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“SULFATO DE CALCIO EN REGENERACION OSEA GUIADA.
Estudio comparativo de su uso solo o enriquecido con minerales”



RESUMEN

El objetivo de este trabajo es desarrollar y evaluar un biomaterial para
regeneracion 6sea a base de Sulfato de Calcio enriquecido con minerales. Se
utilizaron 30 ratas macho, de cepa Fisher, originarias del Instituto Nacional de
Salud de los Estados Unidos, y producidas en el 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 3 grupos de 10 cada uno, manteniéndose durante 48 hs en
condiciones ambientales convencionales: Temperatura 23 +/- 1 grados
centigrados, humedad 50/55 %, iluminacion 12 hs luz/ Hs oscuridad, con
alimento balanceado comercial y agua autoclavaza ad- libitum. Dos horas antes
de la intervencion quirurgica se les retiro 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 realizaron 3 perforaciones de 9 mm de
largo, por 3 mm de ancho y 3 mm de profundidad. Al Grupo 1 se le injerto
particulas de Sulfato de Calcio, al Grupo 2 particulas de Sulfato de Calcio
enriquecido con minerales, y el Grupo 3 sin tratamiento, quedando como
control.

Durante el postoperatorio los animales permanecieron alojados bajo
observacion en el pabellon de animales de animales de experimentacion de la
Catedra de Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la UNLP.

Como complemento recibieron en el postoperatorio Acido Acetil salicilico

y alimento balanceado.



A los 30 dias los animales fueron sacrificados por inhalacion de
monoxido de carbono y se prepararon las muestras para microscopia. Las
mismas fueron digitalizadas y se evalud la superficie de hueso regenerado,
dentro del defecto. Los distintos elementos de la imagen histolégica fueron
segmentados en base al color de la tincion (H.E) y posteriormente calculada su
superficie mediante un analizador digital de imagenes.

El modelo experimental no ha presentado inconvenientes en su
ejecucion. Los sustitutos utilizados presentaron una consistencia blanda, facil
de manipular y mostraron buena tolerancia sin observarse respuestas adversas
en ningunos de los casos.

Macroscopicamente en el grupo 2, se pudo determinar la formacion
completa del defecto éseo, notandose la presencia de particulas del injerto en
el mismo. En el grupo 1, se observd una formacion incompleta, en grados
variables, y escasos restos del injerto, aparentemente por una reabsorcion
muy veloz. En el grupo 3, no se produjo regeneracion, quedando una amplia
cavidad residual.

Microscopicamente, en ambos grupos experimentales, no se observan
reacciones inflamatorias importantes, ni signos de encapsulamiento fibroso del
material, lo cual lo sitta como biocompatible. Asimismo, en el grupo 2,
histologicamente se observa la regeneracion completa de los defectos, con
formacion de trabéculas de grosores variables e interconectividad entre las
mismas. La superficie regenerada, en mm? para el grupo 1 fue de 9,270
(0,378), para el grupo 2 de 10,865 (0,358) y para el grupo 3 de 4.370 (0,549).
Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la superficie

regenerada en el grupo 2 con respecto al grupo 1 (P = 0,022).



Dentro de los limites de este estudio, podemos concluir que el material
desarrollado es bien tolerado y posibilita la regeneracion completa de un
defecto critico cuando fue tratado con Sulfato de Calcio enriquecido con
minerales.

Pruebas clinicas son necesarias para una mejor comprension de su

posible utilizacidn como sustituto dseo.



INTRODUCCION

Regenerar el hueso perdido ha sido desde tiempo atras objeto de
muchos estudios. 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 recibir implantes.

Con este fin se han utilizado diversos materiales y técnicas. Dentro de
ellos estan las membranas, que actuan como una barrera para mantener el
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 mentdn,
trigono retromolar, tuberosidad del maxilar o, menos frecuentemente, de calota
craneana o cresta iliaca, dependiendo de la cantidad necesaria. 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 fosfato de calcio.

En trabajos previos de nuestro grupo se evalué un sustituto 6seo

sintético a base de sulfato de calcio, con resultados preliminares alentadores,



aunque con una velocidad de reabsorcion relativamente lenta. Esto ultimo
podria solucionarse generando particulas de menor tamafo y mayor porosidad.

Por otra parte, el hueso presenta una gran cantidad de minerales, que
podrian combinarse dentro de un sustituto sintético para mejorar la

mineralizacién del hueso neoformado, aunque esto no ha sido evaluado aun.



MARCO TEORICO

I. TEJIDO OSEO (ESTRUCTURA Y BIOLOGIA)

El tejido 6seo representa la parte mas importante del esqueleto. Es una
forma especializada de tejido conectivo denso cuyas funciones son: proteccion,
al rodear el cerebro y la medula espinal, y parte de los 6rganos del térax y el
abdomen de una coraza protectora; y participar en el mantenimiento de la

homeostasis mineral.

1. OSTEOGENESIS (ORIGEN)

La osificacion significa formacién de tejido 6seo, y siempre se produce al
diferenciarse células indiferenciadas (células mesenquimaticas), que sintetizan
y secretan matriz 6sea organica, la cual al poco tiempo sufre calcificacién.

El desarrollo embrionario de los huesos u osteogénesis se diferencia
entre dos formas de osificacion, la intramembranosa y la endocondral.

La osificacidon intramembranosa es cuando el hueso se produce
directamente en el tejido conectivo primitivo del feto, y la osificacion

endocondral, se produce a partir de un molde preformado de cartilago. (Fig. 1).



OSIFICACION INTRAMEMBRANOSA

OSIFICACION ENCONDRAL
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Fig. 1. Osteogénesis. El esquema refleja los principales procesos

de dos diferentes tipos de osificacion: 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; i. Osteogénesis.



1.1. OSIFICACION INTRAMEMBRANOSA

Los huesos planos del craneo, partes del maxilar inferior y la mayor
parte de la mandibula (excepto el céndilo) se forman por osificacion
intramembranosa y se denominan huesos mesenquimaticos.

Se denomina osificacion intramembranosa debido a que la formacién de
los huesos comienza dentro de una placa densa mesenquimatica,
membranosa. Esta condensacion del mesénquima se produce por division
activa de las células mesenquimaticas y su condensacién en un tejido
conectivo ricamente vascularizado. Las células mesenquimaticas se diferencian
a osteoblastos, que poco después secretan la matriz ésea organica. Esta
matriz sin calcificar se llama osteoide y esta compuesta de proteoglucanos y
fibras de colageno para luego sufrir, una rapida calcificacion por el depdsito de
fosfato de calcio.

El centro de osificacién crece en tamafio donde quedan incluidos los
osteoblastos circundantes y se transforman en osteocitos, donde se mantienen
unidos entre si por pequefias prolongaciones. Los osteoblastos incorporados
son reemplazados por otros, a partir de la diferenciacién de las células
mesenquimaticas, para continuar con la formacién de la matriz dsea.
Las pequefias trabéculas recién formadas se ubican formando mallas
entretejidas y ramificadas entre los vasos sanguineos. Estos a medida que
hacen contacto con zonas vecinas semejantes, forman el tejido Oseo
esponjoso, con tejido ricamente vascularizado en los espacios denominado
esponjosa primitiva (Fig. 2).

Donde esta destinada la formacion de tejido 6seo compacto, se produce

un engrosamiento de las trabéculas por deposito de tejido 6seo recientemente



formado, disminuyendo los espacios ocupados por el tejido conectivo,
formando la compacta primitiva (Fig. 3).

El resultado es una formacion de tejido 6seo primitivo, vascularizado,
rodeado de una membrana condensada de mesénquima vascular, que luego

se transforma en periostio.
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Fig. 2. Microfotografia de la esponjosa primitiva de un hueso

plano.



Compacta primitiva

Hueso Tejido conectivo vascular

Fig. 3. Microfotografia a de la compacta primitiva de un hueso

del craneo.

