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Resumen

El aumento 6seo es un tema de intensa investigacion en la medicina regenerativa 6sea y constituye una
situacion clinica en la cual se utilizan injertos de hueso autégeno o materiales sintéticos para apoyar la
formacién de nuevo hueso. Metodologia: basandonos en un defecto no critico, se colocaron membra-
nas de Cr-Co en seis conejos adultos Leandro de Borgofa, que fueron divididos en dos grupos: sangre
entera y PRP. Se realizaron tres controles densitométricos durante la experiencia. Los animales fueron
sacrificados a los 30, 45, 60 y 110 dias. Se observé el aumento de tejido 6seo interna y externamente.
Las muestras para el estudio histoldgico fueron tomadas del centro del aumento. Resultados: se obser-
VO la existencia de aumento 6seo, tanto en la superficie exterior como en el interior de la membrana.
El PRP y la sangre entera estimularon el aumento 6seo en el sitio de aplicacion y al final de la expe-
riencia no se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos. Sin embargo, a partir de
los 60 dias, las extremidades con PRP presentaron una mayor angiogénesis, la cual podria indicar una
mayor proliferacion y actividad celular. Conclusion: podemos determinar que el PRP parece ser capaz
de activar el proceso de regeneracion 6sea en condiciones optimizadas, mediante la estimulacién de
la proliferacion de osteoblastos a la sexta semana, donde existe una diferencia significativa en la acti-
vidad celular. La membrana podria estimular el aumento 6seo en el sitio de colocacioén y en las zonas
circundantes.

Palabras clave: obturadores Cr-Co, microtornillos, aumento éseo, PRP, atrofia maxilar

Bone augmentation in rabbit tibia using microfixed Cobalt-Chromium membranes with whole
blood and platelet-rich plasma

Abstract

Background: Bone augmentation is a subject of intensive investigation in regenerative bone medicine
and constitutes a clinical situation in which autogenous bone grafts or synthetic materials are used
to help new bone formation. Method: Based on a non-critical defect, Co-Cr barrier membranes were
placed on six adult Fauve de Bourgogne rabbits, divided in two groups: whole blood, and PRP. Three
densitometric controls were performed during the experiment. The animals were sacrificed at 30, 45,
60 and 110 days. The presence of newly formed bone was observed. Samples to the histological study
were taken from the augmentation center. Results: External and internal bone tissue augmentation was
observed in almost all the cases. PRP and whole blood stimulated bone augmentation in the application
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site and at the end of the experience significant differences between both treatments were not observed.
At 60 days, extremities whit PRP presented a higher angiogenesis, which would indicate a higher prolif-
eration and cellular activity. Conclusion: We can determinate that PRP seems to be able to activate the
bone regeneration process in optimized conditions, by stimulation

Key words: Co-Cr membranes — Micro screw — Bone augmentation — PRP — maxillary atrophy.

Introduccion

La prevencion y el tratamiento de la deformacién del proceso alveolar, pretende preservar o reconstruir
la cresta y tejidos blandos de los huesos maxilares desdentados.

Se pueden utilizar técnicas quirargicas para prevenir el colapso del alveolo luego de la extraccion o
en el caso de que se haya perdido la anatomia de la cresta.

En una pérdida moderada, el aumento de los tejidos blandos es suficiente para planificar una reha-
bilitacién oral con el uso de implantes. Los implantes dentales tienen una excelente prognosis. Se han
reportado tasas de supervivencia de 82% a 99% luego de 10 afios de completado el tratamiento pros-
todoéntico (1,9). Aunque pueden variar en funcién de las indicaciones y los sitios, se observaron valores
similares en estudios prospectivos (42,8).

Cuando la pérdida es severa debemos plantear un enfoque diferente, en etapas, que nos permita
lograr un aumento del hueso, para asi luego llegar a la colocacién de los implantes o una terapia com-
binada al mismo tiempo: aumento éseo y de las mucosas e implantes.

El conocimiento individualizado de la anatomia de los maxilares, el grado de atrofia, la cantidad y
calidad del hueso disponible son los aspectos a tener en cuenta a la hora de disefiar una planificacion
exacta, que nos permita una correcta rehabilitacion oral del paciente.

En un meta-analisis, Esposito et al. (1998a, 1998b) (21,22), correlacionaron el nimero de implantes
colocados, con la tasa de implantes perdidos y observaron las causas de falla de éstos. Estudiaron
2812 implantes y encontraron que la calidad y cantidad 6sea era responsable del 7.7% de todas las
pérdidas.

El hueso comprometido puede causar fallas en el implante tanto tempranas como tardias (21). El
término pérdida temprana del implante refiere a los implantes perdidos debido a que el crecimiento del
hueso fall6é durante la curacién del sitio. Los factores relacionados a la pérdida temprana del implante
incluyen tanto la calidad del hueso comprometido como el trauma quirurgico.

La densidad y la arquitectura del hueso trabecular de los procesos alveolares son cruciales en la
estabilidad de un implante. Un porcentaje de fracasos es mas alto cuando los implantes se colocan en
zonas de densidad y estabilidad reducida (29).

La pérdida tardia del implante se refiere a la falla en el mismo después de la oseointegracion, causa-
da por la pérdida del contacto hueso-implante (BICs) luego del tratamiento prostodéntico.

Excesivos esfuerzos de compresion y tension introducidos en la interfase pueden causar una pérdida
Osea acelerada. La magnitud de estas fuerzas, asi como el volumen y la calidad del hueso hospedero
circundante, son la clave para la falla o la supervivencia de los implantes.

Las bases mandibulares y maxilares permanecen relativamente constantes después de la pérdida
dentaria, las dimensiones verticales y horizontales de los procesos alveolares sufren cambios impor-
tantes en ambos sexos, prevaleciendo mas en la mujer que en el hombre (51). Esta reabsorcion causa
marcados cambios en la forma del reborde alveolar y una pérdida importante del volumen éseo (52).

