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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es estudiar, analizar y evaluar el
comportamiento del Fosfato tetracélcico fraguable Cas(PO4)2, su combinacion
con la hidroxiapatita sintética y su posible aptitud como material de injerto.
Como asi también disefiar una estrategia terapéutica frente a los defectos
estructurales del hueso e identificar factores que favorezcan la neoformacion
Osea.

Se utilizaron 30 ratas endocriadas de cepa Fisher (F344/N), libres de
patégenos especificos (SPF), con un peso de 500 gramos y 16 semanas de
edad, provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata.

Las mismas fueron escogidas por muestreo aleatorio simple, y luego divididas
en 3 grupos de 10 animales cada uno.

Todas fueron operadas bajo anestesia general con Ketamina/ Xilacina 75 mg/
kg + 10 mg/ kg por via IM. Se realizé una perforacion de 9 mm de largo, por 3
mm de ancho y 3 mm de profundidad.

El grupo 1 fue injertado con fosfato tetracalcico fraguable, el grupo 2 con la
combinacion de fosfato tetracélcico e hidroxiapatita sintética y el grupo 3, sin
tratamiento, fue el grupo control.

Una vez operados, los animales integrantes de cada una de las experiencias
que se efectuaron, permanecieron alojados bajo observacion en el pabellon de
Animales de Experimentacion de la Catedra de Animales de Laboratorio de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP, durante 30dias.

Posteriormente los animales fueron sacrificados por inhalaciéon de monéxido de

carbono, y sus fémures resecados a fin de hacer preparados para su



evaluacion por microscopia. Estudios que se llevaron a cabo en el Servicio de
Microscopia de la Catedra de Patologia General de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNLP.

Las mismas fueron digitalizadas y se evalué la superficie de hueso regenerado,
dentro del defecto.

Los distintos elementos de la imagen histoldgica fueron segmentados en base
al color de la tincion (H.E) y posteriormente calculada su superficie mediante un

analizador digital de iméagenes.



INTRODUCCION

El hueso es el unico tejido del organismo que al ser dafiado es capaz de
regenerarse por medio de la creacion de un tejido exactamente igual al original.
De esta manera, cuando el hueso presenta soluciones de continuidad, ya sea
por fracturas u otros defectos, se ponen en marcha de inmediato los
mecanismos osteoformadores con la finalidad de restaurar el tejido 6seo en el
lugar de la lesion. Habitualmente, la dinamica del hueso es suficiente para
reconstruir los defectos comunes, no obstante, en las pérdidas mayores de
masa tisular se hace necesario recurrir al aporte de sustitutivos 6seos para
obtener la reparacion.

El mejor sustitutivo éseo es el hueso mismo, ya sea proveniente del propio
paciente, aunque conlleva una cirugia adicional para tomar el hueso a injertar,
usualmente de la zona del menton, trigono retromolar, tuberosidad del maxilar,
calota craneana o cresta iliaca, dependiendo de la cantidad necesaria
(autoinjerto 6seo), o bien obtenido de un donante (aloinjerto éseo).

En el campo de la odontologia, a partir del desarrollo de la implantologia es
que comenzaron a realizarse cada vez mas estudios con respecto a este tema,
debido a la falta, en muchas ocasiones, de hueso disponible para colocar
implantes.

Por esto, en los ultimos tiempos, las investigaciones han estado centradas en
crear nuevo hueso donde sea necesario, y asi poder aumentar el nUmero de
personas que puedan gozar de los beneficios de la implantologia.

Con este fin se han utilizado diversos materiales y técnicas. Cuando el defecto
0seo a tratar es muy grande, o bien no es favorable, es necesario realizar

injertos de hueso para ganar el volumen perdido.



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
materiales aloplasticos a base de hidroxiapatita o fostafato de calcio.

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.

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 colocaciobn y mantenimiento en el lecho receptor. Las nuevas
formulaciones de sustitutos han generado una verdadera revolucién en el tema,
debido a sus propuestas mayores facilidades de manipulacion, entre ellas se
destacan el fosfato tetracalcico fraguable y la hidroxiapatita sintética. Sin
embargo, el escaso tiempo que llevan en desarrollo, determina pocos estudios
independientes, que hayan valorado la verdadera funcionalidad de los

mismos??.



MARCO TEORICO

El hueso es un 6rgano firme, duro vy resistente que forma parte
del endoesqueleto de los vertebrados, estd compuesto por tejidos duros y

blandos.

El principal tejido duro es eltejido 6seo, un tipo especializado de tejido
conectivo constituido por células (osteocitos) y componentes extracelulares

calcificados.

Hay 206 huesos en el cuerpo humano, éstos poseen una cubierta superficial
de tejido conectivo fibroso llamado periostio y en sus superficies articulares
estan cubiertos por tejido conectivo cartilaginoso. Los componentes blandos
incluyen a los tejidos conectivos mieloide tejido hematopoyético y adiposo
(grasa) la médula 6sea. El hueso también cuenta con vasos y nervios que,

respectivamente irrigan e inervan su estructura.®

Los huesos poseen formas muy variadas y cumplen varias funciones. Con una
estructura interna compleja pero muy funcional que determina su morfologia,

los huesos son livianos aunque muy resistentes y duros.

El conjunto total y organizado de las piezas Oseas (huesos) conforma
el esqueleto o sistema esquelético. Cada pieza cumple una funciébn en
particular y de conjunto en relacion con las piezas proximas a las que esta

articulada.*

Los huesos en el ser humano, son 6rganos tan vitales como los musculos o el

cerebro, y con una amplia capacidad de regeneracion y reconstitucion.

Es un tejido muy consistente, resistente a los golpes y presiones pero también

elastico, protege oOrganos vitales como el corazén, pulmones, cerebro, etc.
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Asimismo permite el movimiento en partes del cuerpo para la realizacion de
trabajo o actividades estableciendo el desplazamiento de la persona. Forma
el aparato  locomotor originando la  estructura 0sea o0 esqueleto.

Es también un depdsito de almacenamiento de calcio y fosforo del cuerpo.

Los huesos se componen de un tejido vivo llamado tejido conectivo.®

CLASIFICACION

Huesos Largos.- presentan una forma cilindrica, predomina la longitud sobre
el ancho y grosor, se dividen en tres porciones un cuerpo y dos extremos
(proximal y distal), generalmente se encuentran en los miembros locomotores.

Ejemplo: humero, fémur, metacarpos, etc.

Huesos Cortos.- presentan una forma cuboide, siendo que ninguna de sus
dimensiones predomina, su funcién es de amortiguamiento. Ejemplos: huesos

del carpo y tarso.

Huesos Planos.- su principal caracteristica es que son mas anchos y largos
que gruesos, su funcién es la de proteger tejidos blandos e insercién de
grandes masas musculares. Ejemplos: escapula u omoplato, huesos del

craneo y coxal.

Huesos Irregulares.- no presentan forma o division predominante para su
agrupacion, son impares y se localizan en la linea media, sus funciones son
variables aunque la de mayor importancia es la proteccion del sistema nervioso

central. Ejemplos: vértebras, occipital, falange distal. > > °
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COMPOSICION

La constitucion general del hueso es la del tejido 6seo. Si bien no todos los
huesos son iguales en tamafio y consistencia, en promedio, su
composicién quimica es de un 25% de agua, 45%
de minerales como fosfato y carbonato de calcio, y 30% de materia organica,
principalmente colageno y otras proteinas. Asi, los componentes inorganicos
alcanzan aproximadamente 2/3 (65%) del peso 6seo (y tan sélo un 35% es

organico).