1.2. OSIFICACION ENDOCONDRAL

Todos los demas huesos del organismo, es decir, la base del craneo,
columna vertebral, pelvis y extremidades se forman por osificacién endocondral
y se denominan complejos osteocondrales. Estos previamente estan
constituidos por cartilago hialino rodeado de pericondrio, que posteriormente,

seran reemplazados por tejido 6seo.



La osificacion endocondral se comprende mejor partiendo desde los
huesos largos de las extremidades, donde la osificacion del molde cartilaginoso
comienza en la 7ma semana. El primer indicio de la formacién inicial del hueso
se observa en el centro de la futura diafisis, por la formacion del centro de
osificacion primario, caracterizado por notables modificaciones que sufren los
condrocitos (Fig. 4). Estos se hipertrofian aumentando de tamano las lagunas,
reduciendo la matriz cartilaginosa hasta llegar a finos tabiques, los cuales
sufren calcificacion cuando el plasma sanguineo y el liquido intersticial del
tejido esta presente una suficiente concentracion de calcio y fosfato (Fig. 5).

Paralelamente a las modificaciones del cartilago las células del
pericondrio en la parte central de la diafisis adquieren potencial osteogénico, y
el pericondrio se transforma en periostio. Las células del periostio sufren
transformacién a osteoblastos, los cuales depositan una fina capa de tejido
0seo alrededor de la parte central de la diafisis, denominado manguito o collar
periostico (Fig. 6). Ademas tejido conectivo primitivo vascularizado del periostio
crece a través del manguito por medio de actividad osteoclastica, lo que se
denomina brote periostico y llena los espacios de la matriz cartilaginosa. Los
vasos sanguineos de este brote se ramifican y envian capilares a las cavidades
de cada extremo del molde cartilaginoso (Fig. 7).

El brote periostico lleva también células mesenquimaticas al interior del
cartilago, muchas de las cuales se diferencian a medula 6sea primitiva, y otras,
en osteoblastos cuando entran en contacto con el cartilago calcificado. Los
osteoblastos utilizan las trabéculas cartilaginosas calcificadas como armazon y

comienzan a depositar matriz 6sea alrededor de ellas. Las trabéculas éseas



formadas contienen un nucleo de cartilago calcificado, rodeado de una capa de

tejido 6seo (Fig. 8).

Centro de osificaciéon primario

Pericondrio Condrocitos hipertréficos

Fig. 4. Microfotografia del centro de osificacién primario en la

diafisis.



Centro de osificacién primario

Matriz cartilaginosa calcificada | Células cartilaginosas hipertréficas

Fig. 5. Microfotografia del centro de osificacién primario (diafisis) en

un estadio evolutivo mayor.



Centro de osificacion de la diafisis.

Manguito periostico

Fig. 6. Microfotografia donde se encuentra el manguito periostico

rodeando al cartilago.



Brote periostico

Matriz cartilaginosa calcificada Manguito periostico
I I

Fig. 7. Microfotografia donde se observa que el brote periostico

(con actividad osteoclastica) ha perforado el manguito periostico.



Matriz cartilaginosa calcificada

Matriz cartilaginosa calcificada Condrocitos hipertrofiados en lagunas

b i

Capa de osteoblastos Medula ésea  Tejido 6seo recién
primitiva formado

Fig.8. Microfotografia donde se visualizan las trabéculas de matriz

cartilaginosa calcificada (tefiidas de azul por la hematoxilina) rodeadas

por una capa de tejido dseo recién formado.



2. ESTRUCTURA
2.1. ORGANIZACION MACROSCOPICA

Se organiza de dos formas distintas: hueso compacto (externo) y hueso
esponjoso (central).

El tejido éseo compacto forma una masa compacta sin espacios huecos
visibles y se ubica en la parte externa.

El hueso esponjoso esta compuesto por las trabéculas que se
entrecruzan en diferentes direcciones formando un reticulado esponjoso, cuyos
espacios huecos estan ocupados por la medula 6sea.

Ademas los huesos estan rodeados por una capa de tejido conectivo
denso, el periostio, y una capa interior fina de tejido conectivo en células, el
endosito, el cual recubre el espacio medular.

Tanto el periostio como el endostio poseen potencial osteogénico, es

decir, capacidad de formacion de hueso (Fig. 9y 10).

Médula
Osea

Hueso
compacto

Periostio

Hueso
@Sponjoso

Fig. 9. Esquema sobre la estructura macroscépica

del hueso.



Fig. 10. Seccién de humero en el cuello. Disposicion
de las distintas arquitecturas donde el compacto delimita

encierra en su interior al esponjoso.

HUESO COMPACTO

Se organiza en 3 formas diferentes, formando los sistemas de Havers,
las laminas intersticiales, y sistemas circunferenciales externo e interno.

En el hueso compacto las laminas 6seas estan dispuestas en forma
concéntrica, rodeando canales longitudinales del hueso, denominados
conductos de Havers formando los sistemas de Havers u osteonas (ostedn).

Las células o6seas u osteocitos se hallan en pequefios espacios
alargados, las lagunas, ubicados entre las laminas, con numerosas
prolongaciones, que pasan por canales estrechos, los canaliculos, los cuales
se dirigen en forma radial hacia la cavidad central que corresponde al conducto
de Havers, ricos en vasos sanguineos y nervios. De este modo los osteocitos

son capaces de intercambiar sustancias con el torrente sanguineo. A su vez los



sistemas de Havers se comunican entre si y con las superficies externa e
interna del hueso gracias a los conductos de Volkmann. Estos atraviesan al
tejido 6seo casi transversalmente y por medio de estos los vasos de los
conductos de Havers se comunican con los vasos del periostio y el endosito,
respectivamente.

La disposicion de los Sistemas de Havers varia segun los requerimientos
mecanicos del hueso.

Los sistemas de laminas intersticiales ocupan los espacios entre los
sistemas de Havers y circunferenciales, los cuales son paralelas entre si y de
forma irregular.

Por ultimo inmediatamente por debajo del periostio y el endosito se
encuentran los sistemas circunferenciales interno y externo, formados por una
capa fina de laminas, que corren paralelas entre si, el cual los osteocitos

presentes reciben la nutricion del tejido conjuntivo (Fig.11y 12).

osteocitos en lagunas laminas

Fig. 11. Sistema de Havers.



Conducto de Havers Lagunas

Canaliculos Laminas intersticiales | Laminas Sist. Havers

Fig. 12. Microfotografia del tejido 6seo compacto.

HUESO ESPONJOSO

También esta compuesto por laminas, pero generalmente no se
encuentran formando sistemas de Havers. Solo se observan zonas de laminas
paralelas a menudo en direccién longitudinal con una trabéculas. Los
osteocitos de las trabéculas o&seas se mantienen desde los capilares
sanguineos ubicados en la medula 6sea.

La orientacién de cada trabéculas y la disposicion de sus laminas 6seas
varian segun las tensiones mecanicas locales con el objeto de resistir las

compresiones y tensiones a que es sometida.



PERIOSTIO

Esta compuesto, en el periodo de crecimiento del hueso, de una capa
interna de tejido conectivo laxo, ricamente vascularizado, en el que se
encuentran células formadoras de hueso u osteoblastos, en contacto directo
con el hueso.

Una vez finalizado el periodo de crecimiento, los osteoblastos se
transforman en células osteoprogenitoras, inactivas, histologicamente idénticas
a las células del tejido conectivo. En caso, por ejemplo, de una fractura las
células osteoprogenitoras se transforman nuevamente en osteoblastos para

formar nuevo hueso y reparar la fractura.

ENDOSTIO
Se compone de una unica capa de células aplanadas. Posee también

potencial osteogénico.

2.2. MICROSCOPIA
2.2.1. MATRIZ OSEA

Compuesta por una matriz inorganica (70 %) y organica (30 %). La
dureza de los huesos de debe a su contenido de sales inorganica, mientras que

su elasticidad depende del colageno.

MATRIZ INORGANICA
Los componentes inorganicos del tejido éseo estan compuestos por
depositos de fosfato de calcio cristalino. Los cristales son idénticos a los del

mineral hidroxiapatita, Ca10 (PO4) 6 (OH) 2.



