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RESUMEN (en espafiol)

Objetivos: determinar la influencia de la aplicacion de carga funcional sobre la
osteointegracion de implantes dentales, en relacion con variables de estabilidad e
histomorfométricas, mediante un ensayo experimental en modelo animal.

Material and Métodos: Se colocaron 4 implantes de uso humano repartidos en
ambas tibias de 10 conejos New Zealand (n=40). Se contemplé un periodo de
osteointegracion de 6 semanas, generando dos grupos mediante asignacion
aleatorizada: Grupo A Test 5 conejos que corrieron en una cinta de correr 20 minutos
diarios durante el periodo de osteointegracion y Group B control con los 5 restantes
gue estuvieron estabulados de manera convencional. Se controlaron variables en
relacion con la estabilidad primaria y secundaria de los implantes dentales (implant
stability quotient), crecimiento 6seo vertical, contacto hueso-implante (BIC), area de
hueso regenerado y porcentaje de matriz inmadura.

Resultados: Los resultados del estudio muestran un mayor crecimiento 6seo vertical
(Grupo A 1,26+0,48mm, Grupo B 0,32mmz+0,47mm), superior incremento en los
valores 1SQ (Grupo A 11,25 1SQ#+6,10, 15,73%; Grupo B 5,80+5,97 I1SQ, 7,99%,
p=0,006) y mayor porcentaje de contacto hueso implante (Grupo A 19,37%, Grupo B
23,60%, p=) para los implantes del grupo test, con diferencias estadisticamente
significativas. También se observa un porcentaje de matriz 6sea inmadura superior
para los implantes del grupo control (20,68+9,53), comparado con los test
(15,38%=8,84) (p = 0,108) y una mayor area de hueso regenerado de los implantes
test (Grupo A 280,50 mm?+125,40, Grupo B 228,00 mm?+141,40), pero sin diferencias

estadisticamente significativas (p=0,121).
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Conclusiones: La aplicacion de carga funcional favorece los resultados del proceso
de oseointegracion de los implantes dentales, en relacion con variables de estabilidad

e histomorfométricas.

RESUMEN (en Inglés)

Objectives: to determine the influence of the application of functional load on the
osseointegration of dental implants, in relation to stability and histomorphometric
variables, by means of an experimental test in an animal model.

Material and methods: 4 implants for human use were placed in both tibiae of 10 New
Zealand rabbits (n = 40). A 6-week osseointegration period was contemplated,
generating two groups by randomized assignment: Group A Test 5 rabbits that ran on
a treadmill for 20 minutes during the osseointegration period and Group B control with
the remaining 5 that were housed in a conventional manner. Variables related to
primary and secondary stability of dental implants, vertical bone growth, bone-implant
contact (BIC), regenerated bone area and percentage of immature matrix were
controlled.

Results: The results of the study showed greater vertical bone growth (Group A 1.26
+ 0.48mm, Group B 0.32mm £ 0.47mm), a higher increase in ISQ values (Group A
11.251SQ + 6, 10, 15.73%; Group B 5.80 + 5.97 SSI, 7.99%, p = 0.006) and higher
percentage of implant bone contact (Group A 19.37%, Group B 23.60%, p =) for the
implants in the test group, with statistically significant differences. A higher percentage
of immature bone matrix is also observed for the implants of the control group (20.68
+ 9.53), compared to the tests (15.38% = 8.84) (p = 0.108) and a greater area of
Regenerated bone test of the implants (Group A 280.50 mm2 + 125.40, Group B 228.00
mm2 + 141.40), but without statistically significant differences (p = 0.121).
Conclusions: The application of functional load improves the results of the
osseointegration process of dental implants, in relation to stability and

histomorphometric variables.
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1. INTRODUCCION Y MOTIVACION
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Desde que en la década de los sesenta el profesor Per-Ingvar
Branemark descubriera de forma casual el fenomeno de la osteointegracion, la
implantologia oral ha experimentado una extraordinaria evoluciéon.! Nuevas
técnicas, nuevos materiales, y nuevos protocolos se han desarrollado con el
objetivo de poder ofrecer a los pacientes el tratamiento mas seguro, eficaz y
predecible. En ese proceso de desarrollo, uno de los elementos que mas ha
cambiado han sido los protocolos de carga. Mientras que los protocolos clasicos
de Branemark sugerian de forma precavida realizar siempre las cirugias de
implantes en dos fases, y esperar largos periodos de tiempo de cicatrizacion (3-
6 meses) para la carga funcional, en los Gltimos afios esos tiempos de espera se
han ido reduciendo considerablemente, hasta el punto de que hoy en dia, los
protocolos de carga inmediata estdn muy extendidos en la practica odontoldgica,
asi como avalados por abundante evidencia cientifica que los respaldan. El
objetivo principal que persigue esta reduccion de los tiempos de carga no es otro
gue el de conseguir una mayor satisfaccion por parte del paciente, ya que la
reduccion de los tiempos de tratamiento, y la posibilidad de llevar dientes
provisionales fijos desde el primer momento, son aspectos que se valoran de
forma muy positiva por los pacientes en general. Sin embargo, es posible que la
satisfaccion del paciente por la rapidez y la inmediatez no sean las Unicas

ventajas de la carga inmediata.

En el afio 2015 la N.A.S.A realizdé un experimento de gran repercusion
cientifica con los hermanos Kelly como protagonistas, dos astronautas que
contaban con una peculiaridad; eran gemelos. Mientras que uno de los
hermanos fue enviado a la Estacion Espacial Internacional durante un afio
entero, el otro hermano permanecido en la Tierra ese mismo periodo. El
experimento trataba de analizar los cambios que se producian en el organismo
al permanecer durante tanto tiempo en el espacio exterior, utilizando a uno de
los gemelos como control. Los hallazgos del estudio fueron sorprendentes a la
vez que muy concluyentes, ya que, entre otras muchas cosas, se observo que
el hermano que habia estado en el espacio habia perdido un 20% de su masa
O0sea en el transcurso de un afio, mientras que el hermano que habia
permanecido en Tierra no habia experimentado ninguna variacion en este

parametro. Esta pérdida de masa 6sea se debe a la ya conocida atrofia 6sea por
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desuso, explicada de manera sencilla pero brillante por el traumat6logo
americano Harold Frost, quien en el afio 1987 publicé la teoria del conocido
“Mecanostato de Frost”.? Esta teoria planteaba que el hueso no es un tejido
invariable, si no que se encuentra en continuo proceso de cambio, gracias a los
mecanismos de aposicidn-resorcion y modelado-remodelado, que responden de
forma eficaz a los estimulos que el hueso recibe, adaptadndose asi, en forma y
tamafio, a las exigencias biomecanicas a las que esta sometido. Casi 100 afios
antes, a finales del siglo XIX, el traumatdlogo aleman Julius Wolff ya habia
acufado la célebre frase que decia que la forma y la estructura de los huesos
dependen de la tension y el estrés al que estan sometidos, por lo que,
modificando las lineas de tension, la forma de los huesos puede ser alterada. El
experimento de los gemelos de la NASA no hace si no demostrar parte de la
teoria de Frost, ya que se observdé que los huesos del hermano que se
encontraba en el espacio habian perdido mucha densidad, como resultado de
no estar sometidos a la fuerza de la gravedad, y de recibir, por tanto, un estimulo

biomecanico practicamente nulo.

Si aplicaramos este descubrimiento, y la teoria del mecanostato de Frost
a las rehabilitaciones orales implantosoportadas, esto podria significar un cambio
de paradigma en los protocolos de carga tal y como los conocemos en la
actualidad. Si la evidencia cientifica nos ha demostrado que la ausencia de carga
o tension, provoca atrofia y pérdida de masa en el tejido 6se ¢ qué nos hace
pensar a los dentistas que la mejor manera de rehabilitar los implantes dentales
es esperar 3 meses antes de someterlos a funcion? ¢ no es acaso un protocolo
contraproducente desde el punto de vista de la biomecanicay la fisiologia 6sea?
Sin ir mas lejos, en otras disciplinas médicas como la traumatologia, hace tiempo
gue se viendo un cambio de tendencia en los protocolos de funcionalizacion.
Mientras que hace unos afios, a los pacientes operados de cadera para la
colocacién de una protesis, se les recomendaba reposo absoluto en cama
durante una temporada para que la prétesis “soldara” bien, en la actualidad cada
vez son mas los facultativos que prescriben a sus pacientes comenzar a andar
desde el primer dia tras la intervencion, con el claro propdésito de someter a
funcidén la cadera intervenida, y que el tejido éseo que circunda la prétesis reciba
tension en todo momento. Este cambio de tendencia no se debe a una moda

entre los traumatd6logos, si no que responde a una fuerte evidencia cientifica que
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aconseja esta forma de proceder, ya que son muchos los articulos cientificos
gue demuestran los beneficios para su recuperacion de someter a carga los

huesos intervenidos quirdrgicamente.

Aplicando esta forma de proceder al pequefio campo de la implantologia
oral, la l6gica nos empujaria a pensar que los protocolos de carga inmediata no
s6lo podrian ser interesantes desde el punto de vista de la estética y de la
satisfaccion del paciente, si no que desde un punto de vista biomecénico y
fisiblogico, podrian ser positivos para lograr una mejor osteointegracién y una

distribucién favorable de la estructura 6sea periimplantaria.

Indudablemente, la carga inmediata es un protocolo de rehabilitacién
gue no puede realizarse en todos los casos, ya que se deben cumplir una serie
de requisitos que nos permitan llevarla a cabo de forma segura y predecible,
siendo la estabilidad primaria uno de los mas relevantes. Por otro lado, es un
protocolo que debe llevarse a cabo con sumo cuidado y precaucion, y de la
misma manera que un paciente recién operado de cadera no puede ponerse a
correr maratones, un paciente rehabilitado con implantes y carga inmediata, no

deberia comer bocadillos de jamoén el primer dia.

Por otro lado, en la literatura cientifica actual no esta suficientemente
descrito el efecto que produce la carga inmediata en la disposicion y
estructuraciéon del hueso alrededor de los implantes dentales, de la misma
manera que no hay evidencia suficiente sobre si la carga inmediata beneficia o
perjudica el proceso de osteointegracion de los mismos. Por este motivo, la
justificacion de este proyecto de tesis doctoral es clarificar esta cuestion,
mediante un estudio histolégico e histomorfométrico realizado sobre un modelo

de experimentacion animal in vivo.
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2. ANTECEDENTES Y ESTADO
ACTUAL DEL TEMA
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EL TEJIDO OSEO

El hueso es un tejido conectivo especializado caracterizado
principalmente por su matriz organica mineralizada. Dentro de esta matriz se
depositan iones de calcio y de fosfato en la forma definitiva de hidroxiapatita.
Esta composicion le permite al hueso ejercer sus tres funciones principales:

- Funcién mecanica, donde se constituye como soporte para
soportar cargas y lugar de insercién de los muasculos.

- Funcion protectora, siendo el tejido de proteccién para los
organos vitales y la médula ésea.

- Funcion metabdlica, participando en la homeostasis y
ejerciendo de reservorio de iones importantes en la misma, como los
mencionados calcio y fésforo.3

La forma de los huesos sigue unos estereotipos bastante definidos. Asi,
independientemente del animal al que pertenezca, se puede distinguir facilmente
una tibia de un fémur, por ejemplo. También resulta inmediato diferenciar el
fémur de un humano del de cualquier otro primate. Todo esto parece indicar que
los huesos son estructuras bastante estaticas y definidas. Nada mas lejos de la
realidad. Si se pasa a una escala microscoépica, se podra comprobar que los
huesos son estructuras muy dinamicas, en continua evolucion, que se adaptan
a los cambios fisiologicos y funcionales a los que se les somete. Este proceso
de adaptacion, conocido como remodelacion 6sea, hace que, dentro de unos
margenes, la forma y propiedades mecanicas de los huesos sea muy variable
de un individuo a otro y altamente dependiente del tipo de actividad que el

individuo desarrolla.

TIPOS DE HUESO

Clasificacion segun su estructura en Cortical y trabecular

Esta es sin duda la forma mas comun de distinguir a los tejidos 6seos y
atiende a la diferente porosidad de uno y otro tipo, por lo que también se suelen
denominar esponjoso y compacto respectivamente.* El hueso cortical o
compacto es el hueso de baja porosidad y el hueso trabecular o esponjoso es el
de porosidad alta, y aunque en principio, la porosidad puede variar entre Oy 1,

es dificil encontrar un tejido con porosidad intermedia.
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El hueso cortical o compacto tiene una porosidad entre 0.05 y 0.1 y
constituye el 80% del esqueleto humano. Se encuentra en la parte central de los
huesos largos y envolviendo el hueso trabecular en huesos largos, cortos y
planos, a modo de corteza; de ahi su nombre. Una observacion mas detallada
del hueso cortical muestra que este tejido es realmente poroso, por lo que la
diferencia entre hueso cortical y hueso trabecular depende solamente de la
cantidad de materia sélida, y del tamafio y nimero de espacios en cada uno. Las
cavidades o huecos son pequefias en el hueso cortical y la cantidad de materia
abundante, mientras que en el hueso esponjoso los espacios son grandes y la
materia solida esta presente en menor proporcion.

Las principales funciones del hueso cortical son mecanicas y de
proteccion. Esta calcificado en un 80-90% de su volumen y representa el 75%
de la masa esquelética total.> La sustancia mineralizada se deposita en forma de
capas o laminillas. Las fibras de colageno estan muy ordenadas de forma que
en cada laminilla todas las fibras de colageno son paralelas, pero su orientacion
cambia de una laminilla a la siguiente. Las cavidades lenticulares, llamadas
lagunas Oseas, estan repartidas de forma mas o menos regular y albergan cada
una un osteocito. De cada laguna surgen canaliculos en todas direcciones
atravesando las laminillas llegandose a unir con los canaliculos de las lagunas
vecinas. Estos canaliculos permiten la difusion y el intercambio de metabolitos.

Las laminillas se disponen de tres formas distintas. La gran mayoria
estan dispuestas concéntricamente alrededor de un canal vascular del interior
del hueso, formando unidades estructurales cilindricas llamadas sistemas
haversianos u osteonas. Entre estos sistemas haversianos, hay fragmentos de
hueso laminar de forma y tamafio irregular, que son sistemas intersticiales
correspondientes a restos de antiguas osteonas. Como consecuencia de la
continua reabsorcion y deposicion de hueso, las osteonas mas jovenes que
estan en crecimiento fagocitan a las mas viejas adyacentes, menos activas.
Algunos sistemas de Havers pueden llegar a perder su estructura y aparecen
laminillas que no rodean a un canal central. Ambos sistemas estan separados
por unas lineas nitidamente marcadas, llamadas lineas de cemento, compuestas
principalmente por sustancia blanca calcificada y una escasa cantidad de fibras
de colageno. En la superficie externa del hueso cortical, inmediatamente por
debajo del periostio y sobre su superficie interna, por debajo del endostio, se

encuentran las laminillas circunferenciales internes y externas. Son similares a
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los sistemas intersticiales, pero ocupan zonas limitantes del hueso. Su origen se
debe a la actividad osteogénica del periostio y endostio.

Asimismo, la porosidad en el hueso cortical consiste en huecos de tres
tipos:

a) Canales de Havers, longitudinales al eje del hueso, de unos 20-40 um
de diametro. Contienen uno o dos vasos sanguineos y pasan por el centro de
los sistemas haversianos para nutrir a los osteocitos de la osteona.

b) Canales de Volkmann, mas cortos y dispuestos en direccion
transversal u oblicua, conectan los canales de Havers entre si y también con la
cavidad medular y con la capa exterior del hueso, el periostio. También se
encuentran vascularizados.

c) Cavidades de reabsorcion. Son huecos temporales creados por los
osteoclastos durante la fase inicial de la remodelaciéon. Tienen un diametro
aproximado de 200 pm.

Por su lado, el hueso trabecular o esponjoso tiene una porosidad entre
0.75y 0.95 y se encuentra en los huesos cortos, en los huesos planos y en los
extremos de los huesos largos. Aporta una cuarta parte de la masa esquelética
total, pero dos tercios de su superficie. La estructura de este hueso consiste en
un conjunto de placas y barras de tejido mineralizado y duro, denominadas
trabéculas, de 200 ym de espesor, conectadas entre si y que dejan poros,
ocupados por médula 6sea. También tiene laminillas con lagunas ocupadas por
osteocitos. La diferencia reside en que al ser delgadas las trabéculas 0seas, los
vasos no penetran en ellas y no hay verdaderos sistemas de Havers. Los
osteocitos se nutren de los vasos proximos del conjunto hematopoyeético a través
de los canaliculos. La distribucién de estas trabéculas es muy variable, casi
ortogonal en unas ocasiones y aleatoria en otras, pero parece obedecer a un

objetivo Unico, resistir las cargas a las que se encuentra sometido el hueso.®

Hueso lamelar y fibroso

Si se examina el hueso cortical y el hueso trabecular a mayor aumento,
se puede observar que estan compuestos de dos tipos de tejido, lamelar y
fibroso:

a) Hueso lamelar, que se forma lentamente y de manera muy
organizada. Consiste en una serie de capas o lamelas, que contienen una matriz

anisétropa de cristales de mineral y fibras de colageno. Cuando las lamelas son
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cilindricas se tiene una osteona, como se ha descrito anteriormente. Segun
Giraud-Guille’ existen dos tipos de disposicion de las lamelas segin la
orientacion de las fibras de coldgeno, que discurren paralelas dentro de cada
lamela. En la primera de ellas, las lamelas alternan la orientacion de sus fibras a
90°. En otras zonas se produce una variacion progresiva de la orientacion de una
lamela a otra, resultando una disposicion helicoidal. La presencia de un tipo u
otro puede responder a la necesidad de soportar diferentes estados de carga,
para lo que la disposicion de las fibras de colageno es crucial, dando mas rigidez
al tejido en determinadas direcciones. Asi, por ejemplo, la disposicién ortogonal
es bastante adecuada para soportar traccién en direccion longitudinal, mientras
qgue la disposicion helicoidal seria mas conveniente si las cargas tienen una
orientacion variable.

b) Hueso fibroso o “woven bone”. Se forma de manera rapida y poco
organizada, con los cristales de mineral y las fibras de colageno dispuestas
aleatoriamente, lo que hace que sea menos rigido y resistente. Para compensar
esa falta de rigidez tiene mayor contenido mineral que el hueso lamelar. En
contraposicion al hueso lamelar, en el que la orientacion de las lamelas

determina su caracter anisotropo, el hueso fibroso es practicamente isotropo.

Hueso primario y secundario

El hueso cortical a su vez puede dividirse en primario o secundario segun
el estado de desarrollo en el que se encuentre.

1) El hueso primario es tejido depositado sobre la superficie dsea, por
ejemplo, la del periostio, durante el periodo de crecimiento. Se distinguen dos
tipos:

a) Hueso lamelar primario o circunferencial, en el que las lamelas son
paralelas a la superficie del hueso. Los vasos sanguineos se incorporan al tejido
rodeados de unas cuantas lamelas circunferenciales, formando una osteona
primaria.

b) Hueso plexiforme. Se forma muy rapidamente con un entramado
trabecular de “woven bone” cuyos huecos se rellenan con hueso lamelar. Los
espacios residuales que ocupan los vasos le dan un aspecto de muro de fabrica.®
Esta presente en animales con un crecimiento muy rapido, como el ganado
vacuno. En el hombre forma parte del embrién del esqueleto, que va siendo

sustituido progresivamente por hueso mas maduro, y en el callo 6seo después
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de una fractura. Asi, salvo que exista lesion dsea, no se presenta en el esqueleto
humano a partir de los cuatro o cinco afos de edad.

2) El hueso secundario resulta de la reabsorcion de tejido existente y su
sustitucion por tejido lamelar, en el proceso de remodelacién 6sea, que sera
descrito con detalle mas adelante. En el hueso cortical, el tejido viejo es
sustituido por osteonas secundarias. Dichas osteonas secundarias sustituyen
bien al tejido lamelar primario, bien a otras osteonas anteriores, de las que
reabsorben una parte y dejan intacta otra, lo que se conoce como hueso
intersticial. En el hueso trabecular también se sustituye el hueso primario por
hueso secundario lamelar, mas rapidamente que en el hueso compacto, aunque

no mediante osteonas, que no cabrian en una trabécula.

Clasificacion de los huesos en funcion de su anatomia

En la mayoria de animales vertebrados se distinguen tres tipos de hueso:

- Huesos largos: Tienen ambos extremos, denominados epifisis, con
formas variables y una zona central, la diafisis, de forma cilindrica. La transicion
entre las dos se denomina metafisis y es de forma conica. Las espifisis estan
constituidas por una fina capa de hueso cortical, siendo el interior hueso
trabecular con médula 6sea roja. La diafisis consiste en una gruesa capa de
hueso cortical en cuyo interior hay inicialmente hueso esponjoso que desaparece
con la remodelacion, durante el desarrollo del hueso, quedando tejido adiposo
gue constituye la médula amarilla o tuétano del hueso. Un ejemplo tipico: los
huesos principales de las extremidades como el fémur.

- Huesos planos: Formados por dos finas capas de hueso compacto
entre las que se encuentra una capa de hueso esponjoso en una estructura tipo
sandwich. Se caracterizan por la ausencia de epifisis o de diéfisis. Ejemplos de
huesos planos: costillas, craneo, esterndn y escapula.

- Huesos cortos y huesos irregulares: La capa externa o cortical es
de hueso compacto que rodea una zona central compuesta por hueso trabecular
0 esponjoso en una estructura similar a la epifisis en los huesos largos. Ejemplos
de huesos cortos: huesos del tarso y carpo. Ejemplos de huesos irregulares:

vértebras y huesos de la cara.
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Clasificacion de los huesos en funcion de su calidad

También cabe considerar una clasificacion respecto a la calidad del
hueso del paciente que tenga en consideracion el grosor del hueso cortical y su
dureza. Existen multiples clasificaciones en cuanto a la calidad y la cantidad de
hueso remanente en zonas edéntulas de los huesos maxilares. La mas utilizada

en la practica odontolégica es la clasificacién de Lekholmy Zarb® de 1985.

- Clase I: El hueso se compone casi exclusivamente de hueso
compacto homogéneo.

- Clase IlI: El hueso compacto ancho rodea el hueso esponjoso denso

Clase llI: La cortical delgada rodea el hueso esponjoso denso

- Clase IV: La cortical delgada rodea al hueso esponjoso poco denso.

COMPOSICION DEL HUESO

Matriz extracelular. El hueso es una estructura compleja a nivel
microscopico, formada por células y una matriz 6sea que las engloba. Dicha
matriz estd compuesta por un componente organico en el cual se encuentra
embebida la fase mineral formada por cristales de apatita. La proporcion de las
distintas fases puede variar considerablemente de un hueso a otro. La
combinacion de ambas fases es la que brinda al hueso sus especiales
propiedades mecanicas de dureza y elasticidad en una estructura relativamente
ligera.

Matriz inorganica. El componente mineral del hueso representa el 65%
del peso 6seo. Esta formado por calcio, fosfato y carbonato (en proporcion de
10:6:1) en forma de pequefios cristales de hidroxiapatita Ca10 (PO4)6(OH)2 y
en menor proporcidon hay magnesio, sodio, potasio, manganeso y fluor. El
plasma se encuentra sobresaturado de calcio y fésforo respecto a la
hidroxiapatita, por lo que debe haber sustancias que inhiban la mineralizacion.
Las proteinas con capacidad adhesiva favorecen la mineralizacién, mientras que
los proteoglicanos, magnesio ATP y pirofosfato la inhiben.1°

Esta componente inorganica tiene dos funciones esenciales: confiere al
hueso gran parte de su resistencia y rigidez y sirve de reserva de iones. De
hecho, el 90% del calcio del cuerpo, el 85% del fosforo y la mitad del sodio y el

magnesio se encuentran en el hueso. La resistencia mecanica que aporta la
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componente inorganica es principalmente resistencia a la compresion, ya que su
resistencia a traccion es muy pequefia y su fragilidad alta. De la resistencia a
traccion es responsable la componente organica, que ademas aporta flexibilidad
y le da forma al hueso.

Matriz orgénica. La matriz organica o sustancia osteoide representa un
tercio del peso éseo. Esta formado fundamentalmente por proteinas, entre las
gue destaca el coldgeno (90%). La matriz juega un papel importante en el
conjunto del sistema 6seo, siendo evidente este hecho cuando aparecen
enfermedades del colageno como la osteogénesis imperfecta. Sin embargo,
debe considerarse a la matriz mineralizada extracelular como algo mas que un
reservorio de calcio y fésforo, ya que constituye una reserva de protéinas que
participan en la regulacién de la diferenciacién celular y en la integridad y funcion
del tejido 6seo.t

El colageno. El 90% de la matriz extracelular (MEC) esta constituido por
colageno, sobre todo, tipo | (>95%) y tipo V (<5%). También se ha comprobado
la presencia en pequefias proporciones de colageno tipo lll, relacionado con las
fibras de Sharpey tipo Xll, formado bajo estrés mecanico. En la molécula de
colageno se halla la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), que es reconocida por las
integrinas de superficie de las células 6seas.? Contiene caracteristicamente los
aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina siendo este ultimo un marcador
especifico de todos los fenotipos de colageno y estando sus valores de excrecion
urinaria en relacion directa con la tasa de reabsorcion 6sea.!?

Las fibras de colageno se estabilizan mediante puentes de hidrégeno
entre aminoacidos y a través de puentes de piridinolina, entre las hidroxilisinas y
lisinas. Sin embargo, el colageno no tiene gran afinidad por el calcio, por lo que

son otras las proteinas implicadas en el depdsito mineral.'° Asi se encuentran:

Proteinas no colagenas
- Proteoglicanos: constituyen el 10% de las proteinas no colagenas. Son
moléculas de gran tamano. En la matriz osteoide hay cuatro tipos de
proteoglicanos como Hialuronano y Condroitin-sulfato, ambos de molécula

grande e intervienen en las etapas iniciales de la morfogénesis 6sea y biglicano
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y decorina: de molécula mas pequeia, que aparecen en las fases siguientes de
la formacion osea.*?

- Proteinas con acido Y-carboxi-glutamico: son la osteocalcina (OCN) y
la proteina de la matriz con acido Y-carboxi-glutamico. Este acido es un
aminoacido que liga calcio y necesita vitamina D para su sintesis. La
osteocalcina es una pequefa proteina de la matriz sintetizada por los
osteoblastos y plaquetas, dependientes de la vitaminaD y K. Representa el 15%
de las proteinas no colagenas de la matriz y contiene tres restos de acido Y-
carboxi-glutdmico. Sus niveles plasmaticos se han considerado como uno de los
marcadores bioquimicos de la osteogénesis, relacionandose con el numero y la
actividad de los osteoblastos.*?

- Glicoproteinas: son la osteonectina, la fosfatasa alcalina y las proteinas
con el tripéptido RGD. La osteonectina es una glicoproteina con gran afinidad
por el colageno tipo I, por el calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25% de
las proteinas no colagenas. Se cree que interviene en la regulacién de la
adhesidn celular entre la matriz y las células. En el hueso es necesaria para la
mineralizacion normal. La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato
inorganico a partir de ésteres fosféricos, necesario para la mineralizacion.
Existen varias isoenzimas y entre ellos la 6sea, se ha considerado un buen
marcador de la actividad osteoblastica. Las proteinas con tripéptido RGD,
también llamadas SIBLINGS (small Integrin Binding Ligand, N-Linked
Glycoprotein) son fundamentalmente cinco: osteopontina, sialoproteinas 6seas,
fibronectina, trombospondina y vitronectina. Son glicoproteinas fundamentales
en los procesos de remodelado y regeneracion 6sea, con una secuencia RGD
que es reconocida por las integrinas de los osteoblastos y los osteoclastos (av33,
entre otras). También actuan como receptores de superficie de las células dseas,
permitiendo la adhesion de las células a la matriz extracelular y activando
sefales.t0

- Proteinas procedentes del plasma: Se encuentra en la matriz organica
O0sea en mayor proporcion que en el plasma. Son la albumina y la a2-SH-
glicoproteina, probablemente relacionadas con la incorporacion de calcio a la
matriz osteoide.®

- Factores de crecimiento: son polipéptidos sintetizados en el propio

hueso o procedentes de otros lugares (higado, plaquetas, etc.) que intervienen
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en la diferenciacion, crecimiento y proliferacion de las células de forma autocrina

o paracrina.t?

Agua. El agua que contiene el hueso se encuentra formando parte de la
médula 6sea que rellena los poros, o bien contenida en el tejido, en este caso
ligada al colageno. El hueso recién formado, denominado osteoide, esta
constituido principalmente de componente organica y agua, atrapada entre el
colageno. Esta es sustituida por mineral de forma progresiva, en el proceso

denominado mineralizacion sea.

CELULAS

Entre ellas se pueden distinguir:

Osteoblastos. Los osteoblastos son las células responsables de la
formacion de hueso. Estas células sintetizan los componentes de la matriz
organica y controlan la mineralizacion de la misma.'* Son células grandes (20-
30um), de forma poliédrica, con citoplasma basdfilo y con un aparato de Golgi y
un reticulo endoplasmatico rugoso de tamafo importante.®> Emiten procesos
citoplasmaticos hacia la matriz, que comunican con la red de osteocitos y con
osteoblastos vecinos. Los osteoblastos y osteocitos se comunican entre si por
proteinas transmembrana o integrinas, que actuan de enlace entre otras células
o entre una célula y la matriz extracelular, permitiendo el paso de mensajeros
como el calcio, citoquinas o prostaglandinas. En estas células la conexion
intercelular es la Conexina 43.16

Los osteoblastos sintetizan la matriz organica o sustancia osteoide a un
ritmo de 2 a 3 uym por dia y expresan una enzima caracteristica, la fosfatasa
alcalina (ALP) que permite la mineralizacién a un ritmo de 1-2um por dia.
Actualmente se sabe que 1 - sintetizan las proteias colagenas y no colagenas
de la matriz organica del hueso, 2 - dirigen la disposicion de las fibrillas de la
matriz extracelular, 3 - contribuyen a la mineralizacion de la sustancia osteoide,
gracias ala ALP, 4 - median en la reabsorcion llevada a cabo por los osteoclastos
a través de la sintesis de citoquinas especificas y 5 - sintetizan factores de
crecimiento.(Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil et al. 2006) Tienen una vida
medio variable entre una a 10 semanas, al término de las cuales pueden
desaparecer por mecanismos de apoptosis, transformarse en células limitantes

o de revestimiento (bone lining cells) o en osteocitos (15%). Ambos tipos
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celulares representan estadios mas avanzados de maduracién. Las células
limitantes son células elongadas y planas, con un nucleo en forma de huso, sin
apenas organelas. Pueden expresar los marcadores osteoblasticos
anteriormente citados como sialoproteina ésea, osteopentina, osteonectina y
ALP asi como receptor de paratohormona (PTH). Permanecen a lo largo de la
superficie enddstica, constituyendo con el endostio una capa protectora de la
superficie 0sea, que juega un papel importante en la activacion del remodelado
0seo.10

Osteocitos. Una vez mineralizada la matriz, algunos osteoblastos
quedan atrapados dentro, transformandose en osteocitos. Los osteoblastos,
osteoclastos y células limitantes se hallan en la superficie 6sea, mientras que los
osteocitos estan en el interior. Los osteocitos son las células mas abundantes
del hueso (10 veces mas que los osteoblastos). Poseen forma estrellada y su
cuerpo se situa en el interior de lagunas u osteoplasmas y los procesos
citoplasmaticos se comunican entre si a través de los conductos calcoforos, que
estan llenos de fluido 6seo extracelular. De esta forma, los osteocitos se
organizan formando un sincitio de células interconectadas que representa una
unica estructura, con la ventaja de que existe una gran superficie de contacto en
el interior y hacia la superficie dsea, para asegurarse oxigeno y nutrientes.°

Cuando se produce un trauma en el hueso, el cese de la circulacion
sanguinea origina hipoxia y necrosis de los osteocitos que estén a mas de
0.1mm. de un capilar intacto.'’” Los osteocitos también participan en la sintesis y
mineralizacién de la matriz osteoide, pero se cree que su funcidn principal es la
de controlar el remodelado 6seo, detectando las variaciones mecanicas de las
cargas, fendmeno conocido como mecanotransduccién.'® Asimismo, los
osteocitos constituyen el estadio final desde la linea osteoblastica y son
incapaces de renovarse. Poseen los mismos marcadores que los osteoblastos,
pero tiene como marcador especifico el CD44, receptor de membrana que
expresa fuertemente en los osteocitos y es negativo en los osteoblastos y células
limitantes.

Osteoclastos. Los osteoclastos, son las células encargadas de la
reabsorcion osea. Se trata de células grandes (100um), multinucleadas, ricas en
mitocondrias y vacuolas. Contienen fosfatasa acido tartrato resistente (TRAP),
que permite la desfosforilacién de las proteinas, cuya actividad es aprovechada

para su identificacion, tanto in vivo como in vitro. Ademas tiene receptores para
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calcitonina. Los osteoclastos proceden de células madre hematopoyéticas
medulares denominadas “unidades formadoras de colonias de granulocitos y
macrofagos” (CFU-GM), precursoras de macrofagos y monocitos.*®

Los osteoclastos tienen dos especializaciones en la membrana: un borde
en cepillo, que es donde tiene lugar al reabsorcion y una zona clara, rica en
microfilamentos, con integrinas que sirven de anclaje a la matriz. Para ello, los
osteoclastos se movilizan hacia la zona a reabsorber y, seguidamente, se
adhieren a la superficie 6sea mineralizada por el ribete en cepillo sellando los
bordes del area mediante las integrinas. La integrina del osteoclasto,
particularmente av33, reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) existente en el
colageno y otras proteinas de la matriz osteoide. A este nivel el ph es acido, ya
que secretan acidos (H+) generados por la anhidrasa carbonica Il y enzimas
proteoliticas como colagenasas, metaloproteasas, catepsina K, glucuronidasa,
etc. que van a originar la reabsorcion del hueso mediante la solubilizacion de la
matriz organica primero y de la mineral después.*®

Respecto a la osteoclastogénesis actualmente se sabe que los
osteoblastos son fundamentales para la formacion de osteoclastos. Asi, el factor
estimulante de las colonias de macrofagos (M-CSF) producido por los
osteoblastos es requerido en las primeras fases de la osteoclastogénesis para
la formacion de células gigantes multinucleadas. Los conocimientos actuales
acerca de la regulacion de la osteoclastogénesis se basan en la existencia de 3
moléculas clave: OPG (osteprotegerina, proteina sintetizada por los osteoblastos
y pre-osteoblastos), RANKL (ligando situado en la superficie de osteoblastos y
presosteoblastos) y RANK (receptor del anterior situado en la membrana de
osteoclastos y preosteoclastos).? El RANKL (receptor activator of NFkb ligand)
antiguamente llamado ODF (osteoclast differentiation factor)?° es una citoquina
transmembrana perteneciente a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF).2!
La interaccidon entre RANKL y su receptor RANK produce una activacion de la
diferenciaciéon y de la actividad osteoclastica, aumentado la reabsorcion. Asi
mismo, los efectos del RANKL tanto in vivo, como in vitro son inhibidos por la
osteoprogeterina (OPG), proteina circulante producida por los osteoblastos y
preosteoblastois perteneciente a la superfamilia de los receptores TNF. Cuando
se unen OPG y RANKL se inhibe la unién de RANKL a RANK y se inhibe la
diferenciacion osteoclastica. Por ello OPG, RANK y RANKL son importantes

reguladores de la osteoclastogénesis.®
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PROPIEDADES MECANICAS DEL HUESO

Dada la amplia gama de movimientos del cuerpo, los huesos pueden
estar sometidos a diversos tipos de fuerza, ya sea de compresion, tracciéon o
cizalladura. El hueso cortical es el responsable de resistir la mayor parte de la
carga a la que se ven sometidos los huesos, y trabaja tanto a compresién, como
atraccién y a cizalladura. Por su parte, el hueso trabecular, que tiene entre otras
caracteristicas como la de proporcionar ligereza a los huesos sin detrimento de
su solidez, trabaja fundamentalmente a compresion.3

Por otro lado, los factores que influyen en las propiedades mecéanicas
del hueso son lalocalizacién concreta del hueso, la edad del espécimen o si éste
sufria algun tipo de enfermedad. Ademas, los valores registrados en los ensayos
mecanicos vienen influidos por las condiciones experimentales, tales como
temperatura, grado de humedad, o si ha sido congelado para su conservacion
entre otras.® En esta linea, las propiedades mecéanicas de los huesos, formados
fundamentalmente por tejido cortical, dependen de la direccion de aplicacion de
la carga. Los huesos largos son materiales ortotrépicos. En el plano transversal
al eje longitudinal las propiedades elasticas son inferiores que, en el eje
longitudinal, direccion paralela al eje de las osteonas. Asimismo, la resistencia
es mayor cuando la fuerza se aplica de manera vertical al eje del longitudinal,
mientras que cuando la fuerza actta de forma oblicua el hueso se fractura con
mayor facilidad.®

A un nivel elemental, el esqueleto 6seo determina la estructura del
cuerpo, organizando sus componentes en el espacio. A un nivel mecanicamente
mas sofisticado, los huesos y sus articulaciones transmiten fuerzas de una parte
a otra del cuerpo. Finalmente, los huesos permiten la locomocion.

Consecuentemente la biologia 6sea esta dirigida por la mecanica.??

