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UN PASO MAS EN LA OSEOINTEGRACION

INTRODUCCION

Las terapias regenerativas con implantes son actualmen-
te técnicas ampliamente utilizadas para intentar revertir
las situaciones de pérdida de funcionalidad o ausencia de
hueso. Debido a la conveniencia de acortar los tiempos de
tratamiento y de acometer reconstrucciones cada vez mas
complejas, tanto el disefo de los implantes como las técni-
cas quirurgicas estan siendo objeto de una evolucion cons-
tante.

La integracion 6sea se produce cuando existe una unién
directa, duradera y funcional entre el hueso y la superficie
del implante (1). De ahi la importancia del diseno superfi-
cial de los implantes. Las modificaciones de sus propieda-
des fisicas, quimicas y bioldgicas han sido objeto de nume-
rosas publicaciones y un trabajo reciente de nuestro grupo
de investigacion ha permitido contribuir con una sintesis ac-
tual a la literatura enfatizando el aspecto de la interaccion
biolégica (2). Los disenos y las funciones de los implantes
intra6seos han evolucionado con la incorporacién paulatina
de elementos biomiméticos tales como estructuras topogra-
ficas jerarquicas, adaptacion geométrica a las biomoléculas
y células de interés, caracteristicas hidro-compatibles, etc.
Algunas de estas modificaciones han permitido una mejora
notable en la practica clinica.

Aun asi, siguen existiendo numerosos retos por superar
y de ahi el interés en concebir los implantes y sus superfi-
cies como agentes activos del proceso regenerativo, en vez
de meros soportes pasivos de la carga mecanica funcional.
Con este fin, las nuevas estrategias de modificacion de las
superficies clasicas han comenzado a introducir elementos
de la matriz extracelular con funciones conocidas en la for-
macion, regeneracion y/o reparacion de tejidos.

Este articulo se centra precisamente en el estudio de los

DEBIDO A LA CONVENIENCIA DE ACORTAR
LOS TIEMPOS DE TRATAMIENTO Y DE
ACOMETER RECONSTRUCCIONES CADA
VEZ MAS COMPLEJAS, TANTO EL DISENO
DE LOS IMPLANTES COMO LAS TECNICAS
QUIRURGICAS ESTAN SIENDO OBJETO DE
UNA EVOLUCION CONSTANTE

efectos en la osteointegracion de implantes modificados con
iones de calcio (unicCa) y bioactivados con plasma autélogo
rico en factores de crecimiento.

LA SUPERFICIE UNICCA

El calcio i6nico es un cofactor natural y necesario de la casca-
da de coagulacién que permite la formacion de la matriz provi-
sional y extracelular y la liberacion controlada de los factores
de crecimiento. El calcio es esencial en la formacién y repa-
racion del hueso (3-6) y en la osteointegracion de los implan-
tes, ya que modifica la configuracion electrénica de la super-
ficie y permite la unién de proteinas y células, asi como su
activacion y funcion. El idn calcio posee una gran afinidad por
el 6xido de titanio y, a través de sus dos cargas positivas, es-
tablece puentes electrostaticos con la superficie del implan-
te, cargada negativamente, y con las funcionalidades anioni-
cas (cargadas negativamente) de numerosas proteinas con
importantes funciones regenerativas (5,7,8).

