Victor J. Primo Capella

Investigador.

Instituto de Biomecanica de Valencia (IBV)

Dr. Ing. Javier Ferris-Oiate

Director de Innovacién de Mercado. Sector Dental.
Instituto de Biomecanica de Valencia (IBV)

(CIBER-BBN)

CIBER de Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina

g |

n’nﬁ'ﬂ'q

CIBER de Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-BBN)

Dr. Ing. Carlos M. Atienza-Vicente

Director de Innovacion de Mercado. Tecnologia Sanitaria.
Instituto de Biomecanica de Valencia (IBV)

CIBER de Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina
(CIBER-BBN)

Evaluacion in vivo de la osteointegracion de
implantes con tratamiento de plasma rico
en factores de crecimiento (PRGF-Endoret)

RESUMEN

El Instituto de Biomecanica de Valencia (IBV), en colabora-
cién con centros de investigacion y con empresas del sec-
tor de productos sanitarios, participé en el proyecto CENIT
INTELIMPLANT, que tenia como objetivo investigar y desarro-
llar nuevos biomateriales y superficies nanoestructuradas y
bioactivas con propiedades innovadoras y diferenciadas a ni-
vel estructural y funcional con respecto a los materiales ac-
tuales para su aplicacion en ingenieria tisular, biotribologia
y monitorizacion de sistemas implantados.

Dentro de este gran proyecto, en colaboracién con la em-
presa Biotechnology Institute (BTI), se llevd a cabo la evalua-
cién de nuevos tratamientos para la mejora de la capacidad
de osteointegracion de implantes dentales. Dichos tratamien-
tos se basaron, por un lado, en el desarrollo de nuevos recu-
brimientos para la mejora de la capacidad de adhesion celu-
lar y diferenciacion de las células precursoras de tejido 6seo
y, por otro, en el uso de plasma rico en factores de crecimien-
to (Plasma Rich in Growth Factors, PRGF) como tratamiento os-
teoinductor del proceso de regeneracion del tejido éseo.

En este articulo se presentaran los resultados circunscritos
al estudio del efecto de la adicion de plasma rico en factores
de crecimiento (PRGF) en la osteointegracion de implantes,
con objeto de valorar los posibles beneficios del uso de esta
terapia en la mejora de los resultados obtenidos en la osteo-
integracion de implantes dentales. Por ello, los apartados de
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material y métodos, resultados, discusién y conclusion se li-
mitaran a esta parte del estudio completo.

Palabras clave: in vivo; implante; dental; osteointegracion;
histologia; bone-implant contact; Bone volumen density; PRGF-
Endoret; plaquetas; plasma rico en plaquetas; superficies, fac-
tores de crecimiento.

INTRODUCCION

El éxito de las terapias de regeneracion basadas en implantes
se debe a las excelentes propiedades de interaccion del ma-
terial titanio con el hueso, descubiertas a finales de los anos
50 (1). La capa de 6xido que se forma espontaneamente en la
superficie del titanio le protege frente a la corrosion y al des-
gaste, a la vez que limita en gran medida la respuesta inmu-
ne en contacto con los tejidos biolégicos (2,3).

Estas caracteristicas de biocompatibilidad pasiva estan
siendo revisadas en los Ultimos anos con el objetivo de mejo-
rar la osteointegracion de los implantes a través de superficies
que interactien de manera activa con los tejidos circundan-
tes. Una de estas estrategias consiste en la activacion biol6-
gica de las superficies con plasma autélogo rico en plaquetas
en el momento de la implantacion (4-7). En este estudio nos
centraremos en particular en el sistema PRGF-Endoret, el pri-
mer sistema estandarizado para su uso en clinica y con mas
de 10 anos de resultados clinicos favorables (4,6-8).

El método se basa en la obtencién, mediante un sélo pa-



so de centrifugacion y a partir de sangre del propio paciente,
de una fraccion de plasma con de 2 a 3 veces mas plaquetas
respecto de la concentracion basal en sangre y sin leucocitos
ni glébulos rojos. La activacién plaquetaria y la coagulacion se
realiza con calcio, evitando el uso de trombina exégena y los
riesgos inmunes asociados. El contacto del plasma activado
con la superficie y el alveolo postextraccion se realiza en el
mismo momento de la implantacion.

