la biopsia. C) Trefina de 2
mm de diametro con muestra de hueso obtenida. D) Implante instalado.
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5.7 Cortes

Las muestras ya desmineralizadas fueron lavadas con solucion buffer fosfato-salina
(PBS) y sometidas a criopreservacion en solucion de PBS con sacarosa al 15% por
dos horas para luego repetir esta etapa en igual solucién al 30% por 24 horas. Las
muestras embebidas en solucién criopreservante fueron situadas en un medio de
montaje para seccionamiento por congelacion (Tissue-tek OCT Compound, Sakura
Finetek, Torrance, CA, USA) y congeladas a -25°C. Se realizaron cortes de 25
micrones mediante una cuchilla Leica desechable 819, en un criostato (Leica CM-
1900) operado a -25°C. Las secciones obtenidas fueron montadas en portaobjetos
numerados previamente cargados con poli-lisina. Los cortes se almacenaron bajo
refrigeracion a 4°C. Secciones representativas fueron tefiidas con Hematoxilina-
Eosina para caracterizacion y analisis de las muestras obtenidas.

5.8 Inmunofluorescencia e inmunomarcaje

Para realizar los inmunomarcajes, las secciones montadas en portaobjetos fueron
rehidratadas en PBS e incubadas por una hora en una solucién de bloqueo (compuesta
por 1% de albamina de suero bobino (BSA), 1% suero de caballo y 0.3% Triton X-100
+ solucion PBS).

Luego se agregaron los anticuerpos primarios, diluidos en solucién de bloqueo y se
dejaron actuar durante 12 h a una temperatura de 4°C. Los cortes fueron sometidos a
cinco lavados de PBS de 10 min cada uno. Los anticuerpos secundarios también
fueron diluidos en una solucion de bloqueo (1:500) y luego de ser agregados se dejaron
actuar durante 1 h a temperatura ambiente; por ultimo son lavados con PBS.
Finalmente los nucleos son marcados con DAPI (0.25 pg/ml) por 10 min. Las muestras
fueron lavadas con PBS y cubiertas con medio de montaje (Dako Industries,
Carpenteria, CA, USA) para ser almacenadas en cajas plasticas a 4°C para su
posterior analisis con microscopia.

Los cortes procesados fueron observados con microscopio confocal (Nikon C1 Plus y
Zeiss Axion imager Z1), el cual opera con tres laser de distintas longitudes de onda
de emisién (405, 488 y 555 nm). Los fluorocromos asociados a los anticuerpos
secundarios fueron Alexa Fluor 488 goat anti-mouse en verde, Alexa Fluor 555 goat
anti-rabbit en rojo y DAPI en 405 nm en azul. Los registros digitales fueron procesados
mediante los programas EZ-C1 3,90 (Nikon Corporation) e Image J (NH, Bethesda,
MD, USA) para proyecciones de maxima intensidad. Para ajustes de brillo y contraste
se utilizé el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, Mountain View, CA,
USA).
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5.9 Microscopia Optica y Confocal

Los marcadores de inmunofluorescencia utilizados en el estudio se declaran en la

Tabla Il.

Anticuerpo Primario GEN Host | Fabricante | Marcacion

OCN BGLAP Ms/m | Millipore Osteocalcina

CD31 PECAM 1 | Ms/m | DAKO Células endoteliales,
leucocitos

VWF VWF Rb/m [ DAKO Células endoteliales

Anticuerpo Secundario

Fluorocromo

Anti-rabbit Alexa Fluor 555 (Invitrogen)
Anti-mouse Alexa Fluor 555 (Invitrogen)
Anti-mouse Alexa Fluor 488 (Invitrogen)
DAPI Tincién de nucleos (0.25 pg/ml)

Tabla Il. Marcadores de inmunofluorescencia.

31




6. RESULTADOS

Los datos de los pacientes y las muestras recolectadas se presentan en la Tabla lll.

Se obtuvieron cortes longitudinales de cada muestra de hueso alveolar, donde se
distinguen tres zonas: caudal, craneal e interfase entre ambas (Fig.6). La zona caudal
corresponde a hueso nativo o propio del paciente; la zona craneal contiene el tejido
injertado, donde se evidencian particulas de hueso liofilizado y formacién de matriz
mineralizada; la interfase entre ambos sitios se sefiala esquematicamente.

