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RESUMEN

Objetivo: Comparar la densidad de la neoformacion ésea en defectos tratados con
xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica en plaquetas (PRF) y membrana
de colageno (MC) en calota de conejos a las 3 y 5 semanas. Materiales y Métodos:
Catorce conejos de la raza Nueva Zelanda se dividieron aleatoriamente en 2 grupos
(n=7). Se crearon dos defectos con un didmetro de 10mm y profundidad de 1.5mm
en el hueso parietal de la calota de los conejos. En el grupo | se coloco el xenoinjerto
(Bio Oss®) cubierto con una MC (BioGide®) y en el grupo 11, el xenoinjerto (Bio
Oss®) cubierto con PRF. El segundo defecto 6seo fue el control negativo que no
recibi6é ningun biomaterial. Los conejos se sacrificaron después de 3 y 5 semanas;
luego, el hueso parietal fue removido y procesado histomorfométricamente.
Resultados: Se utilizO6 ANOVA y Tukey. A las 3 semanas no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05). Pero, a las 5 semanas, el grupo PRF fue mayor
significativamente (p<0.05). Conclusiéon: La densidad de la neoformacién 6sea en
los defectos tratados con xenoinjerto cubierto PRF a las cinco semanas fue mayor
significativamente que los defectos controles y mayor que los defectos tratados con

xenoinjerto cubiertos con MC.

PALABRAS CLAVES: Fibrina, Regeneracién 6sea, Membrana de Colageno



ABSTRACT

Objective: To compare the density of new bone formation in xenograft treated defects
covered with platelet rich fibrin membrane (PRF) and collagen membrane (MC) in
rabbit shell at 3 and 5 weeks. Methods: Fourteen rabbits of the New Zealand breed
were randomly divided into 2 groups (n = 7). Two defects with a diameter of 10mm
and a depth of 1.5mm were created in the parietal bone of the rabbit shell. In group |
xenograft (Bio Oss®) covered with a MC (BioGide®) was placed and in group 11, the
xenograft (Bio Oss®) covered with PRF. The second bone defect was the negative
control that did not receive any biomaterial. Rabbits were sacrificed after 3 and 5
weeks and the parietal bone was removed and processed histomorphometrically.
Results: ANOVA and Tukey were used. At 3 weeks, no significant differences were
found (p> 0.05). However, at 5 weeks, the PRF group was significantly higher (p
<0.05). Conclusion: The density of new bone formation in defects treated with
xenograft covered PRF at five weeks was significantly greater than the control defects

and greater that xenograft-treated defects covered with MC.

KEY WORDS: Fibrin, Bone Regeneration, Collagen Membrane
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INTRODUCCION

La pérdida de hueso alveolar causada por enfermedad periodontal avanzada,
defectos congénitos, perforaciones radiculares, pérdida de piezas dentales,
etc.; se continta a lo largo de la vida, sin tener en cuenta el sexo, la edad ni
condicion social; altera la arquitectura propia del hueso y aunque este tejido
sea capaz de regenerarse y remodelarse de manera espontanea, muchas
veces nos encontramos con un gran defecto éseo que debido a sus
dimensiones y condiciones no puede regenerarse por si sélo y limita al
paciente no sélo funcional sino estéticamente convirtiéndose en una gran

problema.

Actualmente, recuperar el contorno, forma 6sea y altura, ha conllevado a la
comunidad cientifica a realizar innumerables investigaciones sobre
biomateriales que permitan recuperar aquel tejido 6seo perdido y lograr un
éxito en rehabilitacion funcional con un reborde alveolar adecuado
posibilitando  realizar  diversos tratamientos  convencionales 0

implantolégicos con resultados 6ptimos.

La necesidad de encontrar aquel biomaterial de regeneracion Osea ideal que
reemplace aquel tejido 6seo perdido ha ido mejorando con la busqueda de
nuevas fuentes de obtencidn de matriz organica e inorganica biocompatibles
con el tejido 6seo que no solo cumplan con ser un aporte cientifico, sino que

también presenten un impacto social, que permita al profesional realizar



tratamientos regenerativos a un costo probablemente mas accesible para los
pacientes. Es por ello, que con los recientes informes cientificos que resaltan
la capacidad regenerativa de la membrana de fibrina rica en plaquetas,
producto autégeno que viene siendo usado con éxito clinico en diferentes
areas de cirugia reconstructiva; lo que ha conllevado a estudiar esta
membrana de fibrina bioactiva como posible biomaterial idoneo para la

regeneracion 0sea.

El propoésito de la presente investigacion fue comparar la densidad de la
neoformacion dsea en los defectos tratados con xenoinjerto cubiertos con
membrana de fibrina rica en plaquetas y membrana de colageno utilizando

histomorfometria Gsea, en calota de conejos de la raza Nueva Zelanda.



PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

11.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las prometedoras posibilidades en cirugia reconstructiva vienen
desarrollando nuevos avances en relacion al tratamiento de defectos del
reborde alveolar. Las actuales técnicas quirdrgicas buscan corregir estas
deformidades y promover un futuro protésico — rehabilitador con una estética

adecuada.

En el pasado, ante estas deformidades en los rebordes, se tenia como Unica
opcidn sustituirlas con materiales protésicos con el fin de restaurar el
contorno maxilar. Si bien los resultados clinicos eran ponticos gruesos, mal
adaptados y alargados, que formaban protesis con sobrecontorno, se lograba
simular aquel tejido blando y dseo pérdido, solucionando o minimizando las
dificultades morfoldgicas presentes, pero al mismo tiempo no ofrecian un

resultado estético aceptable.

Con el auge de la Regeneracion 0sea guiada, que sigue una secuencia logica
y natural, se logra minimizar las deformidades, permitiendo la preservacion
de los rebordes mediante la neoformacion 6sea. Actualmente, existe una
variedad de biomateriales para este fin; sin embargo, multiples factores

generan desventajas en la obtencion de los mismos. Hasta la fecha se busca



aquella membrana que permita no solo la recuperacion de aquel tejido dseo

perdido sino que sea un biomaterial accesible a todos.

El uso de la membrana de fibrina rica en plaquetas, que es una matriz de
fibrina aut6loga rica en plaquetas, citoquinas, leucocitos y células madre,
resulta ser una estrategia disponible capaz de modular o mejorar la

regeneracion del tejido 6seo y conectivo en general.

Por lo expuesto, se desea saber si ¢existira mayor densidad de la
neoformacion 6sea de los defectos provocados en calota de conejos, tratados
con xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica en plaquetas que con

aquellos cubiertos con membrana de colageno?

11.2. JUSTIFICACION

En la actualidad, uno de los problemas tipicos en la regeneracion 6sea es la
eleccion del biomaterial adecuado que pueda ser colocado en el defecto 6seo
y permita reparar y proporcionar estabilidad mecénica necesaria. En esa
inmensa busqueda, cabe mencionar a aquel biomaterial que es un gran
concentrado de plaguetas y que no es mas que la fibrina rica en plaquetas, que
es una matriz estrictamente autologa y que el éxito de usarla depende
principalmente de la velocidad de recogida y transferencia a la centrifugadora

de la sangre estrictamente aut6loga (protocolo establecido por Chouckroun).



La presente investigacion tiene una justificacion tedrico-cientifica porque si
bien existen innumerables estudios cientificos que evidencian los efectos de
la fibrina rica en plaquetas como biomaterial en la Regeneracion 6sea guiada,
este nuevo conocimiento permitird aportar y destacar el efecto de la
membrana de fibrina rica en plaquetas junto con un sustituto éseo en la
neoformacion 6sea. Ademas, su valor cientifico radica no solo en la busqueda
de nuevos resultados sino que se recurrira al aporte cientifico de la técnica
histomorfométrica para ver densidad 6sea. También, tiene una justificacion
clinica porque permitira disefiar y ejecutar protocolos de tratamiento que
seran utilizados por los odontdlogos que realizan procedimientos
regenerativos cuando se desee lograr la reparacion de los tejidos blandos y
duros en menor tiempo, facil manejo y con 6ptimos resultados. Asi mismo,
tiene una justificacién metodoldgica ya que el protocolo utilizado se baso en
lo establecido en el conceso de la ITlI donde se tomaron varias
consideraciones como la eleccion del modelo experimental animal adecuado,
edad, sexo y el tamafio del defecto dseo a evaluar, lo cual servira de guia para
futuros procedimientos experimentales cuando se desee evaluar procesos de

regenracion osea con mayor precision y asi poder extrapolar resultados.

Finalmente, tiene una justificacion social porque sabiendo que la membrana
de fibrina rica en plaquetas es un biomaterial autélogo y de cicatrizacion que
en comparacion con antiguos protocolos plaquetarios que requerian
componentes adicionales, cuenta con una técnica bastante sencilla, solidos

fundamentos cientificos, buenas caracteristicas de manejo durante la etapa



intraoperatoria y sobre todo es una membrana de bajo costo en comparacion
a otros biomateriales que encontramos hoy en el mercado y que son utilizados
para el proceso de Regeneracion ésea guiada, permitiendo que este
biomaterial sea mas accesible a todos y que los odontologos puedan utilizarla
de manera mas frecuente en su practica clinica diaria generando tratamientos

de calidad con éptimos resultados.



MARCO TEORICO

El hueso es un tejido conectivo especializado caracterizado principalmente
por presentar una matriz organica mineralizada con un metabolismo
altamente complejo, lo que lo convierte en un tejido capaz de regenerarse y

repararse.’

La arquitectura del tejido 6seo y la disposicion de sus componentes esta
asociada a su funcion segun la Ley de Wolff “La forma sigue a la funcion”,
macroscopicamente existe dos formas de organizacion Osea: el tejido
esponjoso o hueso trabecular, que esta formado por finas trabéculas que se
entrecruzan formando una red que alberga y sirve de soporte a la médula dsea.
Esta situado en el interior del hueso y tiene un aspecto poroso como una
esponja, siendo su actividad principal la metabdlica. ElI hueso cortical o
compacto que forma una masa solida sin espacios visibles conforma el 80%
de la masa de nuestro cuerpo y presenta una mayor organizacion
morfofuncional. Su masa es cuatro veces mayor que la del hueso esponjoso,
constituyendo la periferia de todos los huesos del cuerpo, brindando

proteccion y soporte.? 3

El periostio es una capa de tejido conectivo denso con gran capacidad
osteogénica que rodea la superficie externa del hueso y el endostio que es una

delgada capa de tejido conectivo con una gran cantidad de células que tapiza



el espacio medular y los espacios de la sustancia esponjosa. Ambas capas

celulares presentan gran capacidad osteogénica.?®

El tejido 6seo esta conformado por una matriz ésea extracelular, un conjunto
de células y una serie de factores de crecimiento. La matriz Gsea esta
conformada por un componente organico y otro inorganico o mineral.? Consta
de un andamiaje de fibras colagenas entretejidas entre las que se encuentran
pequefios cristales de hidroxiapatita carbonatada. La parte inorganica o
mineral constituye el 99% de su peso, y es la responsable de las propiedades
biomecénicas del hueso.® La parte organica de la matriz, juega una amplia
variedad de funciones y determina la estructura y las propiedades mecanicas
y bioquimicas del tejido. Siendo las fibras de colageno tipo I, el principal
constituyente, en un 95%. Ademas, la presencia de la sustancia fundamental
conformada por carbohidratos y proteoglucanos entre los cuales tenemos al
condroitin sulfato, &cido hialurénico y otras moléculas proteicas secretas por
los osteoblastos en menor proporcion que representan el 10 a 15%, como la

osteocalcina, osteonectina, osteopontina y la sialoproteina 6sea.’

Entre los factores de crecimiento y citoquinas encargadas de la diferenciacion,
activacion, crecimiento y recambio de las células dseas, se encuentran el
factor de crecimiento transformante beta (TGF BETA), factor de crecimiento
tipo insulina (IGF), los factores de necrosis tumoral (TNF), las interluquinas
(IL) y las proteinas morfogenéticas Oseas (BMP). Ademas estos factores

desencadenan los procesos de formacion y remodelacion dsea.*



Las células 6seas son las responsables de producir, mantener y modificar la
estructura del tejido éseo. Los osteoblastos, encargados de la sintesis de
proteinas colagenas y no colagenas, intervienen en la mineralizacion de la
matriz osteoide y regulan la reabsorcion a través de la sintesis de citoquinas
y factores de crecimiento; los osteocitos, que resultan de los osteoblastos
atrapados en la matriz mineralizada tienen como funcion principal controlar
el remodelado dseo, mediante el fendmeno mecanotransduccion y los

osteoclastos, encargados de la remodelacion 6sea.*

El hueso es un tejido dindmico que esta continuamente en un proceso
constante de aposicion y reabsorcion, permitiendo mantener el volumen éseo
y la reparacion del dafio tisular. Este proceso equilibrado recibe el nombre de
Remodelado 6seo que durante el afio consiste en un remodelado de 20% de
hueso esponjoso y 5 % de hueso cortical.* Asi mismo, este proceso se da

durante toda la vida, pero solo hasta la tercera década el balance es positivo.

