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RESUMEN

El propdsito de este estudio fue comparar histopatolégicamente la neoformacion
Osea de los defectos 0seos tratados con autoinjerto dental particulado y plasma rico

en factores de crecimiento utilizados como relleno 6seo en fémur de conejos.

Se utilizaron 24 conejos machos de la raza New Zeland de 4 - 6 meses de edad,
de 2.5-3 Kg de peso divididos en dos grupos de experimentacion, un grupo con
defecto con dentina autoinjerto dental particulado y un defecto sin injerto; otro grupo
con defecto con plasma rico en factores de crecimiento y un defecto sin injerto, se
realizé el andlisis histopatoldgico a los 2 y 4 meses respectivamente para evaluar
el potencial regenerativo de ambos materiales.

En la neoformacion 6sea de tres cruces (Mas de 60 osteocitos por campo), a los 2
y 4 meses, el autoinjerto dental particulado supera numéricamente al Plasma rico
en Factores de crecimiento, particularmente a los 4 meses. Sin embargo, esta
diferencia numérica no se expresa en una diferencia estadistica p>0.05 (p=0.2 y
0.08, a los 2 y 4 meses respectivamente).

Este estudio demuestra que el autoinjerto dental particulado posee propiedades
mayores al plasma rico en factores de crecimiento en la neoformacién 6sea. Esta
evidencia sirve para sugerir el uso del autoinjerto dental particulado como

biomaterial en procedimientos de regeneracion.

PALABRAS CLAVE: Regeneracion 6sea, histopatologia, autoinjerto dental

particulado, plasma rico en factores de crecimiento.



ABSTRACT

The purpose of this study was to compare histopathologically the new bone
formation of bone defects treated with particulate dental autograft and plasma rich

in growth factors used as bone filling in rabbits femur.

Twenty-four male New Zealand rabbits, 4-6 months old, weighing 2.5-3 kg, divided
into two experimental groups, one group with defect with particulate dental autograft
and one defect without graft were used; Another group with defect with plasma rich
in growth factors and a defect without graft, the histopathological analysis was
carried out at 2 and 4 months respectively to evaluate the regenerative potential of

both materials.

In bone neoformation of three crosses, at 2 and 4 months, particulate dental
autograft numerically surpasses Plasma rich in growth factors, particularly at 4
months. However, this numerical difference is not expressed in a statistical

difference p> 0.05 (p = 0.2 and 0.08, at 2 and 4 months respectively).

This study demonstrates that particulate autograft has greater properties to the
plasma rich in growth factors in the new bone formation. This evidence serves to
suggest the use of particulate dental autograft as biomaterial in regeneration

procedures.

KEY WORDS: Bone regeneration, histopathology, particulate dental autograft,
plasma rich in growth factors.
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INTRODUCCION

Las terapias periodontales regenerativas buscan eliminar estos defectos
periodontales mediante la regeneracion de las estructuras perdidas: hueso alveolar,
cemento radicular y ligamento periodontal. La meta de la terapia periodontal
consiste en proporcionar al paciente una denticién que funcione en salud y confort

a lo largo de su vida®.

Los principios en los que se basa dichas técnicas de regeneracion tisular son los
desarrollados a partir de la década de los 80, y su actual evolucién con la inclusion
del plasma rico en factores de crecimiento, asi como en los nuevos materiales de
injerto a base de hidroxiapatita, materiales reabsorbibles y la aparicién de técnicas
de barrera cada vez mas eficaces, han hecho que sea la técnica de eleccion y de
maxima aplicacion en la mayor parte de los casos en los que hay que aplicar

regeneracion ésea?.

En la practica odontolégica, existen numerosos procedimientos médico-quirtrgicos,
cuyo resultado es la pérdida de tejido 0seo (legrados post-exodoncia, cirugia
protésica, tratamiento de lesiones osteoliticas, tratamiento de tumores, etc.), que
provocan lesiones cavitarias 6seas extensas, por la pérdida del hueso resecado.
Estas cavidades pueden ocasionar complicaciones, tales como aparicion de
fracturas patologicas, osteoporosis, reactivaciones de infecciones y dificultad para
la restauracion protética, entre otros procesos. Para evitar estas complicaciones se
recurre a la colocacion de injertos 6seos. La utilizacion del autoinjerto tiene las

limitaciones propias del paciente, no siendo suficiente para rellenar cavidades
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extensas. Por otra parte, la utilizacion del aloinjerto esta ciertamente desacreditada,
debida al alto indice de reacciones de hipersensibilidad que se pueden producir.
Estos hechos han favorecido, que en la actualidad se utilicen técnicas de
regeneracion e induccion 0sea, utilizandose tanto biomateriales, como materiales

inorganicos similares a la matriz 6sea, especialmente hidroxiapatital=2.

Por otro lado, la pérdida 6sea consecutiva al edentulismo ocasiona una reduccion
del soporte, que dificulta o incluso imposibilita la rehabilitacion mediante protesis
dentarias removibles. La extraccion dentaria genera una respuesta reparadora,
caracterizada por una reabsorcion ésea en la superficie alveolar y un depdsito de
nuevo tejido en los alvéolos vacios. La magnitud de la reabsorcion ésea progresiva
del reborde alveolar residual depende de la interaccion de mudltiples factores:
anatomicos, sexuales, bioldgicos, mecanicos y quirdrgicos, entre otros.

Hoy sabemos que el proceso de regeneracion tisular tiene tres fases: la

inflamatoria, la proliferativa y la de remodelado.

Todas ellas constituyen un continuo en el que juega un papel muy importante un
gran nuamero de factores celulares y humorales. Las plaguetas y los factores
liberados por ellas (GFs) parecen determinantes en este proceso?. En el presente
trabajo se revisan algunos conceptos sobre los factores de crecimiento y se analiza

su uso como inductores de la regeneracion 6sea.
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CAPITULO I: PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1. Situacion problemaética:
La medicina regenerativa es un campo interdisciplinario emergente que
busca reparar, reemplazar y regenerar células, tejidos y 6rganos, que viene
despertando el interés medico actual en sus diversas areas. La
regeneracion 0sea es una técnica de estimulacién para la formacién de
nuevo hueso utilizada en distintas areas de la medicina entre ellas la
estomatologia, que tiene entre las especialidades de periodoncia, cirugia
maxilofacial e implantologia un inmenso campo de aplicacion de esta
técnica regenerativa que se encuentra en constante desarrollo en el Pera.
Desde hace décadas se han desarrollado diversos sustitutos éseos para
regenerar el tejido 6seo perdido por traumatismos, por problemas
oncoldgicos, por defectos congénitos o por pérdida de piezas dentales y en
la actualidad aun se siguen investigando nuevas fuentes de materiales
biocompatibles que puedan ser usados para regenerar hueso y que
ademas tengan caracteristicas semejantes al injerto 6seo autélogo y su

potencial regenerativo?.