N° Paciente Sexo Edad Tiempo de
Regeneracién
1 M 52 6
2 F 53 8
3 M 54 7

Tabla lll. Datos demogréficos de los pacientes. Se muestra el sexo (M/F), edad (afios), tiempo
transcurrido desde la elevacion de seno hasta la toma de la biopsia (meses).
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CRANEAL

CAUDAL

Figura 6. Imagenes representativas de baja magnificacion de cortes longitudinales de
las muestras obtenidas (A-C). En la base los cortes se observa la zona caudal de la muestra
gue compromete hueso nativo (HN) y espacios de médula 6sea (MO). Las lineas amarillas
segmentadas indican la transicion entre hueso alveolar nativo y el sitio injertado que
corresponde a la region craneal. Particulas de hueso liofilizado (asterisco) se evidencian
interpuestas en la matriz del injerto (MI). Destaca la continuidad del trabeculado 6seo nativo,
el que contrasta con la dispersion y temprana integracion de las particulas de hueso liofilizado
y un hueso reticular incipiente (flechas). Tincion con Hematoxilina-Eosina (HE). Escala de
barra= 1 mm.
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6.1 Angiogénesis

Al analizar los cortes se evidenci6 la formacion de nuevos vasos sanguineos en cada
una de las muestras, que se encuentran en relacion tanto a la matriz del injerto como
a las particulas de hueso liofilizado. Se describen en las Figuras 7 y 8.

Figura 7. Imagenes de microscopia optica con tincion HE (A-C) y microscopia confocal
con inmunomarcaje con anti-CD31 (verde) y anti-vWF (rojo) (D-F) de componentes
vasculares en hueso nativo y regenerado mediante aloinjerto. A, D) Zona de interfase,
donde se observa el hueso nativo (HN) con caracteristicas de hueso trabecular maduro de
organizacion laminar y parte del sitio injertado con presencia de particulas de hueso liofilizado
(HL). Al inmunomarcaje se evidencian los vasos sanguineos (flechas) presentes en el espacio
medular del hueso nativo y en la zona de interfase con el hueso regenerado. B, E) Zona
caudal, donde se observan vasos sanguineos de distintos calibres en la matriz del injerto. Se
encuentran en relacién a particulas de hueso liofilizado y tejido osteoide (asterisco). C, F) Se
aprecian particulas de hueso liofilizado en las que los conductos de Havers han sido invadidos
por vasos sanguineos. Escala de barras= 100 um.
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Figura 8. Imagenes de microscopia confocal con inmunomarcaje con anti-vWF (rojo)
de componentes vasculares de distintos calibres en hueso nativo y regenerado
mediante aloinjerto. A) Zona caudal de la muestra. Se observa hueso nativo (HN) con
espacios trabeculares y la presencia de grandes vasos, correspondientes a nichos
sinusoidales (NS) en la médula ésea (MO). B) Zona de interfase caudo-craneal. Se aprecia
una extensa red vascular inmersa en la matriz del injerto (MI), se evidencian vasos de menor
calibre (flechas) tanto en seccion longitudinal como transversal. C-D) Zona craneal del injerto
donde se observan vasos de pequefio calibre correspondientes a capilares que invaden los
espacios de conductos de Havers de algunas particulas de hueso compacto liofilizado
(flechas) inmersas en la matriz del implante (MI). Nacleos tefiidos con DAPI (azul). HL, hueso
liofilizado. Escala de barras A-C= 100 pum; D= 10 um.

6.2 Osteogénesis

Se evidencian zonas de regeneracion 6sea en distintas etapas de maduracion (Figura
9). A diferencia de la estructura del hueso nativo, éstas presentan una disposicion
desorganizada e irregular. Por otra parte, en las particulas de hueso liofilizado se
observa una estructura laminar y la presencia de lagunas 0seas vacias.

Figura 9. Im4genes representativas con microscopia optica de zona de regeneracion
6sea (A-C). Corresponden a la zona craneal de las muestras analizadas. A) Una incipiente
formacion de hueso reticular regenerado (asterisco) evidencia la integracion de particulas de
hueso liofilizado. B) Perfil de hueso liofilizado secuestrado por la aposicion de hueso
regenerado (asterisco). C) Proceso de hueso regenerado de tipo reticular inmerso en la matriz
del injerto (MI). HL, hueso liofilizado. Tincién HE. Escala de barras= 100 yum.
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Figura 10. Marcaje con inmunofluorescencia para anti-Osteocalcina (rojo) observado
con microscopia confocal. A) Magnificacion de hueso nativo (HN) con espacios medulares
(MO). B) Disposicién laminar en hueso maduro de la interfase (lineas amarillas segmentadas).
C) Perfiles de hueso trabecular regenerado (asterisco) y particulas de hueso liofilizado (HL).
Nucleos tefidos con DAPI (azul). Escala de barras= 100um.

