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Osteorregeneracion: coagulite vs hidroxigpatita vs coagulite-
hidroxiapatita en lesiones en maxilares de rata, con tomografia
axial-computarizada y microscopia electronica de barrido
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RESUMEN. El propésito de este estudio fue evaluar la
osteor r egener acion delesionespr ovocadasen maxilaresde
ratasWistar, acelerando e proceso por mediodebiomate-
riales simples y combinados. Se implant6 coagulite o hi-
droxiapatitaocoagulite-hidroxiapatitaen seisratasWistar
sanas, machos, de 24 semanas de edad y se siguieron los
siguientes pr ocedimientos segun lasnor mas de bioéticaen
animales de experimentacion: se anestesiar on con zolaze-
pam y tiletamina (0.4 ml), abordaje quirurgico con la
técnica Semi-Newman; selesrealizar on cuatr operfor acio-
nesen lamaxila: dosdel lado derechoy dosdel izquierdo,
con fresaredondadecarburode2 mm dedidmetro. Poste-
riormenteseimplantar on losbiomaterialesen cadaunade
lasperforaciones. A (coagulite) maxilar derechoenlaunion
cigomatica-maxilar; B (hidroxiapatita), entre el primer y
segundomolar esder echos, C (coagulite-hidr oxiapatita) en
launién cigomética-maxilar izquierday D (control) entre
el primer y segundo molares izquierdos. Estas lesiones
fueron analizadas por tomografia axial computarizada,
micr oscopia electrénica de barrido y andlisis histol égico.
Paralosvaloresdensitométricosobtenidosalas3, 6,9y 12
semanas de implantados los biomateriales, € analisis de
varianza(ANOVA) mostr 6diferenciaestadisticasignifica-
tivacon unap <0.018. En el andlisisdesuperficie(llenode
lascavidades),a3, 6,9, 12y 15 semanasseutilizlaprueba
de Kruskal Wallis, ésta mostr6 una diferencia estadistica
significativacon unap <0.03. El analisishistol6gicomastr 6

SUMMARY . Thepurposeof thisstudy wastheevalua-
tion of boneregenerationinlaboratory producedinjuries
in the maxilla of Wistar rats, accelerating the process by
simpleor combinated biomaterials. Coaguliteor hidroxya-
patiteor coagulite-hidr oxyhapatitewasplaced in six Wist-
ar malerats, aged 24 weeksand thefollowing procedur es
weremadeaccor dingtobioethicsrulesin experimentation
animals: Ratswer etreated under anesthesiaby zolazepam
and tiletamin (0.4 ml). Surgical approach by the Semi-
Newman technicswasper for med by four holesin maxilla:
two on theright side and two on the left side with 2 mm
carbide rounded drill biomaterials were placed in each
cavity asfollows: A (coagulite) in zygomaticomaxillary
joint of right side; B (hidroxyapatite) between 1st and 2d
right molars, C (coagulite-hidr oxyapatite) intheleft zygo-
maticomaxillaryjoint and D (Control) between left 1st and
2nd molars. Theselesionswer eanalized by computed axial
tomography (CAT) electr on microscope scanner and his-
tological analysis. Thedensitometricvaluesobtained at 3,
6, 9 and 12 weeks were submited to a variant analysis
(ANOVA)and demonstrated asignificant statistical differ-
ence(<0.01). Inthesurfaceanalysis(filling of cavities) at
3,6,9,12and 15weeks, theKruskal Wallistest wasused wih
significant statistical differ ence(p <0.03). Hystologicanal-
ysis,demonstr ated coagulitehad thebest mor phodifferen-
tiation processinthemicro-structurefor tissuesengineer -
ing.Inconclusion CAT isagood alter nativefor assessment
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gued coagulitetieneel mejor procesodemorfodiferencia-
ciéon de las microestructuras en la ingenieria tisular. Se
concluye que la tomografia axial computarizada es una
alter nativa paraevaluar osteorregeneracién in vivoy que
el coagulite es mas eficaz en osteorregeneracion que la
hidroxiapatitay queel coagulite-hidr oxiapatitadelesiones
maxilaresen ratasWistar.

Palabras clave: osteorregeneracion, adhesivos celula-
res, hidroxiapatita, maxilar esderatasWistar,tomogr afia
axial-computarizada, microscopiaelectr 6nicadebarrido
y analisis histol égico.

El curso actua en investigacion de biomateriales para
osteorregeneracion se dirige a la produccion de compuestos
gue presenten las propiedades del hueso autélogo, sobre
matrices osteoconductoras que eliminen los traumas, moles-
tias y riesgos causados por una cirugia complicada y sobre
todo, el prescindir del autoinjerto paradl tratamientoy restau-
racion de los defectos 6seos. La reconstruccion de defectos
Oseos esuno delosgrandes problemas en cirugiamaxilofacial
y ortopedia.” Los campos cientificos en los que se investiga
son: endoprétesis, osteosintesis y biomaterial es.'?