La preocupacion de los periodoncistas e implantdlogos esta centrada en
emplear estrategias terapéuticas para regenerar el hueso alveolar perdido
con el objetivo posterior de la instalacion de implantes dentales, donde
deben tener en cuenta los principios de remodelacion 0sea. El hueso sano
conserva siempre su capacidad de regeneracion. Sin embargo, existen
pérdidas de hueso por procesos traumaticos o infecciosos, que requieren
tratamiento de regeneracion. La secuencia de eventos que siguen a la

cicatrizacion 0sea es similar a los de la regeneracion como la respuesta
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inmediata, formacion de hueso y remodelacion. Las técnicas regeneracion
Osea es recomendada cuando se han producido dehiscencias o pérdida de
alguna pared Osea durante la extraccion que pudiera comprometer la
insercion del implante. La regeneracion 6sea guiada (ROG) se basa en la
formacion de nuevo hueso para el relleno de defectos 6seos; comprende el
uso de membranas con funcién de barrera aptas para evitar la infiltracion

en la zona de reparacion.

El autoinjerto dentario particulado esta4 conformado por esmalte, dentina 'y
pulpa que contienen matriz organica e inorganica que presenta gran
similitud con la matriz 6ésea, por lo que esta siendo estudiado en animales

obteniéndose resultados positivos en la regeneracion 6seal*

1.2. Formulacion del problema:
¢,Cual es la diferencia histopatolégica en la neoformacién désea entre
autoinjerto dental particulado y el plasma rico en factores de crecimiento

utilizados en fémur de Oryctolagus cuniculus?

1.3. Justificacion e importancia:
Esta investigacion inédita, tuvo como propésito comparar el potencial
regenerador que tienen los injertos mencionados. Asi mismo el tiempo en

gue se genera nuevo hueso maduro, igual al hueso original.

El estudio tiene una importancia clinica, debido a que tanto el uso del
autoinjerto dentario particulado como del plasma rico en plaguetas

utilizados como relleno 6seo tendria una amplia aplicacion en las areas de
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periodoncia, cirugia maxilofacial e implantologia, y otras areas meédicas.
Por otro lado, los costos de produccion de ambos biomateriales, no son
elevados en comparacion al costo de los biomateriales comerciales, lo cual
indica la viabilidad de producir un autoinjerto dentario particulado o una
terapia con plasma rico en plaquetas para la solucién oOptima de los

problemas a nivel del tejido 6seo en pacientes que lo requieran.

2.1.4. Objetivos:

Objetivo general:
Comparar histopatoldgicamente la neoformacion 6sea entre el autoinjerto
dental particulado y el plasma rico en factores de crecimiento utilizados como

relleno en fémur de Oryctolagus cuniculus.

Objetivos especificos:
1. Evaluar histopatolégicamente la neoformacion 6sea del auotinjerto

dentario particulado, segun tiempo.

2. Evaluar histopatolégicamente la neoformacién 6sea del plasma rico

en factores de crecimiento, segun tiempo.

CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion:
Gomes. et al.! (2001), realizaron una evaluacién histol6gica con el objetivo

de demostrar la propiedad osteoinductiva de la matriz de dentina autdgena
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desmineralizada (MDAD) en defectos 0seos en conejos incorporando la
membrana amniotica humana (MAH) para la regeneracion 6sea guiada. Para
esto se utilizaron 36 conejos adultos de 3.5 Kg divididos en dos grupos,
experimental (MDAD) y control (MAH). Los resultados fueron que del grupo
de los 36 conejos, 34 tuvieron éxito logrando alcanzar a formar hueso
maduro a los 4 meses, mientras que 2 conejos no tuvieron el mismo éxito,
podemos decir que es debido a una mala manipulacién del injerto al
momento de ser colocado en el defecto. La conclusion del estudio fue que la
membrana amniotica humana no interfirié con los procesos de reparacion y
reabsorcion 6sea en la cicatrizacion de los defectos parietales en el conejo
mientras que la matriz de dentina autégena desmineralizada estimulo la
formacion de nuevo hueso y fue incorporada completamente dentro del

nuevo hueso formado. ?!

Gomes. et al.? (2002), Realizaron un estudio histolégico e histopatol6gico
con el objetivo de ver su accion de la matriz de dentina autdgena
desmineralizada (MDAD) y su aplicacién en ingenieria tisular evaluando las
propiedades osteoconductivas en defectos 6éseos sobre el hueso parietal y
aplicando la regeneracibn 0sea guiada con membrana de
politetrafluoretileno (PTFE), para lo cual utilizaron 24 conejos adultos de 3.5
Kg de peso divididos en un grupo experimental (MDAD + PTFE) y un grupo
control (solo PTFE). La MDAD se obtiene de la extraccion de los incisivos
centrales, y se coloca sobre defectos creados en el conejo, los resultados
fueron los esperados: ElI grupo 1 (MDAD+PTFE) obtuvo una mayor
regeneracion en un menor tiempo, mientras que el grupo 2 (PTFE) obtuvo

una regeneracion muy pobre y necesitd de un mayor tiempo. De esta manera
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se pudo concluir que la MDAD demostré propiedades osteoconductivas y fue

incorporado en su totalidad en el nuevo hueso formado. 2

Fernandez, R. et al.3(2005): Realizaron un estudio cuyo objetivo del trabajo
fue utilizar plasma autélogo rico en factores de crecimiento (PRGF) para
mejorar la respuesta quirdrgica, estimulando los mecanismos de reparacion,
mediante la técnica de regeneraciébn 6sea Yy tisular, desarrollada por
Biotechnology Institute, SL. Este es un sistema para la obtencion de
proteinas, a partir de la propia sangre del paciente momentos antes de su
utilizacion.

Se presenta un caso de odontoma compuesto compositum de 3 x 4 cm de
diametro mayor en el proceso alveolar anterior del maxilar y la retencion del
organo dentario central superior izquierdo, los cuales fueron enucleados. En
el sitio del defecto quirdrgico, se colocé plasma rico en factores de
crecimiento (PRGF), con material de injerto de hidroxiapatita reabsorbible,
observando un mejor manejo del mismo, asi como menor tiempo en la
cicatrizacion de la herida®. Los resultados fueron exitosos el paciente tuvo
una regeneracion mas rapida, se tomé una radiografia a los 2 meses y el
hueso estaba totalmente formado. De esta manera podemos concluir que el
PRGF es un buen material con muy buenas propiedades oestoconductivas

y osteoinductivas.

Vasquez L. et al. 4(2007): Realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar la
efectividad del plasma rico en factores de crecimiento (PRGF), en la
regeneracion del tejido 6seo en alveolos dentarios de 20 pacientes adultos

de la clinica de Periodoncia de la UAT con enfermedad periodontal avanzada
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(EP) y con indicacion clinica de extraccion dentaria siendo seleccionados por
razones protésicos.

Obteniendo tejido del alveolo dentario, material neoformado y el envio de
dicha muestra a un estudio histopatolégico. Los resultados obtenidos
muestran que en 19 pacientes reportaron tejido 6seo maduro y en el grupo
de hueso humano liofilizado un paciente report6 tejido fibroso maduro con
hueso neoformado. Los cambios radiograficos se apreciaron en ambos
grupos, solo un paciente del grupo PRGF no se apreciaron cambios
significativos.

En el grupo de PRGF, la histopatologia evidencié la formacion de tejido 6seo
con cierto grado de maduracion, trabéculas 6seas con osteocitos en su
interior y ribetes de osteoblastos, y en el lado contralateral donde se aplico
HLCA, clinicamente el alveolo estaba parcialmente relleno e
histolégicamente se encontrd la presencia de tejido conectivo denso con
alguna trabécula ésea en su interior®. Se concluye que el uso del PRGF para
defectos 6seos es muy bueno ya que aparte de ser un aloinjerto tienen un

buen potencial regenerador.