El componente principal de la matriz in6rganica es la la hidroxiapatita esta
aparece a intervalos regulados de 60 nm a 70 nm a lo largo de las fibras y esta
asociada a cantidades variables de carbonato, ademas encontramos calcio,
fosfatos, hidroxilos y carbonatos. También aniones citrato, fluoruros , cloruros,
cationes magnesio, sodio, potasio, estroncio, hierro, zinc, etc. Algunos de estos
pueden sustituir al calcio en la mineralizacion y, por o tanto, son denominados

osteotropos.

La matriz organica estd formada por dos componentes:
Fibrilar(95%)representado casi exclusivamente por colageno tipo | y no fibrilar
(5%) formada por proteinas no coldgenas como la osteocalcina , la
osteonectina , fosfoproteinas ,proteoglicanos ,sialoproteinas y seroproteinas.
Este dltimo grupo de biomoléculas no forma parte directamente de la

constitucién estructural del hueso, sino que desempefia un rol de regulacién.*
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Sustancia Fundamental :

Compone 10% de la matriz orgédnica, posee una concentracion menor de
glucosaminoglucanos (GAG), que el cartilago (acido hialurénico, condroitin
sulfato, queratan sulfato), es una matriz acidofila (en parte debido al colageno).
Posee proteinas exclusivas del hueso como la osteocalcina unida a la
hidroxipatita. La osteopontina también unida a la hidroxipatita es similar a la

fibronectina.

Colageno:

Es una molécula proteica o proteina que forma fibras, las fibras colagenas.
Estas se encuentran en todos los animales. Es el componente mas abundante
de los huesos, cubriendo un 25% de la masa total de proteinas en
los mamiferos. Comprende el 90% de la matriz organica ésea ( tipo 1). Las
fibras colagenas son flexibles, pero ofrecen gran resistencia a la traccion. El
punto de rotura de las fibras colagenas de los tendones humanos se alcanza
con una fuerza de varios cientos de kilogramos por centimetro cuadrado. A
esta tensidon solamente se han alargado un pequefio porcentaje de su longitud

original.

Cuando el colageno se desnaturaliza por ebullicion y se deja enfriar,
manteniéndolo en una solucién acuosa, se convierte en una sustancia muy

conocida, la gelatina.

Colageno tipo I: Se encuentra abundantemente en el hueso. Se presenta en
fibrillas estriadas de 20 a 100 nm de diametro, agrupandose para formar fibras

colagenas mayores. Sus subunidades mayores estan constituidas por cadenas
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alfa de dos tipos, que difieren ligeramente en su composicion de aminoacidos y
en su secuencia. A uno de los cuales se designa como cadena alfal y al otro,
cadena alfa2. En el tejido 6seo es sintetizado por los osteoblastos. Su funcién

principal es la de resistencia al estiramiento.

Sustancia inorganica:

Esta compuesta por Fosfato célcico presente en forma de cristales de
hidroxiapatita que aparecen a intervalos regulados de 60 nm a 70 nm a lo largo
de las fibras. También posee citrato, bicarbonato, fluoruro, magnesio e
ion sodio. El hueso ademas posee afinidad por sustancias radioactivas que

destruyen sus componentes.

Los minerales de los huesos no son componentes inertes ni permanecen fijos
sino que son constantemente intercambiados y reemplazados junto con los
componentes organicos en un proceso que se conoce como remodelacion

Osea.

Su formacibn y mantenimiento estd regulada por las hormonasy
los alimentos ingeridos, que aportan vitaminas de vital importancia para su

correcto funcionamiento.®’
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TIPOS DE TEJIDO OSEO

Los huesos poseen zonas con diferente densidad que se diferencian
macroscopicamente y microscopicamente en areas de hueso compacto y areas
de hueso esponjoso, no existen limites perfectamente marcados entre éstas

existiendo entre ellos una pequefia zona de transicion.

HUESO COMPACTO (cortical)

Este tipo de tejido forma la diéfisis (la porcion alargada de los huesos largos
que queda en el medio de las epifisis 0 porciones distales de los mismos).
Aparece como una matriz é6sea mineralizada que esta depositada en laminillas,
entre éstas se ubican lagunas con osteocitos (cada laguna con el osteocito es
llamada osteoblasto) desde cada una se irradian canaliculos (conductillos muy
delgados), ramificados que las comunican y permiten la nutricion de los
osteocitos (recordemos que esto es importante ya que los osteocitos se
encuentran rodeados de matriz mineralizada que no permite la difusion de

nutrientes hacia éste).

Este tipo de tejido se organiza en tres formas distintas:

. Concéntricamente alrededor de un canal longitudinal vascular (llamado
conducto de Havers), que contiene capilares, venulas postcapilares y a
veces arteriolas, formando estructuras cilindricas llamadas osteones o

sistemas haversianos, visibles al microscopio éptico.
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. Entre los osteones se dispone de forma irregular formando los sistemas
intersticiales separados de los osteones por las llamadas lineas de cemento
(capa de matriz 6sea pobres en fibras coldgeno que no son atravesados por
estos canaliculos, o sea que no poseen elementos vasculares; todo esto es

observable al microscopio 6ptico).

. Por debajo del periostio sobre su superficie interna, y por debajo del
endostio se ubican alrededor de la circunferencia del tallo de forma
extendida las laminillas circunferenciales externas e internas (paralelas a la

superficie).

Los canales haversianos comunican con la superficie o la cavidad medular por
canales transversales u oblicuos llamados canales perforantes o de Volkman
que poseen vasos que vienen del periostio y del endosito, son mas grandes
que los de los osteones. Al microscopio éptico es dificil reconocerlos porque no

se encuentran rodeados de laminas concéntricas.®>?8
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Fig. 1 Fotomicrografia de hueso compacto descalcificado (x162). Se muestran
varios osteones con sus laminas concéntricas. También se identifica un

conducto de Volkmann (V). Tomado de Gartner y Hiatt 2002
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Fig. 2 Fotomicrografia de hueso descalcificado (x270). Obsérvese el sistema de
Havers que contiene el canal haversiano (C) y ldminas concéntricas con

lagunas y sus canaliculos. (flechas). Tomado de Gartner y Hiatt 2002
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Fig. 3 Fotomicrografia que muestra osteones primarios (PO) y secundarios

(S0), con luz polarizada. Tomado de Lindhe. 2009
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HUESO ESPONJOSO (reticulado, trabecular)

Este tipo de tejido 6seono contiene osteones, sino que las laminas
intersticiales estan de forma irregular formando unas placas llamadas
trabéculas. Estas placas forman una estructura esponjosa dejando huecos
llenos de la médula 6sea roja. Dentro de las trabéculas estan los osteocitos, los
vasos sanguineos penetran directamente en el hueso esponjoso y permiten el
intercambio de nutrientes con éstos. El hueso esponjoso es constituyente de
las epifisis de los huesos largos y del interior de otros huesos. La orientacion
de cada trabécula y la disposicion de sus laminillas 6seas mineralizadas esta
determinada por las tensiones mecénicas locales con el fin de resistir las
compresiones y tensiones a las que es sometida una trabécula (aumento de

peso de un individuo, crecimiento u otra).