La mayor pérdida ocurre en el primer afo post-extraccion. Luego, la tasa media de pérdida vertical
Osea es de 0.4mm/afio en la mandibula. Esta tasa es cerca de cuatro veces mayor en el maxilar (23,
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47). En el maxilar anterior, la pérdida 6ésea es todavia mas dramatica, con 4 a 6 mm perdidos en la
dimension transversal dentro de los 6 meses (54). La reabsorcién y atrofia de los maxilares puede de-
berse a distintas causas que pueden ser producidas o influenciadas por diversos factores: extraccion
dentaria, enfermedad periodontal que se caracteriza por una inflamacién de los tejidos de soporte del
diente, y tiene como consecuencia en su version mas grave, la periodontitis, una reabsorcion del hueso
alveolar como asi la perdida de la insercion periodontal y dentaria. Respecto a las diferencias entre
sexo Yy edad, puede observarse una mayor reabsorcién ésea en la mujer, pudiendo estar asociado a la
parte hormonal, menopausia y osteoporosis (48).

En los pacientes desdentados, tanto la falta de uso de prétesis, como el uso de prétesis desadap-
tadas, producen una mayor reabsorcion 6sea que aquellos pacientes rehabilitados correctamente. La
colocacién de prétesis implanto soportadas reduce sensiblemente la resorcion del hueso (35).

En los pacientes parcialmente desdentados la pérdida 6sea de los espacios se debe a la cicatri-
zacion de los mismos luego de las extracciones. La menor densidad trabecular observada en estos
pacientes esta dada por la tension mecanica de los dientes naturales (32).

La reabsorcion 6sea que sigue a la perdida de la pieza dental ha sido estudiada extensivamente,
y se ha llegado a la conclusion que siempre ocurrira una cronica, progresiva e irreversible pérdida de
hueso en todos los pacientes. De acuerdo a los factores anteriormente mencionados se han observado
diferencias entre los individuos a cerca de la velocidad de la pérdida 6sea, atribuido a diversos factores
como la edad, sexo, anatomia facial, metabolismo, higiene oral, estado nutricional, parafunciones, es-
tado de salud, enfermedades sistémicas, medicamentos, y el tiempo que el paciente este edéntulo (35).

Estos eventos pueden ser prevenidos mediante técnicas que se pueden utilizar durante la instrumen-
tacion quirdrgica que permita mantener el hueso durante un mayor tiempo. Un enfoque quirtrgico a
tener en cuenta es el colgajo que se realiza antes de la extraccion, permitiendo prevenir el dafio 6seo,
manteniendo la cortical en caso de fractura subgingival del diente. Otro de los métodos es la coloca-
cion de una protesis post-extraccion provisional inmediata, que protegeria y simularia el soporte de los
tejidos blandos. El uso de un injerto de tejido conectivo permite preservar la cresta y aumentar el tejido
blando mucolingual y apicoronal. También se puede preservar la cresta 6sea luego de la extraccién por
medio de los injertos 6seos colocados en el espacio alveolar. Diferentes tipos de injertos son utilizados,
autégenos, xenoinjertos, sustitutos 6seos sintéticos, estos materiales se colocan en la cavidad alveolar
cubriendo con membranas reabsorbibles o no reabsorbibles y realizando la sutura de los tejidos blan-
dos.

Para reconstruir la anatomia de la cresta perdida, se realizan técnicas que permitan la recuperacion
de los tejidos mediante el aumento de los tejidos blandos, duros o una combinacion de ambos. La re-
construccion de la mucosa es Util cuando esta afectada la estética especialmente en el sector anterior.
La recuperacién del tejido 6seo se da especialmente en la situaciones donde la atrofia de la cresta
no permite la colocacion de los implantes. En caso de atrofias importantes sera necesario recuperar
el hueso en etapas (4). En una primera etapa, promover una cantidad adecuada de hueso en ancho
y altura que nos permitan luego dimensiones adecuadas para la colocacion de los implantes, en una
etapa posterior.

El tiempo necesario para lograr aumento éseo en los seres humanos esta en un rango de 8 a 10
meses. Para reducir este tiempo de espera tanto en la cirugia maxilofacial como la implantologia, se
han investigado nuevas técnicas que promueven o mejoran la curacion del hueso, estas involucran el
uso del PRP, ingenieria de tejidos, injertos, autoinjertos, sustitutos 6seos, factores de crecimiento, que
pueden ser utilizados en combinacién con membranas reabsorbibles o no reabsorbibles (10).

En un estudio anterior, realizado por nuestro Laboratorio (Decco et al., 2015) (18), se demostré que
las membranas de Cr-Co proporcionan un espacio adecuado para permitir el crecimiento éseo y que la
combinacion de estas con sangre entera como factor promotor del crecimiento revela los mejores re-
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sultados tanto en altura y volumen como calidad 6sea. Actualmente pretendemos comparar estos datos
obtenidos con aquellos que se conseguirdn mediante la utilizacién de PRP como factor acelerador del
crecimiento 6seo. Se promueve la aplicacion de este concentrado debido a que se han podido obser-
var los efectos positivos del uso de plasma rico en plaquetas (PRP) sobre los factores de crecimiento
involucrados en el desarrollo 6seo. Este se produce a partir de la sangre del propio paciente, logrando
una alta concentracion de plaquetas en comparacion con la sangre original. El conocimiento acerca de
factores de crecimiento existentes en el PRP y sus caracteristicas osteoinductivas, permite que el uso
de PRP sea un posible método exitoso para promover la curacién del hueso (27).

Materiales y Métodos

I. Materiales
Se utilizaron 6 conejos macho, raza Leandro de Borgofia adultos de 3+ 0.5 Kg de peso cada uno (de los
cuales 2 se utilizaron como animales de control), a los cuales se les aplicé anestesia general mediante
inyeccion intramuscular de Ketamina 50 (Holliday-Scott S.A, Industria Argentina), con una dosis de 5ml
aproximadamente y como anestesia local se emple6 Carticaina (Anescart®, LASIFARMA. Industria Ar-
gentina), con una dosis de 1,8ml; y Xilazina como miorelajante (de uso veterinario - Industria Argentina
-) al 2%, con una dosis de 1ml.
Los obturadores rigidos de Cr-Co de dimensién aproximadamente uniforme de 0.785x0.90x0.095 mm,
fueron fabricados en laboratorio particular. Para microfijarlos se utilizaron microtornillos de Vitalio estériles.
La sutura utilizada, de tipo atraumatica, fue realizada con hilo de sutura no reabsorbible 3/0 (2 metric)
crosstex silk braided.