A diferencia de cualquier otro implante, el implante con
superficie unicCa tiene un aspecto himedo derivado de la hi-
dratacion natural de los iones de calcio en la superficie, sin
necesidad de estar sumergido en ninguna solucion liquida
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Figura 1. Aspecto macroscoépico del
implante con superficie unicCa. Los
jones de calcio superficiales hidratan
de manera natural la superficie del im-
plante y dan un aspecto humedo. Esta
modificacién quimica de la superficie
permite protegerla ante contaminantes
atmosféricos (ver Figura 3A).
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Factor Fumnciones
VEGE + Promueve la formacidn de capilares mediante la estimulacidn de las eélulas endoteliales
LGl Permite la permeabilidad capilar v la vasodilatackon a wravés de la produccidn de dxide nitrico
+ Induce la diferenciaciin de pericitos en osteoblastos
+ Inerementa la prodisccion de VEGF
BFGE Controla la proliferacion ¥ diferenciacion esicoblistica
+ Estimul ln acdhesion v proliferacion fibroblostien v la expresion genética de elementos de lo -
madriz gingival
PIXGF- Estabiliza v dota de estructura a bos vasos sanguineos mediante la regulacion de las oflulas del
BB misculo liso v Jos perscibos
- Capla v estimula la migracion de células madre osteoprogenitoras
+ En dhosis altos, estimula los células endotelinles por el engrosomiento de los poredes de bos vosos
sanguineos ¢ inhibe la proliferacion y difcrenciacion de las oflulas madres on ostcoblastos
TGE-B + En dosis hajos, estimula la renovaciin de vasos sanguiness ¢ incrementa la proliferacion y
diferenciacidn de kas eélulas madre en osteohlasios
- Avuda a mantener ¢l nivel dseo porque limina la apoptosis de bos osteocitos
= Induce la sintesis de glicosaminoglicanos osteogénicos que fcilitin la mineralizcion de la mairiz
extracelular
HF + Incrementa la formacidn de vasos sanguineos mediante la estimulacién de la proliferacion y la
migriscuin de eélulas endotelales y hematopoidticas.
+ Estrmuds In illli‘_1|1E:l."1H,"\1'l,\| ¥ 1n1|1;._'_|.'-|u"\.'|-‘ en sthsciones de speenia v dofio vascular
IGF - Incrementa la proliferacion ¥ quimistaxis esteoblistica
+ Reduce la inflamacidn mediante la inhibscion de T expresidn de marcadores genéticos poo-
inflamatorios
- Estinula la migracidn y diferenciacion de cflulas madre pluripotenciales en osteablastos
- En dosis altas, reduce ¢l remodelado dsco mediante 1a inhibicion de la formacion y activacion de
BMP los oo Lastos
+ En dosis hajos, incremenia el remaodelado dseo al estimular ln formacidn v activacion de los
osteoclastos

Figura 2. Coagulacion de la sangre alrededor de la superficie unicCa. Los iones
de calcio de la superficie unicCa estimulan la coagulacion en el microentorno
del implante, de manera que, desde el primer momento, los diferentes procesos
regenerativos suceden inducidos por la superficie, logrando asi la regeneracién
dsea por contacto, desde la colocacion del implante.

Tabla 1. Factores de
crecimiento implicados en la
angiogénesis y osteogénesis
y algunas de sus funciones
principales.
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A Superficie modificada con iones da calgio (unicCa)

m

E 30
M

20
fg‘ TH -
S0 I |

0 b PRE | PR i l+.| ” TTOPOTI RN T1 | PN Y I T TP |

10 20 a0 L 1] 60 To 50 @0 100
Mass (1)
B Superficie clasica sin modificar
T CHHT4D

]
(=]

CIHS Canrg T

CAH1ZN

CSHIZ
CSHIIND

lones x 105
- (5]
(=] [+

-]

0 20 X0 40 50 [ 0 80 @0 )
Mezress {u)

C Coagulacidn

100 - BB HSES

0
= .
£ ¢
C 60 .
E *
m -
3 1]
o 40 o -'I'
8 :
0 1

P =

o .......T..l.f.--- - oy
a 10 20 an L]
Tiempo (min) . R | t = 15 min

Figura 3. Superficies de implantes modificadas con calcio, unicCa (A) y sin modificar (B) comparadas por su composi-
cidén quimica y por sus efectos en la coagulacion. Los espectros de cationes obtenidos por ToF-SIMS muestran que la
elevada afinidad del 6xido de titanio por el calcio da lugar a una superficie muy pura de iones de calcio y de titanio del
sustrato (A), mientras que en las superficies clasicas se detectan abundantes sefhales de hidrocarburos (CxHy) adsor-
bidos del aire junto con las seAales de titanio del sustrato (B). La quimica superficial de las superficies modificadas con
calcio provoca su humectacién completa en presencia de la sangre o el PRGF (C.1), cosa que no ocurre en las superfi-
cies clasicas (C.2). En presencia de sangre o plasma, las superficies modificadas con calcio estimulan la coagulacién y
la activacion plaquetaria (C, linea roja), mientras que las superficies desprovistas de calcio no lo hacen (C, linea azul).
Las interfases resultantes a los 15 minutos de exposicion al PRGF son claramente distintas, como se puede ver en C.3
vy C.4, respectivamente. En el implante unicCa (C.3) se ha formado el coagulo en su superficie. En el implante sin calcio,
no (C.4). Ademas, en este ultimo caso, se pueden observar algunas burbujas de hidrofobicidad por las cuales el medio
bioldgico no ha podido entrar ni siquiera en contacto con la superficie.
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SIGUEN EXISTIENDO NUMEROSOS RETOS
POR SUPERAR Y DE AHi EL INTERES

DE CONCEBIR LOS IMPLANTES Y SUS
SUPERFICIES COMO AGENTES ACTIVOS
DEL PROGRESO REGENERATIVO, EN VEZ DE
MEROS SOPORTES PASIVOS DE LA CARGA
MECANICA FUNCIONAL

(Figura 1). Estos iones, que se liberan al medio biol6gico en
el mismo acto de colocacién del implante, desencadenan la
formacién de la matriz provisional de fibrina y la activacion
plaquetaria y orientan asi las primeras fases regenerativas
en intimo contacto con el implante (Figuras 2 y 3). De esta
manera la superficie unicCa es capaz de modular la compo-
sicién y conformacion del microentorno regenerativo desde
el principio de la regeneracion (9-11).