El proceso natural de coagulacion lleva a la formacion en
la superficie del implante de una red biodegradable de fibri-
na con plaquetas y un céctel de proteinas especifico (9). Las
plaguetas inician el proceso de regeneracién (10) mediante
la liberacion de factores de crecimiento y senalizadores celu-
lares (11,12). La presencia de estos mediadores celulares en
la superficie de los implantes provee una fuente de senales
bioquimicas que inducen un incremento en la vascularizacién
y en la proliferacion y diferenciacion de células de mesénqui-
ma en osteoblastos (13). Estos procesos son clave para la
formacion de hueso nuevo y la osteointegracion (11,14-16).
De esta manera, los tratamientos con PRGF-Endoret en proce-
sos de osteointegracion con implantes han resultado en me-
joras significativas (4,7,11,17-19). Ademas, este sistema ha
sido adaptado a otras aplicaciones biomédicas con resulta-
dos muy satisfactorios en términos de curacion de heridas y
regeneracion de tejidos (20).

El objetivo del presente estudio es evaluar la capacidad de
mejora de la osteointegracion de implantes bioactivados con
PRGF en un modelo de céndilo femoral de conejo.

MATERIAL Y METODOS

Modelo experimental

El modelo experimental utilizado para la evaluacion biol6gi-
ca del efecto del tratamiento con PRGF sobre la osteointegra-
cion de implantes es el modelo de implantaciéon de probetas
cilindricas en condilo femoral medial de conejo. Este fue se-
leccionado en base a que la estructura 6sea que presenta la
zona de implantacién posee una cantidad de hueso trabecu-
lar adecuada para la osteointegracion de la probeta, presen-
tando ademas condiciones similares a las del hueso maxi-
lar humano.

Diseio de experiencias
Como animales de experimentacion se utilizaron conejos Nue-
va Zelanda hembras nuliparas de 20 semanas de edad. Cabe
destacar que todos los procedimientos e instalaciones utili-
zados por el IBV en la experimentacion animal estan debida-
mente autorizados y cumplen estrictamente con las Directri-
ces de la CEE relativas al alojamiento y a los cuidados de los
animales utilizados para experimentacion y otros fines cienti-
ficos (86/609/CEE), el Diario Oficial de las Comunidades Eu-
ropeas 18.12.86 N° L358/1 a N° L358/28 y el Real Decreto
223/1988, de 14 de marzo, sobre proteccién de los animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.
Para el estudio del efecto del PRGF-Endoret en el resulta-
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do de la osteointegracion de implantes, se seleccion6 un uni-
co periodo experimental de ocho semanas con el objetivo de
evaluar la osteointegracion, con y sin tratamiento de PRGF-
Endoret, en las fases intermedias del proceso de osteointe-
gracioén de los implantes.

Con objeto de reducir al minimo imprescindible el nimero
de animales sin comprometer la validez del experimento, se
llevé a cabo la implantaciéon de una muestra en cada una de
las dos patas traseras del animal. En la pata izquierda se im-
plantaron las muestras sin tratamiento PRGF-Endoret (Grupo
control), mientras que en la pata derecha se implantaron las
muestras con PRGF-Endoret (Grupo PRGF). Como resultado se
utilizaron tres animales por material, lo cual garantiza un nu-
mero de muestras estadisticamente representativo (seis pro-
betas por grupo). La tabla 1 resume el disefo experimental
seleccionado para la evaluacion in vivo.

Periodo de experimentacion
(8 Semanas)

Implante
Implante + PRGF

6 implantes (3 animales)

6 implantes (3 animales)
12 implantes (6 animales)

Tabla 1. Diseno de experiencias utilizado.

El diseno de todas las probetas, acordado con la empre-
sa colaboradora, se recoge en la figura 1. Su geometria se
inscribe en un cilindro de longitud total 11 mm y didmetro 5
mm. La parte a implantar en el hueso es de geometria ros-
cada y longitud 10 mm. Las muestras fueron fabricadas por
mecanizado a partir de barras de titanio de grado médico, ap-
tas para su uso en la fabricacion de implantes dentales. Ca-
da una de ellas fue envasada de forma individual y esteriliza-
da debidamente.

PROCEDIMIENTO QUIRIJRGICO

Previamente a la cirugia, se sedd a los animales y se extraje-
ron 4 ml de sangre de la vena yugular. A partir de esta sangre,
mediante el método de centrifugacion y aplicaciéon del PRGF-
Endoret, se obtuvieron las fracciones de plasma ricas en pla-
quetas, que tras su activacion sirvieron para recubrir los im-
plantes correspondientes al grupo «Implante + PRGF».

Tras la sedacioén y anestesia del animal, se le administré
un antibiético pre-operatorio y se procedi6é a la preparacion
del campo quirdrgico. Se localizé la zona de incision y se sec-
cionaron, piel, fascia muscular y el musculo sartorio a nivel
de su insercion, exponiendo el cuadrante superior distal del
coéndilo medial que correspondia a la zona de perforacion, li-
mitando ésta con la insercion del ligamento colateral medial
en la parte inferior.