La renovacién o reparacion de tejido 6seo perdido, es
conocida como osteorregeneracién y se logra eficazmente
graciasa empleo debiomaterial esque producen osteoinduc-
cion, osteoconduccion y osteogénesis.®

El término biomaterial seempleaparadesignar materiales
extrafios al receptor, de origen natural o artificial, los cuales
son implantados en un organismo viviente para restaurar la
morfologiay/o funciones de tejidos u 6rganos alterados por
trauma, malformaciones o enfermedades degenerativas. Su
caracteristica principal es que deben funcionar bajo ciertas
condiciones biolégicas. Se diferencian de los farmacos en
gue su principal objetivo terapéutico, no es por un efecto
guimico en el organismo y en general no necesitan ser
metabolizados. Labiocompatibilidad hasido definidacomo
el estado de coexistencia mutua entre un biomaterial y €
ambiente fisiolégico, de modo tal que ninguno tenga un
efecto indeseable por la existencia del otro.2°

El comportamiento funcional deun biomaterial seconoce
como, biofuncionalidad y describe el comportamiento del
material implantado en el organismo, lo que depende entre
otrosfactoresde: forma, uso, fatiga, fractura, fijacion, reaccio-
nestisulares, corrosiony sobrecargaentreotros. Laformaes
un factor importante tanto en biocompatibilidad como en
biofuncionalidad. Un material en forma de polvo produce
efectoscompletamentediferentesal osqueproduceel mismo
material en forma de un sélido compacto.?

Se han utilizado numerosos material es paralareconstruc-
cion de los defectos 6seos, tales como fosfato tricéalcico,
ceramicas de vidrio, titanio e hidroxiapatita entre otros; este
Ultimo, esun mineral natural con composiciénsimilar aladel
mineral 6seo, siendo uno de los aspectos méas importantes
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of boneregeneration in vivo and coagulite is better than
hidroxyapatite and coagulite-hidr oxyapatite in osteore-
gener ation of experimental maxillainjuriesin Wistar rats.

Key words. osteoregeneration, cellular adhesives,
hidroxyhapatite, Wistar ratsmaxilla, computed axial to-
mogr aphy, electr on microscopescanner, hystologicanal-
ysSis.

considerado parael desarrollo de biomateriales, yaquetiene
las caracteristicas del tejido a sustituir.’®

LahidroxiapatitaCa, (PO4) (OH),, hasido empleadacomo
osteoconductoraen el proceso deregeneracién dsea; usualmen-
te en laforma de granulos porosos de diferentes tamafios. La
hidroxiapatitautilizadacomo implante en defectos 6seos perio-
dontaes, mostr6 aposicion Gsea directay se observé parcia o
totalmente cubierta dentro de hueso. El tamafio de la particula
y su forma, fueron reportados como de influencia significativa
en larespuestainflamatoriay en laformacion 6sea

Otro biomaterial que ha sido empleado en términos de
biocompatibilidad y regeneracion tisular, es el sellador de
fibrina. En la Universidad de Virginia se ha probado desde
1985, en més de 3,000 pacientes en una variedad de aplica
ciones quirdrgicas, que constituyen el 5% de todas las ope-
raciones cada afio. Se ha utilizado en pacientes hemofilicos
gue se someten aextracciones dentalesincluyendo apacien-
tes que han desarrollado inhibidor circulante del factor V1|
0 IX delacoagulacién. En cirugia ortopédica, el sellador de
fibrina se ha usado en la fijacion de implantes, fijacién de
fracturas, induccién 6sea (en combinacién con otrosfactores
decrecimiento), reparacion detendones, defectosarticulares
y paraincrementar el crecimiento fibroblastico.®

Esimportante sefialar que algunos investigadores coinci-
den en mostrar a la coldgena como elemento importante en
lareorganizaciontisular. Gouldy colaboradores sefialan que
la matriz de colagena dentinaria es un posible implante
“universal” en periodoncia.®

Algunos de | os selladores registrados son: Inmuno (Aus-
tria), Behring (Alemania) y CRTS-Lille (Francia). Se ha
demostrado que lainhibicidn de la expresién de las integri-
nas, estainvolucradaen el descenso deadherenciaosteobl as-
ticaalamatriz extracelular 6sea #1617

Basadosen estosresultadosAmbrizy colaboradores(1990),
desarrollaron en el Banco Central de Sangre (Centro Médico
Naciona Siglo XXI, IMSS, México), un hemostético local al
cual se denomind coagulite, constituido por crioprecipitados
(fibrindgeno y FXI11), trombinay &cido aminocaproico, para
formacion de codgulo in situ como adhesivo quirdrgico.