Casteulani A. et al ® (2007): Realizaron un estudio donde el objetivo era el
de evaluar los resultados de un tratamiento combinado mediante
osteosintesis y aplicacion de injerto enriquecido con agregado plaquetario,
con resultados alentadores. Para ello utilizaron una serie, que comprendié
29 pacientes tratados entre 1999 y 2006, laboralmente activos, con una edad
promedio de 42 afios (rango, 26 a 62 afios). En todos los casos se efectud
osteosintesis con el agregado plaquetario rico en factores de crecimiento

plaquetario.
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Los resultados se analizaron en funcion de la formacion de callo fracturario
a los 6 meses. La obtencién de injerto esponjoso fue dificultosa en los
pacientes reintervenidos. La obtencion y preparacion del agregado
plaquetario no presentd inconvenientes. La consolidacion clinica y
radiolégica se alcanzé en los 29 casos al término de 4 meses (2-6 meses);
en 2 casos fue necesario repetir el procedimiento de aporte sin recambio del
implante a los 2 meses de la primera intervencion. Llegaron a la conclusion
gue el injerto autélogo enriguecido con plasma rico en factores de
crecimiento pudo haber contribuido de manera favorable a la consolidacion
de estos casos complejos, con gran ausencia biolégica, en los que habian

fracasado otros métodos®.

Andersson L. et al.6(2009), realizaron estudios sobre injertos de dentina en
defectos 6seos en tibia y mandibula en conejos para demostrar las
propiedades osteoinductivas de la dentina. Se utilizaron 8 conejos de raza
Nueva Zelanda para preparar defectos 6seos a nivel del &ngulo mandibular
y en la tibia. Se utiliz6 la dentina de premolares humanos extraidos por
motivos ortodonticos, se formaron bloques de dentina y se rellenaron en
seis de ocho defectos tibiales y seis de ocho defectos mandibulares, dos
defectos tibiales y dos defectos mandibulares fueron el grupo control. El
sacrificio de los conejos fue a los tres meses para la evaluacion radiogréafica
e histologica. Los resultados fueron que los 8 conejos utilizados en este
estudio alcanzaron a formar hueso maduro y similar al original. Los estudios
concluyeron en que el injerto de dentina puede incorporarse al hueso sin
inflamacion y puede ser utilizado como inductor 6seo para ser reemplazado

después por hueso®.
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Barragan K. et al 7(2011): Realizaron un estudio donde el objetivo era el
de demostrar que el uso de plasma rico en factores de crecimiento
disminuye la recurrencia de fistulas nasopalatinas. Lo realizaron entre abril
de 2008 y junio de 2009 se realizé un estudio experimental, prospectivo y
de cohorte con siete pacientes con 10 fistulas nasopalatinas, las cuales se
cerraron por medio de colgajos mucoperidsticos locales e injertos 6seos
autologos mezclados con plasma rico en factores de crecimiento. Se dio
seguimiento de 6 a 12 meses y se demostré que 90% de las fistulas
cerraron completamente (p = 0.14); este indice de recurrencia fue menor al
reportado por otros autores. Posteriormente, las variables de los cierres se
estudiaron y compararon y ninguna resulté estadisticamente significativa.
Los resultados fueron que los 7 pacientes lograron disminuir las 10 fistulas
presentes que tenian cada uno y la posterior regeneracion de hueso en
dicho lugar utilizando el hueso aut6logo con PRGF. A través de este estudio
se pudo concluir que el uso de plasma rico en factores de crecimiento
durante el cierre de fistulas nasopalatinas es eficaz, seguro y de bajo costo

para el paciente’.

Fierro V, et al & (2011): Realizaron un estudio, donde el objetivo era la
importancia del uso de plasma rico en plaquetas y plasma rico en factores
de crecimiento en la cirugia bucal y maxilofacial.

Se reporta un caso de paciente femenino de 21 afios de edad, con dolor
moderado en zona de tercer molar inferior izquierdo y derecho.

Se realiza remocidn quirdrgica de ambos terceros molares inferiores. Se

extraen 20 cc. de sangre del paciente para obtener plasma rico en factores
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de crecimiento el cual fue colocado en zona de extraccion de tercer molar
inferior izquierdo. En zona de tercer molar inferior derecho se irrigd con
suero fisioldgico. Al tercer dia postoperatorio se observa clinicamente
menor inflamacion extraoral del lado izquierdo comparado con lado
derecho. Intraoralmente menor inflamacién y eritema de la zona y mejor
epitelizacion del lado izquierdo en relacion con lado derecho. Al quinto dia
postoperatorio se retira sutura en ambos lados, observando mejor
epitelizacion y menos eritema de la herida en lado izquierdo. Al séptimo dia
es clara la diferencia en la regeneracion de tejidos blandos en el lado
izquierdo comparado con el derecho. Se referia menos dolor del lado
izquierdo en cada una de sus citas control. La experiencia en el presente
caso nos hace sugerir que el uso de plasma rico en factores de crecimiento
puede beneficiar el postoperatorio de los pacientes después de la remocién

quirGrgica de terceros molares inferiores®.

Guerrero AF. et al ° (2011): Realizan un estudio cuyo objetivo fue el de
evaluar la eficacia regenerativa periodontal del PRFC en combinacién con
biomateriales 6seos en el tratamiento defectos intradseos periodontales.
Se presenta un estudio de tipo experimental, analitico, longitudinal,
prospectivo y abierto. El cual se realizé en el Postgrado de Periodoncia de
la Facultad de Odontologia de la Universidad Autbnoma de Tamaulipas,
selecciondndose 16 defectos intradseos, donde se realizaron curetajes
abiertos con colocacion de biomaterial segun el grupo asignado, cada uno
de ellos con cuatro defectos: Grupo A, colocaciéon de PRFC, Grupo B,
injerto aloinjerto y PRFC, Grupo C, aloplastico y Grupo D, aloplastico y

PRFC. Se realiz6 el protocolo de obtencion de la fraccion es del plasma.
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Se realizan valoraciones radiograficas postquirdrgica inmediata, a los 7, 15
y 60 dias. Asi como, la toma de biopsia a los 60 dias y a los 12 meses para
estudio histologico. En relacion a la evaluacion clinica, radiografica e
histologica, los hallazgos postoperatorios indican que existe una
estimulacién en todos los grupos de regeneracion ésea, presentandose las
condiciones idoneas para la regeneracion periodontal. Los resultados
fueron que no hubo diferencia significativa entre el grupo A, B y C, pero
ellos comparados con el grupo D si tuvieron gran diferencia ya el que grupo
D (aloinjerto+PRGF) tuvo un mayor indice de regeneracion 6sea, llegando
a formar hueso maduro. Asi se da la conclusién que la combinacién de las
técnicas regenerativas PRFC y biomateriales 6seos ofrecen una alternativa
para obtener tejidos de calidad idoneos. La evolucion postoperatoria clinica,
radiografica e histoldgica fue satisfactoria en todos los grupos y esta ultima
evidencia que dicha combinacion es una alternativa de tratamiento
quirdrgico que tiene por objetivo lograr una regeneracion tanto 6sea como

periodontal®.