En Periodoncia, Implantologia y Cirugia Bucomaxilofacial, nos encontramos
a menudo con grandes defectos @seos originados por infecciones,
traumatismos o resecciones oncoldgicas, que ocasionan severos problemas
funcionales y/o estéticos y que necesitan tratamientos bastante complejos.
Durante los ultimos afios, los avances en el campo de la reconstruccion 6sea
vienen discutiendo diversos métodos para reparar aquellos grandes defectos
0seos, investigando una gran cantidad de biomateriales, con el propdsito de

lograr una reconstruccion que garantice resultados ptimos; en el campo de



la regeneracion Osea se distinguen dos tipos de defectos, aquellos que no
tienen la capacidad de autoregenerase de forma espontanea durante toda la
vida del individuo (defectos de tamafio critico) y los que si poseen dicha
capacidad (de tamafio no critico), siempre que existan las condiciones
adecuadas como, mantenimiento del espacio, estabilizacion del coagulo,

reposo mecanico (regeneracion dsea guiada).’

El concepto de la creacion de un sitio anatomico aislado con el objetivo de
promover la regeneracion 6sea se introdujo por primera vez hace 50 afios,
cuando filtros de acetato de celulosa eran experimentalmente utilizados para
la regeneracion de los nervios y los tendones.®

De Oliveira y col.”, encontraron formacion de hueso nuevo en defectos de
tibia de conejos. En la regién craneofacial, se han reportado resultados
exitosos después de la colocacién de barreras mecénicas en defectos de
mandibulas en conejos y en defectos craneales en ratas.® ° Estos estudios
experimentales proporcionaron evidencia significativa de que la regeneracion
6sea se ha mejorado significativamente cuando se impide mecénicamente el
crecimiento de los tejidos blandos en los defectos dseos; sin embargo, la
mayoria de autores en estos primeros estudios atribuyeron el éxito de las
barreras a la preservacion y proteccion del coagulo de sangre, en lugar de la

colonizacion del espacio aislado por las células ontogénicas.”

El protocolo terapéutico de la Regeneracion dsea guiada implica colocacion

quirdrgica de una membrana oclusiva celular frente a la superficie del hueso,

10



con el fin de sellar fisicamente el sitio que necesita regeneracion.** Ademas,
la membrana crea y mantiene un espacio aislado, permitiendo la proliferacion
de las células osteoprogenitoras, la diferenciacion del linaje osteoblastico y la

expresion de la actividad osteogénica.?

En el contexto del tratamiento en Regeneracion 0sea guiada se han utilizado
una gran variedad de materiales de membranas en estudios experimentales y
clinicos. Entre estos materiales tenemos: politetrafluoroetileno (PTFE),
ampliacion de PTFE (ePTFE), colageno, aloinjertos de duramadre
liofilizados, poliglactina 910, é&cido polilactico, é&cido poliglicolico,
poliortoéster, poliuretano, polihidroxibutirato, sulfato de calcio, micro mallas
de titanio, y laminas titanio.*®

Se han mencionado ciertos criterios que deben poseer las membranas

utilizadas para dirigir la regeneracion de los tejidos:

e Biocompatibilidad.

e Oclusividad celular, para evitar el crecimiento del tejido conectivo
fibroso al espacio cubierto por la barrera, membrana y asi mismo,
proteger la herida contra una invasion bacteriana si se llega a exponer
la membrana.

e Integracién a los tejidos del huésped, para lograr una integracion

adecuada tisular que permita facilitar la neoformacion dsea.

11



e Ser clinicamente manipulable y capaz de generar un espacio apropiado
en el cual el nuevo tejido 6seo pueda formarse y la regeneracion Gsea

se pueda dar.®

La membrana de politetrafluoroetileno amplificado (ePTFE) fue el primer
material de barrera mas frecuentemente utilizado para regeneracion
periodontal y dsea. Su gran éxito en Regeneracion Gsea guiada, lo llevé a
convertirse en el material estandar.'® Sin embargo, uno de los inconvenientes
para el uso del PTFE, es que debido a su caracteristica de no ser reabsorbible
y biodegradable, se requeria una segunda intervencion quirargica con el fin
de ser eliminado, para lo cual se sometia al paciente a estrés psicoldgico,
riesgo de dafio de los tejidos, convirtiéndose en un factor negativo desde el
punto de vista costo-beneficio.l® Por ello, este inconveniente condujo a la
utilizacion de membranas biodegradables o reabsorvibles, como; colageno
tipo 1, poliuretano, poliglactina 910, &cido poliléctico, acido poliglicolico,
poliortoéster y diferentes copolimeros de acido polilactico y poligalactico, los
cuales han sido evidenciados en muchos estudios cientificos con gran éxito

en regeneracion periodontal y 6sea.'* 1

Las membranas reabsorbibles contienen componentes biocompatibles que no
dafan los procesos de cicatrizacion. Dentro de estas membranas se lleva a
cabo un proceso de hidrolisis en donde hay reabsorcion y los productos
eliminados son incorporados por los tejidos para convertirlos en agua y

anhidrido carbdnico y por ello no requieren una segunda intervencion

12



quirdrgica. Se ha encontrado que hay una regeneracion 0sea mas precoz con
las membranas reabsorbibles que con las membranas e-PTFE, lo que puede
estar dado por una mayor estimulacion de la osteogénesis o por la liberacion
de factores de crecimiento por parte de las células inflamatorias que se
encuentran alrededor de las membranas reabsorbibles.** Sin embargo, algunos
estudios indican como principal inconveniente de usar membranas
reabsorbibles la poca capacidad que presentan al mantener el espacio debajo
de lamisma, a causa de su escasa rigidez respecto a otros tipos de membranas
no reabsorbibles.®

Numerosos estudios evidencian la efectividad del uso de las membranas de
colageno en la regeneracion 6sea, donde el colageno Tipo I, es el principal
componente. Presentando una estructura con dos capas, una es porosa y la
otra es compacta y su uso permite la migracién de las células osteogénicas y

evita la infiltracion del tejido conectivo.'’

Muchos estudios en animales de experimentacion sefialan que las células
mesenquimatosas pueden diferenciarse en células osteogénicas bajo multiples
circunstancias y en ausencia de proteinas dseas especificas, las fibras
colagenas en Regeneracion 0sea, sirven como estimulo a células osteogénicas
en defectos 6seos y también como barrera contra la infiltracion de tejido
conectivo. Por ello, las fibras colagenas constituyen el componente mas
abundante de la matriz 6sea y actian como reservorio de muchos factores
locales en la matriz celular de células osteogénicas.!” Asi mismo, un estudio

presento resultados de Regeneracion 0sea indicando variaciones histologicas
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y celulares en la osteogénesis con el uso de las membranas de colageno,

debido a sus propiedades osteoconductivas.*®

Sumado a estas caracteristicas, las membranas de coldgeno demuestran de
manera convincente que pueden reducir la reabsorcion de los injertos de
hueso autdlogo. Se plantean discusiones con respecto a como estas
membranas pueden ayudar a mantener el hueso; los modelos preclinicos en
ovejas han demostrado que los osteoclastos se distribuyen principalmente en
el injerto de hueso®®, de acuerdo con estos resultados, los defectos maxilares
en ratas mostraron que los osteoblastos, pero no los osteoclastos se encuentran
adyacentes a la membrana de colageno, lo que permitiria una mejor
reparacion del defecto.’® Si bien, los resultados presentados en estudios
realizados en animales confirmaron los hallazgos clinicos obtenidos
anteriormente ello conllevd a su aplicacion en humanos, donde las
membranas permanecieron en posicion durante 6 a 8 meses, el resultado
demostré un relleno 6seo entre 90 y 100%, después de un periodo de
observacion de 30 meses, los autores concluyeron que la Regeneracion Osea
Guiada es un procedimiento previsible en condiciones de cicatrizacion

normal. 1% 20

Muchos estudios han demostrado la efectividad de las membranas de
colageno® 1" 1% sin embargo; es necesario evaluar otros biomateriales que
puedan ser utilizados en los procesos de regeneracion 0sea guiada. En los

tltimos afios, un gran niimero de evidencias cientificas®® 2! vienen resaltando
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la importancia de la concentracion de plagquetas en el biomaterial a utilizar
como la clave principal para la regeneracion 0sea. Diversas publicaciones
muestran una gran variedad de técnicas para la obtencién de plaquetas que
puedan ser utilizadas en diversas situaciones clinicas. Es asi que, en el 2001,
un nuevo protocolo fue sugerido en Francia por Choukroun y col.?t, como un
nuevo concentrado de plaquetas y fibrina en una forma simple sin

modificacion de la sangre, fue la fibrina rica en plaquetas (PRF). ??

La membrana de PRF de Choukroun, es una segunda generacion de plagquetas
definido como un biomaterial aut6logo, incorporando en una matriz de fibrina
autologa gran cantidad de leucocitos, plaquetas y factores de crecimiento de
la sangre.?® Diferente a otras concentraciones de plaquetas, esta técnica no
requiere ningun anticoagulante o trombina bovina o0 ningdn agente
gelificante. Este protocolo permite obtener un concentrado de plaquetas con
grandes beneficios a un bajo costo y con una técnica bastante sencilla para ser
utilizada en diversas areas de cirugia oral y maxilofacial.?® Recientemente, la
ultima clasificacion mundial de concentrados de plaquetas se publicd, y se
dividio en 4 familias con respecto a su contenido de leucocitos y de fibrina.
La membrana de fibrina rica en plaquetas propuesta por Choukroun es
actualmente el Unico producto que pertenece a la clase L-PRF (leucocitos y
plaquetas ricas en fibrina), que posee un alto contenido de leucocitos y una
arquitectura consistente de la fibrina.?* Las membranas de PRF liberan
gradualmente grandes cantidades de factores de crecimiento de los granulos

alfa de las plaquetas tales como factor de crecimiento transformante beta 1
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(TGFB 1), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF — AB),
factor de crecimiento endotelial vascular VEGF y glicoproteinas de la matriz
(tales como trombospondina 1, fibronectina y vitronectina) por un periodo de
7 dias en una matriz de fibrina in vitro. Los factores de crecimiento y los
leucocitos juegan un rol importante para una adecuada cicatrizacion de los
tejidos superficiales y del hueso, principalmente en la estimulacion de la
neoangiogénesis.?> 2® Estudios in vitro han comprobado la capacidad de la
membrana de fibrina rica en plaguetas en la estimulacion e incrementacion de
muchos tipos de células diferentes, tales como fibroblastos, adipocitos,
osteoblastos, y queratinocitos.?” 2 Ademas, la membrana de fibrina rica en
plaquetas induce la diferenciacion osteoblastica y promueve la angiogénesis
mediante la presencia de leucocitos produciendo grandes cantidades de factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) implicados en este proceso.? Por
lo encontrado, la membrana de fibrina rica en plaquetas, como un biomaterial

autologo, ha evidenciado grandes resultados con enormes éxitos clinicos.

La membrana de fibrina rica en plaquetas cuenta con un protocolo que
transforma el coagulo de sangre natural en una membrana bioactiva
clinicamente utilizable. Posee un alto contenido de factores de crecimiento
que permiten una curacion natural y mejoran visiblemente los tejidos blandos
y duros. La liberacion de citoquinas es gradual de las plaquetas y leucocitos
a medida que se produce la reabsorcion fisiologica de la matriz de fibrina
permitiendo regular fendmenos inflamatorios en los tejidos heridos, asi

mismo; las glicoproteinas de la matriz permiten la migracion celular y la
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proliferacion rapida.?® Sin embargo, es importante resaltar que la membrana
de fibrina rica en plaquetas tiene una excelente funcion mecanica que permite
la proteccion temprana de la herida y la ayuda en el cierre primario de los
tejidos blandos.?® Por ende, los investigadores vienen desarrollando este tipo
de membranas de forma artificial incorporandole factores de crecimiento en
las membranas de colageno; sin embargo, el protocolo simple con el que
cuenta esta membrana la viene convirtiendo en el producto bioactivo més

natural disponible a ser utilizado.?