Il. Procedimiento quirurgico

Las cirugias fueron llevadas a cabo los dias 12, 19 y 26 de abril, los animales fueron intervenidos
siguiendo los procedimientos expresados en la tabla 1. Se seccioné el borde mesial de la metéfisis
proximal, se rasurd la zona quirurgica y luego se lavd con Yodo Providone. Se cubrié el animal con ropa
de quiréfano estéril, con perforaciones para las patas traseras. La superficie 6sea se expuso mediante
una incision en la piel y diseccion subperiostal. Se le realizaron microperforaciones a 1200 rpm bajo
irrigacion salina continua. A cada tibia izquierda de los 4 animales de experimentacion, se le coloco el
preparado de PRP; mientras que a las tibias derechas se dej6é solamente la sangre proveniente de las
microperforaciones. A las extremidades, se les colocé una membrana rigida de Cr-Co fijadas con micro-
tornillos de Vitalio, con un disefio del obturador que permitié el sellado periférico.

Se registraron los distintos pasos quirdrgicos mediante fotografias.

TABLA 1. Procedimientos realizados a cada uno de los animales de experimentacion.

Conejo Fecha cirugia Dias Pata derecha Pata lzquierda
1 Control 12/04 110 Microperf. Membrana
2 Control 12/04 110 Microperf. + Membrana Microperf. + Membrana + PRP
3 19/04 103 Microperf. + Membrana Microperf. + Membrana + PRP
4 19/04 60 Microperf. + Membrana Microperf. + Membrana + PRP
5 26/04 46 Microperf. + Membrana Microperf. + Membrana + PRP
6 26/04 28 Microperf. + Membrana Microperf. + Membrana + PRP

*Microperf.= microperforaciones
*PRP= plasma rico en plaquetas
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lll. Preparacion del PRP

Para el ensayo del aumento 6seo mediante el uso de plasma rico en plaquetas, la sangre obtenida se
centrifugd en una centrifuga TYFON Il de Zelian durante 8 minutos temperatura ambiente para la se-
paracion de los componentes celulares. Luego, suponiendo que el plasma quedé dividido en 3 capas:
una inferior, compuesta por células rojas; una intermedia, compuesta por células blancas y una superior,
correspondiente al plasma.

Posteriormente, la capa de plasma se extrajo y se colocé en un tubo de ensayo estéril, que fue cen-
trifugado nuevamente bajo las mismas condiciones, para separar el plasma rico en plaquetas (PRP) del
plasma pobre en plaquetas (PPP). El PPP corresponde a la parte superior, mientras que el de interés
en este proyecto, el PRP, queda en la base del tubo. Este ultimo se colocé en tubo estéril y se procedio
a la formacion del coagulo de PRP mediante el uso de Cloruro Calcico 0.025 M, el cual fue insertado
sobre las microperforaciones.

IV. Estudios Macroscopico

Durante el periodo de cautiverio, los conejos fueron mantenidos en jaulas individuales durante los 28,
46, 60, 103 y 110 dias postoperatorios correspondientes segun el conejo (T: 18 a 22 °C; HR: 50 a 55%j;
luz natural), con provisién ad libitum de alimento balanceado para mantenimiento y agua. Durante la
primera semana luego de la cirugia se observé el estado clinico de los animales diariamente, y luego
de este periodo la frecuencia de observacion fue semanalmente. Los animales consumieron alimento
balanceado (de mantenimiento) para conejos.

V. Procesamiento de los tejidos

Uno de los animales se sacrificd a los 28 dias luego de la intervencion, otro a los 46 dias y los ultimos
dos a los 60 y 103 dias. Se seccioné la zona de la tibia donde se encontraba el obturador. En el conejo
testigo se secciond la zona equivalente.

VI. Estudios macroscépicos y morfométricos

Luego del sacrificio se retiraron los obturadores. Se observaron las muestras éseas macroscopicamen-
te mediante lupa estereoscépica. Se tomaron datos morfoldgicos y se realizé el estudio morfométrico
mediante el empleo de software Motic Images Plus 2.0 (Motic China Group Co., China).

VIl. Estudios densitométricos
Se realizaron placas radiograficas antes de la cirugia, al finalizar la misma, a mitad de la vida estipu-
lada de los animales (14, 21 y 53 dias) y después del sacrificio, empleando el sistema de radiografias
digitales Digora®. En todos los casos, el area seleccionada para la medicion fue el hueso circundante
al microtornillo y la membrana, con una seleccién homogénea de 10x10 pixeles, en 5 posiciones, a
diferentes distancias de estos elementos.

Para el analisis, se proceso dichos datos mediante el software estadistico SPSS®, mediante la prue-
ba de los signos y de chi cuadrado.

VIIl. Estudios histolégicos

Se procesaron con la técnica de tincién de hematoxilina y eosina. Se realizaron las observaciones me-
diante microscopia optica.
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IX. Examenes histomorfométricos

Luego del procedimiento realizado para la toma de las correspondientes muestras para el estudio his-
tolégico, se sometid a los ejemplares remanentes a cortes transversales en varios fragmentos segun
Mandarim de Lacerda (2003) (37) y posteriormente se retird todo el tejido blando.

Se realiz6 un desgaste mediante pulido con papel de lija de grano 1000 para rebajar la superficie y
permitir un mejor procesamiento.

Las biopsias se fijaron en solucion de formaldehido al 10% durante 48 horas, se descalcificaron en
solucién de acido nitrico al 7%.

Se adquirieron imagenes de cada pieza completa tomadas bajo las mismas condiciones y con un
referente (regla) para poder escalar al realizar el estudio con el software correspondiente. La prueba
de biometria consiste en realizar medidas de longitudes, areas y perimetros en puntos similares de la
muestra, magnitudes que seran comparadas entre ellas y/o con otras muestras.