Sung-Min Park et al.19(2012), realizaron un estudio de Aplicacién clinica
de autoinjerto dentario particulado como material de injerto 6seo. Es un
sistema que trata a los pacientes mediante la fabricaciéon de material de
injerto 6seo de sus propios dientes extraidos. En primer lugar, se ha
introducido por el diente de Corea del Banco Centro de | + D, y ha cumplido
con muchos médicos y pacientes para su osteoconduccion, asi como la
capacidad de osteoinduccion.

El autoinjerto dental es un material de injerto 6seo consiste en 55 %

inorganica y 45 % sustancia organica. Entre las sustancias inorganicas,
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hidroxiapatita (HA) tiene las caracteristicas de la combinacion y la
disociacion de calcio y fosfato como las del hueso. Las sustancias
organicas incluyen la proteina morfogenética 6sea (BMP) y las proteinas
con la capacidad de osteoinduccion asi como de colageno tipo I, que es el
mismo que el hueso alveolar en si. Por lo tanto, tienen la misma capacidad
de remodelado 6seo con hueso autdégeno

El autoinjerto dentario es uno de los materiales de injerto 6seo se dividen
en tipos de bloques y en polvo. El tipo de bloque tiene osteoinduccién, la
capacidad a través de la sangre de humectabilidad y capacidad
osteoconduccion mediante el espacio y rastrero sustitucion 'y
mantenimiento de espacio habilidades; que es remodelado por el espacio
durante un periodo especifico. El tipo de polvo se suministra en base a
varios tamafios de particulas, porosidad entre polvos y humectabilidad
sangre, osteoconduccion, osteoinduccién y reptiles capacidades de
sustitucion.

Realizaron la colocacién del implante en combinacién con la regeneracion
osteoinductiva preservando el alveolo después de la extraccion dental,
elevacion de seno maxilar y aumento de la cresta utilizando injertos en
bloque, en polvo y en bloque + polvo para 250 pacientes con defecto 6seo
alveolar y que visitaron al Departamento de Cirugia Oral y Maxilofacial de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Dankook desde
septiembre del 2009 hasta agosto del 2011.

La estabilizacion inicial promedio de los implantes colocados fue del 74
cociente de estabilidad del implante (ISQ), y la estabilizacion secundaria
promedio fue de 83 ISQ. Por complicaciones después de la cirugia,

dehiscencia de la herida se desarroll6 en 10 casos. Entre ellos, 7 casos no
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tenian pérdida de la cresta 6sea con un buen tratamiento secundario, y 3
casos tuvieron pérdida 6sea crestal promedio de 2 mm. En 9 casos,
hematoma desarroll6 después de la cirugia, pero fue tratado sin ningun
problema grave.

En 2 casos, la osteointegracion fracaso; Se retiraron los implantes, y los
nuevos se colocaron de nuevo inmediatamente. El periodo medio de
examen tras la finalizacion de la dentadura fue de 9 meses, que van desde
4 a 12 meses. Todos los casos mantienen las funciones normales.

A la evaluacion histolégica se observo la formacion de nuevo hueso. Con
los datos anteriores, diente auto material de injerto 6seo es muy util en
situaciones clinicas porque es compatible con la regeneraciéon Osea
excelente a través de la osteoinduccion y la capacidad de osteoconduccion
y minimiza la reaccién de cuerpo extrafio debido a la homogeneidad

genétical®.

Han-Tsung Liao, MD, PhD et al.'' (2014), realizaron un estudio de
aplicacién de plasma rico en plaguetas y fibrina rica en plaquetas en el
injerto de grasa, donde encontraron que debido a las propiedades naturales
de la grasa, el injerto de grasa sigue siendo un procedimiento popular para
la reconstruccién y aumento de volumen de tejido blando. Sin embargo, el
resultado clinico es variable y depende de la técnica de obtencién del
plasma rico en plaquetas (PRP), ya que éste contiene unos granulos que
poseen varios factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, factor de crecimiento endotelial vascular y factor de

crecimiento epidérmico los cuales son liberados después de su activacion.
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Se encontro que existen diferentes métodos de preparacion y activacion de
PRP y concentraciones de factores de crecimiento. Ademas, se discuten
los posibles mecanismos para el papel de PRP en el injerto de grasa
mediante la revision de los estudios in vitro con células madre derivadas de
tejido adiposo, preadipocitos y adipocitos y la investigacion preclinica y
clinica. También revisaron a la fibrina rica en plaquetas, denominado como
una segunda generacion de PRP, y su biologia de liberacién lenta y los
efectos sobre los injertos de grasa en comparacion con el PRP tanto en
investigacion animal y clinica. Por ultimo, proporcionaron una base general
sobre la cual evaluaron criticamente los estudios anteriores, discutieron las
limitaciones de la investigacion anterior y los planes para futuros
experimentos para mejorar los resultados 6ptimos del PRP en el injerto de

grasall.

italo de Macedo Bernardino!? (2014), realiz6 un estudio cuyo objetivo fue
identificar los tipos de animales utilizados comunmente en la investigacion
experimental en odontologia en Brasil. Para ello, evaluaron 2721 estudios,
de los cuales 379 (13,9%) involucraban a animales. Las variables
analizadas fueron: area de conocimiento, tipo de estudio, tipo de animal,
namero de animales, sacrificio, parte del cuerpo utilizado y financiacion. Los
analisis estadisticos descriptivos e inferenciales se realizaron mediante la
prueba de chi-cuadrado con el software SPSS 18.0. Se encontrd que los
estudios en donde se utilizaban mas animales segun su éarea de
conocimiento eran: Investigacion en Materiales Dentales (38,8%) y Cirugia,

Anestesiologia dental e implantologia (25,6%). La mayoria de los estudios
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fueron in vivo (60,2%), utilizando ratas (82,7%) y la media fue de 44,3
animales. La mayoria de los animales fueron sacrificados durante o al final
del experimento (61,8%) y la parte del cuerpo mas utilizada fueron los
dientes (44,2%). Se concluyé que las areas de Materiales Dentales y
Cirugia, Anestesiologia e implantologia son aquellas en donde los animales
son mas utilizados, con predominio de los roedores, y que por lo general se

sacrificaban durante o al final del experimento.

El uso de animales ha planteado y sigue planteando muchas discusiones
en los ambitos epistemologicos, sociales, econdmicos y religiosos. Sin
embargo, teniendo en cuenta los animales como socios de la humanidad,
en lugar de victimas, puede ser el primer paso en el camino hacia una
coexistencia pacifica de las diferentes corrientes de pensamiento que

impregnan el mundo.

Por ultimo, los profesores, graduados y estudiantes que participan en la
investigacion biomédica deben conocer y practicar los principios éticos de
proteccion de los animales de acuerdo con los principios internacionales

que rigen la experimentacion con animales'?.