Ademas del fosfato de calcio, el mineral de los huesos contiene
numerosos iones diferentes, entre ellos el magnesio, potasio, sodio, carbonato,

citrato, fluoruros, hierro, zinc, etc.

MATRIZ ORGANICA

Formado por fibras de colageno inmersas en una sustancia fundamental.
Colageno

Representa el 90 % de la matriz organica. Presentan la misma estructura
que en el tejido conectivo, es decir, microfibrillas con lineas transversales de un
diametro aproximado de 50 nm.
Sustancia fundamental

El componente rico en glucidos consta de sialoproteinas y de
proteoglucanos, y contiene fundamentalmente condroitinsulfato y pequefas

cantidades de acido hialurénico.

2.2.2. CELULAS OSEAS
Se encuentran 5 tipos de células éseas: las células osteoprogenitoras,

los osteoblastos, los osteocitos, los osteoclastos y las células de revestimiento.

CELULAS OSTEOPROGENITORAS

También llamadas células madres, son relativamente indiferenciadas
con caracter de fibroblastos, que persisten tras el nacimiento. Presentan
nucleos ovales claros y un citoplasma claro irregular. Las células

osteoprogenitoras se encuentran en el mesénquima del feto cerca de los



centros de osificacion y en el endosito y la capa profunda del periostio tras el
nacimiento.
Durante la formacion de los huesos las células osteoprogenitoras sufren

division y transformacion a células formadoras de hueso u osteoblastos.

OSTEOBLASTOS

Son las células formadoras de hueso, es decir, sintetizan y secretan la
matriz 6sea. En las zonas de formacion é6sea forman una capa de células
cilindricas bajas, semejante a un epitelio. Estan en contacto entre si por medio
de prolongaciones cortas y finas. El nucleo esta localizado en el extremo de la
célula mas alejado del hueso recientemente formado y su citoplasma muy
basdfilo donde contiene un Aparato de Golgi prominente y un RER bien
desarrollado.

Estas células no solo sintetizan y secretan la matriz organica u osteoide
sino que participan en el proceso de mineralizacion.

Luego de formar hueso sufren dos procesos diferentes: son rodeados
por la matriz ésea e involucionan a osteocitos, o permanecen en la superficie
Osea recién formada donde se aplanan y se transforman en células de

revestimiento (Fig. 13).



Fig. 13. Imagen de un osteoblasto al M.E con un RER bien desarrollado.

OSTEOCITOS

Es la verdadera célula 6sea. Estos emiten finas prolongaciones a los
canaliculos, dentro de los cuales, toman contacto con prolongaciones de
osteocitos vecinos o con las células de revestimiento.

Aunque estas células pertenecen a una involucion del osteoblasto,
donde degradan su RER y Aparato de Golgi, siguen siendo metabdlicamente
activos capaces de degradar la matriz 6sea (ostedlisis osteocitica). Esta lleva a
la reabsorcion del mineral 6seo, por lo que los osteocitos desempefian un papel

importante en la calcemia (Fig. 14).

Fig. 14. Osteocito maduro con pocas organelas.



CELULAS DE REVESTIMIENTO

Son células aplanadas que revisten las superficies 6seas del interior de
los huesos que corresponden en general a osteoblastos inactivos. Estos estan
asociados entre si y con las prolongaciones de los osteocitos, donde son
capaces de iniciar el proceso de remodelado éseo al ser estimulados por

factores mecanicos u hormonales locales.

OSTEOCLASTOS

Son las células que degradan el hueso. Son células gigantes
multinucleadas de forma y tamafio muy variables.

Se localizan en huecos de la superficie 6sea denominados lagunas de
Howship. Sobre la superficie 6sea que esta siendo removida, se observa un
rayado irregular, denominado borde fruncido (Fig. 15). El citoplasma esta
fuertemente vacuolado donde gran parte de estos son lisosomas primarios que

producen una reaccion histoquimica positiva sobre la fosfatasa alcalina.



Borde fruncido

Fig. 15. Imagen de un osteoclasto con numerosas vacuolas y mitocondrias,
donde se observa el borde fruncido rodeado de grandes cristales de mineral

6seo.

Cuando hay un aumento de la hormona paratifoidea se produce un aumento en
la produccién y transporte de lisosomas hacia el borde fruncido, mientras que
por el contrario, cuando aumenta la calcitonina, se produce la eliminacion del
borde fruncido y la desaparicion de las enzimas lisosémicas.

Los osteoclastos provienen de la fusiébn de monocitos de la sangre o

macréfagos de los tejidos (“proteosteoclastos”) (Fig. 16 y 17).



Fig. 16. Esquema de un monocito.

Fagosomas Lisosomas

Fig. 17. Imagen al M.E. de un macrofago con abundantes lisosomas

y fagosomas.



3. AGENTES MITOGENOS O FACTORES DE CRECIMIENTO

Son numerosas biomoleculas que regulan las células 6seas para la

diferenciacion y la proliferacion celular :

a)

Proteina morfogénica del hueso (BMP). Ha demostrado poseer actividad
mitdégena (osteoinductora) estimulando la division celular in vitro.

Factor de crecimiento esquelético (SGF). Aumenta la tasa de formacién
0sea, actuando tanto sobre el numero de células como sobre su
actividad, favoreciendo la incorporacién de prolina en el colageno y
aumentando la acumulacién del contenido de fosfatasa alcalina.

Factor de crecimiento transformador B (B-TGF). Son producidos
unicamente por los osteoblastos donde después es almacenado en la
matriz 6sea para ser activo durante la resorcion 6sea estimulandola.
Factor de crecimiento similar a la insulina (ILGF). La produccion de este
factor esta estimulada por una variedad de agentes sistémicos que
incluyen la hormona del crecimiento, la somatostatina, la insulina y la
vitamina 1,25 (OH)2D3. Ademas de ser un mitdégeno celular estimula la
sintesis de colageno por parte de los osteoblastos.

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). Involucrado en
el proceso de reparacion de los tejidos (osteogénesis) ,y constituye una
sefal quimiotactica para los fibroblastos (angiogénesis) y para otros
tipos de células involucradas en la cicatrizacion de las heridas. Por lo
tanto, es posible que el PDGF pueda realizar una estimulacion de la

actividad quimiotactica sobre los precursores de las células 6seas.



f) Factor de crecimiento cationico derivado del cartilago (CDGF). Favorece
la formacion de tejido de granulacion y de colageno, desempefiando un

papel importante en la angiogénesis .

4. MODELACION Y REMODELACION OSEA

Durante todo el crecimiento en los huesos de una persona hay un
proceso de constante neoformacion y reabsorcion 6sea, hecho que determina
el aumento de la cantidad y el crecimiento del hueso. En los adultos existe un
equilibrio entre la neoformacion y reabsorcién, de manera tal que la masa 6sea
no varia; en la vejez. La neoformacioén es menor que la reabsorcion y la masa
0sea disminuye lentamente.

Estos procesos de neoformacion y reabsorcidn se desarrollan
simultaneamente en todo el hueso. Asi, por accion de los osteoclastos se
forman continuamente areas de reabsorcion dsea, que a su vez son llenadas
con nuevo hueso depositado por los osteoblastos. Estas dos actividades son
independientemente entre si, con predominio de la segunda durante el todo el
crecimiento, es decir, la infancia y la primera juventud. Estos procesos no estan
acoplados entre si, a diferencia de la actividad acoplada de la remodelacién
0sea. Cuando existe el predominio de formacién de hueso hay un incremento
constante de la masa ésea hasta alcanzar un valor maximo de “masa Osea
pico”, a los 20-25 afos, adquiriendo el esqueleto su tamaro y forma definitivos.

En los primeros estadios de la vida posnatal comienza otro proceso en el
tejido éseo llamado remodelacién, donde se reemplaza el tejido éseo formado
por tejido nuevo. La remodelacién comienza en la primera infancia y continua

durante toda la vida, actuando paralelamente a la modelaciéon durante el



crecimiento. Aqui la actividad de los osteoblastos y osteoclastos esta acoplada,
de manera que trabajan en conjunto como una unidad, denominada “unidad
remodeladora 6sea” (BRU), donde se forma la misma cantidad de hueso que
se reabsorbe, regulado por un sistema llamado Mecanostato 6seo.