LA BIOACTIVACION AUTOLOGA: PRGF

El PRGF es una tecnologia disenada para la administracion
de factores de crecimiento plaquetarios y plasmaticos en-
dégenos asi como biomateriales autélogos en el lugar de la
lesion con el fin de promover la curacién de heridas y la re-
generacion de los tejidos.

Las plaquetas contenidas en el PRGF son fundamenta-
les en el proceso de curacion de heridas. Tras su activacion,
las plaquetas liberan una gran variedad de proteinas y cito-
quinas con funciones clave en los procesos osteogénicos
(Tabla 1) (12-17). La diversidad y complejidad de los media-
dores biolégicos presentes en el PRGF hacen de esta tecno-
logia un instrumento particularmente atractivo para su uso
clinico en diversos ambitos biomédicos (18-21) (Figura 4).

El hecho de que el PRGF sea un producto 100% autélogo
presenta dos grandes ventajas. Por un lado, es una garan-
tia contra los riesgos inmunogénicos, de compatibilidad bio-
I6gica y de transmision de enfermedades que pueden darse
en derivados animales o humanos heter6logos. Por otro la-
do, no se ve afectado por la gran variabilidad entre sujetos,

Fig. 4 Formulaciones y aplicaciones del PRGF. La tecnologia endégena PRGF permite la preparacion de distintas for-
mulaciones a través del control del proceso de elaboracién y del grado de coagulacion. Las principales formulaciones

y algunas de sus aplicaciones terapéuticas: (A) PRGF liquido, usado para humectar superficies de implantes antes del
desarrollo unicCa (a.1) y realizar infiltraciones en traumatologia (a.2) o dermatologia, curacién de heridas y ulceras (@.3).
(B) Sobrenadante del exudado plaquetario, usado para cultivar células in vitro en ingenieria de tejidos (b.1) o para oftal-
mologia (b.2). (C) Coagulo con consistencia de gel, usado como estructura para la formacion de injertos autdélogos c.1y
c.3) o heterdlogos (c.2). (D) Membrana de fibrina de consistencia elastica, densa y hemostatica, usada para la contencién
y sutura de los tejidos intervenidos en cirugia (oral d.1 y ortopédica d.2).
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Figura 5. Efectos del PRGF en células osteoblasticas. Resultados de los cultivos celulares con células primarias alveo-
lares en presencia o ausencia de iones de calcio y PRGF. (A) Proliferacién. (B) Migracion. (C) Quimiotaxis. (D) Sintesis de
procolageno. (E) Sintesis de osteocalcina. (F) Actividad de fosfatasa alcalina. (G) Expresion de VEGF. (H) Expresion de
HGF. Las barras sefnaladas con letras diferentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 6. Diferentes composiciones plasmaticas y la presencia de calcio dan lugar a diferentes composiciones de la
interfase implante-hueso. Las presencia o no de plaquetas y su activacion son los principales factores que motivan
dicha diferencia. En la figura se muestran 2 analisis diferentes de componentes principales (PCA) a partir de los
resultados obtenidos mediante ToF-SIMS (solo cationes). (A,B) Este analisis incluye todos los picos de interés: los rela-
cionados con el sustrato de titanio, con las proteinas y con las plaquetas (fosfolipidos de su membrana). (C,D) Debido
a la influencia preponderante de los cationes relacionados con las plaquetas, se elaboré un segundo modelo sin ellos,
para evaluar si la composicién proteica también diferia entre las diferentes interfases. (A,C) En el grafico de puntua-
ciones se observa como los distintos grupos de muestras estan separados entre si, lo que confirma las diferencias en
su composicion. (B,D) En el grafico de cargas, se pueden ver los picos recogidos por ToF-SIMS (cationes) que motivan

dichas diferencias. Los ejes (0 componentes principales 1y 2) expresan el peso relativo (en porcentaje) de las diferen-
cias encontradas.
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Figura 7. Cinéticas de liberacion de factores de crecimiento a partir de superficies de implantes tratadas con PRGF o plas-
ma aplaquetario, activadas o no con calcio. (A) Liberacién del factor de crecimiento de hepatocitos HGF. (B) Liberacion del
factor de crecimiento derivado de plaquetas PDGF. (C) Liberacion del factor de crecimiento transformante beta 1 TGF-B1.
(D) Liberacion del factor de crecimiento endotelial vascular VEGF. Entre los valores sefialados por las mismas letras no
existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Valores expresados en picogramos.