Problemas mecéanicos en relacion con el hueso Es habitual
considerar tres problemas mecanicos a los esqueletos vertebrados:??El hueso
es metabdlicamente caro de movilizar por parte del sistema muscular,
fundamentalmente debido a su alta densidad.

a) El problema Galileo. Como la tension en una determinada

estructura cargada es la fuerza aplicada por unidad de seccién de area 'y como
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las fuerzas que actian sobre el esqueleto de un vertebrado se debe
principalmente a su propio peso, si los huesos de los vertebrados mas grandes
mantuvieran la misma proporcion entre su anchura y su altura que los de los
animales mas pequefios, el estrés generado en ellos incrementaria de forma
proporcional a su tamafio. Por ese motivo, tal y como Galileo Galilei habia
comprobado, los huesos de los grandes vertebrados presentan unos didmetros
grandes respecto a sus longitudes, precisamente para mantener el estrés en
niveles tolerables.

Pues bien, una manera de reducir el tamafio y la masa ésea de forma
relativa al resto del cuerpo, es crear una estructura interna eficaz, que pueda ser
ligera. Esta es la estructura trabecular 6sea, creada y mantenida por los equipos
de células que Frost denominé como Unidades Basicas Multicelulares (BMUs),
encargadas de eliminar y reponer pequefios voliumenes de hueso.

b) El hueso posee grietas o zonas de microrrotura. Las grietas en la
materia estructural son irregularidades microscopicas o moleculares que
constituyen zonas de debilidad local y que tienden a iniciar fracturas cuando el
cuerpo se carga mecanicamente. Se entiende que cuanto mas grande sea el
volumen de hueso, mayor la probabilidad de que exista una grieta que inicie una
fractura. La primera persona que escribié acerca de la relaciéon inversamente
proporcional entre el tamafio y la fuerza fue Leonardo da Vinci, que demostrd
gue los volumenes grandes son mas propensos a fallar ante aplicaciones de
estrés menor, que los volimenes pequefios. Martin y Burr, determinaron que la
probabilidad de que las microrroturas (cracks) y los espacios de reabsorcion en
el hueso estan asociados, depende en gran medida del factor F, que da cuenta
de la posibilidad de que algunas osteonas que contienen ambos, una rotura y
una zona de reabsorcion, compartan una linea de cemento con la osteona
adyacente, a la cual probablemente la rotura pertenezca. F depende entonces
de los criterios de medida para las roturas y los espacios de reabsorcion, la
densidad de osteonas presentes en el hueso y los mecanismos por los cuales
las roturas dan inicio a un remodelado. El te6rico nUmero de osteonas que
pueden contener ambos, rotura y espacio de reabsorcién (n max.), se incrementa
cuando también aumentan el nimero de espacios de reabsorcién (r), el nimero
de roturas (c) y el factor F, pero disminuye cuando la densidad de la poblacién
de osteonas (d) aumenta. Un n max. mayor hace que la asociacion directa entre

las roturas y los espacios de reabsorcién resulte mas dificil de demostrar.® Pues

43



bien, para que cualquier cuerpo sélido se rompa, es imprescindible que
previamente se deforme lo suficiente para resquebrajarse en algun punto de su
superficie por estiramiento excesivo.823 Este principio explica que la regulacion
de la rigidez Osea, entendida esta como la resistencia a la deformacion, haya
surgido durante la evolucion como un objetivo biolégico primario, quedando

determinada la resistencia a la fractura como un efecto colateral.

Efecto de las cargas sobre el hueso. El efecto de la carga mecanica
sobre el hueso fue descrito por primera vez por Julius Wolff>* en 1892, en su
“Ley de la transformacion del hueso” (Law of bone transformation), en la que
postulaba que cada cambio en la funcién del hueso originaba cambios en la
conformacién externa e interna de ese hueso. Este proceso es lo que se conoce
como adaptacion 6sea. Diferentes mecanismos se han considerado como
responsables de gobernar los estimulos adaptativos, como por ejemplo el estrés,
la tension y la energia de deformacion.?® Harold Frost?® en 1983 introdujo el
concepto de MES (Minimun effective strain) - Minima tension efectiva, como el
minimo nivel de tension que debe ser superado para para inducir la adaptacion
del hueso. Lanyon y cols.?” y Rubin y cols.?® determinaron que no solo el nivel
de tension, sino el porcentaje de cambio de tension, el nUmero de ciclos de
tensién y los cambios en la distribucion de la tension, influian sobre esta
respuesta del hueso.

Durante las ultimas décadas del siglo XX, numerosos estudios
experimentales demostraron que el paradigma de Wolff tendia a simplificar la
realidad de la biologia 6sea. El remodelado 6seo inducido mecanicamente no
pude contemplarse independientemente de los otros factores determinantes.
Consecuentemente, las leyes matematicas que intentan explicar la adaptacion
del hueso en general, fallan a la hora de explicar las numerosas incognitas que
aln estan vigentes.”® Ademas, la respuesta del hueso frente a condiciones
alteradas de carga depende de la localizacion anatomica, segun los trabajos de
Bertram y Swartz.?® En resumen, dado que el hueso debe soportar cargas
compresivas y de flexion, esta sujeto a fatiga, cuya acumulacion puede conducir
a fracturas.®® podemos distinguir dos factores determinantes de la rigidez y la
resistencia a la fractura de cada hueso:

a) La calidad mecanica de su material calcificado (rigidez intrinseca

del hueso, independiente de la forma del hueso)
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b) Su distribucion espacial, que incluye su masa, pero también la
forma, el tamafio y la macroestructura del 6rgano de sostén (disefio del hueso,
independiente de su calidad.?33!

Completado el crecimiento en largo, existen so6lo dos mecanismos
fundamentales del desarrollo 6seo capaces de modificar la calidad y/o la
distribucién del material 6seo mineralizado: el modelado y el remodelado éseo.%?

Modelado y remodelado 6seo. Los huesos no son estructuras
estaticas, estan cambiando continuamente incluso en personas adultas. Durante
la infancia se produce un aumento de tamafo de los huesos, tanto en longitud
como en diametro, acompafiado de otros cambios, para esculpir su forma
definitiva. Este proceso fue denominado por Frost “modelling” y se ha traducido
como remodelacién ésea externa (ROE).2® Estos cambios no son exclusivos de
la infancia y pueden darse también en otras circunstancias, principalmente de
tipo traumatico. Asi por ejemplo, Lanyon y cols.?” observaron en ovejas adultas
gue al extirparles el cubito, el radio cambiaba de forma y se engrosaba en la
zona proxima al lugar donde antes estaba el cubito, para compensar en cierta
forma su ausencia. Ese cambio de forma conlleva reabsorcion en determinadas
zonas y formacién en otras, que pueden ocurrir de forma independiente.

El modelado éseo consiste en una combinacion no acoplada (en
distintos sitios) de aposicion osteoblastica de hueso nuevo y destruccion
osteoclastica de hueso preexistente. Su balance global de masa es
generalmente positivo y es la Unica forma genuina de ganar masa 6sea.3* En
una persona adulta que no haya sufrido trauma alguno también se producen
cambios. El hueso esta en continua evolucion, reparando el dafio que la actividad
diaria pueda producir en él por fatiga. También se adapta a los cambios que
dicha actividad diaria pueda experimentar. Para ello se retira el hueso antiguo y
se forma hueso nuevo, con una actividad coordinada de osteoclastos y
osteoblastos. Frost denomind “remodelling” a este proceso, que se ha traducido
como remodelacion 6sea interna (ROI).*®> No obstante,las diferencias entre
remodelacion 6sea interna y externa son las siguientes:

a) La ROE requiere la accion de osteoblastos y osteoclastos, pero de
forma independiente, mientras que en la ROl esa actividad es secuencial y

coordinada como se vera mas adelante.
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b) La ROE produce cambios de forma y/o de tamafio en el hueso,
mientras que la ROl normalmente no afecta ni a la forma ni al tamafio.

c) La velocidad de la ROE decrece con la edad a la vez que los huesos
van madurando. La ROI ocurre durante toda la vida, aunque también se ve
frenada una vez acabado el crecimiento.

d) La ROE es un proceso continuo y prolongado mientras que la ROI
ocurre de manera episodica, con un principio y un final claro en cada punto de
remodelacion.

La remodelacién es un proceso acoplado de remocién osteoclastica de
pequefias cantidades de hueso preexistente, que es repuesto total o
parcialmente por formacidn osteoblastica en el mismo sitio, con balance de masa
consecuentemente neutro o negativo.*? EI mecanismo es Util porque provee la
homeostasis mineral, remplaza tejido viejo por nuevo y repara zonas
microdafadas.®? Efectivamente, los dafios por fatiga en el hueso activan y
aparentemente son a su vez limitados, por el fenomeno del remodelado. Esta
demostrado que cuando se generan microfracturas por fatiga de manera
experimental en hueso vivo, la remodelacion 0sea se inicia de forma espacial y
temporal en proximidad a ellas y de hecho también se ha comprobado de manera
experimental que el remodelado es el Unico mecanismo capaz de recuperar los
darios por fatiga que se generan en el hueso.3° La ROI tiene lugar durante toda
la vida y no sélo durante el periodo de crecimiento.

Segln Currey,® el hueso es una estructura éptima desde el punto de
vista de la resistencia, porque consigue la maxima rigidez con el minimo peso.
Ese es uno de los objetivos de la ROI: adaptar la estructura 6ésea para conseguir
la maxima eficiencia. El remodelado es por tanto fundamental en la biologia
O0sea. Es un proceso realizado en dos etapas: una de reabsorcién y otra de
aposicion oOsea. Estos procesos estan conectados temporalmente y se
caracterizan, tal y como demostraron Burr y cols.,® por la presencia de las
denominadas unidades 6seas multicelulares (Bone Multicellular Units), también
conocidas como Unidades Basicas Multicelulares.?3336
Una BMU esta formada por:

a) Un frente osteoclastico residente en una superficie de hueso recién
resorbido, que constituye el frente de resorcion.

b) Un compartimiento que contiene vasos y pericitos.
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c) Una capa de osteoblastos presentes en una matriz organica
neoformada, que constituye el frente de depdsito.

Ademas, en el control del remodelado 6seo estan involucrados los
estimulos locales y la liberacion de hormonas como la paratiroidea (PTH), la
hormona del crecimiento, la leptina y la calcitonina.'* Por tanto, durante el
remodelado, la reabsorcibn de una zona de hueso por los osteoclastos se
contintia con el relleno de la cavidad creada por los osteoblastos. Esta secuencia
requiere un periodo de tiempo de 3-4 meses para que se complete cada
localizacion de remodelado y las cavidades de reabsorcion y relleno, aunque son
individualmente pequefias, colectivamente suponen una sustancial porosidad o
espacio de remodelado en el hueso, de caracter temporal. Si el propdsito del
remodelado es el de eliminar masa Osea, estos espacios de remodelado no
tienen consecuencias, pero si el objetivo es el de eliminar tejido dafado, esta
porosidad temporal puede debilitar la estructura. Es por ello esencial que el
proceso de remodelado 6seo sea entendido no solo como un proceso bioldgico
fundamental, sino en el contexto de la funciéon de soporte de carga del hueso.
Asi mismo es importante que la adaptacién mecéanica del hueso y su resistencia
a la fatiga sea entendida en el contexto del remodelado.3’

A su vez, durante mucho tiempo de ha defendido la idea de que el
incremento en la acumulacién de los microdafos en la estructura ésea, como
resultado de la aplicacion de cargas ciclicas, puede ser a su vez el resultado de
un incremento de la mineralizacion del tejido, que ocurre secundaria a una
supresion del remodelado y que puede convertir al hueso en mas fragil y
guebradizo.283° El hueso esta formado por componentes organicos y minerales,
principalmente colageno tipo | y apatita nanocristalina. La estructura exacta de
la apatita no es del todo conocida, porque se producen sustituciones en las zonas
catidnicas del calcio y en las anidnicas del fosfato. Estas sustituciones pudieran
afectar a las propiedades quimicas y fisicas del hueso, como la solubilidad,
densidad, dureza, y morfologia. Una de las sustituciones anidénicas mas
frecuentes es la del Carbonato (CO32-). Se ha observado que la sustitucion del
carbonato tiende a reducir la estabilidad de la hidroxiapatita, convirtiendo al
hueso mineral en mas soluble. Se ha determinado que el contenido de carbonato
estaba significativamente disminuido en las zonas del hueso que presentaban
microrroturas. Parece ser que durante el proceso de formaciéon de las

microroturas, los cristales minerales son desplazados de la matriz de colageno.
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Como los cristales de apatita carbonatada son mas solubles que los de apatita
no carbonatada, resulta légico el descenso del contenido de carbonato en el
mineral del hueso. Otro ion frecuentemente sustituido del entramado de la apatita
es HPOA42-. Este ion esta frecuentemente presente a altas concentraciones en
huesos de personas jovenes y decrece con los afnos; en las zonas de micro
roturas esta presente en una cantidad mayor. Las modificaciones en la cantidad
de los dos iones comentados en las zonas de microrrotura parecen avalar la
teoria de que las modificaciones en la mineralizacion del hueso lo pueden
convertir en mas fragil y sensible a las microrroturas, sin embargo, pese a las
modificaciones de esos iones, en esas zonas el ratio de mineral fosfato/proteinas
no se ve afectado, de modo que la asociacién no esta clara.*°

Por otro lado, parece haber consenso en que la calidad y estado de
maduracion del colageno, que forma la matriz donde se deposita el mineral, si
pudiera desempenar un papel importante en la iniciacidén y propagacién de las
microroturas, puesto que ambos factores influyen directamente en la plasticidad
y ductilidad del tejido éseo.#*#? Por tanto, como hemos apuntado, el remodelado
tiene dos funciones fundamentales, el control del peso, eliminando aquellas
zonas de hueso insuficientemente cargadas y en segundo lugar la eliminacién
de los dafios acumulados por la accién de las cargas, previniendo de esta forma
las fracturas por fatiga.3” Efectivamente, existe importante evidencia
experimental acerca de que la remodelacion se activa por el desuso® vy el
microdafio por fatiga,®3644 asi como por ciertos factores quimicos como la
deficiencia de estrogeno y otros efectos hormonales, nutricidn e influencias
neuronales.?®

De esta manera, distintas modulaciones direccionalmente orientadas de
la modelacion y la remodelacion permitirian a cada hueso autorregular la rigidez
y con ella la resistencia, de su estructura.? Esto resulta posible gracias a que los
osteocitos, unicas células intrinsecas a la matriz calcificada en la cual estan
inmersos, sentarian direccionalmente las minideformaciones que el uso
cotidiano provoca en este material. Los osteocitos podrian orientar asi la
liberacion de distintos factores de comunicacion célula-célula que, a través de
sus prolongaciones, alcanzarian a osteoblasto y osteoclastos extrinsecos a la
estructura calcificada, para inhibirlos o estimularlos localmente, en funcion de la
orientaciéon determinada por la gravedad y las contracciones musculares,

optimizando permanentemente la rigidez y con ello la resistencia del tejido
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mineralizado y del hueso entero.'84> Seguln el cuerpo hipotético conocido como
“Paradigma de Utah”,%¢ el objetivo del mecanismo asi descrito, denominado por
Frost como Mecanostato 6seo,? parece mantener la deformabilidad de la
estructura 6sea muy alejada del nivel critico para que el uso cotidiano no pueda
llegar a producir una fractura (1-2 vs 20-25 milésimas de variacion de la longitud
de reposo para esfuerzos fisioldgicos maximos, para todos los huesos de todos
los vertebrados), en forma especifica para cada sitio. Deformaciones
reiteradamente mayores de 2 milésimas dispararian normalmente la
incorporacion moderatoria de material nuevo en el sitio preciso para reducir esa
deformabilidad.  Inversamente, deformaciones reiteradamente  bajas
determinarian el giro de la remodelacion local del modo conservativo al modo
desuso, eliminando el material en el sitio preciso para aumentar esa
deformabilidad. Se tiende a aceptar que autocontrolando de esta forma la rigidez,
el mecanostato determinaria indirectamente la resistencia de la estructura 6sea,

dentro de limites bastante amplios.*®

IMPLANTOLOGIA ORAL

La primera proétesis de la que se tiene constancia, no es un diente natural
o artificial sujeto a los dientes vecinos, como se ha encontrado en craneos
egipcios o fenicios, si no que es una implantacion necrépsica realizada durante
el neolitico (hace 9000 afios). El craneo encontrado era de una mujer joven que
tenia un trozo de falange de un dedo introducido en el alveolo del segundo
premolar superior derecho.*” Los restos antropolégicos mas remotos de
implantes dentales, colocados in-vivo son los de la cultura maya. El arquedlogo
Popenoe en 1931 descubrié en la Playa de los Muertos en Honduras, un craneo
gue presentaba en la mandibula tres fragmentos de concha introducidos en los
alveolos de los incisivos. Este craneo data del afio 600 d.C. Los estudios
radiolégicos determinaron la formacion de hueso compacto alrededor de los
implantes, haciendo suponer que dichos implantes se habian colocado en
vida.47'48

A principios del s. XIX se llevé a cabo la colocacion de los primeros
implantes metdlicos intra-alveolares destacando a Maggiolo*®, que en 1809
introdujo un implante de oro en el alveolo de un diente recién extraido. Asi

mismo, en las primeras décadas del siglo XX Payne present6 la técnica de
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implantacion en el 3er Congreso Dental Internacional, utilizando una capsula de
plata colocada en el alveolo de una raiz.4’ No obstante, fue en 1978 cuando se
presentaron los estudios experimentales del grupo sueco de Goteborg dirigido
por P.l. Branemark y T. Albrektsson.>® En 1952, el profesor Branemark comenzé
a realizar una investigacion con estudios microscopicos in-vitro de la médula
O0sea en tibia de conejo, para conocer mejor la vascularizacion tras un
traumatismo 6seo. El estudio se llevo a cabo introduciendo una camara de titanio
en el hueso del conejo, tal y como se observa en la Figura 1. La sorpresa surgi6
cuando al ir a retirar la camara se comprobd que era imposible, ya que la
estructura de titanio se habia incorporado por completo al hueso, y el tejido
mineralizado era totalmente congruente con las microirregularidades de la
superficie del titanio. A este hecho se le denomind “osteointegracion” y a partir
de ese momento se comenzl a realizar estudios para rehabilitar animales
edéntulos, que resultaron eficaces, por lo que surgio la idea de crear un sustituto

para la raiz de los dientes que estuviera anclado en el hueso maxilar.>!

FIGURA 1: Radiografia del espécimen del estudio de Branemark, que muestra

la cAmara Optica de titanio fijada a la tibia y el peroné del conejo.

Asi, la introduccion de los implantes en la odontologia ha permitido a los
odontdlogos realizar tratamientos protésicos fijos, incluso en casos de pérdida
de varios dientes o dientes estratégicamente importantes y en consecuencia,
evitar en muchos casos el empleo de prétesis removibles.®” Tras el
descubrimiento de los implantes dentales osteointegrados con los trabajos de
Branemark®®® y Schroeder,> se posibilité la rehabilitacion de cualquier

edentulismo con una alta predictibilidad. Por esto, hoy en dia, una de las
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opciones mas indicadas para solventar la pérdida de uno o mas dientes suele
ser una protesis soportada y/o retenida sobre implantes dentales, ya que es una
opcion con resultados altamente predecibles a largo plazo.®® En este sentido, y
gracias a los avances en la materia, es posible resolver casos cada vez mas
extremos o de una complejidad mayor, tanto en edentulismo parcial como total,
mediante la utilizacion de implantes dentales. Podriamos afirmar que los
implantes dentales han pasado de ser la excepcidn a ser uno de los tratamientos
mas utilizados en rehabilitacion de dientes perdidos.>?

La implantologia es hoy una técnica con base cientifica y con lejanos
antecedentes historicos, que ha ido evolucionando por la constante necesidad
de resistir la pérdida dentaria. Por tanto, hoy en dia los implantes dentales
endodseos son dispositivos que se insertan en el hueso maxilar para reponer
dientes naturales perdidos. La prétesis fija (coronas o puentes) se unen a los
implantes, una vez osteointegrados para resistir la funcion masticatoria.>?
Podemos definir entonces la rehabilitacibn mediante proétesis fija
implantosoportada como aquel sistema formado por el implante dental, el hueso
periimplantario y la restauracién protésica (pilar protésico y corona).>? Pero para
gue todo este conjunto funcione adecuadamente se necesita una buena union

del hueso al implante, lo que se conoce como osteointegracion.

Osteointegracion. La osteointegracion fue definida por primera vez por
Branemark en 1985 como “la conexion directa, estructural y funcional entre el
hueso vivo y la superficie de un implante de titanio sometido a carga”.*
Posteriormente, es definida en 1993 por The Academy of Prosthodontics como
“la unién aparentemente directa del tejido 6seo con un material aloplastico inerte
sin la intervencion del tejido conectivo”. Actualmente, se considera el fenémeno
de aposicion directa de hueso sobre una superficie implantaria, la cual es

sometida a una adaptacion estructural en respuesta a una carga mecanica.>®

Mecanismos de osteointegracidn. La osteointegracion, al igual que la
curacion de cualquier herida, tiene 4 fases: hemostasia, fase inflamatoria, fase
proliferativa, y fase de remodelacion.

-1. Hemostasia: comienza con el trauma provocado por el fresado 6seo
previo a la colocacion del implante. La duracion de esta fase va desde minutos

hasta horas. Las proteinas de la matriz, y los factores de crecimiento y de
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diferenciacion almacenados en la matriz 6sea se convierten solubles y se
activan. Inmediatamente después de la colocacion del implante, su superficie
interactia con las moléculas de agua y los iones, lo que puede provocar el
cambio de potencial de la superficie del implante y los iones bivalentes como el
calcio pueden unirse a las superficies con carga negativa. En este momento se
empiezan a depositar proteinas sobre la superficie del implante. Una vez se han
depositado estas proteinas sobre la superficie implantaria, las células ya se
pueden unir a ella. Finalmente, la degranulacion plaquetaria daré lugar al inicio
de la fase inflamatoria.>’

-2. Fase inflamatoria: comienza aproximadamente a los 10 minutos tras
la cirugia y se mantiene durante los primeros dias. Esta fase tiene lugar cuando
empieza la degranulacion plaquetaria. Estas liberan factores de crecimiento,
bradiquinina (que aumenta la permeabilidad vascular) e histamina (que
disminuye la velocidad del flujo sanguineo e induce hiperemia). En esta fase se
produce una vasodilatacion clinicamente detectable, tumefaccion y aumento de
la temperatura en la zona de la herida. En el momento inicial de esta fase se
activa la respuesta inmune innata (leucocitos polimorfonucleares y el sistema del
complemento). Esta fase inflamatoria inicial que se da en las 3 primeras horas
es crucial para el destino de la herida. Cuando se consigue la eliminacion
bacteriana y de los restos de tejido, los macrofagos secretan factores de
crecimiento fibrogénicos y angiogénicos y se produce una activacion de los
fibroblastos, que, mediante una serie de mecanismos, son capaces de llegar al
area de la herida y dan lugar al comienzo de la fase proliferativa.®’

-3. Fase proliferativa: esta fase se caracteriza por la formacion de nueva
matriz extracelular y angiogénesis. Se forma tejido de granulacion. Esta fase
durara entre dias y pocas semanas. Estimulados por los factores de crecimiento
de fibroblastos secretados por los macrofagos, los fibroblastos de los tejidos
sanos circundantes migran al interior del coagulo sanguineo. Estos fibroblastos
crean tuneles a través de la matriz extracelular provisional de la fibrina del
coagulo mediante la secrecion de metaloproteinasas de la matriz y van
reemplazando esta matriz provisional. De forma paralela, se estimula la
angiogénesis mediante hipoxia, que atrae a los macrofagos, los cuales expresan
factores de crecimiento endotelial, que estimulan la produccién de precursores
de células endoteliales. Por otro lado, los pericitos eliminan la ldmina basal de

los vasos. Se van creando tubos mediante la organizaciéon de las células
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endoteliales y finalmente estos se conectan a vasos ya existentes creandose una
nueva anastomosis vascular a través de la cual puede empezar a discurrir el flujo
sanguineo. La angiogénesis es condicién sine qua non para que se dé la
osteogénesis. Solo se formara nuevo hueso en contacto directo con los vasos
sanguineos. Las células de hueso maduro no son capaces de sobrevivir a mas
de 200 um de un vaso sanguineo. Ademas, la neoformacion 6sea necesita de
un ambiente mecanicamente estable. Las células osteoprogenitoras se adhieren
a la superficie de los implantes a través de integrinas. Las integrinas se unen a
su vez a proteinas de la matriz extracelular como la fibronectina; de modo que
las células 6seas no se unen de forma directa a la superficie del implante, sino
gue lo hacen a las proteinas que se adhieren a ésta. Tras la union firme a la
superficie implantaria, las células osteoprogenitoras pasan a su forma activa
convirtiéendose en osteoblastos, los cuales comienzan a expresar fosfatasa
alcalina y osteocalcina. Es importante una intima unién entre implante y hueso,
con un minimo micro-movimiento entre las partes para evitar una fibrointegracion
de los implantes. En la primera semana tras la colocacion del implante comienza
la neoformacion 6sea. El hueso que se forma tras la creacion de la herida es
tejido 6seo reticular, el cual se caracteriza histologicamente por la disposicion
disparalela de sus fibras colagenas, orientadas de manera aleatoria. Este tejido
0seo crece a lo largo de las superficies 0seas ya existentes y de las superficies
de los implantes hacia los valles de las espiras. La neoformacion 6sea comienza
por la secrecion de matriz colagena por parte de los osteoblastos. En un inicio
se secreta colageno tipo Il (debido a que en los alveolos maxilares se produce
un proceso de osificacion intramembranoso). Finalmente, esta matriz se
mineralizara por la hidroxiapatita.®’

-4. Fase de remodelacion: durante esta fase el tejido 6seo reticular es
eliminado por los osteoclastos y es reemplazado por hueso lamelar, cuyas fibras
colagenas en este caso se orientan de forma paralela. Los osteoclastos
aparecen en la herida a los pocos dias. Esta fase puede durar afios,
produciéndose de forma constante una neoformacion 6sea orientada a la carga.
El hueso lamelar, se fija a las crestas de las espiras del implante. Los
osteoclastos y osteoblastos interacttan de manera dependiente. El llamado
balance 6seo es necesario, ya que, si no, el esqueleto se volveria mas poroso
(osteopénico) o demasiado denso (osteopetroso). Inicialmente, la accion de los

osteoclastos depende del osteoblasto, que controla la osteoclastogénesis
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mediante el balance entre RANKL y osteoprotegerina, ambos producidos por el
osteoblasto. Estos secretan RANKL, ligando de RANK, receptor que activa la
osteoclastogenesis. RANKL puede ser anulado por osteoprotegerina soluble,
también sintetizada por los osteoblastos. De este modo, la osteprotegerinainhibe
la osteoclastogenesis. La unidad principal del hueso es la osteona, formada por
capas conceéntricas de hueso camelar neoformado con un conducto central, que
contiene un vaso sanguineo principal, llamado conducto de Havers. Como
deciamos, este hueso neoformado se orienta en funcion de la carga. Los
estimulos mecéanicos se traducen en una sefal mediada por citoquinas que
controlan la accion del osteoblasto. Este fenbmeno, denominado mecano-
transduccion, es mediada por el osteocito. Este, posee estrechas prolongaciones
citoplasmaticas conocidas como canaliculos, a través de los cuales discurre
liquido intersticial. Las cargas que se trasladan al hueso provocan cambios de
gradiente en este fluido estimulando los cilios primarios de la membrana celular
induciendo sefales intra-celulares. Estas sefiales se propagan a los osteocitos
vecinos mediante sus conexiones celulares. Ademas, los osteocitos también
pueden inhibir a los osteoblastos a través de la esclerostina.®’

Asimismo, hay varios factores que pueden afectar negativamente a la
osteointegracion. En 1981, Albrektsson y cols.8 identificaron 6 de ellos: el estado
del lecho implantario, las condiciones de carga, la técnica quirurgica, el macro-

disefio del implante, el tipo de superficie y el material del implante.

Factores condicionantes de la osteointegracion

Estado del lecho 6seo. Para asegurar la correcta osteointegracion de
un implante, es necesario contar con un lecho 6seo implantario sano y con un
buen aporte sanguineo. Ademas, este esta condicionado por el estado de salud
del paciente, habitos tabaquicos y medicaciones previas y actuales.>® Respecto
al area 6sea receptora, se ha hablado mucho durante los ultimos afios, ya que
es necesario contar con un hueso con suficiente densidad, que nos asegure una
buena estabilidad implantaria, y con una buena calidad, que permita un correcto
aporte sanguineo y recambio celular para orientar las trabéculas 6seas en

funcion de la carga.®®
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Las diferencias en la macro-arquitectura 6sea han dado lugar a
diferentes clasificaciones de los tipos de hueso en implantologia en funcién de
la proporcion de hueso cortical y trabecular, donde el hueso tipo | es un hueso
predominantemente cortical, como en el area mandibular anterior, y el hueso tipo
IV principalmente trabecular, como en el maxilar posterior.®6 Podemos usar esta
clasificacion para establecer criterios de calidad 6sea mecanica, ya que en
huesos con mayor proporcién cortical conseguiremos una mayor estabilidad
inicial de nuestros implantes, sin embargo, los huesos tipo IV, poseen una mayor
vascularizacién, recambio celular e indice de remodelacion ésea, caracteristicas
que hacen de este tipo de hueso, un tejido biolégicamente mas activo.®°

Un estudio de experimentacion animal concluyd que se conseguia una
osteointegracion mas eficiente en huesos tipo Ill comparando con huesos tipo |
en modelos murinos. Se encontré una mayor proliferacion celular, mayor indice
de remodelacion y mayor numero de células osteprogenitoras y mayor
sefalizacion Wnt, indicadores de una rapida curacion de la osteotomia y una

rapida osteointegracion en comparacion con los huesos tipo 1.5?

Tiempo y condiciones de carga. Albrektsson y cols.%® en 1981,
determinaron que someter un implante a carga antes de los 3-4 meses de su
colocaciéon podria comprometer su osteointegracion. Hoy en dia, se considera
gue la carga inmediata y temprana de los implantes no impide su correcta
osteointegracion.®3%4 Para que esto suceda, los implantes no pueden sobrepasar
el umbral de micro-movimiento estimado entre 100-150um,%%6% el cual es
directamente dependiente de la estabilidad primaria que alcance ese implante

durante su insercion. Esto se comentara en profundidad mas adelante.

Técnica quirdrgica. Es necesario realizar una técnica quirurgica lo
menos invasiva posible con un manejo correcto de tejidos duros y blandos. Se
debe mantener el campo aséptico, refrigerar las fresas durante la preparacion
del lecho para evitar la necrosis 6sea y mantener el aporte sanguineo.>® Un
exceso de calor durante el fresado provocaria dafios en el recambio éseo
causando hiperemia, necrosis, fibrosis, degeneracién osteocitica y aumento de
la actividad osteoclastica. Se ha comprobado que temperaturas entre 56°-70° C
son perjudiciales para el hueso, debido a que se provoca la desnaturalizacion de

la fosfatasa alcalina. Ademas, si se mantiene una temperatura de entre 44-47°C
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se provocara también dafio en el tejido 6éseo, considerandose que el limite para
evitar la necrosis 6sea son 47°C.%" Los factores relativos al operador que
provocan el aumento de temperatura del hueso durante el fresado del lecho son:
la presion ejercida, el estado de las fresas, los movimientos durante el fresado,
y la velocidad y el tiempo de fresado. En cuanto al fabricante influyen el disefio
y el filo de las fresas, el sistema de implantes, y el sistema de irrigacion. Respecto
al hueso donde va a ser colocado el implante, tienen influencia el grosor de la
cortical y la densidad Gsea, asi como la profundidad de fresado.

No obstante, tampoco se han encontrado diferencias a nivel de pérdida
O0sea marginal en los casos en los que se usa un protocolo de fresado consistente
en multiples pasos de fresa con aumentos de diametro progresivos, o el uso de

una unica fresa.®®

ESTABILIDAD IMPLANTARIA

Definicion. Estudios clasicos de traumatologia demuestran que la
reparacion de una fractura 0sea requiere de una estabilidad mecanica y un
microambiente biolégico favorable, para asegurar una cicatrizacion exitosa del
tejido nativo®®, especialmente durante las primeras fases de la osteosintesis™.
Del mismo modo, para conseguir y mantener la osteointegracion de los implantes
dentales también deben cumplirse ciertos requisitos biol6gicos y biomecéanicos’:.
Entre los requisitos biologicos, destacan la presencia de un aporte vascular
adecuado, asi como la ausencia de bacterias que puedan desencadenar
procesos infecciosos y poner en peligro el fenbmeno de la neoformacion 6sea
sobre la superficie del implante.®®7%72 En cuanto a los requisitos biomecanicos,
destaca el control del micromovimiento, ya que se ha demostrado que en los
implantes que superan cierto umbral de micromovimiento, cabe esperar un
predominio de la encapsulacion fibrosa en detrimento de la osteointegracion.
Segun los diferentes trabajos publicados al respecto, este umbral estaria situado
en torno a las 150 micras.®® Esto se debe a que el micromovimiento induce la
reabsorcién de hueso de la interfase, destruyendo las células 6seas y creando
un gap que puede provocar el fracaso del implante.”® Por lo tanto, desde un punto
de vista clinico, el control de la estabilidad implantaria se considera un factor
clave para la consecucion y mantenimiento de la osteointegraciéon de los

implantes.
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La estabilidad implantaria, puede definirse entonces como la ausencia
de movilidad clinica del implante bajo una carga determinada y esta influida por
la densidad 6sea, el disefio del implante y la técnica quirirgica empleada.’

Tipos de estabilidad implantaria. Inicialmente dicha estabilidad
implantaria estd proporcionada mecanicamente por las macrorretenciones
derivadas de la geometria del implante que engrana en las paredes del lecho
implantario. Esto se denomina estabilidad primaria, y es un tipo de estabilidad
estatica, que tiene lugar en un momento puntual del tiempo, justo en el momento
de la colocacion del implante en el hueso. Sin embargo, durante el proceso de
osteointegracion, esta estabilidad primaria 0 mecanica serd reemplazada
progresivamente por una estabilidad secundaria o biolégica, como resultado de
los procesos fisioldgicos de remodelacion y aposicion 6sea sobre la superficie
del implante. La estabilidad secundaria es una estabilidad dinamica, ya que
puede ir variando a lo largo del tiempo, tanto en aumento como en descenso.®

Tanto en una como en otra influyen variados y diferentes factores
Factores que influyen en la estabilidad implantaria

La estabilidad implantaria esta condicionada por una gran variedad de

factores, que pueden agruparse en tres categorias diferentes.
Factores dependientes del hueso

Densidad 6sea. Son muchos los estudios publicados acerca de la
influencia de la densidad Osea en la estabilidad primaria del implante, y la
evidencia cientifica es muy contundente al respecto: la densidad 6sea guarda
una relacion directa con la estabilidad implantaria, de manera que cuanto mayor
sea la densidad del hueso receptor, cabe esperar que mayor sera la estabilidad

primaria del implante.’>#0

Calidad 6sea. La literatura cientifica respalda con evidencia una fuerte
relacion entre la estabilidad implantaria y la calidad del hueso circundante segun
la clasificacion de Leckholm y Zarb,® de manera que esta demostrado que los
implantes colocados en huesos tipo | o Il obtienen una mayor estabilidad que
aquellos colocados en huesos tipo Il o 1V.81-%¢ Sin embargo, este argumento no

hace si no corroborar la relacibn mencionada en el anterior apartado, entre la
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estabilidad y la densidad 6sea, ya que dicha clasificacién de la calidad 6sea esta
basada principalmente, en la densidad.

Presencia de hueso cortical. La presencia de hueso cortical es otro de
los factores 6seos que condicionan la estabilidad implantaria. Diversos estudios
publicados demuestran que los implantes anclados en una o varias corticales
obtienen valores de estabilidad superiores a los conseguidos por implantes
colocados exclusivamente en hueso esponjoso.8’-%° Entre estos estudios se
encuentra el publicado recientemente por el autor de esta tesis, en el que se
demuestra de manera clara la influencia de este factor.®® Sin embargo, al igual
gue en el apartado anterior, este pardmetro se encuentra intimamente ligado a
la densidad, ya que cabe pensar que el anclaje cortical proporciona al implante

una estabilidad mayor debido a su mayor densidad respecto al hueso trabecular.
Factores dependientes del operador

Secuencia de fresado. La secuencia de fresado empleada es un factor
determinante para la estabilidad del implante, especialmente para la estabilidad
primaria. Generalmente cada fabricante de implantes proporciona al clinico una
guia de secuencia de fresas que debe emplear para la colocacion del implante,
secuencia que varia en funcion del tipo de hueso donde este va a ser colocado.
Sin embargo, el operador puede seguir al pie de la letra esta secuencia, o por el
contrario, puede realizar modificaciones en el protocolo de fresado, en funcién
de la estabilidad que espera obtener debido a otros factores determinantes,
fundamentalmente la densidad 6sea. Por ejemplo, si se va a colocar un implante
en un hueso muy trabecular, con poca densidad, el clinico ya debe prever que la
estabilidad primaria del implante sera baja, por lo que puede optar por no utilizar
la Ultima fresa de la secuencia, con el objetivo de que el implante entre en el
lecho éseo con una mayor friccién, y por lo tanto, obtenga una mayor estabilidad.
Por el contrario, si se percibe que el lecho receptor esta rodeado por un hueso
de alta densidad, el operador debera emplear herramientas adicionales a la
secuencia de fresado convencional, tales como la fresa de perfil o el macho de
terraja. La bibliografia es clara al respecto, y estd demostrado que la técnica de
infrafresado en anchura provoca un aumento de la estabilidad implantaria,

especialmente cuando el implante es colocado en huesos de baja densidad. %3
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En relacion con la técnica de fresado, el autor de esta tesis junto a su
grupo de investigacion, publicé un estudio in vitro realizado en modelo animal ex
vivo, en el que se analizé el efecto que produce el sobrefresado en altura en la
estabilidad de los implantes. Los resultados de este estudio fueron muy
concluyentes, ya que se observd que el sobrefresado vertical influia
significativamente en los valores de torque de insercién del implante, pero no

afectaba a su cociente de estabilidad implantaria (1SQ).%

Utilizacion de osteotomos o compactadores. Para estos casos de
hueso de baja densidad, también se ha indicado el uso de osteotomos para la
preparacién del lecho implantario. Algunos autores han demostrado que existe
una correlacion positiva entre el uso de osteotomos y la estabilidad primaria
conseguida.®®%% Esto puede ser debido a cambios producidos en la micro-
morfologia del hueso trabecular peri-implantario causados por la condensacion
apico-lateral producida por los osteotomos. Por lo tanto, en estos casos, se
consigue un aumento de la estabilidad primaria del implante debido a un
incremento en la densidad del lecho 6seo peri-implantario. Si bien es cierto, que
otros autores, como Sadeghi y cols.®” no encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la estabilidad primaria de los implantes
utilizando osteotomos o empleando la técnica de fresado convencional. Esto
pudo ser debido a que todos los implantes colocados en el estudio consiguieron
una alta estabilidad primaria, mientras que cuando realmente se nota el efecto
de los osteotomos es en aquellos casos en los que los valores de estabilidad son

bajos debido a la densidad.