FORMACION DEL TEJIDO OSEO (origen)

El hueso se forma por sustitucion de un tejido conectivo preexistente (el
cartilago).

Existen dos tipos de osificacion: intramembranosa (o directa)

y endocondral (o indirecta).

Osificacion intramembranosa (o directa). Tiene lugar directamente en
el tejido conectivo. Por este proceso se forman los huesos planos de la boveda
del craneo: hueso frontal, hueso occipital, hueso parietal, hueso temporal, el
maxilar superior y casi toda la mandibula excepto los condilos articulares. El

mensénquima se condensa en conjuntivo vascularizado en el cual las células
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estan unidas por largas prolongaciones y en los espacios intercelulares se
depositan haces de colageno orientados al azar que quedan incluidos en la
matriz (gel poco denso). La primera sefal de formacién 6sea es la aparicion de
bandas de matriz eosindfila mas densas que se depositan equidistantemente
de los vasos sanguineos que forman la red. Las células se agrandan y se
relnen sobre las trabéculas, adquieren forma cuboidea o cilindrica y
permanecen unidas por prolongaciones cortas, se hacen mas basdfilas
transformdndose en osteoblastos que depositan matriz osteoide no
calcificada.>'®! Las trabéculas se hacen mas gruesas, se secreta colageno
que forma fibras orientadas al azar formando hueso reticular . Se depositan
sales de calcio sobre lamatriz extracelular (calcificacion). Debido al
engrosamiento trabecular los osteoblastos quedan atrapados en lagunas y se
convierten en osteocitos que se conectan con los osteoblastos de la superficie
por medio de los canaliculos. El nimero de osteoblastos se mantiene por la
diferenciacion de células primitivas del tejido conjuntivo laxo. En las éareas
esponjosas que deben convertirse en hueso compacto las trabéculas siguen
engrosandose hasta que desaparecen los espacios que rodean los vasos
sanguineos. Las fibras de colageno se vuelven mas ordenadas y llegan a
parecerse al hueso laminar pero no lo son. Donde persiste el esponjoso
termina el engrosamiento trabecular y el tejido vascular interpuesto se
transforma en tejido hematopoyético. El tejido conjuntivo se transforma en el
periostio. Los osteoblastos superficiales se transforman en células de aspecto
fibroblastico que persisten como elementos osteoprogenitores en reposo
ubicados en el endostio o el periostio pudiéndose transformar de vuelta en

osteoblastos si son provocados por ese motivo.
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Fig. 4 Fotomicrografia de la osificacién intramembranosa (x540). Los
osteoblastos (Ob) recubren la espicula 6sea en donde secretan osteoide hacia
el hueso. Se observan osteclastos (Oc) alojados en lagunas de

Howship. Tomado de Gartner y Hiatt 2002

Osificacién endocondral (o indirecta). La sustitucién de cartilago por hueso
se denomina osificacion endocondral. Aunque la mayoria de los huesos del
cuerpo se forman de esta manera, el proceso se puede apreciar mejor en los

huesos mas largos, lo que se lleva a cabo de la manera siguiente:

1. Desarrollo del modelo cartilaginoso: En el sitio donde se formara el
hueso, las células mesenquimatosas se agrupan segun la forma que
tendra el futuro hueso. Dichas células se diferencian en condroblastos,

que producen una matriz cartilaginosa llamada cartilago hialino.
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Ademas se desarrolla una membrana alrededor del modelo

cartilaginoso (pericondrio).

2. Crecimiento del modelo cartilaginoso: Cuando los condroblastos quedan
ubicados en las capas profundas de la matriz cartilaginosa, se les llama
condrocitos. El modelo cartilaginoso crece en sentido longitudinal por
divisién celular continua de los condrocitos, acompafada de secrecion
adicional de matriz cartilaginosa. Este proceso genera un aumento de
longitud que se llama crecimiento intersticial (o sea, desde dentro). En
contraste, el incremento en el grosor del cartilago se debe
principalmente a la adicion de matriz en la periferia del modelo por
nuevos condroblastos, los cuales evolucionan a partir del pericondrio. A
este tipo de desarrollo por depdsito de matriz sobre la superficie
cartilaginosa se le llama “desarrollo por aposicion”. Al continuar el
crecimiento del modelo cartilaginoso, se hipertrofian los condrocitos de
su region central, probablemente en virtud de que acumulan glucégeno
para la produccion de ATP y de que sintetizan enzimas que catalizaran
las reacciones quimicas. Algunas de las células hipertroficas explotan y
liberan su contenido, lo que modifica el pH de la matriz, este cambio
activa la calcificacién. Otros condrocitos del cartilago en calcificacién
mueren porque la matriz ya no difunde los nutrientes con rapidez
suficiente. Al ocurrir esto, se forman lagunas que tarde o temprano se

fusionan para formar cavidades pequefias.*
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3. Desarrollo del centro de osificacion primario: Una arteria nutricia penetra
en el pericondrio y en el modelo cartilaginoso en calcificacion a través
de un agujero nutricio en la regién central del modelo cartilaginoso, los
cual estimula que las células ostedgenas del pericondro se diferencien
en osteoblastos. Estas células secretan, bajo el pericondrio, una lamina
delgada de huso compacto, llamada collar de matriz ésea. Cuando el
pericondrio empieza a formar tejido 0seo, se le conoce como periostio.
Cerca del centro del modelo crecen capilares peridsticos en el cartilago
calcificado en desintegracion. El conjunto de estos vasos y sus
correspondientes osteoblastos, osteoclastos y células de la médula
Osea roja recibe el nombre de brote periéstico o yema periéstica. al
crecer en el modelo cartilaginoso, los capilares inducen el crecimiento
de un centro de osificaciébn primario, region en que el tejido Oseo

sustituye la mayor parte del cartilago’*3*.

Luego los osteoblastos
comienzan a depositar matriz 0sea sobre los residuos del cartilago
calcificado, con lo que se forman las trabéculas del hueso esponjoso. A
medida que el centro de osificacion se alarga hacia los extremos del
hueso, los osteoclastos destruyen las trabéculas recién formadas. De
este modo se forma la cavidad medular, en el centro del modelo, la cual
se llena después con meédula Osea roja. La osificacion primaria
comienza en la superficie exterior del hueso y avanza hacia el interior.>®

4. Desarrollo de los centros de osificacion secundarios: La diafisis, que al
principio era una masa sélida de cartilago hialino, es reemplazada por

hueso compacto, cuyo centro contiene la cavidad llena de médula 6sea

roja. Cuando los vasos sanguineos penetran la epifisis, se forman los
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centros de osificacidbn secundarios, por lo regular hacia el momento del
nacimiento. La formacion de hueso es similar a la que tiene lugar en los
centros de osificacion primarios; sin embargo, se diferencia en que el
tejido esponjoso permanece en el interior de la epifisis (no se forma la
cavidad medular). La osificacién secundaria se inicia en el centro de la
epifisis y prosigue hacia el exterior, en direccion a la superficie externa
del hueso.*

5. Formaciéon del cartilago articular y de la placa epifisiaria: El cartilago
hialino que cubre las epifisis se convierte en cartilago articular. durante
la nifiez y la adolescencia se conserva cartilago hialino entre la diafisis y
las epifisis, el cual se conoce como placa epifisiaria y es la que permite

el crecimiento longitudinal de los huesos largos.'**°

CELULAS OSEAS :

En el tejido 6seo maduro y en desarrollo, se pueden diferenciar cuatro tipos
de células: osteoprogenitoras(células  de revestimiento), osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos. Los tres primeros tipos son estadios funcionales de
un dnico tipo celular. ElI proceso reversible de cambio de una modalidad
funcional a otra se conoce como modulacion celular. Los osteoclastos tienen un
origen hematopoyético compartido con el linaje mononuclear-fagocitico. El
estadio mitético de los tres primeros tipos celulares solo se observa en el

estadio de célula osteoprogenitora.