de manera que no existe el riesgo de sobre o infra estimula-
cion detectado en otras estrategias regenerativas con facto-
res de crecimiento (22,23). Ambas situaciones podrian anu-
lar la accion terapéutica de los factores de crecimiento, que
es altamente dependiente de una adecuada dosificacion.

EFECTOS EN LA REGENERACION

DEL TEJIDO OSEO Y DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR

Con el fin de valorar el efecto del calcio y del PRGF en la re-
genereacion 6sea, se ha analizado la funcién celular de Ii-
neas osteoblasticas primarias aisladas a partir de hueso
alveolar de pacientes sometidos a cirugia oral (24). Los re-
sultados de este estudio muestran que el uso de PRGF con
iones de calcio permite estimular los procesos esenciales
de regeneracion del tejido éseo. En particular, hemos podi-
do detectar una mayor proliferacion (Figura 5a), migracion
y quimiotaxis celular (Figura 5a-c) y el aumento de la expre-
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sién de agentes angiogénicos y anti-inflamatorios (factores
de crecimiento endotelial vascular: VEGF y de hepatocitos:
HGF) claves en la aceleracion de la regeneracion (Figura 5g-
h). Las células osteogénicas expresaron significativamente
mas marcadores propios de la matriz extracelular (procola-
geno tipo |, Osteocalcina, Alcalina Fosfatasa) en presencia
de PRGF activado por el calcio i6nico (Figura 5d-f), lo que
indica la validez de esta terapia para inducir una respuesta
regenerativa 6sea mas favorable.

DETERMINACIS’)N DE LA COMPOSICI()N
Y DISTRIBUCION DE BIOMOLECULAS

EN LA INTERFASE UNICCA - PRGF

El siguiente objetivo fue evaluar el comportamiento de es-
tas tecnologias en combinacién con implantes. En compara-
cién con otras estrategias biomiméticas, el PRGF presenta
la ventaja de intervenir en los eventos relacionados con los
primeros momentos post-implantacién. De esta forma la res-
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LOS DISENOS Y FUNCIONES DE

LOS IMPLANTES INTRAOSEOS HAN
EVOLUCIONADO CON LA INCORPORACION
PAULATINA DE ELEMENTOS BIOMIMETICOS
TALES COMO ESTRUCTURAS
TOPOGRAFICAS JERARQUICAS O
ADAPTACION GEOMETRICA A LAS
BIOMOLECULAS

puesta regenerativa puede iniciarse antes de que la super-
ficie del implante quede «pasivada» o recubierta por otras
biomoléculas de caracter genérico.

El andlisis de la interfase PRGF-titanio nos ha permitido
comprobar de manera muy precisa que existen diferencias

de composicion en funcion de la exposicion de superficies
de implantes a diferentes formulaciones plasmaticas y que
la presencia de iones de calcio es determinante (Figura 6).
Morfolégicamente, la presencia de plaquetas y la activacion
de las mismas mediante calcio permitié la formaciéon de una
red mas homogénea y densa de fibrina sobre la superficie,
con grupos de agregados plaquetarios formando nodos de
estabilizacion de la matriz.

Este resultado es consistente con el hecho conocido de
que las plagquetas organizan la red de fibrina y catalizan su
produccion (25). Mediante la aplicacion de una técnica muy
sensible que es capaz de analizar las primeras capas at6-
micas formadas sobre las superficies (la Espectrometria de
Masas por Tiempo de Vuelo de lones Secundarios, ToF-SIMS)
(26) pudimos detectar que la composicion de la interfase no
solo era morfolégicamente distinta sino que también habia
una diferencia de composicién quimica.