Cirugia sin colgajo. En los ultimos afios también se ha postulado la
posibilidad de llevar a cabo cirugias implantolégicas sin necesidad de
levantamiento de colgajo. Este tipo de abordaje ahorra tiempo de intervencion,
de cicatrizacién y mejora el post-operatorio del paciente. Existe cierta evidencia
cientifica de que la colocacion de implantes sin levantar colgajo mejora la
estabilidad primaria y/o secundaria de los mismos.%-1%° Esto se podria explicar
porque el hecho de levantar un colgajo podria tener cierto impacto en la
remodelacion Osea peri-implantaria. Cuando no se levanta un colgajo, el
periostio permanece intacto recubriendo el hueso y esto incrementa el aporte
vascular a la mucosa peri-implantaria, que ademas presenta menores signos de

inflamacion.101
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Factores dependientes del implante

Disefio del implante. El disefio del implante es un factor clave que va a
influir de manera determinante en la estabilidad mecanica, pero también en la
estabilidad biologica. En los inicios de la implantologia oral, la mayoria de los
implantes eran cilindricos, o también llamados “de paredes paralelas”. Sin
embargo, los afios y la investigacién, han hecho que la tendencia del mercado
de implantes haya ido evolucionando hacia un predominio de los modelos de
implantes con disefios mas conicos, cuyas paredes convergen apicalmente. Esto
ha sido debido a que muchos estudios han demostrado que los implantes
conicos, proporcionan una mayor estabilidad primaria que los implantes

cilindricos.102-104

Tamarfo del implante. El efecto que provoca el tamafio del implante en
su estabilidad primaria, es un tema controvertido. Ostman y cols.'%® y Miyamoto
y cols.'% afirman que la estabilidad implantaria es mayor cuanto mayor es el
diametro del implante, pero menor cuanto mayor es su longitud. Esto debe su
explicacion a que algunos disefios de implantes largos tienen un diametro menor
en la parte coronal, para minimizar la friccion y facilitar su insercion.*%” Otros
autores no encontraron ningun tipo de influencia del tamafio del implante en su
estabilidad,'%8110 y otros, sin embargo, si que obtuvieron valores de estabilidad
mas altos a medida que se incrementaba el diametro del implante.1112 Por lo
tanto, no existe consenso en la literatura cientifica sobre el efecto que puede
ejercer el tamafio del implante, tanto en diametro como en longitud, en la
estabilidad del mismo, por lo que se deduce que la estabilidad esta mas
condicionada por otros factores, ya sean extrinsecos o intrinsecos al propio

implante.

Tipo de superficie. La bibliografia demuestra que los implantes
rugosos, es decir, con tratamiento de superficie a base de grabado &cido y/o
chorreado de arena, obtienen valores mas altos de torque de insercion que los
implantes mecanizados de superficie lisa. Esto es debido a que la rugosidad del
implante provoca un incremento en el coeficiente de rozamiento del mismo,
aumentando la resistencia del hueso a su insercion.'*14 Sin embargo, el
tratamiento de superficie parece no tener ninguna influencia sobre los valores de

estabilidad primaria obtenidos mediante RFA.
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En los dltimos afios, se han venido desarrollando las denominadas
superficies de Ultima generacion o bioactivas. Este apelativo hace referencia a
aquellos tipos de implantes que cuentan en su superficie con algiin compuesto
0 sustancia que busca acelerar la osteointegracion. Algunos ejemplos de estas
superficies bioactivas pueden ser la sueprficie SLA Active de la casa comercial
Straumann, ContacTi de klockner, o UnicCa de BTI. La evidencia cientifica
demuestra que este tipo de superficies no tienen ninguna influencia en la
estabilidad primaria de los implantes, pero si en su estabilidad secundaria.
Algunos estudios demuestran que ciertas superficies bioactivas, no consiguen
valores de estabilidad mayores a largo plazo, pero si que alcanzan valores de
estabilidad altos en un tiempo menor, consiguiendo asi su propdésito de acelerar

la osteointegracion. 114116

Medicién de la estabilidad implantaria

Actualmente, la disminucion de los tiempos de espera para la
osteointegracion gracias a las nuevas superficies modificadas mas osteofilicas,
con protocolos de carga temprana o inmediata, la tendencia a la cirugia en una
fase, la aplicacion de técnicas de regeneracion para la obtencion de soporte en
anchura o altura, han convertido a la implantologia en una técnica mas eficaz y
eficiente en la consecucion de sus objetivos. Pero se ha complicado
sustancialmente la toma de decisiones, especialmente en lo referente a la
estabilidad implantaria, cuando se comparan con los protocolos originales, en
los que se imponian cirugias en dos fases, tiempos de espera para la integracion
de 6 meses y carga después de ese periodo.

Es necesario entonces disponer de un sistema de medicion de la
estabilidad, y por ende de los micromovimientos, que guie la toma de decisiones
clinicas con respecto a las fases en las que programar la cirugia y los tiempos

de carga.

A lo largo de los afios, se han ido proponiendo diversos métodos
invasivos y no invasivos para la medicion de la estabilidad implantaria, la mayoria

de ellos con limitaciones respecto a su fiabilidad, utilidad o especificidad.
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- Métodos invasivos. Los métodos invasivos son aquellos que requieren
la retirada del implante, perdiendo su unién al hueso del paciente. Por
este motivo, estos métodos son de gran utilidad para la investigacion y la
experimentacion, tanto in vitro como in vivo en modelo animal, pero no
sirven para ser utilizados clinicamente. Entre ellos esta el estudio

histologico y el torque de desinsercion.

El andlisis histolégico puede ser de gran utilidad para conocer el
porcentaje de contacto entre el hueso y la superficie del implante (conocido como
B.I.C. por sus siglas en inglés). A dia de hoy, esta es la manera mas precisa de
analizar el grado de osteointegracion de un implante, ya que expresa la cantidad
relativa de hueso que se encuentra adherida sobre la superficie del implante. Por
este motivo, algunos autores defienden que la estabilidad de un implante
también puede conocerse de manera empirica a través su B.1.C., ya que cuanto
mayor sea su osteointegracién, mayor sera su estabilidad.'*’ Sin embargo, esto
no es asi, ya que el B.I.C. y la estabilidad son parametros diferentes, y no
siempre tienen por qué ir de la mano, como veremos mas adelante en el apartado

de discusion.

El torque de desinsercion expresa la fuerza necesaria para retirar un
implante de su lecho éseo, y utiliza el Newton/cm? como unidad de magnitud. Es
un metodo utilizado a veces en estudios de experimentacion, pero nunca
clinicamente, puesto que retirar un implante ya colocado, para medir la

estabilidad que tenia, careceria de todo sentido.*’

- Métodos no invasivos. Los métodos no invasivos son aquellos que no
requieren la retirada del implante, y entre ellos se encuentra el test de percusion,
el estudio radiogréfico. el periotest, el torque de insercion y analisis de frecuencia

de resonancia (AFR)

El test de percusion es el método que mas se ha utilizado clinicamente
a lo largo de los afios para conocer si un implante esté estable o no. Consiste en
percutir con el mango del espejo de exploracion, o con algun otro instrumento
metéalico romo, sobre la superficie del pilar de cicatrizacion, y en funcién del

sonido que emita, determinar si la estabilidad es buena o mala.
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Es evidente que es un método muy subjetivo, ya que depende de la
percepcidn acustica de cada sujeto, lo que le convierte en un método muy poco
fiable para la medicion de la estabilidad. Sin embargo, no es menos cierto que
dicho método posee una base cientifica, puesto que ya ha sido descrita en la
literatura la determinacién de la estabilidad implantaria mediante el analisis de
armonicos.*8 Sin embargo, para poder desarrollar dicha metodologia y obtener
una medicion objetiva de la estabilidad usando este método, se hace necesaria
la utilizacién de un captador de sonido o micr6fono y un osciloscopio, asi como
un software informatico especifico que determine la frecuencia del sonido emitido
al percutir sobre el implante. Por lo que el método clasico de golpear el implante
con el espejo e interpretar el sonido de manera subjetiva carece de toda fiabilidad

y objetividad.

En cuanto al estudio radiografica, algunos articulos cientificos relatan la
posibilidad de predecir la estabilidad que va a obtener un implante antes del
momento de su colocacion, basandose para ello en las unidades Hounsfield de
densidad 6sea obtenidas al analizar mediante radiologia 3D la zona de hueso
receptora.’®119120 Este sistema de medicion se basa realmente en la densidad
0sea del hueso donde va a ir colocado el implante, pero es un método que
genera gran controversia, ya que como se ha mencionado anteriormente, son
muchos, ademas de la densidad 6sea, los factores que influyen en la estabilidad
del implante. Por este motivo, puede darse del caso de un implante que haya
sido colocado en un hueso de muy alta densidad, pero que, debido a una técnica
quirdrgica deficiente, haya obtenido un bajo grado de estabilidad. Por lo tanto,
no parece ser un método muy fiable, mas alld de aportar al clinico una
informacion preoperatoria muy valiosa, que le ayudara a planificar correctamente

el acto de la colocacién del implante.

El Periotest es un dispositivo electrénico desarrollado por Schulte!?.122
en el afo 1992, con el objetivo de poder cuantificar de manera objetiva la
movilidad de los dientes. La técnica consiste en una pieza de mano que realiza
una percusion electrénicamente controlada y reproducible sobre el diente. Al
pulsar el boton, de la punta del dispositivo emerge un punzén que realiza 16
impactos sobre la superficie del diente, a razén de 4 por segundo a una velocidad
de 2 m/s. El diente produce una desaceleracion del impacto que es analizada y

valorada en la unidad de registro. El tiempo de contacto entre el diente y la punta
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percusora es de milisegundos lo que no causa cambios intersticiales ni en los
fluidos del periodonto, a diferencia de lo que ocurre con los métodos estaticos.
En funcion del tiempo de contacto con el diente, el dispositivo establece una
escala numérica de valores objetivos, denominados “Valor Periotest” (VPT).
Estos valores pueden oscilar entre -8 y +50. El valor periotest (VPT) es un
parametro biofisico influenciado por las caracteristicas del periodonto, todas las
alteraciones en el hueso y tejido blando producen un tiempo de contacto

diferente para fracciones de milisegundos.

De todos los métodos no invasivos, el mas empleado es el torque de
insercion. Un torque de insercion elevado se ha considerado como indicativo de
un implante bien fijado y estable en el lecho 6seo0®!°, aunque realmente lo que
expresa es la resistencia antirrotacional y se debe a la compresion del cuello del
implante en el hueso cortical crestal, el apoyo del implante en la base del lecho
6seo preparado y al cerclaje derivado del macrodisefio del implante!!. El torque
de insercion puede medirse con un torquimetro, con una llave dinamométrica, e
incluso con algunos motores de colocacidon de implantes, que traen un
torquimetro incorporado. Su unidad de medicion es el Newton/cm? (N/cm?)

aunque a menudo se hace referencia a ella como simplemente “Newton” (N).

La principal limitacion asociada a este método es que solo es
aconsejable emplearlo durante la insercion del implante, puesto que usado en
otros momentos de la cicatrizaciéon o de la carga del implante, como el torque
reverso o de desatornillado, propuesto por Sullivani* y cols. en 1996, puede
provocar una afectacion de la estabilidad o incluso dafar la interfase hueso
implante. Hay publicados muchos trabajos en los que se ha encontrado una
correlaciéon estadistica entre el torque de insercion y otros métodos empleados
para determinar la estabilidad, tales como el analisis de frecuencia de resonancia
(valores 1SQ)*1213y |a medicion de la oscilacién horizontal (valores PTV)®3, La
principal limitacion asociada a este método es que solo es aconsejable emplearlo
durante la insercién del implante, puesto que usado en otros momentos de la
cicatrizacion o de la carga del implante, como el torque reverso o de
desatornillado, propuesto por Sullivan'* y cols. en 1996%, puede provocar una

afectacion de la estabilidad o incluso dafiar la interfase hueso implante.
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El andlisis de frecuencia de resonancia proporciona mediciones
objetivas de la estabilidad implantaria sin dafiar la unién implante-tejido'® y es
mas sensible que otros métodos diagnosticos anteriormente apuntados.
Consiste en un dispositivo que funciona emitiendo un impulso magnético que
ejerce una fuerza de flexion controlada sobre un transductor previamente
atornillado al implante y cuantifica la frecuencia de resonancia caracteristica del
implante dentro de su hueso de soporte. Los primeros sistemas de AFR,
fabricados por Ostell® (Osstell AB, Goteborg, Suecia), expresaban la frecuencia
de resonancia del implante en hercios. Esto suponia cierta complejidad para el
clinico a la hora de establecer una correlacion con la estabilidad del implante,
por lo que, en las posteriores generaciones, el fabricante inventé una nueva
unidad de conversion que simplificaba enormemente el procedimiento clinico de
medicion de la estabilidad. El dispositivo incluye una pantalla donde se indica la
frecuencia recogida en valores 1SQ (Implant Stability Quotient), que oscilan en
un rango de 1 a 99, siendo 1 el menor valor de estabilidad posible y 100 el
maximo-’* El AFR proporciona informacién objetiva acerca de la rigidez de la
unién hueso-implante’#*?® y del desplazamiento lateral del implante ante la
aplicacion de carga.?* Al mismo tiempo, ha demostrado ser un método repetible
y reproducible para la medicion de la estabilidad implantaria,'?®> ademas de ser
el Unico sistema capaz de determinar el micromovimiento de un implante, que
como ya se ha mencionado anteriormente, es un parametro de vital importancia
para la consecucion de la osteointegracion.'?® Pero sin duda, una de las grandes
ventajas de este sistema es que permite realizar una monitorizacion del proceso
de osteointegracion de un implante, ya que es capaz de medir no sélo la
estabilidad primaria, en el momento de la colocacién del implante, si no también
la estabilidad secundaria, en cualquier momento de la vida funcional del
implante. Esto, unido a que se trata de un método no invasivo, repetible y
reproducible, y que es capaz de determinar el micromovimiento implantario, lo
convierten, sin duda alguna, en la mejor herramienta disponible hoy en dia para

la medicion de la estabilidad implantaria.

DISPOSICION DE LAS TRABECULAS ALREDEDOR DE LOS IMPLANTES

En los ultimos afios se ha escrito e investigado mucho sobre la

supervivencia y éxito de los implantes dentales, habiéndose publicado una
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ingente cantidad de articulos cientificos sobre multitud de temas relacionados
con dichas cuestiones. Sin embargo, poco se sabe acerca de la disposicion y
estructuracion del tejido 6seo periimplantario durante la osteointegracion, y
menos aun sobre las posibles variaciones que pueda sufrir tras la aplicacion de
carga funcional. Esta mas que demostrado que el titanio de los implantes es
capaz de integrarse en la estructura ésea del ser humano (o de cualquier otro
animal) mediante la aposicion de hueso neoformado sobre la superficie del
implante, y la mayoria de los estudios cientificos se centran en estudiar el BIC
como pardmetro clave en la cuantificacion de la osteointegracion. Por el
contrario, la supervivencia a largo plazo de los implantes osteointegrados
depende mas de la capacidad del hueso para funcionar eficazmente bajo las
cargas oclusales que de la cantidad de tejido periimplantario; por lo que las
propiedades mecanicas del hueso y su disposicidbn espacial se consideran
factores muy importantes.'’?” Ademas, los procesos de reparacion y
remodelacion que ocurren en el hueso cerca de un implante dental cargado
también son importantes para una organizacion estable de la matriz 6sea, con el
fin de alcanzar un alto nivel de resistencia a la tension. La cicatrizacion 6sea es
un proceso uUnico e indivisible que se caracteriza por cuatro fases a nivel tisular:
las fases de callo, remodelacion y modelado, acompafiadas de un fendmeno de
aceleracion regional (RAP). La osteotomia para la colocaciéon de implantes
produce un RAP que existe durante todo el proceso de cicatrizacion y acelera la
angiogénesis, la formacion de callos y las fases de remodelado y modelado.
Inicialmente se forma un callo de fractura suave con una neoangiogénesis
conspicua, células de apoyo y precursoras.'?® Los osteoblastos que producen el
hueso fibroso llenan los espacios entre la superficie del implante y el hueso
pristino. Después de que el callo se mineralice, la unidad multicelular basica
remodeladora (UMB) comienza a reemplazarla con paquetes de hueso laminar
nuevo, generalmente en relacion con la direcciéon de la deformacion. EI modelado
modifica la forma y el tamafio del callo para hacerlo fuerte. Alguna evidencia
indica que las pequefias deformaciones ayudan a guiar el proceso de
remodelacion y modelado en la cicatrizacion 6sea,?®'3!1 mientras que, sin
ninguna deformacion, la remodelacion en modo desuso tiende a eliminar el callo
y la curacién se puede retrasar.

Sin embargo, todavia hoy se desconoce si este proceso de aposicion

Osea sobre la superficie del implante se produce de una forma aleatoria y amorfa,
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o si, por el contrario, sigue algun tipo de patrén estructural y/o organizativo. ¢Las
trabéculas 6seas alrededor de los implantes se disponen tridimensionalmente de
la misma manera que cuando forman un callo 6seo para reparar una fractura?
¢, Siguen la misma organizacion cuando los implantes estan sometidos a carga y
cuando no lo estan? ¢ La carga inmediata hace que la disposicion alrededor del
implante de dichas trabéculas sea diferente que en aquellos que han seguido un
protocolo de carga diferida?

En este sentido, el grupo de trabajo del Dr. Adriano Piatelli,*3?-135 realiz6
una serie de investigaciones durante los afios comprendidos entre 2005 y 2008,
gue fueron publicando en varios articulos con alto factor de impacto. En todos
ellos, estudiaron la disposicion y orientacion de las fibras de colageno alrededor
de los implantes dentales durante la osteointegracion, comparando aquellos que
habian recibido carga inmediata y los que, por el contrario, habian permanecido
sumergidos y libres de carga. El hecho de estudiar la disposicion de las fibras de
colageno se debe a que estas fibras, que posteriormente pasaran por un proceso
de calcificacion para convertirse en hueso, son las precursoras de las trabéculas
0seas que rodearan el implante. Las fibras de colageno estan implicadas en el
inicio de la calcificacion de la matriz 6sea con muchas otras proteinas de la matriz
qgue incluyen la condrocalcina, los proteglicanos, la osteonectina y la
osteocalcina.'®¢ La elasticidad del hueso y, por tanto, su resistencia a la fractura
estan relacionadas con la orientacion de las fibras de colageno, con el grado de

mineralizacion y finalmente con el contenido de agua.

En el primer articulo, publicado por Traini y cols. en 2005,%? estudiaron
la orientacion de las fibras de colageno alrededor de implantes de titanio
colocados en humanos y sometidos a carga. Para llevar a cabo dicho estudio,
los autores retiraron 20 implantes osteointegrados, colocados en 10 pacientes 6
meses antes, y mediante el uso de luz polarizada circular y con la ayuda de un
microscopio electronico de barrido, estudiaron la birrefringencia del hueso, para
comparar la orientacion que presentaban las fibras de colageno en el hueso
periimplantario y en el hueso alveolar. Los resultados mostraron diferencias
estadisticamente significativas en la disposicién de dichas fibras de colageno.
Mientras que en el hueso alveolar predominaron las fibras longitudinales, en el

hueso periimplantario se observé un predominio claro de las fibras orientadas de
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forma transversal al eje del implante. Ademas, se aprecié como las fibras
transversales estaban mas presentes debajo de las primeras espiras de los
implantes, donde la carga actua con vectores de compresion, mientras en las
zonas mas alejadas de los implantes, donde la carga actia como vector de
traccion, predominaban las fibras con orientacion longitudinal. Esto coincide con
estudios previos realizados en especimenes femorales humanos, que han
demostrado que las fibras de colageno orientadas transversalmente son mas

frecuentes en las areas éseas que estan sometidas a compresion.137.138

Ese mismo afio, Traini y cols.'3® Publicaron otro articulo que seguia la
misma linea que el anterior. En esta ocasion, los autores colocaron 10 implantes
en la mandibula edéntula de 10 pacientes, ademas de un implante adicional en
la parte distal de cada mandibula. A 5 pacientes se les aplicé un protocolo de
carga inmediata, colocandose el mismo dia de la cirugia una proétesis provisional
fija atornillada sobre todos los implantes, mientras que los implantes de los otros
5 pacientes de dejaron sumergidos sin cargar. 6 meses después, se retiraron
con una trefina los implantes adicionales, y se hicieron cortes para su analisis
histolégico. A continuacion, mediante el uso de luz polarizada circular y con la
ayuda de un microscopio electrénico de barrido, estudiaron la birrefringencia del
hueso, para analizar la orientacion de las fibras de colageno, tanto en los
implantes que habian recibido carga, como en los que no. Los resultados
demostraron de forma estadisticamente significativa, que en los implantes que
habian recibido carga presentaban un predominio de fibras de colageno
transversales, mientras que en los implantes que habian permanecido sin carga
durante el proceso de osteointegracion, eran mucho mas abundantes las fibras

de colageno orientadas en sentido longitudinal al eje del implante.

Al afio siguiente, Neugebauer y cols.,’3 publicaron otro articulo
perteneciente a la misma linea de investigacion, en el que habian estudiado la
organizacion del hueso alrededor de implantes dentales con carga inmediata, en
comparacién con la de aquellos que no habian recibido carga. En esta ocasion,
el estudio fue realizado en un modelo animal, y para ello, colocaron un total de
85 implantes en la mandibula de 7 minipigs. Algunos de esos implantes fueron
sometidos a un protocolo de carga inmediata, mediante la confecciéon de una

prétesis de resina que ferulizaba varios de los implantes, mientras que el resto
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se dejaron sumergidos y sin carga, lo que permitia que ejercieran las funciones
de controles. 3 meses después, los animales fueron sacrificados, y todos los
implantes fueron retirados para la realizacion del estudio histologico. La
histomorfometria se realiz6 utilizando un microscopio Optico con luz polarizada
transmitida, conectada a una camara de video de alta resolucion interconectada
a un ordenador. Segun los resultados publicados en el estudio, los implantes
cargados inmediatamente mostraron un mayor grado de formacion y
remodelacion 6sea en comparacion con los implantes que habian permanecido
libres de carga. Al igual que en el estudio realizado en humanos y publicado un
afio antes, los implantes con carga inmediata también demostraron una mayor
prevalencia de fibras de colageno orientadas transversalmente en el hueso
periimplantario, a diferencia de los implantes sin carga, alrededor de los cuales
se observo una mayor cantidad de fibras orientadas en sentido longitudinal.

Por ultimo, el trabajo de Traini y cols.** en 2009, completa la tetralogia
de esta linea de investigacion. En esta ocasion, los autores colocaron 25
implantes en 5 minipgs. A cada uno de los ejemplares le colocaron 5 implantes
en un lado de la mandibula, de tal forma que, 4 de ellos fueron cargados de
manera inmediata con una restauracion fija, mientras que el implante restante se
dejé sumergido sin carga. 4 meses después, todos los implantes fueron retirados
con una trefina, y se analizo el hueso periimplantario mediante una luz circular
polarizada, y un micrscopio eléctronico de barrido. Los resultados demostraron
gue no habia diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
contacto hueso-implante entre los implantes que habian recibido carga y los que
no. Sin embargo, si que las hubo en la orientacion de las fibras de colageno
alrededor de los implantes, asi con en el grado de mineralizacion del hueso
periimplantario. Los implantes que habian seguido el protocolo de carga
inmediata, mostraron una mayor cantidad de fibras de colageno dispuestas con
una orientacion transversal, mientras el grado de mineralizacion del tejido 6seo
circundante también resulté ser significativamente superior. Los autores dejan la
puerta abierta a futuras investigaciones para analizar de una forma mas
exhaustiva la relacion entre la direccion de la carga recibida y la orientacion de

las fibras de colageno.
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Una vez revisada la literatura cientifica publicada hasta la actualidad sobre la
distribucion y orientacion de las trabéculas 0seas alrededor de los implantes
dentales durante la osteointegracion, asi como sobre la evolucion de la
estabilidad implantaria en funcion del protocolo de rehabilitacién protésica
empleado, se observa que apenas existe bibliografia al respecto. Este ha sido el
principal motivo para llevar a cabo este proyecto de tesis doctoral, que pueda

dar respuesta a las cuestiones planteadas.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipo6tesis de trabajo

Del analisis y valoracion critica del estado actual del tema, surgen las

siguientes hipoétesis de trabajo o iniciales:

1. El estimulo biomecanico, transmitido al terreno de soporte en forma
de carga funcional de deambulacion aplicada sobre los implantes, produce un
incremento de su estabilidad secundaria, en comparacion con aquellos que no

reciban dicho estimulo.

2. La puesta en funcién de los implantes por carga de deambulacion
desde el dia de su colocacion, acelera su proceso de osteointegracion,

comprobado en términos de contacto hueso-implante.

3. La aplicacion de carga funcional deambulatoria sobre el hueso
periimplantario provoca una reorganizacion del mismo, en busca de la
disposicion mas eficiente desde el punto de vista biomecéanico, que facilite la
estabilizacidon de los implantes y una distribucion favorable de la carga sobre el

terreno de soporte.

En cualquier caso, para una mejor compresion es preferible formular

objetivos generales y especificos.

Asi el Objetivo general que se pretende alcanzar es:

Medir o especificar mediante variables histolégicas e histomorfométricas
el resultado de la puesta en funcion de implantes cargados de manera inmediata

con carga funcional de deambulacion, en un modelo experimental animal in vivo.

Y como Objetivos Especificos, entendidos como aquellos que

finalmente se pretende conseguir se formulan los siguientes:
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Mostrar la influencia de la carga funcional de deambulacién inmediata
en la osteointegracion de los implantes dentales.

Medir y describir la evolucion que sufre la estabilidad biol6gica de los
implantes dentales cuando el hueso de alrededor es sometido

diariamente a un estimulo biomecanico.

Cuantificar y precisar el efecto que produce la carga funcional de
deambulacion inmediata en las caracteristicas histolégicas del hueso
periimplantario neoformado, asi como en el porcentaje de contacto

hueso-implante.

Establecer y constatar la influencia de la carga funcional de
deambulacion inmediata en la formacion de hueso nuevo sobre la
superficie de los implantes, asi como el grado de maduracion de la

matriz 6sea alrededor de los mismos.

Comparar los patrones que se producen en la disposicion
tridimensional del tejido 6seo periimplantario en funcién del protocolo

de carga funcional establecido.

76



77



78



4. MATERIAL Y METODOLOGIA
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Para la realizacion de este proyecto de tesis doctoral, se ha seguido la
guia ARRIVE para la presentacion de experimentos in vivo en investigacion
animal, con la intencion de conseguir un estudio mas reproducible y una
adecuada comunicacion de los hallazgos (ver Anexos).*3° Previo a la realizacion
del proyecto, el autor del mismo obtuvo los certificados de capacitacion para la
experimentacion animal, categorias A, B, C y D, lo que, desde un punto de vista
legal, le permite realizar, disefiar y dirigir proyectos de investigacion de

experimentacion con animales in vivo (Ver Anexos).

1. MUESTRA Y PROCEDER QUIRURGICO

La muestra fueron 10 conejos adultos de raza neozelandesa
(Oryctolagus cuniculus), nacidos y criados en la Granja San Bernardo (Tulebras,
Navarra, Espafia). Todos los ejemplares eran de sexo masculino, 4 meses de
edad, y un peso medio de 3,75 kg (3,52- 4,02 kg) (Figura 2). El estudio fue
realizado con la aprobacion del Comité de Bioética para la Investigacion Animal
de la Universidad de Oviedo, con el cédigo de autorizacion 18/2019 (Oviedo,
Asturias, Spain).

La muestra se dividio en dos grupos, el grupo test y el grupo control, que
se especificara mas adelante. Puesto que todos los conejos deben ser sometidos
a ejercicio fisico antes de la intervencion quirdrgica, necesitan un periodo de

adaptacion que se llevo a cabo de la siguiente manera:
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FIGURA 2: Fotografia de un conejo adulto de raza neozelandesa utilizado en

el ensayo.

FASE DE ADAPTACION

Previamente a la cirugia los 10 animales pasaron por una fase de
adaptacion de dos semanas, cuyo objetivo fundamental fue que se
acostumbraran a la cinta sobre la que iban a correr los 5 ejemplares que
finalmente fueran asignados al grupo Test, durante la fase de
osteointegracion.'®® Para ello se utilizo una cinta de correr (MC100, Fitfiu Fitness,
Valls, Espafia) (Figura 3) especialmente adaptada para esta funcion mediante
el acoplamiento de una jaula metélica abierta por arriba y por abajo para permitir
gue el conejo pudiera correr en la cinta sin escaparse. La primera semana los
conejos permanecieron sobre la cinta de correr apagada, sin movimiento,
durante 10 minutos al dia. La segunda semana, los conejos permanecieron
sobre la cinta de correr en movimiento, a la velocidad minima (10m/s), durante
10 minutos con el objetivo de acostumbrarse paulatinamente a la cinta antes de

la cirugia, y reducir asi el estrés postoperatorio.
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FIGURA 3: Cinta de correr empleada para la realizacién del estudio.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Todos los conejos fueron operados bajo anestesia general, utilizando
previamente una inyeccién intramuscular con una mezcla de dexmedetomidina
(Dexdomitor; Ecuphar, Barcelona, Espafia), ketamina (Ketamidor; Karizoo,
Barcelona, Espafia) y buprenorfina (Bupaq; Richter Farma, Wells, Austria) para
la induccion. El mantenimiento de la anestesia fue realizado mediante inhalacion
de isoflurano (Isoflo, Zoetis, Madrid, Espafia), a una concentracion fijada en el
vaporizador de 1-2%. Adema, se inyect0 anestesia local infiltrativa en la zona a
intervenir utilizando para ello hidrocloruro de articaina con epinefrina 40/0.01
mg/ml (Ultracain; Laboratorios Normon, Madrid, Espafia).

Se rasuraron ambas patas posteriores de cada conejo, y se utilizd

povidona yodada para desinfectar la piel (Figura 4).
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FIGURA 4. Imagen de la preparacion del campo quirdrgico de la zona a

b,

intervenir en la pata izquierda de uno de los conejos, adecuadamente rasurada y

desinfectada con povidona yodada.

Posteriormente se realizd una incision Unica en la cara interna de cada
tibia en todos los animales y se abri6 un colgajo a espesor total (Figura 5)
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FIGURA 5: Incisibn mucoperiéstica y apertura de colgajo a espesor total

permitiendo el acceso a la tibia.

A continuacién, se colocaron dos implantes Klockner Vega 3.0x8mm
(Soadco. Escaldes Gordany, Andorra) en la cara interna de cada tibia, en la zona
mas proxima a la epifisis, siguiendo el protocolo de fresado completo
recomendado por el fabricante, con anclaje bicortical, y dejando una distancia de
6 mm entre ambos implantes. (Figuras 6-10). La muestra de implantes total

resulté entonces de 40 (n=40).
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FIGURA 6. Comienzo de la preparacion del lecho implantario marcando las

posiciones de los implantes con fresa lanceolada.
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FIGURA 8. Utilizacion de fresa final de aro amarillo de 2,8mm de diametro.
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FIGURA 9. Insercibn con micromotor de los implantes klockner Vega

3.0x8mm.

B

FIGURA 10. Imagen de los dos implantes dentales colocados en su posicién

final en uno de los conejos.
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2. PROCEDIMIENTOS DE REGISTRO Y MEDIDA

Se confeccion6 un protocolo ad hoc para registrar lo siguiente:

- MEDICION DE LA ESTABILIDAD PRIMARIA

Una vez colocados los implantes, se midi6 la estabilidad primaria
mediante los métodos de torque de insercién y de andlisis de frecuencia de
resonancia. El torque de inserciéon se registr6 en N/cm?, utilizando la llave
dinamométrica propia del sistema quirtdrgico de implantes Klockner (Soadco,
Escaldes - Engordany, Andorra), y el analisis de frecuencia de resonancia,
expresado en ISQ, se registrd6 mediante un dispositivo Penguin RFA (Integration
Diagnostics Sweden AB, Gothenburg, Suecia) y los postes de medicién multipeg
especificos para los implantes Klockner VEGA de diametro 3mm. (Figura. 11).

4"'1/

FIGURA 11. Medicion de la estabilidad primaria con un dispositivo de analisis

de frecuencia de resonancia PenguinRFA.

Una vez realizadas estas mediciones se coloc6 sobre los implantes unos
pilares de cicatrizacion de 2mm de altura, con marcas realizadas con laser cada
0,5mm vy fabricados especificamente para este estudio (Soadco, Escaldes

Gordany, Andorra) (Figura 12 y 13). Esto permitird cuantificar un posible
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crecimiento 6seo vertical durante la fase de osteointegracion y comparar los
resultados entre ambos grupos. Los pilares de cicatrizacion se dejaron
sumergidos al realizar una sutura por planos con puntos simples mediante una
sutura reabsorbible de 4/0 de &cido glicélico al 90% y acido lactico al 10% marca
Vicryl (Johnson & Johnson International; Somerville, Estados Unidos) y
conseguir asi un adecuado cierre primario de la herida. (Figura.14).

9
P
.

Sl 3

FIGURA 12. Imagen de uno de los pilares de cicatrizacién fabricados ad hoc
para este estudio. Obsérvense las marcas realizadas con laser cada 0,5mm para poder

cuantificar de manera objetiva el crecimiento 6éseo en sentido vertical.
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FIGURA 13. Imagen de los pilares de cicatrizacién colocados sobre los
implantes recién insertados en la tibia de uno de los conejos.

FIGURA 14. Cierre de la herida quirargica con sutura reabsorbible.

Como se ha anteriormente, inmediatamente después de la cirugia se
establecioé dentro de la muestra de los 10 conejos, una asignhacién aleatorizada

por bloques permutados (5 bloques de 2 elementos) al grupo Test (Grupo A) oy
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otros tantos al Control (Grupo B). Esta asignacion se realizé mediante la
participacion de un observador independiente, ajeno a los objetivos del estudio.

ESTIMULACION BIOMECANICA

A partir del dia siguiente a la cirugia, los 5 especimenes asignados al
grupo test (grupo A) comenzaron a realizar ejercicio fisico diario sobre la cinta
de correr durante un periodo de 6 semanas, mientras se producia el proceso de
osteointegracion (Figura.15). Los primeros dias el tiempo de carrera fue de 5
minutos, pero este se fue incrementando progresivamente hasta llegar a dos
sesiones diarias de 10 minutos en las Ultimas 2 semanas. Los conejos realizaron
este ejercicio fisico de lunes a viernes, permitiéndoles descansar los fines de
semana. Mientras tanto, los 5 animales del grupo control (grupo B)
permanecieron en reposo en sus jaulas todo ese tiempo. Durante las 6 semanas,
los animales de ambos grupos siguieron el protocolo de estabulacién habitual,
con alimentacién ad libitum, y con ciclos de iluminacién dia/noche de 12h.

FIGURA 15. Imagen de uno de los conejos realizando ejercicio fisico sobre la

cinta de correr, mientras su cuidadora le observa con atencion.

SACRIFICIO
Seis semanas después de la colocacion de los implantes, los animales

fueron sedados con dexmedetomidina (Dexdomitor; Ecuphar, Barcelona,

92



Espafa) y diazepam (Valium, Roche Farma, Madrid, Espafia). Posteriormente
fueron sacrificados mediante inyeccion intravenosa de pentobarbital s6dico con

una sola dosis de 100 mg/kg.

A continuacién, se abri6 un colgajo de espesor total en cada tibia para la
exposicion de los implantes, y se tomaron fotos para analizar cuantitativamente
el crecimiento éseo vertical que se habia producido por encima de los implantes.
Como el crecimiento 6seo no fue homogéneo alrededor de cada implante, se
tomaron dos mediciones: una en el punto de crecimiento minimo y otra en el
punto de crecimiento maximo. Después, se retiraron los pilares de cicatrizaciéon
y se volvié a medir la estabilidad implantaria mediante Penguin RFA. Una vez
hecho esto, se cortaron las tibias con una microsierra eléctrica y se obtuvieron
bloques de hueso con los implantes incluidos para su estudio histologico. Para
evitar la confusion entre el implante distal y proximal debido a la perdida de
referencias al cortar las tibias en bloques, al implante distal de todas las muestras
se le quité el pilar de cicatrizacion antes de enviarlas a la Universidad de
Salamanca para su analisis histoldgico (Figura 16).

