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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es evaluar injertos de hueso de
distintos origenes y formas, y estudiar el efecto de los mismos en la
regeneracion Osea. Se utilizaron 60 ratas macho, de cepa Fisher 344
(F344/N), originarias del Instituto Nacional de Salud de los EE.UU., y
producidas en Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP,
endocriadas, libres de patdégenos especificos (SPF), de 16 semanas de edad
y de 500 gramos de peso. Los animales fueron divididos en 6 grupos de 10
cada uno y operados bajo anestesia general con ketamina/xilacina 75 mg/kg
+ 10 mg/kg por via IM. Se les realizé en el fémur una perforacion de 3 mm
de ancho por 9 mm de largo por 3 mm de profundidad. Al grupo 1 se le
injerto hueso aut6logo obtenido con un filtro, al grupo 2 hueso humano en
particulas, al grupo 3, hueso humano en forma de gel, al grupo 4 hueso
bovino en particulas, al grupo 5 fosfato tricalcico en esferas y el grupo 6 no
recibio tratamiento, quedando como control. Los animales permanecieron en
la sala donde fueron intervenidos durante las primeras 24 hs a temperatura
constante de 28 ° C, y luego de ese periodo pasaron a ser alojados en el
pabellbn de animales de experimentacion del Bioterio de la FCVUNLP.
Como complemento en el postoperatorio recibieron Acido Acetilsalicilico y
alimento balanceado. A los 30 los animales dias fueron sacrificados y se
realizaron los preparados para microscopia. Las muestras fueron
digitalizadas y se evalu6 la superficie de nuevo hueso, es decir el hueso
regenerado, dentro del defecto. La segmentacion y el calculo de superficie

se realizo en base al color de la tincion (H.E) y la calibracion de la imagen



con respecto a una medida patrén, mediante un analizador digital de
imagenes. El modelo experimental utilizado ha funcionado correctamente y
no han presentado mayores inconvenientes en su ejecucion. Los injertos
utilizados no generaron respuestas adversas en ninguno de los casos. La
mayor cantidad de regeneracién fue obtenida con el hueso autélogo, seguida
por el fosfato tricalcico, el hueso bovino, el hueso humano en particulas, el
hueso humano en gel y por ultimo el defecto control. La mejor calidad 6sea,
en cuanto a su patrén arquitecténico, se observo con el fosfato tricalcico y el
hueso autélogo, seguidas por el hueso bovino y el humano en particulas,
luego el humano en gel y por ultimo el defecto control. Estos resultados
ratifican al hueso autélogo como el patron de referencia en el tratamiento de
grandes defectos éseos. La obtencion con el filtro colector usado aqui
aparece como menos traumatica, con respecto a otras metodologias. El
fosfato tricalcico ha mostrado un excelente comportamiento como material
de injerto, no solo por la regeneracion obtenida, sino fundamentalmente por
la excelente arquitectura lograda. Los huesos humano y bovino en particulas
han mostrado un comportamiento muy similar, con una buena cantidad de
regeneracion 6sea, aunque con una menor calidad que los casos anteriores.
El hueso humano en forma de gel, no logré la regeneracion completa del
defecto, observandose una gran cavidad residual. Sin embargo en la zona
en la que alcanzo a inducir nuevo hueso, este es de una densidad
importante, lo cual lo situaria para uso en defectos pequefios o como
adyuvante en la consolidacion de fracturas. Dentro de los limites del
presente trabajo, se puede concluir que el hueso autélogo deberia ser usado

siempre que se pueda. En caso necesario de recurrir a un sustituto, se



deberia considerar al fosfato tricalcico como de primera eleccion. En una
tercera linea podrian usarse los huesos particulados tanto humano como
bovino. ElI hueso humano en forma de gel no deberia usarse en el

tratamiento de grandes defectos.



INTRODUCCION

El hueso es un tejido altamente especializado que cumple basicamente
dos funciones: por un lado le da integridad mecéanica al esqueleto con fines
de locomocién y proteccién; y por otro, participa activamente en el
mantenimiento de la homeostasis mineral.

En la boca, brinda soporte a las piezas dentarias, a través del ligamento
periodontal, para permitir una adecuada masticacion, disipando a su vez las
fuerzas que de ella se generan.

La pérdida 6sea puede deberse a patologias sistémicas, como la
Osteoporosis primaria (por deficiencia de estrogenos) o secundaria
(alteraciones hormonales, farmacos, etc)?, Mieloma Muiltiple, Enfermedad de
Paget, entre otras, o a problemas locales como quistes, tumores, fracturas,
etc.?

A nivel oral la causa mas comun es la pérdida de las piezas dentarias, ya
gue al desaparecer éstas se elimina el estimulo mecanico de la masticacion,
para el mantenimiento del hueso, lo que lleva a reabsorcion de las apdfisis
alveolares.

Otras causas también incluyen quistes y tumores de los maxilares,
fracturas, exodoncias traumaticas, o cargas oclusales y/o protéticas mal
distribuidas.

La pérdida de piezas dentarias puede deberse a caries extensas,
traumatismos, o enfermedad periodontal. Esta Ultima es, quizas, la mas
complicada en cuanto a la pérdida 6sea, ya que la misma se va produciendo

mientras el diente aln esté en la boca, y se agrava al comenzar la movilidad



del mismo, ya que esta produciendo presiones no fisiolégicas sobre el
alvéolo dental, que aceleran el proceso de reabsorcion osea.

La pérdida 6sea maxilar es, en primera instancia, causa de movilidad
dentaria, la cual es, a su vez, causa de mayor reabsorcion de hueso, como
mencionamos mas arriba.

Una vez perdida una cierta cantidad de piezas, las prétesis utilizadas
para su reemplazo muchas veces necesitan de apoyo directo sobre la
mucosa, lo cual transmite cargas no funcionales al hueso subyacente,
aumentando su reabsorcion.

En el edentulismo total desaparece toda la parte 6sea alveolar, dando
lugar a cambios morfolégicos que implican alteraciones faciales estéticas
importantes, por pérdida de soporte de tejidos blandos; y funcionales, ya que
los rebordes residuales no son generalmente suficientes para una adecuada
retencion de las proétesis. Esto ultimo ha podido ser parcialmente
solucionado con el advenimiento de la implantologia oral. Sin embargo, en
ocasiones la pérdida 6sea es tal que la colocacion de implantes resulta
imposible. Por esto, en los Ultimos tiempos, las investigaciones han estado
centradas en crear nuevo hueso donde sea necesario.

Los comienzos en la busqueda de la regeneracion 6sea en los maxilares
fueron con el fin de aumentar el hueso alrededor de las piezas dentarias que
no tienen soporte suficiente; y, posteriormente han sido trasladados, en los
casos mas extremos, ha formar nuevo tejido éseo para permitir la insercion
de implantes dentales.

Con este fin se han utilizado diversos materiales y técnicas. Dentro de

ellos estan las membranas, que actian como una barrera para mantener el
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volumen de los defectos del hueso, aislandolo a su vez del tejido
conjuntivo.* > ©

No obstante, cuando el defecto 6seo a tratar es muy grande, o bien no es
favorable, es necesario realizar injertos de hueso para ganar el volumen
perdido. El uso de hueso del mismo paciente ha sido probado, y es elegido
como primera opcion para estos procedimientos, aunque conlleva una
cirugia adicional para tomar el hueso a injertar, usualmente de la zona del
mentén, trigono retromolar, tuberosidad del maxilar, y en menor medida de
calota craneana o cresta iliaca, dependiendo de la cantidad necesaria.” &°

Sin embargo, muchas veces para los pacientes esta cirugia adicional es
muy traumatica. Para evitar este problema, se han propuesto aloinjertos
(hueso humano procesado en diferentes formas), xenoinjertos (por ej. hueso
bovino), o material aloplasticos a base de fosfato de calcio.'® ** *2

No obstante, aun no se ha determinado cual de ellos es el mas
beneficioso, y de mejor comportamiento en cuanto a la regeneracion del
hueso. Esto se debe en parte a la variabilidad de los tipos de estudio y a las
diferencias entre el procesamiento y la elaboracion de los materiales, aun
dentro de los de un mismo tipo.

Los injertos a base de hueso bovino o humano en particulas llevan mas
tiempo de uso, aunque su respuesta es muy variada desde el punto de vista
clinico, presentando ademas varios inconvenientes en cuanto a su
manipulacion, asi como su colocaciéon y mantenimiento en el lecho receptor.
La nueva formulacién de hueso humano de banco procesado en formas de

gel ha generado una verdadera revolucion en el tema, debido a su propuesta

mayor facilidad de manipulacion. Sin embargo, el escaso tiempo que lleva en
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el mercado, determina pocos estudios independientes, que hayan valorado
la verdadera funcionalidad de los mismos.

Por esta razén, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la
respuesta 6sea frente diferentes biomateriales, asi como también a una

nueva forma de obtener el hueso autélogo.
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MARCO TEORICO

Es conveniente analizar en este punto las bases que dan sustento y
facilitan la comprension del presente trabajo, asi como el estado actual del
tema.

En este sentido, creemos oportuno estudiar consecutivamente la
estructura y biologia 6sea, fundamentar los procesos regenerativos,
diferenciandolos de los reparativos, y por ultimo, evaluar las técnicas y
materiales utilizados hasta el momento con el fin de obtener una adecuada

regeneracion de hueso.

l. ESTRUCTURA Y BIOLOGIA OSEA

Como expresamos en la introduccion el hueso es un tejido altamente
especializado que cumple basicamente dos funciones: por un lado le da
integridad mecanica al esqueleto con fines de locomocidn y proteccion; y por

otro, participa activamente en el mantenimiento de la homeostasis mineral.