Resultados

Estudio de las membranas

Las membranas empleadas en el estudio fueron fabricadas en un laboratorio particular. La superficie
interna de las mismas (Figura 1) fue sometida a un tratamiento de granallado para la obtencién de
rugosidades adicionales con la finalidad de proveer mayor superficie para favorecer la nucleacion de
células 6seas en el sitio. Luego, ambas superficies fueron sometidas a un tratamiento biacido mediante
sumersion en soluciones de HF, primero y HCI/H,SO, luego, para otorgar limpieza, pasivado y suaviza-
do de la superficie rugosa dada por el tratamiento inicial (Figura 2).

a) b)

FIGURA 1. Superficie interna de la membrana utilizada en la experiencia. Imagen obtenida mediante lupa
estereoscopica. A) 2X; b) 4X.
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FIGURA 2. Superficie externa de la membrana utilizada en la experiencia. Imagen obtenida mediante lupa
estereoscopica. A) 2X; b) 4X, con vestigios de tejido 6seo.

Estudio macroscoépico

Luego del sacrificio de cada uno de los animales de experimentacion, el aumento de hueso se observé

en casi todos los casos, incluso a veces por encima de la membrana Cr-Co, a excepcion de la tibia tra-

tada con PRP del primer conejo, sacrificado a los 28 dias, en el cual no se evidencié aumento alguno.
Se midieron alto, ancho y longitud del hueso recién formado, a partir de las imagenes macroscopicas

(Figura 3) con el fin de obtener la longitud vertical y el volumen de hueso para cada grupo (Tabla 1).

FIGURA 3. Imagenes macroscopicas de la zona 6sea aumentada en la tibia de conejo. (a) Vista
lateral utilizada para medir la altura de aumento 6seo. (b) Vista superior utilizada para medir la
anchura y la longitud del hueso formado.
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En la siguiente tabla se indican los volumenes 6seos obtenidos en cada tibia y el porcentaje del
mismo, respecto al volumen interno ofrecido por la membrana, para cada uno de los tratamientos rea-

lizados.

TABLA 2. Volumenes 6seos logrados y valores respecto al volumen de la membrana.

Sangre Entera

Dias Dimensiones de la Volumen interior Dimensiones del Volumen de
membrana [mm] aumento [mm] % (VH/
: de la membrana . hueso logrado *
(profundidad- (profundidad- VM*100)
(VM) [mm3] (VH) [mm?3]
longitud- ancho) longitud- ancho)
28 7,85x8x0,0 - 0,42x5,32x4,24 7,44 -
46 3,6x7,3x0,35 9,2 0,04x6,49x5,17 1,05 11,41
60 5,35*7,8*1,2 50,08 0,94x8,07x5,58 33,24 66,37
103 5,3x7,6x1,1 44,31 1,09x8,95x6,13 46,97 106,00
110 (Control 1) 5,25x7,6x1,2 47,88 1,15x8,48x5,49 53,54 111,82
110 (Control 2) - - - -
PRP
Dias Dimensiones de la Volumen interior Dimensiones del Volumen de
membrana [mm] aumento [mm] % (VH/
: de la membrana . hueso logrado "
(profundidad- (VM) [mm?] (profundidad- (VH) [mm] VM*100)
longitud- ancho) longitud- ancho)
28 5,85x10x1,75 102,37 0,0x5,89x3,97 - -
46 3,95x5,75x0,55 12,49 0,92x0,75x0,44 0,24 1,92
60 4,5x5,85x0,95 25,01 0,52x4,53x3,07 5,68 22,71
103 5,5x7,8x1,1 47,19 0,97x7,95x5,61 33,98 72,01
110 (Control 1) 5,35x7,55x1,15 46,45 1,02x7,8x5,7 45,35 97,63
110 (Control 2) 4,2x5,9x0,75 18,59 0,57x7,45x5,4 22,93 123,35

Luego de las observaciones macroscopicas post sacrificio y de la obtencion de las mediciones co-
rrespondientes que fueron volcadas en la Tabla 2, se realizaron graficos representativos de los resulta-
dos obtenidos en las dos situaciones estudiadas (Graficas 1, 2y 3).
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GRAFIcA 1. Aumento de hueso logrado en cada tratamiento.

GRAFICA 2. Volumen de hueso obtenido.

GRAFICA 3. Porcentaje del volumen 6seo logrado, respecto al volumen interno ofrecido por la membrana.
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Estudio Densitométrico
El control radiografico se llevé a cabo a través el sistema Digora®. A través del mismo también se eva-

lud la densidad 6sea de cada espécimen. A continuacion se puede observar la interfaz de trabajo del
sistema Digora® (Figura 4).

FIGURA 4. Interfaz del Sistema Digora®.

FIGURA 5. Puntos en que se realizaron las mediciones de densidad dsea en cada imagen radioldgica.

En todos los casos, el area seleccionada para la medicion fue el hueso circundante al microtornillo y
la membrana, con una seleccion homogénea de 10x10 pixeles. Se tomaron 5 posiciones, a diferentes
distancias de estos elementos (Figura 5).
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Para el analisis densitométrico se proceso dichos datos mediante el software estadistico SPSS®,
mediante la prueba de los signos y de chi cuadrado.

El objetivo en esta instancia, consistié en cuantificar la diferencia de densidad entre las muestras con
PRP y sin éste, en distintos tiempos (Grafica 4), para lo cual se empled como variable dependiente la
densidad y como variable independiente el tipo de tratamiento (con y sin PRP). Se evaluaron las dife-
rencias entre las densidades a un mismo tiempo, al principio (luego de la cirugia) y al final del estudio,
para cada tratamiento (Grafica 5).

GRAFICcA 4. Densidad promedio para cada grupo a lo largo del estudio (Cirugia, controles y sacrificio).

GRAFIcA 5. Densidad del hueso con y sin PRP en el area circundante a ambos extremos de la membrana.
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TABLA 3. Pruebas estadisticas a distintos tiempos durante la experiencia, y al inicio y final de la misma.

