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Reparacion Osea Utilizando Sulfato de Calcio
en Defectos Oseos de Tibia de Conejos

Bone Repair Using Calcium Sulfate in Bone Defects of Rabbit Tibiae
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RESUMEN: La regeneracion dsea en reconstruccion del proceso alveolar junto al uso de implantes oseointegrables son amplia-
mente utilizados, existiendo una amplia variabilidad de productos. El objetivo de esta investigaciéon es estudiar la ésgaracion
asociada a un sustituto 6seo a base de sulfato de calcio cubierto con membrana biolégica en defectos creados en thi&ele conejo
seleccionaron 12 conejos de entre 3 y 6 meses para ser intervenidos; de acuerdo a protocolos de anestesia ya conogitdos se reali
técnica con acceso a ambas tibias donde se realizaron 2 defectos de 2,6 mm de didmetro; se formaron cuatro grupopasiedeo el gru
relleno con coagulo sanguineo, grupo Il relleno con coagulo cubierto con membrana de colageno, grupo Il relleno cocalaifato de
y grupo IV relleno con sulfato de calcio cubierto con membrana bioldgica. Se realiz6 la eutanasia a los 21 y 42 diaswepbsteeio
procedid a procesar y analizar laminas histoldgicas con tincion de hematoxilina y eosina. Se realiz6 la histomorfome#atisecompar
analizando los datos con prueba ANOVA Yy prueba de Turkey considerando un valor de p<0,05 para significancia estadistica. Los re
tados demostraron que todos los defectos mostraron patrones regulares de reparacion 6sea; los grupos rellenados cdracoagulo mos
formacion 6sea estadisticamente menor que el presentado por los defectos rellenos con el sulfato de calcio, aunque petssiiHtimo
taron mayores indicadores de presencia de proceso inflamatorio; el grupo IV fue el que presenté los mejores nivelesun@separaci
a los 21 y 42 dias. Se concluye que la reparacion 6sea en defectos menores es viable de ser realizada con este bierfaterial y qu
cobertura con membrana de colageno puede ser Util en la regeneracion 0sea guiada.

PALABRAS CLAVE: Biomaterial; Injerto 6seo; Relleno 6seo.

INTRODUCCION

El sulfato de calcio es uno de los sustitutos 6seoslidad del huésped, tipo de defecto y tipo de membrana
de tipo aloplasticos caracterizados por sus propiedadies sido indicados como elementos importantes en el éxito
osteoconductoras (Cheii al, 2011); se han posicionadodel tratamiento (Olatet al, 2013; Yanggt al, 2014).
dentro del mercado mundial debido a que sus caracteris-
ticas quimicas, similares a las encontradas en el cuerpo  El uso de membrana ha sido empleado en otros
humano y a que no poseen procesamiento animal dergsoudios experimentales confirmando que en el caso de
de su composicion (Lavengs al, 2014). fenestraciones, el uso de sistemas absorbibles o no

absorbibles son igual de eficientes permitiendo la rege-

En defectos menores, asociados 0 no a implantesracion 6sea en defectos sin diferencias en los resulta-
dentales, se han aplicado diferentes modelos terapédtis (Lopezt al). Por otra parte, injertos autbgenos son
cos donde uno de ellos lo vincula junto al uso de memensiderados aun el “patron de oro” en la regeneracion
branas biolégicas (Lopest al, 2013); clinicamente, se dsea, mientras que rellenos heter6genos y homégenos
han presentado algunos estudios que respaldan estossgisitilizan en modelos clinicos y experimentales confir-
temas terapéuticos, mientras que otros no han reportadando su eficiencia en algunos defectos menores (Olate
la misma eficiencia. Variaciones como el tipo de rellenet al.).
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El objetivo de esta investigacion es analizar la repaidn habitual; la eutanasia de los animales fue realizada con
racion 6sea en defectos menores tratados con relleno sistbredosis de Ketamina y Xilazina en el periodo de 21y 42
tico de sulfato de calcio cubierto con una membrana déas posteriores a la intervencion quirdrgica.
colageno en defectos creados en tibia de conejos.

Seleccion de Membrana y Substituto Osede utilizé
membrana reabsorbible de colageno (BioMend — Calcitek —
MATERIAL Y METODO A company of Suizer Medical), fabricado a partir del ten-
dén flexor bovino, de superficie plana y con aspecto
texturizado, caracterizada como semi-oclusiva por presen-

En este estudio experimental fueron utilizados 1r poros de 0,004 mm. El substituto éseo utilizado en esta
conejos albinos de raza New Zealand, hembras con edadndestigacion fue sulfato de calcio hemi-hidratado de grano
entre 3y 6 meses. Los animales fueron divididos en 3 gmediano y solucién de dilucién aceleradora (Capset, Lifecore
pos de acuerdo al protocolo quirdrgico, manteniéndose idtomedicals, Inc., Chaska, MN, USA).
cialmente con alimentacion sélida y agua ad litum.