1. ORIGEN

Segun su origen, puede dividirse en intramembranoso o endocondral.
La osificacion intramembranosa es cuando el hueso se forma directamente
en el interior del tejido conjuntivo, y la osificacion endocondral, cuando el
hueso se desarrolla a partir de un modelo cartilaginoso. (Fig.1) En
condiciones normales se forma antes que nada, hueso esponjoso, cuyas
estructuras estan representadas por trabéculas delgadas que se engrosan

sucesivamente. El hueso compacto aparece solo en un segundo tiempo, por
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adelgazamiento de los espacios entre las trabéculas, con confinamiento de
los espacios vasculares en el interior de delgados canales para el

mantenimiento del trofismo celular. ’

OSIFICACION INTRAMEMERANOISA

OSIFICACION ENCONDRAL

0 (2]

Fig.1. Osteogénesis. El esquema refleja los principales procesos de los dos tipos de
osificaciéon. A. Mesénquima. B. Mesénquima con aumento de densidad. C. Esbozo de tejido
fibroso. D. Osteogénesis. E. Esbozo de cartilago hialino. F. Cartilago hipertréfico. G.
Cartilago calcificado. H. Condrdlisis. |. Osteogénesis

1.1 OSIFICACION INTRAMEMBRANOSA

Algunos huesos planos del craneo, como el frontal, parietal, occipital,
y el temporal, el maxilar superior y casi toda la mandibula (excepto los
coéndilos), se forman por osificacién intramembranosa y se denominan
huesos membranosos. En este tipo de osificacion, el mesénquima se
condensa formando una capa de tejido conjuntivo ricamente vascularizado.
Células mesenquimaticas diferenciadas, productoras de tejido 6seo se

agrupan alrededor de los capilares; mientras que los espacios intercelulares
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son ocupados por delicados haces de fibras colagenas orientadas al azar.
Estas células aumentan de volumen y asumen forma cubica o cilindrica. En
este proceso se tornan intensamente basoéfilas y el nucleo se coloca hacia el
mesénquima circundante, asumiendo una polarizacion que permite
identificarlas como osteoblastos. Estas producen moléculas de
tropocolageno que, disponiéndose en la parte externa de las células, forman
el componente fibrilar de la matriz. En la recién formada matriz pre-0sea,
llamada osteoide, aparecen los primeros cristales de calcio que producen la
mineralizacion del hueso. La segunda aposicion lleva a la formacion de
trabéculas 0seas calcificadas, que se disponen formando mallas entretejidas
y ramificadas entre los vasos sanguineos.

Las trabéculas primitivas son progresivamente engrosadas a
expensas del tejido conjuntivo interpuesto. En aquellas regiones en donde el
hueso esta destinado a permanecer esponjoso, las trabéculas cesan de
engrosarse y el conjuntivo vascularizado, interpuesto entre las mismas, se
transforma gradualmente en tejido hematopoyetico (médula 6sea). Por otra
parte, el conjuntivo que rodea externamente al segmento esquelético se

condensa para conformar el periostio.> *3

1.2 OSIFICACION ENDOCONDRAL

Los huesos de la base del craneo, de la columna vertebral, pelvis y
extremidades son denominados huesos de sustitucidén, puesto que en una
primera etapa estan constituidos por cartilagos hialinos y posteriormente son
sustituidos por tejido 6seo, gracias a un proceso denominado osificacion

endocondral.

15



Los segmentos esqueléticos donde se puede apreciar mejor este
proceso, estan representados por los huesos largos de las extremidades.
Inicialmente se desarrolla un modelo cartilaginoso que adopta una forma
parecida a la del hueso en formacion.(Fig.2). Los condrocitos sufren notables
modificaciones lo cual constituye el primer signo tangible de la aparicién del
centro de osificacion primario. Los condrocitos situados en la parte central de
la diéfisis del esbozo cartilaginoso se tornan hipertréficos y asumen un
aspecto muy vacuolizado. La matriz hialina que rodea a los condrocitos
hipertréficos se calcifica cuando en el plasma sanguineo y en el liquido
intersticial del tejido estd presente una adecuada concentracion de calcio y
fosfato y se depositan pequefios cantidades de cristales de fosfato de calcio.
En forma paralela, existe una activacion de la potencialidad osteogénica de
las células mesenquimaticas del conjuntivo  pericondral  que,
transformandose en osteoblastos, depositan alrededor de la parte central de
la diafisis, una delgada capa de tejido 6éseo, denominado mango o collar
periostico. (Fig.3)

Del tejido conjuntivo periéstico que rodea este collar 6seo se
producen aperturas en el mango que permiten a los vasos sanguineos en
crecimiento penetrar en la diéfisis, a través de una actividad macrofagica,
gue se extiende después al interior de la matriz cartilaginosa calcificada,
hasta transformar el interior del esbozo esquelético en una cavidad.

Luego, células mesenquimaticas indiferenciadas son transportadas al
interior del cartilago, muchas de las cuales se diferencian en elementos
hematopoyéticos de la médula, y otras, en contacto con el cartilago

calcificado se transforman en osteoblastos. Estas células se unen para
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formar una capa alrededor de la superficie de las espiculas de matriz
cartilaginosa calcificada y se depositan sobre ella la matriz 6sea. Por lo
tanto, las primeras trabéculas que se forman en los centros de osificacion

endocondral estan constituidas por una parte central de cartilago calcificado,

revestido por una capa de hueso de espesor variable. **

FIG. 2. Modelo cartilaginoso del hueso en formacién.

Fig.3. Tejido 6seo formando el mango peridstico alrededor de la parte central de la di&fisis.
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2. ESTRUCTURA
Independientemente de su origen distinguimos en el hueso elementos

comunes que analizaremos a continuacion.

2.1 MACROSCOPICA

Observamos dos porciones, un hueso cortical, mas compacto,
ubicado en la parte exterior, y un hueso esponjoso, mas poroso, en la parte
central. (Fig.4). Estos representan el 80 % y el 20 % de la masa dsea
respectivamente. Sin embargo, las superficie total del hueso, considerando
tanto las periostales como las endostales, es mayor en el esponjoso que en
el compacto, en una relacion de 4 a 1. La proporcion entre uno y otro tipo
determina diferencias mecanicas y metabdlicas. Los huesos con mayor
proporcién de tejido compacto presentan una mayor resistencia mecanica, y
un menor compromiso metabolico. De manera opuesta, los huesos con
mayor proporcion de tejido esponjoso tienen menor resistencia mecanica y

mayor compromiso metabélico. * 1> ¢

===

e |

Fig.4. Disposicion del hueso trabecular y cortical. Fémur de rata.
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HUESO COMPACTO. El tejido éseo se organiza en tres formas distintas,
formando los sistemas de Havers, sistemas laminillares intersticiales, y

sistemas circunferenciales externo e interno. (Fig.5).

FIG.5. Hueso compacto.

Cada sistema de Havers ("osteén") consiste en un largo cilindro hueco cuyas
paredes estan formadas por un numero variable de laminillas Oseas
concéntricas, dispuestas de tal modo que las fibrillas colagenas paralelas de
cada laminilla estan orientadas en forma perpendicular a la de las laminillas
vecinas, entre las laminillas disponen las lagunas, que contienen los
osteocitos, con los canaliculos dirigidos de preferencia en forma radial hacia
la cavidad central que corresponde al conducto de Havers el cual se
comunica con los conductos de Volkman y contiene vasos sanguineos y
nervios, rodeados de escaso tejido conjuntivo laxo.

La forma en que se orientan los sistemas de Havers en cada zona del
hueso compacto guarda estricta relacion con los requerimientos mecanicos a

gue el hueso estd sometido. Si cambian los requerimientos mecanicos se
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produce su reabsorcién parcial o total y la formacion de nuevos sistemas de
Havers, proceso conocido como remodelacion interna del hueso compacto o
haversiano.

Los sistemas de laminillas intersticiales son grupos de laminillas
paralelas de forma irregular que ocupan los espacios entre sistemas de
Havers y sistemas circunferenciales.

Ellos corresponden a restos de sistemas de Havers que han sido
parcialmente removidos durante los procesos de crecimiento y de
remodelacion ésea.

Los sistemas de laminillas circunferenciales interno y externo se
observan en los huesos que han terminado su proceso de crecimiento y
consisten en laminillas 6seas paralelas entre si que forman bandas de
grosor variable bajo el periostio y el endéstio, recibiendo sus osteocitos su
nutricion desde vasos sanguineos del tejido conjuntivo
Remodelacion del hueso compacto. En la unidad de remodelacion 6sea del
hueso compacto existen un cono perforante que avanza y un cono de cierre
gue le sigue.

El cono perforante o conducto de reabsorcién contiene osteoclastos
activos adyacentes a los cuales avanzan removiendo el tejido 6seo que no
esta respondiendo a traccion ni compresion y van formando un conducto a
expensas de partes de sistemas de Havers existentes y porciones de
sistemas de laminillas intersticiales el cual va siendo ocupado por un asa
capilar con pericitos y rodeada de células preosteoblasticas. El diametro de
este conducto establece el didmetro del nuevo sistema de Havers que se va

a formar en él. Las células preosteoblasticas se diferencian a osteoblastos y
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comienzan a sintetizar la matriz organica del hueso (osteoide) y a depositarla
sobre las paredes del conducto en laminillas sucesivas. Posteriormente la
matriz 6ésea de cada laminilla se mineraliza. A medida que avanza el
depodsito de laminillas hacia el centro del conducto los osteoblastos van
guedando atrapados en la matriz 6sea, transformandose en osteocitos y el
diametro del conducto se va estrechando hasta alcanzar el diametro del
conducto de Havers maduro, el cual contiene capilares, células de

revestimiento 6seo y escaso conjuntivo laxo.'® (Figs.6 y 7)
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Fig.6. Remodelado de hueso compacto. Cono de corte. Se observan los Osteoclastos en
naranja y los Osteoblastos en azul.

Fig.7. Remodelado de hueso compacto
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HUESO ESPONJOSO. Esté4 formado por delgadas trabéculas, que, en los
huesos ya formados, corresponden a tejido 6seo laminillar rodeadas por
células de revestimiento 6seo. Los osteocitos de las trabéculas 6seas se
mantienen desde los capilares sanguineos vecinos ubicados en la médula

Osea. (Fig.8)

Fig.8. Hueso esponjoso. Se observan trabéculas y médula 6sea en los espacios entre las
mismas.