La velocidad de recogida y el traslado a la centrifugadora de la sangre es el
éxito de esta técnica, por ello una rapida manipulacion es la Unica manera de
obtener un coagulo de fibrina rica en plaquetas clinicamente utilizable. Si el
tiempo de recogida de sangre y centrifugacion demora mucho tiempo se
producird el fracaso y se obtendrd un pequefio codgulo de sangre sin

consistencia.?? 3

Debido a su consistencia la membrana de fibrina rica en plaquetas permite
emplearse como una excelente membrana en regeneracion Osea guiada,
siendo su consistencia densa lo que le permite cubrir, proteger y estabilizar el
material de injerto 6seo y el sitio quirdrgico en general.??> Ademas su uso
combinado con diversos sustitutos 6seos y otros coadyuvantes que muchas
veces son necesarios en defectos residuales criticos, mejoran la integracion

del sustituto 6seo y aceleran la regeneracion dsea.®® Particularmente, la
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elasticidad y resistencia de la membrana de fibrina rica en plaquetas permiten

usarla como membrana suturable en diversas situaciones clinicas.

A pesar de que, hay poca evidencia cientifica de esta membrana cubriendo
algin sustituto 6seo, es claro que la gran mayoria de estudios* 6 70
encontrados utilizan esta membrana en forma de mezcla con algln
biomaterial y a pesar de ello, se resaltan sus innumerables ventajas como, la
facil produccion y bajo costo para su obtencién, la que la convierten en uno
de los materiales a considerar como opcion de uso en cirugia oral y
maxilofacial. Ademas su caracteristica de ser totalmente autéloga, no limita
Su uso en cuanto a toxicidad, ni limitaciones éticas relacionadas con este

recurso natural de coagulo sanguineo optimizado.??

Durante la terapia de regeneracion dsea, el uso de materiales de injertos como
sustitutos 6seos viene usandose para proporcionar un sitio adecuado para el
tejido dseo que se esta neoformando, asi como ser el andamio que soporte y
ayude a estabilizar la membrana.?® Estos sustitutos 6seos facilitan y mejoran
la formacién Osea debido a que deben presentar propiedades como
osteogénesis (capacidad para producir hueso por proliferacion celular de
osteoblastos viables trasplantados), osteoconduccion (proveer una matriz
para el crecimiento de hueso nuevo a través de ella) y osteinduccién (facultad
de producir hueso de las células mesenquimatosas recogidas en el injerto). A
pesar de que el injerto de hueso aut6logo ha sido considerado historicamente

el gold estandar en terapias de regeneracion Osea debido a que presenta las
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propiedades de osteogénesis, osteinduccién y osteoconduccion, su mayor
limitacién y complicacidn sigue siendo la morbilidad del sitio donador, por
ello se viene usando sustitutos 0seos que estan comercialmente disponibles
para su uso en terapias de regeneracion Osea, debido a que cumplen
requerimientos como biocompatibilidad, adecuado soporte mecanico,

osteoconductivilidad, biodegradacion y lenta reabsorcion.

Dependiendo de su origen, los sustitutos 0seos estan clasificados en tres
grupos.® Aloinjertos, de origen humano; Xenoinjertos, de otras especies
usualmente bovinos o equinos y Aloplasticos, los cuales son producidos
sintéticamente. Los xenoinjertos son los sustitutos 6seos mas utilizados
debido a su biocompatibilidad y sobretodo a su lenta reabsorcion lo que
permite ser andamio para el nuevo hueso y que viene evidenciandose sus
excelentes propiedades en diversas situaciones clinicas. Particularmente, el
Bio-Oss, ha ganado ha ganado prominencia como material debido a que
durante su produccién remueve el andamiaje organico (desproteinizacion). Su
matriz mineral remanente es similar a la del hueso humano en términos de
composicion quimica, morfologia y ultraestructura. Se considera un material
biocompatible ya que se ha demostrado histolégicamente que posee un
contacto intimo de un 36,7% con el hueso de la superficie alrededor. Estudios
en animales como en humanos documentan muy bien su efectividad y
biocompatibilidad. También es biorreabsorbible y no provoca efecto

inmundgeno. Las presentaciones comerciales del Bio-Oss son: en granulado
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(esponjosa o de cortical) y en bloques de esponjosa, con un tamafio de

cristales de 10nm.%!

Por ello, para evaluar nuevos biomateriales, se viene utilizando el modelo
experimental animal descrito por diferentes autores,3* 3% donde los animales
méas usados son los conejos debido a su elevada disponibilidad, facil
manipulacion, teniendo en cuenta que su biologia permite realizar procesos
inducidos de regeneracion Gsea guiada, en los cuales el fendbmeno que se
produce se asemeja en uno 0 mas aspectos al mismo fenémeno en humanos,

permitiendo mejor la evaluacion de dicho proceso a corto plazo.3*

ANTECEDENTES

Boliikbasi N. et al.®® (2013) con el fin de comprobar la importancia que viene
consiguiendo en los Gltimos afos el uso de la fibrina rica en plaquetas (PRF),
un concentrado de leucocitos y plaquetas con un gran numero de factores de
crecimiento; asi como, comprobar su alto potencial de usarse s6lo o en
combinacidn con otros materiales de injerto; evaluaron la eficacia de la
fibrina rica en plaquetas mezclada con fosfato de calcio biféasico (BCP) en la
regeneracion oOsea en defectos éseos creados quirargicamente. Crearon
defectos 6seos de 5mm de didmetro en ambas tibias de 6 ovejas, los cuales
fueron rellenados con: PRF, BCP, PRF mas BCP y defectos vacios que fueron
los controles. Los animales fueron sacrificados despues de 10, 20 y 40 dias,

y sometieron los especimenes conteniendo los defectos a analisis histoldgico
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e histomorfométrico. No encontraron en ninguno de los grupos signos de
necrosis. Pero a los 40 dias, el grupo de PRF mas BCP mostro los mas altos
ratios de hueso nuevo y los otros grupos mostraron resultados
estadisticamente similares. Finalmente, concluyeron que el PRF tiene una
gran eficacia porque ayudo a potenciar y acelerar la actividad osteogenética
cuando estuvo en combinacion con el fosfato de calcio bifasico (BCP) en
defectos 6seos permitiendo la formacion de nuevo hueso.

Naik B. et al.3¢ (2013) con el fin de dar a conocer los grandes beneficios de
la fibrina rica en plaquetas (PRF), como una matriz de fibrina en la que las
citogquinas, factores de crecimiento de plaquetas y células son atrapadas y
pueden ser liberadas después de un cierto tiempo y que puede servir como
una membrana reabsorbible, realizaron una revision critica para discutir las
estrategias disponibles para usar la fibrina rica en plaguetas como un
biomaterial autélogo que viene siendo usado en muchas disciplinas de la
odontologia. Realizaron una busqueda electrénica de los articulos sobre la
base de datos Pubmed con rango personalizado de 5 afios. La busqueda
electrénica produjo 302 documentos; en base a criterios de inclusion y
exclusion que fueron predeterminados en concreto, 72 trabajos fueron
identificados como adecuados a los criterios de inclusion y los 230 articulos
restantes fueron excluidos. Después de la adicion de tres articulos mas
seleccionados mediante busqueda manual, realizaron texto completo de todos
los articulos recuperados y opinion. Mediante la combinacion de los datos
extraidos de los trabajos seleccionados, sintetizaron los datos revisados.

Finalmente, demostraron los innumerables resultados prometedores de usar
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la fibrina rica en plaquetas, por su buena perspectiva para su uso en temas de

cicatrizacion en diversos aspectos de la odontologia.

Pripatnanont P. et al.3” (2013) investigaron el efecto de la fibrina rica en
plaquetas (PRF) en la regeneracion désea de diversos materiales de injerto en
defectos de calota de conejos. Dos defectos bilaterales en la calota se
prepararon en 20 conejos blancos Nueva Zelanda, 10 conejos fueron tratados
con PRF y los otros 10 no fueron con PRF. En ambos grupos, hueso autégeno
se colocd en defectos vacios dentro de 5 conejos y la combinacién de hueso
autdégeno 'y hueso bovino desproteinizado frente hueso bovino
desproteinizado (DBB), en los otros cinco. Los animales fueron sacrificados
a las 8 semanas donde evaluaron la formacién dsea por densitometria
radioldgica y analisis histomorfométrico. Encontraron gque la densidad media
Optica (OD) y el analisis histomorfométrico (HA) del porcentaje de hueso
nuevo mostraron que los grupos PRF fueron significativamente mayores que
los grupos no-PRF en el injerto de hueso autégeno. Finalmente, concluyeron
que el PRF tuvo un efecto positivo en la formacién de hueso cuando se utiliza
solo o combinado con hueso autdgeno, pero no con el hueso desproteinizado

bovina.

Yilmaz D. et al.®® (2014) evaluaron histoldgicamente y estereoldgicamente
los efectos curativos del fosfato beta tricalcico (beta- TCP) o de la fibrina rica
en plaquetas (PRF) solos o en combinacion en defectos 0seos estandarizados

en tibias de chanchos. Crearon cuatro defectos en tres chanchos adultos de
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5mm de diametro y 5 mm de profundidad obteniendo un total de 24 defectos
0seos. Estos fueron divididos en cuatro grupos segun el tipo de material
utlizado; en el primer grupo, los defectos no fueron rellenados y sirvieron de
controles; en el segundo grupo, los defectos fueron rellenados con PRF; en el
tercer grupo, los defectos fueron rellenados con fosfato beta tricalcico y en el
cuarto grupo, los defectos fueron rellenados con 50% de fosfato beta
tricalcico y 50% de PRF. Todos los animales fueron sacrificados a la doceava
semana después de la cirugia y los huesos de tibia fueron removidos para ser
preparados para su estudio histologico y estereoldgico. Encontraron que los
estudios histoldgicos y estereoldgicos revelaron mayor formacion de hueso
en aquellos defectos rellenados con PRF y fosfato beta tricalcico. Finalmente,
concluyeron que la fibrina rica en plaguetas combinado con el fosfato beta
tricalcico ayudo a potenciar el efecto ontogénico permitiendo la formacion de

nuevo hueso.

Yoon JS. et al.*® (2014) investigaron la influencia de la fibrina rica en
plaquetas (PRF) sobre la angiogénesis y la osteogénesis en regeneracion 6sea
guiada (ROG) usando xenoinjerto en defectos craneales de conejos. En diez
conejos adultos machos, crearon dos defectos bilaterales circulares en la
calota de cada conejo para lo cual utilizaron trefina. Cada uno de los sitios
experimentales recibieron hueso bovino con PRF y cada uno de los sitios
control recibieron solo hueso bovino. Los animales fueron sacrificados a la
primera semana, cuatro conejos; a la segunda semana, tres conejos y a la

cuarta semana, tres conejos. Examinaron las muestras de biopsia por
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microscopia de luz histomorfométricamente y utilizaron la tincion
inmunohistoquimia para la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). Encontraron que la intensidad de inmunotincién para
VEGF fue consistentemente mayor en el grupo experimental que en el grupo
control. Sin embargo, las diferencias entre el grupo control y el grupo
experimental no fueron estadisticamente significativos en los examenes
histomorfométricos y en los exdmenes inmunohistoquimicos. Finalmente,
concluyeron que el PRF puede aumentar el nimero de células de la médula,
sin embargo, el PRF con sustitutos 6seos no mostré ningun efecto
significativo sobre la regeneracion 0sea y se sugieren mas estudios a gran

escala para confirmar los resultados obtenidos de este estudio.

Pelegrine AA. et al.*? (2014) compararon la cicatrizacion ésea observada
después del uso de un andamio enriquecido con médula 6sea fresca, un
andamio enriquecido con fracciones mononucleares de médula dsea y un
andamio solo.  Utilizaron 21 conejos los cuales fueron divididos
aleatoriamente en tres grupos de seis animales y un grupo de tres animales.
Crearon defectos 6seos de 12 mm de didmetro en el hueso parietal de los
conejos, donde los defectos del grupo control, sélo fueron rellenados con
xenoinjerto, en el grupo 1, los defectos fueron rellenados con xenoinjerto
enriquecido con médula 6sea fresca; en el grupo 2, con un xenoinjerto
enriquecido con fracciones mononucleares de médula ésea y en el grupo 3,
los defectos no se rellenaron con nada. Ademas, en los grupos 1, 2 y control,

uno de los defectos de calota estuvo al azar cubierto por una membrana. Los
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conejos fueron sacrificados a las 8 semanas después de la cirugia, y los huesos
parietales fueron recolectados y analizados histomorfométricamente. No
encontraron diferencias con el analisis histomorfométrico entre el grupo 1y
el grupo control con respecto al area no vital de tejido mineralizado, pero el
grupo 2 presentd el mayor porcentaje del area de tejido mineralizado , seguido
por el grupo 1y el grupo control (P <0.05) para ambas situaciones, con la
membrana y sin membrana. Ademas, los lados en el que los defectos
estuvieron cubiertos con la membrana de barrera mostraron una mejor
cicatrizaciéon désea en comparaciéon con los lados no cubiertos, Finalmente,
concluyeron que ambos métodos que utilizan las células del estroma de la
médula Osea han contribuido a la mejora de la médula en la curacion,
especialmente el uso de la fraccion mononuclear de la médula 6sea y el uso

de una membrana parecia tener un efecto sinérgico.