Andlisis Histoldgico e Histomorfométrico Después de la

La aplicacién de anestesia fue realizada por viutanasia, los defectos injertados fueron retirados con mo-
intramuscular aplicando 0,1 ml/ 200 g de peso del anim#&br de baja rotacién, respetando 5 mm de margen de seguri-
utilizando partes iguales de Ketamina y Xilazina. Quincgad desde el limite del defecto. Las piezas fueron fijadas en
minutos después de aplicada la técnica anestésica se inyaenol al 10% durante 24 h, con temperatura ambiente; lue-
to atropina 0,5 mg en dosis de 0,08 mg/kg, via cutanea. go fueron sometidas a fase de descalcificaciéon con citrato

de sodio al 20% y acido férmico al 50% durante 52 dias. Al
Procedimiento Quirargico. El procedimiento quirtrgico finalizar el proceso, se realizaron cortes seriados de 6 m,
fue realizado de acuerdo al protocolo disefiado para la utilizando hematoxilina eosina para realizar las evaluacio-
vestigacion el cual exigia que el dia previo a la cirugia todnes en microscopio 6ptico. Se realiz6 histologia descriptiva
los animales fueran sometidos a tricotomia del sector a para caracterizar la reparacion 6seo de cada defecto con
tervenir y pesaje para definir calculo farmacolégico. magnificaciones de 10x y 50x.

Al momento de la intervencién quirdrgica, el area Los datos recolectados fueron analizados mediante
fue manejada con técnicas de asepsia y antisepsia con soiutest de varianza y test de Turkey considerando un nivel
cion tépica de povidona iodada al 10%. Se realiz6 una inde significancia del 5%.
sion de 4 cm en la region correspondiente al sector medial
de la tibia (utilizandose ambas tibias del animal), en su ter-
cio proximal, con hoja de bisturi No 15; se realiz6 divulsi6RESULTADO
de tejidos blandos y desperiostizacion hasta obtener total
exposicion ésea.

Andlisis Descriptivo

Posteriormente, se realizaron dos perforaciones de
2,6 mm de diametro cada una, momento en que se apliReriodo 21 Dias
irrigacién con suero fisioloégico de forma profusa. Fueron
generados dos defectos 6seos en cada tibia, los cuales @Gepo I: La cavidad se encontraba rellena de tejido conectivo

ron organizados en cuatro grupos: con un discreto proceso inflamatorio; Se observo formacion
Osea incipiente con mantencion de los limites del defecto

Grupo I relleno con coagulo sanguineo generado.

Grupo lI: relleno con coagulo sanguineo cubierto por mem-

brana de colageno Grupo Il: Los defectos presentan un comportamiento seme-

Grupo llI; relleno con sustituto 6seo jante al grupo I; el area mas superior del defecto presentaba

Grupo 1V: relleno con sustituto 6seo cubierto por membramportante cantidad de tejido conectivo, mientras que en el

na de colageno area interior se observaba presencia de tejido conectivo en

conjunto con areas de formacién ésea.
Luego de la aplicacion del modelo experimental se
realiz6 sutura en planos a partir del periostio utilizando nyldarupo 1ll: Se identificaba claramente el limite entre el de-
4.0, se aplico penicilina benzatina y se mantuvieron en desto 6seoy el relleno utilizado; los margenes presentan areas
ubicaciones iniciales con medidas de soporte y alimentde remodelacién; en algunas muestras se observé la presen-
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cia de reaccién inflamatoria y en otras se observo trabécuaaipo Il: El tejido 6seo neoformado existente y ocupa la

Oseas en neoformacion rodeadas de tejido conectivo. mayor parte del defecto generado; la porcion mas superior
presenta aun indicios de presencia de tejido conectivo.

Grupo IV: Se identifica la diferencia entre el defecto y el

relleno utilizado; se observé areas de remodelacion enGaiupo Ill: Cavidad rellenada con alta presencia de hueso

limite del defecto; en el interior del defecto se observé fonreoformado, presencia de tejido conectivo; se observan

macién 6sea en el area superior, proximo a la membrandrabéculas 6sea que rodean tejidoconectivo y se observan
restos existentes del material implantado.

Periodo 42 Dias

Grupo IV: Se observe el limite entre la cavidad del defecto
Grupo |: Existen claras areas de neoformacion 6sea, opel hueso nativo adyacente; el defecto se encuentra con
aspecto organizado y con un area difusa en el limite del denplias extensiones de tejido conectivo 6seo, organizado y
fecto generado lo cual puede asociar un nivel de integraci@aduro, junto a la incorporacién de tejido conectivo rodea-
Osea (Fig. 1). do por tejido 6seo neoformado (Fig. 2).