La orientacion de cada trabécula y la disposicion de sus laminillas
O0seas mineralizadas esta determinada por las tensiones mecénicas locales
con el objeto de resistir las compresiones y las tensiones a que es sometida.
Si cambia la direccion de los requerimientos mecanicos a que es sometida
una trabécula (aumento de peso del individuo, crecimiento u otro) ella debe
cambiar su orientacion.

El cambio en la forma de una trabécula se realiza mediante dos
procesos coordinados que ocurren en zonas precisas de la trabécula a
remodelar: crecimiento por aposicion de la trabécula por accion de los
osteoblastos los que depositan laminillas sucesivas de tejido 6seo en la zona

en gque existe una requerimiento mecénico, y remocion del tejido 6seo de la
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trabécula por accién de los osteoclastos en los sitios en que no esta

sometido a traccién ni compresion.™

2.2 MICROSCOPICA
Consideramos una matriz extracelular y cuatro tipos celulares:
Osteoblastos, Osteoclastos, Osteocitos y Células de Revestimiento (Bone

Lining Cells)

2.2.1 MATRIZ OSEA

El hueso debe sus caracteristicas de dureza y resistencia a la
composicién de su matriz extracelular. EI 70 % esta compuesto por la parte
inorganica y el 30% restante por la organica.” *’
Matriz inorganica. Estd formada por cristales muy pequefios cuyo
componente principal es la hidroxiapatita Cai;o (OH), (PO4)s asociada a
cantidades variables de carbonato. Ademas del calcio, fosfatos, hidroxilos y
carbonatos, se encuentran también aniones citrato, fluoruros, cloruros,
cationes magnesio, sodio, potasio, estroncio, hierro, zinc, etc. Algunos de los
mismos pueden sustituir al calcio en la mineralizacién y, por lo tanto, son
denominados cationes osteotropos.
Matriz organica. Esta formada por dos componentes: fibrilar (95%) y no
fibrilar (5%). EI componente fibrilar esta representado casi exclusivamente
por colageno de tipo I. La parte no fibrilar estd formado por proteinas no
coldgenas, como la osteocalcina, la osteonectina, fosfoproteinas,

proteoglicanos, sialoproteinas y seroproteinas. Este Ultimo grupo de
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biomoléculas no forma parte directamente de la constitucién estructural del

hueso, sino que desempefia un rol de regulacion.

2.2.2 CELULAS OSEAS

OSTEOBLASTOS
Los osteoblastos son células diferenciadas que sintetizan el colageno

y la sustancia fundamental 6sea. (Fig.9)

Cuando estan en plena actividad su forma es cuboide con un
citoplasma basofilo, ademas de un prominente aparato de Golgi. Son células
polarizadas que vacian sus productos de secrecion por la zona del
citoplasma en contacto con la matriz 6sea ya formada, (matriz intercelular
predsea o osteoide)

Los osteoblastos son células poliédricas con largas y delgadas
prolongaciones citoplasmaticas que son rodeadas por el osteoide producido
y que se asocian mediante uniones del comunicacion (nexos o gap junction)
con prolongaciones similares de los osteoblastos vecinos.

Los osteoblastos participan también en el proceso de mineralizaciéon
de la matriz organica ya que producen vesiculas de matriz, de unos 100nm
de diametro, rodeadas de membrana celular, las que acumulan Ca++ y
PO4=y son ricas ademas en fosfatasa alcalina y pirofosfatasa, enzimas que
capaces de generar iones PO4=, elevando su concentracion en el medio
extracelular y creando centros de nucleacion para el deposito de las sales

minerales.

24



Los osteoblastos tienen dos destinos posibles: ser rodeados por la
matriz 6sea que producen y pasan a ser osteocitos o permanecer en la

superficie del tejido 6seo recién formado, aplanandose y constituyendo las

18, 19

células de revestimiento 6seo.

Extremidad

Nicleo Vascular

RER
Vesiculas de
Aparato transporte
de Golgi
Vesiculas P
de zecrecion = == Extremidad
Mineral

FIG.9. Osteoblasto.

OSTEOCITOS
Son las células propias del tejido 6seo formado. (Fig.10). Son capaces

de sintetizar y de reabsorber, en forma limitada, a componentes de la matriz
O0sea (“"ostedlisis osteocitica"), procesos que tienen importancia en la
regulacion de la calcemia. Cada osteocito, bafiado por una delgada capa de
liquido tisular, ocupa su laguna y proyecta sus prolongaciones
citoplasmaticas por los canaliculos, dentro de los cuales, toma contacto con
prolongaciones de osteocitos vecinos mediante uniones de comunicacion, o
con células de revestimiento 6seo bafadas por el liquido tisular del tejido

conjuntivo que rodea a los capilares sanguineos.?
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Osteocito

Prolongaciones
citoplasmaticas

Fig.10. Osteocitos.

CELULAS DE REVESTIMIENTO
Son células aplanadas que revisten las superficie 6seas del interior de

los huesos, y en su mayor parte corresponden a osteoblastos inactivos que
estan asociados entre si y con prolongaciones de los Osteocitos. Junto con
estos, son capaces de ser estimulados por factores mecénicos u hormonales

y/o locales, para iniciar el proceso de remodelado 6seo.’

OSTEOCLASTOS
Son células mdviles, gigantes y multinucleadas y se localizan

adosadas a la superficie de tejido 6seo que debe ser removido.

Se originan por fusibn de monocitos que han abandonado la sangre.
Contienen numerosos lisosomas y en la superficie del osteoclasto que esta
en contacto con la matriz a remover se distinguen dos zonas distintas: un
anillo externo o zona clara que corresponde a una especializacién de la
superficie celular en que la membrana se asocia estrechamente al hueso
gue delimita el area que se va a reabsorber, y la region central o borde
estriado que presenta profundos repliegues de la superficie celular. La

membrana de los lisosomas primarios se fusiona con la membrana celular
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gue reviste a los repliegues del borde festoneado, liberando las enzimas
lisosomales hacia el exterior y produciendo una acidificacion del
microambiente que bafia al tejido 6seo a reabsorber. El borde festoneado
contiene ademas gran cantidad de vesiculas endociticas y lisosomas
secundarios, indicando que ocurre ademas un proceso de fagocitosis del
material parcialmente solubilizado por el ambiente acido y la accion litica de

la enzimas lisosomales.?* (Fig.11)

Vesiculas
lisosomales

Nucleos

—
_"'L-- %

Matriz 6sea descalcificada seo sty Tugess

- - -
- - -
-

- - . -‘ . - »
" Fibras colagenas 7

Fig.11. Osteoclasto. Mecanismo de reabsorcion.
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3. METABOLISMO OSEO

El hueso es un tejido en constante recambio, el cual mediante un
proceso reconocido como bone turnover (recambio 0seo0) se renueva
constantemente. A nivel celular es llamado también como BMU (Basic
Multicelular Unit) o Unidad Multicelular Basica, ya que intervienen todas las
células 6seas de manera coordinada. Comprende cuatro fases: Activacion,
Reabsorcién, Neoformacién y Mineralizacion. %
Todo esto se halla bajo la direccién de un sistema de sefiales hormonales a
su vez modulada por factores locales 6seos que mantienen un equilibrio.*
La PTH (Parathormona) se secreta por las glandulas paratiroideas y es
importante para el mantenimiento de la calcemia. Esta hormona aumenta la
resorcion 0sea, aumenta la reabsorcion tubular renal de calcio, y aumenta la
absorcion intestinal de calcio estimulando la sintesis renal de 1,25-vitamina
D; por lo tanto aumenta la calcemia. Su secrecion aumenta cuando
desciende la calcemia y disminuye cuando esta aumenta.
La Vitamina D es producida principalmente por la piel. En la piel se sintetiza
por la accién de la luz solar, pero debe transformarse en 1,25-vitamina D,
para ejercer actividad biolégica. Esta transformacién se produce
principalmente en el rifidn por estimulo de la PTH. Produce un aumento en la
absorcion intestinal de calcio, manteniendo los niveles normales de calcemia
contribuyendo a la normal mineralizacién del hueso.
La Calcitonina es una hormona secretada por las células C de la glandula
tiroides. Su secrecion se estimula por varios factores, entre ellos el aumento
de la calcemia. Sus efectos predominantes son el descenso de la resorcion

Osea y de la reabsorcion tubular renal de calcio.
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Otras hormonas actian sobre el metabolismo del calcio y del hueso,
como los esteroides gonadales y suprarrenales, la tiroxina, la insulina y la
hormona del crecimiento, aunque, a diferencia de las hormonas calciotropas,
su secrecion no depende principalmente de la concentracion extracelular de
calcio.

La concentracién de las hormonas que regulan el metabolismo del
calcio determina la direccién del recambio 6seo, pero los factores locales
modulan el efecto final y, a su vez, modifican la concentracion de las
hormonas y la respuesta biolégica a nivel de los osteoblastos y los
osteoclastos. Entre los factores locales implicados se destacan el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor de crecimiento derivado de
plaguetas(PDGF), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), las proteinas
morfogenéticas 6seas(BMP), la interleukina 1 (IL1) y 6 (IL6), el factor de
necrosis tumoral (TNF) y otras citokinas. #*

Sistema de sefiales entre las células Oseas. Las células del estroma
osteoblastico estan esencialmente implicadas en la funcion y diferenciacion
osteoclastica a través del contacto célula-célula.

Algunos estudios demostraron la presencia de un factor en la
membrana de las células osteoblasticas, miembro de la superfamilia de
ligandos del FNT ( Factor de Necrosis Tumoral): el RANKL (Ligando
Receptor del Activador del Factor Nuclear Kappa-B). Su produccién es
maxima en las células indiferenciadas del estroma y se reduce a medida que
madura el fenotipo osteoblastico. Estimula la diferenciacién, sobrevida y

fusién de las células precursoras de osteoclastos, activa los osteoclastos
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maduros y prolonga su vida util. Como resultado permite la expansion de la
masa osteoclastica activa capaz de formar sitios de resorcion osea.