Acar AH. et al.*! (2015) investigaron sobre la efectividad de la fibrina rica
en plaquetas (PRF) en la regeneracion 6sea cuando se utiliza sola o en
combinacién con hidroxiapatita (HA) y fosfato beta tricalcico (beta TCP).
Utilizaron 20 conejos blancos de la raza Nueva Zelanda y crearon cuatro
defectos 0seos en la calota de cada uno de los animales, donde estos fueron
rellenados con PRF, Straumann (®) Bone Ceramic (SBC), PRF + SBC y un
defecto se dejo sin tratar como un control. Después de 4 y 8 semanas, 10
conejos fueron sacrificados en cada uno de esos tiempos para preparar el
hueso de la calota conteniendo los defectos para el estudio de tomografia

computarizada y para el anélisis histologico e histomorfométrico, donde
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evaluaron y compararon el volumen y el area de hueso regenerado en los
defectos creados. Encontraron que tanto en el analisis tomografico como en
el histomorfométrico, el PRF y el SBC aumentaron significativamente la
regeneracion 0Osea Yy observaron que también hubo un nuevo aumento
significativo en la formacidn de hueso cuando se utilizé el PRF combinado
con hidroxiapatita y fosfato de tricalcico. Finalmente, concluyeron que el
PRF tiene un efecto positivo en la formacién de hueso cuando se usa s6lo o

en combinacion con hidroxiapatita y fosfato tricalcico.

Meza E. et al.*? (2015) compararon la neoformacién ésea en defectos 6seos
de fémur de conejos tratados con membrana de fibrina rica en plaquetas (PRF)
y membrana de colageno en un periodo de 3 y 5 semanas. Crearon dos
defectos 6seos de 4mm de diametro y 6mm de profundidad en el fémur
izquierdo de 12 conejos de la raza Nueva Zelanda. Los animales fueron
asignados al azar en dos grupos, uno de los defectos se cubri6 con una
membrana de fibrina rica en plaquetas o una membrana de coldgeno (Neo
Mem). EIl segundo defecto no fue cubierto con nada, fue el defecto control.
A las 3 y 5 semanas los conejos fueron sacrificados (3 conejos por periodo).
Luego, retiraron el fémur y se proceso para su estudio histomorfométrico
completo. Utilizaron para el analisis de neoformacion ésea el método de
conteo diferencial y los datos fueron analizados estadisticamente (ANOVA,
Tukey). Los resultados histomorfométricos a las tres semanas mostraron que
la neoformacion dsea en los defectos tratados con PRF fue similar a los

defectos con membrana de colageno (p<0.05) y despues de 5 semanas, la
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neoformacion Gsea con PRF resulto ser mayor que el grupo control y menor
en comparacion con los defectos con membrana de colageno (p<0.05).
Finalmente, concluyeron que la neoformacion ésea en los defectos tratados
con membrana de PRF mostraron resultados mas bajos comparados
histomorfométricamente con el obtenido con la membrana de coladgeno y

mayor cuando se compararon con los defectos control.

Knapen M. et al.*® (2015) sefialaron que el efecto positivo de los leucocitos
y la fibrina rica en plaguetas (L-PRF) en la osteogénesis han sido
ampliamente descritos en vitro. Sin embargo, estudios clinicos y preclinicos
son muy pocos y controvertidos en la demostracion del efecto positivo de los
leucocitos y la fibrina rica en plaquetas en la regeneracion 6sea. Por ello,
compararon el efecto potencial del L-PRF en un modelo estandarizado.
Utilizaron 18 conejos y crearon cuatro defectos en la calota de cada uno de
los animales obteniendo un total de 72 defectos y se rellenaron con tres
diferentes materiales: L-PRF, hidroxiapatita bovina (BHA), BHA més L-PRF
y un defecto estuvo vacio y se utiliz6 como control. Seis conejos fueron
sacrificados en tres momentos distintos: 1 semana, 5 semanas y 12 semanas
para el analisis histologico e histomorfométrico. Encontraron que no hubo
diferencias estadisticas entre los cuatros grupos en términos de calidad y
cantidad de nuevo hueso formado. Finalmente, concluyeron que en el
presente estudio el L-PRF no parece proporcionar ningun efecto adicional
sobre la cinética, la calidad y cantidad de hueso en el actual modelo de

regeneracion 6sea guiada.
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Oliveira MR. et al.** (2015) investigaron los efectos de la fibrina rica en
plaquetas (PRF) asociada o no con Bio-Oss en defectos 0seos en la boveda
craneal de las ratas. Crearon defectos 0seos de tamarfio critico de 5 mm de
diametro en la bdveda craneal de 48 ratas. Luego, estos animales se dividieron
en seis grupos de ocho animales cada uno, de acuerdo con el tratamiento
recibido: coadgulo homogéneo, coagulo autélogo, PRF autdgena, PRF
homogénea, Bio-0ss, 0 Bio-Oss asociados con PRF. Los animales fueron
sacrificados después de 30 o 60 dias. Evaluaron la regeneracion 0sea por
analisis histomorfométrico y encontraron que los altos porcentajes de
neoformacion de hueso nuevo en 30 dias y 60 dias se observaron en el Bio-
Oss asociado con el grupo de PRF. Finalmente, concluyeron gque el PRF tuvo
un efecto positivo en la regeneracion 6sea Unicamente cuando se asocio con

Bio-Oss.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL

Comparar la densidad de la neoformacion Gsea en defectos déseos
tratados con xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica en
plaquetas y membrana de colageno en calota de conejos (Oryctolagus

Cuniculus New Zealand)

IV.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Determinar la densidad de la neoformacion 0sea en los defectos
tratados con xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica
en plaquetas, utilizando histomorfometria dsea a la tercera y

quinta semana.

2. Determinar la densidad de la neoformacion 6sea en los defectos
tratados con xenoinjerto cubiertos con membrana de colageno,

utilizando histomorfometria dsea a la tercera y quinta semana.

3. Determinar la densidad de la neoformacion dsea en los defectos
de los grupos controles, utilizando histomorfometria 6sea a la

tercera y quinta semana.
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Comparar la densidad de la neoformacion 6sea en los defectos
0seos del grupo experimental con Xxenoinjerto cubiertos con
membrana de fibrina rica en plaquetas y membrana de colageno,

y el grupo control a la tercera semana.

Comparar la densidad de la neoformacion 6sea en los defectos
6seos del grupo experimental con Xxenoinjerto cubiertos con
membrana de fibrina rica en plaquetas y membrana de colageno,

y el grupo control a la quinta semana.

Comparar la densidad de la neoformacion 6sea en los defectos
6seos del grupo experimental con Xxenoinjerto cubiertos con
membrana de fibrina rica en plaquetas y membrana de colageno,

y el grupo control a la tercera y quinta semana.
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V. HIPOTESIS

e HIPOTESIS VERDADERA

La densidad de la neoformacion dsea en los defectos 6seos de los conejos
tratados con xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica en
plaquetas es mayor que la densidad de la neoformacion 6sea obtenida en
los defectos Gseos tratados con xenoinjerto cubiertos con membrana de

colageno.
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VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1. DISENO DEL ESTUDIO

Experimental tipo ensayo de laboratorio

e Segun el grado de control de las variables y la forma de seleccion
de los individuos:
Experimental

e Segun la direccion del estudio:
Prospectivo

e Segun el numero de veces en los que se realiza la medicién de las
variables:
Longitudinal

e Segun el nimero de muestras que se estudian:

Comparativo

VI1.2. POBLACION

Conejos machos de raza Nueva Zelanda del Bioterio del Instituto

Nacional de Salud.*? 434546
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VI1.3. MUESTRA

Catorce conejos machos de raza Nueva Zelanda de 4 a 6 meses de edad

aproximadamente de 2.5kg. — 3kg. de peso.*? 46

Para el célculo de la muestra de la ejecucion de la investigacion se
reemplazé los datos obtenidos de la prueba piloto ( se utiliz6 el 10% de
la muestra del articulo base)*® en la formula de comparacion de dos

medias. (ver anexo 1)

2z t27) e
_202+5

In

V1.3.1. DISTRIBUCION DEL GRUPO DE ESTUDIO

La muestra estuvo conformada por 14 conejos, estos fueron divididos
en dos grupos que fueron asignados de forma aleatoria y los cuales
fueron de desconocimiento para el investigador, donde se aplicaron dos
materiales diferentes; colocando en un grupo la membrana de colageno
(MC) (Geistlich Biogide®) (ver anexo 2) y el xenoinjerto (Geistlich Bio
Oss®) (ver anexo 3) y en el otro grupo la membrana de fibrina rica en
plaquetas (PRF) y el xenoinjerto (Geistlich Bio Oss®). Cada uno de los
grupos estuvo conformado por siete conejos asignados de manera

aleatoria los cuales recibieron una codificacién de 4 nimeros al azar.

33



V1.4,

El grupo N° 1 correspondio a los animales tratados con xenoinjerto
(Geistlich Bio Oss®) y membrana de colageno (Geistlich Biogide®); a
cada conejo de este grupo se le realizo dos defectos 6seos, de 10 mm de
diametro y 1.5 mm de profundidad, *> *° uno de los defectos fue
rellenado con un xenoinjerto ( Geistlich Bio Oss®) y cubierto con
membrana de colageno (Geistlich Biogide®) y el otro defecto
correspondio al defecto control negativo de dicho grupo (no recibi6 ni

relleno ni membrana).

El grupo N° 2, correspondi6 a los animales tratados con xenoinjerto
(Geistlich Bio Oss®) y membrana de fibrina rica en plaquetas (PRF); a
cada conejo de este grupo se le realizé dos defectos dseos, de 10 mm
de diametro y 1.5 mm de profundidad,* % uno de los defectos fue
rellenado con un xenoinjerto ( Geistlich Bio Oss®) y cubierto con
membrana de fibrina rica en plaquetas (PRF) y el otro defecto
correspondié al defecto control negativo de dicho grupo (no recibi6

relleno ni membrana).

CRITERIOS DE SELECCION

Los 14 conejos fueron seleccionados segun los siguientes criterios:

e Conejos machos en buen estado de salud.

e Conejos con edades comprendidas entre 4 y 6 meses.
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e Conejos de 2.5 kg. a 3kg. de peso.

e Conejos de la misma camada.*? 4> 46

Los conejos fueron adquiridos del Instituto Nacional de Salud; se
eligieron conejos de la Raza Nueva Zelanda por su tamafio, facilidad de
manejo y facilidad para obtener la sangre necesaria y convertirla en
PRF sin poner en peligro al animal; teniendo en cuenta que su biologia
es similar al de los seres humanos lo que permite realizar procesos
inducidos de regeneracion Gsea guiada, donde su grado de madurez

6sea obtenida, es ideal para evaluar estos procesos de neoformacion.®*
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V1.5. VARIABLES

e Variable Independiente: Tipo de biomaterial

Definicion Conceptual: Biomaterial utilizado para el proceso de
regeneracion Osea guiada; Definicion operacional: Xenoinjerto con
distintos tipos de membrana de recubrimiento; Indicador:
Caracteristicas del biomaterial; Tipo: Cualitativo; Escala de
Medicion: Nominal; Valores: Membrana de fibrina rica en plaquetas
mas xenoinjerto (Bio Oss®), membrana de colageno mas xenoinjerto

(Bio Oss®) y control.
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Variable Dependiente: Densidad de la Neoformacién 6sea

Definicion conceptual: Tejido 6seo neoformado en el defecto 6seo;
Definicién Operacional: Area trabecular total que corresponde al
tejido 6seo nuevo en el defecto; Indicador: Numero de cruces que
inciden dentro de las trabéculas 6seas expresadas en porcentaje; Tipo
Cuantitativa; Escala de Medicién: De Razdn; Valores: Porcentual (0-
100%).

Covariable: Tiempo

Definicion Conceptual: Periodo comprendido entre el inicio y final
de un evento; Definicidn operacional: Periodo comprendido entre la
fecha de colocacion del biomaterial y las fechas de sacrificio
programadas; Indicador: Cantidad de semanas entre la fecha de
colocacion del biomaterial y las fechas de sacrificio; Tipo
Cualitativa, Escala de Medicion: Ordinal; Categorias: tercera

semana y quinta semana. (Ver anexo 4)

V1.6. TECNICAS Y/O PROCEDIMIENTOS

Se

realizd una prueba piloto para determinar el tamafio de la muestra de

la investigacidn, evaluar los periodos de observacién de las variables,

asi

mismo; para capacitar y calibrar a investigador en los

procedimientos a realizar.