Se puede observar una mayor expresion de osteocalcina en la estructura laminar del
hueso nativo, siendo evidente en la organizacién 6sea mostrada en la interfase entre
hueso nativo y regenerado (Fig. 10B). Los espacios medulares del hueso nativo
muestran elementos vasculares y celulares.
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7. DISCUSION

La elevacion de seno maxilar mediante injertos corresponde a una técnica desarrollada
para aumentar la altura de hueso disponible para la colocacion del implante en el
maxilar posterior (77,78) corresponde a un terreno favorable por su alto porcentaje de
éxito en regeneracion, ya que ofrece sélidas paredes circundantes a las adherir el
material de injerto, sumado a la presencia de la membrana de Schneider que otorga
mayor estabilidad al material de injerto 6seo, en comparacion a otras técnicas de
regeneracion ésea alveolar (79).

La neoformacién de vasos sanguineos a partir de una red vascular preexistente juega
un rol fundamental en la formacion de hueso, aportando oxigeno, nutrientes y células
progenitoras. La angiogénesis también regula el comportamiento 6seo a traves de
interacciones directas las que son capaces de inducir la diferenciacion de las células
osteoprogenitoras (80). Esto es posible gracias a que la red vascular actia como un
andamio para células formadoras de hueso logrando una la intimidad las células
endoteliales y los osteoblastos (81).

Los resultados de este estudio evidencian la vascularizacién del tejido injertado, que
posibilita una conexion fisioldgica entre el material de injerto y los tejidos circundantes
del huésped, avalando estudios previos, como el de Saghiri et al. (4). Esto refuerza lo
propuesto por Larsen et al. (82), quienes afirman que la angiogénesis en el sitio
receptor es critica para la supervivencia de los injertos 0seos alogénicos.

En todas las muestras obtenidas hemos identificado la presencia de vasos sanguineos
de distintos calibre segun el sitio analizado. En relacion al hueso nativo y en la zona
mas caudal del hueso nuevo se pueden observar vasos de mayor diametro, que van
disminuyendo hacia la zona mas craneal.

Este proceso sumado a la liberacién de factores de crecimiento (TGF-B, PDGF, VEGF)
aportados en primera instancia por el PRF y posteriormente por macréfagos
reclutados, permiten tanto la angiogénesis como la osteogénesis, proceso que ocurre
en relacion a las particulas de hueso liofilizado o adyacente a estas mismas. También
se aprecian vasos sanguineos que han invadido espacios haversianos de particulas
de hueso liofilizado con caracteristicas de compacto. Todo esto reafirma la naturaleza
osteoconductora del hueso liofilizado (3).

Las particulas de hueso liofilizado de los injertos analizados, evidencian diferentes
tamafios y tipos de particulas (tanto de hueso trabecular como hueso cortical),
caracteristicas que influyen directamente en propiedades como resistencia mecanica
y tiempo de degradacion, haciendo menos predecible el comportamiento del material.
Si bien estos parametros no han sido evaluados en este estudio, son importantes para
la regeneracion O0sea (49).

La literatura plantea que el tiempo minimo requerido para regeneracion ésea alveolar
es de 6 meses (83) sin embargo, en las muestras estudiadas con tiempos de
regeneracion que oscilan entre 6 y 8 meses se observan mas bien una regeneracion
incipiente, en las cuales es posible distinguir dos estadios tempranos en la
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regeneracion Osea, pudiendo identificar principalmente: tejido osteoide, que se
observa en una etapa previa a la mineralizacion y con una organizacion ain amorfa;
y un hueso reticular que corresponde a tejido 6seo en formacién (inmaduro), con
calcificacion y caracterizado por tener una matriz de fibras colagenas desorganizadas
y presencia de osteocitos en relacion a lagunas que varian en tamafio y disposicion.
En las muestras analizadas encontramos incipientes procesos de formacion de hueso
trabecular (Figura 11).