Los efectos del RANKL estan mediados por su unién a un receptor
altamente especifico: el RANK, al cual activan. Es una proteina
transmembrana expresada por los osteoclastos. La union del RANK
(Receptor del Activador del Factor Nuclear Kappa-B ) con su ligando
(RANKL) induce la activacion de una cascada de eventos intracelulares que
llevan a la diferenciacién y activacién de los osteoclastos.??

En las figuras 12 a 23 se observa un resumen de los eventos que se

producen.

Meédula Osea

Células de Revestimiento

Fig.12. El grafico muestra una trabécula 6sea (en verde) cubierta por Células de
Revestimiento.
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Células de Revestimiento activadas @

\ 250)

Y

Osteocitos

Médula Osea

Fig.13. ACTIVACION. El proceso comienza con una micro fractura, captada por los
Osteocitos, o cuando es estimulado por hormonas o factores que activan a las Células
de Revestimiento.

Pre - Osteoclastos

Ligando de
, RANK

Médula Osea

Fig.14. ACTIVACION. La Célula de Revestimiento segrega el ligando para RANK,
el cual es una proteina que activa el receptor RANK de los Pre-Osteoclastos.
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Osteoclastos

Médula Osea

Fig.15. ACTIVACION La activacion del receptor RANK causa la fusion de los Pre-
Osteoclastos y la formacion de Osteoclastos multinucleados

QOsteoclastos

Médula Osea

Fig.16. REABSORCION. Los Osteoclastos comienzan a reabsorber el hueso.
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Apoptosis de los Osteoclastos

Médula Osea

Fig.17. REABSORCION. Después de alrededor de 2 semanas, una vez que han
terminado de reabsorber el hueso, los Osteoclastos entran en apoptosis. (Muerte
celular programada)

Osteoblastos

Médula Osea

Fig.18. NEOFORMACION. Mientras tanto, los Osteoblastos son reclutados a la
cavidad reabsorbida, por sefiales no del todo conocidas aun, probablemente, factores
de crecimiento liberados a partir del hueso reabsorbido. (BMPs)
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Osteoblastos

Osteoide

Meédula Osea

Fig.19. NEOFORMACION. Los Osteoblastos segregan la matriz 6sea (en naranja)
denominada osteoide

Hueso nuevo mineralizado

Médula Osea

Fig.20. NEOFORMACION. Después de alrededor de 11 dias el osteoide comienza a
mineralizarse (verde claro). Mientras tanto, los Osteoblastos contintan formando
nuevo osteoide.
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Hueso nuevo mineralizado

Médula Osea

Fig.21. NEOFORMACION. El proceso continua hasta que la cavidad es llenada por
nuevo hueso, normalmente entre dos y tres meses después.

Células de Revestimiento
Osteocitos

Médula Ogea

Fig.22. MINERALIZACION. Los Osteoblastos pueden entrar en apoptosis y
desaparecer, o bien transformarse en Osteocitos o Células de Revestimiento. El
nuevo hueso formado continua mineralizandose con el tiempo.
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Células de Revestimiento

Osteocitos

Meédula Osea

Fig.23. MINERALIZACION. Remodelado 6seo completo.

El proceso de recambio 6seo no es igual en todas las etapas de la
vida. Inicialmente, y hasta aproximadamente los 20 afios la formacion
excede a la reabsorcion, dando lugar al crecimiento de los huesos
(modelado) y a un continuo aumento de la masa 6sea. Luego se estabiliza y
la reabsorcion y la formacion se equiparan. En un dltimo periodo, la
reabsorcion es mayor que la formacion (de mayor importancia en la mujer,
después de la menopausia, por deficiencia en el nivel de estrégenos) lo cual
determina una disminucion de la masa 0sea, pudiendo llevar a osteopenia y
osteoporosis.?

Debemos tener en cuenta que el remodelado se produce en todas las
superficies 0seas, tanto externas como internas. De esta manera, aunque el
volumen de hueso trabecular es menor, su superficie es mayor, lo que

genera que el recambio metabodlico se produzca aproximadamente cuatro
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veces mas que en el hueso compacto. Esto determina que en los casos de
pérdida del balance en el turnover, como en la Ultima fase que mencionamos
mas arriba, inicialmente se vea afectado méas el hueso esponjoso, con
adelgazamiento del espesor de las trabéculas, y posteriormente con pérdida

de conectividad entre las mismas. (Figs. 24 y 25)

FIG.24. Hueso trabecular normal (MEB)

Fig.25. Hueso trabecular con Osteoporosis. Obsérvese el adelgazamiento y la pérdida de
conexién entre las trabéculas (MEB)
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Para finalizar e introducirnos en la proxima seccion, podemos concluir
que los huesos con mayor cantidad de cortical presentan una mayor
resistencia y se ven menos afectados en caso de alteracion del balance
metabolico, con respecto a los de mayor contenido esponjoso. Sin embargo,
estos ultimos presentan mayores condiciones para la regeneracion, debido a

su mayor cantidad de médula ésea.

Il. REGENERACION OSEA

Se entiende por regeneracion 0sea al proceso que permite que un
defecto estructural en el hueso pueda ser corregido mediante la formacion
de un tejido de iguales caracteristicas al original. Usamos el termino de
reparacion cuando dicho tejido de reemplazo es diferente y no recupera las

propiedades mecanicas ni la fisiologia del original.

1. PROCESO BIOLOGICO DE REGENERACION OSEA GUIADA

Luego del tratamiento de un defecto éseo por medio de injertos, se
dan una serie de procesos que llevan a la regeneracién del hueso.?
Inicialmente se produce un agregado plaquetario que forma el coagulo de
fibrina, el cual engloba al material de injerto utilizado. A partir del 4° dia
comienzan a formarse capilares y arteriolas desde el lecho receptor, que
invaden todo el material de injerto presente en la cavidad. Alrededor de los
10 a 14 dias se forma el entramado de colageno. Los osteoblastos proliferan
y comienza la migracion a través de la matriz de colageno. Al mes el injerto
gueda bien vascularizado y comienza la fase de sustitucion progresiva que

durara entre 4 y 8 semanas. Se forma inicialmente un hueso desorganizado,
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gue posteriormente por remodelado se transformara en hueso maduro, bien

organizado, con caracteristicas similares al original.

2. INJERTOS OSEOS

Para lograr mediante un tratamiento la correcta regeneracion del
hueso se han propuesto varios abordajes consistentes en rellenar la cavidad
Osea. Estos difieren entre si fundamentalmente en el tipo de material de
relleno utilizado.

Segun su composicion dicho material puede clasificarse como:

» osteogenético, produciendo nuevo hueso (osteoblastos vitales)

» osteoinductor, induciendo la formacién de nuevo hueso (proteinas
morfogenéticas 6seas)

» osteoconductor, sirviendo de matriz o guia facilitando la neoformacion
Osea.

De acuerdo a esto puede considerarse al hueso autélogo como
material de injerto ideal. Sin embargo, muchas veces, como expresamos en
la introducciodn, esto no es posible y es necesario recurrir a sustitutos.
Analizaremos a continuacion primero al hueso autdlogo, y luego los

sustitutos.

2.1 HUESO AUTOLOGO

Es el material de injerto ideal, constituido por hueso tomado del
mismo paciente. EI mayor inconveniente consiste en la cirugia adicional
para tomar el hueso a injertar, usualmente de la zona del mentén, trigono

retromolar, tuberosidad del maxilar, y en menor medida de calota craneana

39



o cresta ilfaca, dependiendo de la cantidad necesaria.” ® ° Sin embargo, en
ocasiones en factible tomar hueso de las zonas adyacentes al defecto a
tratar con lo cual este problema se elimina. En estos casos se utilizan
cinceles para recolectar pequefios fragmentos o bien se puede desgastar el
hueso con un motor y luego aspirarlo con una céanula especial con un filtro
en su interior, que recoge las particulas. Esta forma es muy util, ya que
puede utilizarse durante las osteotomias para la colocacion de implantes, y
presenta una consistencia muy buena, similar a una pasta, que facilita su
colocacion en el defecto a tratar. Esta forma de obtencién es una de las
variables analizadas en el presente trabajo.

Por ultimo, cabe destacar que el injerto autélogo es el Unico que
cumple con las tres vias para la formacion de hueso nuevo (osteogénesis,

osteoinduccion y osteoconduccion)

2.2 HUESO HOMOLOGO

También llamados aloinjertos, son tomados de otros individuos de la
misma especie pero de diferentes genotipos. Se obtienen de cadaveres, se
almacenan y procesan en bancos. Tiene ventajas debido a que se elimina el
sitio donante en el paciente, se disminuye el tiempo quirdrgico y de
anestesia y se presenta menor pérdida sanguinea durante la cirugia; es de
vital importancia revisar adecuadamente la historia clinica de los donantes
con el fin de evitar los que tengan antecedentes de infecciones, neoplasias
malignas, enfermedades Oseas degenerativas, hepatits B o C,
enfermedades de trasmision sexual, SIDA y otras enfermedades que afectan

la calidad del hueso y podrian afectar la salud del receptor. Los aloinjertos
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pueden formar hueso a través del efecto de la oseoinduccion y la
oseoconduccioén; mientras que no se da en el proceso de la osteogénesis
debido a que el injerto no posee células vivas, por lo tanto la formacion 6sea
es lenta y se pierde volumen apreciable si se compara con el injerto
autélogo. 2> 2527

El aloinjerto se comporta como una estructura que permitira el
crecimiento de nuevo hueso a partir del reemplazo gradual que sufre el

injerto por el hueso huésped. En el presente trabajo se evalian dos formas

de aloinjerto, una en particulas y otra en forma de gel.

2.3 HUESO HETEROLOGO

Son denominados Xenoinjertos. Se obtienen de otras especies,
siendo el mas utilizado de origen bovino. Este basa sus propiedades en
procesos que remueven casi totalmente los lipidos, proteinas no colagenas,
proteoglicanos y glucoproteinas, conservando la estructura mineral y el
colageno intactos.