Durante el modelado se forma el tejido 6seo compacto primitivo, donde
las fibras de colageno de los sistemas de Havers primitivos u osteonas
primarias transcurren en todas las direcciones para generar laminas no muy
bien definidas. Por remodelacién estos sistemas se transforman en sistemas de
Havers definitivos u osteonas secundarias que contienen laminas concéntricas
formadas por fibras colagenas de transcurso paralelo. La remodelacion
comienza cuando un grupo de preosteoclastos se activan a osteoclastos para
comenzar a reabsorber el hueso formando conductos cilindricos. Después de
reabsorber se produce el crecimiento interno de vasos recién formados dando
a lugar la diferenciacion de osteoblastos que depositan capas de tejido 6seo
laminar sobre las paredes del conducto, donde estos quedan rellenados y da
a lugar a la formacion de una osteona cortical secundaria. Una vez terminada la
formacion 6sea los osteoblastos se transforman en células de revestimiento
tapizando el conducto de Havers (Fig. 18).

preosteoblastos células que recubren el hueso

osteoclastos osteoblastos

Fig. 18. Unidad remodeladora de hueso compacto.



En el tejido 6seo esponjoso primitivo a diferencia del anterior, los
osteoblastos no reabsorben un conducto sino un surco, donde este comienza
en la superficie de una trabéculas y desciende hasta una profundidad de unos
70 ym. Aqui también los osteoblastos terminan transformandose en células de
revestimiento donde forman una capa delgada sobre la superficie de la
trabécula. El tejido 6éseo laminar recién formado que ocupa el surco de

reabsorcion representa una osteona trabecular nueva (Fig. 19).

Fig. 19. Unidad remodeladora de hueso esponjoso.

La remodelacién constituye un recambio gradual de todo el tejido éseo
primitivo por hueso laminar maduro, pero ademas es un proceso que continua
durante toda la vida.

La frecuencia con que cada zona dsea sufre remodelacién se denomina
“frecuencia de activacién” y se define por la frecuencia con la cual se forma una
unidad remodeladora ésea por la activacion de un grupo de osteoclastos en un
mismo sitio. En un adulto se remodela el hueso trabecular con una frecuencia
de 10 veces mayor que el hueso cortical. La frecuencia de activacion es
afectada por factores locales como citoquinas secretadas, factores de
crecimiento, y por sobrecargas mecanicas que sufra el tejido 6seo, pero

también por hormonas como la paratiroidea y sexuales.



El objetivo del proceso de remodelacién es reemplazar el tejido éseo
envejecido que por sobrecargas puede presentar microfracturas u osteonas
muertos. Este es reemplazado por tejido nuevo de mayor calidad. También
asegura el mantenimiento de la homeostasis del calcio.

Posteriormente a alcanzar la “masa 6sea pico”, a partir de los 30-40
afnos, la remodelacién es la responsable de una perdida gradual e irreversible
de masa 6sea durante el resto de la vida. Esto ocurre porque cada unidad

remodeladora 6sea reabsorbe mas hueso del que se forma.

4. MECANOSTATO OSEO

Sistema presoreceptor formado por los osteocitos y sus prolongaciones
citoplasmaticas las cuales informarian sobre las deformaciones oseas
producidas ante presiones, tracciones y fuerzas de desplazamiento que soporta
cada parte del hueso y, de esta manera, conseguir un hueso que responda a
los requerimientos biomecanicos a los que esta siendo sometido, por medio de
remodelacion.

La variable regulada por el mecanostato es la rigidez-deformacion ésea.
El punto de referencia (set point) considerado normal para la deformacion 6sea
es 0,2 % de la longitud del hueso. Cuando un hueso es sometido a fuerzas que
producen esta deformacion, retirada la fuerza, el hueso retorna a su forma
habitual (deformacion elastica). Sometido a deformaciones mayores
(deformacion plastica), no recupera su forma habitual, dado que se producen

microfracturas.



5. UNIDAD REMODELADORA OSEA (BRU)

Es la herramienta utilizada por el mecanostato para regular la rigidez
O0sea o indeformabilidad. Esta compuesta por un acoplamiento secuencial de
osteoclastos encargados de destruir hueso y osteoblastos encargados de
reponerlo y mineralizarlo pasando a ser osteocitos de acuerdo con las nuevas
necesidades biomecanicas, indicadas por el mecanostato. En el ser humano, 3
a 4 millones de BRU operan por afio y un millbn de ellas se encuentran
trabajando en cada momento de la vida.

La puesta en marcha de esta unidad funcional remodeladora se ubica en
los lugares donde el hueso necesita ser reemplazado. La informacién esta
dada por el mecanostato o por estimulacion de la hormona paratiroidea (PTH).
El tejido 6éseo neoformado no sera reemplazado por un periodo comprendido

entre dos a cinco anos.

Fisiologia de la BRU. La duracion de la actividad de cada BRU es de 6 a
9 meses, este tiempo es fundamental para que el trabajo de remocién y
formacion se complete adecuadamente. Para esto se requiere un
abastecimiento permanente de células, dado que la vida de los osteoclastos es
de dos semanas, mientras que la de los osteoblastos es de tres meses.

Cualquier desperfecto en la provision celular o en el nacimiento celular
lleva a un desequilibrio en la homeostasis de la BRU, y por lo tanto a un
deterioro en la parte 6sea donde se encuentre actuando. Estos desequilibrios
conllevan alteraciones en la calidad 6sea de ese sitio y del hueso en general.

La principal causa es la muerte prematura o sobrevida de alguno de los

tipos celulares, produciendo un desbalance en esta actividad celular acoplada.



Nacimiento y vitalidad de los osteoblastos. El nacimiento de los
osteoblastos depende de la diferenciacién de la célula progenitora en célula
precursora del osteoblasto. Esto es activado por la BMP (proteina
morfogenética désea) la cual actua sobre el ADN iniciando la cascada de
diferenciaciéon celular, posteriormente actuan otros factores como el factor de
crecimiento fibroblastico (TGF) y el factor de crecimiento insulinico (IGF),

transformando al osteoblasto en una celula madura.

Nacimiento y vitalidad de los osteoclastos. Depende de un grupo de
citoquinas (interleuquina IL1 e IL6) y de factores formadores de colonias como
el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor macrofago estimulador (ME).
Ambos componentes, junto a la acciébn de prostaglandinas, estimulan la
formacion celular. Otros factores estimuladores son la hormona paratiroidea
(PTH) y la vitamina D.

Los osteoclastos se originan en la medula 6sea hematopoyética por la
fusién de los progenitores (monocitos). Luego de su maduracién llegan a

alcanzar un gran tamano.

Muerte de las células o0seas. Puede darse por dos mecanismos:
apoptosis o por accién de factores hormonales. La apoptosis es el proceso de
muerte natural programada, indicada en el ADN, que es de dos semanas para
los osteoclastos y de tres meses para los osteoblastos. Cuando estos ultimos
se convierten en osteocitos su vida se prolonga mucho mas tiempo aunque

finalmente termina en una apoptosis.



El factor mas comun de muerte celular es la inmovilidad, en los sitios
donde los osteocitos dejan de ser estimulados por cargas, aumentando la
apoptosis celular seguida por una disminucion de la poblacion total de células.

Por eso el desuso 0seo es una causa importante de perdida de hueso.

Los cambios hormonales, en la menopausia o senilidad, disminuyen la
poblaciéon de osteocitos. Algunos factores liberados en la inflamacion
(citoquinas) aceleran la apoptosis celular y a su vez producen activacion
anormal de osteoclastos.

El tratamiento con corticoides tiende a acelerar la apoptosis de

osteocitos y osteoblastos.