FIGURA 16. Imagen de uno de los bloques de hueso enviados para su analisis
histolégico e histomorfométrico. Puede observarse que al implante distal se le ha

quitado el pilar de cicatrizacion para evitar confusiones durante su procesamiento.
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PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron enviadas al Departamento de Histologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca, donde fueron
deshidratadas mediante inmersion en etanol, y sin descalcificar fueron incluidas
en metilmetacrilato liquido durante 15 dias a 4°C en agitacion. Después fueron
mantenidas a 32°C durante 6 dias. Una vez polimerizadas las muestras fueron
cortadas con un micrétomo de baja velocidad mediante un disco de diamante
(Isomet, Bueher® lake bluff, Dusseldorf, Alemania) de forma paralela al eje
longitudinal del implante de titanio para obtener secciones centrales. A
continuacién, dichas secciones se tifieron con la técnica histolégica de Azul de
Stevenel y picrofucsina de Van Gieson, en la que el hueso mineralizado aparece
tefiido de color rojo. La valoracién histologica de las secciones obtenidas se llevo
a cabo mediante un microscopio 6ptico (Nikon eclipse 90i, Nikon Corporation,
Tokyo, Japdn).

Analisis histomorfométrico

El analisis histomorfométrico se realizd mediante un observador
independiente, ajeno a la asignacion de caso/control y se utilizé para tal fin el
programa MetaMorph Meta imaging Series 6.1 (Molecular Devices, California,
Estados Unidos), analizando los siguientes parametros:

- % BIC: Porcentaje de contacto hueso-implante en la region de interés
(ROI). Se analizo exclusivamente el BIC en la zona coronal del implante, en el
area que rodea al cuello del mismo. Se decidié no incluir la zona del anclaje
apical, porque su relacion con el implante era mas heterogénea entre casos,
puesto que era, a diferencia de la coronal, de imposible control durante la cirugia.

- Formacion de nuevo hueso (mm?): cantidad de hueso neoformado
sobre la superficie del implante.

- % de matriz 6sea inmadura: proporcién del area de hueso neoformado
qgue se halla en estado de inmadurez, donde las fibras de colageno se

encuentran desorganizadas.
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3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La descripcidn de las variables continuas se realizé mediante medidas
de tendencia central y dispersion. Tras la comprobacion de su normalidad por
medio del test de Anderson y Darling, dada la falta de normalidad de las mismas,
se comprobo la existencia o no de diferencias de significacidén estadistica en las
medianas de grupos por medio del test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
Finalmente, la fuerza de la correlacién lineal entre variables se midié con la
ayuda del coeficiente de correlacion de Pearson. Nivel de significacion p igual o
menor de 0,05
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5. RESULTADOS
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SUPERVIVENCIA DE LOS IMPLANTES

Todas las heridas quirargicas cicatrizaron correctamente, sin
contratiempos, y todos los implantes se osteointegraron adecuadamente, lo que
supone una tasa de supervivencia del 100% de los casos. Los resultados
promedio obtenidos de las distintas variables analizadas pueden verse
resumidos en la Tabla 1.

Grupo A Grupo B
Variable (Test) (Control) Valor de p
Crecimiento 6seo 1.26 (0,47) 0,32 (0,46) 0,01
vertical (mm.)
Bone to implant 25,14 (5,24) 18,87 (4,45) 0.01
contact (%)
Area de hueso 280,50 (125,40) 228,00 (141,40) 0,121
regenerado (mm?)
Matriz 6sea 15,38 (8,84) 20,68 (9,53) 0,01
inmadura (%)

Tabla 1. Valores promedio, desviacion estandar (entre paréntesis) y
significacion estadistica de los resultados obtenidos de las diferentes variables
analizadas en el estudio: crecimiento 6seo vertical, porcentaje de contacto hueso-

implante, &rea de hueso regenerado y porcentaje de matriz 6sea inmadura.

CRECIMIENTO OSEO VERTICAL

En muchos de los implantes se aprecié un crecimiento de hueso en
sentido vertical, por encima de la plataforma del implante. Sin embargo, este
crecimiento fue muy dispar en ambos grupos (Figuras 17 y 18). Ademas, el
crecimiento 6seo no resulté homoégeneo en todo el perimetro del implante, por lo
gue se tomaron dos mediciones por implante: el punto de crecimiento maximo y
el punto de crecimiento minimo, y a continuacion se calculé el valor promedio
entre ambos extremos. Los resultados obtenidos pueden verse en la Tabla 2. En
los implantes del grupo test (n=20) el crecimiento éseo vertical fue de
1,26+0,48mm, mientras que en los implantes del grupo control (n=20) se aprecio
una ganancia 6sea de 0,32mm+0,47mm, lo que supone una diferencia

estadisticamente significativa entre ambos grupos (p<0,001).
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FIGURA 17. Imagen de los pilares de cicatrizacién de un ejemplar del grupo
control el dia del sacrificio. Puede apreciarse que el crecimiento 6seo que se ha

producido por encima de la plataforma del implante es muy pequefio.

FIGURA 18. Imagen de los pilares de cicatrizacion de un ejemplar del grupo
test el dia de la eutanasia. Puede apreciarse el extraordinario crecimiento 6seo vertical
gue se ha producido por encima de la plataforma del implante, cubriendo casi por

completo ambos aditamentos.

100



CREC. CREC. CREC. CREC.
TEST MINIMO MAXIMO CONTROL MINIMO | MAXIMO
150IM 1 1,5 121IM 0 0
150ID 0,5 1,5 121D 1 1,5
150DM 0,5 1 121DM 0 0
150DD 0 0,5 121DD 0,5 0,5
151IM 1,5 2 122IM 0 0,5
151ID 1 1,5 122ID 1 1
151DM 1,5 2,5 122DM 0,5 1
151DD 1 1 122DD 0 0,5
124IM 1,5 2 123IM 0,5 0,5
1241D 1 1 123ID 0 0
124DM 1 2 123DM 0,5 0,5
124DD 1 2 123DD 0 0
153IM 1,5 2 152IM 0 0
153ID 1,5 2 152ID 0 0
153DM 0,5 1 152DM 0 0
153DD 1 1,5 152DD 0 0
154IM 0,5 1,5 125IM 1 2
1541D 0,5 0,5 125ID 0 0
154DM 1 2 125DM 0 0
154DD 1,5 2 125DD 0 0
PROMEDIO 0,98 1,55 PROMEDIO 0,25 0,40
SD 0,44 0,56 SD 0,38 0,58

vertical sobre todos los implantes.

ESTABILIDAD IMPLANTARIA

En las Tablas 3 y 4 pueden verse los resultados de estabilidad primaria

TABLA 2. Resultados en mm obtenidos en las mediciones de crecimiento 6seo

obtenidos mediante el torque de insercion y el AFR el dia de la colocacion de los

implantes, asi como los valores ISQ de estabilidad secundaria el dia del

sacrificio, pasadas las 6 semanas de duracion del estudio. Dado que el AFR

debe medirse al menos en dos sentidos perpendiculares, las mediciones se

tomaron en sentido vestibulo-lingual y en sentido mesio-distal, y posteriormente

se obtuvo el valor promedio entre ambas mediciones para facilitar el analisis

estadistico de los resultados (Tabla 5).
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TEST TORQUE |ISQ VLINICIAL | ISQ MD INICIAL |1SQ VL FINAL |1SQ MD FINAL
150IM 35 74 74 89 76
1501D 35 65 74 90 86
150DM <15 70 70 92 92
150DD 35 61 66 90 89
151IM 15 72 76 79 78
1511D 35 72 75 83 83
151DM 15 68 74 91 91
151DD 35 72 72 91 85
124IM 15 67 73 77 77
1241D 15 73 73 78 80
124DM 15 69 73 80 80
124DD 35 74 74 83 82
153IM 35 75 75 78 77
1531D 35 73 73 84 84
153DM 35 74 74 85 85
153DD 35 65 64 75 75
154IM 35 73 73 81 81
1541D 35 74 72 82 83
154DM 15 68 70 78 76
154DD 15 73 73 82 82
MEDIA 27,63 70,60 72,40 83,40 82,10
SD 9,91 3,83 2,95 5,38 4,95

Tabla 3. resultados obtenidos en los implantes test en las mediciones de

torque de insercion, AFR en el momento de colocacion del implante, y AFR en

el momento de la eutanasia. apréciese que se tomaron dos mediciones de afr en

cada momento, una en sentido vestibulo-lingual (VL) y otra en sentido mesio-

distal (MD).
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CONTROL TORQUE ISQ VL INICIAL | 1ISQ MD INICIAL | 1SQ VL FINAL | 1ISQ MD FINAL
121IM 35 77 77 83 83
1211D 35 65 74 81 81
121DM 15 64 73 81 81
121DD 35 67 67 83 83
122IM 35 72 71 73 74
1221D 35 69 68 77 77
122DM 15 70 76 82 76
122DD 15 67 74 85 77
123IM 15 72 76 81 81
123I1D 15 74 74 79 80
123DM 15 74 74 74 74
123DD 35 71 78 76 84
152IM 15 76 77 73 73
1521D 15 77 77 83 83
152DM 15 76 76 73 76
152DD 15 64 64 83 83
125IM 35 72 72 73 73
1251D 35 76 76 76 76
125DM 15 71 71 76 76
125DD 15 76 76 75 75
MEDIA 23,00 71,50 73,55 78,35 78,30

SD 10,05 4,35 3,75 4,16 3,80

Tabla 4. Resultados obtenidos en los implantes control en las mediciones de

torgue de insercién, AFR en el momento de colocaciéon del implante, y AFR en el

momento de la eutanasia. Apréciese que se tomaron dos mediciones de AFR en cada

momento, una en sentido vestibulo-lingual (VL) y otra en sentido mesio-distal (MD).
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Variable Grupo A Grupo B
(Test) (Control) Valor de p

Torque 27,00(10,05) 23 (10,05) 0,279

(N/cm)

Estabilidad 71,50 (3,09) 72,53 (3,67) 0,262
Primaria

(ISQ)

Estabilidad 82,75 (4,91) 78,33 (3,68) 0,008
Secundaria a las 6
semanas

(ISQ)

Incremento 11,25 (6,10) 5,80 (5,97) 0,006
promedio de ISQ

Tabla 5. Media y desviacién estandar (entre paréntesis) de los resultados
obtenidos en las mediciones de torque de insercion, estabilidad primaria y estabilidad
secundaria, asi como el incremento producido en los valores ISQ durante el periodo de

estudio.

Los resultados muestran que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de estabilidad primaria de ambos grupos; ni en
torque de insercion (grupo A 27,00 N/cm £ 10,13; grupo B 23,0 N/cm % 10,05;
p=0,279), ni tampoco entre los valores ISQ iniciales (grupo A 71,50 ISQ + 3,09;
grupo B 72,53 ISQ = 3,67; p= 0,262). Tampoco existe una correlacion
estadisticamente significativa entre los valores de torque de insercion y los
valores ISQ iniciales (Coeficiente de Pearson=0,00). Como puede observarse,
tanto en el grupo test como en el grupo control la estabilidad de los implantes
aumentdé de manera estadisticamente significativa durante el proceso de
osteointegracion, ya que los valores ISQ de todos los implantes fueron mas altos
en el momento del sacrificio que en el momento de su colocacion (grupo A 82,75
ISQ + 4,91; grupo B 78,33 I1SQ + 3,68; p=0,008). Sin embargo, este incremento
fue superior de manera estadisticamente significativa en el grupo de los
implantes test frente al grupo de los implantes control (Grupo A 11,25 1SQ+6,10,
15,73%; Grupo B 5,80+5,97 1SQ, 7,99%; p=0,006).
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CONTACTO HUESO-IMPLANTE

Los resultados de BIC obtenidos tanto en los implantes test como en los

implantes control pueden verse recogidos en la Tabla 6. Los valores promedio

de porcentaje de contacto hueso-implante fueron més altos en los implantes del
grupo A (25,14%5,24) que en los implantes del grupo B (18,87%z4,45), siendo

estadisticamente significativas las diferencias entre ambos grupos (p<0.01).

Por otro lado, tal y como recoge la Tabla 1, los resultados estadisticos

permiten afirmar que existe una correlacion directa entre los valores ISQ finales

y los valores de BIC, aunque sin una asociacion fuerte (Coeficiente de
Pearson=0,528).

TEST BIC CONTROL BIC
150IM 30,43 1211M 20,08
1501D 32,46 121ID
150DM 21,81 121DM 30,50
150DD 36,07 121DD 25,60
151IM 25,15 122IM 17,46
1511D 28,78 122ID
151DM 28,61 122DM 18,25
151DD 30,55 122DD 15,63
124IM 26,42 123IM 18,57
1241D 21,98 123ID 15,27
124DM 21,13 123DM 19,50
124DD 13,51 123DD 20,55
153IM 152IM 11,89
1531D 21,85 152ID 11,68
153DM 22,90 152DM 14,70
153DD 22,85 152DD 19,85
154IM 21,12 125IM 20,00
1541D 23,60 1251D 19,24
154DM 20,80 125DM 21,02
154DD 27,62 125DD 19,86
MEDIA 25,14 MEDIA 18,87
SD 5,24 SD 4,45

TABLA 6. Resultados del porcentaje de contacto hueso-implante de todos los

implantes, tanto del grupo test, como del grupo control, asi como la media y desviacion

estandar para cada uno de los grupos.
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NEOFORMACION OSEA

Las Tablas 7 y 8 muestran los resultados obtenidos de la medicion del
area ocupada por hueso neoformado sobre la superficie de cada implante, asi

como el porcentaje de matriz ésea inmadura presente en cada uno de ellos.

TEST AREA HUESO REGENERADO MM?2 |  %MATRIZ OSEA INMADURA
150IM 375,55 16,47
1501D 462,71 8,45
150DM 126,36 6,51
150DD 260,42

151IM 450,25 18,31
1511D 354,71 15,05
151DM 266,27

151DD 124,55 14,99
124IM 290,08 17,43
1241D 460,6 12,43
124DM 372,55 21,14
124DD 248,04 39,72
153IM

1531D 167,32
153DM 244,33 19,38
153DD 112,31

154IM 452,75 5,91
1541D 295,39 15,66
154DM 123,19

154DD 142,96 3,81
MEDIA 280,54 15,38
SD 125,45 8,84

TABLA 7. Resultados del area de hueso regenerado y porcentaje de matriz

6sea inmadura alrededor de los implantes del grupo test.
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CONTROL | AREA HUESO REGENERADO MM2 | % MATRiZ OSEA INMADURA
121IM 116,12 19,8
121ID 357,95 10,78
121DM 252,95 19,63
121DD 203,35
122IM
122ID
122DM 221,46 14,67
122DD 278,08 16,57
123IM 53,96 13,93
123ID 96,51 30,04
123DM 113,58 16,82
123DD 281,52 48,05
152IM 148
152ID 130,88
152DM 207,61 29,74
152DD 112,76
125IM 208,53 17,97
125ID 668,64 18,61
125DM 326,89 17,4
125DD 324,87 15,47

PROMEDIO 227,98 20,68
SD 141,41 9,53

TABLA 8. Resultados del area de hueso regenerado y porcentaje de matriz

Osea inmadura alrededor de los implantes del grupo control.

El valor medio de area de neoformacion ésea fue de 280,50 mm?2+125,40
en el grupo Ay de 228,00 mm?+141,40 en el grupo B. Aunque las diferencias
entre ambos grupos no fueron estadisticamente significativas (p=0,121), si
podemos afirmar que se observa una tendencia a formarse una mayor cantidad
de hueso alrededor de los implantes del grupo test que en los del grupo control,
mostrandose una correlacion directa, aunque débil, entre la neoformacién 6sea
y el BIC (Coeficiente de Pearson=0,320). Al mismo tiempo, el porcentaje de
matriz 6sea inmadura fue significativamente inferior en el grupo A (15,38%1+8,84)
gue en el grupo B (20,68+9,53) (p=0,108), mostrando una correlacién estadistica
inversa con el BIC (Coeficiente de Pearson= -0,498). Estos datos se

corresponden con un menor numero de fibras coldgenas inmaduras en los
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implantes que recibieron carga, lo que demuestra una maduracion 6sea mas
rapida alrededor de los implantes del grupo test que alrededor de los implantes
del grupo control. Los resultados de las variables de estabilidad e
histomorfométricas analizados anteriormente, quedan reflejados de manera
gréfica en la Figura 19.

Bone to implant
Contact (%)

Insertion torque
(Ncm)

Regenerated bone
area (mm?)

Secondary ISQ

Immature bone
matrix (%)

Primary ISQ

Vertical bone growth (mm)

FIGURA 19. En esta grafica pueden observarse de forma muy visual los
resultados de las variables histomorfométricas y de estabilidad, donde el area de color
rojo pertenece a los resultados del grupo control, y el area de color azul representa los

resultados del grupo test.
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DISPOSICION DEL HUESO

Las imagenes obtenidas mediante microscopia (10X) de la histologia,
muestran una orientacion diferente de la matriz 6sea periimplantaria, cuando se
comparan casos y controles.

En los implantes test, se aprecia una disposicion de las fibras de
colageno calcificadas, predominantemente perpendicular al eje longitudinal del
implante, sobre el médulo de la cresta, a nivel de las microespiras. Por su parte,
en los controles, las fibras se disponen de forma paralela al implante (Figura 20)
y ademas, el hueso formado presenta cambios en los depdsitos de la matriz,
mas desorganizada, con acumulos de color més oscuro, casi negros, terminando
en la superficie 60sea con una disposicion trabecular con mas cavidades
vasculares de menor tamafo y presentando los osteocitos rodeados de lagunas

mas inmaduras.

FIGURA 20. Imagenes de microscopia éptica (10x) de una muestra del grupo

control (A) y otra del grupo test (B). Las flechas negras sefialan la orientacion paralela
de la matriz respecto al implante del grupo control (C) y la orientacion perpendicular

respecto al implante del grupo test (D).
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6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS
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El presente estudio de investigacion, analizo los resultados histologicos
e histomorfométricos del hueso formado alrededor de implantes dentales
colocados en tibias de conejo y sometidos a carga funcional, asi como la
evolucidon de su estabilidad biolégica durante el proceso de osteointegracion.
Dado que desde un punto de vista ético resulta imposible llevar a cabo un estudio
clinico en humanos que evalle los parametros objeto de este proyecto de
investigacion, se optd por elegir un modelo de experimentacion animal para tal

fin.

SOBRE LA METODOLOGIA EMPLEADA

Eleccién del modelo animal de experimentacion

Los factores determinantes en la eleccién del modelo animal a utilizar
deben incluir: los costos de la adquisicion y cuidado de los animales, la
disponibilidad, la aceptacion por la sociedad, la tolerancia para el cautiverio, el
bajo nivel de atenciones en el mantenimiento, el facil manejo, la resistencia a la
infeccion o a la enfermedad, la uniformidad inter-animal, la presencia de
caracteristicas bioldgicas analogas a los humanos, la tolerancia a la cirugia, la
existencia de una base de datos con informacion biologica de esa especie, la
vida util de las especies elegidas debe ser adecuada para la duracion del estudio
y ademas, el tamafo del animal debe ser adecuado para el nUmero y tamafio de
los especimenes a probar.141:142

El presente estudio de investigacion se realizé utilizando como modelos
de experimentacion 10 conejos macho adultos de raza neozelandesa
(Oryctolagus cuniculus), de 4 meses de edad y con un peso medio de 3.75 kg
de peso. La eleccion del conejo como modelo de experimentacion se debe a la
abundante bibliografia que lo avala, a la experiencia de los autores en su manejo
y al hecho de ser el animal de experimentacidn mas pequefio que permite la
colocacién de implantes dentales de uso humano. Segun Sedlin y cols.,**® los
humanos y el resto de mamiferos ofrecen respuestas biolégicas similares a los
estimulos biomecénicos, y el hueso cortical de los conejos se remodela tres
veces mas rapido que el hueso cortical humano. Por lo tanto, el periodo de
experimentacion de 6 semanas empleado en este trabajo, corresponderia con

un periodo de 18 semanas en el cuerpo humano.
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Para el disefio de este estudio se sigui6 la guia ARRIVE (Animals in
Research: Reporting In vivo Experiments) para la presentacion de experimentos
in vivo en investigacion animal,*3 con la intencién de conseguir un estudio mas
reproducible y una adecuada comunicacion de los hallazgos. Esta guia se
desarroll6 siguiendo la Declaracion Consort (normas consolidadas para informar
y publicar ensayos) y consiste en una lista de verificacion que describe la
informacion minima que deben incluir todas las publicaciones cientificas que
informan sobre investigaciones con animales para promover informes completos
y de alta calidad, que permitan una revision critica de lo que se hizo y lo que se
encontrgd; maximizando la disponibilidad y utilidad de la informacion obtenida de
cada animal y cada experimento, evitando el uso innecesario de animales en el
futuro. Ademas, durante el disefio y realizacion de la investigacion se ha seguido
el principio de las “3Rs” (reemplazo, reduccion, refinamiento) para la proteccion

animal en investigacion.

Estudio piloto con rata Wistar

En un principio, se valoré la posibilidad de llevar a cabo el estudio
utilizando como modelo la rata Wistar, animal de experimentacion por
antonomasia, y que proporcionaria grandes ventajas debido a su sencilla
estabulacion, y a su bajo coste econdmico. La idea inicial era insertar implantes
dentales de dimensiones reducidas, fabricados expresamente para este fin, en
el maxilar superior de un grupo ratas, para colocar después a la mitad de ellas,
una especie de pletina de acero conectada a los implantes, y que permitiera a
los animales masticar sobre ella. De esta forma, el 50% de los casos recibirian
un protocolo de carga inmediata, constituyendo el grupo test, mientras que el
50% restante de los implantes permaneceria sin carga, componiendo el grupo
control. Esta primera idea, imitaria el modelo de experimentacion llevado a cabo
con anterioridad por un grupo de investigacion japonés.144-145

El primer paso que se dio fue realizar un disefio minucioso del implante.
La dificultad de este procedimiento residi6 en dar con las dimensiones
adecuadas para poder ser colocado en el maxilar superior de un animal tan
pequefio, concretamente en la zona del primer molar superior, consiguiendo una
estabilidad primaria suficiente para poder realizar un protocolo de carga

inmediata. Después de muchas pruebas, se opt6 por un disefio de implante de

114



conexion interna, tipo “bone level”, con un didmetro de 1,8mm y una longitud de
2mm.

A continuacién, se disefidé una pletina de acero, que se conectaba al
implante mediante un sistema de cementado dentro de la propia conexion del
implante, ya que, al tratarse de un diametro tan reducido, seria completamente
inviable fabricar un tornillo pasante que se introdujera en la conexion interna.
Dicha pletina, al igual que en el estudio de Nagasawa y cols.,'* dotaba a la
prétesis de una gran extension en la parte distal del implante, ocupando el
espacio de los segundos y terceros molares superiores. De esta forma, no sélo
se conseguia dar oclusion y transmitir carga al implante, si no que, ademas, se
hacia en unas condiciones muy desfavorables desde el punto de vista

biomecanico (Figuras. 21-23)

FIGURA 21. Disefio del implante dental y la pletina que haria la funcién de

prétesis, para ser colocados en el maxilar de una rata Wistar.
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FIGURAS 22 Y 23. Esquema ilustrativo de la posicién en la que se colocarian
los implantes. Se decidi6 colocarlos en posicion del primer molar superior, con un

marcado cantiléver distal que ocupara también la zona de segundo y tercer molar.
El disefio fue mecanizado y fabricado en una aleacion de Ti-6Al-4V

expresamente para este estudio por una empresa especializada de implantes
(Soadco, Escaldes - Engordany, Andorra) (Figuras. 24 y 25).
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FIGURA 24. Imagen del implante fabricado en Ti-6Al-4V para el estudio, con

la pletina acoplada a su conexion interna.

Figura 25. Imagen de la pletina de acero que cumpliria las funciones de

restauracion protésica.

A continuacion, para comprobar la viabilidad del modelo experimental,
se realiz6 un estudio piloto con dos especimenes de rata Wistar, a los que 4
semanas antes se les habia extraido el primer molar superior izquierdo. Dichos
animales fueron sedados con una inyeccion intraperitoneal de Valium (Roche
Farma, Madrid, Espafia), Ketolar (Parke Davis, Michigan, EEUU) y Atropina
(Braun Medical SA, Barcelona, Espafia) (Figura 26).

117



FIGURA 26. Sedacién de uno de los ejemplares de rata Wistar con inyeccion

intraperitoneal.

Una vez sedados los animales, se les inyectd anestesia local infiltrativa
en la zona a intervenir utilizando para ello hidrocloruro de articaina con epinefrina
40/0.01 mg/ml (Ultracain; Laboratorios Normon, Madrid, Espafia), y se coloc6 un
implante en cada uno de los ejemplares en posiciéon de primer molar superior
izquierdo (Figuras.27-31).

FIGURA 27. Colocacion del implante dental en el maxilar superior de uno de

los ejemplares de rata Wistar.
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FIGURAS 28y 29. Imagenes intraorales del implante colocado en la boca del

animal.
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FIGURAS 30 y 31. Imagenes radiologicas postoperatorias de control

obtenidas para comprobar la posicion correcta del implante.

Después de 4 semanas, que esta considerado como el periodo de
osteointegracion de un implante dental en rata,**® se volvi6 a sedar a los
animales, y tras realizarles las exodoncias del segundo y tercer molar superior
izquierdos, se cementé con Ketac Cem (3M, Minessota, EEUU) la pletina

protésica en la conexion interna del implante previamente colocado (Figura 32).
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FIGURA 32. Imagen intraoral de la pletina protésica cementada en boca sobre

el implante osteoinetgrado.

2 semanas después, ambas ratas fueron sacrificadas con una inyeccion
letal de pentobarbital sédico, y se comprobé que, en ambos casos, tanto la
pletina protésica como el implante, permanecian en boca en su posicion original.
Este estudio piloto fue presentado por el autor de este trabajo como
comunicacion oral en el Congreso Anual de la Sociedad Espafiola de Protesis
Estomatoldgica (SEPES), celebrado en Bilbao en el afio 2016. (Ver Anexos).

Sin embargo, el estudio piloto sirvi6 para comprobar, que el modelo
experimental no era un modelo totalmente valido para desarrollar los objetivos
gue perseguia este proyecto de tesis doctoral A pesar de conseguir la
osteointegracion del implante, esta no se produjo en toda la superficie del
implante, habiéndose rodeado parcialmente de tejido conectivo. Esto, unido a la
baja estabilidad primaria obtenida en los implantes, suponia un gran riesgo de
fracaso en aquellos casos en los que se fuera a realizar el protocolo de carga
inmediata. Ademas, tanto el protocolo quirdrgico como el protésico entrafiaban
una gran complejidad técnica, debido al minasculo tamafio, tanto del espécimen,
como del complejo implante-prétesis. Esto hacia que, en manos del autor,
resultara imposible controlar la oclusién del animal, y como consecuencia, no se

podria garantizar que todos los animales ejercieran una fuerza de masticaciéon
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similar sobre el implante. Por todos estos motivos, el autor y los directores de
esta tesis, decidieron que lo més razonable era buscar otro modelo de estudio
gue se adaptara de forma mas precisa a los objetivos del estudio.

Valoracion del perro y el cerdo como modelos de estudio

Para evitar los inconvenientes asociados al pequefio tamafio de la rata,
se valoro la posibilidad de utilizar animales de mayor tamafio, que permitieran la
utilizacién de implantes dentales de uso humano, asi como el instrumental
especifico asociado a este tipo de implantes, con el que el autor y su equipo de
investigacion estan fuertemente familiarizados. El perro es uno de los animales
mas frecuentemente usados en investigacion dental y musculoesquelética. 41147
En la literatura actual, existe una fuerte evidencia cientifica comparando el hueso
humano y el canino, con respecto a la utilidad de este animal como animal de
experimentacion en ortopedia. Respecto a su tamafio, tanto el instrumental como
los implantes de uso humano disponibles comercialmente, se pueden emplear
en este modelo.*! En cuanto a la microestructura, mientras el hueso humano
adulto tiene una estructura de osteonas secundarias, el hueso del perro tiene
una microestructura mezcla de osteonas secundarias y hueso plexiforme.4® A
pesar de la similitud en la composicion 6sea, el hueso del perro tiene
significativamente mayor densidad mineral que el hueso humano,'*® puede
soportar una mayor resistencia a la compresion antes de fallar'414° y posee una
mayor tasa de remodelado.**' Aunque la mayor parte de la literatura sostiene
gue el perro es el mas adecuado como modelo de comparacion con el hueso
humano, desde un punto de vista biolégico, existen cada vez mas problemas
éticos relacionados con el uso de perros en la investigacion médica debido a su
condiciéon de animales de compaiiia.'** En el caso personal del autor de esta
tesis, este ultimo factor condicioné absolutamente la eleccion del modelo de
experimentacion, ya que, por principios éticos, descarté rotundamente la
utilizacion de perros para su proyecto de investigacion.

En cuanto a los cerdos se consideran los modelos que mejor
representan los procesos de regeneracion 6sea humana debido a la similitud en
la anatomia, morfologia, capacidad de cicatrizacion, tasa de regeneracion,
remodelado y densidad mineral.**%151 Aunque el hueso porcino cuenta con una
red trabecular mas densa, la estructura 6sea laminar es similar a la de los

humanos.*#1151 Estos animales han sido empleados con anterioridad en estudios
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de implantes dentales rehabilitados con carga inmediata.’3*152155 | as razas
comerciales de cerdos generalmente se consideran no adecuadas para la
investigacion ortopédica debido a sus grandes tasas de crecimiento y su
excesivo peso corporal final.'4! El desarrollo de los “minipigs” ha superado este
problema hasta cierto punto.’*! Sin embargo, los cerdos son a menudo
considerados dificiles de manipular, ruidosos y agresivos!4:151 y por lo tanto, en
ciertas ocasiones, se desestiman en favor de especies mas dociles como la oveja
y la cabra. En nuestro caso particular, el cerdo fue desechado como modelo de
estudio debido a su dificil manipulacién, a la falta de experiencia de nuestro
equipo de investigaciébn en su manejo, y a su alto precio, que disparaba los
costes del proyecto de investigacion y hacia imposible su ejecucion.

Cabe afiadir, que los patrones de masticacion de perros y cerdos,
especialmente los primeros, dista mucho de asemejarse al de los humanos, ya
gue practicamente solo utilizan los dientes para cortar y desgarrar, y degluten
los alimentos sin masticar. De esta forma, la dinamica de carga que recibirian
los implantes colocados en estos animales, no se pareceria mucho a la que

reciben los implantes colocados en los huesos maxilares humanos.

Idoneidad del conejo como modelo de investigacion

Con la excepcion de los roedores, los conejos son los animales
empleados en investigacion con menor similitud a los humanos. Aunque la
macroestructura y microestructura de los huesos del conejo es diferente al hueso
humano!41:156.157 vy e| proceso de formacion, remodelado y recambio 6seo es
mas rapido,41156-1%8. |os conejos son cominmente usados para el screening de
materiales de implantacion previo al ensayo en modelos animales mas
grandes.1#:157.159 De hecho, el conejo es uno de los animales mas utilizados para
la investigacion médica, y se utiliza en aproximadamente en el 35% de los
estudios de investigacion musculoesquelética.416 Debido a su tamafio y
temperamento los conejos son faciles de manejar,'4:1%1 de mantener y de
observar. Son mas econdémicos que los animales de gran tamafio®® y son mejor
aceptados como animales de experimentacion por el publico general.'** También
es ventajoso el hecho de que los conejos alcanzan la madurez esquelética
rapidamente, poco después de la madurez sexual, alrededor de los 6 meses de

edad.?®1%0 | a raza de conejos blancos neozelandesa es usada cominmente
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para la investigacion, siendo esta raza menos agresiva en la naturaleza y
teniendo menos problemas de salud en comparacion con otras razas.'>®

Aunque los conejos son pequefios comparado con ovejas, cabras o
cerdos, son suficientemente grandes para colocar multiples implantes e incluso
de uso humano, no siendo esto posible en las ratas o ratones. La colocacion de
multiples implantes limita el ndmero de animales necesarios para cada
experimento y hace posible usarlos como sus propios controles. 59162

El extendido uso y documentacion de los conejos en la investigacion
biomédica hacen al modelo cada vez mas atractivo para el andlisis in vivo del
comportamiento 6seo alrededor de los implantes dentales. Ademas, las
cuestiones econdémicas, cientificas, practicas y éticas hacen del conejo un
modelo ideal para estudios de nuevos implantes y materiales de injerto. Las
diferentes ubicaciones anatémicas de facil acceso con cicatrizacion Osea
endocondral (fémur, tibia) e intramembranosa (craneo, mandibula) permiten la

prueba y el andlisis de materiales en diferentes condiciones fisioldgicas. !>’

ELECCION DE LA ZONA DE COLOCACION DE LOS IMPLANTES

Conviene tener en consideracion que la mayoria de estudios con
conejos, roedores, ovejas 0 cabras usaron modelos extraorales, siendo por el
contrario mas habituales los abordajes intraorales en perros y cerdos. 4’

Puede llamar la atencion que siendo un estudio realizado con implantes
dentales y basando sus objetivos en analizar el comportamiento del hueso
periimplantario frente a la aplicacion de carga sobre ellos, se haya optado por
elegir una ubicacién extraoral para su colocacion, en detrimento de una zona
intraoral como se hizo en el estudio piloto con las dos ratas Wistar. Esto debe su
justificacion, al igual que con las ratas, a la dificultad que supone colocar
implantes dentales de uso humano, de dimensiones convencionales en los
huesos maxilares de los conejos. Aungue estos animales presentan una
arquitectura 6sea maxilar de tamafio considerablemente superior al de las ratas
Wistar, este tamafio sigue siendo inadecuado para la insercion de implantes
comerciales de uso humano. La region posterior del maxilar superior fue
descartada por este motivo, ya que resultaba imposible colocar implantes sin
invadir los senos maxilares. En la regién posterior de la mandibula, sin embargo,
el impedimento encontrado fue otro. La peculiar anatomia del conejo hace que

los incisivos inferiores, diseflados para roer y encontrarse permanentemente en
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continuo proceso de extrusion, posean unas raices muy largas, cuyo recorrido
llega hasta las raices de los molares inferiores (Figura 33). Por lo tanto, en la
zona del diastema mandibular, entre incisivos y molares, existe disponibilidad
Osea suficiente para la colocacién de implantes dentales de uso humano, sin
embargo, la presencia de las raices de los incisivos, imposibilitan dicha
colocacion sin colisionar con estas estructuras. Por este motivo, al igual que en

el maxilar superior, también queda descartado el sector posterior mandibular.

FIGURA 33. Imagen radiogréfica de la cabeza de un conejo, en la que pueden

apreciarse la singular forma y longitud de las raices de los incisivos inferiores.

La dltima posibilidad de colocar implantes de uso humano en la boca del
conejo, seria su colocacion en zona anterior. Existen algunos articulos
publicados que describen la insercion de implantes inmediatos en los alveolos
de los incisivos inferiores de los conejos.'%3-165 A priori, esta puede parecer una
buena ubicacion, ya que como hemos descrito anteriormente, los incisivos
inferiores poseen unas raices de tamafio extralargo, que, al ser extraidas, dejan
unos alveolos profundos donde poder colocar los implantes.

Para poder explorar esta via, se realiz6 un estudio piloto en modelo
animal ex vivo, sobre una cabeza de conejo adulto de 6kg de peso. Este estudio

no precisé de aprobacion de comité de bioética, ya que se utilizd la cabeza de
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un animal muerto, destinado a alimentacién y procedente de una carniceria

convencional (Figuras 34 y 35).

FIGURAS 34 y 35. Imagenes del craneo de conejo utilizado en el estudio
piloto ex vivo realizado para comprobar la viabilidad de la region incisiva inferior como

zona de colocacion de los implantes dentales de uso humano.
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Una vez mas, el estudio piloto sirvié para comprobar que el modelo de
experimentacion no era valido para el desarrollo de los objetivos propuestos en
el estudio. El motivo fue que, debido al extraordinario tamafio y curvatura de las
raices los incisivos inferiores, la exodoncia de dichas piezas resulta
tremendamente compleja, mas aun teniendo en cuenta que las paredes del
alveolo deben permanecer intactas para permitir la colocacién de un implante
inmediato post extraccién. Ademas, debido a la particular posicion de dicho
alveolo respecto al maxilar superior, en caso de realizar una rehabilitacion
protésica para la carga inmediata, el eje de la prétesis quedaria practicamente
en una posicién de 90° respecto a la del implante, por lo que la transmisién de
carga se produciria totalmente perpendicular al eje longitudinal del implante.
Esto, no se corresponde con la inclinacion de la carga que recibe un implante en
ninguna de las posiciones que puede albergar en los maxilares humanos. Por lo
tanto, debido a la complejidad técnica del procedimiento, y a su escasa similitud
con los humanos respecto al patron de transmision de carga al terreno de soporte
periimplantario, la region incisiva del conejo también fue descartada para la
colocacion de los implantes para el estudio. Esto, obligo a buscar una region
extraoral, que ofreciera las ventajas del conejo como animal de experimentacion,
pero eludiendo los inconvenientes que presentaban las regiones intraorales.