El material asi obtenido se caracteriza por buena histocompatibilidad
dado que la Unica proteina remanente es colageno tipo |, buenas
propiedades mecéanicas, semejantes al hueso y buena capacidad
osteoconductora por su similitud a la matriz inorganica del hueso
human0.28'29'3°

En nuestro trabajo se evalia una forma de xenoinjerto de origen

bovino en particulas.
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2.4 MATERIALES SINTETICOS DE ORIGEN QUIMICO

Este grupo esta constituido por un conjunto heterogéneo, que incluye
al sulfato de calcio, a un grupo caracterizado por tener al fosfato de calcio
como base, a algunos polimeros y a substancias compuestas.-

De todos los tipos, que son muchos, no limitaremos a analizar al
fosfato tricalcico, por ser una de las variables de estudio en el presente
trabajo.

Fosfato Tricalcico: Son materiales biocompatibles, osteoconductores,
admitiendo su uso solos 0 combinados con injertos 0seos.

Se caracterizan por ser reabsorbibles, variando su velocidad de reabsorcion
en funcién de la densidad (los fosfatos tricalcicos mas densos se reabsorben
mas lentamente). Por lo demas, actian de manera similar que los anteriores,
generando una matriz que conduce la regeneracion del hueso. 3% 32 33 34

Se presentan en forma de polvo y en granulos, siendo esté ultima la utilizada

por nosotros.
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OBJETIVOS

¢ I|dentificar factores que favorezcan la neoformacion ésea.

e Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento del hueso aut6logo
obtenido por medio de filtro como material de injerto.

e Estudiar, analizar y evaluar la accioén del hueso humano de banco como
material de injerto.

e Estudiar, analizar y evaluar la accién de la nueva formulacién de hueso
humano de banco en forma de gel, y su posible aptitud como material de
injerto.

e Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento del hueso de origen
bovino como material de injerto.

e Estudiar, analizar y evaluar la accion del fosfato tricalcico en esferas
como material de injerto.

e Disefiar una estrategia terapéutica frente a los defectos estructurales del

hueso.

HIPOTESIS:
Los defectos 6seos responden de manera diferente en cuanto a la calidad y
cantidad de regeneracion, segun sean tratados con injertos autélogos o de

sustitutos de origen bovino, humano o quimico.
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MATERIAL Y METODOS

| ) DISENO DEL ESTUDIO

TIPO DE ESTUDIO: Experimental cuantitativo.
VARIABLES:

Variables Independientes:

e Hueso autélogo obtenido por filtro

e Hueso bovino procesado en particulas.

e Hueso humano procesado en particulas.

e Fosfato Tricalcico en esferas

e Hueso humano procesado en gel.

Variables Dependientes:
e Cantidad de Neoformacién Osea.

e Calidad de Neoformacién Osea.

UNIVERSO Y MUESTRA:

Se utilizaran 60 ratas endocriadas de cepa Fisher (F344/N)
provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata.

Las mismas seran escogidas por muestreo aleatorio simple, y seran
luego divididas en grupos de acuerdo a las variables independientes mas un

grupo control.
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METODOS E INSTRUMENTOS PARA RECOLECCION DE DATOS:
e Observacion directa.

e Estudios histolégicos realizados por computadora.

PLAN DE TABULACION Y ANALISIS:

Cada una de las variables independientes se mediran segun sus
indicadores, y luego se tabularan, de acuerdo al efecto producido sobre las
variables dependientes de la siguiente manera:

CANTIDAD DE HUESO NEOFORMADO: Se medira la superficie total de

hueso regenerado en funcion del defecto creado artificialmente, utilizando el
software de anadlisis de imagenes Image ProPlus V.4.1- Media Cybernetics,
USA.

CALIDAD DE HUESO NEOFORMADQ: Se realizara un estudio cualitativo

en funcién de la disposicion de la microarquitectura del tejido 6seo, utilizando

los mismos instrumentos que en el punto anterior.

Luego de obtenidos los datos, se analizaran y se establecera que

efecto produce cada variable independiente sobre cada una de las variables

dependientes.
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Il) DESARROLLO DE LA METODOLOGIA (MODELO ANIMAL)

Se analizardn a continuacion los puntos principales del modelo,
teniendo en cuenta todos los detalles que fueron evaluados, hasta arribar al

modelo definitivo.

1) Eleccién del animal. Fundamentacion.

La eleccién de la rata como animal para la experimentacion obedece en
mayor medida al hecho de que las mismas poseen un metabolismo mas
acelerado que otros animales, lo cual permite acortar los tiempos en una
investigacion.

Para asegurar una minima, o nula, variacion individual entre los
individuos que integran la muestra se eligieron animales endocriados, libres
de patdgenos especificos (SPF).*

La eleccion del sexo de los animales se debio a que, durante las pruebas
preliminares, algunas hembras murieron probablemente porque no
soportaron la cirugia, debido a su menor peso. Esto produjo que nos

decidiéramos finalmente por trabajar sobre machos.

2) Eleccion de la anestesia.

La anestesia general se logr6 con Ketamina/ Xilacina 75 mg/kg +10
mg/kg via IM. Se eligi6 como primera opcién debido a la mayor facilidad de
uso, y a la no necesidad de instrumentos y/o equipos accesorios, como

puede ser en el caso de la anestesia por via inhalatoria.
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Se realiz6 una prueba para comprobar su utilidad, alcanzando los
animales una muy buena anestesia quirdrgica, de unos 20 a 30 minutos de
duracion, y recuperandose sin problema.

Se escogio la via IM por sobre la IP, por ser de ejecucion mas simple.
Los riesgos de una y otra han sido bien descriptos, e incluyen miositis (IM) e
. . 36 . . e
infecciones (IP).”® Sin embargo, ninguno de estos problemas ocurrié en

nuestra experiencia.

3) Acto operatorio.

a) Depilacion de la zona a trabajar: La depilacion puede efectuarse con
una magquinita de afeitar convencional o una hoja tipo gillette. Sin embargo,
si bien se logra despejar el campo de esta manera, no es del todo prolijo, y
muchas veces aparecen cortaduras en la piel del animal. Estos detalles no
crean problemas para la ejecucion del modelo, no obstante hemos tenido
resultados mucho mas prolijos y de manera mas rapida, realizando la
depilacion a mano. En efecto, tirando de los pelos suavemente, estos salen
sin oponer resistencia, probablemente por efecto del estado de relajacion
durante la anestesia. El resultado es una depilacién completa, prolija y
rapida. Aqui el factor rapidez es importante, ya que el tiempo que
empleemos de mas en este punto, es tiempo que tendremos de menos para
el acto quirdrgico propiamente dicho, debido a la duracién de la anestesia.

b) Incisiones: Se realizaron por planos, primero la piel y luego el
musculo. Por palpacion se identifica el fémur, y el largo del mismo, a partir
de distinguir las articulaciones fémoro-tibial y coxo-femoral. En base a esto

se traza una incision en piel del largo adecuado. Idealmente de articulacion a
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articulacion. Menos dificulta la vision operatoria, y mas determina una herida
més grande y mayor cantidad de puntos de sutura.

Una vez completada, se continda en el plano muscular. Al inicio de
nuestra experiencia realizabamos esto también con bisturi. Sin embargo, en
uno de los primeros casos se lesiono la arteria femoral, y hubo que pinzarla,
y detener la cirugia durante un tiempo bastante importante hasta lograr la
hemostasia que nos permitié continuar. Luego de este hecho, se cambié la
técnica, y el plano muscular fue abordado con tijeras mediante divulsion. De
esta manera, no solo no se corren riesgos de lesionar vasos sanguineos,
sino que también la apertura en mas rapida y mas prolija.

Una vez identificado el hueso, lo que mejor resultado nos ha dado
para lograr la separacion del mismo del tejido muscular, fue la colocacién de
dos separadores tipo Farabeuf, uno por delante y otro por detras, y luego
tirar suavemente de los mismos.

Por ultimo, se limpia bien la superficie 6sea a intervenir, eliminando
todo el periostio con la ayuda de un periostétomo.

c)Creacion de los defectos 6seos: Las perforaciones se realizan con
tres fresas secuenciales, y con abundante irrigaciobn para evitar el
sobrecalentamiento del hueso. Primero utilizamos una redonda para marcar
la entrada y superar la cortical, luego una de dos milimetros de diametro y
por ultimo una de tres de didmetro, dando como resultado un defecto de tres
mm de diametro por tres de profundidad y una longitud de 9 mm. Cabe
destacar que las fresas utilizadas, son las mismas que se usan para la
creacion de los lechos 6seos para la colocacion de implantes dentales. De

esta manera, nos aseguramos de estar utilizando un instrumental que no

48



produzca dafio en el hueso adyacente al defecto, ya que de otra manera la
regeneracion seria imposible.

En este modelo se realiza una sola perforacion, aunque podrian ser
mas. Mayor cantidad de defectos permite incluir mas de una variable dentro
de cada animal.

Una vez conformados los mismos, pueden ser tratados con una gran
variedad de terapéuticas tendientes a lograr la regeneracion del hueso. En
nuestro caso utilizamos injertos 6seos autdlogos y sustitutos de diferentes
procedencias.

Una vez tratados los defectos, se realiza una sutura por planos,
primero el muscular y luego la piel.

d) Sutura: La sutura en el plano muscular corresponde hacerla con
hilo reabsorbible de colageno. Sin embargo, utilizamos en algunos casos
sutura de seda y no observamos diferencias, en cuanto a reacciones
adversas, entre los dos tipos de hilos utilizados. Cabe destacar aqui que la
seda es mas econOmica que el colageno.