Se eligieron ratas Wistar para este modelo experimental
porgue ofrecen | as ventajas de bajo costo de mantenimiento
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y del conocimiento que se tiene de sus reacciones osteorre-
generadoras.® Y si paralaosteorregeneracion esnecesario un
biomaterial quetengalascaracteristicasestructuralesy fisio-
I6gicas del tejido a sustituir, entonces: ¢sera posible que
utilizando un biomaterial adhesivo celular como lo es €
coagulite, seinduzca la osteorregeneraci n mas eficazmen-
te? Estudios adicionales empleando adhesivos celulares,
permitirédn que fendmenos citol égicos y moleculares en el
microambiente, logren activar 10s mecani smos precisos ne-
cesarios para osteorregeneracion.

El objetivo deestetrabaofueeval uar laosteorregeneracion
en lesiones maxilares de ratas Wistar bajo la influencia de
coagulite o hidroxiapatita o coagulite-hidroxiapatita, através
deandlisisdensitométrico, andlisisde superficiey por andlisis
hi stol 6gico como estandar de oro, con lafinalidad de estable-
cer cudl delosbiomaterial esantes mencionadosesméseficaz.

Material y métodos

En esta investigacion experimental prospectiva, se em-
plearon seisratas Wistar de 350 g de peso, sanas, machosy de
24 semanas de edad. Las ratas Wistar aceptadas de acuerdo
con los criterios de inclusién, fueron a eatorizadas segin la
tablaMillion Random Digitswith 100,000 normal desviates.

Para el proceso experimental fueron designadas de la
siguiente forma:

Grupo 1. Cuatro cavidades experimentales realizadas en
maxilar delarataasignadacon laclave M 1, paraimplantar en
A, coagulite (Co); en B, hidroxiapatita(HA); en C, coagulite-
hidroxiapatita(Co-HA) y en D, sintratamiento (control). Rata
sefial ada para sacrificio alas tres semanas post-implantes.

Grupo 2. Cuatro cavidades experimental es realizadas en
el maxilar delaratamarcadacon M4, paraimplantar en A, Co;
en B, HA; en C, CO-HA y en D, sin tratamiento. Para ser
sacrificada a las seis semanas post-implantes.

Grupo 3. Cuatro cavidades experimental es realizadas en
el maxilar de larata designada como M6, paraimplantar en
A, Co;enB,HA;enC,CO-HAyenD, cavidad sintratamiento.
Para sacrificio alas nueve semanas post-implantes.

Grupo 4. Cuatro cavidades experimental es realizadas en
el maxilar delaratasefialadaconlaclave M2 paraimplantar
enA, Co;enB,HA; enC,CO-HA yenD, sintratamiento. Rata
sacrificada a las doce semanas post-implantes.

Grupo 5. Cuatro cavidades experimental es preparadas en
el maxilar delarataM3, paraimplantesen A, Co; en B, HA;
enC, CO-HA y enD, cavidad sintratamiento. Ratasacrificada
a las quince semanas post-implantes.

Grupo 6. Cuatro cavidades experimental es realizadas en
el maxilar delaratamarcadaconlaclave M5. Seleimplan-
taron deigual formaen A, Co; en B, HA; en C, CO-HA y en
D, sin tratamiento. Animal experimental sefialado como
sustituto en cualquier fase experimental, con lafinalidad de
evitar la pérdida de informacion si alguno de los otros
animales experimental es tuviese que ser eliminado.

Preparacién de los biomateriales. A) La hidroxiapatita
(sintéticasuizaen formade granul os porosos CEROS 80), fue
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cortadade2x 2 mmformando gréanuloshomogéneosempl ean-
do un estereomicroscopio y posteriormente sometidaa proce-
so de limpieza (dos fases de 1 minuto cada una, en agitador
Penetron con aguadesi onizada) paraeliminar lasparticulasde
la misma que podrian actuar como cuerpos extrafios.