6. METABOLISMO OSEO

Como habiamos mencionado, el tejido 6seo da al esqueleto dureza y
fortaleza para capacitarlo para sus funciones mecanicas. Por esto los huesos
contienen el 99 % del calcio del organismo representando un importante
depdsito de este.

Parte de este deposito funciona como amortiguador (“buffer”) del
contenido sanguineo de calcio, ya que el 0.5-1 % del calcio de los huesos
constituye el denominado calcio intercambiable, pudiendo rapidamente tomar
o ceder iones de calcio al plasma sanguineo. Este calcio intercambiable se
encuentra principalmente absorbido a la superficie de los cristales de apatita
como CaHPO4 (Fig. 20).

El mecanismo de regulacion del calcio sérico es de naturaleza
hormonal y es mediado por la hormona parathormona (PTH) y la calcitonina, y

por la forma activa de la vitamina D (1.25 dihidroxicolecalciferol).



La PTH es secretada por las glandulas Paratifoideas y es reguladora
de la calcemia. Es decir aumenta su secrecién cuando disminuye la calcemia,
aumentando la reabsorcion 6sea, de modo que pasan al plasma calcio del
hueso no intercambiable, la reabsorcion tubular renal de calcio y la absorcién
intestinal de calcio; por lo tanto aumenta la calcemia.

La calcitonina es secretada por las células C de la glandula tiroides.
Esta produce hipocalcemia inhibiendo la reabsorcion ésea y disminuyendo la
reabsorcion tubular renal de calcio.

La vitamina D se sintetiza por la accién de la luz solar y su principal
metabolito es 1.25-(OH) 2-vitamina D cuando esta es hidroxilada en el higado
y rifion, por estimulo de la PTH. Produce un aumento en la absorcion intestinal
de calcio y estimula la calcificacién del tejido éseo. En dosis mayores aumenta
la reabsorcion dsea.

Otras hormonas actuan sobre el metabolismo ¢&éseo como Ila
somatotrofina, los estrégenos y los corticoesteroides.

La somatotrofina (STH) produce hipercalcemia debido a la disminucion
de la reabsorcion tubular de calcio en presencia de la PTH.

Los estrogenos tienen gran importancia en el mantenimiento del hueso
en las mujeres adultas. Su disminucién es causal de osteoporosis
posmenopausica, cuando tienen accién directa sobre los osteoblastos.

La administracion prolongada de corticoesteroides lleva a la osteopenia
a través de dos mecanismos: 1) inhibicion directa de la formacion ésea al
actuar directamente sobre los osteoblastos; 2) estimulacion indirecta de la
reabsorcion 6sea mediada por una inhibicion de la absorcion intestinal de

calcio.
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Fig. 20. Movimiento del calcio y del fosforo en el organismo.

Il. REGENERACION OSEA GUIADA (OSTEOPROMOCION)

Es el proceso que permite que un defecto estructural en el hueso
pueda ser corregido mediante la formacién de un tejido de iguales
caracteristicas al original.

Se basa en el principio de la proteccién de un espacio, mediante la
utilizacion de medios fisicos, para la rapida proliferacion de tejidos no
osteogénicos. Para que se produzca este proceso de neoformacion deben
estar presentes dos condiciones especificas:

a) Hueso vital adyacente al defecto, con capacidad de suministrar células
osteogénicas y un adecuado soporte vascular a través de la invasion
de vasos sanguineos;

b) Estabilidad mecanica del hematoma, mediante injertos con
comportamiento osteoconductor y membranas (reabsorbibles o no
reabsorbibles) con capacidad de crear y mantener un espacio capaz

de:



. Evitar la deformacién del coagulo, en vias de organizacion, después
de la presion de los tejidos adyacentes;

. Prevenir la invasion masiva de fibroblastos, que tienden a ocupar con
rapidez el espacio con tejido fibroso de cicatrizacion, que no tienen la

capacidad de formar nuevo hueso.

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 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 4to 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
queda bien vascularizado y comienza la fase de sustitucién progresiva que
durara entre 4 y 8 semanas. Se forma inicialmente un hueso desorganizado,
que 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 6sea.
Estos difieren entre si fundamentalmente en el tipo de material de relleno

utilizado.



Segun su composicion dicho material puede clasificarse como:
Osteogénico, produciendo nuevo hueso estimulando la diferenciacion
de los elementos mesenquimaticos en células con capacidad
osteoformativa (osteoblastos vitales).

Osteoinductor, capacidad intrinseca de inducir la formaciéon de nuevo
hueso a partir de los precursores mesenquimatosos (proteinas
morfogenéticas éseas). La cinematica de los sucesos osteoinductivos
conlleva a la accion quimiotactica, la proliferacion y la diferenciacion de
los elementos celulares provenientes de la zona huésped y en parte
sobrevivientes del estroma medular del hueso injertado.
Osteoconductor, capacidad extrinseca de un injerto de servir de matriz
0 andamiaje estable a través del cual puede cumplirse la deposicion de
nuevo hueso. La actividad osteogénica se realiza por neoformacion, del
lecho receptor sobre las estructuras arquitecturales de los margenes
del injerto, para después extenderse hacia el interior y sobre las
superficies del hueso injertado. Este modelo de progresion, llamado
también creeping o trepado, se da en forma centripeta y requiere un
adecuado soporte vascular y elementos mesenquimatosos listos para
diferenciarse en osteoblastos nuevos. La cinematica de estos eventos
osteoconductores conlleva al cumplimiento de procesos de
neoangiogénesis que anticipan el proceso integrador y determinan el

esquema caracteristico de progresién originados en la zona huésped.



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

0seos, en particular al Sulfato de calcio.

2.1. HUESO AUTOLOGO

Es el material de injerto ideal, constituido por hueso tomado del mismo
paciente. El mayor inconveniente consiste en la cirugia adicional para tomar el
hueso a injertar, usualmente en la zona del menton, trigono retromolar,
tuberosidad del maxilar, y en menor medida de calota craneana o cresta
iliaca, dependiendo de la cantidad necesaria (Fig. 21 a 27). 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 o bien se puede desgastar el hueso con un
motor y luego aspirarlo con una canula 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 colocacién de implantes, y presenta una
consistencia muy buena, similar a una pasta, que facilita su colocacién en el
defecto a tratar. Por ultimo, cabe destacar que el injerto autélogo es el unico
que cumple con las tres vias para la formacién de hueso nuevo (osteogénesis,

osteoinduccion y osteoconduccion).



Fig. 21. Extraccion del injerto de la sinfisis. Se levanta cuida-

dosamente para determinar la fractura de la porcién endostal.

Fig. 22. Separacion del injerto.



Fig. 23. Toma de injerto cortico-esponjosa en bloque. Mediante

Instrumental rotatorio se crean dos valles.

Fig. 24. Valles creados.



Fig. 25. Separacion del injerto con escoplos delgados.

Fig. 26 Toma de muestra de la cresta iliaca.



Fig. 27. Obtencion del bloque mediante osteotomia.

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 quirurgico y de anestesia
y se presenta menor perdida sanguinea durante la cirugia; es de vital
importancia revisar adecuadamente las historias clinicas de los pacientes con
el fin de evitar los que tengan antecedentes de infecciones, neoplasias
malignas, enfermedades 0seas degenerativas, hepatitis B o C, enfermedades
de transmision sexual, SIDA 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 la osteoinduccion y la osteoconduccién; mientras

que no se da en el proceso de la osteogénesis debido a que el injerto no



posee celulas vivas, por lo tanto la formacién désea es lenta y se pierde
volumen apreciable si se compara con el injerto autélogo.

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.

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
mecanicas, semejantes al hueso y buena capacidad osteoconductora por la

similitud a la matriz inorganica del hueso humano.

2.4. MATERIALES SINTETICOS DE ORIGEN QUIMICO
También llamados aloplasticos. Entre los mas utilizados tenemos la

Hidroxiapatita parcialmente reabsorbible y el Sulfato de Calcio.