La sutura en la piel se hizo inicialmente con seda. Esto trajo algunos
inconvenientes debido al movimiento del animal que determin6 que algunos
puntos se soltaran y también una mayor acumulacion de "suciedad" sobre la
herida, ya que la naturaleza de la seda, la hace mas dificultosa para el
lavado postoperatorio de la misma. Estos problemas son minimos, y en los
casos utilizados, no se observaron reacciones importantes. De todas
maneras, decidimos cambiar la seda por tanza, la cual mostré6 mayor
resistencia de los puntos y, gracias a su superficie mas lisa, menor

acumulacion de "suciedad".
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4) Postoperatorio

a) Postoperatorio inmediato y recuperacibn de la anestesia: La
recuperacion de la anestesia fue relativamente lenta, aproximadamente
entre 3 horas y media y cuatro horas, aunque esto esta dentro de los valores
normales para la Xilacina / Ketamina.®®* La pérdida de la temperatura
corporal durante la anestesia produce que el animal tarde mas en
recuperarse. Para contrarrestar este problema, utilizamos un papel de nylon
con burbujas de aire, para envolverlos durante la recuperacion, lo cual
permiti6 mantener la temperatura corporal a niveles no tan bajos,
generandose de esta manera una recuperacion mas rapida.

En esto también influye mucho la temperatura de la sala de recuperacion,
asi como la disposicién de los animales en la misma.

La temperatura ambiente debe ser constante de 28 grados centigrados, y
puede agregarse una fuente adicional, mas directa, durante las primeras
horas.

En cuanto a la disposicion, es importante que las cajas no queden en el
piso, sino que se coloquen sobre una mesada. Sino se dispone de una,
aunque sea una leve separacion del piso, para que circule aire templado por
debajo, otorgando una temperatura uniforme.

En nuestra experiencia, la recuperacion de los animales en sala a
temperatura de 28 grados tardo entre 3 horas y media y cuatro horas, como
expresamos mas arriba. Cuando tomamos como medidas adicionales
envolver al animal, separar la caja del piso y colocar otra fuente de calor,

dichos tiempos estuvieron entre las 2 horas y las 2 horas y media.
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b) Medicacion postoperatoria y alimentacién: Se les administré acido
acetilsalicilico diluido en el agua de consumo para el control del dolor. La
aplicacion de agentes analgésicos por via inyectable no mostro, por lo
menos en nuestra experiencia, diferencias significativas, a partir de la
observacién del comportamiento del animal.®

La alimentacion de los mismos fue con alimento balanceado comercial.
Ademas, a partir de algunas complicaciones que surgieron con la
hidratacion, y que se describen en el apartado correspondiente, se agrego a
la dieta del postoperatorio inmediato una gelatina a base de agar nutritivo, el
cual mostré6 mejores resultados, que cuando se utilizé el alimento comercial
solo.

c)Complicaciones postoperatorias: Una de las complicaciones que se
observé en algunos animales fueron signos de deshidratacion, los cuales
fueron revertidos mediante la administraciéon de suero salino por via SC.
Esto motivo la introduccion, en casos posteriores, del agar nutritivo al que
haciamos referencia mas arriba, no volviéendose a presentar signos de
deshidratacién con su utilizacion.

Otra complicacion, aunque leve, fue la aparicibn de sequedad de las
conjuntivas, lo cual fue atribuido al largo periodo de recuperacién de la
anestesia. En los casos en que aparecio, fue tratado con lavajes de la zona 'y
pomadas especificas. Estos casos no volvieron a presentarse desde que se
tomaron los recaudos para disminuir el tiempo de recuperacion de la
anestesia.

d) Postoperatorio mediato: Luego de las primeras 24 horas, los animales

pasaron a ser alojados en el pabellén de animales de experimentacion del
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Bioterio de la FCVUNLP, manteniéndose el régimen de temperatura

constante y alimentacién balanceada.

5) Obtencion y procesado de las muestras
Luego de 30 dias los animales fueron sacrificados por sobredosis con éter
y sus fémures resecados para realizar los preparados para microscopia.
El acceso quirurgico fue el mismo que se utilizé en la cirugia inicial. Se
desprendieron todas las inserciones musculares alrededor del fémur, y
luego se realizaron dos cortes cerca de ambas articulaciones utilizando
discos de carburo montados sobre un motor eléctrico. Esto permitid
separar el fémur por completo y retirarlo. Por altimo, se realizaron cortes
adicionales para separar los segmentos que contenian los defectos. Las
muestras fueron fijadas en formol al 10 % a 4°C, y luego descalcificadas
en EDTA. Posteriormente fueron incluidas en parafina para conformar los
tacos, a partir de los cuales se obtuvieron los cortes con microtomo, que

fueron tefiidos con Hematoxilina- Eosina.

6) Evaluacion de los resultados

Las muestras fueron capturadas mediante una camara de video (Sony
DXC-151A) montada sobre microscoépio optico (Olympus SZ 40) y conectada
a una computadora. Las imagenes fueron posteriormente digitalizadas
mediante una placa digitalizadora (Flashpoint 128, Integral Technologies,
USA) y procesadas con un analizador digital de imagenes (ImagePro Plus
v4.1. - Media Cybernetics, USA). La resolucién de las imagenes fue de 640 x

480 pixels, con un rendimiento (yield) de 9 um/pixel.
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Luego de la calibracion espacial de las imagenes capturadas se procedio
a la determinacion del area total de hueso, las superficies de hueso sano, de
hueso regenerado a la entrada del defecto, la superficie total del defecto, la
de nuevo hueso dentro del defecto y la de tejido de granulacién. Ademas se
tomaron medidas lineales para cuantificar el espesor de hueso sano, la
cantidad de cierre de la entrada del defecto, el espesor de dicho tejido de
cierre, y la presencia de aberturas residuales.

Los distintos elementos fueron segmentados basados en el color de
la tinciéon (H y E).

La evaluacion comparativa de los resultados entre los diferentes
grupos esta hecha de acuerdo a la superficie total de hueso regenerado, ya
gue este es el pardmetro mas importante dentro del presente trabajo. El
resto de las mediciones han servido como complemento en el andlisis de

los fendmenos presentados.
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lIl) METODOLOGIA

Se utilizaron 60 ratas macho, de cepa Fisher 344 (F344/N), originarias
del Instituto Nacional de Salud de los EE.UU., y producidas en Bioterio de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP, endocriadas, libres de
patégenos especificos (SPF), de 16 semanas de edad y de 500 gramos de
peso.

Los animales fueron divididos en 6 grupos de 10 cada uno,
manteniéndose durante 48 horas en condiciones ambientales
convencionales: Temperatura 23 +/- 1 grados centigrados, humedad 50/55
%, iluminacion 12 hs luz/ 12 hs oscuridad, con alimento balanceado
comercial y agua autoclavada ad-libitum.

Dos horas antes de la intervencién quirargica se les retird el
alimento, manteniéndolas con dieta liquida.

Todas fueron operadas bajo anestesia general con ketamina/xilacina
75 mg/kg + 10 mg/kg por via IM. Se utilizé6 un motor de cirugia eléctrico con
irrigacion de solucion fisiologica incorporada (Nouvag), contradngulo
reductor 1:16 a 1700 rpm, fresas e instrumental quirdrgico para el acceso al
hueso. (Figs. 26, 27 y 28). Para recolectar el hueso autélogo se uso una
canula de aspiracion, con un filtro en forma de malla en su interior,

conectada a una bomba de aspiracion. (Figs. 29 y 30)
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Fig. 26. Motor de cirugia

Fig.27. Contraangulo y fresas.

Fig.28. Instrumental quirdrgico
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Fig.29. Filtro recolector de hueso

Fig.30. Filtro recolector de hueso desarmado.
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Se depilé la piel en la zona del fémur, luego se realiz6é una incisién en piel
con bisturi y se continud en el plano muscular con tijeras por divulsion,
hasta identificar el hueso. (figs.31, 32y 33)

Una vez limpio y retirado el periostio, se realizd una perforacion de 3
mm de ancho por 9 mm de largo por 3 mm de profundidad. (figs. 34 y 35)

Al grupo 1 se le injerto hueso autélogo obtenido por desgaste de
hueso con fresas y recolectado con un filtro conectado a una céanula de
aspiracion, al grupo 2 hueso humano en particulas, al grupo 3, hueso
humano en forma de gel, al grupo 4 hueso bovino en particulas, al grupo 5
fosfato tricalcico en esferas y el grupo 6 no recibioé tratamiento, quedando
como control. (fig.36) Una vez finalizado, se realizé una sutura por planos.

(fig.37).

Fig.31. Zona operatoria depilada
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Fig.34. Creacion del defecto éseo
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Fig.37. Sutura.
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Los animales permanecieron en la sala donde fueron intervenidos
durante las primeras 24 hs a temperatura constante de 28 °C, y luego de ese
periodo pasaron a ser alojados en el pabellbn de animales de
experimentacion del Bioterio de la FCVUNLP. Como complemento en el
postoperatorio recibieron Acido Acetilsalicilico y alimento balanceado.

A los 30 dias los animales fueron sacrificados por sobredosis de éter,
y sus fémures resecados mediante discos de corte de carburo, con el fin de
obtener muestras para su procesado y estudio histolégico.

Las muestras fueron fijadas en formol al 10% a 4°C, descalcificadas en
EDTA, incluidas en parafina, cortadas en micrétomo, montadas en
portaobjeto y teflidas con hematoxilina eosina.

Los preparados fueron capturados mediante una camara de video (Sony
DXC-151A) montada sobre un microscopio Optico (Olympus SZ 40) y
posteriormente digitalizados mediante una placa digitalizadora (Flashpoint
128, Integral Technologies, USA). De cada preparado se obtuvieron
aproximadamente 20 imagenes a 40X, las cuales fueron montadas luego
para constituir una imagen unica, que fue evaluadas con un analizador digital
de imagenes (ImagePro Plus v4.1. - Media Cybernetics, USA). (Fig.38) Los
distintos elementos de la imagen histolégica fueron segmentados en base al
color de la tincién, y posteriormente se calculd la superficie de hueso nuevo
regenerado, asi como el patron arquitectonico dentro de los limites del
defecto creado. (Fig.39) La superficie se expresa en mm?, mientras que la
arquitectura se consider6: Buena (Regeneracion completa con patron
trabecular bien definido); Aceptable (Regeneracién completa con patrén

trabecular més irregular); Mala (Regeneracion incompleta)

60



Estos estudios se llevaron a cabo en el Servicio de Microscopia de la
Cétedra de Patologia General de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UNLP. El andlisis estadistico se realiz6 mediante Andlisis de Varianza en
Rangos, Test de Comparaciones Mudltiples de Dunnett y Test de
Comparaciones Apareadas de Student Newmann Keuls. En todos los casos
se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando se obtuvo

una P menor que 0,05.