B) Parala preparacion de coagulite: Se utilizan dosjerin-
gasde 5 ml, en una se mezclan los crioprecipitados (plasma
fresco congelado grupo AB,* por el método de congelacion
y descongelacién rdpida) 5 ml, con 3 ml (750 mg) de &cido
aminocaproico (frasco de 5 gramos) y 50 U de trombina
disueltaen 2 ml de solucion saina

Cirugia. Las ratas fueron anestesiadas con zolazepam y
tiletamina (50 mg/ml), de acuerdo asu peso, ladosistotal fue
de0.4ml. Serealizaron 4 perforaciones(dosperforacionesen
maxilar derechoy dos en maxilar izquierdo; con unasepara-
cion de 1 cm aproximadamente entre cada una de ellas). La
primeraperforacién (A), selocaliz6 en launidn cigomético-
maxilar derecha; la segunda (B), entre el primero y segundo
molares del mismo maxilar; laterceraperforacién (C), enla
unién cigomaético-maxilar izquierday la cuarta (D) control,
entreel primeroy segundo molaresdel mismomaxilar,a2mm
aproximadamente del borde gingival.

Incisiones. Previaesterilizacién del instrumental quirdrgico
y siguiendo las normas de asepsia y antisepsia en cirugia, se
empledlatécnicaSemi-Newman paraabordajequirdrgicodelas
zonas antes sefidadas. A cadaanimal seleincidié en € borde
gingiva hastallegar a hueso maxilar, seretir € periostio. Con
fresa de bola de carburo No. 2 (Union Broach), se redizaron
cuatro cavidades de aproximadamente 2 mm de didmetro por 2
mm de profundidad cadaunay seimplantaronlosbiomateriales
objeto de esta investigacidn. Se coloco en las cavidades maxi-
lares antes mencionadas A (coagulite); B (hidroxiapatita); C
(coagulite-hidroxiapatita); y D (para control, sin materia). Se
aplico delamezclade crioprecipitados 0.2 ml y delatrombina
0.1 ml con jeringas de insulina dentro de las perforaciones
designadas para este biomaterid (A). El contenido de ambas
jeringas se vertié simultdneamente sobre la cavidad maxilar.1®

Tomografia computarizada (TAC). Para estandarizar las
lecturas, serealizd un estudio piloto, secolocaronlasratasen
el tomdgrafo (Shimadzu SCT 5000 T) en posicion abdominal
haciael sillon, extendiendo |as patas delanterasy traseras; la
computadora del tomégrafo permitio establecer las dimen-
sionesdelaslecturasy losnivelesde corte en las densitome-
trias obtenidas de los maxilares, através de lacomputadora.

A tres semanas de readlizar los implantes, la rata que por
designacion fue sefialada con la clave M1; se anestesio para
examen con TAC. Posteriormente fue sacrificada utilizando
cloroformo de acuerdo alas normas internacionales de bio-
ética en animales de experimentacion. | nmediatamente des-
pués se realizd diseccion de maxilar y se colocé enformol al
10% para su procesamiento y observacion en microscopio
electrénico de barrido. EI mismo procedimiento fue realiza-
do paralasratas de las claves M4, M6, M2y M3.

Microscopia el ectrénica de barrido (MEB).

Se extrgjeron los maxilares y se fijaron en formalina
procediéndosealadeshidratacion: @) en a coholesetilicosen
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forma gradual y ascendente hasta llegar a 100%; de diez en
diez con tiempo de 20 minutos por cada concentracion; b) se
[levaron los maxilares a desecacion a punto critico en un
aparato de marca Samndri-780?, llegando a 31°C, ya que la
misma pieza seria tratada de forma reversible para estudio
histolgico; y ¢) ionizacion en un ION SPUTTER JFC-1100
(pelicula de oro uniforme de 2 nm aproximadamente).

L as observaciones se realizaron en un microscopio elec-
tronicodebarrido (Jeol IM56040x). El andlisisdesuperficies
sirvié paraidentificar si hubo morfodiferenciacion y/olleno
delaszonasinternaso adyacentesalas cavidades(llenado de
losdefectos). Seestableci 6 quedeacuerdo alaosteorregene-
racion de las cavidades se designaran los siguientes valores:
cavidad vacia, marcaria un valor 0; cavidad con 1/4 de
Ilenado obtendria el valor de 1; cavidad con 1/2 de ocupa
cion, seria sefialado con el valor 2; cavidad con 1/3 delleno
enlacavidad marcariaunvalor de 3y, finalmentelacavidad
con un lleno completo obtendria el valor de 4.