Hidroxiapatita
Se utilizan como alternativa a los injertos de hueso autélogo con
resultados satisfactorios para el relleno de defectos 6seos residuales y el

sostén de los tejidos blandos. La optima biocompatibilidad del material hace



que el tejido mineralizado pueda crecer, envolviendo los granulos del material
que por si solos no presentan capacidad inductiva osteogénica, pero
promueven la neoformacion ésea, suministrando solo un andamiaje o matriz

para la migracion de células osteogénicas (Fig. 28 y 29).

Fig. 28. Colocacion de un implante quedando un defecto

0seo importante que traera a futuro problemas estéticos.

Fig.29. Colocacion del injerto creando una barrera.



Sulfato de calcio

Este tiene una larga historia de uso en medicina y odontologia, debido
a su gran disponibilidad, biocompatibilidad y bajo costo. Por su lenta
reabsorcién tiene buena capacidad osteoconductora.

Muchas veces en la clinica odontologica, ante una extraccion dentaria
defectuosa, se produce una gran perdida de hueso. Si a esto le agregamos
que la cicatrizacion de la herida se caracteriza por remodelacién y reabsorcion
Osea, se produce una gran reduccion de volumen 6seo. El sulfato de calcio
fue asi que comenzd a ser investigado y utilizado en los alvéolos post-
extraccion como relleno y barrera para evitar la proliferacion del tejido
conectivo, y asi aumentar el volumen éseo en altura y anchura, requisito
fundamental para la inserciéon de implantes en el lugar adecuado, segun el
principio de axialidad de la oclusién organica fundada por la escuela
gnatoldgica. Después de tres meses se realizaron observaciones histologicas
donde el material fue completamente reabsorbido permitiendo la nueva
formacion de hueso trabecular.

Cuando hablamos de cicatrizacion 6sea, no podemos dejar de lado los
vasos sanguineos, ya que son un comportamiento importante en la formacién
y mantenimiento de hueso. El proceso de induccion vascular se llama
angiogénesis, y desempefiar un papel fundamental en todos los procesos
regeneradores. La diferenciacion de tejido éseo se relaciona con la presencia
local de vasos sanguineos. Estudios de conejos tratados con sulfato de calcio
y con hueso autdélogo fueron realizados con el propdsito de obtener una
evaluacion comparativa de la densidad de los capilares que fueron tratados

con ambos injertos. La presencia de mas vasos sanguineos fue en los sitios



tratados con sulfato de calcio. Esto podria ayudar a explicar los buenos
resultados divulgados en la literatura con el uso de este material.

En el campo de la medicina, especialmente en cirugia general, el uso
de sulfato de calcio como relleno de cavidades Oseas post- quirurgicas, Ej.:
quistes, tumores, etc., han sido de primera eleccién debido a su gran rigidez
después del fraguado y de su larga permanencia debido a su lenta
reabsorcion, disminuyendo asi grandes perdidas oOseas y fracturas
patoldgicas.

En el campo de la odontologia, en especial con la aparicion de los
implantes, el uso del sulfato de calcio genero inconvenientes debido a su lenta
reabsorcién, ya que generalmente el hueso regenerado es utilizado como
sostén y mantenimiento de los implantes. Esto trae como inconveniente la
postergacion de las cirugias en la colocacion de implantes mediatos.
Es por esto que los investigadores comenzaron a utilizar el sulfato de calcio
en forma de particulas de menor tamafno y mayor porosidad, para acelerar su
reabsorciéon y reemplazo por hueso cicatrizal. Estudios en conejos donde
fueron injertados con sulfato de calcio en forma de particulas y cemento, han
demostrado histolégicamente en las primeras fases de cicatrizacion una
actividad osteoclastica intensa, y en algunos casos la matriz osteoide estaba
presente. Después de 4 semanas el grupo que fue tratado con cemento
presentaban vestigios del material, en cambio el grupo tratado con particulas
fueron reabsorbidos en su totalidad. En cuanto a la cantidad y calidad de
regeneracion no se encontraron diferencias significativas en ambos grupos,
aunque se recomienda el uso de particulas no solo para acelerar el proceso

de reabsorcion, sino para evitar la exotermia de fraguado del material.



Por ultimo, hay que tener en cuenta que no solo importa la cantidad de
regeneracion ganada, sino también la calidad regenerada. El sulfato de calcio
en todos los trabajos realizados, no se encontraron resultados alentadores en
cuanto a la calidad dsea. El objetivo de este trabajo es incorporar al sulfato
una gran cantidad de minerales 6seos para mejorar la mineralizacion del

hueso regenerado, y acelerar aun mas su reabsorcion.



OBJETIVOS

¢ |dentificar factores que favorezcan la neoformacién ésea.

e Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento del Sulfato de Calcio en
particulas como biomaterial osteoconductor.

e Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento del sulfato de calcio en
particulas enriquecido con minerales como biomaterial osteoconductor.

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 regeneracién, segun sean tratados con el Sulfato de Calcio solo o

enriquecido con minerales.



MATERIAL Y METODOS

I) DISENO DEL ESTUDIO
TIPO DE ESTUDIO: Experimental cuantitativo.
VARIABLES:
Variables Independientes:
e Sulfato de Calcio en particulas solo
e Sulfato de Calcio en particulas enriquecido con minerales
Variables Dependientes:
e Cantidad de Neoformacion Osea.

e Calidad de Neoformacién Osea.

UNIVERSO Y MUESTRA:
Se utilizaran 30 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.

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

CANTIDAD DE HUESO NEOFORMADOQO: Se medira la superficie total de

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

CALIDAD DE HUESO NEOFORMADOQ: Se realizara un estudio cualitativo en

funcion 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 analizaran y se establecera que efecto
produce cada variable independiente sobre cada una de las variables

dependientes.



Il) DESARROLLO DE LA METODOLOGIA (MODELO ANIMAL)
Se analizaran 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 eleccidn de la rata como animal para la experimentaciéon 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 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.

Las dos primeras ratas anestesiadas sufrieron paro cardiorespiratorio, lo
gue nos obligo disminuir la dosis de Ketamina a 60 mg/ Kg de peso
(Dosis Usual 75 mg/kg de peso) logrando asi una muy buena anestesia
quirurgica, de unos 20 a 30 minutos de duracién, y con una recuperacion
sin problemas.

La dosis de Xilacina se utilizo la usual (10 mg/ kg de peso).



Se escogio la via IM por sobre la IP, por ser de ejecucidon 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.

3) Acto operatorio.

a) Depilacion de la zona a trabajar. Fue realizada a mano tirando de los
pelos suavemente, sin problemas, probablemente por efecto del estado de
relajacion durante la anestesia.

b) Incisién. Se realiza en piel. Por palpacion se identifica el fémur, y el
largo del mismo, a partir de distinguir las articulaciones femoro-tibial y coxo-
femoral. En base a esto se traza una incision en piel del largo adecuado.

c) Divulsién del plano muscular. Se realiza con tijeras con punta roma
con el objetivo de no lesionar la arteria femoral.

Una vez expuesto el hueso colocamos dos separadores de Farabeuf
produciendo la separacion del plano muscular.

Por ultimo, eliminamos el periostio con un periostotomo, dejando la zona
a intervenir bien limpia.

d) Creacion de los defectos 6seos. Se realizé una perforaciéon de 9 mm
de largo, por 3 mm de ancho y 3 mm de profundidad, mediante fresas redondas
de 3 mm de diametro montadas en un motor eléctrico de cirugia
y con abundante refrigeracién acuosa para evitar el recalentamiento del hueso.

Una vez conformados los mismos, los animales correspondientes a los
grupos experimentales fueron tratados con los sustitutos 6seos a investigar,

mientras que el grupo control no recibioé tratamiento.



e) Sutura. Se suturan los dos planos, primero el muscular y por ultimo la
piel.

Para el plano muscular utilizamos hilo de seda no reabsorbible, ya que
es mas economico que el hilo reabsorbible de colageno y el tiempo restante
para la eutanasia de los animales es corto (1 mes).

La sutura en piel se realizo con tanza ya que en trabajos anteriores
cuando fue utilizado el hilo de seda, hubo desprendimiento de los puntos en

algunos casos.