En este sentido, el hueso mas apropiado para la colocacion de implantes
de uso humano, por tratarse de un hueso de gran tamafio y facil acceso
quirdrgico es la tibia. La colocacion de implantes en tibia de conejo esta
ampliamente descrita en la literatura, y previo a la realizacion de este estudio,
nuestro grupo de investigacion ya contaba con experiencia realizando este
procedimiento, asi como una publicacién cientifica publicada que lo avalaba.'%¢

No obstante, uno de los principales inconvenientes de la tibia de conejo
es que, si bien es cierto que su reducido tamafio nos permite una mejor
manejabilidad quirdrgica, también nos permite la colocaciéon de un namero
limitado de implantes (se recomienda un maximo de 3 implantes por tibia de
hasta 4mm de diametro) (International Standard ISO 10993-6, 1994). En nuestro
caso, nos iniciamos con este modelo animal siguiendo esta recomendacion
respecto al numero de implantes, con un diametro de 3.5mm. Sin embargo,
observamos que se producian fracturas a nivel distal de la tibia. Por este motivo,
decidimos usar Unicamente 2 implantes por tibia y de 3 mm de diametro,

colocados lo mas cerca posible de la meseta tibial. Siguiendo esta metodologia
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no volvimos a observar mas fracturas. Otros de los inconvenientes de la tibia del
conejo son sus diferencias Oseas a nivel macro, microestructural respecto al
hueso humano.

A nivel macroestructural podemos observar diferencias con los huesos
maxilares humanos en tamafio y forma, ya que se trata de un hueso
practicamente “hueco”, con mucho contenido de hueso cortical, de alta densidad,
pero sin apenas hueso trabecular en su interior. Esto, de alguna manera, dificulta
la demostracion de la teoria del arbotante 0seo, ya que, al carecer de trabéculas
Oseas en su interior, no se pueden contemplar de forma tan evidente, los puentes
0seos que forman las trabéculas para sostener y dar estabilidad a los implantes
dentales.

MODELO DE APLICACION DE CARGA SOBRE LOS IMPLANTES.
Cabe destacar, que la metodologia del estudio, utilizando una cinta de correr
para someter a los animales a la realizacion de ejercicio fisico diario, ha sido
descrito en numerosos estudios publicados con anterioridad.140,%67-16° Aunque
en nuestra disciplina sea algo totalmente novedoso, esta metodologia es
utilizada con frecuencia en ensayos experimentales de cardiologia o fisiologia.
Esta contrastada metodologia no supone un gran estrés para los animales, ya
gue se lleva a cabo siguiendo un estricto protocolo de habituacion de los
animales a la cinta, garantizando el bienestar animal en todo momento. Es
preciso reconocer que el modelo de aplicacion de carga del ensayo experimental
realizado puede diferir sobre la biomecanica masticatoria, tanto en magnitud
como direccién de las fuerzas, como probablemente en el modo en el que se
produce la transferencia de tension al hueso marginal periimplantario. Pese a las
diferencias, la carrera en la cinta del grupo test puede ser descrita a nivel
biomecanico como dinamica y basada en sucesivas cargas de impacto,
precisamente de la misma manera en la que ciertos autores describen a la
masticacion.'’® Respecto al tiempo de aplicacion, hasta 20 minutos diarios, se
acerca al tiempo de aplicacion diario de las fuerzas masticatorias, que algunos
autores consideran de entre 20 - 30 minutos.'’* En sintesis, el objetivo de este
modelo de estudio fue el de producir un estimulo biomecanico en todo el hueso
gue rodea los implantes, de la misma manera que la masticacion lo induce sobre

los huesos maxilares y los implantes que contenga.
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En ese sentido, el modelo empleado de carga dinAmica, es mas proximo
a la situacion real masticatoria que aquellos estudios, también en tibia de conejo,
que aplican cargas de forma estéatica.'’>73 Este es un asunto de gran relevancia
ya que los resultados de algunos estudios han mostrado que la formacion del
hueso periimplantario esta Unicamente influido por las condiciones resultantes
de la aplicacién de carga dinamica, y no de carga estatica.'’*'’> No solo eso,
sino que ademas en el estudio de Han y cols.'”® del afio 2014, el propio implante
empleado no respondia a un disefio idéntico al humano, sino que servia al
propésito de poder encajar el dispositivo de aplicacion de carga, teniendo que
provocar para tal fin, mas alld de un anclaje bicortical, una salida franca del
implante por la cortical apical. Esta colocacion del implante, puede modificar
sustancialmente la transferencia de carga entre el implante y el hueso.'"®

Por otro lado, en el estudio de Duyck y cols.,'’® se colocaron 40
implantes en las tibias de 8 conejos. En algunos de estos implantes, los autores
ejercieron ciclos de carga dinamica aplicando una fuerza transversal de 14,7 N,
con una frecuencia de 1Hz durante 2 semanas. En la primera semana aplicaron
90 ciclos de carga por dia, mientras que en la segunda aplicaron 270 ciclos por
dia. Sin embargo, parece evidente que la direccion de la aplicacion de la carga,
totalmente perpendicular al eje del implante, nada tiene que ver con la direccion
de las fuerzas oclusales que transmiten la carga sobre los implantes durante la
masticacion. El problema es de importancia en la medida en que las fuerzas de
compresion son de naturaleza anabdlica, mientras que las deformaciones
torsionales y de cizallamiento no tienen ningln efecto!’®> o se correlacionan
negativamente con el crecimiento éseo hacia estructuras porosas.*’’

Ademas, el nimero de ciclos de carga por dia no se corresponde con el
nimero de ciclos masticatorios de un paciente promedio,'’®18° y el periodo de
estudio, de sbélo 2 semanas, podria ser insuficiente para una completa
oseointegracion, ya que equivaldria a un periodo de 6 semanas en humanos.
Estos motivos pueden explicar por qué, a diferencia de los resultados de nuestro
estudio, los autores no encuentran diferencias significativas entre grupos test
sometidos a carga y grupos control sin carga. Finalmente, en otros estudios, los
autores aplicaron una carga dinamica sobre los implantes durante 3 semanas,
pero solamente 2 veces por semana, lo que evidentemente no reproduce
correctamente los tiempos de carga que reciben los implantes durante la

masticacion y al igual que el trabajo de Duyck!’® pueden quedar por debajo del
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umbral de la estimulacion. Ademas, estos ciclos de carga se aplicaron una vez
superado el periodo de osteointegracion, lo que imita un protocolo de carga
diferida, y no de carga inmediata como el aplicado en nuestro estudio.81-183

Estudio piloto con implantes en tibia de conejo

Al tratarse de una metodologia novedosa en el campo de la
implantologia oral, se decidio llevar a cabo un estudio piloto con un conejo test y
un conejo control, previo a la realizacion del estudio con un tamafio de muestra
completa. La metodologia empleada para este estudio piloto fue la misma que
se ha explicado anteriormente en el apartado de material y métodos para el
estudio con muestra completa, y se realizd6 bajo supervision y aceptacion del
Comité de Bioética para la Investigacion Animal de la Universidad de Oviedo,
con el cédigo de autorizacion 7/2018 (Oviedo, Asturias, Spain).

Este estudio piloto, sirvi6 para comprobar que el modelo de
experimentacion elegido era valido, y la metodologia empleada era correcta.
Ambos especimenes sobrevivieron tanto a la intervencion quirdrgica, como a la
fase de estabulacion posterior, con uno de ellos realizando ejercicio fisico diario
sobre la cinta de correr. Ademas, mas alla de comprobar la validez del modelo
experimental, los resultados obtenidos en este estudio piloto animaron
enormemente al autor de la tesis a seguir investigando por esta via, ya que a
pesar del pequefio tamafio muestral (4 implantes test, 4 implantes control), se
hallaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, tanto en
valores 1SQ como en BIC. Estos resultados fueron presentados por el autor en
una conferencia impartida en el Congreso de la Sociedad Cientifica de
Odontologia Implantolégica (SCOI), celebrado en Valladolid en junio de 2019
(Ver Anexos). Ademas, el estudio piloto sirvio para dar con un hallazgo causal,
gue mas tarde seria incorporado al estudio completo como un parametro mas a
analizar entre ambos grupos. A diferencia del estudio con tamafio de muestra
grande, en el estudio piloto, tras la insercidn de los implantes en las tibias de los
conejos, se les coloco unas tapas de cierre planas, sin altura. Sin embargo, en
el momento del sacrificio de los animales, se observé que en la mayoria de ellos
se habia producido un sobrecrecimiento 6seo por encima de los implantes,
dificultando el acceso a la tapa en muchos de los casos. Mas concretamente, se
observo que se habia formado una mayor cantidad de hueso sobre los implantes

del conejo test que sobre los implantes del conejo control (Figuras.36y 37).
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FIGURA 36. Fotografia de la tibia de un conejo del grupo control del estudio
piloto en el momento de la eutanasia. Apréciese la delgada capa de hueso formada por

encima de ambos implantes dentales.

FIGURA 37. Fotografia de la tibia de un conejo del grupo test del estudio piloto

en el momento de la eutanasia. En el momento de la fotografia, el implante de la
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izquierda habia sido descubierto, eliminando la capa de hueso formada por encima
suyo. Sin embargo, puede apreciarse como el implante de la derecha estaba totalmente

sumergido, cubierto por una gruesa capa de hueso.

Sin embargo, se trataba de una observaciobn empirica, totalmente
subjetiva, que dificilmente podria presentarse en el apartado de resultados del
estudio. Por este motivo, de cara a la realizaciéon del estudio completo con un
tamafo de muestra mayor, se decidié medir este crecimiento 6seo de manera
cuantitativa. Para ello, se solicito a la empresa fabricante de los implantes
(Soadco, Escaldes-Engordany, Andorra) la fabricacion de unos pilares de
cicatrizacion ad hoc, con 4 marcas hechas con laser con una separacion de
0,5mm entre ellas. De esta forma, tal y como se ha descrito en el apartado de
material y metodologia, en el momento del sacrificio de los animales, se podria
saber de forma sencilla y objetiva, cuanta cantidad de hueso habia crecido

verticalmente sobre el implante.

DE LA SUPERVIVENCIA DE LOS IMPLANTES

Los resultados obtenidos revelan una tasa de supervivencia del 100%
antes de la carga, lo que coincide plenamente con los resultados de otros
articulos que también describen en su metodologia la colocacion de implantes
dentales en tibia de conejo.166: 184,185

Estos resultados superan ligeramente la tasa de supervivencia de los
implantes dentales durante la osteointegracion que describe la literatura
cientifica actual en humanos (95-99%).186

Por ejemplo, en un reciente estudio clinico retrospectivo publicado por
Brizuela-Velasco y cols.,187 con una muestra de 297 implantes colocados en
110 pacientes la supervivencia de los implantes antes de la colocacién de la
proétesis fue del 97,6%.Si buscamos evidencia cientifica con un tamafo
muestral mayor, otro estudio clinico prospectivo publicado por Rodrigo y cols.3!
en el afio 2010, revela una tasa de supervivencia del 98,95% con una muestra

de 4114 implantes colocados en 1680 pacientes.
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DEL CRECIMIENTO OSEO VERTICAL

El sistema utilizado para la medicion del crecimiento 6seo por encima de
los implantes es una metodologia totalmente novedosa, ideada por el autor para
dar respuesta a la necesidad surgida por la observacién de los resultados del
estudio piloto y no ha sido descrita antes en la bibliografia. Sin embargo, como
puede comprobarse en las fotografias, este estudio demuestra que es un método
valido para este tipo de mediciones, y abre la puerta a su utilizacion en futuras
investigaciones, considerandolo el autor especialmente interesante para
estudios sobre regeneracion Gsea vertical.

Otras opciones para medir de forma objetiva este crecimiento habria sido
la utilizacion de radiologia 2D o CBCT, siendo este Ultimo mucho mas preciso y
fiable que el primero. Sin embargo, no hay que olvidar que uno de los objetivos
de este estudio era el de determinar, mediante AFR, la estabilidad secundaria
de los implantes tras la aplicacion del estimulo biomecanico. Para llevar a cabo
esta medicion, es necesario retirar la tapa de cierre del implante, y conectar el
transductor denominado Multipeg atornillado en su conexion interna. Como en la
mayoria de los casos, sobre todo en los conejos test, las tapas quedaban
totalmente sepultadas por hueso neoformado, seria necesario retirar hueso con
una fresa u otro tipo de instrumental para poder acceder a los implantes. Por lo
tanto, al realizar un CBCT posterior, no estariamos midiendo todo el hueso
formado por encima del implante, si no simplemente, lo que hubiera quedado
tras quitar lo necesario para descubrir el implante.

Por todo esto, la fabricacion de unos pilares de cicatrizacion con marcas
de medicion, se presentan como la manera mas objetiva y menos invasiva de
poder cuantificar este parametro. Ademas, también cabe tener en cuenta que el
crecimiento 6seo no se produce al mismo ritmo en todo el contorno del implante,
por lo que, a la hora de obtener los resultados, fue muy habitual que alrededor
de un mismo implante, hubiera diferentes alturas de crecimiento 6seo segun la
cara del implante analizada. Por este motivo, y para facilitar el analisis
estadistico, se decidio obtener dos valores por implante: uno medido en el punto
de maximo crecimiento 6seo, y otro tomado en punto de minimo crecimiento
0seo.

El primer hallazgo de este estudio, a la hora de recabar los resultados

fue la constatacion de un mayor sobrecrecimiento éseo por encima de aquellos
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implantes que habian recibido estimulo biomecénico. Se trata de un hallazgo
totalmente casual, que no estaba planteado en los objetivos iniciales del estudio,
pero su descubrimiento tras la realizacion del estudio piloto sugirié que debia de
cuantificarse y ser utilizado como un pardmetro comparativo mas entre el grupo
test y el grupo control. Esta es la primera vez que se describe un crecimiento
0seo tan significativo por encima de los implantes dentales sin haber utilizado
ningun tipo de material de injerto. Probablemente, este fendmeno pueda deberse
al despegamiento del periostio y su posterior reposicion por encima de los pilares
de cicatrizacion, lo que ayudé a mantener el espacio subperiéstico creado y
permitié su relleno con un coagulo sanguineo, de una manera similar a la descrita
en la técnica de regeneracion osea “Tent Pole”.' Sin embargo, se aprecia una
diferencia relevante entre este estudio y todos aquellos que han sido publicados
anteriormente utilizando la técnica de regenereacion “Tent Pole”; y es que a
diferencia del resto de trabajos, en este estudio se produjo la formacién de nuevo
hueso por encima de los implantes sin la ayuda de ningun tipo de material de
injerto, Unicamente gracias a la formacion del coagulo sanguineo y al
mantenimiento del espacio subperiéstico.'8-1°1 Trasladado a la practica clinica,
este hallazgo podria adquirir una gran relevancia, ya que permitiria ganancias
Oseas verticales en caso de atrofias maxilares severas, sin necesidad de
introducir ningun tipo de injerto 6seo como material de relleno. Sin embargo, se
necesitan mas estudios que evallen esta técnica y validen su viabilidad en
cirugia oral, ya que las diferencias anatoémicas entre la tibia del conejo y el
maxilar humano son notables, y es probable que el procedimiento no funcione
de la misma manera en ambos casos. Sin ir mas lejos, la tibia del conejo cuenta
con una importante capa de musculo por encima del periostio, ademas de una
piel dura y resistente que cubre lo anterior. Esto hace que el espacio creado por
los pilares de cicatrizacion por encima de los implantes esté perfectamente
protegido, y que el riesgo de dehiscencia de la herida sea practicamente nulo.
Sin embargo, en la cavidad oral, por encima del periostio solamente
encontramos la encia, mucho mas fina y débil que la piel del conejo, y, por lo
tanto, mucho mas susceptible de sufrir laceraciones y dehiscencias, que en caso
de producirse, supondria el fracaso automatico del procedimiento regenerativo.
Ademas, en la cavidad oral no existe una capa de tejido muscular por encima del
periostio, si no que el tejido conectivo de la encia permanece en contacto directo

con él. Esto hace que, en caso de crear un espacio subperidstico con pilares de
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cicatrizacion, casi con toda probabilidad dicho espacio sera invadido por el tejido
conectivo superior, por lo que, en lugar de conseguir una ganancia 6sea en
sentido vertical, se conseguird un aumento del espesor de tejido conectivo. Para
evitar esto, seria necesaria la utilizacion de membranas de barrera, tal y como
se describe la técnica tent pole en la literatura. Se necesita realizar estudios de
investigacion de esta técnica en humanos para poder comprobar su viabilidad,
asi como analizar las ventajas e inconvenientes que supondria la no utilizacion
de un material de injerto para rellenar el espacio a regenerar.

Las diferencias encontradas entre ambos grupos en la cantidad de
sobrecrecimiento 6seo fueron estadisticamente significativas, lo que parece
mostrar que el estimulo biomecanico provoc6 un mayor modelado éseo con una
actividad osteoblastica intensa en los implantes del grupo A test, que se tradujo
en la formacion de un mayor volumen de hueso. Estos resultados avalan la teoria
de Pauwels,'® que en 1965 expuso que el hueso es capaz de ajustarse a los
incrementos o descensos de los estimulos biomecanicos adaptando las
dimensiones volumétricas de su propia arquitectura.Nuestros resultados siguen
la linea de los del estudio de Wiskott y cols.,*®? quienes utilizaron un modelo
similar al nuestro, pero aplicando ciclos de carga directos y dinamicos sobre los
implantes, una vez superado el periodo de osteointegracion de los mismo. Este
estudio presenta limitaciones similares a las mencionadas previamente para el
estudio de Duyck y cols.;"?aplicacion transversal de la fuerza y nimero de ciclos
insuficiente. Sin embargo, los autores observaron que el volumen de hueso
cortical en la region interiimplantaria aumentd de manera estadisticamente
significativa tras la aplicacién de la carga. Segun los autores, la respuesta del
hueso cortical a la tensidn aplicada consiste primero en reorganizar su estructura
y después en incrementar su masa.'®> Por su parte, en un estudio clinico
prospectivo de Liu y cols.,'% tras la colocacion de 107 implantes en 45 pacientes,
observaron una ganancia 6sea estadisticamente significativa a los 12, 24 y 36

meses postcarga.

DE LA ESTABILIDAD IMPLANTARIA

La medicién de la estabilidad implantaria constituye uno de los
parametros clave en este proyecto de investigacion. Los resultados del estudio

clinico retrospectivo publicado con anterioridad por el autor de esta tesis y su
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director, concluian de forma rotunda que la aplicacion de carga sobre los
implantes dentales provocaba un incremento de sus valores 1SQ.% Mas alla de
eso, se demostré que los protocolos de carga inmediata provocaban un mayor
aumento de la estabilidad durante la oseointegracién, sugiriendo que desde el
punto de vista de la oseointegracion no s6lo no serian nocivos, si no que también
podrian resultar beneficiosos. Este hallazgo, empujé al autor a buscar una
explicacién biolégica e histolégica a tal fendmeno, y puesto que ningin comité
de bioética aceptaria estudiarlo en humanos, se optd por un modelo animal en
el que se pudiera observar y analizar el comportamiento del hueso
periimplantario durante un procedimiento similar.

El método elegido para medir la estabilidad fue el AFR, por tratarse de
un método no invasivo, repetible y reproducible, que proporciona mediciones
objetivas de la rigidez de la unién del hueso con el implante, lo que descartaba
a otros métodos mencionados en el apartado de la descripcidn del estado actual
del tema, como el periotest, el andlisis radiografico o el test de percusion.%
Ademas, a diferencia del torque de insercion, el AFR permite obtener diferentes
mediciones a lo largo del tiempo, lo que nos otorga la posibilidad de cuantificar
la estabilidad primaria 0 mecanica, en el momento de la colocacion de los
implantes, pero también la estabilidad secundaria o bioldgica en el momento de
sacrificar a los conejos. Indudablemente, esta posibilidad le aportaba muchisimo
valor al estudio, ya que nos permitia comprobar el efecto que el estimulo
biomecanico ejercido sobre el hueso de los conejos test habia tenido sobre sus
valores de estabilidad secundaria. Esto era de vital importancia para el estudio,
ya que, al verse que dichos valores ISQ aumentaban con el ejercicio de los
conejos en la cinta de correr, de alguna forma, nos permitia relacionar los
resultados con los obtenidos previamente en el estudio clinico retrospectivo,
dando validez al modelo de experimentacion elegido para el estudio.'®®

Los valores de estabilidad primaria obtenidos por los implantes
colocados en este estudio fueron de 71,50 (£3,09) ISQ en el caso del grupo test,
y 72,53 (+3,67) en el grupo control. Estos resultados se asemejan
considerablemente a los valores obtenidos en otros estudios in vivo realizados
con implantes dentales en tibia de conejo, tales como los trabajos publicados por
Diéguez-Pereira y cols.'®® (67,6+6,1), Sul y cols.'%” (68+1,1), o Lee y cols.%®

(74,844,98). Sin embargo, estos resultados difieren con los de otros estudios, en
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los que utilizando diferentes marcas de implantes, obtuvieron valores de
estabilidad primaria significativamente mas bajos, como por ejemplo, los
publicados por Soares y cols.*®® (51,9+10.8), Souza y cols.?® (48,17+2,9), o
Gehrke y cols.18 (47,8+3,49). El motivo de tan baja estabilidad primaria en estos
estudios pueda encontrarse en el disefio de los implantes o en la técnica
quirdrgica empleada, ya que la colocacién de implantes dentales en tibia de
conejo es un procedimiento muy sensible a la experiencia del operador. También
es preciso sefialar que los valores de estabilidad primaria obtenidos por los
implantes colocados en este estudio son similares a la media obtenida por los
implantes dentales colocados en seres humanos in vivo, tal y como indican el
estudio realizado por Rodrigo y cols.3! en un estudio clinico con un tamafio de
muestra de 4114 implantes colocados en 1680 pacientes (ISQ 73,96+6,28), o la
revision sistematica realizada por Lages y cols.,?°* con 526 implantes colocados
con un rango de 1SQ de 58 a 73,9.

Durante el periodo de osteointegracion, todos los implantes del estudio
aumentaron sus valores de estabilidad, dando lugar al recambio de la estabilidad
primaria mecanica por la estabilidad secundaria biologica. Esto coincide con
todos los estudios similares anteriormente citados, en los cuales tuvo lugar un
aumento significativo de la estabilidad implantaria tras el periodo de
osteointegracion, aungue los valores ISQ iniciales fueran significativamente mas
bajos.166185197,198,200202 Estg es debido a que, durante la osteointegracion, se
produce un aumento de la rigidez de la union del hueso con el implante, lo que
hace que disminuya su capacidad de micromovimiento. Este fendbmeno fue
explicado por Meredith?®® en el afio 1996, mediante un sencillo estudio in vitro
con implantes colocados en resina autopolimerizable. El estudio revel6 como a
medida que la resina iba endureciendo y, por lo tanto, aumentando su rigidez,
los valores 1SQ de los implantes aumentaban.

En esta linea, los resultados del presente estudio muestran también que
los valores de estabilidad implantaria I1SQ, medidos mediante analisis de
frecuencia de resonancia aumentan de manera estadisticamente significativa
durante la osteointegracion. Sin embargo, este aumento es superior en los
implantes del grupo test, lo que pone en valor la influencia del estimulo
biomecanico en la estabilidad biolégica de los implantes dentales. Los resultados

concuerdan con los obtenidos por nuestro grupo de investigacion en un estudio
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clinico retrospectivo publicado con anterioridad.®® En dicho estudio se mostr6
gue la carga de los implantes favorece el aumento de su estabilidad medida
mediante AFR. Con una muestra total de 93 implantes, se midi6 la estabilidad
implantaria de implantes rehabilitados con carga inmediata (n=28) y con carga
diferida (n=65), comprobando que en los implantes con carga inmediata el
aumento de los valores ISQ era significativamente superior que en los del grupo
de carga diferida. No sélo eso, si no que también se observd que el mayor
aumento de la estabilidad en el grupo de carga inmediata se produjo durante el
periodo de osteointegracién (primeras semanas), mientras que en el grupo de
carga diferida el mayor aumento se consiguié después de la rehabilitacion
prostoddncica (después de 12 semanas). Parecidos resultados obtuvieron
Akoglan y cols.,?%* en un estudio clinico prospectivo con 39 implantes unitarios
en el maxilar posterior de 39 pacientes. En este estudio, los implantes
rehabilitados mediante protocolos de carga inmediata o temprana consiguieron
valores ISQ significativamente superiores durante el proceso de
osteointegracion que aquellos rehabilitacion con carga diferida, ademas de una
mayor densidad Osea en el éarea periimplantaria. Existen otros estudios
publicados, que aunque no compartian nuestros objetivos, también midieron la
estabilidad implantaria mediante AFR en el momento de colocacién de la
prétesis, asi como 6 y/o 12 meses después de la carga.?°>2% |os resultados de
estos estudios también demostraron que la estabilidad implantaria aumenta tras

la aplicacion de carga.

En cuanto a la relacion del torque con los valores I1SQ, este estudio
demuestra que no existe una correlacion estadisticamente significativa entre
ambos parametros. Este hallazgo coincide con los resultados obtenidos en otros
trabajos en los que ha participado el autor, asi como con la Ultima revision
sistematica publicada al respecto.%%166:201 Esta observacion tiene una importante
relevancia clinica, ya que son muchos los clinicos que utilizan el torque de
insercion como método de medicion de la estabilidad implantaria, utilizando e
interpretando sus valores para la toma de decisiones sobre los protocolos
quirdrgicos y protésicos a seguir una vez colocado un implante dental. Sin
embargo, la literatura demuestra que ambos parametros no muestran una
correlacién estadisticamente significativa, por lo que, en muchas ocasiones, el

torque de insercidén no expresa la estabilidad primaria real del implante, es decir,
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Su ausencia de micromovimiento, sino que simplemente enuncia la resistencia

gue encuentra a avanzar girando dentro del hueso en sentido apical.

DEL ANALISIS HISTOMORFOMETRICO Y DEL CONTACTO HUESO-
IMPLANTE (BIC)

En el presente estudio, tras embeber en metilmetacrilato las muestras
sin descalcificar, se cortaron y se tifileron con Azul de Stevenel y picrofucsina de
Van Gieson. La tincibn azul de Stevenel contiene azul de metileno y
permanganato de potasio y la tincion de picrofucsina de Van Gieson contiene
fucsina acida y &cido picrico. Esta tincion esta formulada para la penetracion y
tinciébn de muestras incrustadas en polimeros, es muy estable y permite analizar
las muestras sin descalcificar y que contengan elementos metalicos.?%’

Las técnicas histologicas sin descalcificar se han impuesto en el analisis
de las técnicas de aumento 0seo, en el andlisis de la aposicion 6sea a diferentes
biomateriales, asi como en la valoracién y cuantificacion de la aposicion 0sea
sobre implantes aloplasticos.?%®

La descalcificacion que se realiza con frecuencia a las muestras de tejido
0seo para la obtencién de un tejido suficientemente blando para su inclusién en
parafina y posterior andlisis histologico tiene una serie de inconvenientes debido
a la modificacion que sufre la muestra, entre ellos no permite distinguir entre el
hueso mineralizado y no mineralizado haciendo imposible la cuantificacion del
tejido osteoide o tejido 6seo inmaduro. Con el desarrollo técnico de medios duros
de inclusion (mondmeros plasticos), de microtomos y sistemas de corte
especiales se ha permitido cortar el hueso sin descalcificarlo y de esta manera
permitir un andlisis de la muestra con una menor alteracién por el procesado.
Las muestras no descalcificadas nos permiten diferenciar adecuadamente
diversos linajes celulares (OCs. en zonas de resorcion, OBs. asociados al
osteoide, osteocitos) y el hueso neoformado inmaduro del hueso remodelado
maduro. Con esta técnica se puede valorar la formacion y maduracion del hueso
de manera cronoldgica.

La tincion que se emple6 en este ensayo (Azul de Stevenel/Picrofucsina
de Van Gieson) es excelente para demostrar formacion osteoide y aposicion

directa de hueso sobre un biomaterial.?®® El aspecto final del color de las
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secciones histologicas fotografiadas puede variar segun la fuente de luz, el tipo
de pelicula, el grosor de las secciones y la correccién del color con filtros.?%7

Sin embargo, los especimenes histolégicos no pueden mostrar una
representacion precisa de la estructura 6sea tridimensional.?'° Otras posibles
limitaciones de la histologia que se han descrito son: ser relativamente subjetiva,
no ser realmente cuantitativa, permitir sélo un andlisis en dos dimensiones (sin
informacion de la disposicién geométrica) y analizar s6lo una seccién de toda la
muestra que no necesariamente tiene que ser representativa del total de la
muestra.211:212

En relacién al contacto hueso-implante valorado por histomorfometria,
los resultados obtenidos muestran que el estimulo biomecanico del hueso
periimplantario aumenta el porcentaje de contacto entre el hueso y el implante
en los implantes del grupo test, siendo esta relacion ya habia sido ampliamente
demostrado en estudios anteriores realizados en modelo animal y puede
traducirse como una mejora de la osteointegracion bajo la carga.?'3-2t5

En el estudio de Moon y cols.,?'3 en el afio 2007, se colocaron un total
de 50 implantes en 5 perros, y se dividieron en 3 grupos, en funcién del protocolo
de carga seguido en cada uno de ellos: sin carga (control), carga temprana o
carga inmediata. 16 semanas después, los animales fueron sacrificados, y se
analizé la ratio de hueso formado sobre la superficie de los implantes. Los
resultados obtenidos demostraron que existian diferencias estadisticamente
significativas en el BIC entre los 3 grupos, consiguiéndose el mayor porcentaje
de contacto hueso-implante en aquellos que habian recibido carga inmediata
(73,37+£15,67%), superando ampliamente a los que habian permanecido sin
cargar (62,04+12,82%).

Por su parte, Romanos y cols.,?* publicaron en el afio 2003 un estudio
realizado en 9 monos a los que habian colocado un total de 48 implantes
dentales de uso humano. Al igual que en el estudio de Moon previamente
mencionado, los implantes se dividieron en 3 grupos: sin carga, con carga
inmediata y con carga diferida. 3 meses después, los animales fueron
sacrificados para llevar a cabo el estudio histologico e histomorfométrico del
hueso perrimplantario. Coincidiendo con los resultados de esta tesis, Romanos
y cols. demostraron que los implantes que habian recibido carga, tanto inmediata
como diferida, alcanzaban porcentajes de BIC superiores a aquellos que habian

permanecido sumergidos sin carga (64,25+0,65% vy 67,93+1,60% vs
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50,20+9,06% respectivamente). Como conclusiones del estudio, los autores
afirman que la carga de los implantes podria haber estimulado la formacion de
hueso, y que esto supone un factor clave para favorecer la osteointegracion.
Ademas, subrayan que los implantes con carga inmediata pueden
osteointegrarse de igual forma que los implantes con carga diferida.

Por Gltimo, Podaropulos y cols.,?'® en el afio 2015 publicaron un estudio
in vivo utilizando 3 perros Beagle como modelo de experimentacion. Les
colocaron un total de 24 implantes dentales en la mandibula y los dividieron en
dos grupos de estudio. La mitad de los implantes permanecieron sumergidos,
cicatrizando durante 8 semanas sin ser manipulados, por lo que constituyeron el
grupo control. Los otros 12 implantes, recibieron la colocacion de pilares
protésicos, que fueron unidos con alambre de ortodoncia, y sobre los que se
aplico una carga estatica de 100, 200 y 300gr durante 3 semanas cada carga.
Los resultados demostraron que los implantes que habian recibido la carga
progresiva, mostraban un mayor BIC (49,73%) que aquellos que habian
permanecido sin carga durante todo el estudio (32,85%).

Sin embargo, es conveniente resefiar que otros autores no encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los implantes con carga y sin
e||a.153,155

Es el caso de Nkenke y cols.,’® que en el afio 2003, realizaron un
estudio de carga inmediata en 7 minipigs. Para ello, colocaron 5 implantes
dentales en el lado izquierda de la mandibula de cada animal. 4 de los implantes
fueron cargados con una protesis fija, mientras que el implante restante se dejo
sin cargar. Tras un periodo de osteointegracion de 4 meses, los animales fueron
sacrificados, y todos los implantes fueron retirados junto al hueso circundante a
cada uno de ellos. Al contrario que en el estudio de esta tesis doctoral, los
resultados de la histologia de este articulo no encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el BIC entre los implantes que habian recibido
carga (77,8+17,3) y los que no (78,045,8).

Por otro lado, en un estudio de Lifares y cols.,*>® se colocaron 24
implantes en la mandibula de 8 minipigs para comparar las diferencias
histolégicas entre un grupo de implantes rehabilitados con carga inmediata y otro
grupo rehabilitado con carga diferida. Los resultados indican ausencia de
diferencias estadisticamente significativas en el BIC entre ambos grupos

(66,1+1,3 vs 65,1+6,2), pero a diferencia de nuestro estudio, todos los implantes
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analizados fueron sometidos a carga (inmediata o diferida), por lo que no se
puede saber si un hipotético grupo control sin carga hubiera obtenido valores
inferiores de BIC.

En este estudio, el efecto de la carga aplicada en la formacion de tejido
duro alrededor de los implantes resulté muy evidente, con diferencias
significativas entre ambos grupos en la cantidad de hueso neoformado sobre la
superficie del implante (group A 280,50+£125,40; group B 228,00+141,40;
p<0,05). Esto muestra que el estimulo biomecénico del hueso periimplantario
influye positivamente en el proceso de osteointegracion, pues activa los
mecanismos celulares y moleculares encargados del modelado 6seo. Este
hallazgo concuerda con los datos obtenidos en otros estudios
histomorfométricos llevados a cabo en diferentes modelos animales.12173

Y, pese a que los resultados muestran mayores valores 1SQ vy
porcentajes de BIC para los implantes del grupo test que para los del grupo
control, lo cierto es que el andlisis estadistico no ha hallado una correlacion
significativa entre ambos valores tras el periodo de osteointegracion. Esto no
concuerda con los resultados presentados en algunos articulos publicados
previamente, como, por ejemplo, el de Chen y cols.?'¢ del afio 2017. En dicho
trabajo, los autores colocaron 24 implantes dentales en el fémur de 12 conejos
de Nueva Zelanda, y midieron la estabilidad implantaria mediante RFA en el
momento de la colocacion, a las 2, a las 4, y alas 8 semanas. En cada momento
de medicion, se fue sacrificando uno de los especimenes, de tal forma que este
procedimiento permitia comparar los valores ISQ obtenidos en cada momento
con el porcentaje de contacto hueso-implante. El andlisis estadistico de los
resultados demostrd, que tal y como se habia planteado en la hipétesis del
estudio, existia una correlacion estadistica positiva entre ambos parametros.

Sin embargo, abundan mucho mas los articulos cuyos resultados estan
de acuerdo con los obtenidos en este trabajo, concluyendo que no existe una
correlacién estadisticamente significativa entre los valores de estabilidad
implantaria 1ISQ y el porcentaje de contacto hueso-implante.?7-220

Por ejemplo, Schiliepake y cols.,?!” en el afio 2006, realizaron un estudio
in vivo colocando 80 implantes dentales en las mandibulas de 10 perros de raza
foxhound, con el objetivo de correlacionar los valores ISQ con los datos
histomorfométricos. 5 de los animales fueron sacrificados un mes después de la

colocacién de los implantes, mientras que los otros 5 lo fueron transcurridos 3
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meses. En ambos momentos, se tomaron mediciones del 1SQ y del BIC. Sin
embargo, los autores tuvieron que rechazar la hipotesis del trabajo, ya que no
encontraron una correlacion estadisticamente significativa entre ISQ y BIC.

Un afio después, Ito y cols.,?*® colocaron 24 implantes dentales en las
tibias de 4 minipigs, que posteriormente fueron sacrificados por grupos una
semana, dos semanas y cuatro semanas después de la intervencion. En el
momento de la eutanasia se tomaron mediciones de AFR, y se realizaron cortes
histolégicos para determinar el BIC de cada implante. Los resultaron
demostraron que no existia una correlacion estadisticamente significativa entre
ambos pardmetros en ninguno de los momentos de las mediciones.

Por su parte, Park y cols.,?* en el afio 2011, utilizando el mismo modelo
de experimentacion que en este trabajo, colocaron 16 implantes en las tibias de
4 conejos de Nueva Zelanda, aunque ellos realizaron el sacrificio de los animales
4 semanas después de la colocacion de los implantes. De la misma manera,
también tomaron mediciones de AFR en el momento de la cirugia y en el
sacrificio, y una vez realizados los cortes histologicos analizaron el porcentaje
de contacto hueso-implante. Al igual que el presente estudio, Park y cols.
concluyeron que no existia correlacion estadisticamente significativa entre ISQ y
BIC.

Por ltimo, el estudio de Manresa y cols.,??° también avala esta ausencia
de correlacion estadistica entre ISQ y BIC, con un estudio experimental realizado
en 6 perros Beagle. Para ello colocaron en sus mandibulas un total de 36
implantes, cuya estabilidad fueron monitorizando mediante la toma de
mediciones AFR en el momento de la colocacién, y tras 1, 2, 4, 6 y 8 semanas.
Los valores ISQ finales fueron comparados con los valores de BIC obtenidos tras
el sacrificio, sin embargo, al igual que en este estudio y en los mencionados
anteriormente, no se hallé una correlacion estadisticamente significativa.

En esencia, el analisis de frecuencia de resonancia es una medida fisica
basada en la frecuencia natural de vibracion de una estructura (en este caso el
implante dentro del hueso) y se relaciona con la rigidez del hueso marginal
periimplantario, correlacionacionandose de manera inversa con el
micromovimiento ante la aplicaciéon de carga.'?® Un mayor BIC no tiene por qué
expresar una mayor rigidez, ni una correcta orientacion de la matriz ésea en
funcién de la carga, siendo estos dos factores sin embargo criticos en los

resultados obtenidos por el RFA.83 Por el contrario, el BIC expresa la cantidad
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de hueso que se ha formado en contacto con la superficie del implante, lo que
es interpretado con asiduidad como un indicativo numérico del proceso de
osteointegracion. El hecho de que los porcentajes de BIC se vean aumentados
en los implantes del grupo test respecto a los implantes del grupo control, no
hace sino demostrar que el estimulo biomecanico recibido mediante la
deambulacion inmediata, ha provocado que se produzca una osteointegracion
mejor, 0 al menos, mas efectiva. Desde un punto de vista clinico, este
descubrimiento es de vital relevancia, ya que sugiere que aquellos implantes que
reciban carga durante el proceso de cicatrizacién, obtendran una mejor
osteointegracion que aquellos que permanezcan sumergidos siguiendo el

protocolo quirdrgico clasico de dos fases.