Las perforaciones fueron realizadas con brocas de tamano
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Figura 1. Diseno de las muestras de implantacion.

creciente (2 mm, 3,5 mm y 5 mm) hasta alcanzar el diametro
final del defecto, que fue de 5 mm. Todas las brocas poseian
un tope que garantizé la adecuada profundidad del defecto,
establecida en 10 mm. Las perforaciones se reali-
zaron siempre bajo irrigacion con suero fisiolégico,
con el fin de minimizar los danos en el tejido por so-
brecalentamiento de la zona. Tras la generacion del
defecto, se lavé la zona con abundante suero fisiol6-
gico con el fin de no dejar restos de hueso en la zo-
na de implantacion.

El implante anteriormente descrito se colocé en
el defecto generado mediante press-fit. La figura 2
muestra la disposicion geométrica de las probetas
una vez implantadas en el hueso.

La herida se suturé por planos, se lavd y se admi-
nistré analgesia y dosis antiinflamatoria. El procedi-
miento antibiético y analgésico se mantuvo durante
los tres dias posteriores a la cirugia y el animal fue
evaluado diariamente.

A las ocho semanas los animales fueron sacrifi-
cados siguiendo un estricto protocolo eutanasico con
objeto de garantizar el minimo sufrimiento posible.

Tras ello se recuperaron los céndilos con las pro-
betas implantadas, que fueron enviados sumergidos
en alcohol para su inclusién, corte y tincion.

En la figura 3 se presentan las imagenes mas
significativas de la cirugia experimental anteriormen-
te descrita.
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EVALUACION DE LA OSTEOINTEGRACION

La evaluacién de la osteointegracion de los implantes se llevé
a cabo mediante el estudio histomorfométrico del tejido 6seo
localizado alrededor del implante a partir de cortes histolégi-
cos. Debido a las caracteristicas especiales de las muestras
obtenidas, tejido 6seo con implante metalico, se recurrié al
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Figura 2. Disposicion final del implante tras su colocacion en el
defecto 6seo generado durante la cirugia experimental.

Figura 3. Cirugia experimental: A) Perforacion con broca menor,
B) Perforacion con broca mayor, C) Defecto 6seo, D) Implantacion
de la probeta, E) Probeta implantada en el defecto dseo, F) Sutu-
ra de la herida.
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Figura 4. Cortes histologicos obtenidos a partir de las muestras
implante-hueso resultantes de la experimentacion in vivo. A) Cor-
te histologico de una muestra correspondiente al grupo control.
B) Corte histolégico de una muestra con tratamiento PRGF.

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos para las variables
de interés y los grupos de estudio considerados.

BIC (%) BVD(%)
Control PRGF Control PRGF
4809 5364 4005 6119
4736 7108 3551 5565
38,12 5768 20,85 26,04
39,83 538 18,89 37,97
55,16 67,47 20,29 38,27
62,71 57,57 20,96 29,76
Media 48,545 60,207 26,092 41,48
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procesado y tincion de cortes obtenidos mediante el uso de
un sistema EXAKT. Este sistema de corte permite la obten-
cion de cortes finos de muestras de alta dureza mediante su
inclusion sin descalcificar en resinas especialmente adapta-
das para tal fin.

Se obtuvieron tres cortes histolégicos para cada una de
las 12 muestras disponibles, los cuales fueron examinados
mediante microscopia éptica y analizados mediante técnicas
de analisis de imagen. Las variables de medida selecciona-
das para evaluar la osteointegracion de los implantes son las
siguientes:

- BIC (Bone-implant contact): Relacién en porcentaje de su-
perficie de implante en contacto con tejido 6seo respec-
to a la superficie total del implante.

+ BVD (Bone volumen density): Relacién en porcentaje del
volumen de tejido 6seo localizado entre espiras respec-
to al volumen disponible.

Tras la determinacion de los valores de estas variables, se
llevé a cabo el analisis estadistico de los resultados. El méto-
do seleccionado fue el test t de Student, por el cual se com-
probd la existencia de posibles diferencias estadisticamente
significativas entre las medias obtenidas para las variables de
estudio en cada uno de los dos grupos experimentales.

RESULTADOS

En la figura 4 se presentan dos imagenes representativas de
los cortes histol6gicos obtenidos a partir de las muestras re-
sultantes de la experimentacioén in vivo.

Como puede observarse, aparentemente existe una dife-
rencia entre ambos grupos de estudio en cuanto a la canti-
dad de tejido 6seo alrededor del implante, sobre todo en los
espacios generados por los valles de la rosca simulada del
implante. También se observa a priori una mayor cantidad de
tejido 6seo en contacto directo con el implante en el caso del
tratamiento con PRGF. En la tabla 2 se presentan los resul-
tados obtenidos para las variables de estudio, anteriormente
definidas, en el periodo experimental de ocho semanas y pa-
ra los grupos de estudio Control y PRGF.