Células de revestimiento. Son células aplanadas que revisten

las superficie 6seas del interior de los huesos, y en su mayor
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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 mecanicos u
hormonales y/o locales, para iniciar el proceso de remodelado

6seo.

e Osteoblastos. Los osteoblastos son células diferenciadas que
sintetizan el colageno y la sustancia fundamental 6sea.

Cuando estan en plena actividad su forma es cuboide con un citoplasma
basoéfilo, 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 ésea ya formada, (matriz intercelular predsea o osteoide)

Los osteoblastos son células poliédricas con largas y delgadas
prolongaciones citoplasméaticas 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 mineralizacién 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.

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
0seo recién formado, aplanandose y constituyendo las células de revestimiento

dseo. 12,17,18
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Osteocitos. Se encuentran en el hueso completamente formado ya que
residen en lagunas en el interior de la matriz 6sea mineralizada. Su forma
se adapta al de la laguna y emiten prolongaciones digitiformes largas que
se extienden por los canaliculos de la matriz 6sea y esto los pone en
contacto con otros osteocitos. En esas zonas de contacto las membranas
forman un nexo que permite el intercambio de iones, moléculas pequerias
y hormonas. Son similares a los osteoblastos, pero menos activos y por lo
tanto su reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi esta menos
desarrollado. Su funcion es seguir sintetizando los componentes necesarios
para el mantenimiento de la matriz que los rodea. Estdn ampliamente
relacionados con la mecanotransduccion, proceso en el que reaccionan a la
tensién ejercida liberando cAMP (monofosfato de adenosina ciclico),
osteocalcina y somatomedinas lo que induce a la adicion de osteoblastos
para la remodelacion del hueso. Se discute si se pueden transformar en

osteoblastos activos.

27



Fig. 5 Fotomicrografia de hueso compacto descalcificado (x540). Pueden
observarse osteocitos en lagunas. Véase asimismo la osteona y las lineas de

cementacion. Tomado de Gartner y Hiatt 2002

. Osteoclastos. Tienen como funciéon la resorcidbn 6sea. Por su origen
hematopoyético, son entendidos como "macrofagos del hueso". Hasta hace
poco, se creia que surgian de la fusidbn de varios monocitos, pero, de
acuerdo a las nuevas investigaciones se ha descubierto que tienen su
origen en el sistema de fagocitos mononucleares y surgen de la
diferenciacion (mediada por citocinas provenientes del osteoblasto) de
macréfagos. Ubicados en las lagunas de Howship pueden llegar a ser

células gigantes (hasta 150 micrometros de didmetro), con varios nucleos.
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Se encuentran polarizados con los nucleos cerca de su superficie lisa
mientras que la superficie adyacente al hueso presenta prolongaciones muy
apretadas como una hoja delimitadas por profundos pliegues (se le
llama borde en cepillo o borde plegado). Abundantes mitocondrias en el
borde plegado, también en esta region hay lisosomas y vacuolas. Alrededor
del borde plegado la membrana se une al hueso por filamentos
de actina (zona de sellado donde el osteoclasto lleva a cabo su funcién de
reabsorcion). En este sitio de sellado el osteoclasto bombea protones que
baja el pH (acidifica el medio), para disolver el material 6seo. El interior
acido del compartimiento favorece la liberacion de hidrolasas acidas
lisosomales y proteasas, como gelatinasa y colagenasa (por el aparato de
Golgi, reticulo endoplasmatico y vesiculas del borde), que eliminan las sales
de calcioy degradan el colagenoy componentes organicos de la matriz

6sea.>>®

METABOLISMO OSEO:

El hueso es un tejido en constante recambio, el cual mediante un proceso
reconocido como bone turnover (recambio 6seo) se renueva constantemente. A
nivel celular enllamado también como BMU (Basic Multicelular Unit ) o Unidad
Multicelular Basica, ya que intervienen todas las células 6seas de manera
coordinada. Comprende cuatro fases: Activacion, Reabsorcion, Neoformacion y
Mineralizacion.

Todo esto se halla bajo la direccion de un sistema de sefales hormonales a su

vez modulada por factores locales 6seos que mantienen un equilibrio.
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La PTH (Paratohormona) se secreta por las glandulas paratiroideas y es
importante para el mantenimiento de la calcemia. Esta hormona aumenta la
reabsorcion O0sea, aumenta la reabsorcion tubular renal de calcio,y también
aumenta la reabsorcion intestinal de calcio estimulando la sintesis renal de
1,25-vitamina D; por lo tanto aumenta la calcemia.Su secrecion aumenta
cunado desciende la calcemia y disminuye cuando esta aumenta.

La vitamina D es producida principalmente por la piel. En la piel se sintetiza por
la accion de la luz solar, pero debe transformarse en 1,25- vitamina D, para
ejercer actividad biologica. Esta transformacion se produce principalmente en el
rifion por estimulo de la PTH. Produce un aumento en la absorcién intestinal de
calcio, manteniendo los nivel 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 secrecién se estimula por varios factores, entre ellos el aumento de
calcemia. Sus efectos predominantes son el descenso de la reabsorcion ésea 'y
de la reabsorcion tubular de calcio.

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

La concentracion de las hormonas que regulan el metabolismo del calcio
determina la direccion del recambio 6seo, pero los factores locales modulan el
efecto final, y a su vez, modifican la concentracion de las hormonas y la

respuesta biologica a nivel de los osteoblastos y los osteoclastos. Entre los

factores locales implicados se destacan el factor de crecimiento similar a la
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insulina (IGF), el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF), las proteinas morfogenéticas éseas(BMP),
la interleukina 1 (IL1) y 6 (IL6), el factor de necrosis tumoral(TNF) y otras

citoquinas.™?

Sistemas de sefiales entre células 0seas:

Las células del estroma osteoblastico estan inicialmente implicadas en la
funcioén y diferenciacion osteoblastica a través del contacto célula-célula.
Algunos estudios demostraron la presencia de un factor en la membrana de las
células osteoblasticas, miembro de 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 la células indiferenciadas del
estroma y se reduce a medida que madura el fenotipo osteoblastico.Estimula la
diferenciacion, sobrevida y fusion de las células precursoras de osteoclastos,
activa los osteoclastos maduros y prolonga su vida Gtil. Como resultado permite
la expansion de la masa osteoclastica activa capaz de formar sitios de
reabsorcion ésea.