DE LA NEOFORMACION OSEA

Por otro lado, el analisis histomorfométrico también revela que el
porcentaje de matriz 6sea inmadura alrededor de los implantes del grupo A es
inferior al de los implantes del grupo B de manera estadisticamente significativa
(Grupo A 15,38% = 8,84, Grupo B 20,68% * 9,53, p<0.05). Este hallazgo se
encuentra en sintonia con el mayor porcentaje de BIC en los implantes
sometidos a carga, ya que se demuestra una mayor actividad celular en la
aposicion de matriz 0sea sobre la superficie del implante.

Esto concuerda con los resultados obtenidos por el grupo de estudio de
Romanos y cols.?#??! en sus estudios publicados en 2002 y 2003, utilizando
como modelo experimental monos y perros respectivamente. En el primero de
ellos, los resultados de hueso neoformado sobre la superficie de los implantes
fue de 76,95% (+11,35) en aquellos que habian recibido carga, mientras que
aqguellos que habian permanecido sumergidos solamente alcanzaron un 65,42%
(+19,88%) de neoformacién 6sea.?'* En el estudio de 2003, Romanos y cols.
colocaron un total de 48 implantes dentales en las mandibulas de 9 monos, y los
dividieron en 3 grupos: sin carga, carga inmediata, y carga diferida. El analisis
histomorfométrico revel6 que los Iimplantes que habia diferencias
estadisticamente significativas en el grado de mineralizacion del hueso
periimplantario, entre los implantes que habian recibido carga, y los que no.??*

Estos resultados también coinciden con los obtenidos por Moon y

cols.,?*3 en un estudio publicado en el afio 2008. En esta ocasion, los autores
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colocaron 5 implantes en la parte izquierda de la mandibula de 5 perros, y
mientras que algunos de los implantes se dejaron sumergidos, y, por lo tanto, sin
recibir ningun tipo de carga, otros fueron rehabilitados mediante protocolos de
carga inmediata o temprana. Tras el sacrificio de los animales y el
correspondiente estudio histolégico de las muestras, se comprobd que el
porcentaje de hueso neoformado habia sido significativamente superior en los
implantes con carga inmediata (73,47% % 12,82) y carga temprana (75.00% =+
11,25) que en los implantes que habian permanecido sumergidos (62,04% +
15,67).

DE LA DISPOSICION DEL HUESO PERIIMPLANTARIO

Finalmente, en el hueso sometido a carga, se observa una disposicién
mucho mas organizada de las fibras de colageno, lo que evidencia una
maduracidon 0sea mas rapida provocada por el estimulo biomecanico.

Este dato coincide con los resultados de los estudios que desarrollo el
grupo de Adriano Piatelli*>13% entre 2005 y 2009.

En el primer articulo, publicado por Traini y cols.3? en 2005, estudiaron
la orientacion de las fibras de colageno alrededor de implantes de titanio
colocados en humanos y sometidos a carga, tal y como se ha realizado en este
trabajo. Para llevar a cabo dicho estudio, los autores retiraron 20 implantes
osteointegrados, colocados en 10 pacientes 6 meses antes, y mediante el uso
de luz polarizada circular y con la ayuda de un microscopio electrénico de
barrido, estudiaron la birrefringencia del hueso, para comparar la orientacion que
presentaban las fibras de colageno en el hueso periimplantario y en el hueso
alveolar. Al igual que en este estudio, los resultados mostraron diferencias
estadisticamente significativas en la disposicién de dichas fibras de colageno.
Mientras que en el hueso alveolar predominaron las fibras longitudinales, en el
hueso periimplantario se observo un predominio claro de las fibras orientadas de
forma transversal al eje del implante, coincidiendo plenamente con las
observaciones de este trabajo. Ademas, se aprecié como las fibras transversales
estaban mas presentes debajo de las primeras espiras de los implantes, donde
la carga actia con vectores de compresion, mientras en las zonas mas alejadas
de los implantes, donde la carga actia como vector de traccion, predominaban

las fibras con orientacién longitudinal. Esto coincide con estudios previos
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realizados en especimenes femorales humanos, que han demostrado que las
fibras de colageno orientadas transversalmente son mas frecuentes en las areas

6seas que estan sometidas a compresion.137:138

Resultados similares obtuvieron Traini y cols.’*® en otro articulo
publicado ese mismo afio. En esta ocasion, los autores colocaron 10 implantes
en la mandibula edéntula de 10 pacientes, ademas de un implante adicional en
la parte distal de cada mandibula. A 5 pacientes se les aplicé un protocolo de
carga inmediata, colocandose el mismo dia de la cirugia una prétesis provisional
fija atornillada sobre todos los implantes, mientras que los implantes de los otros
5 pacientes de dejaron sumergidos sin cargar. 6 meses después, se retiraron
con una trefina los implantes adicionales, y se hicieron cortes para su analisis
histologico. A continuacién, mediante el uso de luz polarizada circular y con la
ayuda de un microscopio electrénico de barrido, estudiaron la birrefringencia del
hueso, para analizar la orientacion de las fibras de colageno, tanto en los
implantes que habian recibido carga, como en los que no. Los resultados
demostraron de forma estadisticamente significativa, que en los implantes que
habian recibido carga presentaban un predominio de fibras de colageno
transversales, mientras que en los implantes que habian permanecido sin carga
durante el proceso de osteointegracion, eran mucho mas abundantes las fibras

de colageno orientadas en sentido longitudinal al eje del implante.

Al afio siguiente, Neugebauer y cols.,*3 publicaron otro articulo
perteneciente a la misma linea de investigacion, en el que habian estudiado la
organizacion del hueso alrededor de implantes dentales con carga inmediata, en
comparacion con la de aquellos que no habian recibido carga. En esta ocasion,
el estudio fue realizado en un modelo animal, y para ello, colocaron un total de
85 implantes en la mandibula de 7 minipigs. Algunos de esos implantes fueron
sometidos a un protocolo de carga inmediata, mediante la confeccion de una
prétesis de resina que ferulizaba varios de los implantes, mientras que el resto
se dejaron sumergidos y sin carga, lo que permitia que ejercieran las funciones
de controles. 3 meses después, los animales fueron sacrificados, y todos los
implantes fueron retirados para la realizacion del estudio histolégico. La
histomorfometria se realizé utilizando un microscopio éptico con luz polarizada

transmitida, conectada a una camara de video de alta resolucién interconectada
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a un ordenador. Segun los resultados publicados en el estudio, los implantes
cargados inmediatamente mostraron un mayor grado de formacion y
remodelacion 6sea en comparacion con los implantes que habian permanecido
libres de carga. Al igual que en el estudio realizado en humanos y publicado un
afio antes, los implantes con carga inmediata también demostraron una mayor
prevalencia de fibras de coldgeno orientadas transversalmente en el hueso
periimplantario, a diferencia de los implantes sin carga, alrededor de los cuales

se observo una mayor cantidad de fibras orientadas en sentido longitudinal.

Por Ultimo, el trabajo de Traini y cols®. en 200, completa la tetralogia
de esta linea de investigacion. En esta ocasion, los autores colocaron 25
implantes en 5 minipgs. A cada uno de los ejemplares le colocaron 5 implantes
en un lado de la mandibula, de tal forma que, 4 de ellos fueron cargados de
manera inmediata con una restauracion fija, mientras que el implante restante se
dejé sumergido sin carga. 4 meses después, todos los implantes fueron retirados
con una trefina, y se analizo el hueso periimplantario mediante una luz circular
polarizada, y un micrscopio eléctronico de barrido. Los resultados demostraron
gue no habia diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
contacto hueso-implante entre los implantes que habian recibido carga y los que
no. Sin embargo, si que las hubo en la orientacion de las fibras de colageno
alrededor de los implantes, asi con en el grado de mineralizacion del hueso
periimplantario. Los implantes que habian seguido el protocolo de carga
inmediata, mostraron una mayor cantidad de fibras de colageno dispuestas con
una orientacion transversal, mientras el grado de mineralizacion del tejido 6seo
circundante también resulté ser significativamente superior. Los autores dejan la
puerta abierta a futuras investigaciones para analizar de una forma mas
exhaustiva la relacion entre la direccion de la carga recibida y la orientacion de

las fibras de colageno.
A destacar que en muchos de los implantes del grupo test de este

trabajo, se observan areas en las que se forman puentes 0seos desde la cortical

apical hacia el apice del implante (Figura.38).
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FIGURA 38. Cortes histoldgicos de 5 implantes del grupo test, en los que

pueden observarse estructuras 6seas que asemejan puentes de hueso neoformados

desde la cara interna de la cortical de la tibia hasta la superficie de los implantes.

Este fenédmeno ya fue descrito por Trindade y cols.??? y Wiskott y cols.%?
tras sus hallazgos casuales en otros estudios realizados en tibias de conejo.
Segun estos autores, desde un punto de vista biomecanico, dichas estructuras
con forma de puente, podrian no sélo representar una osteointegraciéon mejor y
mas rapida, sino también constituir un pilar adicional para la estabilizacion in situ
delimplante. Pero ademas, pese a que el analisis de la disposicion microscopica
de la matriz neoformada, tiene la limitacion de resultar exclusivamente
cualitativo, se constata una tendencia a la disposicion de las fibras de colageno
de manera perpendicular al implante en los test, lo cual tiene sentido desde el
punto de vista biomecéanico tomando en consideracion la posicidon practicamente
perpendicular al suelo de la tibia del conejo y a la vez a la disposicion
perpendicular de los implantes respecto al eje mayor de la tibia. Estos hallazgos
concuerdan con las histologias mostradas por Tian y cols.??®> en un estudio
reciente, sobre la respuesta mecano adaptativa del hueso alveolar a la
sobrecarga del implante durante un estudio experimental en rata. Este concepto
constituye la hipoétesis principal de este trabajo, y da origen a la “teoria del
arbotante 6seo”, que fue propuesta anteriormente por los autores en un estudio
clinico publicado con anterioridad;®> el proceso de osteointegracion de los

implantes dentales sometidos a carga inmediata puede basarse en la aposicion
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de un hueso orientado a la carga, como los arbotantes de una iglesia gética, en
vez de un hueso pobremente orientado tipo woven bone caracteristico de la

osteointegracion basada en una carga convencional.

RELEVANCIA CLINICA Y APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS

La principal repercusion clinica de estos hallazgos es que se abre la
puerta a un cambio en el paradigma de los tiempos de carga de los implantes
dentales, que consideraba como convencional el esperar a la consecucion de la
integracion y que tiene su origen en los protocolos establecidos por el profesor
Branemark, pero que probablemente respondian a la prudencia y no a la
biologia. Los resultados de este estudio sefialan suficientes ventajas a la
funcionalizacion inmediata, tanto desde el punto de vista de ganancia de BIC,
valores de estabilidad bioldgica superiores y en definitiva la posibilidad de una
alineacion de la respuesta elastica del hueso con la tensién aplicada.

Estos resultados sugieren, que los protocolos de carga inmediata no solo
aportan ventajas como la inmediatez, la reduccion de tiempos de tratamiento, o
la satisfaccion del paciente, si no que, desde el punto de vista de la biologia y la
fisiologia, también puede ser beneficiosos y positivos para la osteointegracion
del implante, asi como para lograr una transmision de carga mas favorable al
terreno de soporte.

Basandonos en los resultados de este proyecto de tesis doctoral, la
recomendacion clinica a la hora de realizar tratamientos con implantes dentales,
seria la de adoptar protocolos de carga inmediata siempre que se cumplieran los
requisitos necesarios para poder llevarlos a cabo con garantias, ya que sabemos
gue tanto el BIC como el ISQ y el hueso neoformado sobre los implantes van a

veser beneficiados.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Es indudable que existen limitaciones a la hora de inderir los resultados
de este estudio realizado en conejo al humano. En primer lugar, la fisiologia 6sea

del conejo, no es idéntica a la fisiologia 6sea del ser humano, si bien es cierto
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gue los mecanismos de la mecanotransduccién del hueso son semejantes para
todos los animales vertebrados.

Por otro lado, tal y como hemos mencionado anteriormente, el hueso
tibial, al tratarse de uno de los denominados huesos largos, difiere bastante en
su composicion macroscépica y microscépica del hueso maxilar humano, ya que
esta compuesto principalmente de hueso cortical, de alta densidad y bajas
celularidad y porosidad, rodeando un canal hueco donde se halla la médula
Osea. Sin embargo, los huesos maxilares humanos, aunque en diferente
proporcién si nos referimos al maxilar superior o a la mandibula, estan
compuestos por una capa exterior de hueso cortical que protege un contenido
interno de hueso trabecular. Estas diferencias en el modelo de experimentacion,
hacen que el comportamiento del hueso durante la osteointegracion del implante
no sea exactamente el mismo, por lo que existen ciertas limitaciones a la hora
de establecer similitudes en los patrones de neoformacion ésea durante la
aplicacion de carga sobre los implantes.

Por ultimo, probablemente la mayor limitacion del estudio la constituye
el método utilizado para la estimulacion biomecanica del hueso que rodea a los
implantes, ya que puede diferir sustancialmente sobre la biomecanica
masticatoria, tanto en magnitud como en direccion de las fuerzas, como
probablemente en el modo en el que se produce la transferencia de tension al
hueso marginal periimplantario. Pese a las diferencias, la carrera en la cinta de
correr puede ser descrita a nivel biomecanico como dinamica y basada en
sucesivas cargas de impacto, precisamente de la misma manera en la que
ciertos autores describen a la masticacion.’® Respecto al tiempo de aplicacion,
hasta 20 minutos diarios, se acerca al tiempo de aplicacion diario de las fuerzas
masticatorias, que algunos autores consideran de entre 20 - 30 minutos.'’* En
sintesis, el objetivo de este modelo de estudio fue el de producir un estimulo
biomecanico en todo el hueso que rodea los implantes, de la misma manera que
la masticacion lo induce sobre los huesos maxilares y los implantes que
contenga. Sin embargo, no escapa de la mente del autor de esta tesis, que un

modelo de masticacion puro, se acercaria mas a la realidad.
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PERSPECTIVAS DE FUTURO Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Después de los resultados obtenidos en este estudio de investigacion,
el reto que se presenta a continuacion es el de mostrar con una mayor evidencia
cientifica, las diferencias en los patrones de disposicion de las trabéculas éseas
alrededor de los implantes dentales en funcion del protocolo de carga llevado a
cabo. Las limitaciones del modelo experimental empleado en este estudio hacen
gue no se haya podido observar de manera fehaciente la disposicion de las
trabéculas 6seas, ya que la tibia de conejo es un hueso hueco, con abundante
componente cortical, pero carente de hueso trabecular, por lo que resulta
imposible observar trabéculas en la histologia. Por lo tanto, de cara al futuro,
seria interesante realizar mas estudios utilizando otro modelo experimental
diferente, tal vez el minipig, que nos permita colocar implantes dentales de uso
humano, en un hueso mandibular, con componente cortical y trabecular, y con
la posibilidad de incorporarle una protesis fija de carga inmediata.

Por otro lado, también tendria un considerable interés clinico evaluar el
efecto que tiene realizar la cirugia en una fase o en dos, en la estabilidad de los
implantes y en la disposicion de las trabéculas 6seas alrededor de ellos. Puesto
gue este estudio demuestra que la carga inmediata aumenta los valores ISQ y
el BIC de los implantes, cabe pensar que la colocacion de pilares de cicatrizacion
altos, podrian tener un efecto similar. Aunque los pilares de cicatrizacion no van
a estar en contacto con los dientes antagonistas, y, por lo tanto, no van a recibir
carga directa en forma de oclusion, es innegable, que recibiran estimulos
biomecanicos por los alimentos que se interpongan durante la masticacion, o por
la fuerza que la lengua pueda ejercer sobre los pilares cuando el paciente se los
toque. Por este motivo, se lanza la hipotesis de que la cirugia en una fase,
especialmente con pilares de cicatrizacion altos, también podria favorecer la
osteointegracion de los implantes, asi como la disposicién de las trabéculas
Oseas orientadas a una transmision favorable al terreno de soporte en funcion

de la carga.
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En concordancia con los resultados obtenidos y teniendo en cuenta las
limitaciones propias de ese tipo de estudios, se pueden formular las siguientes

conclusiones:

1. La aplicacion de carga funcional determina un estimulo biomecanico

gue influye positivamente sobre el proceso de osteointegracion de los implantes.

2. La estabilidad secundaria implantaria es mayor en los implantes
sometidos a carga funcional de deambulacion que en aquellos que no la han
realizado

3. La carga funcional de deambulacion favorece el crecimiento 6seo
vertical por encima de los implantes y la ratio del contacto hueso-implante

comparado a aquellos que no han experimentado esa carga

4. Se constata una mayor superficie de hueso neoformado sobre la
superficie del implante, con un mayor porcentaje de matriz 6sea madura a su
alrededor en aquellos implantes sometidos a carga funcional durante el periodo

de oseointegracion.

5. Las fibras de colageno y las trabéculas 0seas del tejido oseo muestran
una mejor disposicién y orientadas a una trasmision favorable al terreno de

soporte en funcion de la carga.

6. De acuerdo con los resultados obtenidos, las tres hipotesis planteadas
de: -El estimulo biomecénico, transmitido al terreno de soporte produce un
incremento de su estabilidad secundaria, en comparacién con aquellos que no
reciban dicho estimulo; - La puesta en funcion de los implantes por carga de
deambulacion desde el dia de su colocacién, acelera su proceso de
osteointegracion; y La aplicacién de carga funcional deambulatoria sobre el
hueso periimplantario provoca una reorganizacion del mismo, deben ser

admitidas.
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1. DIPLOMAS Y CERTIFICADOS DE CAPACITACION PARA LA
EXPERIMENTACION ANIMAL

IgAnimalaria
Formacidn v Sestién S.L

e
Diploma del Curso

Funcion de Cuidado de los Animales: Funcién A
Animalaria Formacién y Gestién, S.L. informa que

David Chavarri Prado
72751701X

Ha superado el curso de 34 horas de duracion para la obtencion de la
Funcion A de experimentacion animal, para todas las especies del
Anexo Il, celebrado de forma no presencial 15 de Enero al 12 de Marzo
de 2018 y que ha sido reconocido por la Direccion General de
Agricultura y Ganaderia de la Comunidad de Madrid con fecha 4 de
Abril de 2016 (Referencia 10/069861.9/16 de Fecha 08/04/2016).

Y para que conste se expide en Madrid a 12 de Marzo de 2018.

Los Directores del Curso

Dr. Jos¢ M* Orellana Muriana Dr. Ignacio Alvarez Gomez de Segura

Y/

|

De acuerdo con la Orden Ministerial ECC 566/2015 de 1 de Abril de 2015

CIF B84624535 Tel. 699921930
C/ Los Fresnos 14 animalaria@animalaria.org
28720 Bustarviejo (Madrid)
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Anlmalarla
- Formacion v Gealide 8.1
[ 4

Diploma del Curso

Funcion de Eutanasia de los Animales: Funcion B
Animalaria Formacién y Gestion, S.L. informa que

David Chavarri Prado
72751701

Ha superado el curso de 24 horas de duracion para la obtencion de la
Funcién B de experimentacién animal, para todas las especies del Anexo
I, celebrado de forma no presencial del 15 de Enero al 12 de Marzo de
2018 y que ha sido reconocido por la Direccion General de Agricultura y
Ganaderia de la Comunidad de Madrid con fecha 4 de Abril de 2016
(Referencia 10/069861.9/16 de Fecha 08/04/2016).

Y para que conste se expide en Madrid a 12 de Marzo de 2018,

Los Directores del Curso
Dr. José M* Orellana Muriana Dr. Ignacio Alvarez Gémez de Segura

4

De acuerdo con la Orden Ministerial ECC 566/2015 de 1 de Abril de 2015

CIF B84624535 Tel. 59921930
C/ Los Fresnos 14 animalaria@animalaria.org
28720 Bustarviejo (Madrid)
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L Animalaria

Formacion y Gestion S.L.

Diploma del Curso

Funcion de Realizacion de los Procedimientos: Funcion C

Animalaria Formacion y Gestion, S.L. informa que

David Chavarri Prado
72751701X

Ha superado el curso de 57 horas de duracion para la obtencion de la
Funcion C de experimentacion animal, para todas las especies del Anexo
Il, celebrado de forma no presencial del 15 de Enero al 12 de Marzo de
2018 y que ha sido reconocido por la Direccion General de Agricultura y
Ganaderia de la Comunidad de Madrid con fecha 4 de Abril de 2016
(Referencia 10/ 069861.9/ 16 de Fecha 08/ 04/ 2016).

Y para que conste se expide en Madrid a 12 de Marzo de 2018.

Los Directores del Curso

Dr. José M? Orellana Muriana Dr. Ignacio Alvarez Gomez de Segura

De acuerdo con la Orden Ministerial ECC 566/2015 de 1 de Abril de 2015

CIFB84624535 Tel. 699921930
C Los Fresnos 14 animalaria@animalaria.org

28720 Bustarviejo (Madrid)
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Animalaria

Formacion y Gestion S.L

Diplomadel Curso Puente
Funcion de Disefio de los Proyectos y Procedimientos
Funcion D

Dirigido al personal con la Funcion C

Animalaria Formacion y Gestion, S.L. informa que

David Chavarri Prado
72751701X

Ha superado el curso de 50 horas de duracion para la obtencion de la
Funcion D de experimentacion animal, para todas las especies del Anexo I,
celebrado de forma no presencial del 2 de Abril al 28 de Mayo de 2018 y
que ha sido reconocido por la Direccion General de Agricultura y
Ganaderia de la Comunidad de Madrid con fecha 4 de Abril de 2016
(Referencia 10/ 069861.9/ 16 de Fecha 08/ 04/ 2016).

Y para que conste se expide en Madrid a 28 de Mayo de 2018.

Los Directores del Curso

Dr. José M* Orellana Muriana Dr. Ignacio Alvarez Gémez de Segura

De acuerdo con la Orden Ministerial ECC 566/2015 de 1 de Abril de 2015

CIF B84624535 Tel. 699921930
C Los Fresnos 14 animalaria@animalaria.org
28720 Bustarviejo (Madrid)
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MEBENTT

Comunidad de Madrid
Certificado de reconocimiento de la capacitacion para manejar animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia. Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo

D./Dfia. DAVID CAHAVARRI PRADO, con DNUNIE 72751701X ha obtenido el reconccimiento
de la capacitacién para realzar las funciones de:

CUIDADO DE LOS ANIMALES
| REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS |

en los siguientes grupos de especies animales |

ROEDORES I

N° de certificado: CAP-1595-18

ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO

Direccién General de Agricultura, Ganaderia y Alimentacién. Consejeria de Medio
Ambiente y Ordenacion del Territorio. Comunidad de Madrid

El reconocimiento de la capacitacion para la realizacién de las funciones relacionadas en este
certificado surtirg efecto en todo el territorio nacienal,

Fecha, 11 de septiembre de 2018 ‘ Sello

EL DIRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA, GANADERIA Y ALIMENTACION
(P.D_F Resolucién de 15 de junio de 2018 )
EL SUBDIRECTOR GENERAL DE PRODUCCION AGROALIMENTARIA Y BIENESTAR ANIMAL.
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ML ARAY ¥
apMi K
N DEL TLRRITOR)

Comunidad de Madrid

Certificado de reconocimiento de la capacitacién para manejar animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines
clentificos, incluyendo la docencia. Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo

D /Dfa. DAVID CAHAVARRI PRADO, con DNUNIE 72761701X ha obtenido el reconecimiento
de la capacitacién para realizar las funciones de:

DISENO DE LOS PROYECTOS Y PROCEDIMIENTOS

en Ics siquientes grupos de especies animales: '

SIN LIMITACION DE ESPECIES

N° de certificado: CAP-1596-18

| ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO

‘ Direccién General de Agricultura, Ganaderia y Alimentacién. Consejeria de Medio
| Ambiente y Ordenacién del Territorio. Comunidad de Madrid

El reconccimeento de la capacitackin para la realizacion de las funcicnes relacionadas en esle
| certificada surtiré efecto en todo el temtorio nacional.

Fecha, 11 de septiembre de 2018 - Sello

EL DIRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA, GANADERIA Y ALIMENTACION |

{P.D.F Resolucion de 15 de junio de 2018 )
' EL SUBDIRECTOR GENERAL DE PRODUCCION AGROALIMENTARIA Y BIENESTAR ANIMAL.

Fdo: Jesus Ca Hervas

186



2. RESOLUCION DEL COMITE DE BIOETICA DEL PRINCIPADO DE
ASTURIAS PARA LA REALIZACION DE UN ESTUDIO PILOTO

GOBIERNO DEL PRINGPADO DE ASTURIAS

CONSERRIA DE DESARROLLO RURAL ¥ RECURSOS NA TURALES

RESOLUCION de 23 de abril de 2018, de la
Consejerfa de Desarrollo Rural y Recursos
Naturales, sobre autorizacién de proyectos
de Investigacidén que utilicen animales de

experimentacion.
PROAE 07/2018
Servicio de Sanidad y Produccidn Animal
UNIVERSIDAD DE OVIEDO
CIF: Q33180011
RESOLUCION
ANTECEDENTES DE HECHO

Primero.- Con fecha 21 de febrero de 2018, JOSE RAMON OBESO SUAREZ en
representacion del BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, presentd solicitud de
autorizacién para la utilzacion de animales en el siquiente proyecto de experimentacion
“"INFLUENCIA DE LA CARGA EN LA DISPOSICI DE LAS TRABECULAS OSEAS
ALREDEDOR DE IMPLANTES (ESTUDIO PILOTO)", constando como investigador principal
D. ANGEL ALVAREZ ARENAL y como investigador responsable de los procedimientos con
animales D. AGUSTIN BREA PASTOR.

Junto con [a solicitud, aporta la propuesta del proyecto, el resumen no técnico e informe del
comité ético y de evaluacién del proyecto por el 6rgano habilitado.

Segundo.- El lugar donde se desarrollard el proyecto se encuentra autorizado como
establecimiento usuario y estd inscrito en el Registro de Explotaciones Ganaderas con el
nimero ES330440003591.,

Tercero.- Con fecha 20 de febrero de 2018, el Comité de Etica del centro emite un informe
favorable, conforme al RD 53/2013 de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
bésicas aplicables para la proteccidn de los animales utilizados en experimentacién y otros fines
centificos, incluyendo la docendia.

Cuarto,- Con fecha 20 de febrero de 2018, el Comité Etico de Experimentzcion animal de
LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, érgano habilitado, emite informe de evaluacion favorable del
proyecto, indicando que el proyecto cuyos datos y evaluacidn se proporcionan han skdo
evaluados con un nivel de detalle apropiados y que la evaluacion ha consistido en verificar que
el proyecto cumple los requisitos especificados en el articulo 34 del RD 53/2013 de 1 de febrero

Y que, tanto el investigador responsable del proyecto como las personas encargadas de la
realizacion del mismo tienen capacitacién para elio.

Quinto.- Una vez revisada la solicitud y la documentacién presentada, la Jefa del Servicio de
Sanidad y Produccidn Animal elevd con fecha 20 de abril de 2018 una propuesta de
resolucidn de autorizacibn de proyectos de investigacién que utilicen animales de
experimentacion,

FUNDAMENTOS DE DERECHO
Primero.- El articulo 25 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen
las normas bésicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en experimentacion y
otros fines dlentificos, Incluyendo la docencia, dispone:

"2. Los procedimientos solo se podrdn realizar si estan incluidos dentro del marco de un
proyecto autorizado de acuerdo con la seccidén 22 de este capitulo.
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3. Los procedimientos deberan realizarse de forma que se evite a los animales cualquier dolor,
sufrimiento, angustia o dafio duradero que sean innecesarios.

4. Los procedimientos se realizaran en centros usuarios autorizados, salvo autorizacion del
drgano competente, previa justificacion cientifica de la necesidad o conveniencia de que se
realicen fuera de dichos centros.

5. Los procedimientos (nicamente podran ser realizados por personas capacitadas o
autorizadas de forma temporal en las condiciones establecidas en el articulo 15.3 bajp
supervisidn responsable”,

Asimismo, el articulo 31 del citado Real Decreto, situado en su seccion 23, regula la tipologia de
proyectos con arreglo a a sigulente dasificacién:

“1. Proyectos de tipo I: Aquellos proyectos en los que se den simultineamente las tres
circunstancias siguientes:

a) Implican exclusivamente procedimientos dlasificados como «sin recuperacion», «leves» o
«moderados»

b) No utilizan primates.
c) Se realizan para cumplir requisitos legales o reglamentarios, o con fines de produccion o
disgndstico por métodos establecidos.

Los proyectos tipo [ podrdn ser tramitados por un procedimiento simplificado y no ser
sometidos a evaluacion retrospectiva,

2. Proyectos de tipo II: Aquellos proyectos en los que se den simultdneamente las
drcunstancias siguientes:

a) Implican exclusivamente procedimientos dasificados como «sin recuperacions, «leves» o
«moderados».
b) No utilizan primates,

Los proyectos tipo II quedardn sujetos a2l procedimiento de autorizacién y podrdn no ser
sometidos a evaluacién retrospectiva.

3. Proyectos de tipo IlI: Los proyectos diferentes de los tipos 1 o II. Sin perjuicio de lss
autorizaciones adicionales a las que puedan estar condicionados determinados proyectos, todes
los proyectos tipo III quedaran sujetos al procedimiento de autorizacidn y serdn sometidos
posteriormente a una evaluacion retrospectiva”,

Segundo.- El proyecto para el que se solicita la autorizacién ha de ser considerado dentro del
tipo II, puesto que implica procedimientos clasificados como "moderados™ CIRUGIA PARA
COLOCACION DE IMPLANTE TIBIAL y EJERCICIO EN TAPIZ RODANTE, y no utiliza
primates.

El establecimiento donde se desarrollard tiene la correspondiente autorizacién.

Los informes emitidos al respecto son favorables, por lo que, cumpliendo con los requisitos
previstos, ha de procederse a su autorizacion y debera someterse a evaluacién retrospectiva
tras la finalizackén del proyecto prevista en noviembre de 2018.

RESUELVO

Primero.- Autorizar al BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, o

denominado: “INFLUENCIA DE LA CARGA EN LA DISPOSICION DE LAS TRA LAS
OSEAS ALREDEDOR DE IMPLANTES (ESTUDIO PILOTO)” en el que consta como
Investigador principal D. ANGEL ALVAREZ ARENAL y como Investigador responsable de los
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GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

CONSEIRIA DE DESARROLLO RURAL Y REQRSOS NATURALES

procedimientos con animales D. AGUSTIN BREA PASTOR.

Esta autorzacién tendrd una validez que se corresponderd con @ duracién prevista en su
memoria, con un méximo de cinco afos, siempre y cuando no se produzca una modificacion
relevante en dicho proyecto, en cuyo caso seria necesario efectuar una nueva solicitud de
autorizacién a la autoridad competente.

Segundo.- Asignar el codigo de autorizacién: PROAE 07/2018
Tercero.- Ordenar la notificacidn de la presente Resolucion al interesado.

Cuarto.- La presente resolucidn pone fin a la via administrativa y contra ella cabe interponer
recurso contencioso-administrativo ante la Sala de lo Contencloso-Administrativo del Tribunal
Superior de Justicla del Principado de Asturias en el plazo de dos meses, contados desde el dia
siguiente al de su notificacion, de acuerdo con lo estableddo en los articulos 10 y 46 de la Ley
29/1998, de 13 de julio, reguladora de la Jurisdiccion Contencioso-Administrativa, sin perjuicio
de la posibilidad de previa interposicidn del recurso potestativo de reposicion ante el mismo
organc que dictd el acto, en el plazo de un mes contado desde el dia siguiente al de su
notificacién, no pudiendo simukanearse ambos recursos, conforme a lo establecido en el
articulo 28 de la Ley del Principado de Asturlas 2/1995, de 13 de marzo, sobre Régimen Juridico
de la Administracion y en el articulo 123 de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento
Administrativo Comin de las Administraciones Plblicas. No obstante, los interesados podran
ejercitar, en su caso, cualquier otro recurso que estimen procedente.

CTCTOw
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3. RESOLUCION DEL COMITE DE BIOETICA DEL PRINCIPADO DE
ASTURIAS PARA LA REALIZACION DEL ESTUDIO COMPLETO

GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

CONSEJERIA DE DESARROLLO RURAL Y RECURSOS NATURALES

RESOLUCION de 2 de mayo de 2019, de la
Consejeria de Desarrolio Rural y Recursos
Naturales, sobre autorizacion de proyectos
de investigacion que utilicen animales de
experimentacion.

PROAE 18/2019

Servidio de Sanidad y Produccion Animal
UNIVERSIDAD DE OVIEDO

CIF: Q33180011

RESOLUCION

ANTECEDENTES DE HECHO

Primero.- Con fecha 12 de marzo de 2019, JOSE RAMON OBESO SUAREZ en
representacion del BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, presento solictud de
autorizacion para la utilizacién de animales en el lente proyecto de experimentacion
“INFLUENCIA DE LA CARGA EN LA DISPOSICION DE LAS TRABECULAS OSEAS
ALREDEDOR DE IMPLANTES (AMPLIACION DEL TAMANO MUESTRAL)", constando
como investigador principal D. ANGEL ALVAREZ ARENAL y como investigador responsable de
los procedimientos con animales D. DAVID CHAVARRI PRADO.

Junto con la solicitud, aporta la propuesta del proyecto, el resumen no téanico e informe del
comité ético y de evaluacion del proyecto por el érgano habilitado.

Segundo.- El lugar donde se desarrollard el proyecto se encuentra autorizado como
establecimiento usuario y estd inscrito en el Registro de Expiotaciones Ganaderas con el
numero ES330440003591.

Tercero.- Con fecha 12 de marzo de 2019, el Comité de Etica del centro emite un informe
favorable, conforme al RD 53/2013 de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccidn de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
dentificos, incluyendo la docencia.

Cuarto.- Con fecha 12 de marzo de 2019, el Comité Etico de Experimentacion animal de LA
UNIVERSIDAD DE OVIEDO, érgano habilitado, emite informe de evaluacién favorable del
proyecto, indicando que ei proyecto cuyos datos y evaluacion se proporcionan han sido
evaluados con un nivel de detalle apropiados y que a evaluacion ha consistido en verificar que
el proyecto cumple los requisitos especificados en el articulo 34 del RD 53/2013 de 1 de febrero
y que, tanto el investigador responsable del proyecto como las personas encargadas de la
realizacion del mismo tienen capacitacion para ello.

Quinto.- Una vez revisada la solicitud y la documentacion presentada, la Jefa del Servicio de
Sanidad y Produccidn Animal elevd con fecha 29 de abril de 2019 una propuesta de
resolucion de autorizacion de proyectos de investigacion que utilicen animales de
experimentacidn.

FUNDAMENTOS DE DERECHO
Primero.- El articulo 25 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen
las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y
otros fines dentificos, incluyendo la docencia, dispone:

"2. Los procedimientos solo se podrén realizar sl estdn Incluidos dentro del marco de un
proyecto autorizado de acuerdo con la seccién 22 de este capitulo.

190



3. Los procedimientos deberédn realizarse de forma que se evite a los animales cuzlquier dolor,
sufrimiento, angustia o daio duradero que sean Innecesarios.

4. Los procedimientos se realizardn en centros usuanos autorizados, salvo autorizacén del
drgano competente, previa justificacion cientifica de la necesidad o conveniencia de que se
realicen fuera de dichos centros.

5. Los procedimientos Unicamente podrdn ser realizados por personas capacitadas o
autorizadas de forma temporal en las condiciones establecidas en el articulo 15.3 bajo
supervision responsable”,

Asimismo, e articulo 31 del dtado Real Decreto, stuado en su seccdn 22, regula la tipologla de
proyecios con arreglo 2 la siguiente clasificacidn:

"1. Proyectos de tipo I: Aguellos proyectos en los que se den simultdneamente las tres
circunstancias siguientes:

a) Implican exclusivamente procedimientos clasificados como «sin recuperacine, «leves» o
«moderados»

b) No utilizan primates.

¢) Se realizan para cumplir requisitos legales o reglamentarios, o con fines de produccion o
diagnéstico por métodos establecidos.

Los proyectos tipo 1 podran ser tramitados por un procedimiento simplificado y no ser
sometidos a evaluacion retrospectiva,

2. Proyectos de tipo II: Aquellos proyectos en los que se den simultaneamente las
drcunstancias siguientes:

a) Implican exclusivamente procedimientos clasificados como «sin recuperacione, «leves» o
e«moderados»,
b) No utilizan primates.

Los proyectos tipo Il quedardn sujetos al procedimiento de autorizacion y podran no ser
sometidos a evaluacion retrospectiva.

3. Proyectos de tipo III: Los proyectos diferentes de los tipos 1 o II. Sin perjuicio de las
autorizaciones adicionales a las que puedan estar condicionados determinados proyectos, todos
los proyectos tipo III quedaran sujetos al procedimiento de autorizacion y seran sometidos
posteriormente a una evaluacion retrospectiva”.

Segundo.- El proyecto para el que se solicita la autorizacién ha de ser considerado dentro del
tipo 11, puesto que Implica procedimientos daslificados como “moderados”: CIRUGIA PARA
COLOCACION DE IMPLANTE TIBIAL y EJERCICIO EN TAPIZ RODANTE y no utilza
primates,

El establecimiento donde se desarrollara tiene la correspondiente autorizacion.

Los Informes emitidos al respecto son favorables, por o que, cumpliendo con oS requisitos
previstos, ha de procederse a su autorizacién y no debe someterse a evaluacién
retrospectiva.

