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Resumen

Objetivo: Observar histolégicamente el efecto de dos mate-
riales utilizados como sustituto 6seo, en defectos criticos circula-
res producidos en la calota de la rata.

Materiales y métodos: Se realiz6 una osteotomia en la
calota de ocho ratas Wistar, separadas en dos grupos (A y B) de
cuatro (n=4) animales cada uno, con el objeto de crear defectos
criticos, que posteriormente fueron rellenados con dos sustitutos
6seos. En el Grupo A se utiliz6 el producto comercial Osteo-
dens®, a base de un granulado obtenido de hueso bovino molido
y calcinado; mientras que en el Grupo B se emple6 un preparado
experimental compuesto por un granulado de hidroxiapatita ob-
tenido a partir de hueso bovino, con el agregado de fosfato trical-
cico. Los animales de ambos grupos fueron sacrificados a los 60

dias posoperatorios. Las calotas fueron descalcificadas e inclui-
das en parafina, y se obtuvieron secciones semiseriadas, las cua-
les fueron coloreadas alternativamente con hematoxilina-eosina o
tricrémico de Masson.

Resultados: Luego de 60 dias, en ambos grupos, se observd
una trama colagena que rodeaba las particulas del relleno, sin for-
macion de tejido dseo.

Conclusioén: Los hallazgos sugieren que ambos materiales
investigados presentaron comportamientos similares, y no se ob-
servo el desarrollo de nuevas trabéculas dseas dentro de los de-
fectos 6seos creados.

Palabras clave: Cirugia endodéntica, hueso bovino, injerto
0seo, regeneracion 6sea.

Abstract

Aim: To investigate the effect of two bone grafts materials im-
planted in critical defects performed in the rat calvaria.

Materials and methods: Osteotomies were made in the
calvaria of eight Wistar rats to create critical defects. The rats
were divided into two groups (A and B) of four animals each
(n=4). The defects in Group A were filled with the commer-
cial product Osteodens®, while in Group B the defects were
filled with an experimental hydroxyapatite/tricalcium phos-
phate aggregate material. Animals in both groups were eu-
thanized after 60 days and the calvarias were processed for
histological observation. Semi serial sections were obtained

and alternatively stained with hematoxylin and eosin or Mas-
son trichrome.

Results: After 60 days, both groups revealed that the particles
of the tested materials were totally surrounded by a healthy dense
fibrous connective tissue with the absence of newly formed bone
trabeculae.

Conclusion: The results suggest that both materials behaved
similarly and did not allow new bone formation within the re-
cipient sites.

Key words: Bone tissue regeneration, bone grafting materi-
als, bovine bone mineral, surgical endodontics.
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Introduccion

Desde hace ya varias décadas, se han venido utilizan-
do diferentes materiales orgdnicos e inorganicos como
sustitutos 6seos, con el objeto de reparar o reconstruir
areas en las que se han perdido importantes cantidades
de hueso. Para ser empleado con ese objetivo, este tipo
de materiales debe poseer ciertas propiedades, tales
como ser inmunolégicamente inactivo, tener la capaci-
dad de restaurar la forma y la funcion del tejido 6seo
perdido, estimular o servir de apoyo para el desarrollo de
nuevas trabéculas 6seas, ser facil de esterilizar, y man-
tenerse estable durante largos periodos de tiempo. En
ese sentido, el hueso autélogo ha sido considerado como
el material ideal en virtud de su biocompatibilidad y su
potencial como inductor para la reparacién dsea’, aun-
que su empleo suele presentar algunas desventajas, tales
como la necesidad de una cirugia adicional para la ob-
tencién de la muestra de hueso que sera utilizada como
relleno, dolores posoperatorios en la segunda herida y
diferentes grados de reabsorciéon® El uso de materiales
sintéticos tales como la hidroxiapatita (HA) y el fosfa-
to tricalcico (PTC), utilizados como sustitutos 6seos en
areas con grandes pérdidas de hueso y que no pueden
repararse por si solas (heridas criticas), ha sido probado
en animales de experimentacion®® y en humanos’, es-
pecialmente en el campo de la cirugia endodéntica, con
diferentes grados de éxito®>”*!!, El objetivo de este traba-
jo fue analizar el comportamiento de dos materiales: un
compuesto experimental a base de HA obtenido a par-
tir de hueso bovino calcinado con la adicién de 40% de
PTC (HA/PTC), y un preparado comercial de estructura
porosa (OSTD), denominado Osteodens® (Pharmatrix,
Div. Therabel Pharma S.A., Ramos Mejia, Buenos Ai-
res, Argentina), obtenido por medio de la trituracion y la
calcinacién de la matriz mineral de hueso bovino; ambos
materiales empleados como sustitutos dseos en cavida-
des criticas realizadas en la calota de la rata. La hipotesis
nula establece que los comportamientos de HA/PTC y
OSTD son similares.