Método de preparacion histoldgica para observacion en
microscopio foténico. Una vez analizados por MEB, los
maxilaresM 1 (a3 semanasdesacrificio), M4 (asei ssemanas),
M6 (a9 semanas), el M2 (a12 semanasdesacrificio) y el M3
(al5semanasde sacrificio), fueron procesados pararehidra-
tar el material deestudio (técnicadescritapor AntunaBizarro
y Molina2000); lasiguiente fase experimental empleadafue
latécnica histol gica convencional. Previa descalcificacién
con &cido nitrico a 5%, se colocaron en solucion saturadade
hiposulfito de sodio para neutralizar la descalcificacion y
finalmente se dejaron en formol al 10%. Se procedi6 ala
deshidratacion en alcohol a 80% (1 hora), alcohol del 96%
(entrespasosde 1 horacadauno), alcohol etilico absoluto (2
pasos de 1 hora cada uno), alcohol-xilol (1 hora), xilol (dos
pasosde 1 horacadauno) eimpregnaciéndeparafina(2 pasos
de1horacadauno). Latemperaturadelaparafinafuede58°.
Todo el proceso serealiz6 en un Histoquinette. Serealizaron
cortes histol 6gicos de 4 a6 mm aproximadamentey tincion
con hematoxilina-eosina

Lamorfodiferenciacion por presenciao ausenciadelineasde
segmentacion, osteoblastos y e nivel de maduracién Gsea en
muestras teflidas con hematoxilina-eosina, fueron evaluados
con un fotomicroscopio (Olimpus 3HDF). Se analizaron todos
losespecimenesobteniendo 250 cortespor cavidad paraandlisis
histol égico s6lo delos marcados con las clavesM4, M2y M3.

Métodos para el andlisis estadistico. EI método para €l
andlisis estadistico de los datos obtenidos por TAC fue €
andlisis de varianza (ANOVA). Los grupos a comparar en
diferentes eventos permitieron que este analisis mostraralas
diferencias, que podrian ser enmarcadas dentro de unacurva
normal decomportamiento deacuerdoal cambioendensidad
mostrado por los biomateriales en las diferentes semanas.
Esto se logré después de obtener el valor de referencia en
densitometria que para maxilares de ratas Wistar es de 750-
850 UH en condiciones normales en densidad dsea.

Para evaluar la eficacia de los biomaterial es postimplan-
tadosa3, 6,9, 12y 15 semanascon MEB, seutilizd laprueba
de Kruskal Wallis.
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L osresultados obtenidos através de unavariable cualita-
tiva ordinal y por ende la necesidad de una prueba de alta
potencia, nos llevaron a seleccionar este tipo de andlisis
estadistico.

Resultados

Tomografiaaxia computarizada. Las densitometrias ob-
tenidas mostraron que a las 3 semanas el biomaterial que
alcanzo el valor densitométrico mas alto fuelacombinacion
coagulite-hidroxiapatita (C), con 903 UH; el siguiente valor
mas alto fue €l alcanzado por lahidroxiapatita (B), 667 UH;
después el coagulite (A), 489 UH (Figura 1) y por Ultimo €
control (D), 228 UH.

A lasseissemanas, €l biomateria conladensitometriamas
elevada fue el coagulite-hidroxiapatita (C), 900 UH; €
siguiente fue la hidroxiapatita (B), 841 UH; después €
coagulite(A), 537 UHy finamenteel control (D) con 346 UH.

A las 9 semanas el biomaterial con la densitometria mas
alta fue la mezcla de coagulite-hidroxiapatita con 930 UH,
después la hidroxiapatita con 858 UH; el coagulite con 675
UH y finalmente el control con 484 UH.

A lasdoce semanas el valor densitométrico méselevado fue
obtenido en la hidroxiapatita (B), 1048 UH; € siguientefuela
mezcla coagulite-hidroxiapatita (C), con 844 UH; le siguié €
coagulite(A), 831 UHy por tltimoe grupo control con853 UH.

El valor densitométrico més parecido a los “valores de
referencia’ (enlosmaxilaresderatasWistar 750-850 UH) es
alcanzado desde lastres semanas por |acombinaci én coagu-
lite-hidroxiapatita(C), 903 UH. Tambiénfueal canzado alas
seis semanas por la hidroxiapatita (B), 841 UH.

Los materiales simples (coagulite e hidroxiapatita); asi
como la mezcla (coagulite-hidroxiapatita), muestran densi-
tometrias mayores alas obtenidas por el control alas 3,6y
9 semanas.

El biomaterial coagulite-hidroxiapatita), mantiene nive-
les por arriba de los “valores de referencia’ desde las 3
semanashastalas 12 semanas. Lahidroxiapatitaapartir dela
sexta semana.

El andlisisdevarianza (ANOV A) muestraunadiferencia
estadisticamente significativa entre los biomateriales con
unap <0.018 (Figura 2). Seaplico lapostprueba Tukey que
describe donde estan las diferencias. Con lavariable depen-
diente densitometria, lamezcla presentd lamejor diferencia
enrelaciénal control, con uninterval o de confianzadel 95%
y con unasignificanciade p < 0.025; tomando en cuentaque
ladiferenciaentrelasmediasessignificativaal nivel p<0.05,
le sigue en significanciala HA con unap < .045.