Fig. 38. Imagenes seriadas, a partir de las cuales se realiza luego el montaje en una imagen

Unica.
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Fig.39. Limites del defecto, a los efectos de considerar laregeneracidon 6sea obtenida.

Referencias:
Limites superior e inferior del defecto.

Limites laterales del defecto.
@ Bordes de la cortical superior, eliminada en la creacion del defecto.

A\ Cortical inferior.
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RESULTADOS

El modelo experimental desarrollado y utilizado ha funcionado
correctamente y no ha presentado mayores inconvenientes en su ejecucion.
Los injertos utilizados no generaron respuestas adversas en ninguno de los
casos. En general, todos los injertos resultaron de facil manipulacion.

La mejor calidad Osea, en cuanto a su patron arquitecténico, se
observo con el Fosfato Tricalcico y el Hueso Autdlogo (Buena), seguidas
por el Hueso Bovino y el Humano en Particulas (Aceptable), luego el
Humano en Gel (Aceptable/Mala) y por ultimo el defecto Gontrol (Mala).

La mayor cantidad de regeneracion, en superficie regenerada
expresada en mm?, fue obtenida con el hueso autélogo 9,812 (+/- 0,262),
seguida por el Fosfato Tricalcico 8,640(+/- 0,722), el Hueso Bovino 8,392 (+/-
0,770), el Hueso Humano en Particulas 8,359 (+/- 0,746), el Hueso Humano
en Gel 5,520 (+/- 0,200) y por ultimo el defecto Control 4,370 (+/- 0,549).
(Figs.40 a 50y Tablas 1 a 6)

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,001
Anova on Ranks) a la vez que todos los grupos de estudio presentaron
diferencias con respecto al control (p<0,05 Dunnett’s). En cuanto a todas las
comparaciones apareadas, se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre hueso autélogo con respecto a fosfato tricélcico, hueso
bovino y hueso humano en particulas, estos a su vez presentaron
diferencias con hueso humano en gel, y por ultimo este tuvo diferencias con

respecto al control. (p<0,05 Sudent-Newmann-Keuls) (Figs.51y 52 y Tabla 7)
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Fig. 40. Defecto Control. Se observa una gran pérdida 6sea en la cicatrizacion,
invadida por tejido conjuntivo fibroso. En la parte inferior se nota hueso regenerado,
con cavidades medulares amplias. La pérdida dsea es mayor en el centro y disminuye
cuanto mas se acerca a los limites laterales del defecto. HE 40X Imagen compuesta y

reducida

mm?2

QNPT IQROQ

Media DS Rango Max Min Mediana N

4370 |0549 |1,450 4,950 3,500 | 4,605 10

Tabla 1. Defecto Control. Superficie Regenerada. Cada barra en el grafico
representa un animal. La altura de las mismas representa la superficie regenerada
expresada en mm2. En la tabla al pie se presenta un resumen de los datos estadisticos
descriptivos.
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Fig.41. Hueso Auto6logo. Se observa una regeneracion completa del defecto, con
hueso maduro y cavidades medulares de tamafio intermedio. Se puede ver también
un buen patron arquitectdnico, con trdbeculas anchas y buena conectividad entre
ellas. HE 40X Imagen compuesta y reducida

mm2

Media DS Rango Max Min Mediana N

9,812 0,262 0,740 10,120 9,380 9,900 10

Tabla 2. Hueso Autdlogo. Superficie Regenerada. Cada barra en el grafico
representa un animal. La altura de las mismas representa la superficie regenerada
expresada en mm2. En la tabla al pie se presenta un resumen de los datos estadisticos
descriptivos.
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Fig.42. Hueso Humano en Particulas. Se verifica una regeneracion completa del
defecto, con un patrén de regeneracion Osea irregular, desorganizado, con restos de
particulas de Hueso Humano incluidas en su interior. Es de destacar que al ser
también hueso se tifien de manera similar al hueso vivo, aunque se diferencian por la
ausencia de células en su interior. HE 40X Imagen compuesta y reducida

mma2

Media DS Rango Max Min Mediana N

8,359 0,746 2,020 9,110 7,090 8,600 10

Tabla 3. Hueso Humano en Particulas. Superficie Regenerada. Cada barra en el
gréafico representa un animal. La altura de las mismas representa la superficie
regenerada expresada en mmz2. En la tabla al pie se presenta un resumen de los datos
estadisticos descriptivos.
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Fig.43. Hueso Humano en Forma de Gel. Se observa una regeneracion incompleta,
con una amplia cavidad residual invadida por tejido fibroso. En la parte inferior se
nota hueso regenerado con una buena densidad y una arquitectura aceptable. HE 40X
Imagen compuesta y reducida

10+
9.
8.
7.
6.
mm2 51
4.
3
2
1.
0.
N
Media DS Rango Max Min Mediana N
5,520 0,200 0,590 5,820 5,230 5,515 10

Tabla 4. Hueso Humano en Forma de Gel. Superficie Regenerada. Cada barra en
el grafico representa un animal. La altura de las mismas representa la superficie
regenerada expresada en mmz2. En la tabla al pie se presenta un resumen de los datos
estadisticos descriptivos.
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Fig. 44. Hueso Bovino en Particulas. Se observa una regeneracion completa del
defecto, con un patron de regeneracion 6sea irregular, con restos de particulas de
Hueso Bovino que permanecen incluidas en su interior, muy similar a lo observado
con el Hueso Humano en Particulas. HE 40X Imagen compuesta y reducida

10

9.

g N . N .

g E NN

o AHHHHHE

i BN ENN

gl B E N HNEN

gl E R NN NN

nil B E N EEN

N

Media DS Rango Max Min Mediana N
8,392 0,770 2,050 9,150 7,100 8,625 10

Tabla 5. Hueso Bovino en Particulas. Superficie Regenerada. Cada barra en el
gréafico representa un animal. La altura de las mismas representa la superficie
regenerada expresada en mmz2. En la tabla al pie se presenta un resumen de los datos
estadisticos descriptivos.
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Fig. 45. Fosfato Tricalcico. Se observa una regeneracion completa del defecto, con
un hueso maduro y de patron arquitectdnico bien organizado, similar a un panal o
hueso trabecular, rodeando las esferas de fosfato tricalcico que estan siendo
reabsorbidas. HE 40X Imagen compuesta y reducida.

mm2

OPFRP NWKMOUUIO N OO

Media DS Rango Max Min Mediana N

8,640 0,722 1,820 9,640 7,820 8,485 10

Tabla 6. Fosfato Tricalcico. Superficie Regenerada. Cada barra en el gréafico
representa un animal. La altura de las mismas representa la superficie regenerada
expresada en mm2. En la tabla al pie se presenta un resumen de los datos estadisticos
descriptivos.
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Fig.46. Hueso Autdlogo. HE 40X Magnificacion original.
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Fig.47. Hueso Humano en Particulas. HE 40X Magnificacion original.
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Fig.48. Hueso Humano en Gel. HE 40X Magnificacion original.
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Fig.49. Hueso Bovino en Particulas. HE 40X Magnificacion original.
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on original.

7

alcico. HE 40X Magnificaci

Fig.50. Fosfato Tric
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<:> Diferencias Sianificativas (n<0.05)

E Hueso Autdlogo

B Fosfato

Tricalcico

O Hueso Bovino
Part.

O Hueso Humano
Part.

B Hueso Humano
Gel

B Control

Tabla. Superficie de hueso regenerado en los distintos grupos

Media |Desvio |Rango |Max Min Mediana |N
Estandar

Hueso 9,812 0,262 0,740 10,120 9,380 9,900 10
Autdlogo
Fosfato |8,640 0,722 1,820 9,640 7,820 8,485 10
Tricélcico
Hueso 8,392 0,770 2,050 9,150 7,100 8,625 10
Bovino
Part.
Hueso 8,359 0,746 2,020 9,110 7,090 8,600 10
Humano
Part.
Hueso 5,520 0,200 0,590 5,820 5,230 5,515 10
Humano
Gel
Control {4,370 0,549 1,450 4,950 3,500 4,605 10

* Valores de superficie de hueso regenerado expresados en mm?

Fig.51y Tabla 7. Tabla comparativa de la superficie de hueso nuevo regenerado

dentro de los defectos en los diferentes grupos
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Fig.52. Grafico comparativo de la calidad de la arquitectura 6sea lograda.

Referencias:

10. Buena (Regeneracion completa con patron trabecular bien definido);

7. Aceptable (Regeneracion completa con patron trabecular mas irregular);
4. Aceptable/Mala (Patrén trabecular irregular con regeneracion incompleta)
1. Mala (Regeneracion incompleta)

NOTA: Los numeros son arbitrarios, y se utilizan al solo fin de poder graficar las
diferencias.

La categoria Aceptable/Mala no prevista originalmente, se utiliza para graficar una
regeneracion incompleta, pero a la vez la parte regenerada con una arquitectura
aceptable.
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DISCUSION

Las discusiones y consideraciones especificas sobre los resultados se
comentan a continuacion:
|. Evaluacién de los tipos de Injertos

Los injertos utilizados no generaron respuestas adversas en ninguno de
los casos.

La mayor dificultad de manipulacion y contencion dentro de los defectos
fue observada con los injertos particulados, tanto bovino como humano, ya
gue las particulas tienden a movilizarse y salirse del lugar en que son
colocadas. En estos casos es necesario mezclar las particulas con sangre
del animal y esperar unos minutos a que comience a coagular. De esta
manera, actia como aglutinante y facilita su adaptacion.

El hueso humano procesado en forma de gel presenta condiciones de
adaptacion muy buenas, aunque al igual que en los casos anteriores, tiende
a desplazarse, pero en menor medida.