Materiales y métodos

El protocolo de este estudio fue previamente revisado y
aprobado por la Comisién de Etica para la Investigacion
Cientifica de la Asociacion Odontolégica Argentina. Para
este estudio piloto se utilizaron ocho ratas Wistar macho,
de aproximadamente 250 g de masa, que fueron separa-
das en dos grupos (A 'y B) de cuatro (n=4) animales cada
uno. Los animales fueron tratados segun las normas ISO
10993-1-1992 e ISO 10993-2-1992!>13) y los principios
éticos de experimentacion y las especificaciones para el
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Figuras 1. A: Fotografia clinica del procedimiento quirdrgico,
donde se observa la osteotomia de 5 mm de didmetro prac-
ticada sobre la calota. B: Material de relleno ubicado en la
cavidad. C: Colgajo reubicado y suturado.

cuidado y el uso de animales de laboratorio'. Fueron
puestos en cuarentena durante los 7 dias previos a los
procedimientos quirtirgicos, a efectos de asegurar que se
encontraran en éptimas condiciones de salud. La prepa-
racién de los materiales de relleno 6seo y las maniobras
quirdrgicas de implantacion fueron realizadas bajo con-
diciones asépticas, de acuerdo con los siguientes proce-
dimientos: luego de que los animales fueran anestesiados
por medio de una dosis intraperitoneal de clorhidrato de
ketamina (14 mg/kg) y acepromazina (10 mg/kg), la piel
que recubre la zona fronto parietal de la calota fue rasu-
rada y desinfectada con una solucién de yodo/povidona
al 10% (Phoenix SAIC, Buenos Aires, Argentina). Pos-
teriormente, con un escalpelo, se realizé una incision y
un colgajo trapezoidal de aproximadamente 18 mm de
longitud a través de la piel, dejando al descubierto el hue-
so parietal. Se removieron ambas corticales déseas y se
preparo, a través del hueso esponjoso, una osteotomia de
forma circular, de 5 mm de didametro, mediante una fresa
trefina a una velocidad de 5.000 rpm en un micromotor
eléctrico bajo constante refrigeracién, con suero fisio-
l6gico (Fig. 1). En todo momento, se procurd preservar
la integridad de la duramadre y del tejido cerebral. En
el Grupo A, las cavidades 6seas fueron rellenadas con
OSTD (tamafio de particula: 250-1000 pm), mientras
que en el Grupo B fueron rellenadas con HA/PTC (ta-
mafio de particula: 300-800 pm). Finalmente, los colga-
jos fueron reposicionados, y las heridas, suturadas con
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Figura 2. Microfotografia de un espécimen representativo del
Grupo A. A: Particula del material de relleno (OS) rodeada por
tejido fibroso bien vascularizado (flecha negra), lindando con el
tejido éseo que rodea la cavidad (flecha blanca) (tricromico de
Masson; magnificacion original x 100). B: Mayor aumento de A,
donde puede apreciarse el tejido fibroso que rodea la particula
de relleno (OS) (tricrémico de Masson; magnificacién original
x 400). C: Particula de relleno (OS) rodeada por tejido fibroso
(F), sin células inflamatorias (hematoxilina y eosina; magnifica-
cién original x 1000).

cyanoacrilato. Se mantuvo a los animales en el bioterio
de la Facultad de Medicina de la Universidad del Sal-
vador (USAL), en jaulas de acero inoxidable, con agua
potable y alimento balanceado ad libitum, a tempera-
tura ambiental controlada (21 + 5 °C) y ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas. A los 60 dias posimplantacion,
fueron sacrificados por medio de una sobredosis de so-
lucién anestésica.

Posteriormente, las calotas fueron removidas quirdr-
gicamente (se conservo el tejido blando supraperiostal)
y fijadas en solucion de formol-buffer al 10% (pH 7,4).
Luego de la fijacién los especimenes se descalcificaron
en acido férmico al 10%, se incluyeron en parafina y se
procesaron para su evaluacién histolégica. Se obtuvie-
ron secciones longitudinales semiseriadas de aproxima-
damente 7 pm de espesor a través del didmetro mayor
del defecto 6seo, las cuales fueron coloreadas alternati-
vamente con hematoxilina y eosina o con tricrémico de
Masson. Los cortes se analizaron y fotografiaron con di-
ferentes aumentos por medio de un microscopio 6ptico
equipado con una cdmara digital Canon Powershot A510
(Canon, Tokio, Japén). Las iméagenes fueron capturadas y
analizadas mediante un software (Image Pro Plus; Media
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Figura 3. Microfotografia de un espécimen representativo del
Grupo B. A: Relleno de hidroxiapatita (H) rodeado por tejido fi-
broso, lindando con el tejido éseo (TO) (hematoxilina y eosina;
magnificacion original x 100). B: Mayor aumento del area del
recuadro en A. Las particulas de hidroxiapatita se encuentran
rodeadas por tejido fibroso. Se observa una célula gigante mul-
tinucleada fagocitando particulas del material (flecha blanca) y
particulas sueltas distribuidas en el tejido circundante (flechas
negras) (hematoxilina y eosina; magnificacion original x 1000).
C: Tejido fibroso (F) entre dos conglomerados de hidroxiapatita
(hematoxilina y eosina; magnificacion original x 400).