36



Para la técnica de histomorfometria 0sea se realizé una calibracion
previa con un especialista en el area; la cual fue valorada mediante el
Coeficiente de Correlacion Intraclase (CCI); obteniendo un CCI Intra
Sujetos de 0.97 y CCI Entre Sujetos de 0.98; cuyos valores segun la
escala de valoracion de las concordancias establecen una Muy buena

concordancia (Ver anexo 5)

VI1.6.1. METODO

El método consistio en una observacion estructurada y detallada

mediante microscopia de luz (Histomorfometria 6sea).

V1.6.2. MANEJO PREOPERATORIO

Para la realizacion de la presente investigacion se tomd en cuenta la

Guia de manejos y cuidados de conejos del Instituto Nacional de

Salud,*” asi como, las normas establecidas por el Comité Institucional

de Etica de Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

a. Aclimatacion de los animales

Una semana antes de la intervencion quirtrgica los conejos

ingresaron para su aclimatacion a un lugar acondicionado como

bioterio, el cual siguid las normas establecidas en la guia de manejos
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y cuidados de conejos del Instituto Nacional de Salud,*’ para
mantener a los animales durante todo el proceso de la ejecucion de
la investigacion, para lo cual se solicito el permiso de una de las
instalaciones de una clinica Veterinaria (ver anexo 6) y es asi que los
animales fueron colocados en jaulas de acero inoxidable trenzado de
48 x 60 x 50 cm?. con el fin de permitirles adaptarse al medio
ambiente bajo condiciones ambientales de temperatura de 18° a
22°C, con una humedad relativa de 40 a 70%, un flujo de luz de
3w/m? y del mismo modo que los ruidos no sobrepasaron los 60
decibeles permitidos. Los animales tuvieron un régimen alimentario
estandar (Conejina - PURINA® Agribrand, Perd) y se administro

abundante agua a demanda,3* 42454647

. Observacion Regular

Luego de la aclimatacion se llevé a cabo el procedimiento anestésico
que estuvo a cargo de un médico veterinario especializado en el
manejo de animales; la intervencién quirdrgica, los cuidados post
operatorios y el sacrificio de los animales fueron debidamente
supervisados por especialistas correspondientes de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (médico veterinario, técnico veterinario

y cirujano dentista), en condiciones de asepsia adecuada.*® 4647
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c. Pre — Anestesia
Durante este periodo los animales fueron preparados para la
intervencion quirdrgica con la respectiva colocacion de los
biomateriales. Para ello, se retir6 12 horas antes de la intervencion

quirdrgica agua y comida.

d. Anestesia
Para la induccion anestésica se utiliz6 Ketamina (KET TO-100®,
Chemie, Pert) a dosis de 30 — 50 mg/kg de peso por via
Intramuscular, la cual fue mantenida con Xilacina a dosis de 1ml/kg
de peso (Chemie, Per(); para ello se usaron jeringas de 1 mly 3 ml
con aguja de 26G, todo este procedimiento fue realizado por el
médico veterinario especializado. ElI mantenimiento de la anestesia
fue controlado mediante la pérdida del reflejo pupilar del ojo y la
relajacion del musculo esquelético de la zona quirdrgica, a cargo del

médico veterinario.

Para la obtencion de la membrana de fibrina rica en plaquetas, se
procedio a la extraccion de 9ml de sangre con aguja de calibre 19 -
23 de la vena auricular marginal de cada uno de los animales en
tubos de 10 ml sin anticoagulante. Luego, esta sangre obtenida fue
inmediatamente centrifugada siguiendo el protocolo de Choukroun
(PC-02, Proceso Ltd., Niza, Francia) a una velocidad de 2700

revoluciones por 12 minutos.>” 4
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Después de la centrifugacion, en la mitad del tubo se obtuvo un
coagulo de fibrina, justo entre la red de células rojas en la parte

inferior y el plasma acelular en la parte superior.

Después, el coagulo de fibrina fue retirado del tubo usando pinzas
estériles y fue colocado en una caja metélica especial (PRF BOX
MCT, Seoul, Korea). Finalmente, este codgulo de fibrina fue
cubierto con la tapa de la caja que ejerce una compresion que
permitio la obtencion de la membrana de fibrina rica en plaquetas en

dos minutos,22 2348

Se rasur6 con maquina desechable (Prestabarba3-Gillette®) la region
craneal entre los pabellones auriculares luego se desinfectd
pincelando la superficie cutanea con una solucion de yodopovidona

al 10% (Betadine®). 490

Las intervenciones quirdrgicas se realizaron en la sala quirtrgica de
la Clinica Veterinaria Dr. Mascota para lo cual se envié la solicitud
para acceder al ambiente (Ver anexo 7). Se realizaron siete
intervenciones quirdrgicas diarias, a cargo de un especialista en el
area de Implantologia Oral que previamente fue capacitado por un
Médico Veterinario sobre la zona anatdmica del conejo donde se

realizo la cirugia.
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V1.6.3. INTERVENCION QUIRURGICA (Ver anexo 8)

Se realiz0 toda la intervencion quirdrgica con el animal en posicion
decubito ventral sobre una mesa quirargica y se procedié al aislamiento
del area a ser operada con campos quirargicos estériles. Todo el
instrumental utilizado en la intervencion quirurgica estuvo esterilizado

previamente.

Se procedio a colocar anestesia local, 0.5 ml de 2% de lidocaina con
epinefrina 1: 100 000 (Xylestesin-A®, 3M ESPE AG, Seefeld,
Germany), en la periferia del area quirtrgica. Se identific6 y marcé
determinados puntos de referencia en la calota del animal a tener en
cuenta durante la realizacion del acto quirdrgico. (Ver anexo 9) A
continuacion se realizé una incision sagital con una hoja de bisturi N°
15 de aproximadamente de 6 cm de largo® sobre la linea media para
exponer la superficie 6sea de la calota desde la region frontal a la region
occipital. La piel fue elevada con dos pinzas para hacer una incision en
el periostio similar a la de la piel y se procedio a separar el periostio de

la superficie 6sea con un periostotomo.3®: 41 %0

Se realiz6 un fresado progresivo con una trefina circular de 10 mm®® de
diametro en el hueso parietal bilateral sin comprometer la sutura
interparietal con irrigacion constante de suero salino.*® 5 5253 Se

empled un kit de trefinas nuevas (Neodent®, Curitiba, Brasil) por cada
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intervencion, montada en un motor eléctrico estéril (Saeshin®, Corea)
para obtener los defectos dseos. En cada calota se crearon 02 defectos
6seos de 10 mm de diametro y 1.5mm® de profundidad situados a una
distancia de 4mm aproximadamente, la cual fue medida con una regla
milimetrada para endodoncia, para obtener la profundidad deseada se
usaron topes del sistema DASK (Dentium Co®, Seoul, Corea) y evitar
dafiar la duramadre.>** Finalizado el procedimiento quirlirgico se
procedio a colocar los biomateriales de investigacion segin los dos
grupos experimentales obtenidos, en los conejos del primer grupo; un
defecto fue rellenado con xenoinjerto (Geistlich Bio Oss®, Suiza) y
cubierto con membrana de PRF y el otro defecto no fue rellenado con
ningan biomaterial y fue el control negativo; los conejos del segundo
grupo experimental también tuvieron dos defectos dseos, un defecto fue
rellenado con xenoinjerto (Geistlich Bio Oss®, Suiza) y cubierto con
membrana de colageno (Geistlich Bio Gide®, Suiza) y el otro defecto
no fue rellenado con ningun biomaterial y fue el control negativo; los
dos tipos de membranas que se usaron fueron recortadas en segmentos
de 12x12mm?., medidas con una regla milimetrada de endodoncia, lo
que permitio cubrir adecuadamente los defectos. Se procedio a suturar
todos los planos, el periostio y la piel con hilos reabsorbibles de
Poliglactina 910 (Vicryl 3/0 — Aguja semicircular atraumatica), 4% 2
luego en cada conejo operado se realizé una aplicacion topica de una
solucion de yodopovidona al 10% (Betadine®), como medida

antiséptica local en el postoperatorio inmediato.>*
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V1.6.4. MANEJO POSTOPERATORIO
Los conejos fueron colocados en jaulas individuales inmediatamente
después de la intervencion quirdrgica. Una semana después de la

intervencion fueron enjaulados, segln el grupo de estudio.*> 4°

Cada jaula tuvo registrada el cddigo de cuatro nimeros al azar de cada
animal, el biomaterial que se le colocd y la fecha de sacrificio. Los
animales se identificaron con dos letras con respecto al biomaterial
colocado, es asi que, membrana de fibrina rica en plaquetas (MT),
membrana de colageno (MR) y control (MA), a lo anterior, se agrego
cuatro numeros al azar de; asi mismo, el tiempo de sacrificio ( Ej. MT-
4398-03).° Esta denominacion fue mantenida para las muestras

durante el analisis histomorfométrico.*® (Ver anexo 10)

a. Analgesia

La analgesia se efectud con Ketoprofeno (Profenid®, Chemie, Pert)
en dosis de 10mg/kg de peso por via intramuscular, con jeringas de
tuberculina de 1ml. y aguja 26 G, inmediatamente después de la
intervencion quirurgica se colocd la primera dosis y se continuo cada
24 horas por tres dias.>® Como antibiético se utilizé Enrofloxacina
10% (Quinolaba Oral®, Chemie, Peru), durante 5-7 dias; que fue
administrado por via intramuscular usando jeringas de tuberculina

de 1ml. con aguja 26 G. El médico veterinario especializado
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prescribié estos medicamentos como parte del protocolo y se

aseguro que sean debidamente administrados.*?

b. Controles

Durante los primeros tres y cuatro dias después de la cirugia, los
animales fueron evaluados monitoreando sus constantes fisioldgicas,
temperatura, frecuencia cardiaca, ademas se observo sefiales de
angustia, tales como alteraciones en el apetito, en la apariencia fisica
y la proteccion de la zona afectada.*? #¢ EI monitoreo diario estuvo a
cargo del investigador y supervisado por el médico veterinario, con
el fin de mantener todo dentro de los pardmetros normales. Los
animales fueron mantenidos en sus jaulas hasta completar el tiempo

de sacrificio (3 y 5 semanas). **

V1.6.5. PROTOCOLO DE SACRIFICIO

El sacrificio de los animales fue realizado inyectando por via
intramuscular una sobredosis de lo utilizado para la anestesia de
Ketamina (KET TO-100®, Chemie, Per(l) y Xilacina (Chemie, Per()
provocando la depresion del sistema nervioso del animal y luego se
inyecto Pentobarbital de Sodio por via intracardiaca provocando exitus

letalis por paro cardiorrespiratorio.*? 45 46
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V1.6.6. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

Se realizd una incision para permitir el acceso directo a la zona
intervenida, lo que permitié obtener las muestras dseas. Se realizaron
unos cortes con una fresa de carburo de tungsteno a baja velocidad para
extraer una porcién de calota, especialmente el hueso parietal de forma
pentagonal que incluyé ambos defectos 6seos realizados en la cirugia.
Una vez extraidas las porciones de calota que contiene los defectos
0seos se fijaron con formol al 10 % para microscopia optica de rutina
en frascos separados y debidamente rotulados para su identificacion con
el codigo de animal, el biomaterial colocado y la fecha de sacrificio y
luego fueron trasladados al laboratorio de patologia del Departamento
de Medicina y Cirugia Bucomaxilofacial para el procesado del tejido

obtenido.®*

V1.6.7. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Una vez obtenidas la muestras estas fueron sometidas a una serie de
procesos histoldgicos que se llevaron a cabo a cargo de un técnico con

la adecuada experiencia en todo el procesado y tincion delas muestras.

Primero los especimens de calota con piel fueron fijadas en formol al
10% por 24 horas, después estas muestras fueron cortadas en sentido
horizontal a nivel de los dos defectos (tanto el defecto con biomaterial

como el defecto control)* obteniendo tres cortes por cada muestra 0sea,
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que fueron colocadas en formol al 10%, luego se sometieron a un
proceso de descalcificacion con &cido nitroso al 5% por 24 horas y
lavados con agua corriente, se continuo con el proceso de
deshidratacion, en la cual se sometieron las muesras a una bateria de
alcoholes al 70%, 80%, 96% y 100%, las muestras, luego pasaron por
el proceso de inclusion donde se utilizé parafina por 10 minutos en cada
muestra, ademas las muestras fueron cortadas utilizando micrétomo a 3
micras de grosor, luego fueron sometidas a una bateria de alcoholes en
grado decreciente para continuar con la coloracion histoldgica con
hematoxilina y eosina para finalmente llevarse a cabo el montaje.
Después de este procesamiento, se obtuvieron las laminas histoldgicas
listas para ser visualizadas y analizadas en un microscopio de luz

(BX50F4, Olympus Optical Co., Ltd., Japan).