Pruebas Estadisticas® - Exact Sig. (2-tailed)

DensidadSinPRP0-DensidadPRPO 0,4242
DensidadSinPRP14-DensidadPRP14 0,0212
DensidadSinPRP21-DensidadPRP21 0,109°
DensidadSinPRP28-DensidadPRP28 0,3442
DensidadSinPRP46-DensidadPRP46 0,063°
DensidadSinPRP53-DensidadPRP53 1,0002
DensidadSinPRP103-DensidadPRP103 0,063
DensidadSinPRP110-DensidadPRP110 0,063
DensidadPRP110-DensidadPRP0O 1,0002
DensidadPRP110-DensidadPRPO 0,3752

a. Distribucion binomial utilizada.
b. Prueba de los signos.

TABLA 4. Pruebas estadisticas correspondientes a la densidad antes y después de la colocacion del obturador,
para ambos tratamientos.

Pruebas Estadisticas® - Exact Sig. (2-tailed)
DensidadPRP0-DensidadlzgAC 0,0002

DensidadSinPRP0-DensidadlzgAC” 0,0002

a. Distribucién binomial utilizada.

b. Prueba de los signos.
*DensidadlzqAC: densidad pata izquierda antes de la cirugia.

Se utilizé la prueba “Chi-cuadrado” para determinar si existié relacion entre el tratamiento empleado

(PRP y sangre sola) y el tipo de callo éseo formado (hueso compacto, o compacto y laminar) en cada
caso (Tabla 5).

TABLA 5. Pruebas estadisticas correspondientes a la densidad con sangre sola y PRP, y el tipo de callo 6seo.

Valor df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)

Chi-Cuadrado

de Pearson 0,400° 1 0,527

a. 4 células (100,0%). El minimo recuento esperado es 2,50.

Al analizar el perfil de densidades sobre las radiografias del aumento en sentido vertical se pudo
observar un perfil que indica mayor densidad en los extremos del aumento cercanos a la membra-
na, disminuyendo hacia el interior. Lo mismo sucede en sentido horizontal, los valores de densidad
disminuyen a medida que nos alejamos de la superficie del hueso. Las zonas de densidad mas baja
indicarian la formacién de hueso reciente, lo que concordaria con una tendencia a la formacion ésea
centripeta, desde los extremos hacia el centro (Figura 6).
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FiGURA 6. Perfil de densidades encotrado en las dimensiones vertical y horizontal del aumento 6seo.

Estudio Histologico

Alos 28 dias de la intervencion, luego del sacrificio del primer animal, se detecté actividad celular alta
en la extremidad con sangre sola, observandose hueso compacto y laminar, con 200 células osteo-
blasticas en promedio (Figura 7-a). En la muestra de la extremidad con PRP, se observé solo hueso
compacto con un recuento de 25 osteoblastos promedio (Figura 7-b).

FIGURA 7. Histologia a los 28 dias de un sitio tratado con: a) sangre sola b) PRP. (Aumento original 40X;
hematoxilina y eosina).
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A los 46, 60 y 103 dias, se detectdé mayor actividad celular en la extremidad tratada con PRP, con
conteos de 480, 440 y 95 osteoblastos, respectivamente; en comparacioén a la tratada con sangre sola,
en la que se encontraron 109, 224 y 10 osteoblastos promedio (Figura 8).

FIGURA 8. Histologia a los 46, 60 y 110 dias respectivamente de sitios tratados con: a),
c) y e) sangre sola; b), d) y f) PRP. (Aumento original 40X; hematoxilina y eosina).

Debemos resaltar que a los 60 dias, en la extremidad tratada con PRP, se produce un aumento en el
numero de osteoblastos y a partir de esa etapa, se vuelve evidente la proliferacién de vasos e irrigacion
sanguinea en el sitio del aumento (Figura 9). Sin embargo, en la extremidad opuesta no se observa
esta angiogénesis.
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FIGURA 9. Muestra macroscoépica de los aumentos a partir de los 60 dias postoperatorios.

En cuanto el conejo de control, en la pata en la que se realizaron unicamente microperforaciones se
encontrd una baja actividad celular (12 osteoblastos promedio), con hueso completamente compacto
(Figura 10-a). En la tibia opuesta, en la que se colocé solamente un obturador de Cr-Co, se encontrd
una alta actividad celular, con un conteo de 536 osteoblastos promedio y la presencia de hueso com-
pacto y laminar (Figura 10-b).

a) b)

FicuRA 10. Histologia del animal testigo a los 110 dias, en sitios tratados con: a) microperforaciones; b)
Membrana de Cr-Co sin microperforaciones. (Aumento original 40X; hematoxilina y eosina).

Para el recuento de osteoblastos se utiliz6 un aumento de 40X, se localizaron 10 campos en cada

muestra. Se realizo en conteo dentro del area. En la grafica 6 se muestra el numero de osteoblastos
promedio relevado para cada tratamiento a lo largo de la experiencia.
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GRAFICA 6. Histologia del animal testigo a los 110 dias, en sitios tratados con: a) microperforaciones; b)
Membrana de Cr-Co sin microperforaciones. (Aumento original 40X; hematoxilina y eosina).

Estudio histomorfométrico

Al finalizar la toma de muestras para el estudio histologico, las tibias fueron transversalmente secciona-
das en ocho fragmentos cubriendo la zona donde se colocé el obturador y sus alrededores, se retir6 el
tejido blando (médula) y se lavaron.

Debido a que no se contd con el tiempo suficiente para analizar todos los ejemplares, se estudio solo
la extremidad derecha del conejo sacrificado a los 60 dias, y se comparé los resultados con los obteni-
dos para la misma extremidad del animal de control 1.