Andlisis Histomorfométrico. Los resultados revelaron que
hubo mayor formacion ésea en la segunda etapa de medi-
ciones. Para la primera etapa de 21 dias, entre el grupo 1 y Il
no existio diferencias significativas, mientras que entre el
grupo 1l y IV tampoco lo hubo. Al comparar los grupos de
coagulo (1'y 1) con los del relleno (Il y IV) existi6 diferen-
cias significativas entre ellos (p=0,041). La Tabla | muestra
los datos obtenidos en los andlisis realizados para los dife-
rentes periodos de eutanasia.

En el analisis del segundo periodo de 42 dias, una
oI situacién semejante se presenté con ausencia de relacion
R L ARSI _
R 3 estadisticamente significativa entre el grupo | y II; el grupo
& A .
, ?ﬁ%ﬁ IV fue superior a los otros (p=0,031) mostrando mayor can-
g s SR SN tidad de formacién Gsea; el grupo 1l fue superior a los gru-

Fig. 1. Defecto creado en tibia de conejo estabilizado con coéglrygs l'y Il (p=0,042), aunque fue significativamente menor a
sin membrana en el periodo de 42 dias; se observa la presendfbgeresultados obtenidos en el grupo IV.
tejido conectivo (TC), algunos vasos sanguineos y la presencia de '

el hueso periférico (OP) al defecto creado.

Tabla I. Distribucion de los resultados de histomorfometria en base
a andlisis de puntos en las laminas histolégicas seleccionadas para
cada grupo.

Grupo 21dias 42 dias
X DE X DE
I 27,66 3,77 39,86 3,60
11 29,20 1,96 42,86 1,74
11 37,13 2,70 56,53 3,52
v 37,86 2,58 64,13 2,92

X= promedio; DE= Desviaci6n Estandar.

DISCUSION

74 r

- t El modelo de analisis empleado en esta investiga-
ool < 3 nND 7 =S H 4 ) A Ly . s .z 7 . .

Fig. 2. Defecto creado en tibia de conejo tratado con relleno on es el de regeneracion osea g_w.ada, traba!ando con de-
sulfato de calcio cubierto con membrana en el periodo de 42 di ,tos de diametro de 2,6 mm en tibia de conejos. Este mo-

se observa la presencia de tejido conectivo, remanentes @8/0 ha sido empleado en otras ir_\VGStigaCione_S reportando
biomaterial y formacién de hueso rodeando la zona del biomaterigsultados adecuados y reproducibles (Laventis).
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La reparacion 6sea es influenciada por diferentes feal- ya habian sefialado que el uso de membranas seria Util en
tores, tales como edad, estructura ésea, vascularizacidla yegeneracién, siendo mas eficiente que el no utilizarlas;
tamafo del defecto (Dahlet al, 1993). La condicion es- de la misma forma en nuestros actuales resultados, se ha
tructural del injerto también ha sido vinculada a diferencia®nfirmado que la membrana biol6gica de colageno podria
en la integracion ésea, aunque la interface entre el injeimdluenciar positivamente en la regeneracion ésea.
0seo y el lecho receptor no juega un rol importante cuando
el injerto es de tipo autdgeno (Neétbal, 2013a). Cuando Otros estudios han apuntado a las complicaciones
materiales aloplasticos y heter6genos son utilizados, ot@sociadas al uso de sulfato de calcio en defectos éseos.
factores son protagonistas; Klippt¢hkl (2013) demostra- Friesenbichleet al (2014) sefialaron que sobre 40 pacien-
ron que el tamafio de particulas del relleno 6seo de matas tratados con este material existi6 complicaciones aso-
bovina tienen influencia importante en el modelo de reparaiadas a procesos inflamatorios complejos y formacion de
cion 6sea, donde particulas de gran tamafo presentan guiates asociados al material; en nuestros resultados no se
reparacion 6sea altamente retardada. Otro factor relevaolbeservo este tipo de complicaciones, pero es posible que en
puede ser el vehiculo de instalacion del material (Buchaimefectos mayores y procesos regenerativos complejos si
et al, 2012); en esta investigacion fue utilizado el suero fexistan situaciones de complicaciones asociadas. Estudios
siolégico como elemento de transporte, lo cual puede ide imagenologia podrian ser utilizado en los analisis de éxi-
fluenciar positivamente en la regeneracion 6sea ya que ottoy fracaso de procedimientos reconstructivos, sin embar-
modelos de transporte pueden influenciar negativamentegm) Olateet al. sefialaron que las radiografias no son utiles
la regeneracion de tejidos (Ne#ébal, 2013b). para estudiar avances, grados o cantidad de formacion 6sea

cuando se utilizan materiales no autégenos en la reconstruc-

El uso de coagulo sanguineo ha sido empleado eién, de forma que el estudio histolégico es el mas conve-
model® experimentales como control y recientemente a sithiente en este item. Pacientes que son tratados con este ma-
aplicado en modelos clinicos para la regeneracion 6sea tdlal pueden tener limitaciones en el seguimiento adecuado
seno maxilar, demostrando que cuando otros elementos hie-los resultados debido a estas limitaciones.