V1.6.8. EVALUACION

a. Estudio Histomorfométrico

Para la densidad 6sea del nuevo hueso se tomaron en cuenta criterios

ya establecidos en la definicion de las variables, a cargo del

investigador y del asesor, donde las observaciones de las laminas

histoldgicas obtenidas se hicieron empleando lente de 10x.
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Se utilizé unarejillade 1cm x 1cm para la realizacion de la medicion;
esta rejilla contiene 100 lineas verticales y 100 lineas horizontales
que se intersectan entre si.>* Para las fotografias se utiliz6 una
camara Nikon Reflex D3100. Se utilizé la técnica del conteo
diferencial de puntos, para ello primero se ubico las lineas
horizontales y verticales que se encuentran dentro de los limites del
defecto, luego se cont6 las intersecciones que hay dentro de las
trabéculas Oseas y de ellos se sacd un porcentaje en relacion al total

de intersecciones.(Ver anexo 11)

Los datos se registraron en una ficha confeccionada para dicho

procedimiento. (Ver anexo 12)

VI.7. PLAN DE ANALISIS

Los resultados histomorfométricos de los defectos dseos tratados con
xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica en plaquetas (PRF),
membrana de coldgeno (MC) y su comparacion con su respectivo
control fueron analizados estadisticamente y para ello se utilizé el
programa IBM® SPSS® version 22.0 para Windows (Paquete

Estadistico para las Ciencias Sociales).

Se trabajo con un intervalo de confianza del 95% que corresponde a un

nivel de significancia de 0.05.
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VI1.8.

Con respecto a la estadistica descriptiva, la variable densidad de la
neoformacion 0sea, variable cuantitativa, que fue medida por el anélisis
histomorfométrico, se describio mediante la media aritmética y la
desviacion estandar.

Ademas, en la estadistica analitica se realizaron las pruebas de
normalidad; se utilizé la Prueba de Shapiro-Wilk con la cual se verifico
que las variables tengan una distribucion normal cuando p>0,05.
Después, se realizd las pruebas paramétricas t-student para muestras
relacionadas para comparar la densidad de la Neoformacion 6sea de los
defectos a las 3 y 5 semanas de observacién por cada subgrupo; ademas,
se realizaron las prubeas de Tukey para comparar densidad de la
neoformacion Gsea entre cada dos grupos experimentales y la prueba de
ANOVA, para comparar densidad de la neoformacion 6sea entre todos

los grupos.

CONSIDERACIONES ETICAS

Se solicitd el permiso al Comité Institucional de Etica de Animales de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Ver anexo 13) para la
ejecucion del presente trabajo de investigacion y con la aprobacion se
procedid a realizar la investigacion teniendo en cuenta las normas y
cuidados establecidos para conejos del Instituto Nacional de Salud; asi

como, las normas establecidas en cuanto a cuidado y trabajo con
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animales de experimentacion del Comité Institucional de Etica de

Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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VII.

RESULTADOS

Los resultados de este trabajo de tesis se han obtenido evaluando los defectos
0seos realizados en la calota de 14 conejos de experimentacion a traves de

estudio histomorfométrico (Conteo diferencial de puntos).

Enla Tabla N° 1, la densidad de la neoformacion 6sea en los defectos tratados
con xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica en plaquetas
evaluados con el andlisis histomorfométrico fue 55.68 + 12.46 a las tres

semanas de evaluacion; mientras que a las cinco semanas fue 80.58 + 12.63.

En la Tabla N°2, la densidad de la neoformacion 6sea en los defectos tratados
con xenoinjerto cubiertos con membrana de colageno evaluados con el
analisis histomorfométrico fue 57.08 + 4.58 a las tres semanas de evaluacion;

mientras que a las cinco semanas fue 60.17 + 10.23.

En la Tabla N°3, la densidad de la neoformacion dsea en los defectos de los
grupos controles evaluados con el andlisis histomorfométrico fue 46.84 +
9.55 a las tres semanas de evaluacidn; mientras que a las cinco semanas fue

56.06 + 12.89.

En la Tabla N°4, la densidad de la neoformacién 6sea en los defectos éseos

con xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica en plaquetas evaluada

con el anélisis histomorfométrico fue 55.68 + 12.46 a las tres semanas de
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evaluacion, del grupo control fue 46.84 + 9.55; mientras que la densidad de
la neoformacion oOsea en los defectos 6seos con xenoinjerto cubiertos con
membrana de coldgeno fue 57.08 = 4.58. No hubo diferencias
estadisticamente significativa al compararse cada dos grupos (p>0.05), y
tampoco cuando se compraron todos los grupos a la vez (p>0.05).

En la Grafica N° 1, se compara la densidad de neoformacion 6sea en los
defectos d6seos de los dos grupos experimentales y el control a las tres
semanas, encontrandose que la mediana de la densidad de la neoformacién
Osea del grupo xenoinjerto mas MC fue mayor que los otros grupos pero las

diferencias entre ellos no fue significativa.

En la Tabla N°5, la densidad de la neoformacion 6sea en los defectos 0seos
con xenoinjerto cubiertos con membrana de fibrina rica en plaquetas evaluada
con el analisis histomorfométrico fue 80.58 + 12.63 a las cinco semanas de
evaluacion, del grupo control fue 56.06 + 12.89; mientras que la densidad de
la neoformacion Osea en los defectos 6seos con xenoinjerto cubiertos con
membrana de colageno fue 60.17 £ 10.23. Se encontro diferencia significativa
entre el grupo de defectos 6seos con xenoinjerto cubiertos con membrana de
fibrina rica en plaquetas y el grupo control (p< 0.05) y si hubo diferencia
estadisticamente significativa entre todos los grupos (p<0.05).

En la Gréafica N°2, se compara la densidad de neoformacion dsea en los
defectos 6seos de los dos grupos experimentales y el control a las cinco
semanas, encontrandose una mayor mediana de densidad de neoformacién

6sea en el grupo xenoinjerto + PRF y los valores minimos estuvieron por

51



encima de los otros grupos, pudiéndose sefialar que los valores en este grupo
son mejores en comparacion que los otros en cuanto a neoformacién oGsea.
En la Tabla N°6, la densidad de la neoformacion dsea en los defectos 0seos
con xenoinjerto cubiertos con membrana de colageno evaluados con el
andlisis histomorfométrico fue 57.08 + 4.58 a las tres semanas de evaluacion;
mientras que a las cinco semanas fue 60.17 + 10.23. No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los dos tiempos de evaluacion (p>0.05).
La densidad de la neoformacion 6sea en los defectos dseos con xenoinjerto
cubiertos con membrana de fibrina rica en plaquetas evaluados con el anélisis
histomorfométrico fue 55.68 + 12.46 a las tres semanas de evaluacion;
mientras que a las cinco semanas fue 80.58 + 12.63. No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los dos tiempos de evaluacion (p>0.05).
La densidad de la neoformacion 6sea en los defectos dseos del grupo control
evaluados con el anélisis histomorfométrico fue 46.84 + 9.55 a las tres
semanas de evaluacion; mientras que a las cinco semanas fue 56.06 + 12.89.
No hubo diferencia estadisticamente significativa entre los dos tiempos de

evaluacion (p>0.05).
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TABLA N°1: DENSIDAD DE LA NEOFORMACION OSEA EN LOS

DEFECTOS TRATADOS CON XENOINJERTO CUBIERTOS CON

MEMBRANA DE FIBRINA RICA EN PLAQUETAS, UTILIZANDO
HISTOMORFOMETRIA OSEA A LA TERCERA Y QUINTA SEMANA.

TIEMPO DE DENSIDAD DE NEORFORMACION OSEA
EVALUACION X (%) DE
TRES SEMANAS 55.68 12.46
CINCO SEMANAS 80.58 12.63
X= Promedio

DE= Desviacion Estandar

53



TABLA N°2: DENSIDAD DE LA NEOFORMACION OSEA EN LOS
DEFECTOS TRATADOS CON XENOINJERTO CUBIERTOS CON
MEMBRANA DE COLAGENO, UTILIZANDO HISTOMORFOMETRIA
OSEA A LA TERCERA Y QUINTA SEMANA.

) DENSIDAD DE NEORFORMACION OSEA
TIEMPO DE EVALUACION

X(%) DE
TRES SEMANAS 57.08 458
CINCO SEMANAS 60.17 10.23

X=Promedio
DE= Desviacion Estandar
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TABLA N°3: DENSIDAD DE LA NEOFORMACION OSEA EN LOS
DEFECTOS DE LOS GRUPOS CONTROLES, UTILIZANDO
HISTOMORFOMETRIA OSEA A LA TERCERA'Y QUINTA SEMANA.

) DENSIDAD DE NEORFORMACION OSEA
TIEMPO DE EVALUACION

X(%) DE
TRES SEMANAS 46.84 9.55
CINCO SEMANAS 56.06 12.89

X=Promedio
DE= Desviacién Estandar
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TABLA N°4: COMPARACION DE LA DENSIDAD DE LA
NEOFORMACION OSEA EN LOS DEFECTOS OSEOS DEL GRUPO
EXPERIMENTAL CON XENOINJERTO CUBIERTOS CON
MEMBRANA DE FIBRINA RICA EN PLAQUETAS Y MEMBRANA
DE COLAGENO, Y EL GRUPO CONTROL A LA TERCERA
SEMANA.

DENSIDAD DE NEOFORMACION OSEA

BIOMATERIAL
DE RELLENO
X(%) DE *n **p
XENOINJERTO + XENOINJERTO +
MG 57.08 4,58 PRE 0.98
XENOINJERTO + 0.98 0.19
XENOINJERTO + 55.68 12.46 MC
PRF
CONTROL 0_37
NTROL XENOINJERTO +
CONTRO 46.84 9.55 v 0.37
X=Promedio

DE= Desviacion Estandar
*p = Prueba de Tukey
**p= Prueba de ANOVA
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TIEMPO DE EVALUACION: TRES SEMANAS

£0,00-]

40,00 J_

20,009

DENSIDAD DE LA NEOFORMACION OSEA

0o T T |
HEMOINJERTO + MC HENOINJERTC + PRF CONTROL

BIOMATERIAL DE RELLENO

GRAFICO 1. COMPARACION DE LA DENSIDAD DE LA
NEOFORMACION OSEA EN LOS DEFECTOS
OSEOS DEL GRUPO EXPERIMENTAL CON
XENOINJERTO CUBIERTOS CON MEMBRANA
DE FIBRINA RICA EN PLAQUETAS Y
MEMBRANA DE COLAGENO, Y EL GRUPO

CONTROL A LA TERCERA SEMANA.
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TABLA N°5: DENSIDAD DE LA NEOFORMACION OSEA EN LOS
DEFECTOS OSEOS DEL GRUPO EXPERIMENTAL CON
XENOINJERTO CUBIERTOS CON MEMBRANA DE FIBRINA RICA
EN PLAQUETAS Y MEMBRANA DE COLAGENO, Y EL GRUPO
CONTROL A LA QUINTA SEMANA.

DENSIDAD DE NEOFORMACION OSEA

BIOMATERIAL
DE RELLENO
X(%) DE *n **D
XENOINJERTO + XENOINJERTO +
e 60.17 10.23 PRE 0.12
XENOINJERTO + 0.12
XENOINJERTO + 80.58 12.63 MC 0.03
PRF
CONTROL 0.02
CONTROL 56.06 12.89 XENOIRIERTO * 0.02
X= Promedio

DE= Desviacién Estandar

*p = Prueba de Tukey

**p= Prueba de ANOVA
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TIEMPO DE EVALUACION: CINCO SEMANAS

100,00
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DENSIDAD DE LA NEOFORMACION OSEA
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XENOIERTO + 1C XENOINERTO + PRF CONTROL
BIOMATERIAL DE RELLENO

GRAFICO 2. DENSIDAD DE LA NEOFORMACION OSEA EN LOS

DEFECTOS OSEOS DEL GRUPO EXPERIMENTAL
CON XENOINJERTO CUBIERTOS CON MEMBRANA
DE FIBRINA RICAEN PLAQUETAS Y MEMBRANA DE
COLAGENO, Y EL GRUPO CONTROL A LA QUINTA

SEMANA

59



TABLA N°6: DENSIDAD DE LA NEOFORMACION OSEA EN LOS

DEFECTOS OSEOS DEL GRUPO EXPERIMENTAL CON

XENOINJERTO CUBIERTOS CON MEMBRANA DE FIBRINA RICA
EN PLAQUETAS Y MEMBRANA DE COLAGENO, Y EL GRUPO

CONTROL A LATERCERA'Y QUINTA SEMANA.