Los efectos del RANKL estas mediados por su unién a un receptor altamente
especifico: el RANK ,al cual activan. Es una proteina transmembranos
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 diferenciacion y activacion de
los osteoclastos.

El proceso de recambio 6seo no es igual en todas las etapas de la vida.

Inicialmente, y hasta aproximadamente los 20 afios la formacién exede la
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reabsorcién, dando lugar al crecimiento de los huesos (modelado) y a un
continuo aumento de la masa 0sea. Luego se estabiliza y la reabsorcion y la
formacion se equiparan. En un dltimo periodo, la reabsorcion es mayor que la
formacién( de mayor impotancia en la mujer, después de la menopausia, por
diferencia en el nivel de estrogenos) lo cual determina una disminucién de la
masa 0sea, pudiendo llevar a la osteopenia y osteoporosis.

Debemos tener en cuenta que el remodelado se produce en todas las
superficies Oseas, 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 metabdlico se produzca aproximadamente cuatro veces mas
que en el hueso compacto. Esto determina que en los casos de pérdida del
balance del turnover, como en la ultima fase que mencionamos mas arriba,
inicialmente se vea afectado mas el hueso esponjoso, con adelgazamiento del
espesor de las trabéculas, y posteriormente con pérdida de conectividad entre

las mismas.
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Fig. 6
El grafico muestra una trabécula O6sea, cubierta por Células de

Revestimiento.
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Fig.7
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.
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Fig.8
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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ACTIVACION. La activacion del receptor RANK causa la fusion de los Pre-

Fig. 9

Osteoclastos y la formacion de Osteoclastos multinucleados.
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REABSORCION. Los Osteoclastos comienzan a reabsorber el hueso.

Fig. 10
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Fig.11
REABSORCION. Después de alrededor de 2 semanas, una vez que han
terminado de reabsorber el hueso, los Osteoclastos entran en

apoptosis.(muerte celular programada)
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NEOFORMACION. Mientras tanto, los Osteoblastos son reclutados a la

Fig.12

cavidad reabsorbida, por seflales no del todo conocidas aun,

probablemente, factores de crecimiento liberados a partir del hueso

reabsorbido. (BMPs)
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Fig.13
NEOFORMACION. Los Osteoblastos segregan la matriz 6sea denominada

Osteoide.
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MEDULA OSEA
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Fig.14
NEOFORMACION. Después de alrededor de 11 dias el Osteoide comienza
a mineralizarse. Mientras tanto, los Osteoblastos continGan formando

nuevo Osteoide.
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Fig. 15
NEOFORMACION. El proceso continua hasta que la cavidad es llenada

por nuevo hueso, normalmente entre 2y 3 meses después.
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Fig. 16
MINERALIZACION. Los Osteoblastos pueden entrar en apoptosis y
desaparecer, o bien transformarse en Osteocitos o Células de

Revestimiento. El hueso nuevo formado continda mineralizandose con el

tiempo.
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Fig. 17

Esquema de remodelacidén 6sea general.

REGENERACION OSEA:

Se entiende por regeneracion 6sea 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 término reparacion cuando
dicho tejido de reemplazo es diferente y no recupera las propiedades

mecanicas ni la fisiologia del original.

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 regeneracion 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 cuarto dia
comienzan a formarse capilares y arteriolas desde el lecho receptor, que

invaden todo el material de injerto presente en toda la cavidad. Alrededor de los
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10 a 14 dias se forma el entremado de colageno. Los osteoblastos proliferan y
comienza la migracion a través de la matriz de colageno. Al mes el injerto
queda bien vascularizado y comienza la fase de sustitucion progresiva que
dura entre 4 y 8 semanas. Se forma inicialmente un hueso desorganizado, que
posteriormente por remodelado se transforma en hueso maduro, bien

organizado, con caracteristicas similares al original.

INJERTOS OSEOS:
Para lograr mediante un tratamiento la correcta regeneracion del hueso se han
propuesto varios abordajes consistentes en rellenar la cavidad ésea. Estos

difieren entre si fundamentalmente en el material de relleno utilizado.

Segun su composicion dicho material puede clasificarse como:
e Osteogenético: produciendo nuevo hueso (osteoblastos vitales)
e Osteoinductor: induciendo la formaciébn de nuevo hueso (proteinas
morfogenéticas 0seas)
e Osteoconductor: sirviedo de matriz o guia facilitando la neoformacion

Osea.

De acuerdo a esto se puede considerar al hueso autdlogo como material de

injerto ideal. Sin embargo, muchas veces,como expresamos en la

introduccidn , esto no es posible y es necesario recurrir a sustitutos.
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HUESO AUTOLOGO:

Es el material de injerto ideal, constituido por hueso tomado del mismo
paciente. EI mayor inconveniente consiste en la cirugia adicionalpara tomar el
hueso a injertar, usualmente de la zona del menton, trigono retromolar,
tuberosidad del maxilar y en menor medida de la calota craneana o cresta
iliaca, dependiendo de la cantidad necesaria. Sin embargo, en ocasiones es
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 o0 bien se puede desgastar el hueso con un motor y
simultaneamente aspirarlo con canula especial provista de un filtro recolector
de particulas en su interior. Esta forma es muy util ya que puede utilizarse
durante las osteotomias para la colocaciobn de implantes, y presenta una
consistencia muy buena, similar a una pasta , que facilita su colocacion en el
defecto a tratar.*”*

Por ultimo cabe destacar que el injerto antélogo es el tnico cumple con las tres

vias de formacion de hueso nuevo (osteogénesis, osteoinduccion y

osteoconduccion)
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HUESO HOMOLOLOGO:

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 al cirugia; es de vital importancia revisar
adecuadamente la historia clinica de los donantes con el fin de evitar que
tengan antecedentes de infecciones neoplasias malignas, enfermedades Gseas
degenerativas , hepatitis B o C , enfermedades de transmision sexual , HIV y
otras enfermedades que afectan la calidad del hueso y podrian afectar la salud
del receptor. Los aloinjertos pueden formar hueso a través del efecto de
osteoinduccién y la osteoconduccion ; mientras que no se da en el proceso de
la ostegénesis debido a que el injerto no posee células vivas, por lo tanto la
neoformacion Osea es lenta y se pierde volumen apreciable si se compara con
el injerto antélogo.

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

huésped.'1%%
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HUESO HETEROLOGO:

Son denominados Xenoinjertos. Se obtienen de otras especies , siendo el mas
utilizado el 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 coldgeno intactos.

El material asi obtenido se caracteriza por una buena histocompatibilidad dado
que la Unica proteina remanente el colageno tipo |, buenas propiedades
mecanicas , semejantes a las del hueso y buena capacidad osteoconductora

por su similitud a la matriz inorganica del hueso humano.**

MATERIALES SINTETICOS DE ORIGEN QUIMICO:

Este grupo esté constituido por un grupo 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.

En el presente trabajo fueron utilizados dos tipo de materiales pertenecientes a
este grupo, estos son la Hidroxiapatita sintética y el Fosfato tetracélcico
fraguable, ambos son biocompatibles , osteoconductores y pueden ser
utilizados en combinacién con injertos 6seos o sin ellos.*®%*2°

Se caracterizan por ser reabsorbibles, variando su velocidad de reabsorcion en
funcién de la densidad. Por lo demas actuan de manera similar que los
anteriores, generando una matriz que conduce la regeneracion del hueso.