Se realizaron pruebas biométricas y un analisis macroscopico a cada pieza de hueso. Se adquirieron
imagenes con una camara digital (Figura 11) y con la ayuda del programa Motic Images Plus 2.0 ML
se calcularon area y perimetro de hueso cortical y del espacio medular (Figura 12). Con la ayuda del
software libre de la serie TPS, se realizé el estudio de forma de las secciones de la muestra (Adams,
2003) (1). La digitalizacion y ubicacion de landmark (Figura 13) se realiz6é con el programa TPS Dig
donde se ingresaron una a una las imagenes de las muestras por espécimen. Se escald y luego se
ubicaron cuarenta y cuatro landmark describiendo los contornos. El estudio de las deformaciones se
realizé en el programa Thin — Plate Spline y se obtuvo la imagen promedio con el software TPS Relw.
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FIGURA 11. Muestra de hueso para histomorfometria.

FIGURA 12. Determinacion de area y perimetro del hueso.
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FIGURA 13. Ubicacion de landmarks.

La medicion de las areas del espacio medular y del tejido cortical permite reconocer un comporta-
miento creciente. Con la ubicacién de los landmark y la superposicion de estos se obtuvo una figura
promedio que permitio la comparacion y el calculo de desviaciones en cada muestra.

GRAFICA 7. Area de la seccion medular.
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GRAFICA 8. Area de la seccion cortical.

Discusiones

El uso del Plasma Rico en Plaquetas (PRP) en aquellos casos donde es necesario lograr regeneracion
0 aumento de volumen 6seo, se debe a su alta concentraciéon de plaquetas, y consecuente liberacion
de factores de crecimiento (FC). En contraste con otros agentes osteoinductivos como las proteinas
morfogenéticas 6seas 2 y 7 (PMO-2 y PMO-7), el PRP de origen autélogo no causa ningun riesgo
de alergias ni reacciones injerto vs. huésped (5). Entre los factores de crecimiento contenidos en el
PRP encontramos PDGF (FC Derivado de Plaquetas), TGFB (FC Transformante Beta), VEGF (FC
Vasculo-Endotelial), EGF (FC Endotelial), IGF-1 (FC Insulinico 1) y PF-4 (FC Plaquetario 4) (7, 31).
Experimentos in vitro han demostrado que cada uno de estos factores tiene diferentes efectos en la
formacioén del hueso (24). Las actividades especificas mas importantes del PDGF, factor que se en-
cuentra en altas concentraciones en las plaquetas, incluyen mitogénesis, angiogénesis y activacion de
macréfagos, mientras que no soélo es responsable por el proceso de curacién, sino que ademas sirve
como una fuente secundaria para continuar la reparacion y la regeneracion 6sea. EI TGF es producido
en las plaquetas y en los macréofagos (30), actia como un factor de crecimiento autécrino y paracrino
(activando células adyacentes, especialmente fibroblastos, células de la médula 6sea y preosteoblas-
tos, los cuales pueden producir su propio TGF(); esta es la razon por la cual el TGF representa un
mecanismo para sostener la curacién y la regeneracion ésea a largo plazo, e inclusive evolucionar a un
factor de remodelacion ésea a lo largo del tiempo (38). Las funciones mas importantes del TGFf3 pare-
cen ser la quimiotaxis y la mitogénesis de osteoblastos, ademas inhibe la formacion de osteoclastos y la
resorcion 6sea (55). En un estudio in vitro sobre osteoblastos (Células tipo “Sa0S-2”), Lavinia Casati et
al (2014) (11), mostraron que el PRP tiene efectos sobre los mecanismos responsables del movimiento
celular incrementando la quimiocinética y la quimiotaxis; ademas produce un aumento transitorio en la
expresion del receptor del PDGF, que es el factor responsable de disparar estos mecanismos.

El enriquecimiento con PRP puede influir en la etapa temprana de la curaciéon ésea. Dado que las
plaguetas tienen una esperanza de vida aproximada de 5 a 7 dias, dicha influencia ira disminuyendo
gradualmente (57, 3) en las etapas siguientes. La accion de las plaquetas en el contexto de la curacion
Osea trabaja mediante dos mecanismos: durante la fase temprana, a través de la liberacion de factores
de crecimiento y citoquinas; y tardiamente, mediante la quimiotaxis y la activacion de macrofagos (36).

A pesar de que la liberacion de proteinas puede durar 1 hora, la vida media de un FC es de pocos
minutos. Luego que el PRP es colocado en el defecto, se formaria una cavidad baja en oxigeno la
cual contiene suficientes plaquetas, cariocitos, leucocitos, y fibras colagenas adyacentes a las células
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Oseas, osteoblastos y células estromales mesenquimales. La diferencia de oxigeno entre ésta cavidad
y el tejido circundante puede promover la concentracion de macrofagos en el sitio (57, 3).

Malhotra et al (2013) (36) reportaron una disminucién en la liberacion de TGF-f3, para lo cual sugi-
rieron un posible decremento de la funcién de las plaquetas cuando se utilizan altas fuerzas de centri-
fugado. Una pobre liberacién de factores de crecimiento se atribuye, generalmente, a una activacion
prematura y dafio en las plaquetas durante el procesado de técnicas agresivas, que con el objetivo de
conseguir altas concentraciones, pueden resultar en un PRP de inferior calidad. En un estudio in vitro
llevado a cabo por Choi et al. (15) se hallé que altas concentraciones de PRP podrian suprimir la viabi-
lidad y proliferacion de las células del hueso alveolar.

Miloro et al. (2010) (40) concluyeron que el PRP parecia no proveer estadisticamente ningin benefi-
cio significativo, tanto cuando se aplicaba junto con rellenos dseos como cuando se aplicaba solo. Sin
embargo, mas recientemente, Daif et al. (2013) (16) estudiaron el efecto del PRP en la regeneracién de
hueso en fracturas mandibulares, concluyendo que la aplicacion directa de PRP sobre las lineas de la
fractura puede mejorar la regeneracién ésea.