DENSIDAD DE NEORFORMACION OSEA

BIOMATERIAL TIEMPO DE
DE RELLENO EVALUACION
X(%) DE *p
XENOINJERTO TRES SEMANAS 57.08 4.58 066
+MC CINCO SEMANAS 60.17 10.23 ’
XENOINJERTO TRES SEMANAS 55.68 12.46
0.05
+ PRF CINCO SEMANAS 80.58 12.63
TRES SEMANAS 46.84 9.55
CONTROL 0.16
CINCO SEMANAS 56.06 12.89
X= promedio

DE= Desviacion Estandar
*p=Prueba T de Student
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VIII. DISCUSION

El hueso es un tejido capaz de regenerarse y remodelarse de manera
espontanea, sin embargo, muchas veces nos encontramos con defectos que
debido a sus dimensiones y condiciones no pueden regenerarse por si solos y
ellos son los defectos criticos; que limitan al paciente no sélo funcional sino
estéticamente convirtiéndose en un gran problema terapéutico. Ante este
problema, encontramos en el mercado innumerables biomateriales que
permiten estimular la regeneracion dsea, pero es claro y necesario encontrar
aquel biomaterial idéneo en términos de respuestas bioldgicas,

biocompatibilidad, costo y éxitos clinicos.*

La membrana de fibrina rica en plaquetas (PRF) del Protocolo de Choukroun
es un biomaterial que en los Ultimos afios se viene utilizando con gran fuerza
en diversas areas de Cirugia Reconstructiva, siendo su uso no ajeno en
odontologia, ya que esta membrana contiene una gran cantidad de plaquetas,
leucocitos, citoquinas y factores de crecimiento que la convierten en una
matriz de fibrina autéloga de consistencia adecuada para ser utilizada como
una excelente membrana en el proceso de regeneracion Osea guiada,?
permitiendo estabilizar cualquier sustituto 6seo y proteger el sitio quirargico
en general. El potencial de esta membrana de PRF como barrera en el proceso
de regeneracién 6sea guiada viene estudiandose con el objetivo de utilizarla
debido a las diversas propiedades que posee y que permitan indicarla como

el biomaterial idoneo para la neoformacion dsea.
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Con este objetivo, en la presente investigacion se comparo la densidad de la
neoformacion dsea en defectos tratados con Xxenoinjerto cubiertos con
membrana de fibrina rica en plaquetas y membrana de Colageno (Gold
Estandar) a fin de evaluar la formacion de nuevo hueso en los defectos 6seos
creados en calota de conejos y se evaluo el efecto de esta membrana de PRF,
a través del analisis de la densidad dsea de los defectos creados; para ello se
obtuvieron un total de 28 muestras (7 tratados con xenoinjerto cubierto con
membrana de fibrina rica en plaquetas, 7 de su respectivo control; 7 tratados
con xenoinjerto cubiertos con membrana de colageno y 7 de su respectivo

control) las cuales fueron analizadas por Histomorfometria dsea.

La densidad de la neoformacion 6sea en los defectos tratados con xenoinjerto
y membrana de PRF a las tres semanas de observacion fue mayor que los
defectos controles pero menor que la neoformacion de los defectos 6seos con
xenoinjerto y membrana de colageno (MC), sin diferencia significativa entre
los grupos. Sin embargo, a la cinco semanas de observacién, los defectos
tratados con xenoinjerto y membrana de PRF fue significativamente mayor
que los defectos controles y que los tratados con xenoinjerto y MC. Estos
resultados coinciden con lo estudiado por Meza et al.*® que evaluaron
histomorfométricamente defectos déseos en fémur de conejos que fueron
tratados con membrana de colageno y membrana de fibrina rica en plaquetas
en un periodo de tres y cinco semanas, encontrando a las tres semanas similar
neoformacion dsea en los defectos de ambos grupos experimentales, pero a

las cinco semanas, la neoformacion ésea obtenida con la membrana de PRF
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fue mayor que el grupo control y menor que la MC. La presente investigacion
y el estudio de Meza et al.*8, siguieron el mismo protocolo de obtencion de la
membrana de PRF descrita por Choukroun®’#® para evaluar el potencial de
esta membrana en el proceso de neoformacion dsea, asi como los mismos
tiempos para la evaluacion Histomorfométrica donde se evalud la densidad
de neoformacion 6sea utilizandose la técnica del conteo diferencial de puntos
a la tres y cinco semanas. Cabe resaltar que mientras la regeneracion 6sea en
humanos se da en un periodo aproximado de 2 a 8 meses®’, en un modelo
animal es mucho mas rapido y esto coincide mucho con estudios como el de
Bodde et al.>® que recomiendan un periodo de observacion de menos de 12
semanas para evaluar neoformacion 6sea en modelos animales con defectos
de tamafo critico, especificandose que en un periodo de 2 a 5 semanas
permitira evaluar las primeras fases de regeneracion 6sea y en un periodo de

mas de 8 semanas, evaluar la reabsorcion de los biomateriales,>® 5% €0

El modelo animal experimental utilizado en la presente investigacion fueron
conejos de la Raza Nueva Zelanda debido a su tamafio, facilidad para obtener
la sangre necesaria y convertirla en membrana de PRF sin poner en peligro al
animal; ademas, por ser el modelo animal mas apropiado y seleccionado para
estudios de regeneracion 6sea.> 4% Asi también, se seleccionaron conejos
machos, debido a que el género tiene gran influencia en las caracteristicas
6seas tales como geometria y tamafio® %! | ademas la porosidad varia entre
machos y hembras,®? lo cual puede afectar el proceso de regeneracion dsea;

de 4 a 6 meses de edad por el grado de madurez 0sea obtenida, para extrapolar
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resultados a humanos que no comprometan los tejidos cercanos a la
neoformacion dsea y permitan obtener resultados confiables® y de 2.5 a 3
kilogramos (kg), debido a que el sobrepeso puede relacionarse con factores
metabolicos que influyen en el metabolismo dseo y en procesos de
regeneracion.®® La zona a intervenir fue el hueso parietal de la calota de los
conejos por considerarse la primera opcion por su origen intramembranoso
similar a la region mandibular en los humanos,®* la accesibilidad a la zona y
por el tamafo adecuado para crear defectos de tamafio critico. Defectos de
diferentes dimensiones ya han sido usados en estudios previos desarrollados
en calota de conejos. Pero, en este estudio con el fin de crear defectos 6seos
de tamafio critico, defectos que no se autoregeneran totalmente, se crearon
defectos Gseos bilaterales circulares de 10 milimetros (mm) de diametro que
coinciden con muchos estudios que consideran que un defecto de tamarfio
critico en calota de conejos esta en un rango de 10 a 15 milimetros (mm) de

diametro.3" 66

Asi mismo, en el presente estudio se compard la neoformacién dsea de la
membrana de PRF con biomateriales que son considerados Standar, en el caso
de la membrana se utiliz6 membrana de coladgeno (Geistlich BioGide®,
Suiza), por contar con un respaldo cientifico de muchos afios®® y al ser
considerada una membrana adecuada para ser colocada sobre el area
quirdrgica y servir como barrera protectora que impida que el tejido blando
crezca rapidamente e invada el espacio que debe ser ocupado por el

crecimiento lento del nuevo hueso®’. En el caso del sustituto éseo se utilizo,
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el xenoinjerto (GeistlichBio Oss®, Suiza) considerado un Gold Standar en
cirugia reconstructiva, como alternativa a usar un autoinjerto; sin embargo,
su principal limitacion es que solamente es osteoconductivo y su asociacion
con la membrana de PRF le agregara propiedades osteoinductivas a través de
las cuales hay una liberacion lenta y gradual de factores de crecimiento, que
proporcionan condiciones ideales para la regeneracion 6sea.**% Por ello,
diversos estudios han determinado que el xenoinjerto (Geistlich Bio Oss®,
Suiza) es un buen ejemplo de andamio para regeneracion 6sea, lo que resulta
ser una alternativa bastante interesante por el hecho de trabajar en conjunto
la membrana de PRF y el xenoinjerto (Geistlich Bio Oss®, Suiza)
permitiendo agregar a las propiedades osteoconductivas del xenoinjerto, las
citoquinas, y factores de crecimiento proporcionados por la membrana de
PRF para inducir la proliferacion y diferenciacién celualar promoviendo la

regeneracion osea.**

La literatura cientifica viene respaldando la utilizacion de la membrana de
fibrina rica en plaguetas mezclado con biomateriales de relleno en sus
diferentes presentaciones debido a que esto mejorara enormemente los
procesos de regeneracion y neoformacion 6sea en los defectos,?* 32 aunque
en la presente investigacion no se utiliz6 tal técnica de mezcla de
biomateriales, se obtuvieron resultados favorables cuando se utilizaron de
manera conjunta ambos biomateriales (membrana de PRF cubriendo el
xenoinjerto) lo cual podria explicar los resultados obtenidos basados en la

excelentes propiedades de la membrana de PRF para estimular la
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regeneracion 0sea, lo cual nos abre una nueva ventana a la investigacion
cientifica de futuros estudios. Por ello, es notorio observar muy poca
evidencia cientifica* utilizando s6lo membrana de PRF en defectos dseos,
pero una mayor evidencia de los beneficios de mezclar la membrana de PRF
con otros biomateriales de relleno potenciando asi el proceso de
neoformacion osea. Asi mismo, tenemos estudios donde se resalta el efecto
positivo en la neoformacién dsea resultado de la combinacién de membrana
de PRF y diversos sustitutos 6seos. Lee et al.®® han demostrado que éxitos
clinicos son mejores usando autoinjerto con membrana de PRF que usando
autoinjerto sélo. En otro estudio, autores investigaron el efecto de la
membrana de PRF asociado o no con el xenoinjerto (Geistlich Bio Oss®,
Suiza) en defectos de calota de ratas, de tamafio critico de 5 milimetro de
diametro, en 48 ratas; ellos concluyeron que la membrana de PRF tiene un
efecto positivo en la regeneracion dsea solo cuando estid asociada con
xenoinjerto (Geistlich Bio Oss®, Suiza)*. Asi mismo, Kokdere et al.”®
evaluaron la eficacia de la membrana de PRF asociada a injerto autdégeno en
defectos de tibia de conejos en diferentes intervalos de tiempo, encontrando
mediante analisis histomorfométrico, una mayor neoformacién Osea
significativa en aquellos defectos tratados con membrana de PRF e injerto
autogeno con respecto a los defectos controles mostrando asi el efecto

positivo de la membrana de PRF en la Regeneracién Gsea.

Como hemos observado, diversos autores han reportado que el uso de la

membrana de PRF, sola, tiene una accion periodontal’™ y en regeneracion
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Osea tiene excelentes resultados cuando estd asociada con otros sustitutos
6seos como xenoinjertos (Geistlich Bio Oss®, Suiza) o autoinjertos,®” 4+ 7
similares resultados se encontraron a las cinco semanas donde la
neoformacion Osea en aquellos defectos tratados con membrana de fibrina
rica en plaquetas fue mayor que los defectos controles y los defectos con
xenoinjerto cubierto con membrana de colageno, lo cual indica que a la cinco
semanas en los conejos se puede observar procesos de remodelacion dsea
equivalente en humanos de 2 a 6 meses con niveles altos de neoformacion
Osea explicados en la liberacion gradual de citoquinas y factores de
crecimiento lo que mantiene el espacio adecuado y la vascularizacion para
gue en conjunto con las propiedades del sustituto éseo se lleve a cabo la
neoformacion Osea. Estos resultados son similares a lo encontrado por Yoon
et al.>® que evaluaron histomorfométricamente la influencia de la membrana
de fibrina rica en plaquetas en la angiogénesis y osteogénesis en regeneracion
6sea usando xenoinjerto en defectos de calota de conejos. En este caso,
encontraron que los defectos tratados con membrana de Fibrina Rica en
Plaquetas aumentaron significativamente la vascularizacion lo cual resulto

ser adecuado para el soporte del sustituto 6seo en regeneracion dsea.

Es claro observar, que las ventajas que posee la membrana de PRF en cuanto
a neoformacion dsea se debe en gran medida al gran concentrado de factores
de crecimiento como PDFG. TGF-b, VEGF y proteinas morfogenéticas?® 2
los que juegan un rol importante en la hemostasia, angiogénesis, proliferacion

osteoblastica y diferenciacion de las células.” Por ello, el uso de la membrana
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de fibrina rica en plaquetas cubriendo los sustitutos 6seos ofrece cuatro
ventajas importantes. La primera, la membrana de fibrina rica en plaquetas
juega un rol mecanico importante porque mantiene al sustituto 6seo. La
segunda, la matriz de fibrina facilita la regeneracion con migracion celular y
la vascularizacion, permitiendo mantener juntas las particulas del sustituto
0seo y proporcionar areas adecuadas para la formacion de nuevo hueso
especialmente durante etapas temprana de regeneracion Osea. La tercera, la
liberacion de citoquinas y factores de crecimiento son liberados gradualmente
mientras la matriz de fibrina es reabsorbida permitiendo crear un proceso
continuo de cicatrizacion. Finalmente, la presencia de leucocitos y citoquinas
en la matriz de fibrina juegan un rol importante en la auto regulacion de la

inflamacion e infeccion dentro de los sustitutos 6seos.”®

Pues, por diversos estudios se comprueba que la membrana de fibrina rica en
plaquetas mantiene las particulas juntas del sustituto 6éseo, el espacio
adecuado para evitar infiltracion de tejido permitiendo mayor estabilidad para

que se lleve a cabo de forma adecuada el proceso de la regeneracion 6sea.”