RESUELVO

Primero.- Autorizar al BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, el

denominado: “INFLUENCIA DE LA CARGA EN LA DISPOSICION DE LAS ULAS
OSEAS ALREDEDOR DE IMPLANTES (AMPLIACION DEL TAMANO MUESTRAL)" en el
que consta como investigador principal D. ANGEL ALVAREZ ARENAL y como investigador

191



GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

CONSEJERIA DE DESARROLLO RURAL Y RECURSOS NATURALES

responsable de los procedimientos con animales D. DAVID CHAVARRI PRADO.

Esta autorizacién tendrd una validez que se comrespondera con la duracion prevista en su
memoria, con un Maximo de cinco anes, siempre y cuando no se produzca una modificacin
relevante en dicho proyects, en cuyo caso seria necesario efectuar una nueva solictud de
autorizacion a la autoridad competente.,

Segundo.- Asignar el codigo de autorizacién: PROAE 18/2019
Tercero.- Ordenar la notificacion de Ia presente Resolucion al interesado.

Cuarto.- La presente resolucion pone fin 2 la via administrativa y contra ella cabe interponer
recurso contencioso-administrativo ante [a Sala de lo Contencioso-Administrativo del Tribunal
Superior de Justica del Principado de Asturias en el plazo de dos meses, contados desde el dia
siguiente al de su notificacion, de acuerdo con lo establecido en los articulos 10 y 46 de la Ley
29/1998, de 13 de julio, reguladora de la Jurisdiccidn Contencloso-Administrativa, sin perjuicio
de la posiblidad de previa interposicidn del recurso potestativo de reposicidn ante el mismo
drgano que dicté el acto, en el plazo de un mes contado desde el dia siguiente al de su
notificacién, no pudiendo simulznearse ambos recursos, conforme a lo establecido en el
articulo 28 de la Ley del Principado de Asturias 2/1995, de 13 de marzo, sobre Régimen Juridico
de la Administracién y en el articulo 123 de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento
Administrativo Com(n de las Administraciones Publicas. No obstante, los interesados podrin
ejercitar, en su ¢aso, cualquier otro recurso que estimen procedente.

UA CRNRRIER)
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Abstract

Purpose: To assess the difference in the evolution of implant stability values, determined by res-
onance frequency analysis (RFA), between two groups of implants subjected to two different
loading protocols: immediate and delayed.

Materials and Methods: A retrospective clinical study was conducted, including a total of
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93 implants placed in 38 patients. All implants corresponded to one of two models of the Klock-
ner Implant System (Essential Cone and Vega) and were divided into two groups according to
the loading protocol adopted: delayed loading in group A (>10 weeks) and immediate loading in
group B (<48 hours). Implant stability was measured four times throughout the study period
with a Penguin RFA device: implant placement (T0), definitive loading (T1), 6 months after load-
ing (T2), and 12 months after loading (T3).

Results: Implant stability quotient (1ISQ) values showed a statistically significant increase in both
groups after loading. In group A, the greatest increase in stability occurred between T1 and T2,
whereas in group B, the greatest increase occurred between TO and T1, coinciding in both cases
with the period in which the implants were subjected to prosthetic loading.

Conclusions: The functional loading of implants increases their stability, as measured in ISQ
values by RFA. Increases in I1SQ values are greater during the months immediately following
loading, which shows that immediate or early loading protocols are not only possible but can
also be beneficial.

KEYWORDS

bone-implant interface, immediate loading, implant stability

1 | INTRODUCTION sclerostin, and nitric oxide) that can generate different anabolic or cat-

abolic responses by inhibiting or stimulating the function of other

Bone, as the supporting tissue of vertebrates, has adapted over mil-
lions of years of evolution to the weight determined by the gravita-
tional pull of the Earth and the function of movement allowed by
it. The classic studies of Galileo Galilei (Animalium Motibus) and W olff
have theorized about the influence of stress and strain in the form
and structure of bones.*

The mechanobiology of bones is closely related to the function of
a bone cell, the osteocyte, and its ability to communicate with other
bone cell lines by certain cytokines. In sum, the osteocyte is activated
by changes in the flow of canalicular fluid within which its cytoplasmic
processes are contained, in response to deformations of the extracel-
lular bone matrix resulting from loading. This activation promotes the
release of different mediators (prostaglandin E2, osteoprotegerin,

bone cells: osteoblasts and osteoclasts.?

In short, beyond homeostatic targets, bone remodeling is acti-
vated depending on loading, either by default or in response to excess
microdamage, fulfilling a double function: weight control, by eliminat-
ing areas of bone without loading stimulation, and repair of accumu-
lated damages, preventing stress fractures.®> Bone remodeling is a
coupled process of resorption and apposition characterized by the
role of bone multicellular units (osteoclastic resorption front, osteo-
blastic apposition front, and compartment containing blood vessels
and pericytes).*

The jaws are not unrelated to this behavior. The load supported
by the jaws results from chewing. Chewing forces, as a vector unit,
are described based on their magnitude and direction. Most authors

Clin Implant Dent Relat Res. 2018;1-8.
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argue that chewing mainly imposes vertical forces on teeth and gener-
ates horizontal forces due to the horizontal movement of the mandi-
ble and the inclination of tooth cusps.® In this sense, several authors
have experimentally studied the maximum bite force, having found
values between 200 and 2440 N for the axial component and 30 N
for the lateral component.®”

Dental implants and the crowns attached to them are an effective
and predictable method for functional and aesthetic restoration after
tooth loss. Several studies have shown that implants support forces of
direction and mostly magnitude equal to or even greater than those
supported by teeth.2? However, an identical biomechanical behavior
of tooth and implant should not be expected. The tooth has a precise
mechanoreception system with a passive detection threshold of 2 g
and an active one of 20 pm, compared to an implant with 100 g and
50 pm, respectively.’® Tooth mechanoreception is based, although
not exclusively, on the mechanoreceptors of the periodontal ligament,
which is a specialized connective tissue functioning as a true shock
absorber of the stress transferred by masticatory forces.** For its part,
the implant lacks a ligament, and its direct connection with bone is the
result of a process of osseointegration.

Osseointegration can be considered a type of direct or primary heal-
ing, in which a woven bone scaffold, closely associated with an expand-
ing vascular network, invades the granulation tissue derived from the
initial blood clot. For this reason, it has been considered that the process
shares many prerequisites with primary fracture healing, such as fitting
(anatomical reduction), primary stability (stable fixation), and adequate
loading during the healing period.** Indeed, several animal model studies
have determined that the lack of mechanical stabilization of the edges of
a bone fracture can lead to healing failure, characterized by the interposi-
tion of fibrous tissue, which is caused by the lack of stability affecting the
neovascularization process.*? Most likely, according to this reason, the
original Branemark protocol required that the implant should not be
loaded immediately after inserting the implant into the jaw, waiting until
the 6th month of integration. Although this time has been reduced until
the 8th week with surface modifications or even the 6th week with the
advent of osteoinductive surfaces, in practice, the same process con-
tinues to be observed in most rehabilitation.!> However, science has
shown that other procedures that do not respect this fact can also be
successful, such as immediate loading; that is, the one in which the
implant and implant-supported prosthesis are immediately placed in
function'* or even immediate loading of single units after extraction.*®
The theory that mechanical instability and inadequate loading affect
bone healing is not proven wrong by these studies, as they only show
that the process can be successful under more demanding mechanical
conditions, as long as they do not exceed the biological threshold. In
addition, although these procedures may seem riskier, they may hide a
benefit: conventional loading protocols, in which the prosthesis is placed
several months after implant placement when it is already osseointe-
grated, force bone to undergo subsequent remodeling, reorienting the
bone according to the load supported, based on inflammatory
processes.1®

This evolution of the osseointegration of an implant, beginning
with its insertion into the bone and given that its primary stabilization
is exclusively mechanical, moving through the secondary stabilization
experienced after the apposition of bone on its surface, can be

monitored in a noninvasive way by means of resonance frequency
analysis (RFA). The resonance frequency of a certain structure is an
intrinsic physical property that has a correlation with the elastic prop-
erties and the mass of that structure. There are different devices on
the market, among which the Penguin RFA (Integration Diagnostics
Sweden AB, Goteborg, Sweden) stands out. This device is based on
the placement of a transducer screwed to the implant connection,
which is stimulated by electromechanical loading. It takes advantage
of a physical principle that determines that when a structure is
mechanically stimulated with a force whose period of vibration
approaches its natural frequency, it will enter into vibration. The
device returns a value expressed as a quotient, in which the value
0 would be the maximum vibration and 100 the lowest possible'” and
which is called the implant stability quotient (ISQ). The I1SQ has been
demonstrated to be a valid clinical value to monitor the evolution of
implant stability, expressing the rigidity of the contact with peri-
implant bone® and having a direct linear correlation with implant
micromotion before functional loading.'? It can be explained that as
the process of integration of the implant takes place, bone apposition
on the titanium surface will change the contour of the implant and
thus its natural frequency of vibration. Not only that but also the his-
tological modifications (the shift from woven bone to lamellar bone—a
result of the adaptation to load) should also be taken as changes in
vibration and ultimately in 1ISQ values, on the basis that they will nec-
essarily determine modifications of the elastic response or even bone
mass around the implant.

The objectives of this retrospective clinical study are to assess
and compare changes in primary and secondary stabilization between
implants subjected to two types of loading, immediate and delayed,
using RFA.

This study also aims to examine the evolution of implant stability
in the study sample, using the same method of analysis, after pros-
thetic loading of the definitive crown, which is evidenced by a com-
puterized occlusal analysis.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study design and patient data

The study was designed as a retrospective clinical study, based on
data collected on the rehabilitated implants in a private dental clinic
(Reyes de Navarra, Vitoria-Gasteiz, Spain) during one full calendar
year (2016), always performed by the same operator (surgery and
rehabilitation). The follow-up period was 12 months after loading for
all cases. This is an observational, noninterventionist study, so it did

not require acceptance by any ethics committee.

2.2 | Inclusion criteria

e Medically healthy adult (American Society of Anesthesiologists
classification I-11)

e Age > 20 years old

e Good oral hygiene (full-mouth plaque score and full-mouth bleed-
ing score S < 25%).
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2.3 | Exclusion criteria

o Heavy smokers (>10 cigarettes per day)

o Rehabilitated implants with overdentures

e Immediate implants

e Implants with immediate provisionalization but with delayed
loading

e Implants placed with simultaneous guided bone regeneration

o Implants rehabilitated with a cemented prosthesis

e Patients who did not attend their follow-up appointments.

The reason for the exclusion of overdentures is that, in theory,
implants are only subjected to traction during denture removal, and it
is difficult to predict any significant loading during mastication.

The exclusion of immediate implants placed in postextraction
sites and implants placed with simultaneous bone regeneration
responds to the risk of introducing confounding factors in the evalua-
tion of the results, because the integration process is hardly compara-
ble in these procedures with regard to time, stabilization, and
histology to that of an implant placed in mature bone.

Likewise, implants rehabilitated with an immediate prosthesis but
without function, for example, single implants placed in the aesthetic
region, were also excluded because it is not very clear whether they
should be included in the delayed or immediate loading group. Imme-
diate provisionalization is done without leaving occlusal contacts in
maximum intercuspidation or excursion movements, although we are
unable to control other loading factors, such as food chewing, tongue
thrust, and labial pressure, we excluded these cases to eliminate these
confounding factors.

We also excluded implants rehabilitated by cemented prostheses,
because this retention method makes it difficult to remove the pros-
thesis to measure the I1SQ at 6 and 12 months.

Finally, heavy smokers were excluded, because tobacco can
negatively influence vascularization and bone remodeling around
the implant, and we also excluded patients who did not attend their
corresponding follow-up and maintenance appointments at 6 and
12 months.

FIGURE 1 Design of the two types of implants used in the study

WILEY-—2

During the period considered, a total of 153 implants were placed
in 70 patients. However, 60 implants corresponding to 32 patients
were removed based on the exclusion criteria of the study, leaving a
total of 93 implants placed in 38 patients. Regarding the implant
model used, 44 (47.3%) were Essential Cone implants and 49 (52.7%)
were Vega implants (Klockner Implant System, Madrid, Spain). All
patients provided their written consent to participate in this research.
The experiments were undertaken with the understanding and written
consent of each subject and according to the World Medical Associa-
tion Declaration of Helsinki.

2.4 | Test groups

Cases were divided according to the loading protocol adopted. Group
A included cases in which a delayed loading protocol was followed
(10 weeks), independently of having performed the surgery in one
phase (placing a healing plug) or in two phases (submerged). In
group B, cases rehabilitated with immediate functional loading after
implant placement (<48 hours) by provisional resin prosthesis splinting
of all implants were included.

The implants included in the study belong to the Klockner com-
pany (Klockner Implant System), although two different implant
models were used: Essential Cone, with a polished neck, and Vega,
without a polished neck, at bone level platform switching, both with
an internal connection (Figure 1). The implant model and its dimen-
sions were chosen according to the clinical demands of each case. All
implants included in the study were rehabilitated by means of a
screw-retained prosthesis, which facilitated their removal to measure
stability, taking advantage of the routine follow-up and maintenance
appointments of implants. All the prostheses were made of monolithic
zirconium or zirconium with a ceramic coating, and all were manufac-
tured using CAD-CAM technology in the same prosthetic laboratory
(Corus-Garbident, Vitoria-Gasteiz, Spain).

The crown occlusion was adjusted by means of 20-pm occlusion
paper (Occlusions paper; Bausch, Kéln, Germany), avoiding occlusal
prematurity and interference. The adjustment was subsequently
checked by a computerized occlusal analysis device Tscan (Tekscan
Inc, South Boston, Massachusetts), which was used to certify that
implant-supported crowns supported loading, according to a distribu-
tion conforming to the precepts of a mutually protected occlusion
(Figure 2).

2.5 | Data acquisition and follow-up

The stability of each implant was measured at the following four times

throughout the study:

e TO: Implant placement (mechanical stability)
e T1: Placement of the definitive prosthesis

e T2: 6 months after loading

e T3: 12 months after loading.

Implant stability was measured using a Penguin RFA device

(Integration Diagnostics Sweden AB). Measurements were always
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FIGURE 3  Clinical image of stability measurement using the Penguin
RFA device

taken by the same operator, with the same device and the same multi-

peg, and always in the vestibular-lingual direction (Figure 3).

2.6 | Data analysis

A statistical analysis of the data was performed using descriptive and
inferential statistical techniques. Continuous variables were expressed
as the mean values and SDs, whereas for categorical variables, the
number of cases and the relative percentages were used. The normal-
ity of the continuous variables was analyzed using the Shapiro-Wilk
test. Given its lack of normality, the comparison between categories
was made using the Mann-Whitney U test, which takes as a null
hypothesis the equality of medians between groups. Finally, the com-
parison between groups of categorical variables was performed by
means of Fisher exact test.

This study complies with all checklist items of the statement of
the STROBE Initiative (Strengthening the Reporting of Observational
studies in Epidemiology).

3 | RESULTS

First, no statistically significant differences were found with respect
to stability values and their evolution between the two different types
of implants under study when they belonged to the same loading pro-
tocol (P > 0.05); thus, they were analyzable only based on the proto-
col and not on implant type.

In group A (delayed loading), a total of 65 implants were placed in
32 patients, including 19 (59.4%) men and 13 (40.6%) women, with a
mean age of 56.74 years. In group B (immediate loading), 28 implants
were placed in 6 patients, 5 (83.3%) men and 1 (16.7%) woman, with a
mean age of 63.68 years. Although the Fisher exact test results did
not show any statistically significant differences in relation to the
number of men and women assigned to each group (P = 0.38), there
were significant differences in relation to the age of the individuals,
which was slightly higher in group B, as shown by the results of the t-
test (T = —2.53, P = 0.03).

The period of time from implant placement to the placement of
the definitive prosthesis (T1) was 12.72 + 2.34 weeks in the implants
of group A and 14.33 + 3.68 weeks in the implants of Group B.

Table 1 shows the ISQ values obtained at different study time
points for the implants of both groups. These results show how the
implants of group A (delayed loading) obtained a mean 1SQ value of
70.49 4+ 6.76 at TO and 73.68 + 4.825 at T1. However, ISQ values
continued to rise after the prosthetic rehabilitation, even more than
during the period of osseointegration, because 1SQ values of
77.54 + 4.217 were obtained at T2 and 80.05 + 4.17 at T3. The larg-
est increase in ISQ values occurred between T1 and T2.

However, group B implants obtained a mean I1SQ value of
74.68 + 4.406 at placement, which represents a 5.94% higher 1SQ
percentage than the mean of group A implants. At the time of place-
ment of the definitive prosthesis, these implants had a mean ISQ value
of 78.36 + 3.87. At 6 months,
80.61 + 3.966, and at 12 months it was 83.07 + 5.913. Unlike group

A implants, it should be noted that the greatest increase in ISQ values

the mean 1SQ value was

occurred between TO and T1 (Figure 4).

Given the lack of normality of the I1SQ variable at the four time
points analyzed, verified by means of the Shapiro-Wilk test (TO:
W =0.94; P=0.00017; T1: W =0.98; P=0.071; T2: W =0.97;
P =0.029; T3: W =0.94, P = 0.00059), the nonparametric Mann-
Whitney U test was applied to check whether there were statistically
significant differences between groups (immediate loading vs delayed
loading) in the median value of the ISQ variable (Table 2). The results,
summarized in Table 3, show the existence of statistically significant

differences for the four time points considered.

TABLE1 Mean and SD values of the ISQ values in the four time points considered

1SQ TO 1SQT1 1SQ T2 1SQ T3
N Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Delayed 65 70.49 6.760 71 73.68 4.825 73 77.54 4.217 77 80.05 4.17 80
Immediate 28 74.68 4.406 75.5 78.36 3.870 785 80.61 3.966 81.5 83.07 5913 83
All 93 71.75 6.419 73 75.09 5.025 75 78.46 4.358 78 80.96 4.930 81

Abbreviation: ISQ, implant stability quotient.
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FIGURE4 Box diagrams of 1SQ values for immediate and delayed loading implants in the four time points considered. This diagram shows the
time progression of the ISQ values, as well as the fact that immediate loading values are higher than delayed loading values

Finally, Table 3 shows the increase in the mean and percentage of
the ISQ value both in delayed loading and immediate implants. As
shown in this table, the greatest absolute increase for delayed loading
implants occurred between T1 and T2, whereas for immediate loading
implants, it occurred between TO and T1. Likewise, these time points

also correspond to the largest percentage increases.

4 | DISCUSSION
The results of our study show in a statistically significant way that implant
1SQ tends to increase after the application of masticatory functional loading
during the first year of function, which constitutes the follow-up of this
study. Furthermore, this can be explained as a mechanism of bone adapta-
tion to the strain resulting from the conversion of woven bone (primarily
bone apposition on titanium and poorly load-oriented) into biomechanically

more efficient lamellar bone, as some animal model studies have shown.°

TABLE2 Mann-Whitney U test applied to the ISQ variable at the
four time points considered

Mann-Whitney

Statistic (U) P-value
1SQ TO 2660 0.0009
1SQT1 2538.5 <0.0001
1SQ T2 2664.5 0.001
1SQ T3 2759 0.013

Abbreviation: ISQ, implant stability quotient.

The results obtained in our retrospective clinical trial coincide
with the results of other previously published studies, which, although
not sharing our objective, also measured implant stability by means of
RFA at prosthesis insertion, as well as after 6 and/or 12 months of
loading.

This is the case of the study by Sjéstrom and colleagues, who for
6 months monitored the stability of 212 Branemark implants placed in
regenerated bone, using 10 implants as a control in mature bone.
Implant stability in the study group was 61.5 + 9.0 I1SQ at placement
and 62.5 + 5.2 after 6 months of loading, whereas in the control
group, the initial stability was 58.5 + 4.7 1SQ and it was 63.0 & 5.6
after 6 months of loading, which implies an increase of 1.63% and
7.69% in the 1SQ, respectively, after the loading period.?* It should be
noted that the mean values of stability obtained in this study are sig-
nificantly lower than ours. This fact might be because in the Sjostrom
study, implants were placed in the edentulous maxilla, which, although
in the case of the controls did not require a regeneration technique,
suggests the presence of low-density bone, type IV according to the
classification of Lekholm and Zarb.?? In contrast, in our study, implants
placed in regenerated areas were excluded, whereas cases in the
lower jaw were included with type | and type Il bones. Several studies
have shown a directly proportional relationship between bone density

and primary stability,?%"2°

which justifies the values significantly lower
than those in our study. Another explanation may lie in the implants
used in both studies. Although Sjostrom and colleagues used a
parallel-walled implant (Branemark MKII), implants included in our

study present a more conical design (Klockner Essential Cone,

TABLE3 Mean and percentage increase in ISQ values between one time point and the next

Increase from O to 1

Increase from 1 to 2

Increase from 2 to 3

Mean Percent Mean
Delayed 3.19 453 3.86
Immediate 3.68 4.93 225

Abbreviation: ISQ, implant stability quotient.

Percent Mean Percent
5.24 251 3.24
2.87 246 3.05
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Klockner Vega; Klockner Implant System), which provides greater pri-
mary stability.2%2” Another variable possibly related to this difference
is the milling protocol followed,2® which can also influence stabiliza-
tion and, in our case, corresponded strictly to that recommended by
the manufacturer (Klockner Implant System) without over- or under-
milling of the implant bed in height or width. Nevertheless, it should
be noted that when stability increments implemented after 6 months
of loading were reviewed, we observed similar results in the control
group of Sjostrom and colleagues (7.69%) and in our conventional
loading group (5.30%), both groups being of comparable characteris-
tics due to protocol homogeneity.

Similar results can be observed in the clinical study of Degidi and
colleagues, in which the 6- and 12-month stability of 63 implants
placed with prior sinus elevation (group A) and 17 implants placed in
mature bone or postextraction alveoli (group B) was analyzed. The
mean 1SQ was 62.12 + 10.62 for group A and 61.41 + 10.14 for
group B at implant placement.?’ The mean I1SQ was 66.0 + 7.7 after
6 months of loading and 70.0 £+ 5.9 after 12 months of loading for
group A, and 61.5 + 10.5 after 6 months and 66.7 + 4.5 after
12 months for group B. This represents an increase in the 1SQ of
6.24% after the first 6 months of loading in group A and 0.15% in
group B, increasing these percentages after the 12-month period
(12.69% and 8.61%, respectively).° As in the study by Sjéstrom and
colleagues, mean primary stability was significantly lower than ours.
The reason could be that implants in the study group were placed in
the maxilla needing sinus elevation, which demonstrates lower density
and poor bone availability. On the other hand, in the control group,
although sinus elevation was not required, immediate implants placed
in postextraction alveoli were included,®* which hinders achieving
good primary stability. This also justifies that the SD of the results is
wide. However, the great difference with respect to our results is that
the authors find the greatest increases in 1SQ values between 6 and
12 months after loading, instead of the first 6 months. This difference
must be explained by the particular design of the study by Degidi and
colleagues, evaluating two groups but, in reality, three conditions:
mature bone, postextraction bone, and regenerated sinus. The last
two can hardly be compared with our sample when the postextraction
has a gap to regenerate and the sinus a xenograft whose substitution
rate is scarce. Both situations must strongly influence the biomechani-
cal behavior of peri-implant bone.

Finally, the study of Dottore and colleagues analyzed the stability
of 42 implants placed in an augmented posterior mandible after alveo-
lar osteotomy after 6 and 12 months of loading. The authors reported
I1SQ values of approximately 75 at placement, 76 after 6 months of
loading, and 75 after 12 months.>? These results are similar to those
obtained in our study; however, this article does not clearly express
its results regarding 1SQ variation, which makes it difficult to compare
them with those of our study.

A substantial difference between these three studies and ours is
the RFA instrument used to measure stability. Although these studies
used an Osstell ISQ device (Ostell, Gothenburg, Sweden), we use
Penguin RFA (Integration Diagnostics Sweden AB). However, the use
of a different instrument should not make a difference in the mea-
surement results, because both devices use the same standardized

measurement unit, the ISQ. In any case, even if the absolute values of

both devices could not be compared, the evolution of these values,
which is the key of our study, is comparable between systems.

Our study also has the particularity of assessing and comparing
the evolution of stability according to the loading protocol, for which
the most clinically significant results were obtained. In this sense, ini-
tial stability values were higher for the immediate loading group
(70.49 + 6.76 for group A and 74.68 + 4.41 for group B). This can be
explained if it is taken into account that, from a clinical point of view,
high 1SQ values are considered as a favorable prognostic factor for
this type of loading.®® In short, as the implants included in this study
belong to a private practice, an ISQ value greater than 60 has been
considered as a threshold to determine the indication of immediate or
no load, in those patients who demanded this type of procedure.®*In
addition, implant stability after 12 months of loading is also greater in
rehabilitated immediate loading implants than in delayed loading
implants. It is difficult to affirm whether that greater stability is
because group B implants started from higher values or due to the
effect produced by the biomechanical stimulation of the implant from
the first moment after its placement. What is clear is that this stimula-
tion exists from the beginning, if one takes into consideration that the
most striking difference between the two groups is that while in group
A the greatest increase occurs between T1 and T2 (ie, after prosthesis
placement), in group B the greatest increase occurs between TO and
T1, when the provisional prosthesis is placed under immediate load-
ing. This fact shows that implant loading exerts a positive action in
osseointegration, with increased biological stability, which is higher
than when implants are not subjected to loading. Based on these
results, we could say that immediate or early loading not only allows
the immediate rehabilitation of function and aesthetics, which results
in patient comfort and satisfaction, but is also possible and predict-
able. The results also show that in the delayed loading implant, bone
adaptation should be expected as soon as it is rehabilitated, and this
process will be mediated by inflammation. Indeed, the process of
remodeling that is activated will be mediated by the release of mesen-
chymal cells (PDGF and BMP) and certain substances that induce
inflammatory signals (TNF, COX2, and NO) and affect osteoclastic dif-
ferentiation (RANKL, OPG, and MCSF).1® The consequence will be an
adaptation of the mass and structure of the primary arrangement of
woven bone, giving rise to lamellar bone'! deposited on the threads
of the implant and oriented following the load lines, similar to the
design of a building buttress. The results support certain procedures,
such as the progressive loading protocol proposed by Misch, to reha-
bilitate implants placed in low-density bones and with low stability
values through the application of controlled loading and by progres-
sively increasing the magnitude of loading to cause a biomechanical
stimulation of peri-implant bone, resulting in greater bone apposition
and an increase in its biological stability.>®

This clinical study demonstrates the effect produced by occlusal
loading on the biological stability of implants analyzed by resonance
frequency. It should be considered that because resonance frequency
is a physical variable with biometric indications because it expresses
changes in the mass or elasticity of supporting bone (it is understood
that neither of them occurs in the implant), our results of increased
I1SQ values after loading must respond to bone-to-implant contact
(BIC) modifications or changes in the elastic response of the
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supporting bone, the latter as a phenomena of the adaptation to load
(modification in the percentage or disposition of the bone mineral
matrix). BIC modifications are inherent to osseointegration and should
not be discarded from the group of immediate loading implants. How-
ever, the modifications are difficult to defend as a cause for the
delayed loading group, in which, due to the mean waiting time
(12.72 + 2.34 weeks), the integration process should have been con-
sidered concluded. In any case, previous studies determined that the
1SQ expressed the rigidity of the BIC but not the BIC itself.3® Based
on this assumption, the theory of the elastic response modification
based on an efficient reorientation of bone trabeculae as an abutment
acquires weight. However, it must be admitted that this is precisely a
limitation of our study, which shows the difference in the contour
conditions of peri-implant bone due to loading and depending on its
timing, but because of its design, it is not capable to determine
whether this is due to one or another assumption (BIC or modification
of the elastic response). For this purpose, a histomorphometric analy-
sis would be necessary, either by histology or especially using micro-
CT, both in animal model tests due to ethical reasons.

The literature includes certain studies of this style with results
that indirectly support our theory. Lanyon conducted an experimental
study in sheep where they demonstrated that the principal trabecular
orientations coincided with the principal compressive and principal
tensile strain directions.®” Later, Hayes and Snyder conducted an
intensive study of the human patella, which concluded that its trabec-
ular orientations are highly correlated with principal stress directions,
as determined by finite element analysis.%® It is clear that studies of
this methodology, but with osseointegrated implants, are needed to
understand the real influence of the load on a biocompatible metal
alloy and are a task in development by the research group (Osteosite
Foundation by Synergia) to which the authors belong.

Finally, it is interesting to observe in our study that there are only
two implants in which stability values after 6 months are lower than
at prosthesis placement. If we analyze them in detail, we observe that
one of them (patient 5, group A) is an implant without an antagonist
tooth, so it does not participate in occlusion and has no masticatory
function, and therefore does not receive a biomechanical stimulus in
the form of a load. The other case (patient 11, group A) coincidentally
came to the 6-month follow-up visit with a loose retaining screw of
the prosthesis by loss of preload and mobility of the crown. On radio-
graphic examination, we observed an early marginal bone loss of
1-2 mm, which would also explain the decrease in the ISQ. After cor-
rectly cleaning the implant connection and the base of the crown, and
after tightening the screw again to 30 N, a recovery of the ISQ was
observed at 12 months, although without reaching the initial values.
Again, the explanation is probably that the lost bone level did not
recover, but a biomechanical adaptation of the remaining crestal bone

was achieved.

5 | CONCLUSIONS

Despite the aforementioned limitations of this study, the results

obtained allow us to infer the following conclusions:

WILEY-

e The functionalization of dental implants through the placement of
implant-supported fixed prostheses increases their stability, mea-
sured in 1SQ values by means of RFA.

e The increase in ISQ values is greater during the months immedi-
ately following loading. In cases of immediate loading, the great-
est increase occurs in the first weeks after implant placement
during the integration process, whereas in cases of delayed load-
ing, the greatest increase occurs once the implant is finished and
after prosthesis placement.

e This increase in stability may be because the biomechanical stimu-
lus exerted by occlusion provokes a disposition and distribution
of function-oriented peri-implant bone trabeculae, in such a way
that they favor efficient load transmission to the supporting bone
and facilitate stress dissipation.

e |t is demonstrated that immediate or early loadings are not
only possible but can also be beneficial to achieve a faster
increase in implant stability in order to promote bone apposition
on the surface of the implant oriented to the load from the
moment of its placement and thus avoiding subsequent remo-
deling processes that may be accompanied by unwanted inflam-
matory events.

e Histological studies are needed to demonstrate this theory and
explain the process of bone remodeling that occurs around the
implant when it is under load.
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The classic works of Wolff's Law (1892) and Frost's Mechanostat (1987) suggest that bone apposition and remodeling are physiological
processes that respond to the biomechanical demand that each bone receives. The hypothesis of this pilot study is that the same

happens during the osseointegration of dental implants, and the objective is to determine the influence of the biomechanical stimulus in
the disposition of the bone around dental implants, as well as in the implant stability measured by resonance frequency analysis.
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This study corroborates the results of the retrospective clinical study that we published a few months ago, which showed a greater increase in
implant stability when the implants are subjected to functional loading. Our theory is that when an implant is subjected to loading, the bone
trabeculae are rearranged and distributed oriented to the load, like the flying buttresses of a Gothic cathedral. (The Bone Buttress Theory)

With the limitation of such a small sample size, the conclusions of this pilot study are:

1. The biomechanical stimulus produces a greater biological stability of dental implants measured by RFA.

2. Implants placed in bone subjected to loading achieve a better osseointegration, in terms of BIC.

3. This may imply a paradigm shift in traditional implant rehabilitation protocols, since it demonstrates that immediate or early loading may be
beneficial from the point of view of osseointegration and bone disposition around implants.

4. It is necessary to increase the sample size to corroborate the results of this pilot study and be able to confirm the conclusions obtained in it.
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Abstract

Background: This study aimed to evaluate the effect of the implant design and the presence of cortical bone in the
primary stability, as well as analyze the differences between the stability measurements obtained by two different
resonance frequency analysis (RFA) devices.

Material and Mcthods: A total of 80 Klockner implants of two different models [40 Essential Cone implants (group
A) and 40 Vega implants (group B)] were used. The implants were placed in two polyurethane blocks that simulated
the mechanical properties of the maxillary bone. One block featured a layer of cortical bone that was absent from
the other block. The primary stability of all implants was measured by insertion torque and RFA using two different
devices: Penguin RFA and Osstell IDX.

Results: Primary stability was superior in the cortical bone in both torque and RFA. In the block containing cortical
bone, group A implants obtained a greater insertion torque than did group B. The insertion torque was lesser in the
bone lacking cortex. Regarding the ISQ of the implants, group A presented higher values in the block with cortical
bone, but the values were lower in the block without cortical bone. There were no significant differences between
the values obtained from the Osstell IDX and Penguin RFA.

Conclusions: The presence of cortical bone positively influences the primary stability of dental implants. The de-
sign of the implant also has a statistically significant influence on implant primary stability, although the impact de-
pends on whether there is coronal cerclage or not. There were no statistically significant differences in the implant
stability measurements obtained by two different devices.
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Introduction

Recently, implant stability has been defined as the ab-
sence of clinical mobility under a given load, and it is
considered one of the main requirements for the achie-
vement and maintenance of the osseointegration of a
dental implant (1,2). This stability can be influenced
by multiple factors, such as the density of the recipient
bone, the surgical technique or the design of the implant
itself (3). Regarding bone density, several authors have
shown that the presence of cortical bone increases the
primary stability of the implant, since it provides one or
several anchorages in a bone of a much greater density
compared to implants fixed only in the trabecular bone,
which is much less dense (4-10). However, it would be
appropriate to discuss which of the two cases would
produce the best osseointegration or the best biomecha-
nical behaviour in response to the load. This question
is derived from the better mechanical properties offered
by the cortical bone due to its higher mineral content
and higher density, but conversely, it shows much poo-
rer vascularity and significantly lower cellularity, which
could influence its secondary stability (11).

Secondary, or biological, stability is the result of the
physiological processes of bone apposition and remo-
delling on the surface of the implant, which leads to
osseointegration (12-15). It is a dynamic parameter that
can vary throughout the functional life of the implant,
unlike primary, or mechanical, stability, which is a sta-
tic parameter obtained in a single moment of time on
the day of its placement (3,16,17). Primary stability is a
purely mechanical concept that results from the friction
or resistance between the bone and the implant upon in-
sertion (18,19).

Over the years, different methods have been used for
the measurement of stability (15). These methods can
be classified as invasive and non-invasive. Invasive me-
thods include histology, which evaluates the bone-to-im-
plant contact percentage, and disinsertion torque (20).
Both methods require removal of the implant; therefore,
they present no clinical applicability. For clinical appli-
cations, non-invasive methods must be used, such as per-
cussion testing, which is unreliable and highly subjecti-
ve, since it depends on interpretation by each clinician of
the frequency of the sound emitted by the implant when
it is hit with the handle of a mirror (21). Therefore, Bri-
zuela et al. (22) proposed a method for the measurement
of implant stability based on an objective interpretation
of this frequency, but to date, this method has not yet
been developed for use in clinical practice. A different
non-invasive method for measuring implant stability is
the periotest. The periotest is an objective method deve-
loped by Schuttle in 1993, created to measure the mobi-
lity of teeth in periodontal disease. The method uses an
electronic device with a punch that pushes the tooth and
measures its lateral displacement, delivering objective
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stability values on a scale from -8 to +50 (23-25). Incon-
veniently, as this method was developed to measure too-
th mobility, it presents insufficient sensitivity to measure
micromotion in implants, since teeth, being surrounded
by the periodontal ligament, present significantly greater
mobility than do implants (26-28).

Another non-invasive method is measurement of the in-
sertion torque, which is widely referenced in the literatu-
re and currently very widespread clinically (13,29). The
torque is the resistance required to move the implant in
the bone forward in the apical direction. Although it has
been shown to maintain an inverse relationship with mi-
cromotion, statistically it is not linearly but exponentia-
1ly maintained. Thus, at low torque values, small increa-
ses in torque generate large reductions in micromotion,
while for high torque values, large increases in torque
barely reduce the degree of micromotion (18). Insertion
torque can only be measured once, at the time of implant
placement. Since it does not allow subsequent remeasu-
rement of the stability, it does not facilitate controlling
and monitoring the biological stability of the implant.
Thus, resonance frequency analysis (RFA) is currently
the only non-invasive method for objectively measuring
and monitoring implant stability (17). The method is ba-
sed on detection of the natural frequency of vibration
of the implant within the bone, which depends on the
rigidity of implant attachment and its mass, as can be
deduced from the following formula, where “f0” is the
natural frequency of vibration, “k” is the stiffness cons-
tant, and “m” is the mass, (Fig. 1).

0 1 [k
T 2nym
Fig. 1: Formula.

Therefore, the RFA device relies on the physical pheno-
menon of resonance to determine the natural frequency
of vibration of each implant and thus provide the clini-
cian an implant stability quotient value (ISQ) on a scale
of 0 to 100 (30).

Currently, there are several devices on the market that
use RFA as a method of measuring implant stability, such
as the Osstell IDX (Osstell, Gothembourg, Sweden) and
the Penguin RFA (Integration Diagnostics Sweden AB,
Gothenburg, Sweden) (31,32).

The objective of the present in vitro experimental study
was to determine the influence of the presence of cortical
bone and how the design of the implant impacts implant
stability, as well as to compare the results of the measu-
rements obtained using two different RFA devices.

Material and Methods

-Implant design

Eighty Klockner internal connection implants were used
(Klockner Implant System, Madrid, Spain), all with the
same diameter and length (4x10 mm), divided equally
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into two model implant models with very different de-
signs. Forty of the implants were used in the Essential
Cone® model (Group A), while the remaining 40 were
placed in the Vega® model (Group B). The main differen-
ce between these two implant models is that the Vega im-
plant is a “bone level” implant model with a surface treat-
ment across the entire model, while the Essential Cone
implant is of the “tissue level” type and features a neck of
1.5 mm of fully polished, machined surface, which must
be maintained in a suprabony position (Fig. 2).