En la revision de Roffi et. al. (2013) (49) expresan que no hay evidencias para crear claras conclusio-
nes del rol del PRP como procedimiento de aumento. En este sentido, establecen que se deben aclarar
varios aspectos, como por ejemplo, cuales biomateriales pueden potenciar el efecto del PRP, y cual
seria el mejor protocolo tanto para la producciéon como para la aplicacion de este concentrado. Fran-
cesca Perut et al (2013) (43) demostraron que la actividad bioldgica de los concentrados de plaquetas
varia de acuerdo a la técnica utilizada para su obtencién ya que esta afecta el contenido de plaquetas,
leucocitos y la disponibilidad de los factores de crecimiento. Por su parte Massimo Del Fabbro et al.
(2011) (19) evaluaron los resultados obtenidos de la utilizacién de concentrados autélogos de plaquetas
en el aumento de seno maxilar, la mitad de los estudios considerados evidenciaban efectos positivos
en la utilizacion de PRP y la otra mitad no encontré efectos significativos; hallaron heterogeneidad entre
los métodos utilizados, considerando los biomateriales (por ejemplo relleno éseo) y la forma de prepa-
racién del PRP y los protocolos, no encontrando una ventaja clara en la utilizacion de PRP.

Ademas de sustancias osteoinductivas como el PRP, varios autores han estudiado la influencia de
la utilizacién de membranas en los procedimientos de aumento éseo, algunos demostraron efectos
positivos en la regeneracion de defectos 6seos (39), otros crearon un debate continuo con respecto
a si la membrana de barrera debe ser usada para cubrir el sitio aumentado (14). Los objetivos de la
aplicacion de la membrana son que ésta prevenga la resorcion sea protegiendo al injerto frente a los
factores inhibidores y fibroblastos (20), manteniendo a las sustancias osteoconductivas in situ (34, 56),
conservando el espacio y permitiendo que éste sea gradualmente ocupado por tejido neoformado (6).

En cuanto a las membranas fabricadas para este estudio, la formacién de hueso es posible debido a
su disefo de ingenieria y su topografia. Una cuestion importante es, si la arquitectura de la membrana
y su naturaleza podrian influir en la inhibicion de osteoclastos y en la proliferacion de osteoblastos en
la superficie o en sus inmediaciones, cuestion que sigue siendo un problema abierto, factible de ser in-
vestigado en estudios futuros. En este sentido, Chen F-M et al. (2010)(13) observaron que la presencia
de una membrana podria haber prevenido negativamente la diferenciacion osteoblastica estimulada
por el periostio. Para aprovechar esta estimulacién a favor del aumento deseado, la técnica de colgajo
utilizada en el presente estudio no remueve el periostio de la superficie 6sea, sino que lo preserva rea-
lizando microperforaciones sobre el mismo, utilizandolo como potenciador de la formacion 6sea. Se ha
demostrado que la topografia de la superficie del obturador altera la expresion de la Osteoprogesterina
(OPG) mediante las células MG63 adherentes (44), que producen transduccién de la sefalizacién,
transcripcion, regulacion, proliferacion y apoptosis del ciclo celular, ademas de la formacién de citoes-
queleto. Davies et al. (2009) (17) mencionaron que la topografia de la superficie puede afectar el nume-
ro y la actividad osteoclastica demostrando que la poblacién de células progenitoras esté influenciada
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por la superficie de la membrana. El 6xido de superficie podria haber tenido un efecto favorecedor en
la arquitectura de la matriz extracelular y en la actividad celular préxima a la membrana. Ademas, se ha
demostrado que la colocacion de membranas oclusivas osteoconductivas no reabsorbibles facilitan la
formacion ésea (53, 50), favoreciendo la induccién del aumento y regeneracion del hueso, mejorando
los resultados de técnicas que utilizan sustitutos 6seos (46).

A pesar de que varias mejoras en regeneracion 6sea han sido halladas, se necesitan mas pruebas
para determinar si existen beneficios estadisticamente significativos en el uso del PRP y si su aplica-
cion clinica resultara en mejoras en la regeneracién 6sea, no sélo radiografica e histolégicamente, sino
también en los resultados clinicos (40).

En el presente estudio, el propdsito fue estimular el crecimiento 6seo vertical, basandonos en defec-
tos no criticos (28), a través de la combinacion de sangre entera, PRP y membranas no reabsobibles
de Cromo-Cobalto (Cr-Co) microfijadas. Esta microfijacion fue realizada para prevenir el desplazamien-
to de la membrana y estabilizar el coagulo sanguineo, factor importante ya que éste actia como una
matriz extracelular donde las células pueden crecer, y ademas contiene factores de crecimiento (41).

En el estudio macroscépico se observo una coloracion marrdn en el aumento 6seo en las extremida-
des a las que se les aplicé PRP a partir de los 60 dias postoperatorios; dicha coloracién podria deberse
a una baja mineralizacién del osteoide (33) o a una mayor angiogénesis.

El volumen 6seo obtenido fue mayor en las extremidades tratadas con sangre sola, en todas las
etapas del estudio.

El estudio histolégico revela que, en la primer etapa (0 a 28 dias) se obtuvo un aumento en la ex-
tremidad tratada con sangre sola, donde se observé tanto hueso compacto como laminar y un mayor
numero de osteoblastos en la zona central del aumento, respecto a la extremidad tratada con PRP; en
la cual se observo solamente hueso compacto, encontradndose una baja actividad osteogénica.

Gerard et al. (2006) (25) concluyeron que el PRP promueve el proceso de curacion unicamente du-
rante la fase temprana (primeros 2 meses) al ser utilizado con autoinjertos en mandibulas de perros.
Luego de este tiempo el PRP no agrega efectos beneficiosos desde el punto de vista de la curacién
Osea, volumen éseo, o densidad radiolégica. En un estudio posterior, los mismos autores (Gerard et al.,
2007) (26) concluyeron que el PRP aumentaria el nimero de osteoblastos y osteoclastos en el sitio del
relleno solamente durante el primer mes. Del segundo al sexto mes, no se hallaron diferencias significa-
tivas en el numero total de osteoblastos y osteoclastos entre los sitios con y sin PRP. Sin embargo, en
nuestro estudio, en la segunda etapa (46 dias) se observa un mayor aumento en la extremidad tratada
con PRP, tanto en la altura 6sea como en el nimero de osteoblastos, debido a que los estudios de
microscopia indicaron presencia de hueso compacto y laminar; dicha situacion podria tener explicaciéon
en base a la actuacion de los FC presentes en el PRP, que proporcionaron las condiciones necesarias
para favorecer la angiogénesis, estimulando una mayor actividad celular. En cambio, en la extremidad
tratada con sangre sola se observé una menor actividad, acompafiada por una menor cantidad de va-
S0s sanguineos, observandose solamente hueso compacto.