Microscopia electronica de barrido. El andlisis en MEB
mostré la morfodiferenciacién y osteorregeneracién en las
zonas internas o adyacentes a |l as cavidades (llenado de los
defectos). Se capturé lainformacién enlatabladisefiadapara
esta investigacion. El andlisis de superficies logrado con
microscopiael ectrénicade barrido MEB mostré los siguien-
tes resultados:



Osteorregeneracion: coagulite vs hidroxiapatita vs coagulite-hidroxiapatitaen lesiones en maxilares de rata

Figura 1. Imagen de TAC que muestra la densidad obtenida del
maxilar M6 en la cavidad D.

La cavidad experimental M1C (coagulite-hidroxiapati-
ta), analizada alas 3 semanas por MEB, obtuvo osteorrege-
neracion con unvalor de 2 enlasmarcadas con A (coagulite,
Co B (hidroxiapatita, HA) y €l control (sin tratamiento),
obtuvo un valor de 0.

La cavidad experimental marcada con la clave M4C (Co-
HA) observadaal asseissemanasparaM EB, mostréosificacion
completa de la cavidad mientras que; la M4A (Co) y M4D
(contral), obtuvieron un puntgje de 2; es decir, lamitad de la
cavidad ocupada por hueso a las mismas semanas. Mientras
que laM4B, obtuvo una ocupacién 6sea con vaor de 1.

LascavidadesM6A (Co)y M6C (Co-HA) alas9 semanas
se observaron total mente osteorregeneradas, con un puntaje
de 4. LaM6B (HA) ocupo las 3/4 partes de la cavidad con
hueso, obteniendo un puntaje sefialado para este efecto de 3

Densidad 6sea por tomogr afia axial computarizada en maxilares
deratasWistar
Diferencia estadistica entre materiales de p < 0.018

Densitometria

Control
Valores de referencia: 750-850 U.H.

Figura 2. Gréfica que muestra el comportamiento densitométrico
de los biomateriales a las diferentes semanas.
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Figura 3. Micrografia que muestra las cavidades experimentales C,
tratada con la mezcla (Co-HA) y D sin tratamiento. Se observa la
diferencia en la ocupacién 6sea de las lesiones a las doce semanas.

y; laM6D (control) un 1/2 enlaocupaci én 6seadelacavidad
para una puntuacioén de 2.

L as cavidades experimental es eval uadas alas doce sema-
nas: M2A, M2B y M2C (Figura 3), marcaron un puntaje de
4; es decir, totalmente osteorregeneradas. El control M2D,
con un valor 2.

L ascavidadesexperimental eseval uadasalas 15 semanas:
M3A, M3B (Figura 4) y M3C (Figuras 5y 6), tuvieron un
valor 4, y el control un valor de 3, en la ocupacion Gsea.

El biomaterial que mejor puntgje obtuvo paraosteorrege-
neracion en este andlisis, fue el logrado por la mezcla (Co-
HA). En segundo lugar el coagulite, el tercero lahidroxiapa-
titay por ultimo el control. Sin embargo |la osteorregenera-
cion observada en andlisis de la superficie de la cavidad
experimental tratadacon el coagulite, mostro ser mas pareci-

P

"
-t

29036

10 60 BIOCT |

Figura 4. Micrografia que muestra acercamiento de la cavidad ex-
perimental M3, tratada con hidroxiapatita. Se observa trabeculado
6seo con material fibroso.
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Figura 5. Micrografia que muestra acercamiento de la cavidad ex-
perimental M3, tratada con la mezcla (Co-HA). Se observan fibras
de mediano y grueso calibre (flechas).

da alanormalidad 6sea. La prueba Kruskal-Wallis mostré
diferencia estadistica significativa con 3 grados de libertad
y la variable de agrupacion: semanas. Se obtuvo una p <
0.039.

Microscopia foténica. Argumentacion histologica para
osteorregeneracion. Después de analizar 150 cortes histol 6-
gicos tefiidos con hematoxilina-eosina, de 4 a6 mm aproxi-
madamente, de maxilares de ratas Wistar tratadas con los
biomaterial es: coagulite, hidroxiapatita, coagulite-hidroxia-
patita y control (sin tratamiento); dentro de 4 cavidades
preparadasparasuimplantaci én, en cadamaxilar y sefial ados
0 designados para este efecto, se observé lo siguiente: la
variable morfol égica(tejido 6seo). El tratamientoen M1 con
A-coagulite (Co) condiciond | ossiguientes cambios. espesor
trabecular claroy lineas de segmentacion que sugieren acti-
vidad osteobléstica. En M1 con B-hidroxiapatita (HA): pa