Figura 11. Esquema representativo de corte longitudinal de una muestra observada al
microscopio con baja magnificacion, con imagenes representativas de inmunomarcaje
obtenidas mediante microscopia confocal de componentes angiogénicos marcados con
anti-CD31 (verde) (A-C) y osteogénicos marcados con anti-OCN (D-F). En color verde se
han representado los vasos sanguineos, en color rojo el hueso regenerado y en color gris el
tejido 6seo alveolar. Escala de barras= 100um.
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Validez y Relevancia del Estudio

Las muestras fueron obtenidas en el pabelldn quirdrgico y bajo las normas clinicas de
la Escuela de Odontologia de la Universidad de Valparaiso. Los pacientes sometidos
a cirugia fueron operados por profesionales pertenecientes a la especialidad de
Implantologia Oral. Todas las muestras fueron recepcionadas inmediatamente en el
lugar de su obtencion clinica y trasladadas de la misma manera a un Unico laboratorio
donde fueron procesadas por el mismo operador. Para el correcto procesamiento de
las muestras, se siguieron los protocolos de manera rigurosa en cuanto a los tiempos
de fijacion, descalcificacion y aplicacion de marcadores, segun lo declarado en el
apartado de Materiales y Métodos. Los instrumentos utilizados para su fijacion, corte
y analisis microscopico fueron previamente revisados para asegurar que se
encontraran en O6ptimas condiciones y sin riesgo de fallas en la calibracion y
mantencion. En cuanto a la cantidad de muestras obtenidas, el niumero de pacientes
con indicacién de cirugia de elevacion de seno corresponde a un porcentaje menor del
total de pacientes que son rehabilitados mediante implantes dentales, sin embargo el
namero de muestras es adecuado para presentar una serie de casos clinicos.

Debido a la amplia gama de materiales y técnicas utilizadas en la regeneracion ésea
maxilofacial (3,49), no es posible extrapolar los resultados de este estudio a toda la
poblacién sometida a tratamientos regenerativos, ya que se estudia una combinacion
de ciertos materiales de injerto en un sitio especifico. Asimismo, el alcance de nuestra
investigacibn se centra en hallazgos inmunohistologicos, lo que dificulta su
comparacién con una gran variedad de estudios cuyos resultados son principalmente
clinicos y radiogréficos.

Los hallazgos inmunohistolégicos entregan informacidén objetiva a nivel celular del
tejido que se ha regenerado, los que complementados con resultados clinicos y
radiograficos nos permiten comprender mas a cabalidad la dinamica angiogénica y
Osea en relacion a los materiales de injerto. Si bien los tratamientos realizados tienen
una alta tasa de éxito, la importancia de conocer las bases biologicas del proceso de
regeneracion 6sea es que aportan un mayor grado de predictibilidad en el tratamiento
rehabilitador. Asi, en la medida que se establezcan protocolos y se realicen mas
estudios, como clinicos podremos realizar procedimientos quirdrgicos con pleno
conocimiento del comportamiento de los materiales y caracteristicas del tejido que se
obtiene para el soporte del implante.
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Como sugerencia para futuros estudios, creemos importante aumentar el nimero de
muestras para lograr una mayor representatividad de la poblacion de estudio, ademas
de protocolizar la técnica quirurgica (procedencia y marca del material, tipo de particula
y proporcion, porosidad de la particula, cantidad y volumen del material utilizado en la
elevacion de seno), estandarizar variables como tiempo de regeneracion, calibracion
de los operadores (tanto en la cirugia de elevacion de seno como en la toma de la
biopsia). También complementar con otros tipos de mediciones como la estabilidad del
implante (ISQ) que brinda mayor informacion respecto a la oseointegracion por lo se
requeririan estudios con un tiempo mayor de seguimiento.

Limitaciones

- Falta de protocolo en el registro: a pesar de que se ha logrado recabar la misma
informacion de cada paciente y que han sido fundamentales los registros obtenidos en
fichas clinicas y Cone Beam facilitados por la Universidad, los informes
imagenologicos no fueron obtenidos de la misma fuente con cada paciente, por lo que
no fue posible lograr una exacta comparacién ya que se utilizan distintos formatos para
reproducir los Cone Beam y no se pueden observar los mismos cortes o desde el
mismo angulo.

- Falta de estandarizacién del operador: a pesar de que todas las cirugias se
rigen bajo los mismos estandares y pabelldn clinico, los pacientes que participaron en
el estudio también se encuentran a cargo de diferentes cirujanos por lo que no todos
los pacientes fueron sometidos a cirugia de elevacion de seno maxilar por el mismo
cirujano y no todas las muestras fueron obtenidas por el mismo operador.

- Cantidad de muestras: De acuerdo a la planificacion inicial, el nimero de muestras
obtenidas fue menor a lo esperado, ya que el grupo de pacientes sometidos a cirugia
de elevacion de seno fue limitado. Ademas, de ellos, un grupo aun mas reducido
coincidio en el tiempo de regeneracion requerido con el plazo de recoleccion de
muestras para nuestra investigacion.