4) Postoperatorio.

a) Postoperatorio inmediato y recuperacion de la anestesia. Debido a
que tuvimos que disminuir la dosis usual de la ketamina, esto nos disminuyo el
tiempo de trabajo, ya que aproximadamente a los 40 minutos de aplicar la
anestesia, los animales comenzaron a despertar de la anestesia.

b) Medicacion posoperatoria y alimentacion. Para el control del dolor se
les administro via IM acido acetilsalicilico.

La alimentaciéon de los mismos fue con alimento balanceado comercial
autoclavado y agua estéril para contrarrestar la deshidratacion ocasionada por
la anestesia.

c) Complicaciones postoperatorias. Tuvimos dos tipos de
complicaciones, uno en cada animal. En uno, la fractura del fémur, producido
por el debilitamiento del mismo, ya que el defecto creado es muy critico y, en
otro hubo una formacién de absceso.

Esto nos obligo a operar dos animales mas para contrarrestar este

inconveniente.



d) Postoperatorio mediato. Los animales permanecieron alojados bajo
observacion en el pabellon de animales de animales de experimentacion de la
Catedra de Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la UNLP, manteniéndose el régimen de temperatura y alimentacion

balanceada.

5) Obtencién y procesado de las muestras.

Luego de 30 dias los animales fueron sacrificados por inhalacion de
monoxido de carbono y sus fémures resecados para realizar los preparados
para microscopia.

El acceso a los fémures fue el mismo que fue utilizado para la cirugia
inicial. Se desprendieron todas las inserciones musculares alrededor del fémur,
y luego con tijera de cirugia, se realizo los cortes de los ligamentos
correspondientes a las articulaciones, para separar el fémur por completo.

Por ultimo con bisturi convencional se comenz6é un raspado de la
superficie para desprender algunas inserciones musculares evitando que estas
nos dificulten su procesado para la histologia.

Las muestras fueron fijadas en formol al 10 % a 42 C en frascos porta
implantes dentales y luego fueron trasladadas a la Catedra de Patologia
General de la FCVLP, donde se las incluyo en EDTA para su descalcificacién.

Posteriormente fueron incluidas en parafina para conformar los tacos, a
partir de los cuales se obtuvieron los cortes con micrétomo, para ser montadas

en portaobjetos donde finalmente 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 un microscopio optico (Olympus SZ 40) y
posteriormente digitalizados mediante una placa digitalizadora (Flashpoint
128, Integral Technologies, USA) y procesadas con un analizador digital de
imagenes (ImagePro Plus v4.1. - Media Cybernetics, USA) para calcular el
grado de regeneracion obtenido. La resolucion de las imagenes fue de 640 x
480 pixels.

Los distintos elementos de la imagen histolégica fueron segmentados
en base al color de la tincion.

La evaluacién comparativa de los resultados entre los tres grupos esta
hecha de acuerdo a la superficie total de hueso regenerado.

Estos estudios se llevaron a cabo en el Servicio de Microscopia de la
Catedra de Patologia General de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

UNLP.



lll. METODOLOGIA

Se utilizaron 30 ratas macho, de 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 UNLP, endocriadas, libres de
patogenos especificos (SPF), de 16 semanas de edad y de 500 gramos de
peso (Fig. 30).

Los animales fueron divididos en tres 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 intervencion quirurgica se les retir6 el alimento,
manteniéndolas con dieta liquida.

Todas fueron operadas bajo anestesia general con ketamina/xilacina
60 mg/kg + 10 mg/kg por via IM (Fig. 31, 32 y 33). Se utilizo un motor de
cirugia eléctrico con irrigacion de solucion fisioldgica incorporada (Steri-Oss),
pieza de mano recta, fresa redonda de 3 mm de diametro e instrumental
quirurgico para el acceso al hueso (Fig. 34, 35y 36).

Se depild la piel en la zona del fémur, luego se realizd una incision en
piel con bisturi y se continué en el plano muscular con tijeras por divulsion,
hasta identificar el hueso (Fig. 37, 38 y 39).

Una vez limpio y retirado el periostio, se realizé una perforacién de 9
mm de largo, por 3 mm de ancho y 3 mm de profundidad (Fig. 40). Al grupo1

se le injerto sulfato de calcio, al grupo 2 sulfato de calcio enriquecido con



minerales y el grupo 3 no recibio tratamiento quedando como grupo control
(Fig. 41y 42).

Una vez finalizado, se realiz6 una sutura por planos (Fig. 43 y 44).

El Sulfato de Calcio en particulas se realiz6 mediante el fraguado del
mismo en polvo al combinarlo con solucion fisiologica estéril, y se genero
posteriormente las particulas por fragmentacion. El enriquecimiento con
minerales se efectué combinando un 50% de polvo de sulfato de calcio y un
50% de minerales en polvo y luego produciendo el fraguado como en el caso
anterior. El polvo de minerales esta compuesto por un 50% de calcio; 35% de
fésforo; 10% de carbonato; 1,5 % de magnesio; 1,5% de fluor; 1% de potasio; y
1% de sodio (Fig. 45, 46, 47 y 48).

Durante el postoperatorio, los animales 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.

A los 30 dias los animales fueron sacrificados por inhalacion de
monoxido de carbono, y los fémures resecados mediante cortes con tijera
sobre los ligamentos de las articulaciones. Luego las muestras fueron fijadas
en formol al 10% a 4°C, descalcificadas en EDTA, incluidas en parafina,
cortadas con microtomo, montadas en portaobjetos y tefiidas con hematoxilina
eosina, para su posterior observacion a través de un microscopio éptico.

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).



Por ultimo se recolectaron las muestras y fueron evaluadas con un
analizador digital de imagenes (ImagePro Plus v4.1. - Media Cybernetics, USA)
para calcular el grado de regeneracion obtenido. Los distintos elementos de la
imagen histologica fueron segmentados en base al color de la tincion, y
posteriormente calculada su superficie de hueso nuevo regenerado, asi como
el patron arquitecténico dentro de los limites del defecto creado. La superficie
se expresa en mm 2, mientras que la arquitectura se considero: Buena
(Regeneracion completa con patrén trabecular bien definido); Aceptable
(Regeneracion completa con patron trabecular mas irregular); Mala
(Regeneracion incompleta).

Estos estudios se llevaron a cabo en el Servicio de Microscopia de la
Catedra de Patologia General de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

UNLP.
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Fig. 30. Animales alojados en sus respectivas cajas.



Fig. 31. Balanza para dosificar la cantidad de anestesia a utilizar segun

el peso del animal.
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Fig. 32. Ketamina, anestésico.



Fig. 34. Motor para cirugia.



Fig. 35. Pieza de mano recta y fresa redonda de 3 mm de diametro.

Fig. 36. Instrumental utilizado para operar.
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Fig. 37. Area de trabajo depilada. Fig. 38. Incision en piel con bisturi.

sapse o BB 6)
Fig. 41. Colocacion del injerto. Fig. 42. Defecto rellenado.



' Fig. 43. Sutura del plano muscular. Fig. 44. Sutura de la piel. |

Fig. 45. Sulfato de Calcio de Fig. 46. Bloque del materia luego

grado medico del fraguado y fragmentacion.
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Fig. 47. Material prticulado. Fig. 48. Envasado previo a

esterilizacion.



RESULTADOS

El modelo experimental desarrollado ha funcionado correctamente y no
hubo inconvenientes en su ejecucion.

El material logrado de Sulfato de Calcio solo y enriquecido con
materiales presentd una consistencia blanda, facil de manipular, buena
porosidad con gran capacidad de embeberse en sangre y mostré buena
tolerancia.

La produccién del mismo es relativamente sencilla y econdmica. Se
observé que en el caso del enriquecido con minerales, la estructura resulté en
una aparente mayor porosidad, con respecto al sulfato de calcio solo.

Asimismo, la incorporacién de dichos minerales aceleré la reaccion de
fraguado del material.