Se presentan en forma de granulos, en el caso de la hidrpoxiapatita y en forma

de polvo-liquido, el fosfato tetracélcico fraguable.?****’
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OBJETIVOS:

¢ Identificar factores que favorezcan la neoformacion 6sea.

e Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento del fosfato tetracalcico como

material de injerto.

e Estudiar, analizar y evaluar la accion de la hidroxiapatita sintética como

material de injerto.

e Estudiar, analizar y evaluar la accion de la combinaciéon de ambos y su

posible aptitud como material de injerto.

e Disefiar una estrategia terapéutica frente a los defectos estructurales del

hueso.

HIPOTESIS:
La reparacion de defectos éseos difiere en cuanto a calidad y cantidad de
regeneracion segun se utilice como injerto fosfato tetracalcico fraguable solo, o

combinado con hidroxiapatita sintética.
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MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO: Experimental cuantitativo.
VARIABLES:

Variables Independientes:

e Fosfato Tetracélcico Fraguable

e Combinacién Hidroxiapatita sintética y Fosfato tetracalcico

Variables Dependientes:
e Cantidad de Neoformacion Osea.

e Calidad de Neoformacién Osea

UNIVERSO Y MUESTRA:

Se utilizaron 30 ratas endocriadas de cepa Fisher

provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad Nacional de La Plata.

Las mismas fueron escogidas por muestreo aleatorio simple, y fueron

luego divididas en grupos de acuerdo a las variables independientes mas un

grupo control.

METODOS E INSTRUMENTOS PARA RECOLECCION DE DATOS:

e Observacion directa.
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e Estudios histolégicos realizados por computadora.

PLAN DE TABULACION Y ANALISIS:
Cada una de las variables independientes se medieron segun sus indicadores,
y luego se tabularon, de acuerdo al efecto producido sobre las variables

dependientes de la siguiente manera:

CANTIDAD DE HUESO NEOFORMADOQO: Se midiod la superficie total de hueso

regenerado en funcion del defecto creado artificialmente, utilizando el software

de analisis de imagenes Image ProPlus V.4.1- Media Cybernetics, USA.

CALIDAD DE HUESO NEOFORMADOQ: Se realiz6 un estudio cualitativo en

funcién del recuento de los diferentes tipos celulares presentes, asi como de la
disposicion de la microarquitectura del tejido éseo, utilizando los mismos

instrumentos que en el punto anterior.

Luego de obtenidos los datos, se analizd y se establecié que efecto produce

cada variable independiente sobre cada una de las variables dependientes.

DESARROLLO DE LA METODOLOGIA (MODELO ANIMAL)

Se analizaron los puntos principales del modelo, teniendo en cuenta todos los

detalles que fueron evaluados, hasta arribar al modelo definitivo.
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1) Eleccion del animal. Fundamentacion.

La eleccibn de la rata como animal de experimentaciébn obedece en mayor
medida al hecho de que las mismas poseen un metabolismo mas acelerado
que otros animales, lo cual permite acotar los tiempos en una investigacion.
Para asegurar una minima, o nula, variaciéon individual entre los individuos que
integran la muestra se eligieron animales endocriados , libres de patégenos
especificos (SPF).

La eleccion del sexo de los animales se debié 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 logré con Ketamina/ Xilacina 75mg/kg mas 10mg/Kg
via IM. Se eligi6 como primera opcion debido a la facilidad de uso, y a la no
necesidad de instrumentos y/o equipamientos accesorios, como puede ser el
caso de la anestesia por via inhalatoria.

Se realizé una prueba para comprobar su utilidad, alcanzando los animales una
muy buena anestesia quirurgica, de unos 20 a 30 de duracion, 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
infecciones (IP). Sin embargo, ninguno de estos problemas ocurrié en nuestra

experiencia.
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3) Acto operatorio:

a) Depilacion de la zona a trabajar: esta puede realizarse con maquina de
afeitar o con una hoja convencional del tipo gillete. Sin embargo si bien se logra
despejar el campo de esta manera, no es del todo prolijo ya que 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 en forma manual. En
efecto, tirando de los pelos suavemente estos salen sin oponer resistencia ,
probablemente por el estado de relajacion durante la anestesia. El resultado es
una depilacion completa, prolija y rapida. Aqui el factor rapidez es muy
importante ya que el tiempo que empleemos de mas en este punto, es tiempo
que tendremos de menos para el acto quirirgico 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 incisién
en piel del largo adecuado. Idealmente de articulacion a articulacion. Menos
dificulta la vision operatoria y mas determina una herida mas grande y la
necesidad de mayor cantidad de puntos de sutura.

Una vez completada, se continta en el plano muscular. Al inicio de nuestra
experiencia realizabamos esto también con bisturi .Sin embargo en uno de los
casos se lesiono la arteria femoral, hubo que pinzarla, y detener la cirugia
durante un tiempo bastante importante hasta lograr la hemostasia que nos

permitid6 continuar. Luego de este hecho, se cambio la técnica, y el plano
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muscular fue abordado con tijeras mediante divulsién. De esta manera, no solo
no se corren riesgos de lesionar vasos sanguineos, sino que también la
apertura es mas rapida y prolija.

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

Por dltimo se limpia bien la superficie Osea a intervenir, eliminando todo el

periostio con la ayuda de un periostotomo.

c) Creacién de los defectos 6seos:

Las perforaciones se realizan con tres fresas secuenciales, y con abundante
refrigeracion para evitar el sobrecalentamiento del hueso. Primero utilizamos
una redonda para marcar la entrada y superar la cortical, luego una de dos
milimetros de didmetro y por ultimo una de tres de didmetro, dando como
resultado un defecto de tres milimetros 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 colocacién de implantes dentales. De esta manera, nos
aseguramos de estar utilizando un instrumental que no 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.
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Una vez conformados los mismos, pueden ser tratados con gran variedad de
terapéuticas tendientes a lograr la regeneracion del hueso. En nuestro caso
utilizamos injertos de origen sintético.

Una vez tratados los defectos, se realiza una sutura por planos, primero el

muscular y segundo el epitelial.

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
econdmica que el colageno.

La sutura en la piel se hizo inicialmente con seda. Esto trajo algunos
inconvenientes debido al movimiento del animal que determind que algunos
puntos se soltaran y también una mayor acumulacién de “suciedad” sobre la
herida, ya que la naturaleza de ésta la hace mas dificultosa para el lavado
postoperatorio de la misma. Estos problemas son minimos, y en los casos en
los que fueron utilizados, no se observaron reacciones importantes. De todas
maneras, decidimos cambiar la seda por tanza, la cual mostr6 mayor
resistencia de los puntos y, gracias a su superficie mas lisa, menor

acumulacién de “suciedad”.

4) Postoperatorio:

a) Postoperatorio inmediato y recuperaciéon de la anestesia:
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La recuperacion de la anestesia fue relativamente lenta, aproximadamente
entre tres horas y media a cuatro, aunque esto estd dentro de los valores
normales para la Ketamina/ Xilacina.

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 recuperacién, asi
como la disposicién de los animales en la misma.