También pudimos comprobar que la activacién con cal-
cio dejaba porciones de la superficie accesibles. En otras

2 semanas

60+

BIC (%)

unicCa + PRGF
i Al *j

Figura 8. Resultados de osteointegracion in vivo de los implantes unicCa
en un modelo de céndilo femoral de conejo. Porcentaje de la superficie del
implante en contacto con el hueso a las 2 semanas post-implantacion.
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ESTE TRABAJO HA PERMITIDO
DEMOSTRAR QUE LA MODIFICACION DE LA
SUPERFICIE DE IMPLANTES CON CALCIO
ESTIMULA LA ADHESION Y ACTIVIDAD
PLAQUETARIA Y LA FORMACION DE LA
MATRIZ PROVISIONAL

palabras, la superficie no quedaba «pasivada» o recubierta
inespecificamente, lo que puede ser clinicamente positivo. El
proteoma superficial, por su parte, dependié mas de la pre-
sencia o no de fibrina. La capacidad de retencién de factores
de crecimiento de esta estructura se postula como el elemen-
to diferencial en términos de composicién de la interfase.

En definitiva, la presencia o no de plaquetas, mediada
por el PRGF y su activacion mediada por unicCa se traduce
en diferencias en la composicion proteica de la interfase y
en su conformacién/orientacion. Por lo tanto, las células que
interactdan con estas interfases recibiran un tipo muy parti-
cular de estimulacion quimica y morfolégica que determina-
ra su orientacion funcional. Este hecho es muy relevante ya
que conociendo la composicion de la interfase inicial, pode-
mos comenzar a controlar los mecanismos bioldgicos rege-
nerativos y su evolucion.

DETERMINACION DE LA CINETICA

DE LIBERACION DE FACTORES DE

CRECIMIENTO DESDE EL IMPLANTE UNICCA
El siguiente trabajo experimental tuvo como objetivo determi-
nar el efecto de unicCa en la liberacion de los agentes bioac-
tivos del PRGF o de la sangre. Para ello realizamos estudios
de liberacion de factores en funcion de la quimica y la mor-
fologia de las interfases (Figura 7). De nuevo, la activacién

plaguetaria desencadenada por las superficies unicCa fue
determinante en este proceso. Pudimos consolidar el dato ya
obtenido en el estudio anterior que nos mostraba que unicCa
permite una mayor retencién de plaquetas en la superficie.

En el estudio evaluamos el uso de trombina como acti-
vador, ademas del calcio. Pudimos confirmar que la presen-
cia de trombina da lugar a una fibrina con fibras conside-
rablemente mas delgadas que usando calcio solo (27,28).
En términos de liberacién y retencién de factores de creci-
miento, la presencia de trombina inhibié la liberacién del
factor PDGF, hecho también detectado por Borrelli et al.
(29), lo que no ocurria cuando la activacién se producia ex-
clusivamente con calcio.

Como era de esperar, los factores plasmaticos, como el
HGF, estaban presentes en el exudado, independientemen-
te de la presencia de plaquetas y de su estado. De la mis-
ma manera, los factores plaquetarios fueron detectados en
los primeros dias tras la activacion, momento a partir del
cual su concentracién comenz6 a descender. La activacién
plaguetaria por unicCa permitié ademds una liberacion mas
controlada y sostenida en el tiempo desde las superficies
de los implantes lo que, desde un punto de vista biolégico
es muy favorable.

OSTEOINTEGRACION DE LOS
IMPLANTES UNICCA CON Y SIN PRGF

El estudio in vivo en condilo femoral de conejo ha permitido
demostrar que la modificacién de las superficies de los im-
plantes con calcio, especialmente en combinacion con PRGF,
supone una estimulaciéon muy significativa de la osteogéne-
sis alrededor de éstos. Aunque la modificacién con calcio
per se ya consiguié una mejora con respecto a los controles
especialmente en el periodo de remodelado 6seo, la combi-
nacioén con el PRGF mostré resultados altamente sinérgicos
en todos los tiempos de curacién estudiados. Tanto en los

.I.. e L S%—
iy ‘

Figura 9. Protocolo de bioactivacion de implantes con superficie unicCa y PRGF. 1) Una vez realiza-
do el protocolo de fresado, se aspira la sangre. 2) Se escoge la fraccion rica de PRGF y se rellena
el alveolo con la misma. 3) Se coloca el implante en el alveolo, sumergiendo solo la parte apical,

de manera que por capilaridad, el plasma asciende por la superficie del implante. 4) Pasados unos
segundos, se procede a la insercion completa del implante en el alveolo.

:
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primeros momentos de la regeneracion como en el largo pla-
z0, los implantes con calcio en su superficie y PRGF alcanza-
ron valores de osteointegracion significativamente mas ele-
vados que los controles sin este recubrimiento (Figura 8).
Esto es consistente con los mecanismos de regeneracion
que intervienen al usar PRGF y que han sido observados pre-
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