Figura 6. Micrografia que muestra acercamiento de la cavidad
M3C, se observa material amorfo que sugiere ser colagena.
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Figura 7. Fotomicrografia en la que se observa médula dsea activa
con 5 megacariocitos (flechas). (HE aumento original 250x).

trén trabecul ar intermedio. Predomina mas |o compacto que
lo trabecular; sin embargo, la compactacién sugiere que no
ha terminado. En M1 con C-coagulite-hidroxiapatita (Co-
HA): el proceso de maduracién ésea muestra un avance, en
comparacional encontradoen M1B. Pocaslineasde segmen-
tacion. En M 1D (sin tratamiento): el espesor trabecular mas
claro, presenta lineas de segmentacion que sugieren activi-
dad osteoblstica

En M4 con A (Co): zona de lesién previa a reparacion,
trabeculado Gseo en estrato intermedio. Se observaron célu-
las polimorfonucleares y macréfagos e hiperplasia del ce-
mento radicular adyacente a la zona. En M4 con B (HA):
material calcificado pero no muestra que estimule osifica
cion. Espiculas Gseas en desorganizacién y macréfagos. En
M4 con C (Co-HA): material calcificado. Zonadelesion en
fase de limpieza o de reabsorcion (macréfagos) en zona de
lesion. En M4 con D (sin tratamiento): hueso trabecular de
neoformacion en estrato intermedio.

En M2 con A (Co): resorcién de tejido 6seo y reaccién
inflamatoria(eosinofilia) que sugierereparacion ésea (Figu-
ra 7). Vasos con eritrocitos previamente constituidos con
edema. Demuestraunabuenareparacin, tienel oselementos
necesariosparanutrirsey regenerar tejido. EnM2conB (HA):
zonade | esi6n con reaccién a cuerpo extrafio, células redon-
das (histiocitos) y célulasgigantes. Zonavioldceaque sugie-
re precipitacion célcicadetipo distréfico. En M2 con C (Co-
HA): sustituciéndetejidocicatrizal, reaccioninflamatoriade
tejido conectivo y neoformaci én vascular. Pérdidade vascu-
laridad en algunas zonas causado posiblemente por empa-
guetamiento del material. Calcificacion distréfica

Discusion

En este estudio se encontrd que existe diferencia estadis-
ticamente significativa en la osteorregeneracion temprana
entre los biomateriales comparados en esta investigacion.
Mostré que el coagulite es més eficaz en la osteorregenera-
cion alin apesar dequelamezclay lahidroxiapatitalograron
los mejores resultados en laeval uacién con tomografiaaxial
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computarizada CAT. Esto fue corroborado en el andlisis de
superficie realizado con microscopia el ectrénica de barrido
MEB, en donde se observan superficies osteorregeneradas
mas parecidas a maxilares en estado de normalidad ésea.

Se obtuvieron diferencias estadisticas significativas y
mejor aln, cadalesion fue evaluada por tresinstrumentosde
medicion, optimizando los recursosy controlando las varia-
bles propias de unainvestigaci 6n en animales de experimen-
tacion.

Se han realizado numerosas investigaciones tratando de
encontrar el biomaterial ideal en |a osteorregeneracién tem-
prana; sin embargo, alin existen muchos aspectos descono-
cidos en esta busqueda.?'® A la fecha ningun otro material
adhesivo biolégico o sintético como lo son los selladores de
fibrinahan sido tan usados en lostérminos de compatibilidad
tisular, no toxicos y de beneficios clinicos.®

Muchos investigadores han observado los beneficios
clinicosdelosselladoresdefibrinapero estosestudiosno han
sido desarrollados bajo condiciones bien controladas.'®”
Estainvestigacion se estructurd de forma que las cavidades
experimentalesy el control presentaran lasmismascondicio-
nes en su preparacion. Laimplantacién de los biomateriales
en las cavidades sefiadladas fueron realizadas en un mismo
individuo evitando asi |0s sesgos en |as observaciones rela
cionadosainmunidad del sujeto experimental y por lo tanto,
sesgos en el andlisis de las diferencias.

Las similitudes en los procesos de osteorregeneracion o
formacion de los tejidos duros prueban que la naturaleza
ofrecemuchasrespuestas. |mitando estosfenémenosnatura-
les, secompard | aeficaciaenlaosteorregeneraci ontemprana
del coagulite, biomaterial quecolocaen el defectolassustan-
cias necesarias que aceleran éstos y logran hacer efectivala
ingenieria tisular.

Al igual que Gould y colaboradores, se observé en esta
investigacion que la colagenajuega un rol importante en la
reorganizacion tisular.®

Se asume que existe una correlacion entre el arreglo de
fibronectinay el porcentagje de célulasen lainvestigacion de
Gril y cols. P En éste, existieron diferenciasentrelosmateria-
les, situando mayor contenido celular donde eran abundan-
teslasfibras. Seobservd estefenémeno con mayor frecuencia
en las cavidades en las que se colocd el coagulite.