Cybernetics, Silver Spring, MD, Estados Unidos), con el
que se evalué el comportamiento de los sustitutos dseos
utilizados, a fin de determinar si éstos fueron reabsorbidos
y/o se produjo neoformacién de trabéculas dseas.

Resultados

Luego de 60 dias, se observé que todos los animales
toleraron adecuadamente los procedimientos operato-
rios, que se encontraban en buenas condiciones de sa-
lud y que las heridas habian cicatrizado normalmente y
no presentaban signos de infeccién. La palpacion de la
zona quirdrgica previa a la descalcificacién de las ca-
lotas permiti6 comprobar que la superficie era firme y
dura, lo cual sugeria la presencia de nuevo tejido 6seo.
Sin embargo, la observacion microscépica reveld que la
dureza de la zona se debia a las particulas del relleno
utilizado. Esta examinacion permitié ademas diferenciar
claramente el area del lecho quirtrgico del hueso sano
que lo rodea, y revelar una estructura 6sea normal donde
pudieron observarse ambas corticales, y una esponjosa
con trabéculas éseas bien desarrolladas.

En el Grupo A (Fig. 2), se comprobd que las particulas
de OSTD no fueron reabsorbidas y que estaban rodeadas
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por una trama coldgena sin células inflamatorias que, a
su vez, envolvia la totalidad de la masa implantada. No
se encontraron indicios de neoformacién ésea. En el
Grupo B (Fig. 3), también se observd la presencia de
una matriz colagena libre de células inflamatorias, entre
las particulas de HA/PTC y alrededor de toda la exten-
sion de la cavidad 6sea, incluida la totalidad de la masa
del material implantado, y no se encontraron signos de
reabsorciéon. En este mismo grupo, se observé la pre-
sencia circunstancial de células gigantes multinuclea-
das aisladas, que contenian particulas del material en
su citoplasma, y algunas de ellas estaban diseminadas
dentro de la matriz coldgena. Al igual que en el Grupo
A, tampoco se observo la neoformacién de tejido 6seo.

Discusion

La calota de pequefios animales de laboratorio ha veni-
do utilizandose, con diferentes resultados, como modelo
experimental para el relleno de cavidades por medio de
sustitutos 6seos'>'®. Si bien el espesor del hueso parietal
de la rata es relativamente pequefio, el uso de maniobras
quirdrgicas bien controladas permite efectuar defectos
0seos criticos y ubicar materiales de relleno en las cavi-
dades producidas en la calota, con un alto grado de segu-
ridad. De acuerdo con el modelo experimental utiliza-
do, los sustitutos 6seos fueron implantados sin emplear
un medio de fijacién, lo cual sugiere que la ausencia de
formacién 6sea luego de 60 dias podria deberse a que
las particulas de ambos materiales sufrieron algtin tipo
de movimiento dentro de la cavidad que los alojo. Estos
resultados coinciden con los de Devegliou et al.'’, quie-
nes también observaron tejido fibroso sin desarrollo 6seo
alrededor del material implantado en calotas de rata. En
ese sentido, Esteves et al.’® y Lin et al.'® consideran que
la fijacion y la estabilidad del material implantado cons-
tituyen un factor determinante para que se produzca la
incorporacién del mismo y la posterior formacién ésea.
Sin embargo, fue interesante comprobar que los resulta-
dos de experiencias previas'>!®8, en las que se emplea-
ron diferentes materiales sin un medio de fijacion, con
otros tiempos de observacion, fueron similares a los ob-
tenidos en este trabajo.

Debemos considerar que, si bien el escaso niimero de
animales utilizados resulta adecuado para una experien-
cia piloto'?, el disefio experimental de este trabajo po-
dria ser objetado, ya que los materiales empleados fue-
ron implantados separadamente, en grupos de animales
diferentes. Esto se debié fundamentalmente a que en la
calota de una rata de 250 g no es posible realizar mas
de una cavidad critica del tamafio minimo necesario. En
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ese sentido, una serie de investigaciones recientes ba-
sadas en el comportamiento de materiales implantados
en cavidades criticas en la calota de la rata han utili-
zado un diseflo experimental similar'®??, con resultados
claramente comparables. Debido a que este trabajo fue
proyectado como un estudio piloto, y que OSTD y HA/
PTC fueron implantados en diferentes grupos de anima-
les con un comportamiento similar, sélo se realiz6 una
descripcién de las observaciones. Por otra parte, a pesar
de que los animales provenian todos de una misma cria
y de que fueron distribuidos al azar en ambos grupos,
pudo haber habido variaciones en variables que han sido
ignoradas en el presente estudio, y que por esa razon no
han sido controladas.

Conclusién

Teniendo en cuenta las limitaciones de este estudio
y las condiciones experimentales adoptadas, los resul-
tados obtenidos a los 60 dias posimplantacion indican
que la hipétesis nula planteada inicialmente debera ser
aceptada, ya que tanto OSTD como HA/PTC son mate-
riales biocompatibles y, ademads, se observé un compor-
tamiento similar en cavidades criticas efectuadas en la
calota de la rata.

Los autores declaran no tener conflictos de interés en
relacion con este estudio y afirman no haber recibido
financiamiento externo para realizarlo.
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