En la figura 5 se muestran los diagramas de cajas corres-
pondientes a estos resultados.

En la tabla 3 se recogen los resultados del andlisis estadis-
tico realizado. En el caso de los resultados obtenidos para la
variable BIC, el test t de Student refleja diferencias estadisti-
camente significativas (p= 0,0363<0,05) entre los valores me-
dios obtenidos para cada uno de los grupos de estudio.

A partir de este resultado se concluye que el porcenta-
je de superficie medio de implante en contacto con tejido
6seo es significativamente mayor en el grupo de estudio
PRGF (60,207+7,328%) que en el grupo de estudio Control
(48,54519,281%).

En el caso de la variable de estudio BVD, del mismo modo
que sucede en el caso anterior, el test t de Student desvela
diferencias estadisticamente significativas (p= 0,0487<0,05)
en las medias obtenidas en cada uno de los dos grupos de
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Diagrama de cajas correspondiente a la variable de estudio BIC

BIC (%)
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Diagrama de cajas correspondiente a la variable de estudio BEVD

BVD (%)

Grupos experimental

Figura 5. Diagramas de cajas correspondientes a las variables de estudio BIC y BVD obtenidos para los grupos de estudio Control y

PRGF.

estudio considerados. Por ello, podemos afirmar que el por-
centaje de volumen 6seo medio presente alrededor de los im-
plantes correspondientes al grupo PRGF (41,48+14,055%) es
significativamente mayor que el presente en los implantes del
grupo de estudio Control (26,092+9,196%).

Tabla 3. Resumen de los resultados estadisticos obtenidos. Test
t de student.

Estadisticot Grados de libertad Valor p
BIC -2,416 10 0,0363
BVD -2,244 10 0,0487

Mivel de significacién 0,05

DISCUSION Y CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos con el diseho de experien-
cias planteado, podemos concluir que la aplicacion del proto-
colo PRGF-Endoret influye de manera positiva en la osteointe-
gracion de implantes a las ocho semanas de experimentacion.
Este hecho se ve reflejado tanto en la cantidad de tejido 6seo
en contacto con la superficie del implante, como en la canti-
dad de tejido 6seo que lo rodea.

Estos resultados confirman la hipétesis de partida, que la
aplicacion de PRGF-Endoret como tratamiento bioactivo oste-
oinductor en el momento de la colocacién de implantes den-
tales da lugar a un proceso de osteointegracion del implante
mas rapido y efectivo. @
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El Instituto de Biomecanica de Valencia (IBV) —-www.ibv.org—
es una asociacion sin animo de lucro de ambito nacional que
inicié sus actividades en el ano 1976, en la Universitat Poli-
técnica de Valéncia (UPV). Se trata de un centro tecnolégico,
concertado entre el Instituto Valenciano de Competitividad
Empresarial (IVACE) y la UPV, que tiene por fines el fomento y
practica de la investigacion cientifica, el desarrollo tecnolégi-
co, el asesoramiento técnico y la formacion de personal cua-
lificado en Biomecanica, ciencia interdisciplinar que estudia el
comportamiento del cuerpo humano y su relacién con los pro-
ductos, entornos y servicios que utilizan las personas.

El IBV combina conocimientos provenientes de la biome-
canica y la ergonomia o la ingenieria emocional y, en la ac-
tualidad, los aplica en diez ambitos de actividad: Automocioén
y Medios de Transporte, Deporte, Habitat, Indumentaria, Ni-
nos y Puericultura, Personas Mayores y Atencién a la Depen-
dencia, Rehabilitacion y Autonomia Personal, Salud Laboral,
Tecnologia Sanitaria y Turismo y Ocio.

Las actividades del IBV en el ambito de Tecnologia Sani-
taria tienen como objetivo orientar la innovacion hacia la me-

INSTITUTO DE BIOMECANICA DE VALENCIA

jora de la salud, el bienestar y la calidad de vida de las per-
sonas, a la vez que proporcionar a las empresas y entidades
que ofrecen productos y servicios sanitarios claves de nego-
cio para mejorar su competitividad y diferenciacion.

El instituto pone sus conocimientos y experiencia al ser-
vicio de las empresas del sector dental (implantologia, or-
todoncia, cirugia maxilofacial, prostodoncia, endodoncia,
periodoncia, etc.) para aumentar su competitividad, su ca-
pacidad de innovacion y el valor anadido de sus productos
y servicios. Asi, el IBV ofrece una completa oferta de servi-
cios tecnolégicos para el diseno y evaluacion biomecénica
de productos sanitarios y biomateriales en el sector dental,
asi como asesoramiento para la obtencion del marcado CE
de los mismos.
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