40



8. CONCLUSION

El uso de marcadores de inmunofluorescencia nos permitié determinar en todas las
muestras componentes angiogénicos y osteogénicos.

Gracias a la expresion de marcadores VWF y CD31 presentes tanto en las muestras
de hueso alveolar maduro como en las de hueso alveolar regenerado, se pudieron
identificar componentes vasculares. Esto permite inferir que se produjo angiogénesis
asociado al proceso de regeneracion 0sea alveolar.

Se ha logrado evidenciar el fendmeno de osteogénesis gracias a la expresiéon de OCN

presente en tanto en las muestras de hueso alveolar maduro como en las de hueso
alveolar regenerado.
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9. RESUMEN

Introduccion: La pérdida dentaria desencadena una serie de cambios
morfolégicos asociados a una reabsorcion 0sea, fenomeno desfavorable en
tratamientos de rehabilitacion dental. Se han desarrollado numerosos materiales y
procedimientos técnicos con el propdsito de regenerar hueso alveolar. Una
condicion imprescindible durante el proceso de osteogénesis es el desarrollo de
una vascularizacién que asegure el suministro de sangre y nutrientes. El presente
estudio tiene como objetivo determinar la expresion de marcadores angiogénicos y
osteogénicos en hueso alveolar humano nativo y regenerado.
Materiales y Métodos: Muestras de hueso alveolar de 3 pacientes sometidos a
cirugia de implante dental, 6-8 meses post-tratamiento de regeneracion ésea
mediante técnica que combina aloinjerto (hueso liofilizado —HL-) con plasma rico
en fibrina (PRF), en procedimientos de elevacién de seno maxilar, fueron fijadas en
PFA 4%, descalcificadas y procesadas para andlisis con microscopia Optica y
confocal. Marcadores angiogénicos (VWF, CD31) y osteogénicos (OCN) fueron
ensayados.

Resultados: Cortes longitudinales de las muestras permiten diferenciar una zona
caudal (hueso nativo) y una zona craneal (hueso regenerado). El andlisis de
marcadores angiogénicos en hueso nativo y regenerado evidencia cambios en
calibre y distribucién de nuevos vasos en proximidad a particulas de HL. A nivel
craneal se observan perfiles de tejido osteoide y hueso reticular asociados a HL y
formando una incipiente arquitectura trabecular OCN+.
Discusién/Conclusion: El presente estudio valida la actividad angiogénica y
osteogénica en la técnica de aloinjerto +PRF. La microscopia confocal permite
determinar en todas las muestras los marcadores angiogénicos y osteogénicos.
Sugerimos nuevos estudios y tiempos de seguimiento.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES

El propdsito del presente documento es invitarlo a participar en el estudio titulado

“Componentes angiogénicos y osteogénicos en regeneracion Osea alveolar preimplante”,
cuyos investigadores principales son: Javiera Arévalo Berrocal, Patricio Astudillo Pérez, Maria
Paz Espinosa Carmona, Alumnos de 6to afio Odontologia UV, en conjunto al docente guia Dr.
Eduardo Couve Montane.

Para que usted pueda tomar una decision informada, le explicaremos cudles seran los
procedimientos involucrados en la ejecucion de la investigacion, asi como en qué consistiria
su colaboracion:

1.

Doénde y cuando se llevara a cabo la investigacion: La investigacibn ~ mencionada se
realizara en Laboratorio de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valparaiso durante el afio 2019

Relevancia del estudio y beneficios: Los estudios que apuntan al analisis de biomateriales
de injerto 6seo, sus efectos y beneficios en la formacién de hueso alveolar como sustento
de implantes oseointegrados, brindaran bases cientificas para establecer procedimientos
de preservacion de hueso alveolar como rutina posterior a exodoncia, favoreciendo los
tratamientos rehabilitadores. A futuro esto puede significar la inclusibn de dichos
procedimientos como politicas publicas, donde la comunidad se veria beneficiada con un
mejor prondéstico y mayores posibilidades de rehabilitacion oral. Se espera que los
resultados obtenidos sean un aporte para la comprensién de la fisiologia y los procesos
biol6gicos del hueso alveolar y la regeneracion ésea. Ademas, nos permite actualizar las
técnicas de regeneracion de hueso alveolar que se emplean en el area de la implantologia,
generando un beneficio tanto para los pacientes como para los clinicos de dicha &rea de
la odontologia.