Basados en nuestros resultados, podemos demostrar que la membrana de PRF
permite reparar defectos 6seos y tener un efecto positivo en el proceso de
regeneracion ésea guiada cuando se usa como membrana cubriendo el
sustituto 6seo y de manera combinada con sustitutos éseos como el
xenoinjerto aportando propiedades osteoinductivas que potencian este

proceso de regeneracion, permitiendo obtener resultados en cuanto a
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neoformacion o6sea muy similares si utilizamos los biomateriales
considerados como Gold Standar obteniendo mayor neoformacion Osea
debido a la liberacion gradual de factores de crecimiento en aquellos defectos
donde no se colocd nada. Asi mismo, cabe sefialar que este biomaterial es de
bajo costo y que siguiendo un protocolo adecuado se puede obtener de manera
facil y sencilla de la propia sangre del paciente después de un proceso de
centrifugacion, convirtiéndose esta membrana de fibrina rica en plaquetas en
una alternativa a ser utilizada cuando el costo de otras membranas no son
accesibles para nuestros pacientes permitiendo lograr resultados tan iguales y
hasta superiores en cuanto a neoformacion dsea y acortar el periodo de tiempo

de la rehabilitacion en la zona del defecto 6seo.

A pesar del efecto psoitivo que presenta la membrana de PRF, lo cual ha sido
evidenciado cientificamente, es necesario mencionar que los resultados
obtenidos se deben a que las dimensiones y forma de los defectos creados en
esta investigacion ya han sido utilizados en diversos estudios como el de
Delgado- Ruiz et al®, Meza et al*?, Knapen et al*® y de Rios et al*, en los
cuales se siguié el protocolo establecido por la Guia de Osteologia para
Regeneracion Oral y Maxilofacial, dada para modelos preclinicos; para ser
realizado en animales de una escala filogenética menor como son los conejos
y evaluar diversos procedimientos regenerativos con biomateriales.

Por ello, es que los resultados encontrados demuestran que no hay diferencia
significativa entre los grupos experimentales y el control, y esto podria

deberse a que la forma circular de los defectos con cuatro paredes y con las
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dimensiones de 10mm de diametro por 1.2mm de profundidad, son lo
suficiente y potencialmente autoregenerables sin contar con presencia de
biomaterial alguno como se observo en el grupo control.

Ante ello, se sugiere establecer nuevos consensos que sirvan de guia y que
permitan desarrollar un adecuado modelo experimental en animales para

probar procesos de neoformacion dsea con diversos biomateriales.

La extrapolacién de resultados obtenidos en animales de experimentacion a
la especie humana siempre resulta discutible, especialmente cuando esta
comprobado que el proceso de regeneracion Gsea es mas rapido en estos
animales y se requiere mayor cantidad de estudios; sin embargo, el periodo
de observacion de las variables a las tres y cinco semanas fue determinado y
basado en lo que sostienen muchos autores que con este tiempo se puede
observar procesos tempranos de regeneracion 0sea y evaluar el potencial de

los biomateriales.

La importancia de esta investigacién no s6lo radica en los resultados
encontrados, sino en la metodologia utilizada, siendo netamente cuantitativa
con un gran valor cientifico, a través del uso de la técnica histomorfométrica
Osea, que nos ofrece resultados sencillos y precisos a tomar en cuenta cuando

deseamos mediciones con respecto a neoformacion oOsea.

Finalmente, se sugiere realizar mayor cantidad de estudios donde la obtencién

de la membrana de PRF siga un protocolo adecuado de manipulacion y
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centrifugacion; ya que, ahi radica su efectividad. En este sentido se sugiere
evaluar su efecto con otros biomateriales por periodos mas largos para que en
el futuro se pueda extrapolar resultados sin problemas con una técnica
minimamente invasivay con resultados clinicos bastante favorables en cuanto

a neoformacién osea ante defectos de tamao critico.
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IX.

CONCLUSIONES

1. La densidad de la neoformacién 6sea en los defectos tratados con

xenoinjerto cubierto con fibrina rica en plaquetas fue mayor que los

defectos controles a las tres semanas, sin significancia estadistica.

. La densidad de la neoformacién 6sea en los defectos tratados con

xenoinjerto cubierto con fibrina rica en plaquetas fue menor que los
defectos tratados con xenoinjerto cubiertos con membrana de colageno a

las tres semanas, sin significancia estadistica.

. La densidad de la neoformacién 6sea en los defectos tratados con

xenoinjerto cubierto con fibrina rica en plaquetas fue mayor

significativamente que los defectos controles a las cinco semanas.

. La densidad de la neoformacién ésea en los defectos tratados con

xenoinjerto cubierto con fibrina rica en plaquetas fue mayor que los
defectos tratados con xenoinjerto cubiertos con membrana de colageno a

las cinco semanas, sin significancia estadistica.
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X.

RECOMENDACIONES

Desarrollar un nuevo consenso que sirva de guia para futuras
investigaciones de las dimensiones adecuadas y forma que debe tener los
defectos 6seos para investigar de neoformacion con biomateriales.
Realizar mayores investigaciones utilizando esta membrana de Fibrina
Rica en Plaquetas cubriendo diferentes sustitutos 6seos y no utilizandola
con latécnica de mezcla de biomaterilaes, para poder comprobar el efecto
positivo que tiene esta membrana de PRF en el proceso de neoformacion
Osea.

Realizar nuevas investigaciones evaluando las excelentes propiedades de
esta membrana de PRF en el proceso de neoformacion 6sea mediante
técnicas cuantitativas donde no solo evaluemos densidad ésea, sino
longitud, volumen y reabsorcion de biomaterial.

Utilizar otras técnicas para evaluar neoformacion ésea como analisis

radiogréficos, densitometria o evaluacion tomografica.
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Anexo 1

COMPARACION DE DOS MEDIAS

(Se pretende comparar si las medias son diferentes)

Indique numero del tipo de test

Tipo de test (unilateral o bilateral) 2| BILATERAL
Nivel de confianza o seguridad (1) 95%
Poder estadistico 50%
Precision (d) 241

(Valor minimo de la diferencia que se desea detectar, datos cuantitativos)

Varianza () 561
(De la variable cuantitativa que tiene el grupo control o de referencia)

TAMANO MUESTRAL ) 7

e Los datos obtenidos de la prueba piloto se reemplazaron en esta férmula de
COMPARACION DE DOS MEDIAS y se obtuvo un tamafio muestral de 7 para

cada grupo experimental, tomandose un total de 14 conejos.



Anexo 2

MEMBRANA DE COLAGENO
( GEISTLICH BIOGIDE®, SUIZA
GOLD ESTANDAR-BARRERA

Membrana de  coldgeno  bicapa

biocompatible, estéril y reabsorbible

Geistlich
para la regeneracion Osea y tisular B|0G|de
gu|ada :ilcsorbablebilayermembrane

Aembra
viembrane 30 mm x 40 mm

COMPOSICION

e Membrana pura de coladgeno obtenida

mediante procesos de fabricacion
estandarizados y controlados.

e El colageno se extrae de ganado
porcino con certificado veterinario y es purificado meticulosamente para evitar

reacciones antigénicas.

PROPIEDADES
e Biocompatibilidad
e Consistencia adecuada para actuar como barrera bioldgica.

e Facil manipulacién clinica.
VENTAJAS
Actla como una excelente barrera bioldgica e impide el crecimiento de tejido fibroso

favoreciendo la regeneracion 6sea, comparado con la utilizacion de unicamente un

substituto 0seo.



Anexo 3

XENOINJERTO
( GEISTLICH BIO OSS®, sulzA)
GOLD ESTANDAR

Mineral de hueso natural para injertos

0seo0s.

Geistlich

Bio-Oss'

COMPOSICION

e Mineral de hueso natural de origen
bovino.

e Es una estructutra mineral
osteoconductora alatamente
purificada.

e La esterilizacion se realiza por

radiacion gamma. =, SAT

PROPIEDADES
e Estructura macropororsa y microporosa similar a la del hueso esponjoso humano.
e Biocompatibilidad.

e Excelente alternativa al hueso autégeno en defectos dseos.
VENTAJAS
Excelente sustituto 6seo con gran respaldo cientifico para ser utilizado como andamio

para procesos de regeneracion éseos en defectos de gran tamafio por sus notables

propiedades osteoconductivas.



Anexo 4: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

DEFINICION DEFINCION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL INDICADOR TIPO MEDICION VALORES
Membrana de
Colageno
(Biogide) méas
Biomateriales . xenoinjerto
utilizados para el )_(er'10|njer_to con Caracteristicas del
BIOMATERIAL distintos tipos de ; . I . Membrana de
proceso de biomaterial Cualitativa Nominal o .
DE RELLENO o membrana de Fibrina Rica en
regeneracion ésea o
quiada recubrimiento. Plaquetas (PRF)

mas xenoinjerto
(Bio Oss)

Control




DEFINICION

DEFINICION

ESCALA

VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL INDICADOR TIPO DE ) VALORES
MEDICION
< NUmero de
DENSIDAD DE e, Area trabecular total cruces que
Tejido 6seo que corresponde al .
LA .. | neoformado en el tejido 6seo Inciden dentro Cuantitativa De razon Porcentual
NEOFORMACIO . J de las trabéculas (0-100%)
- defecto éseo. neoformado en el ,
N OSEA dseas expresadas

defecto 6seo.

en porcentaje.




DEFINICION DEFINICION ESCALA DE .
COVARIABLE CONCEPTUAL | OPERACIONAL INDICADOR TIPO MEDICION CATEGORIAS
. Cantidad de
Periodo
. . semanas entre la
Periodo comprendido entre la
comprendido fecha de colocacién fECha de . . Tercera semana
TIEMPO colocacion del Cualitativa Ordinal

entre el inicio y
final de un evento

del biomaterial y las
fechas de evaluacion
programadas

biomaterial y las
fechas de
evaluacion

Quinta semana




ANEXO 8

INTERVENCION QUIRURGICA

Fig. 1. Adquisiscion de conejos

Fig. 5. Razurado de zona quirurgica Fig. 6. Antisepsia



Fig. 7. Incision

Fig. 9. Trefinas (Neodent®) Fig. 10. Creacion de defectos 6seos

Fig. 11. Profundidad de 1.5mm Fig. 12. Dos defectos 6seos creados



Fig. 13. Defecto experimental Fig. 14. Extraccion de sangre
Xenoinjerto + MC (vena safena)

Fig. 15. Centrifugado de sangre Fig. 16. Extraccion de Fibrina

Fig. 17. Defecto experimental Fig. 18. Sutura
Xenoinjerto + PRF



Fig. 20. Sacrificio

Fig. 22 . Especimen Gsea

-

Fig. 23. Especimen 6seo en formol Fig. 24. Laminas histologicas
al 10% obtenidas



Anexo 9

PUNTOS DE REFERENCIA EN LA CALOTA DEL CONEJO

~

SUTURA

INTERFRONTAL

. HUESO FRONTAL

. SUTURA
FRONTOPARIETAL

. SUTURA

INTERPARIETAL

. HUESO PARIETAL

/




Anexo 10

REGISTROS DE MUESTRAS PARA ANALISIS HISTOMORFOMETRICO

BIOMATERIAL QUE CcODIGO (4 FECHA DE
SE coLOCO NUMEROS AL AZAR) SACRIFICIO
MR 4209 03

MA 3902 05




Anexo 11

Fig. 1. Grupo Control Fig. 2. Grupo Fibrina Rica en

Coloraciéon HE. 10X Plaquetas
Coloracion HE. 10X

Fig. 2. Grupo Membrana de
colageno
Coloracion HE. 10X



Anexo 12

DATOS DEL ESTUDIO HISTOMORFOMETRICO
(TECNICA DE HISTOMORFOMETRIA OSEA)

BIOMATERIAL CODIGO (4 FECHADE CONTEO DENSIDAD DE LA

QUE SE NUMEROS SACRIFICIO DE NEOFORMACION
coLoco AL AZAR) PUNTOS OSEA
MT 3985 03 2896 87%

CONTEO DIFERENCIAL DE PUNTOS
(DENSIDAD OSEA %)

DEFECTO OSEO CON XENOINJERTO 10000 —) 100%
CUBIERTO CON MEMBRANA ........... A —) X%

X=DENSIDAD DE HUESO NEOFORMADO(%)

DEFECTO CONTROL 10000  — 100%

A ‘ X%

X= DENSIDAD DE HUESO NEOFORMADO(%)