En estudio realizado por Chandrasekhes S. y colaborado-
resrefieren quelamigracion celular esun evento claveenla
reparacion, remodelacién tisular y homeostasis calcica. Re-
accién del estroma, célulasinflamatorias, elementos sangui-
neos, trabeculado laminar frecuentemente cuboidal con cito-
plasma basofilo fue la forma representativa de un estado
metabdlico activo.® En este estudio, la mezcla mostré ser
favorable en la osteoconduccién ya que proporciona la
estructura y favorece la comunicacion entre las superficies
vascularizadas, sirvio de soporte. Se observaron conglome-
rados celulares descansando sobre el trabeculado de |a hi-
droxiapatita. Con latincién de hematoxilina-eosinase obser-
vO actividad metabdlica alrededor de lagunas que sugieren
actividad osteoblastica
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El tamafio de laparticulay laformatienen unainfluencia
significativaen larespuestainflamatoria. En este estudio los
implantes de hidroxiapatitafueron llevadosafase delimpie-
za para eliminar particulas que incrementaran |la respuesta
inflamatoria. '

L os resultados obtenidos con F. Garciade Lucasy cols.,
muestran que el uso de un osteoconductor y un polimero son
mas eficaces en la osteorregeneracion, que el empleo de un
polimero simple.” En este estudio la mezcla coagulite-hi-
droxiapatita logro los val ores densitométricos mas altos en
osteorregeneraciontemprana. Sinembargo, desdelas3 sema-
nas muestravalores por arribade los“valoresde referencia’
(“valoresdereferencia’ = valoresdensitométricos promedio
de maxilares de ratas Wistar en condiciones normales).

En microscopiaelectronicadebarrido SEM, el andlisisde
superficiemostré unamasadseaquesobresaledelasuperficie
del maxilar. El coagulite mostré con SEM la superficie
osteorregeneradamasparecidaalaobservadaen condiciones
normales.

Se emplearon crioprecipitados del grupo sanguineo AB
para evitar reacciones cruzadas en los animales de experi-
mentacion.®

La migracién celular es importante durante la fase de
maduracion y esté asociado a la presencia de fibronectina,
esto fue observado en el estudio de Schick y cols.” En este
estudio seobservé osteorregeneracion tempranaen laslesio-
nes tratadas con coagulite.

Esimportante sefialar que latomografiaaxial computari-
zada es una alternativa para evaluar osteorregeneracion. No
obstante, es necesario analizar con detallelosvalores densi-
tomeétricos que se obtienen; y asi, no cometer errores en su
interpretacion. El control con otros estudios de gabinete,
siempre seran de gran importancia para hacer diagndsticos
diferenciales en los casos donde existan dudas del compor-
tamiento densitométrico.

Conclusiones

El coagulite mostré mejorar la osteorregeneracion desde
las 3 semanas; comparado con el control cuando fue analiza-
dopor TACy por MEB. Y lo masimportante, mostré obtener
los mejores resultados de semejanza alanormalidad que la
hidroxiapatitay el coagulite-hidroxiapatitaenlosandlisisde
superficiesrealizadaspor MEB y losobtenidospor el andlisis
histol6gico (esténdar de oro).

El coagulite-hidroxiapatitamostré los mejoresresultados
en la osteorregeneracién temprana de | esiones maxilares de
ratasWistar queel coaguliteolahidroxiapatitaen resultados
obtenidos por TAC; sin embargo, en las observaciones por
MEB, sobrepasa los limites de |a superficie necesarios para
una osteorregeneracion |o més parecidaalanormalidad. La
hidroxiapatitalogré el tercer sitio de eficaciaen laosteorre-
generacion de este estudio. Se concluye que la hipétesis de
trabajofuecorrecta; el coagulite esmaseficaz enlaosteorre-
generacién en lesiones maxilares de ratas Wistar, que la
hidroxiapatita y €l coagulite-hidroxiapatita.
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Comentarios

Estainvestigacion tendra un impacto social muy favora-
ble en defectos 6seos que requieran cirugia maxilofacial,
endodéntica, cirugia periodontal y en traumatol ogia; yaque
losresultados de éstaindican laposibilidad del empleo deun
biomaterial que puede ser obtenido de formaautélogay que
de ser asi, disminuird costos y problemas de reacciones
adversas ocasionados por otros biomateriales. Repercusio-
nes en los campos de endoprotesis y osteosintesis, asi como
en la ciencia de los biomateriales.
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