La temperatura ambiente debe constante de 28 grados centigrados, y puede
agregarse una fuente més 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. Si no se dispone de una, aunque sea
una leve separacion del suelo, para que circule aire templado por debajo,
otorgando una temperatura uniforme.

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

estuvieron entre las dos horas y las dos horas y media.

b) Medicacién postoperatoria y alimentacion:

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
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mostro, por lo menos en nuestra experiencia, diferencias significativas, a partir
de la observacion del comportamiento del animal.

La alimentacion de los mismos fue mediante alimento balanceado comercial.
Ademas, a partir de algunas complicaciones que surgieron con la hidratacion, y
que se describen en el apartado correspondiente, se agreg6 a la dieta del
postoperatorio inmediato una gelatina a base de agar nutritivo, el cual mostro
mejores resultados que al utilizar solamente alimento balanceado comercial

solamente.

c) Complicaciones postoperatorias:

Una de las complicaciones que se observd en algunos animales fue la
deshidratacion, esta fue revertida mediante la administracion de suero salino
por via sub-cutanea.

Esto motivo la introduccion, en casos posteriores, del agar nutritivo al que
haciamos referencia mas arriba, no volviéndose a presentar signos de
deshidratacion con su utilizacion.

Otra complicacion, aunque leve, fue la aparicion de sequedad en las
conjuntivas, lo cual fue atribuido al largo periodo de recuperacion 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

pabellon de animales de experimentacion del Bioterio de la FCVUNLP,
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manteniéndose el régimen de temperatura constante y alimentacion

balanceada.

5) Evaluacion de los resultados:

Las muestras fueron capturadas mediante una cadmara de video (Sony DXC-
151) montada sobre microscopio 6ptico (Olympus SD 40) y conectada a una
computadora. Luego las imagenes fueron digitralizadas mediante una placa
digitalizadota ( Flashpoint 128, Integral Technologies , USA) y procesadas con
un analizador digital de imagenes (Image Pro Pus v4.1.-Media Cibernetics,
USA) La resolucién de las imagenes fuede 640 x 480 pixels , con un
rendimiento (yield) de 9 um/pixel.

Luego de la calibracién 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 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 tincion
Hematoxilina eosina.

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

presentados.
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METODOLOGIA

Se utilizaron 30 ratas macho, de la cepa Fisher 344 (F344/N), originarias del
Instituto Nacional de Salud de los EE.UU., y producidas en el Bioterio de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la U.N.L.P., endocriadas, libres de
patégenos especificos (SPF), de 16 semanas de edad y 500 gramos de peso.
Los animales fueron divididos en tres grupos de 10 cada uno, manteniéndose
durante 48 horas en condiciones ambientales convencionales: 23 +/- 1 grados
centigrados, humedad 50/55 %, iluminacion 12 horas luz / 12 horas oscuridad,
con alimento balanceado comercial y agua autoclavaza ad-libitum.

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

Todas fueron operadas bajo anestesia general con Ketamina/ Xilacina 75
mg/kg + 10 mg/kg por via intramuscular. Se utiliz6 un motor de cirugia eléctrico
con irrigacion de solucion fisiolégica incorporada (Dyna Surg), contra-angulo
reductor 1:16 a 1700 rpm, fresas e instrumental quirdrgico para el acceso al
hueso.

Se depil6 la piel en la zona del fémur (Fig. 20), luego se realiz6 una incision en
piel con bisturi (Figs. 21 y 22)y se continud en el plano muscular con tijeras por
divulsion, hasta identificar el hueso. (Fig.23)

Una vez limpio y retirado el periostio, se realizo una perforacion de 3mm de
ancho por 9mm de largo y 3 mm de profundidad. (Fig. 24)

Al grupo 1 se le injerto fosfato tetracalcico fraguable , al grupo 2 la combinacién
de hidroxiapatita sintética y fosfato tetracalcico fraguable y el grupo 3 no recibid
tratamiento, quedando como cotrol.(Fig. 25)

Una vez finalizado, se realizé una sutura por planos.(Figs.26 y 27)
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Fig. 18

Instrumental quirargico utilizado.
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Fig. 19

Fisio-dispenser utilizado en las cirugias.
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Fig. 20
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Fig.22

Fig.23
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Fig.25
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Fig.26

Fig.27
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Los animales permanecieron en la sala donde fueron intervenidos durante las
primeras 24 horas a temperatura constante de 28°C, y luego de ese periodo
pasaron a ser alojados en el pabellbn de animales de experimentacién del
Bioterio e la FCVUNLP. Como complemento en el postoperatorio recibieron
Acido Acetilsalicilico y alimento balanceado.

A los 30 dias los animales fueron sacrificados por inhalacion de monoxido de
carbono, y sus fémures resecados mediante discos de carburo, con el fin de
obtener muestras para su procesado y estudio histologico.

Las muestras fueron fijadas en formol al 10 % a 4°C, descalcificadas en EDTA,
incluidas en parafina, cortadas con micr6tomo, montadas en portaobjetos y
tefiidas con hematoxilina eosina.

Los preparados fueron capturados mediante de video (Sony DXC-151A )
montadas sobre un microscopio Optico (Olympus SZ 40 ) y posteriormente
digitalizadas mediante una placa digitalizadora (Flashpoint 128, Integral
Technologies, USA ) De cada preparado se obtuvieron aproximadamente 20
imagenes a 40 X, las cuales fueron montadas luego para constituir una imagen
Unica, que fue evaluada con un analizador digital de imagenes ( Image Pro Plus
v4.1.-Media Cybernetics, USA) ( Fig. 28,29y 30)

Los distintos elementos de la imagen histoldgica fueron segmentados en base
al color de la tincion, y posteriormente se calculo la superficie de hueso nuevo
regenerado, asi como el patrén arquitectonico dentro de los limites del defecto
creado. ( Fig. 28,29y 30)

La superficie se expresa en mmz2, mientras que la arquitectura se considero:

Buena (Regeneracion completa con patron trabecular bien definido);
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Aceptable (Regeneracion completa con patron trabecular mas irregular);
Mala (Regeneracion incompleta).

Estos estudios se llevaron a cabo en el Servicio de Microscopia de la
Cétedra de Patologia General de la Facultad de Ciencias Vetrinarias De la
UNLP. El andlisis estadistico se realiz6 mediante Analisis de Varianza en
Rangos, Test de Comparaciones Mdltiples 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.
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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, ambos resultaron de facil manipulacion.

La Hidroaxiapatita (HA) sintética, al ser particulada, no difiere en cuanto a su

manejo, a otros injertos de estas caracteristicas disponibles en el mercado.

El Fosfato Tetracalcico, fraguable, presenta una gran facilidad de manipulacion.
Una vez realizada la mezcla, la consistencia es de tipo cremosa, muy similar a
la de un yeso de uso odontolégico. El fraguado es rapido, y ocurre en promedio
en unos 3 minutos, lo cual hace que una vez colocado dentro del defecto

mantenga la forma que se le otorga.

Pasados los 30 dias de estudio, y una vez tomadas las muestras, en la vista
macroscopica se observa una regeneracion casi, o totalmente completa de los

defectos en ambos grupos.

Es de destacar que en el grupo de Fosfato Tetracalcico solo, practicamente no
es distinguible donde estaba el defecto. De esta manera, macroscépicamente

se observé mejor que la combinacion con hidroxiapatita.