Tae-Hoon Kim et al.'® (2014), realizaron un estudio de Comparaciéon de
plasma rico en plaquetas (PRP), fibrina rica en plaguetas (PRF) y el
concentrado de factores crecimiento (CGF) en el craneo de conejos para la
curacion de defectos. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del
plasma rico en plaquetas (PRP), fibrina rica en plaquetas (PRF) y el

concentrado de factores de crecimiento (CGF) en la cicatrizacion Osea.
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Doce conejos fueron incluidos en este estudio aleatorio, ciego, prospectivo;
defectos de 10 mm de tamafio fueron creados en el hueso parietal, relleno
de PRP, PRF, CGF y sin relleno. El volumen de la densidad mineral 6sea
y el hueso se analizaron con la tomografia computarizada microscopica
(micro-CT) y un estudio histomorfométrico a la 62 y 122 semana.
Encontraron al analisis de micro-CT que la densidad mineral 6sea y el
volumen éseo fueron mayores en el grupo experimental que en los
controles, tanto en a la 6 y 12 semana, pero no entre los grupos
experimentales. Del mismo modo, el examen histomorfométrico revelé que
hubo mas formacion de hueso en el grupo experimental. Concluyeron que
la adicion de PRP, PRF y CGF habia aumentado significativamente la
formacion de hueso a la 62 semana. El efecto del PRP, PRF y CGF era
similar y puede ser util en el futuro para aumentar la tasa de éxito de los

injertos 6seos!s.

2.2. BASES TEORICO-CIENTIFICAS:

Uno de los objetivos de la periodoncia es que la denticion funcione en salud
y confort a lo largo de la vida del paciente, la terapia periodontal incluye
dentro de sus indicaciones revertir los defectos anatomicos persistentes
resultantes de la periodontitis activa entre ellas la pérdida 6sea alveolar °,
utilizando biomateriales y métodos de regeneracion. En cirugia maxilofacial
la regeneracion 0sea es aplicada en las reconstrucciones de rebordes
alveolares, asi mismo en los grandes defectos provocados por la extraccion
de tumores y quistes 11213 con el fin de mejorar las condiciones del tramo

0seo comprometido. A partir de los estudios de Branemark que condujeron
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al desarrollo y aceptacion universal de los implantes dentales, la
implantologia oral busca mejorar las condiciones Oseas alrededor del
implante dental, utilizando técnicas como la elevacion de piso de seno
maxilar, recubrimiento de fenestraciones y dehiscencias 6seas alrededor
del implante, entre otros. En general tanto la medicina como la
estomatologia vienen investigando nuevos biomateriales que sustituyan al

tejido 6seo perdido. 3 14

Proceso de Regeneracion:

La comprension de las fases de regeneracion tisular en el modelo cicatricial
es esencial para entender los mecanismos de reparacion ésea y de los
beneficios que puedan tener los biomateriales utilizados en este proceso.
18,19, 20 Aunque no se conoce de forma concreta la cascada de
remodelacion Osea, se sabe que estd muy relacionada con el control
ejercido por parte de numerosos factores de crecimiento, como son el
PDGF, TGF, FGF, IGF-l y II.

Hoy sabemos acerca de la existencia de células madre “adultas”
precursoras de distintos tipos celulares locales en todos los tejidos del
organismo, que no deben confundirse con las células madre embrionarias

pluripotenciales.

Segun las Uultimas investigaciones en bioingenieria los factores de
crecimiento descritos pueden promover a la diferenciacion y/o proliferacion
de los tipos celulares preosteoblastos y de su estirpe (los osteoblastos),
estos factores no tendrian ningun efecto sobre la diferenciacion celular de

estas células madre adultas a preosteoblastos (fase regulada por las
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famosas BMPs). En consecuencia, los factores de crecimiento actuarian
Unicamente sobre esa segunda parte de la diferenciacion celular.

El mecanismo fundamental de liberacion de factores de crecimiento por los
concentrados plaquetarios es de difusion, el cual se basa en los gradientes
de concentracion de los distintos factores en un momento especifico de la
cicatrizacion. La concentracion temporal y la distribucion espacial de los
factores dentro del lugar de injerto dependen de la infiltracion del fluido
durante la respuesta reparativa inicial, por lo que es importante tener en
cuenta estos dos factores a la hora de verificar la eficacia del PRP en la

regeneracion tisular.1® 20-

El hueso es un tejido dinamico que se encuentra en constante reabsorcion
y formacién, permitiendo el mantenimiento del volumen 6seo, la reparacion
de los dafios tisulares y la homeostasis del metabolismo fosfocalcico. Este
fendmeno equilibrado denominado proceso de remodelado permite la
renovacion de un 5% del hueso cortical y un 20 % del trabecular al afio.
Aungue el hueso cortical constituye un 75% del total, la actividad
metabdlica es 10 veces mayor en el trabecular, ya que la relacion entre
superficie y volumen es mayor (la superficie del hueso trabecular
representa un 60% del total). Por esto la renovacion es de un 5-10% del

hueso total al afo.

El remodelado 0seo existe toda la vida, pero solo hasta la tercera década

el balance es positivo.

Es precisamente en la treintena cuando existe la maxima masa 0sea, que

se mantiene con pequefias variaciones hasta los 50 afos. A partir de aqui,
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existe un predominio de la reabsorcion y la masa 6sea empieza a

disminuir®s.

A nivel microscopico el remodelado 6seo se produce en pequefias areas
de la cortical o de la superficie trabecular, llamadas unidades béasicas
multicelulares o BMU (basic multicellular units). La reabsorcién siempre
precede a la formacion y en el esqueleto joven las cantidades de hueso
reabsorbidas son similares a las neoformadas. Por esto se dice que es un
proceso balanceado, acoplado en condiciones normales, tanto en el
espacio como en el tiempo. La vida media de cada unidad de remodelado
en humanos es de 2 a 8 meses y la mayor parte de este periodo esta
ocupado por la formacion Osea. Existen en el esqueleto humano 35
millones de unidades béasicas multicelulares y cada afio se activan 3-4

millones, por lo que el esqueleto se renueva totalmente cada 10 afios 1929,

1. Fases del remodelado

El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases:

1.1. Fase quiescente: Se dice del hueso en condiciones de reposo. Los

factores que inician el proceso de remodelado aun no son conocidos.

1.2. Fase de activacion: Es primer fenomeno donde se da la activacion de
la superficie 0sea previa a la reabsorcion, con la retraccion de las células
limitantes (osteoblastos maduros enlongados existentes en la superficie
endostica) y la digestion de la membrana enddéstica por la accion de las
colagenasas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada se produce la

atraccién de osteoclastos circulantes procedentes de los vasos proximos®3,

30



1.3. Fase de reabsorcion: Seguidamente, los osteoclastos comienzan a
disolver la matriz mineral y a descomponer la matriz osteoide. Este proceso
es acabado por los macrofagos que permiten la liberacion de los factores
de crecimiento contenidos en la matriz, fundamentalmente TGF-3 (factor
transformante del crecimiento ), PDGF (factor de crecimiento derivado de

las plaquetas), IGF-1y Il (factor analogo a la insulina 1 y II).

1.4. Fase de formacion: Simultaneamente en las zonas reabsorbidas se
produce el fendmeno de agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los
factores de crecimiento que se liberaron de la matriz que actian como
guimiotacticos y estimulan su proliferacidén. Los preosteoblastos sintetizan
una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo tejido y
expresan BMPs (proteinas morfogenéticas Oseas), responsables de la
diferenciacion. A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a

sintetizar la sustancia osteoide que rellenara las zonas horadadas.

1.5. Fase de mineralizaciéon: A los 30 dias del depdsito de osteoide
comienza la mineralizaciéon, que finalizara a los 130 dias en el hueso

cortical y a 90 dias en el trabecular.