Fig. 2: Shows the two
types of implants used
in the study: Klockner
Essential Cone and
Klockner Vega.

-Bone specimens

To simulate the supporting bone, two polyurethane
blocks (Sawbones®, Pacific research Laboratories Inc.,
Washington, USA) were used, with a density of 0.32 gr/
cm?, which reproduces the mechanical properties of the
human posterior maxilla (33,34). One of the blocks had
a 1-mm layer of a resin with a much higher density (1.64
gr/cm?®) on the top of its surface, simulating the presence
of cortical bone, while the other block consisted solely
of trabecular bone (Fig. 3).

-Drilling and implant insertion protocol

For implant placement, the milling protocol recommen-
ded by the manufacturer (Klockner Implant System, Ma-
drid, Spain) was followed. Despite two different implant
models being used, the same milling sequence was su-

Fig. 3: Shows one of the polyurethane blocks used in the study,
where the imitation of cortical and trabecular bone can be observed.
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ggested for both. This sequence involved passing a lan-
ceolate bit to mark the bed, followed by a pilot cut of 1.8
mm in diameter and another 2.8 mm cut for expansion.
From this point, the specific milling for the 4-mm-dia-
meter implants was based on passing a profile bit and
finishing the process with 3.6-mm-diameter mill work.
For this study, all 80 implant beds were prepared by the
same researcher performing the complete sequence.
-Stability measurements
For measurement of the implant stability, two different
methods were used. First, the insertion torque of each
implant was measured with a correctly calibrated digital
torque meter AMG 100N (Mecmesin, Barcelona, Spain).
Then, the stability of the implants were measured using
two RFA devices of different brands: Osstell IDX® and
Penguin RFA®. To compare the similarity of the mea-
surements from the two devices, 4 measurements were
conducted per implant. The add-on devices presented by
each brand were also used: Osstell + Smartpeg, Osstell +
Multipeg, Penguin + Multipeg and Penguin + Smartpeg.
Each measurement was conducted in the same orien-
tation, and both the Multipeg and the Smartpeg were
tightened by applying the force recommended by the
manufacturer (6-8 N) using a torque wrench with an ad
hoc screwdriver (Fig. 4). Since the Multipeg features ti-

4 -
Fig. 4: Shows the procedure of stability measurement with RFA us-
ing an Osstell IDX with Multipeg device (left) and using a Penguin
RFA device with Smartpeg (right).

tanium fabrication and can be used repeatedly as many
times as desired, it was used for the entire study. Howe-
ver, the Smartpeg is made of aluminium and has limited
use. Since the material of the device is softer than that of
the implant, the thread deteriorates and the measurement
of the ISQ loses reliability. The manufacturer recom-
mends a maximum of 10 uses per Smartpeg, but a study
published by Brizuela ef al. in 2015 guaranteed at least
20 uses; thus, for this work, 4 Smartpegs were used, one
for each study group (35).

-Statistical analysis

Statistical analysis of the data was carried out by appl-
ying descriptive and inferential statistic techniques.
For description of the continuous variables, means and
standard deviations were used. Normality was checked
using the Shapiro-Wilk test. Given the lack of normality,
comparison between categories was conducted through

207



J Clin Exp Dent. 2020;12(3):¢242-8.

the Kruskal-Wallis test, considering the equality of me-
dians between groups as a null hypothesis. Finally, the
strength of the relationships between variables was stu-
died using the Pearson correlation coefficient.

Results

The results of this in vitro experimental study revealed
that the primary stability of each implant was signifi-
cantly higher in the block that simulated the presence of
cortical bone than in that with only trabecular bone. The
insertion torque of the implants of group A was 33.52 +
6.29 Necm in the cortical bone and 12.38 + 2.20 N+cm
without cortical bone, while in group B, the torque was
20.47 + 3.74 Necm with cortical bone and 14.01 + 2.47
Necm without cortical bone. Through analysis with a
two-way ANOVA test, it was observed that both the type
of implant (p < 0.001) and the presence of cortical bone
(p <0.001), as well as the interaction of both variables,
were significant (p < 0.001).

Regarding the design of the implant, the torque results
showed statistically significant differences between both
groups when they were placed in the block with cortical
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bone (33.53 + 6.29 Necm vs 20.47 + 3.74 Necm) (p <
0.001) and when they were placed in bone without corti-
cal cerclage (12.38 £ 2.20 Necm vs 14.01 + 2.47 Necm)
(p=0.034).

Table 1 shows the insertion torque of group A implants
with and without cortical bone, while Table 2 shows the
same information for group B.

Regarding torque and RFA note that there was a strong
correlation between the ISQ values obtained using the
different devices (Osstell or Penguin) and the different
add-ons (Multipeg or Smartpeg), with all of these corre-
lations being above 0.95, while the correlation values of
the torque with the ISQ variables ranged between 0.81
and 0.87 (Table 3).

In addition, a strong influence of the presence or absen-
ce of cortical bone on the ISQ values was observed in
the implants of both group A and group B (Tables 1,2),
with statistically significant differences in each torque
and ISQ-analysed variable. For example, considering
the measurements obtained using Penguin with Multi-
peg, note that the ISQ in the cortical block was 77.07
+ 1.80 for the implants of group A and 64.80 + 4.40 for

Table 1: Group A (EC). Mean values and standard deviation, as well as comparison between groups, with and without cortical

bone.
Torque Penguin+ Penguin+ Osstell+ Osstell+
Multipeg Smartpeg Multipeg Smartpeg
With Cortical 33,52 (£6,29) | 77,10 (£1,80) 77,60 (£2,23) 75,30 (£1,53) 75,70 (+1,69)
Without cortical 12,38 (+£2,20) | 55,70 (£2,68) 53,90 (+2,59) 57,40 (£3,46) 56,20 (+2,42)
p-value <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Table 2: Group B (VEGA). Mean values and standard deviation, as well as comparison between groups, with and without corti-

cal bone.
Torque Penguin+ Penguint+ Osstell+ Osstell+
Multipeg Smartpeg Multipeg Smartpeg
With Cortical 20,47 (+£3,74) | 64,80 (+4,40) 67,85 (£5,19) 66,35 (+3,53) 68,20 (+3,87)
Without cortical 14,01 (+2,47) | 60,25 (+2,36) 62,05 (+3,24) 62,30 (£2,23) 63,95 (£2,72)
p-value <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Table 3: Correlation coefficients relating the variables TORQUE and ISQ with different devices and different abutments.

ISQ PENGUIN ISQ PENGUIN ISQ OSTELL

TORQUE +MULTIPEG +SMARTPEG +MULTIPEG
ISQ PENGUIN 0,862
+MULTIPEG
ISQ PENGUIN 0,834 0,962
+SMARTPEG
ISQ OSTELL 0,840 0,978 0,960
+MULTIPEG
ISQ OSTELL 0,819 0,951 0,990 0,955
+SMARTPEG
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the implants of group B, while in the block without cor-
tical bone, ISQ values of 55.70 + 2.68 for the implants
of group A and 60.25 + 2.36 for those of group B were
presented.

The average torque value of the implants of group A was
22.90 + 11.70, while that of group B was 17.24 + 4.53,
indicating statistically significant differences between
the groups (p < 0.006). In the case of ISQ, the results ob-
tained were compared with those from the two devices
and add-ons, without indication of statistically signifi-
cant differences between the groups (p = 0.696).

Discussion

To carry out this study, polyurethane blocks were used
to reliably reproduce the mechanical properties of the
human maxillary bone. Previous studies have demons-
trated that artificial bone blocks were useful to simulate
cortical and trabecular bone conditions in a controlled
manner. Multiple published articles have used this type
of study model (4,33,36-40). The advantage of this type
of block over the animal bone ex vivo model is the ho-
mogeneity of the samples in terms of macroscopic cha-
racteristics; therefore, using this type of in vitro model
guarantees that each implant is placed in an identical
bone model with the same density. The density and thic-
kness of the artificial bone material was chosen with
consideration of the human trabecular bone and combi-
ned cortical bone.

This study demonstrates the influence of cortical ancho-
rage on the primary stability of dental implants, expres-
sed both in insertion torque and in ISQ values, and the
results agree with those of several previously published
works. For example, in 2014, Kim e al. (4) placed den-
tal implants in polyurethane blocks, as performed in this
study. Likewise, they also measured implant stability by
both insertion torque and RFA. The results showed that
an increase in the thickness of the cortical bone portion
generated an increase of both stability parameters. These
findings also agree with those obtained by Miyamoto et
al. in 2005 (5) in a clinical study wherein the existen-
ce of a strong statistical correlation was demonstrated
between the cortical bone thickness and the ISQ values
obtained by RFA.

The results of this study also demonstrate significant in-
fluence of the implant design on the primary stability of
the implant. Upon using implants of the same diameter
and length placed following exactly the same milling
protocol, Essential Cone implants (Group A) obtai-
ned greater primary stability in the block with cortical
bone in terms of both insertion torque (32, 93 + 6.29 vs.
20.19 + 3.74) and ISQ values (77.07 + 1.80 vs. 64.65 +
4.39 using Penguin RFA + Multipeg). This difference
can be explained by the design of the cervical region
of the implant. With a wider coronal zone, implants can
provide greater resistance to advancement in an apical

€246

Measuring stability by two different devices

direction, requiring significantly higher torque values.
From a clinical approach, obtaining very high torque va-
lues (> 40 N/cm?) is not beneficial, since as demonstra-
ted by Brizuela et al. (18), these levels of torque reduce
micromotion, and therefore, the odds of success of the
osseointegration process are not increased. Excessive
torque can also cause strong compression of the coronal
cortical bone, which would result in the appearance of
microfractures in and subsequent resorption of the bony
trabeculae around the implant (41). In this study, the tor-
que obtained in group A implants with cortical bone was
high but did not reach a sufficient level to be considered
excessive.
However, when the primary stability data obtained in the
block without cortical bone was analysed, no statistica-
lly significant differences were observed in the insertion
torque achieved (12.38 + 2.20 vs. 14.01 + 2.47) due to
the greater elasticity of the trabecular bone compared to
the cortical bone; therefore, although the cervical region
of group A implants is wider and causes greater com-
pression, this did not translate into an increase in sta-
bility. Interestingly, there were statistically significant
differences in the primary stability measured by RFA,
but in this case, the results were in favour of group B im-
plants (55.70 = 2.68 vs. 60.25 £ 2.36). The macrodesign
of implant type B and the distance between turns favou-
ring primary stability explain this finding. Therefore, in
a clinical situation of maximum demand, such as in the
absence of cortical bone, group B implants show a bet-
ter response. However, in the presence of cortical bone,
which presents a greater Young’s modulus and, therefo-
re, less deformation capacity, implant type A, which has
a wider neck, causes greater compression in the cervical
region, thus achieving greater stability.
From a clinical approach, this finding is very significant,
since it shows that an implant design like that of group B
(Vega) provides high levels of primary stability as mea-
sured by RFA, which reduces the micromovement of the
implant and increases the odds of success of the osseoin-
tegration process. This objective is also reached without
increasing the insertion torque, which as explained abo-
ve, should optimally be maintained at a moderate level.
In the comparison of the stability measurements obtai-
ned using two different RFA devices, no statistically sig-
nificant differences between Penguin RFA and Osstell
IDX were observed in this study, even when the add-ons
screwed into the implant (Multipeg and Smartpeg) were
interchanged with each other for the measurements.
This information is very useful for the clinician, since
it demonstrates that both devices can be used indistinct-
ly, even including use of both add-ons, since the small
variations presented in the results of their measurements
were not statistically or clinically significant.
Recently, a clinical study was published by Becker ef al.
in which Osstell and Penguin devices were compared
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(32). The results of this study were in line with ours,
showing that both devices are perfectly valid for the
measurement of implant stability, both primary and se-
condary, with no significant differences between the ISQ
values obtained for each implant.

Conclusions

Based on the results obtained and despite the limitations
of using an experimental in vitro study, the following
conclusions were obtained:

1. The presence of cortical bone in the coronal zone
significantly influences the primary stability of dental
implants, as expressed in both insertion torque and ISQ
values.

2. The design of the implant also has a statistically signi-
ficant influence on implant primary stability, in terms of
both insertion torque and ISQ values, although the im-
pact depends on whether there is coronal cerclage or not.
3. A tissue-level implant design with widening in the
cervical region of the implant can significantly increase
the primary stability when placed in bone with cortical
cerclage compared to that achieved using a bone-level
implant design with a narrower cervical region.

4. The Vega implant obtains values of stability signifi-
cantly superior to those of Essential Cone implants when
both are placed in bone without cortex.

5. The use of two different RFA systems, such as Osstell
and Penguin, causes small variations in the ISQ values
but without statistical significance, demonstrating that it
is not clinically relevant to suggest the use of one system
over another.
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Simple Summary: The bone, as a vertebrate support tissue, is capable of adapting its structure
and function to the mechanical demands resulting from the loads that are produced during the
performance of its activity. This regulatory action also occurs during the healing processes of a
fracture. The purpose of this study was to determine to what extent a dynamic load was capable
of modulating the bone healing response around a titanium implant. The study was carried out on
experimental rabbits, to which dental implants were placed in the tibiae and there were two test
groups, one in which they did not undergo exercise during healing period and another that ran daily
during this process on a treadmill. The trail results showed an improvement in the osseointegration
process of the implant in the group in which it was subjected to load. The importance of these results
is that it opens the door to a better understanding of the mechanisms that can modulate bone healing,
especially around dental implants, supporting implant loading protocols that are based on efficiency.

Abstract: Objectives: To determine the effect of mechanical loading of bone on the stability and
histomorphometric variables of the osseointegration of dental implants using an experimental test in
an animal model. Materials and Methods: A total of 4 human implants were placed in both tibiae
of 10 New Zealand rabbits (n = 40). A 6-week osseointegration was considered, and the rabbits
were randomly assigned to two groups: Group A (Test group) included 5 rabbits that ran on a
treadmill for 20 min daily during the osseointegration period; Group B (Controls) included the
other 5 that were housed conventionally. The monitored variables were related to the primary and
secondary stability of the dental implants (implant stability quotient—ISQ), vertical bone growth,
bone to implant contact (BIC), area of regenerated bone and the percentage of immature matrix.
Results: The results of the study show a greater vertical bone growth (Group A 1.26 + 0.48 mm,
Group B 0.32 & 0.47 mm, p < 0.001), higher ISQ values (Group A 11.25 + 6.10 1SQ, 15.73%; Group B
5.80 £ 5.971SQ, 7.99%, p = 0.006) and a higher BIC (Group A 19.37%, Group B 23.60%, p = 0.0058) for
implants in the test group, with statistically significant differences. A higher percentage of immature
bone matrix was observed for implants in the control group (20.68 £ 9.53) than those in the test
group (15.38 £ 8.84) (p = 0.108). A larger area of regenerated bone was also observed for the test
implants (Group A 280.50 + 125.40 mm?, Group B 228.00 + 141.40 mm?), but it was not statistically
significant (p = 0.121). Conclusions: The mechanical loading of bone improves the stability and the
histomorphometric variables of the osseointegration of dental implants.

Keywords: implant stability; resonance frequency analysis; osseointegration; immediate loading; BIC
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1. Introduction

The osseointegration of dental implants has often been described as a model of primary
or direct healing of a bone fracture. Mechanical stability and a favourable biological
environment are essential for the success of both processes [1].

Mechanical stability refers to the fact that an excessive force at the fracture edges or
between the osteoid apposition line and the titanium surface during osseointegration of a
dental implant can lead to successive ruptures of the newformed capillaries and impair the
repair process mediated by fibrous tissue [2].

A study recently published by the same research group that conducted this study
showed that the use of integrated dental implants and those that were immediately loaded
after surgical placement through masticatory loading increased their stability [3]. These
results suggest that positive functional results can be expected during the integration of
implants. Several theoretical studies related to traumatology report that dynamic loading
during the bone healing process can increase the levels of mesenchymal stem cells (MSC) in
the endosteum, chondrogenic growth factors in the periosteum and cortical areas around
the callus of the fracture [4].

There is sufficient scientific evidence in the literature to support the success and
survival of immediately loaded dental implants, including single implants that do not have
the mechanical advantage of immobilisation and immediate implants in post-extraction
sites that have their lateral stability compromised by a gap between them and the post-
extraction alveolar socket [5-7].

However, successful osseointegration is not enough, since several studies have already
shown that bone formation can be stimulated when certain forces are applied to the implant
during integration. This leads to an increase in the bone-to-implant contact (BIC) ratio
or the amount of mineralised bone at the bone-to-implant interface [8-12]. Moreover,
immediate loading seems to increase alveolar bone neoformation on the surface of the
implants [12]. Although the underlying cellular or molecular mechanisms are still not clear,
some studies indicate that there is a dose-dependent relationship between the magnitude
of the applied force and the production and rearrangement of mineralised material and
bone tissue [13].

Finally, the healing process is complex and multifaceted. The biomechanical stimulus,
consisting of the application of a force to the bone, can increase the density, size and
interconnectivity of the bone trabeculae. Most importantly, it can significantly alter their
three-dimensional structure, and they can assume an arrangement that is functionally
oriented to the direction of the received load [14-16]. In this regard, Lanyon has already
demonstrated that the main orientation of the bone trabeculae coincides with the main
directions of the force, which could be traction or compression, to which the bone is
subjected [17,18]. Hayes and Snyder also demonstrated through a finite element analysis
that the orientation of the bone trabeculae is strongly correlated with the main directions
of the force that the bone receives [19]. Both studies support the theory of the alignment
of the bone trabeculae with the main directions of the force proposed by Wolff in the 19th
century [20,21]; the theory can be explained by the concept of mechanotransduction. The
osteocytes act as pressure sensors, and they sense the alterations in the load received by the
bone. Once the mechanical stimulus is sensed, the osteocytes transform this corresponding
signal into an intracellular biochemical response and transmit it to the osteoblasts and
osteoclasts. The osteoblasts and osteoclasts, in turn, produce or eliminate bone, respectively,
depending on the demand [22]. The transmission of this information involves a multitude
of autocrine and paracrine factors, but the information is transmitted through a dendritic
network that is similar to the neural network of the brain [23]. Since the trabecular bone
is an orthotropic material, the elastic energy applied to the material by an arbitrary force
minimises when it is aligned with the main direction of the applied force [24]. The load
acting during the early phase of osseointegration increases the production of transverse
collagen fibres and the mineral density. The studies by Traini et al. showed a greater
organisation of collagen fibres around loaded implants as well as a higher number of
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transverse fibres perpendicular to the implant axis [25-27]. This demonstrates that the
immediate loading protocol is beneficial; loaded implants have a better organisation of
the peri-implant bone than unloaded implants. The authors state that the quantity and
orientation of the collagen fibres surrounding the implant can serve as a reliable measure
of the quality of osseointegration [26,27].

In clinical practice, this can mean that immediate or early loading protocols in oral
implantology are not only feasible and predictable [10-12], but they can also be favourable
and beneficial for the arrangement and structuring of the bone around the implant depend-
ing on the load [9,13-16]. As a result, conventional loading protocols -in which the implant
is restored a few months after placement, once it is osseointegrated, can condemn the bone
to suffer a phenomenon of later bone remodelling, to redirect the bone in relation to the
received load relying on inflammatory proceses, that not always will be respectful with the
maintenance of the peri implant marginal bone [3].

However, there is currently insufficient scientific evidence on the effect of a biome-
chanical stimulus on the peri-implant bone during osseointegration. For this reason, the
general objective of our study was to determine the outcome of mechanical loading after
implant placement in an experimental animal model using histological and histomorpho-
metric variables. The specific objectives were to analyse the effect of mechanical loading
on the biological stability of implants, determine the effect of mechanical loading on the
histological characteristics of the newformed peri-implant bone and the bone-to-implant
contact ratio, and compare the patterns that emerge in the three-dimensional arrangement
of peri-implant bone tissue according to the established loading protocol.

2. Material & Methods

The experiment focused on a rabbit tibia study that involved implant placement to
compare the arrangement and characteristics of peri-implant bone tissue formed during
osseointegration in animals that had and had not received biomechanical stimuli.

2.1. Reporting of In Vivo Experiments

This study used the guidelines of “Animals in Research: Reporting In Vivo Experi-
ments” (ARRIVE) for reporting animal in vivo experiments to facilitate the reproducibility
and adequate communication of the findings [28].

2.2. Specimens

This study involved 10 mature male New Zealand Rabbits, with each weighing 3.5
4 kg. Ethical approval was obtained from the Ethics Committee for Animal Research of the
University of Oviedo PROAE with the authorisation code of 7/2018 on 23rd April 2018
(Oviedo, Asturias, Spain).

2.3. Adaptation Phase

Before the surgery, the 10 animals completed a two-week adaptation phase. This was
mainly aimed at adapting them to the treadmill on which the 5 test animals would run
during the osseointegration phase [29]. A treadmill (MC100, Fitfiu Fitness, Valls, Spain)
specially adapted for this purpose was used, and it was coupled by a metal cage open at
the top and the bottom to allow the rabbit to run without escaping. In the first week, the
rabbits remained on the turned-off treadmill without movement for 10 min a day. In the
second week, they remained on the moving treadmill for 10 min at the minimum speed
(10 m/s) to allow them to gradually adapt to the treadmill before surgery and reduce
post-operative stress.
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2.9. Sacrifice

The rabbits were sedated with dexmedetomidine (Dexdomitor; Ecuphar, Barcelona,
Spain) and diazepam (Valium, Roche Farma, Madrid, Spain) six weeks after the implant
placement. They were sacrificed by intravenous injection of sodium pentobarbital at
100 mg/kg.

Subsequently, a full-thickness flap was created in each tibia for implant exposure,
and photos were taken for the quantitative analysis of the vertical bone growth above the
implants. As bone growth was not homogeneous around each implant, two measurements
were taken: one at the point of minimum growth and another at the point of maximum
growth. Next, the healing caps were removed, and the implant stability was measured
again using Penguin RFA. Following this, the tibiae were cut, and the bone blocks were
obtained with the implants included for the histological study.

2.10. Histological Processing

The samples were dehydrated by immersion in ethanol and embedded, without
decalcification, in liquid methyl methacrylate for 15 days at 4 °C with agitation. Fol-
lowing this, they were kept at 32 °C for 6 days. Once polymerised, the samples were
sectioned using a low-speed microtome with a diamond disc (Isomet, Bueher® lake bluff,
Dusseldorf, Germany) parallel to the longitudinal axis of the titanium implant to obtain
central sections. These sections were stained using Stevenel’s Blue histological technique,
in which the mineralised bone was stained red. An optical microscope (Nikon Eclipse
90i, Nikon Corporation, Tokyo, Japan) was used for the histological assessment of the
obtained sections.

2.11. Histomorphometrical Analysis

The histomorphometric analysis was performed by an independent observer who
was unaware of the case/control assignment using MetaMorph Meta Imaging Series 6.1
(Molecular Devices, CA, USA). The following parameters were analysed:

- % BIC: percentage of bone-to-implant contact in the region of interest (ROI). The BIC
was analysed exclusively in the coronal area of the implant, specifically in the area
surrounding its neck. The apical anchorage zone was not included given that its
relationship with the implant was more heterogeneous, and, unlike the coronal area,
it was impossible to control during surgery.

- New bone formation (mm?): the amount of newformed bone on the surface of the
implant.

- % of immature bone matrix: the proportion of the area of newformed bone that is
immature, with disorganised collagen fibres.

2.12. Statistical Analysis

The continuous variables were described using the mean, standard deviation and the
number of cases. After confirming their lack of normality using the Anderson—Darling
test, the statistically significant differences between the group medians were determined
using the non-parametric Kruskal-Wallis test. Finally, the linear correlation between the
variables was measured using Pearson’s correlation coefficient.

3. Results
All the implant sites healed uneventfully, and all the implants were correctly osseoin-
tegrated, resulting in a 100% survival rate.

3.1. Vertical Bone Growth

Several implants showed vertical bone growth above the implant platform. How-
ever, this growth was uneven in both groups (Figure 3). The vertical bone growth was
1.26 & 0.48 mm in the test implants (n = 20) and 0.32 & 0.47 mm in the control implants
(n = 20); the difference was statistically significant (p < 0.001; Table 1).
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Table 1. Table of descriptive statistics (mean and SD) of the primary stability values measured by
insertion torque and RFA, as well as the secondary stability results and the increase in implant
stability quotient (ISQ) values during the 6 weeks of the experiment.

Measured Group A (Test) Group B (Control) Value
Parameter Mean (SD) Mean (SD) 4
Torque B
(N/cm) 27.00 (10.05) 23 (10.05) p=0.279
Primary stability
71.50 (3.09 72.53 (3.67, =0.262
o) (3.09) (367) p
Secondary stability
82.75 (4.91 78.33 (3.68 =0.008
(50 (91) (3.68) P
ISQ increase 11.5 (6.10) 5.80 (5.97) p =0.006

3.2. Implant Stability
Table 2 shows the primary stability values measured by insertion torque and RFA on

the day of implant placement and the secondary stability ISQ values measured on the day
of sacrifice after 6 weeks.

Table 2. Table of descriptive statistics (mean and SD) and statistical significance of the differences
between the vertical bone growths (mm), percentages of the bone to implant contact (%), areas of
regenerated bone (mm?) and immature bone matrix (%) of the groups.

Measured Group A (Test) Group B (Control) Value
Parameter Mean (SD) Mean (SD) P
Vertical bone growth 1.26 (0.47) 0.32 (0.46) p <001
(mm)
Bone to implant 25.14 (5.24) 18.87 (4.45) <0.01
contact (%) ’ ’ ' ' p=o
Areas of regenerated 280.50 (125.40) 228.00 (141.40) -0.121
bone (%) ’ ’ ’ ’ p==
Immature bone 15.38 (8.84) 20.68 (9.53) p <0.01

matrix (%)

There were no statistically significant differences between the primary stability values
of both groups based on the insertion torque (group A 27.00 + 10.13 N/cm; group B
23.0 £ 10.05 N/cm; p = 0.279) or the ISQ values (group A 71.50 + 3.09 ISQ; group B
72.53 £ 3.67 ISQ; p = 0.262). Moreover, there was no statistically significant correlation
between the insertion torque values and the initial ISQ values (Pearson’s Coefficient = 0.00).
There was a statistically significant increase in the stability of the implants in both the test
and control groups during the osseointegration; the ISQ values of all the implants were
higher at the time of sacrifice than at the time of placement (group A 82.75 + 4.91 ISQ;
group B 78.33 & 3.68 ISQ; p = 0.008). However, this increase was statistically significantly
higher in the test implant group than in the control implant group (Group A 11.25 + 6.10
ISQ, 15.73%; Group B 5.80 = 5.97 ISQ, 7.99%; p = 0.006).

3.3. Bone to Implant Contact
As shown in Table 2, the mean BIC values were higher in group A (25.14 & 5.24%)
than in group B (18.87 £ 4.45%), and the differences were statistically significant (p < 0.01).
On the other hand, the statistical analysis demonstrated that there is a direct correlation
between the final ISQ and the BIC values, although without a strong association (Pearson’s
Coefficient = 0.528)
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of the microgrooves (Figure 5C). In the controls, the fibres were arranged parallel to the
implant (Figure 5D) and the newformed bone showed changes in the matrix deposits.
These deposits were more disorganised, and they had darker aggregates that ended on the
bone surface with a trabecular arrangement involving more vascular cavities of smaller
size. The osteocytes were also surrounded by more immature spaces.

Figure 5. Optical microscopy (10x) image of the control (A) and the test (B). The black arrows point the parallel orientation
of the matrix with respect to the implant in the control group (C) and the perpendicular orientation in the test group (D).

4. Discussion

The present study investigated the histological and histomorphometric findings of
the bone around dental implants placed in rabbit tibiae and subjected to mechanical
loading, as well as their biological stability during osseointegration. Rabbits were used
for the experimental models since there was extensive literature on them, the authors
had experience handling them and they are the smallest experimental animals that allow
the placement of human dental implants. According to Sedlin and co-workers, humans
and other mammals present similar biological responses to biomechanical stimuli, and
the rabbit cortical bone remodels three times faster than that of humans. Therefore, the
experimental period of 6 weeks used in this study would correspond to a period of 18 weeks
in the human body [30].

It should be noted that the methodology of the study, involving the use of a treadmill
to expose the animals to daily physical exercise, has been described in previously published
studies [29,31-33]. It should be recognised that the loading model of this experimental
setting may differ on the masticatory biomechanics, both in magnitude and the direction
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of forces and the mechanisms of transfer of the force to the peri-implant marginal bone.
Despite the differences, the run on the treadmill of the test group can be biomechanically
described as dynamic and based on successive impact loads, in the same way some authors
describe mastication [34]. The loading time of up to 20 min per day was similar to the daily
load time of the masticatory forces, which some authors consider to be 20-30 min [35].
In summary, the objective for the model of this study was to produce a biomechanical
stimulus to be exerted on the bone surrounding the implants, similar to that induced by
mastication and exerted on the maxillary bones and the implants they contain.

The loading model used in this study differs from others in which static loading
was used. [36,37]. This is relevant since some studies have shown that the formation of
peri-implant bone is only influenced by dynamic loads and not static loads [38,39].

Furthermore, a 2014 study by JingYun et al. demonstrated that the implant did not
respond to a design identical to that of humans, but it incorporated the loading device and
created a direct exit for the implant through the apical cortex, in addition to a bicortical
anchorage. This placement of the implant can substantially modify the load transfer
between the implant and the bone [37].

On the other hand, the study by Duyck et al. placed 40 implants in the tibiae of
8 rabbits [40]. In some of these implants, the authors applied dynamic load cycles via a
transverse force of 14.7 N at a frequency of 1 Hz for 2 weeks. They applied 90 load cycles
per day in the first week and 270 cycles per day in the second week. However, it seems
clear that the direction of the applied load, which was completely perpendicular to the
implant axis, is not related to the direction of the occlusal forces that transmit the load
on the implants during mastication. This is an important problem as the compression
forces are anabolic, whereas the torsional and shear deformations have no effect [41] or are
negatively correlated with bone growth toward porous structures [42].

Furthermore, the number of load cycles per day does not correspond to the number of
masticatory cycles of an average patient [43-45]. Therefore, the 2 weeks of study could be
insufficient for complete osseointegration as it would be equivalent to 6 weeks in humans.
These reasons may explain why, unlike the results of our study, the authors found no
significant differences between the loaded test groups and unloaded control groups.

Finally, in other studies, the authors applied a dynamic load on the implants for a
period of 3 weeks, but only twice a week. This does not correctly reproduce the load times
for which the implants are exposed during mastication. As reported by Duyck, this can
fall below the stimulation threshold. Furthermore, these load cycles were applied after the
osseointegration, which mimics a delayed loading protocol and not an immediate loading
as applied in our study [46-48].

The first finding of this study, following the analysis of the results, was the confirma-
tion of a greater bone overgrowth for the implants that had received biomechanical stimuli.
This overgrowth was caused by the detachment of the periosteum and its subsequent
replacement over the healing caps; it helped to maintain the created subperiosteal space
and allowed it to be filled with a blood clot, which is similar to the “Tent Pole” bone regen-
eration technique [49]. However, there were statistically significant differences between the
amounts of bone overgrowth in the two groups, which indicates that the biomechanical
stimuli caused greater bone remodelling with intense osteoblastic activity in the implants
of the test group. This resulted in the formation of a greater volume of bone. These results
support Pauwels’ theory, which in 1965 argued that bone is capable of adjustments to
increasing or decreasing mechanical stimuli by adapting the volumetric dimensions of
its architecture [13]. Our results are similar to those of the study by Wiskott et al. that
used a similar model but applied direct and dynamic load cycles on the implants after
osseointegration [13]. This study has similar limitations to those previously mentioned for
the study by Duyck et al., namely the transversal application of force and the insufficient
number of cycles. However, the authors observed that there was a statistically significant
increase in the cortical bone volume in the inter-implant region following the application
of the load. According to the authors, the response of the cortical bone to the applied stress
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consisted of the rearrangement of its structure and an increase in its mass [13]. On the other
hand, Liu et al. placed 107 implants in 45 patients and observed a statistically significant
bone gain 12, 24 and 36 months after loading [50].

The results of the present study also show a statistically significant increase in ISQ
implant stability values, which were measured by resonance frequency analysis during
osseointegration.

However, this increase was higher in the implants of the test group, which demon-
strates the effect of biomechanical stimuli on the biological stability of the dental implants.
The results are consistent with those obtained by our research group in a previously pub-
lished retrospective clinical study [3]. That study showed that implant loading promotes
implant stability measured by RFA. With a total sample size of 93, the measurement of the
stability of rehabilitated implants with immediate loading (n = 28) and delayed loading
(n = 65) showed a significantly higher increase in ISQ values the former than in the latter.
Moreover, it was also observed that the greatest increase in stability occurred during the
osseointegration (first weeks) in the immediate loading group and after prosthetic reha-
bilitation in the delayed loading group (after 12 weeks). Similar results were obtained by
Akoglan et al. in a prospective clinical study involving 39 single implants in the poste-
rior maxilla of 39 patients [51]. In this study, the implants rehabilitated by immediate or
early loading protocols had significantly higher ISQ values during osseointegration than
the delayed loading implants, in addition to the higher bone density in the peri-implant
area. Other published studies also measured implant stability using RFA at prosthesis
insertion as well as after 6 and/or 12 months of loading, although they did not share our
objective, [52,53]. The results of these studies also show that implant stability increases
after functional loading.

Regarding histomorphometry, our results showed that the biomechanical stimulation
of the peri-implant bone significantly increased the percentage of contact between the
bone and the implant in the test group (p < 0.01). This had already been extensively
demonstrated in previous studies carried out in animal models, and it can be understood
as osseointegration improvement under loading [9,11,12,54]. However, it should be noted
that other authors did not find statistically significant differences between the loaded and
unloaded implants [10,27,55].

A study by Lifares et al. placed 24 implants in the mandible of 8 minipigs to compare
the histological differences between a group of rehabilitated implants with immediate
loading and another group rehabilitated with delayed loading. The results indicated the
absence of statistically significant differences between the BICs of both groups. Unlike
in our study, all implants were loaded (immediate or delayed), and it is not possible to
determine whether a hypothetical unloaded control group would have obtained lower BIC
values [56].

In this study, the effect of applying loading on hard tissue formation around the
implants was evident, and there were significant differences between the amounts of
newformed bone on the implant surface (group A 280.50 + 125.40; group B 228.00 + 141.40;
p < 0.05). This shows that the biomechanical stimulation of the peri-implant bone has a
positive effect on the osseointegration process, since it activates the cellular and molecular
mechanisms implicated in bone remodelling. This finding is consistent with data obtained
in other histomorphometric studies carried out in different animal models [36,37].

Although the results show statistically significant higher ISQ and BIC values for
the implants in the control group, a significant correlation between both values after
osseointegration was not found. This is a controversial issue, but our results agree with
those of previous studies carried out in animal models to elucidate this question [57-60].
In its essence, resonance frequency analysis is based on the natural frequency of vibration
of a structure (in this case, the implant within the bone), and it is related to the stiffness
of the peri-implant marginal bone, inversely correlating with the micromovement during
loading [61]. A higher BIC does not necessarily represent greater rigidity or a correct
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5. Conclusions

The results of this animal study demonstrate that functional loading provides biome-
chanical stimuli that influence the osseointegration of implants at various levels:

Greater secondary stability of loaded implants.

Greater bone growth and greater bone-to-implant contact ratio.

Greater surface area of the newformed bone on the implant surface, with a higher
percentage of mature bone matrix around it.

Better arrangement of collagen fibres and bone trabeculae for a favourable load
dissipation on the supporting surface.
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. Comment on the study limitations including any potential sources of bias, any
limitations of the animal model, and the imprecision associated with the results’.

o

-~

. Describe any implications of your experimental methods or findings for the
replacement, refinement or reduction (the 3Rs) of the use of animals in research.

Comment on whether, and how, the findings of this study are likely to translate to other
species or systems, including any relevance to human biology.

List all funding sources (including grant number) and the role of the funder(s) in the
study.
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The guidelines are intended to:

= Improve reporting of research using animals.

= Guide authors as to the essential information to
include in a manuscript, and not be absolutely
prescriptive.

= Be flexible to accommodate reporting a wide
range of research areas and experimental
protocols.

= Promote reproducible, transparent, accurate,
comprehensive, concise, logically ordered, well
written manuscripts.

= Improve the communication of the research
findings to the broader scientific community.

The guidelines are NOT intended to:

= Promote uniformity, stifle creativity, or encourage
authors to adhere rigidly to all items in the
checklist. Some of the items may not apply to all
studies, and some items can be presented as
tables/figure legends or flow diagrams (e.g. the
numbers of animals treated, assessed and
analysed).

= Be a quide for study design and conduct.
However, some items on the checklist, such as
randomisation, blinding and using comparator
groups, may be useful when planning
experiments as their use will reduce the risk of
bias and increase the robustness of the research.

What kind of research areas do the guidelines
apply to?
= The guidelines will be most appropriate for

comparative studies, where two or more groups
of experimental animals are being compared;
often one or more of the groups may be
considered as a control. They apply also to studies
comparing different drug doses, or, for example,
where a single animal is used as its own control
(within-subject experiment).

= Most of the recommendations also apply to
studies that do not have a control group.

= The guidelines are suitable for any area of
bioscience research where laboratory animals are
used.
Who are the guidelines aimed at?
= Novice and experienced authors
= Journal editors
= Peerreviewers

= Funding bodies

How might these guidelines be used?

The quidelines provide a checklist for those preparing or
reviewing a manuscript intended for publication.
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