Posteriormente, se realizaron los preparados histologicos, para evaluar la

calidad y la cantidad de hueso regenerado.

La calidad 6sea, en cuanto a su patréon arquitectonico, fue similar en el Fosato
Tetracalcico solo (Grupo 1) y como en el Fosfato Tetracalcico combinado con
HA (Grupo 2). En ambos casos de observa hueso maduro, bastante bien

organizado, con trabéculas de espesor variable, aunque la interconexion entre
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las mismas es irregular y variable, lo que implicaria que todavia era necesario
mas tiempo para la maduracion final del injerto. EI control sin tratamiento,
(Grupo 3), no mostré regeneracion 0sea, y en su lugar se observa una gran
invaginacion de tejido conjuntivo fibroso.

La mayor cantidad de regeneracion, en superficie regenerada expresada en
mm?, fue obtenida con el Fosfato Tetracalcico solo (Grupo 1) 8,630 (+/-0,790),
seguida Fosfato Tetracalcico combinado con hidroxiapatita (grupo 2). 8,504 (+/-
0,745), y por ultimo el defecto control 4,350 (+/-0,550).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,001 Anova on
Ranks) donde ambos grupos de estudio presentaron diferencias con respecto
al control (p<0,05 Dunnett’s).

En cuanto a todas las comparaciones apareadas, solo se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre cada uno de los dos grupos de
estudio con respecto al control, pero no entre el grupo 1 y el grupo 2 (p<0,05
Sudent-Newmann-Keuls) (Figs.51, 52 y Tabla 7)

De esta manera, ambos grupos de estudio fueron superiores al no tratamiento,

pero sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos.
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Fémur 1
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Fémur 1B
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fémur 1C
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Fémur 1D
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Fémur 2

74



Fémur 2A
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Fémur 2B
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Fémur 2C
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Fig. 28
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Fig. 30

Fosfato Tetracalcico + HA
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SUPERFICIE DE HUESO REGENERADO

O Fosfato
Tetracalcico

W Fosfato
Tetracalcico +
HA

B Control

* p<0,001 Anova on Ranks

Control vs Tratamientos p<<0,05 Dunnett’s

(:::) Comparaciones Apareadas p<0,05 Sudent-Newmann-Keuls

81



CALIDAD DE LA ARQUITECTURA OSEA

[ Fosfato
Tetracalcico

M Fosfato
Tetracalcico +
HA

l Control

10. Buena (Regeneracion completa con patrén trabecular bien definido)

7. Aceptable (Regeneracién completa con patrén trabecular més irregular)
4. Regular (Patrén trabecular irregular con regeneracion incompleta)

1. Mala (Regeneracién incompleta)
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Descriptive Statistics:

Data source: Datal in Notebook 1

Column Size  Missing  Mean
Fosfato Tetra 10 0 8,630
Fosfato Tetra+ HA 10 0 8,504
Control 10 0 4,350
Column Range  Max Min
Fosfato Tetra 2,390 0,940 7,550
Fosfato Tetra+ HA 2,050 9,270 7,220
Control 1,450 4970 3,520
Column Skewness  Kurtosis
Squares

Fosfato Tetra 0,181 -1,111
Fosfato Tetra+ HA -0,792 -0,424
Control -0,384 -1,839

Std Dev
0,790
0,745
0,550

Median
8,585
8,580
4555

K-S Dist.

0,147
0,167
0,214

Std. Error Cl.ofMean
0,250 0,565
0,236 0,533
0,174 0,393
25% 75%0
7,820 9,310
8,250 9,230
3,790 4820
K-S Prob. Sum Sum of
0,671 86,300 750,381
0,535 25,040 728,181
0,215 43,500 191,943



DISCUSION
Las discusiones y consideraciones especificas sobre los resultados se

comentan a continuacion:
Evaluacion 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 es
usualmente observada con los injertos particulados, ya que 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.

La combinacion de las particulas con un biomaterial fraguable, como el Fosfato
Tetracalcico utilizado en este trabajo, simplifica su manejo y adecuaciéon al
defecto Gseo a tratar.

La manipulaciéon de los distintos tipos, en una proyeccién 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 teflobn, que hemos
probado con éxito durante estudios previos de nuestro grupo. 1'% %

A continuacion se discuten cada una de las variables independientes por

separado:
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1) Fosfato Tetracalcico Fraguable

A partir de lo evaluado en el presente trabajo, cuando no se dispone de hueso
autologo suficiente, o bien el paciente prefiere no realizarse una cirugia
adicional para acceder al area donante, podria considerarse como una de las
primeras opciones por varias razones:

a) Ha presentado una regeneracion completa con una buena arquitectura osea.
b) Al ser un producto quimico, que al no derivar de muestras éseas humanas o
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 y adaptacion a los tejidos, fundamentalmente
después del fraguado, lo cual permite que mantenga su forma.

d) 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
O0sea en formacion, contribuyendo a su mineralizacion. Es de destacar que
dicha mineralizacion es mayor, segun se ve en las muestras, con respecto a los
preparados en particulas a partir de hueso humano o bovino, que evaluamos
en trabajos previos de nuestro grupo. %

e) Forma una gran cohesion, 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 mecéanicas) de manera

conjunta.

2) Fosfato Tetracalcico Fraguable combinado con Hidroxiapatita
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De acuerdo a lo evaluado en el presente trabajo, en el tipo de defecto tratado,
la combinacion con hidroxiapatita no supone un beneficio adicional, ya que los
resultados fueron similares a los obtenidos con el fosfato tetracalcico solo.

La hidroxiapatita sola no ha mostrado ser superior a otras formas, como el
injerto autologo o el fosfato tricalcico en particulas, segun ya hemos evaluado
en trabajos previos. > %

Se decidi6 incorporarla al fosfato tetracalcico como otro grupo en este trabajo,
para darle mas cuerpo, y con la intensién de mejorar su densidad. Esto basado
en otro estudio previo de nuestro grupo, donde evaluamos el sulfato de calcio
fraguable, con buenos resultados, pero con una densidad inicial baja, que
determinaba a posteriori una reabsorcién rapida del biomaterial 2°

Sin embargo aqui, el fosfato tetracalcico mostr6 un comportamiento superior al
sulfato de calcio, por lo cual no se observo un beneficio al adicionar particulas.
No obstante esto, la combinacién podria ser util en defectos mas complejos,

sobre todo cuando faltan paredes laterales.
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CONCLUSIONES

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

e De acuerdo a lo observado, tanto desde el punto de vista macroscopico,
como histolégico, el Fosfato Tetracalcico fraguable ha mostrado muy
buenas propiedades como material de injerto Oseo, posibilitando la
regeneracion 6sea completa de un defecto 6seo critico.

e Sus caracteristicas fisicas, y su facilidad de manipulacién supondrian un
beneficio adicional en el uso clinico.

e La combinacion de Fosfato Tetracalcico fraguable con Hidroxiapatita
sintética no mostré beneficios adicionales respecto del uso de Fosfato
Tetracalcico solo, en el tipo de defecto 6seo tratado. Sin embargo, podria
ser util en el tratamiento de defectos mas complejos, especialmente cuando
no existan paredes laterales, aunque esto debera ser evaluado en futuros

trabajos.
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