Y de nuevo empieza fase quiescente o de descanso®.
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2. Factores reguladores del remodelado 6seo:

El balance entre la reabsorcion y la formacién 6seas esta influido por una
serie de factores, interrelacionados entre si, como son factores genéticos,

mecanicos, vasculares, nutricionales, hormonales y locales.

2.1. Factores genéticos:

Son determinantes muy importantes en el pico de masa 6sea, ya que entre
el 60 y el 80% de ésta se encuentra determinada genéticamente. Asi los
sujetos de raza negra poseen una masa 0sea mayor gque los de raza blanca
y éstos mayor que la amarilla. La masa 0sea se transmite de padres a hijos,
por ello la predisposicion a padecer osteoporosis es mayor en hijas de

madres que la padecen.

2.2. Factores mecanicos:

Es imprescindible la actividad fisica para el buen desarrollo del hueso. Se
cree que la accion muscular transmite al hueso una tensién la que es
detectada por la red de osteocitos incluida en el interior del fluido 6seo.
Estos osteocitos producen mediadores como 0xido nitrico, prostaglandinas
e IGF-I, las que estimulan tanto su actividad como la de los osteoblastos y
originan una mayor formacion 6sea. Por otro lado la falta de actividad
muscular, el reposo o la ingravidez tienen un efecto deletéreo sobre el

hueso que aceleran la reabsorcion.
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2.3. Factores vasculonerviosos:

Se sabe desde los trabajos de Trueta que la vascularizacién es
fundamental para el normal desarrollo 6seo, permitendo el aporte de
células sanguineas, oxigeno, minerales, iones, glucosa, hormonas y
factores de crecimiento. La vascularizacion es el primer paso para la
osificacion: los vasos sanguineos invaden el cartilago y posteriormente se
produce la reabsorcidon 6sea por los osteoclastos, procedentes de los vasos
préximos. Igualmente, la neoformacion vascular es el primer hecho en el
fendmeno de la reparacion de fracturas o de la regeneracion 6sea, ya que
la existencia de oxigeno es fundamental para que se produzca larestitutio
ad integrum y no tejido fibroso. Ham en 1952 constatd este fenémeno, al
observar que los osteocitos se mueren cuando estan lejos de un capilar (la

distancia maxima es de 0.1 mm).

Es necesaria la inervacion para el normal fisiologismo 6seo. El hueso es
inervado por fibras nerviosas sensoriales y por el sistema nervioso
autbnomo. Se han hallado fibras autbnomas en endostio, hueso cortical
periostio y asociadas a los vasos sanguineos de los conductos de
Volkmann, asi como neuropéptidos y sus receptores en el hueso. Como
ejemplos de la importancia de la inervacion en la fisiologia 6sea son la
osteopenia y la fragilidad 0sea presentes en pacientes con desoérdenes
neurolégicos, asi como la menor densidad mineral 0sea existente en

mandibulas denervadas.
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2.4. Factores nutricionales:

Este factor es interesante ya que puede ser modificado. Es necesario un
minimo de calcio para permitir la mineralizacion que la mayoria de los
autores cifran en unos 1.200 mg. diarios hasta los 25 afios; después y hasta
los 45 no debe ser inferior a 1 gramo y tras la menopausia debe ser por lo
menos 1.500 mg al dia. Asimismo, se conoce que habitos toxicos como
tabaco, cafeina, alcohol y exceso de sal constituyen factores de riesgo para

la aparicién de osteopenia.

2.5. Factores hormonales:

El normal desarrollo del esqueleto va a estar condicionado por un buen
funcionamiento del sistema endocrino, en especial de la hormona
somatotropa (GH) y las hormonas calcitropicas (parathormona, calcitonina
y metabolitos de la vitamina D). Las hormonas son mensajeros sistémicos
gue actuan a distancia de su lugar de produccién (efecto endocrino), pero
también regulan la sintesis y accion de los factores locales, que intervienen

directamente en el metabolismo celular (efectos autocrino y paracrino).

Las hormonas mas importantes que intervienen en la fisiologia 6sea son:

2.5.1. Hormonas tiroideas:

Presentan dos acciones contrapuestas en el hueso. En primer lugar, van a
estimular la sintesis de la matriz osteoide por los osteoblastos y su
mineralizacion, favoreciendo la sintesis de IGF-l. Por esto en el
hipotiroidismo congénito (cretinismo) se produce talla baja por alteraciéon de

la formacion 6sea. En segundo lugar, se va a producir un efecto contrario,
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estimulando la reabsorcion al aumentar el numero y funcion de los
osteoclastos. Una manifestacion clinica de este efecto es la aparicion de

pérdida de masa 0sea en el hipertiroidismo.

2.5.2. PTH (parathormona):

Esta hormona controla la homeostasis del calcio a través de su accion
directa sobre el hueso y el rifidn e indirecta en el intestino. Es producida en
las glandulas paratiroideas que responden al descenso de la calcemia, es
la hormona hipercalcemiante por excelencia, al favorecer la reabsorcion.
Este efecto doble de reabsorcion y formacion se explica porque la PTH en
continua suministracion estimula la reabsorcion 6sea a través de la sintesis
de un factor favorecedor de la osteoclastogénesis (RANKL) por parte de las
células osteoblasticas, mientras que a dosis intermitentes estimula la
formacién de hueso, asociado a un incremento de los factores de
crecimiento mencionados anteriormente y a una disminucion de la

apoptosis de los osteoblastos.

2.5.3. Calcitonina:

Producida en las células C o parafoliculares del tiroides, su funcién es
inhibir la reabsorcién 6ésea, reducir el niumero y la actividad de los
osteoclastos. Sin embargo, esta accion es temporal, ya que los
osteoclastos parecen volverse "impermeables” a la calcitonina en pocos

dias.
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2.5.4. (OH)2 vitamina Dz o calcitriol:

Hormona esteroidea que favorece la absorcion intestinal de calcio y fosfato
y, por tanto, la mineralizaciébn 06sea. Es necesaria para el crecimiento
normal del esqueleto. Algunos autores piensan que puede ser producida
por células linfociticas o monociticas del hueso, ejerciendo un papel

importante como regulador local de la diferenciacion de los osteoclastos.

2.5.5. Andrégenos:

Tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, a través del estimulo de los
receptores de los osteoblastos. Asimismo, actian de mediadores en el pico
de GH existente en la pubertad. Mientras que la deficiencia androgénica se
asocia a una menor densidad 0sea, la administracion de testosterona en
jovenes antes del cierre epifisario incrementa la masa 6sea. Igualmente,
las mujeres con exceso de andrégenos presentan densidades 6seas mas

altas.

2.5.6. Estrégenos:

Estos son esenciales para el cierre de los cartilagos de conjuncion ya que
se ha descubierto que juegan un papel importante en el desarrollo
esquelético durante la adolescencia. También tienen un doble efecto sobre
el metabolismo 6seo: por un lado, favorecen la formacion 6sea al aumentar
el nimero y funcion de los osteoblastos y por otro lado, disminuyen la
reabsorcion. Se han descrito receptores de estrogenos en osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos humanos. Investigaciones recientes han

comprobado que los estrogenos pueden aumentar los niveles de
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osteoprotegerina (OPG), proteina producida por los osteoblastos que
inhibe la reabsorcion, por lo que podrian jugar un papel importante en la
regulacion de la osteoclastogénesis. Es por esto que la deficiencia de
estrogenos durante la menopausia constituye el factor patogénico mas

importante de la pérdida 6sea asociada a la osteoporosis.