La manipulacion de los distintos tipos, en una proyeccion clinica, no
deberia representar ninguna dificultad. En los casos en que se presenten
mayores inconvenientes de adaptacion, los injertos podrian ser contenidos
con la ayuda de membranas de barrera, tanto de colageno como de teflon,
gue hemos probado con éxito durante los estudios realizados con
anterioridad.

A continuacion se discuten cada una de las variables independientes por

separado:
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1) Hueso Autélogo.

Aparece como la mejor opcién por varios factores:
a) Es hueso propio, por lo que es la posibilidad mas natural de reemplazo,
con un 0 % de probabilidades de generar algun tipo de reaccion con el
huésped.
b) Al ser obtenido momentos antes de su uso, es hueso vivo que conserva
en su interior factores de crecimiento que pueden actuar como
osteoinductores para lograr una mejor y mas rapida regeneracion.
c) La consistencia obtenida es 6ptima, ya que una vez retirado del filtro,
presenta una forma de pasta que es facilmente adaptable a los
requerimientos del defecto, a la vez que presenta una excelente adhesion a
los limites del mismo, lo cual asegura una buena inmovilizacién, requisito
fundamental para que la regeneracién ocurra.
d) Presenta otra ventaja, frente a la desventaja natural del los injertos
autdlogos. Normalmente estos se obtienen a través de la remocion de un
bloque, que luego puede ser particulado para facilitar su uso, dejando un
pequefio defecto en el area donante. En el caso del uso del filtro, se realiza
un desgaste 6seo con fresas quirdrgicas y abundante irrigacion de solucion
fisiolégica. Este hueso desgastado es absorbido por la canula de aspiracién
y retenido en el filtro (malla metalica) dispuesto en su interior. Esto permite
gue el area donante sea tratada, y remodelada, con maxima delicadeza, sin
dejar defectos desprolijos.

Ademas en el area bucal, este hueso puede ser facilmente obtenido,

por ejemplo, de la ostectomia realizada para liberar un diente con retencion
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intra-0sea, o0 de la ostectomia de los lechos creados para la colocacion de
implantes dentales.

e) Por ultimo, cabe destacar el bajo costo, ya que basicamente lo Unico
necesario para un quiréfano medianamente equipado, es la canula con el

filtro.

2) Fosfato Tricélcico

A partir de lo evaluado en el presente trabajo, cuando no se dispone
de hueso autélogo suficiente, o bien el paciente prefiere no realizarse una
cirugia adicional para acceder al area donante, podria considerarse como la
primera opcién por varias razones:
a) Ha presentado una regeneracién completa con una buena arquitectura
Osea.
b) Al ser un producto quimico, que al no derivar de muestras éseas humanas
0 animales, posee una nula probabilidad de generar reacciones adversas
con el huésped. Esto mismo puede derivar en una mayor probabilidad de
aceptacion por parte de los pacientes.
c¢) Tiene una gran adhesividad a los tejidos, fundamentalmente después de
la coagulacion, gracias a su estructura porosa.
d) Su forma geométrica ayuda a generar un patron arquitectonico bien
regular, como se pudo ver en las microfotografias.
e) Es reabsorbido progresivamente, a medida que ocurre la regeneracion,
actuando como un andamiaje, que dirige la misma. Ademas, al reabsorberse
libera fosfatos y calcio al medio, los cuales pueden ser incorporados a la

matriz 6sea en formacion, contribuyendo a su mineralizacion. Es de destacar
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gue dicha mineralizacion es mayor, segun se ve en las muestras, con
respecto a los preparados en particulas a partir de hueso humano o bovino.
f) Forma una gran cohesion entre las particulas, generando una barrera que
impide la proliferacion de tejido conjuntivo fibroso dentro del defecto, con lo
cual no aparece como necesario la utilizacion de membranas (barreras
mecanicas) de manera conjunta.

g) Como desventaja puede sefialarse la relativamente lenta reabsorcion del
material, que considerando una visién clinica (como la que se muestra aqui
macroscopicamente —fig.53- y sobre la que se discute mas adelante) da una
imagen de que no hay regeneracion sino una simple permanencia de
particulas. Sin embargo la histologia revela que hay hueso nuevo, mas alla
de la permanencia de las esferas.

Esto no supone un gran problema, sobre todo si no se va a volver a
trabajar en la zona en el corto plazo. No obstante, en el caso de prever la
colocacion de implantes dentales, si bien el hueso presente le permitiria
lograr una buena estabilidad inicial, seria deseable la que las particulas
remanentes fueran las menos posibles. (Esto también es valido para los
otros injertos particulados) En este sentido, se consideran dos puntos, que
son la utilizacién de particulas mas pequefias y la combinacion con factores

de crecimiento, que forman parte del proyecto para un nuevo estudio.

3) Hueso Bovino en Particulas

Podria ser considerarse como una tercera opcion, detras de los

anteriores, de acuerdo a lo observado:
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a) La regeneracion ha sido completa, aunque con hueso mas inmaduro y
desorganizado que los anteriores.

b) Se observa muy similar al hueso humano en particulas, por lo que seria
preferible debido al menor riesgo de trasmision de patologias.

c) Dentro de las desventajas, al igual que con el hueso humano en
particulas, esta la dificultad de monitorear la evolucion del injerto ya que,
tanto clinicamente como radiograficamente, se produce una mimetizacién
muy importante. Esto produce una vision de excelente regeneracion, cuando
en realidad hay numerosas particulas en su interior. Histolégicamente, estas
se tifien igual que el hueso vivo, aunque es posible identificarlas por su
forma y, fundamentalmente, por la ausencia de células.

Esta diferencia entre la visibn macroscopica e histoloégica se comenta mas

adelante y se demuestra en la fig.24.

4) Hueso Humano en Particulas

Comparte las mismas caracteristicas que el anterior, ya que su
composicidn es practicamente igual (hidroxiapatita), habiendo presentado en
este trabajo resultados muy similares. Se prefiere menos, por ser derivado
humano y presentar mayores riesgos de trasmision de enfermedades que el
derivado bovino. Sin embargo, cabe destacar que el proceso de purificacion
y eliminacion del contenido organico incluye un amplio testeo para los virus
humanos transmisibles mas importantes, y que el riesgo real es bajisimo,

menos aun que el de una transfusiéon de sangre proveniente de banco.
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5) Hueso Humano en Gel

Corresponden las mismas consideraciones que el anterior en cuanto a
la bioseguridad. Se diferencian por la forma, ya que éste esta constituido por
particulas 6seas microscépicas aglutinadas en un polimero sintético en
forma de gel.

En cuanto a su aplicacion, ha demostrado poseer una muy baja
viscosidad, y facilidad de adaptarse a las irregularidades del defecto. Sin
embargo, esta fluidez no ha permitido que se mantenga estable dentro de un
defecto de gran tamafo, asi como tampoco formoé una barrera para evitar la
proliferacion de tejido conjuntivo fibroso como los anteriores.

Los resultados mostraron una pérdida importante de altura, resultando
en un importante defecto residual. No obstante, en la parte inferior, se
observa hueso regenerado con una buena densidad. Esto podria indicar que
este material podria funcional bien en cavidades pequefias o como
adyuvante en la consolidacion de fracturas, pero desaconseja su uso en

defectos de gran tamafio.

Il. Correlacién Macro — Microscopica

Especial consideracion merecen el Fosfato Tricalcico y el Hueso
Bovino en Particulas, ya que de acuerdo a lo observado podrian
considerarse como la primera y segunda opcion de tratamiento, luego de los
injertos autélogos. Por esta razon, creemos importante completar la
informacion presentada con la correlacién de las visiones macroscopica e

histol6gica de estos materiales, con el fin de comprender mejor cual seria la
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observacion clinica en cada caso, asi como la realidad histologica

correspondiente. (Fig.53)

Correlaciéon Macro-Microscopica

Hueso Bovino en Particulas FosfatoTricalcico

Fig.53. Secuencia comparativa entre la vision macroscopica y la microscopica para
el Hueso Bovino en Particulas y el Fosfato Tricélcico.

Se observa un contraste entre la valoracion macroscépica y la microscépica. EI HBp
pareceria muy superior en el primer caso, donde se nota una mimetizacién muy
importante con respecto al hueso adyacente, mientras que las esferas de FTC se
siguen observando a simple vista. A diferencia de la vision macroscopica, el FTC
muestra mejor comportamiento histolégicamente, ain presentando similares valores
de superficie regenerada, produciendo un ordenamiento del hueso nuevo muy
superior.
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CONCLUSIONES

Dentro de los limites del presente trabajo, se puede concluir lo

siguiente:

e El hueso autdlogo obtenido por medio del filtro ha presentado los
mejores resultados tanto en cuanto arquitectura como en la superficie
regenerada. Asimismo, la condiciones de manipulacion fueron optimas
debido a su consistencia tipo pasta y su gran adhesividad. Por este

motivo deberia ser usado siempre que la situacion clinica lo permita.

e En caso de ser necesario recurrir a un sustituto, se deberia considerar al
fosfato tricalcico como de primera eleccion, ya que si bien la superficie
regenerada fue similar a los otros injertos particulados, la arquitectura

Osea lograda fue muy superior.

e En una tercera linea podrian usarse los huesos particulados tanto
humano como bovino, siendo éstos ultimos los preferibles. En ambos
casos, se deberia tener en cuenta la mimetizacion que se produce entre
estos sustitutos y el hueso que los circunda, ya que en una vision clinica
podria aparecer como una excelente regeneracion, pero en la realidad

histol6gica se observan gran cantidad de particulas remanentes.

e El hueso humano en forma de gel ha mostrado una capacidad

interesante en cuanto a la regeneracion, pero debido a sus
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caracteristicas fisicas, donde se destaca su alta fluidez, no deberia
usarse en el tratamiento de grandes defectos. Sin embargo, segun lo
observado podria utilizarse, tanto como complemento de injertos
particulados, asi como también en el tratamiento de pequefios defectos

y/o fracturas.
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