Macroscopicamente en el grupo 2, se pudo determinar la formacion
completa del defecto éseo, notandose la presencia de particulas del injerto en
el mismo (Fig. 49 y 50). En el grupo 1, se observd una formacién incompleta,
en grados variables, y escasos restos del injerto, aparentemente por una
reabsorciéon muy veloz. En el grupo 3, no se produjo regeneracién, quedando
una amplia cavidad residual.

Microscépicamente, en la evaluacion inicial de ambos grupos
experimentales, no se observan reacciones inflamatorias importantes, ni
signos de encapsulamiento fibroso del material, lo cual lo sitta como
biocompatible.

Asimismo, en el grupo 2, histolégicamente se observa la regeneracion
completa de los defectos, con formacién de trabéculas de grosores variables

e interconectividad entre las mismas. La superficie regenerada, en mm? para



el grupo 1 fue de 9,270 (0,378), para el grupo 2 de 10,865 (0,358) y para el
grupo 3 de 4.370 (0,549). (Fig. 51, 52 y 53). Se observaron diferencias

estadisticamente significativas en la superficie regenerada en el grupo 2 con

especto al grupo 1 (P = 0,022).

\
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Fig. 49. Injerto enel grupo 2 llenando Fig. 50. Misma muestra a mayor

la totalidad del defecto. aumento.
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Fig. 51. Microfotografia de muestra del grupo 2, .donde se observa

histolégicamente la regeneracion completa del defecto creado.



Fig. 52. Microfotografia de muestra del grupo 1 donde se observa una
formacién incompleta del defecto posiblemente a la veloz reabsorcién del

material.

Fig. 53. Microfotografia de muestra del grupo 3 donde no se produjo

regeneracion, quedando una amplia cavidad residual.



DISCUSION

Las discusiones sobre los resultados obtenidos al desarrollar el plan se

comentan a continuacion:

1) Eleccién del animal, de la edad y el sexo.

La eleccion 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 patégenos especificos (SPF).

La cepa seleccionada fue la Fisher 344 (F344/N) ya que las mismas
tenian una mejor recuperacion de la anestesia con respecto a la cepa
Wistar durante pruebas realizadas previamente para el ajuste de la
anestesia.

Todos los animales tenian que superar las 16 semanas de edad,
teniendo aproximadamente 500 gramos de peso debido a que
necesitabamos un fémur de un tamafo considerable para efectuarle un
defecto critico.

La eleccion del sexo de los animales se debid 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) Eleccién de la anestesia y ajuste de Dosis.
Las dos primeras ratas anestesiadas sufrieron paro cardiorespiratorio, lo
que nos obligo disminuir la dosis de Ketamina a 60 mg/ Kg de peso
(Dosis Usual 75 mg/kg de peso) logrando asi una muy buena anestesia
quirurgica, de unos 20 a 30 minutos de duracién, y con una recuperacion
sin problemas. La dosis de Xilacina se utilizo la usual (10 mg/ kg de peso).
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.

3) Diseio de los defectos 6seos e instrumental utilizado.

Se opto por realizar un defecto de 9 mm de largo, por 3 mm de ancho y
3 mm de profundidad con el objetivo de conseguir un defecto critico que luego
nos permita obtener muestras facilmente detectables a simple vista al realizar
los cortes con micrétomo durante el procesado histolégico. En pruebas pilotos
se crearon defectos mas grandes en ancho y largo debilitando asi la cortical del
fémur produciendo la fractura del mismo en algunos de los casos.

Las perforaciones se realizaron mediante fresas redondas de 3 mm de
diametro montadas en un motor eléctrico de cirugia y con abundante
refrigeracion acuosa para evitar el recalentamiento del hueso. Se utilizaron
estas fresas ya que por su diametro al realizar las tres perforaciones en forma

contigua nos quedaba el defecto deseado.



4) Eleccion de la sutura.

Para el plano muscular utilizamos hilo de seda no reabsorbible, ya que es mas
economico que el hilo reabsorbible de colageno y el tiempo restante para la
eutanasia de los animales es corto (1 mes).

La sutura en piel se realizo con tanza ya que en trabajos anteriores cuando fue

utilizado el hilo de seda, hubo desprendimiento de los puntos en algunos casos.

3) Sulfato de Calcio.

El sulfato de calcio tiene una larga, y controvertida, historia de uso en
medicina y odontologia. Muchos investigadores, como Puleo DA y Al-Sabbagh
M. han demostrado que el Sulfato de Calcio es un material biocompatible y que
es reabsorbido totalmente después de la implantacion pero no crea un entorno
rico de calcio, aunque se pudo demostrar que estos iones de calcio pueden
proporcionar un cierto estimulo a los osteoblastos. Melo LG, Nagata MJ,
Bosco AF, Ribeiro LL, y Leite CM mediante un estudio histolégico e
histométrico en tibias de la rata, demostraron que el uso de Sulfato de calcio
como barrera en defectos quirdrgicos injertados con cristales bioactivos tenian
considerablemente mas formacion de hueso que el grupo que utilizo el cristal
bioactivo solamente, 30 dias después de las cirugias, afirmando asi que el
Sulfato de Calcio se puede utilizar como osteoconductor en la regeneracion

Osea.

4) Minerales 6seos.
El tejido éseo esta compuesto por una matriz inorganica (70 %) y

organica (30 %).



Los componentes inorganicos del tejido 6seo estan compuestos por
depdsitos de fosfato de calcio cristalino. Los cristales son idénticos a los del
mineral hidroxiapatita, Ca10 (PO4) 6 (OH) 2.

Ademas del fosfato de calcio, el mineral de los huesos contiene
numerosos iones diferentes, entre ellos el magnesio, potasio, sodio, carbonato,
citrato, fluoruros, hierro, zinc, etc.

Debido a que la reabsorcion del Sulfato de Calcio no haya creado un rico
entorno de Calcio se opto por la incorporacion de minerales 6éseos donde se
mejoraron las propiedades del hueso cicatrizal haciéndolo mas denso y acelero
la remineralizacion ésea por la sola presencia del mineral. Cabe destacar que
al incorporar los minerales a Sulfato de Calcio le proporciono a la estructura
una mayor porosidad siendo este facilmente embebido por sangre.

Todo material de sustitucién ésea tiene un objetivo fundamental, que es
actuar como matriz para el crecimiento del hueso, y luego de esto ser
reabsorbido hasta ser reemplazado totalmente por tejido éseo vivo. Una matriz
ideal deberia ser lo mas porosa posible, para favorecer la revascularizacion,
pero a la vez no tanto para que no se reabsorba antes de cumplir su cometido.

En este sentido, nuestro trabajo muestra como el sulfato de calcio solo
se ha reabsorbido antes del tiempo necesario. Mientras tanto, en el combinado
con minerales la reabsorcion fue mas lenta, siendo interesante destacar, como
mencionamos al principio, que esta combinacién poseia una mayor porosidad,
al menos hasta el nivel de detalle evaluado al momento.

Por ultimo, cabe agregar que la materia prima de la cual se hace el

sulfato de calcio es relativamente barata y abundante. En el caso de que estos



resultados sean confirmados en pruebas clinicas, podriamos disponer de un

nuevo biomaterial, mucho mas economico que los disponibles actualmente.



CONCLUSIONES

Dentro de los limites de este estudio se puede concluir lo siguiente:

e Ambos injertos fueron biocompatibles y no hubo rechazos en ninguno
de los casos.

e La manipulacion fue sencilla y gracias a su capacidad de embeberse
en sangre mantuvo la arquitectura una vez injertada cuando fue
tratado con ambos sustitutos.

e El material posibilito la regeneracion completa de un defecto critico
cuando fue tratado con Sulfato de Calcio enriquecido con minerales.

e No se recomienda el uso solo de Sulfato de calcio, sino combinado
con otros sustitutos, preferentemente el hueso autologo u otros
sustitutos, por ejemplo el Fosfato Tricalcico.

e Mayores estudios, asi como pruebas clinicas de este material
podrian darnos mayor informaciéon en cuanto a la capacidad de su

uso como sustituto a los injertos 6seos autélogos.
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