2.5.7. Progesterona:

Es igualmente anabolizante sobre el hueso, bien directamente, a través de
los osteoblastos, que poseen receptores para la hormona o bien de forma
indirecta, mediante la competicion por los receptores osteoblasticos de los

glucocorticoides.

2.5.8. Insulina:

Estimula la sintesis de la matriz directa e indirectamente, a través del
aumento de la sintesis hepatica de IGF-I (factor de crecimiento anélogo a

la insulina-).

2.5.9. Glucocorticoides:

A dosis altas tienen efectos catabodlicos sobre el hueso, ya que inhiben la
sintesis de IGF-I por los osteoblastos, y suprimen directamente la BMP-2 y
el Cbfal, factores criticos para la osteoblastogénesis. Sin embargo,
estudios recientes han demostrado que a dosis fisiologicas tienen

capacidad osteogénica favoreciendo la diferenciacion osteoblastica.
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2.5.10. Hormona de crecimiento (GH):

Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. La GH actla
directamente sobre los osteoblastos, con receptores para la hormona,
estimulando su actividad, lo que produce un aumento en la sintesis de
coldgeno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La accion indirecta se produce
a través del aumento de la sintesis de IGF-1y Il por los osteoblastos. Estos
factores favorecen la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos,

aumentando su numero y funcion.

Desde hace unos afios se viene considerando a la GH como un factor de
crecimiento local, ya que no so6lo se sintetiza en la adenohipdfisis, sino en
casi todas las células del organismo, incluidos los osteoblastos, teniendo

un efecto autocrino y paracrino, ademas de endocrino.

2.6. Factores locales

El remodelado éseo también esta regulado por factores locales, entre los
gue destacan los factores de crecimiento, las citoquinas y recientemente se
han implicado las proteinas de la matriz 6sea, como moduladoras de la
accion de otros factores locales. Las células del hueso también juegan un
papel importante por la produccién de prostaglandinas y éxido nitrico, asi

como de citoquinas y factores de crecimiento.

2.6.1. Factores de crecimiento

Son polipéptidos producidos por las propias células 6seas o en tejidos

extra-0seos, que actian como moduladores de las funciones celulares,
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fundamentalmente sobre el crecimiento, diferenciacion y proliferacion

celular.

El biomaterial ideal para regenerar el tejido 6seo debe ser osteogénico,
osteoinductor y osteoconductor 24, caracteristicas que solo cumple el injerto
autologo, el cual tiene como desventajas: la morbilidad post operatoria del
sitio donante, cantidad limitada de tejido 6seo a nivel oral y su alto costo
25,19.26 En la actualidad, estudios experimentales en animales reportan que
la dentina puede ser un biomaterial utilizado en procedimientos de
regeneracion 6sea guiada por tener una matriz organica-inorganica similar
a tejido 6seo, sin embargo, se requiere mas evidencia que sustente la

eficacia de la dentina como substituto 6seo 26. 27,

Las células 6seas se hallan en el tejido 6éseo o en el estroma conjuntivo de
la médula O6sea, rico en células mesenquimales pluripotenciales
indiferenciadas (células madre). En los estudios de Friedenstein en 1976
se dio a conocer que las células madre pueden dar origen a cinco estirpes
celulares distintas: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y
mioblastos, en respuesta a diferentes sefiales moleculares que inician la

cascada de activacion de diferentes genes 2.

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con
citoplasma basdfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico
rugoso de tamafo importante. Proceden de las células mesenquimales
pluripotenciales de la médula 6sea, endostio, periostio y pericitos

perivasculares 28, sintetizan la matriz organica a un ritmo de 2 a 3 ym por
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dia y expresan una enzima caracteristica la fosfatasa alcalina (ALP), que
permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 ym por dia. Actualmente, se
sabe que:

1.- Sintetizan las proteinas colagenas y no colagenas de la matriz organica
del hueso.

2.- Dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular.

3.- Contribuyen a la mineralizacion de la sustancia osteoide gracias a la
fosfatasa alcalina.

4.- Median en la reabsorcion llevada a cabo por los osteoclastos a traves
de la sintesis de citoquinas especificas.

5.- Sintetizan factores de crecimiento 2°.

Una vez que ya la matriz se mineraliza por la accién de la fosfatasa alcalina,
los osteoblastos quedan atrapados en el interior transformandose en
osteocitos, mientras que en la superficie se llegan a encontrar algunos
osteoblastos y osteoclastos. La célula que predomina en el tejido 6seo es
el osteocito, tienen forma estrellada y se comunican entre si mediante sus
procesos citoplasmaticos a través de conductos llenos de fluido 6seo
extracelular. De esta forma, los osteocitos se organizan formando un
sincitio de células interconectadas que representa una Unica estructura, con
la ventaja de que existe una gran superficie de contacto en el interior y hacia
la superficie 6sea, para asegurarse de oxigeno y nutrientes. Cuando se
produce un trauma en el hueso, el cese de la circulacion sanguinea origina
hipoxia y necrosis de los osteocitos que estan a mas de 0.1 mm de un
capilar intacto 3, también los osteocitos controlan el remodelado 6seo al
detectar variaciones mecanicas de carga, proceso conocido como la

mecanotrasduccion 19
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Los osteoclastos proceden de células madre hematopoyéticas medulares
denominadas “Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos vy
Macrdéfagos” (CFU-GM), precursoras de macréfagos y monocitos 2, son las
células encargadas de la reabsorcion, presentan un gran tamafo (100 pm),
son multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas, tienen fosfatasa
acida tartrato resistente (TRAP), que permite la desfosforilacion de las
proteinas, actla inversamente a la fosfatasa alcalina producida por los
osteoblastos. Su membrana presenta dos especializaciones: un borde en
forma de crestas, donde ocurre la reabsorcion ésea y una zona clara rica
en microfilamentos con integrinas que le permiten anclarse a la matriz, el
espacio que existe entre el osteoclasto y la matriz, es el punto de inicio de
la reabsorcion, ya que a este nivel el Ph es acido por la presencia de
anhidrasa carboénica Il y enzimas proteoliticas como colagenasas,
metaloproteinasas, etc. Las cuales van a actuar solubilizando a la matriz

mineralizada produciendo la reabsorcién ésea %°.

El 90% de la matriz extracelular (MEC) estéa constituida por colageno, sobre
todo tipo | (>95%) y tipo V (<5%). También se ha comprobado la presencia
en peqguefias proporciones de colageno tipo lll, relacionado con las fibras
de Sharpey y tipo Xll, formado bajo estrés mecanico. En la molécula de
colageno se halla la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), que es reconocida por
las integrinas de superficie de las células 6seas®. Contiene
caracteristicamente, los aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina siendo,

este ultimo, un marcador especifico de todos los fenotipos de colageno y
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estando sus valores de excrecion urinaria en relacion directa con la tasa de
reabsorcion 6sea 33. Las fibras de colageno se estabilizan mediante
puentes de hidrogeno entre aminoacidos y a través de la formacion de
puentes de piridinolina, entre las hidroxilisinas y lisinas. Sin embargo, el
colageno no tiene gran afinidad por el calcio, por lo que son otras las
proteinas implicadas en el depésito mineral 3,

Otra proteina no colagena es la osteocalcina (OCN) y la proteina de la
matriz con acido y-carboxiglutamico. Este acido es un aminoacido que liga
calcio y necesita vitamina K para su sintesis. La osteocalcina es una
pequefia proteina de la matriz sintetizada por los osteoblastos y plaguetas,
dependiente de las vitaminas D y K. Representa el 15% de las proteinas no
colagenas de la matriz y contiene tres restos de acido y-carboxiglutamico.
Sus niveles plasmaticos se han considerado como uno de los marcadores
bioquimicos de la osteogénesis, relacionandose con el nimero y actividad

de los osteoblastos 2.