En la tercera etapa (60 dias), la extremidad tratada con sangre sola mantiene su velocidad de creci-
miento, con un mayor numero de osteoblastos respecto a su semejante en la etapa anterior. En tanto
que sobre la tibia opuesta, se experimenta una pequefia disminucion cuantitativa de osteoblastos. En
ambas se reporto la presencia de hueso compacto y laminar.

Aghaloo et al. (2002) (2) reportaron el uso de PRP en defectos 6seos craneales de conejo; al final del
estudio, los resultados no mostraron diferencias significativas para los defectos tratados con el agrega-
do de PRP. En la cuarta etapa de la experiencia (103 dias), se encontré un hueso con altura maxima en
ambas extremidades, la cual estuvo determinada por el espacio interno al obturador. En la tibia tratada
con sangre sola, se observé una menor presencia de osteoblastos y un hueso de tipo compacto, con
una mejor mineralizacién. En la extremidad tratada con PRP se encontré una mayor actividad celular,
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con presencia de hueso compacto y laminar; observandose de esta forma una diferencia significativa
en relacién a la cantidad de osteoblastos promedio entre la tibia con PRP vy la tratada con sangre sola
al finalizar la experiencia.

El estudio de densidad en el sitio donde se produjo el aumento éseo, se obtuvo mediante el sistema
Digora®. Esta herramienta da como resultado la densidad en el punto donde ubicamos el cursor, suma-
do a las tres densidades del area seleccionada: minima, media, y maxima. En esta ocasion, se escogio
la media, por ser esta la mas significativa de la seccién elegida.

Luego de la cirugia donde se colocan los obturadores, ambas patas muestran un aumento de la
mediana de la densidad estadisticamente significativo, o que indica que la colocacién de la membrana
introduce un factor adicional en la valoracién de la densidad, haciendo que dicha lectura no sea la real.
Si tenemos en cuenta que la misma afecta, sumandole un valor constante, podemos inferir que los
resultados obtenidos, son representativos, ya que el delta de densidad entre los diferentes controles
radiograficos se torna independiente de dicha constante

De los resultados obtenidos de la comparacién entre densidades de tibias con PRP y sin PRP en
cada tiempo durante la experiencia, y la diferencia entre el principio (luego de la cirugia) y fin del estudio
para las tibias con PRP, se desprende que en la Unica situaciéon en la que se observaron diferencias
significativas en las medianas fue para el control realizado a los 14 dias. Se observé que el grupo sin
PRP muestra una disminucion de la mediana estadisticamente significativa comparado con el grupo
con PRP (p = 0.021 < 0.05). Los demas controles a lo largo de la experiencia no mostraron diferencias
significativas.

Se utilizé la prueba “Chi-cuadrado” (Tabla 4) para determinar si existe relacion entre el tratamiento
empleado (con y sin PRP) y el tipo de callo 6seo formado (hueso compacto, o compacto y laminar) en
cada caso. Como p=0.527 > 0.05 se observa que no hay asociacion estadisticamente significativa entre
el tratamiento utilizado y el tipo de callo obtenido. Esto es razonable, debido a que las muestras son
tomadas en diferentes tiempos post-quirdrgicos.

A partir del analisis del perfil de densidades sobre el aumento en sentido vertical se observé una ma-
yor densidad en los extremos del aumento cercanos a la membrana, disminuyendo hacia el interior. Lo
mismo fue encontrado en direccion horizontal, donde los valores de densidad disminuyen a medida que
nos alejamos de la superficie del hueso. Chavez Netto et al. (2009) (12) realizaron un estudio en defec-
tos Gseos criticos de perros y, durante el analisis histolégico de las muestras encontraron neoformacion
6sea en direccion al centro del defecto, caracterizando un proceso de formacién ésea centripeta. Esta
situacion se asemeja a la encontrada en nuestro estudio, ya que aquellas zonas de menor densidad
indicarian la formacién de hueso reciente, lo que concordaria con una tendencia a la formacion ésea
centripeta, desde los extremos hacia el centro del aumento y desde la superficie del hueso existente
hacia la superficie interna de la membrana.

Conclusiones

En este trabajo se pudo observar que ambos procedimientos estimulan el aumento de hueso en el
sitio de aplicacion vy, al final de la experiencia no se observan diferencias significativas entre ambos
tratamientos. Sin embargo, a los 60 dias se pudo observar que aquellas extremidades en las que se
aplicd PRP presentaron una mayor angiogénesis, lo que indicaria una mayor proliferacion y actividad
celular, que se corresponde con los resultados del estudio histolégico, donde se observo el doble de
osteoblastos respecto a la tibia tratada con sangre sola, en el mismo periodo de estudio. A partir de
esto, podemos determinar que el PRP parece ser capaz de activar el proceso de regeneracion 6sea
en condiciones optimizadas, al estimular la proliferacion de los osteoblastos a la sexta semana, donde
existe una diferencia significativa en la actividad celular.
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En los animales de control, donde se colocd Unicamente la membrana de Cr-Co microfijada, se
observo presencia de actividad celular con formacion 6sea de tipo cortical y laminar, aunque de forma
mas lenta que en los casos anteriores. Esto nos permite inferir que la membrana podria estimular el
crecimiento 6seo en el sitio de colocacién y en las zonas vecinas. Esta potencial caracteristica podria
tomarse como punto de partida en futuros estudios, para investigar la capacidad inductora de dicha
superficie.

Como continuacion del presente estudio, y desde una perspectiva de la biologia celular y molecular,
seria interesante determinar la influencia de la presencia y concentracién de diferentes factores de
crecimiento en el aumento 6seo.
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