I6gicos confluyen de forma negativa (como una pobre cali-

dad ésea y alto volumen del defecto), la exclusiva presencia  Bajo las condiciones de este estudio, se puede con-
de sangre sin injerto 6seo, es insuficiente para llegar a la casir que el sulfato de calcio aplicado en modelo animal es
generacion 6sea (de Oliveghal, 2013). Yanget al confir-  Util en la regeneracion 6sea; las membranas biol6gicas au-
maron también esos analisis y realizaron un estudio de cagogntan la posibilidad de regeneracion 6sea al compararse
control en sujetos con patologia tumoral demostrando queceh coagulo sanguineo.

sulfato de calcio tendria un alto rendimiento en la recupera-

cion de defectos 6seos producidos por la reseccién y curetaje

de los mismos. Kumeet al (2013) realizaron un analisis pe OLIVEIRA, M.; OLATE, S.; POZZER, L.; VASQUEZ,

sobre 15 pacientes tratando defectos 6seos con rellenoBJeCANTIN, M. & ALBERGARIA-BARBOSA, J. R. Bone
sulfato de calcio describiendo complicaciones en algunaspair using calcium sulfate in bone defects of rabbit titbree].
casos debido a infecciones en el sitio operatorio; sin embbferphol., 32(4)1472-1476, 2014.

go, las conclusiones establecen este material como seguro en

su aplicacion y funcion postoperatoria. Leveetisl, tam- SUMMARY: Bone regeneration in the alveolar process

bién concluyeron que el uso del sulfato de calcio colabora%‘ﬁd dental implant are widely used and there are a lot of different
la regenerd6n 6sea de defectos en modelo animal products. The aim of this research was to know the bone reparation

associated to bone substitute with calcium sulfate and a biological

‘membrane in created defects in rabbit tibiae. Were selected 12 rabbit
En todos nuestros grupos evaluados, la neoformacigéween 3 and 6 month to be operated; using previous anesthesia

Osea comienza desde las paredes laterales hacia la zongrifiocols was do it a surgical defect in the right and left tibiae with

terior, al igual que lo observado por de Olivaital, con- 2.6 mm diameter; four groups were created: group | with blood
firmando que cuando el defecto dseo presenta una adecudeldfill, group Il with blood clot fill plus biological membrane,
condicién de irrigacién sanguinea y con hueso cortical prgroup Il with calcium sulfate and group IV with calcium sulfate
porcionalmente menor, el tipo de material utilizado en 8|us Piological membrane. The euthanasia was made in 21 and 42
relleno puede ser menos importante que la calidad del tej%"?:ys before surgery and was obtained histological plate using
. . . . . _~hematoxillin and eosin. The histomorphometry was made and
(?'rcundame (Choet al). EI_ u$0 de la membrana bIOIOglcas1;atistica| analysis using ANOVA and Turkey test with p<0.05 to
tiene como uno de sus objetivos el de complementary augiain statistical differences. Were observed in the all created
liar en el proceso de osteogénesis, contribuyendo como Rgects a regular bone reparation; the group | and 11, with blood
barrera mecanica para la migracion de células capacescid€ showed a minor bone reparation than group Il and IV with
interferir en la formacion 6sea (Bustial, 1995). Lopert calcium sulfate, but these last one show an important inflammatory
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process; the group IV presented the better results at 21 and 42 Pereira, L.; Cantin, M.; Vasquez, B. & de Albergaria-Barbosa,
euthanasia days in term of bone formation. It's conclude that J. R. New bone formation in a bone defect associated to dental
calcium sulfate can be used in bone reparation of minor defects implant using absorbable or non-absorbable membrane in a
and the biological membrane can be used in guide bone regenerationdog modellnt. J. Clin. Exp. Pathol., 6(112292-9, 2013.
with success.

Laventis, M. D.; Fairbaim, P.; Dontas, |.; Faratzis, G.; Valavanis,

KEY WORDS: Biomaterial; Bone graft; Bone filling. K. D.; Khaldi, L.; Kostakis, G. & Eleftheriadis, E. Biological

response to b-tricalcium phosphate/calcium sulfate synthetic
graft material: an experimental stutiyplant. Dent., 23(137-
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