Objetivos: observar en las muestras obtenidas la generacién de nuevos vasos sanguineos
en hueso maduro y en hueso regenerado con ayuda de marcadores biolégicos.

En qué consiste su participacion: donar a nuestra investigacion una muestra de hueso del
sitio de colocacién de implante.

Riesgos: el procedimiento se llevara a cabo en el pabellén de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Valparaiso, a cargo de cirujanos dentistas especialistas en
implantologia. No existe riesgo adicional al procedimiento quirdrgico como tal ni para la
colocacion del propio implante.

Costos y pagos: No supone un costo adicional para el paciente, ya que se realizara durante
la intervencion previa a instalacion de implante dental.

Derechos del participante: El paciente puede solicitar informacion, buscar resolver dudas
y resultados durante y después del estudio. Al final del documento se adjuntan los fonos
de contacto de los investigadores.
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10.

11.

12.

Reserva de la identidad del participante: en ningin momento de la investigacion se utilizara
el nombre del paciente ya que las muestras seran codificadas (cédigo alfanumeérico) para
su manipulacion.

Confidencialidad de los datos: los datos seran de conocimiento solo de los investigadores
y del docente guia de la investigacion y seran almacenados en Laboratorio de Microscopia
de Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso.

Utilizacion y Publicacién de los hallazgos: eventualmente los resultados de la investigacion
podrian ser utilizados y publicados para difusion de conocimiento de tipo académico-
cientificas, siempre asegurando confidencialidad de cada uno de los pacientes
participantes.

Evaluacién Comité Bioética y contacto: Esta investigacion ha sido evaluada y aceptada por
el Comité Etico Cientifico de Proyectos Investigacion de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Valparaiso. Si usted lo requiriera, puede contactar a alguno de sus
integrantes a su secretaria, Prof. Claudia Cafiete Hernandez, al teléfono +56 32-2508500,
0 a través del mail institucional tesis.odontologia@uv.cl.

En caso de aceptar participar, recibira un ejemplar de este documento.

Nombre Investigador: Maria Paz Espinosa Carmona
Rut: 18.934.897-5

Fono: +569 76673359

Mail: maria.espinosac@alumnos.uv.cl

Firma

DECLARO que los investigadores Javiera Arévalo B. Patricio Astudillo P. Maria Paz Espinosa
C. de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Valparaiso, ubicada en calle Subida
Carvallo # 211 de la ciudad de Valparaiso, me han informado en forma completa en qué
consiste la investigacion “Componentes angiogénicos y osteogénicos en regeneracion 6sea
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alveolar preimplante”, que llevaran a cabo en Laboratorio de Microscopia de la Facultad de
Ciencias de Universidad de Valparaiso, y cudles son los procedimientos a los que seré
sometido/a, y en qué consistird mi participacion.

De acuerdo a lo explicado en el Consentimiento Informado, del que recibi una copia, entiendo
que:

1. El objetivo de la investigacion es observar en las muestras obtenidas la generacion de
nuevos vasos sanguineos en hueso maduro y en hueso regenerado con ayuda de
marcadores biolégicos y se veran beneficiados tanto pacientes como clinicos del area
de la implantologia al generar nuevo conocimiento en esta area.

2. Mi participacion es voluntaria y consistira en donar a nuestra investigacién una muestra
de hueso del sitio previo a colocacion de implante.

3. Lainvestigacién no ofrece riesgo extra o riesgo mayor al que compete un procedimiento
quirdrgico en pabellén, el cual cumple con todos los protocolos en caso de
inconvenientes durante la cirugia y la donacién de la muestra se obtendra antes de la
instalacion del implante.

4. Los datos obtenidos seran confidenciales, es decir, mi nombre no sera dado a conocer,
en su lugar, se utilizara un cédigo alfanumérico y sélo podran ser usados en alguna
otra investigacion cuyo objetivo no se aleje de los propésitos de este estudio.

5. Los resultados podran ser divulgados en publicaciones de tipo académico-cientificas,
resguardando mi identidad. Ademas, entiendo que tendré acceso a los resultados, si
yo lo requiriera.

6. No recibiré remuneracion alguna por participar en este estudio y tampoco tendré que
asumir gasto alguno.

7. Podré retirar mi participacion si lo considerara necesario en cualquier momento sin que
ello implique perjuicio alguno para mi.

8. Si me surgiera alguna duda, podré consultarla a investigadores en cualquier momento
de la investigacion, a quienes podré contactar en el fono +569 76673359.

Firma paciente

Valparaiso...............c..ev.ee. de 2019.
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