Las Glicoproteinas presentes son la osteonectina, la fosfatasa alcalina y
las proteinas con el tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp). La osteonectina es una
glicoproteina con gran afinidad por el colageno tipo |, por el calcio y por la
hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteinas no colagenas. Se cree
gue interviene en la regulacion de la adhesion celular entre la matriz y las
células. En el hueso es necesaria para la mineralizacion normal. La
fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorganico a partir de
esteres fosforicos, necesario para la mineralizacion. Existen varias
isoenzimas y, entre ellas la 6sea, se ha considerado un buen marcador de

la actividad osteoblastica 22.
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Finalmente, el componente mineral del hueso representa el 65% del peso
0seo. Esta formado por calcio, fosfato y carbonato (en proporciones de
10:6:1) en forma de pequefios cristales de hidroxiapatita Caio (PO4)6(OH)2
Yy, én menor proporcion hay magnesio, sodio, potasio, manganeso y fltor.
El plasma se encuentra sobresaturado de calcio y fésforo respecto a la
hidroxiapatita, por lo que debe haber sustancias que inhiban la
mineralizacién. Las proteinas con capacidad adhesiva favorecen la
mineralizacién, mientras que los proteoglicanos, magnesio, ATP vy
pirofosfato la inhiben 22,

Ante la pérdida de la pieza dental la estructura 6sea que circunda al diente
recibe el nombre de reborde alveolar residual en el cual se inicia un periodo
de reabsorcion 6sea que lo altera anatdmicamente limitando la cantidad de
tejido 6seo suficiente para la colocacion de implantes dentales, por ello, se
realizan procedimientos de regeneracion 6sea con biomateriales que
puedan sustituir el tejido disminuido en el reborde alveolar residual. El
Patréon de oro dentro de los sustitutos 6seos es el injerto autélogo que es
osteogénico, osteoinductor y osteoconductor por presentar: células vivas,
matriz 6sea y factores de crecimiento provenientes del mismo individuo. En
la actualidad, se cuenta con una variedad de biomateriales utilizados en
procedimientos regenerativos, clasificados como injertos alégenos (ajeno
al sujeto pero proveniente de la misma especie), xenoinjertos (proveniente
de una especie distinta, mayormente de origen bovino) y aloplasticos (de
origen sintético) que ayudan a preservar las estructuras 6seas cuando se

encuentran disminuidas 22 34,
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Entre las indicaciones mas comunes para la regeneracion 0sea guiada
estan: el aumento del reborde alveolar, colocacion simultdnea de implantes
dentales en alveolos post-extraccion inmediata, defectos en dehiscencia,

colocacién de implantes en alveolos post-extraccién no inmediata 3°.

En los ultimos afios se ha desarrollado dentro de la investigacion médica y
odontolégica un nuevo campo de conocimiento altamente prometedor,
conocida con el nombre de “Ingenieria Tisular”. Los principales objetivos de
este novedoso campo estan encaminados a la regeneracion, reparacion o
reemplazo bioartificial de tejidos y 6rganos propios del cuerpo humano, que
han sido dafiados por diversos factores, tales como trauma, quemaduras,
por enfermedades adquiridas como el cancer o ciertas anormalidades
congénitas %6 37,

Lo que hoy se denomina Ingenieria Tisular comenzé aproximadamente en
1987, desde sus origenes, su desarrollo ha sido espectacular y la
construccion de tejidos para su uso en medicina empieza a configurars.
Esta se basa principalmente en tres componentes fundamentales: 1)
Células, 2) Andamios y 3) Biomoléculas o inductores o factores de

crecimiento 38,

Composicién y estructura de los tejidos artificiales.

Células: El cuerpo humano posee aproximadamente 100 trillones de
células, con aproximadamente 260 diferentes fenotipos que se asocian en
el espacio y en el tiempo para formar los tejidos y los 6rganos 37 3. Las
células que se encuentran mas proximas a una lesion pueden restaurar el

dafo por el denominado mecanismo de diferenciacion.
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Este ultimo se entiende como la posibilidad que va a tener cada célula de
poder diferenciarse ya sea por sus caracteristicas originales y con posterior
capacidad de adquirir propiedades nuevas. Por otro lado, las células que
participen en la regeneracion de un nuevo tejido deben de contar con la

capacidad de reproducirse3’: 3°,

Andamios: El término biomaterial se designa a aquellos materiales que se
utilizan en la fabricacidbn de sistemas biolégicos y que se aplican en
diversas ramas de la medicina 3% 4°, Deben de ser biocompatibles, o
biologicamente aceptables. Deben de permanecer en contacto con los
tejidos vivos, por lo que resulta imprescindible que no se produzcan
reacciones no deseadas en la interfase tejido-material y que mantenga sus

propiedades durante el tiempo que tenga que desempefiar su funcién 38 41

Actualmente los estudios se enfocan a conocer las interacciones
especificas entre propiedades fisico-quimicas del material, quimica de
superficie, hidrofobia, propiedades mecanicas, absorcion isotérmica de
ciertas proteinas y la observacion de comportamientos celulares, como la
adhesion, activacion, liberacion de citoquinas y factores de crecimiento.
Existe en la actualidad una gran cantidad de biomateriales diferentes que
segun su composicién se pueden clasificar en biomateriales metalicos,

biomateriales ceramicos o biomateriales poliméricos naturales o sintéticos

38, 39, 42.

En la Ingenieria Tisular, los biomateriales deben favorecer la funcion

biologica y mecanica de las células ya que actian como una matriz
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extracelular artificial. Como resultado, los biomateriales pueden
proporcionar a las células un espacio en tres dimensiones para formar los

tejidos nuevos con la estructura y funcién apropiada 38 43

Como la mayoria de los tipos de células de mamiferos son dependientes
de anclaje y pueden morir sino hay una base de adhesion celular; los
biomateriales proporcionan un sustrato de adhesion que ofrece a las
células sitios especificos en el cuerpo con una eficiencia de carga. Los
biomateriales también pueden proporcionar propiedades mecanicas que
sirven de apoyo en contra de las fuerzas, como las disefiadas con una

estructura tridimensional.

Ademas, las sefales bioactivas, como los péptidos de adhesion celular y
factores de crecimiento, se puede integrar junto con las células para ayudar
aregular la funcién de las mismas 4% 41

Biomoléculas, inductores o factores de crecimiento.

La célula responde al medioambiente extracelular detectando sefales
guimicas o estimulos fisicos que desencadenan la apropiada respuesta de
las mismas mediante la activacion de distintos mecanismos moleculares y
biolégicos que conducen a divisibn, migracién, diferenciacion,
mantenimiento del fenotipo o apoptosis 4. La actividad coordinada de estos
procesos por parte de la las células que forman un tejido conducen a la
definicion estructural y funcional de un tejido en un momento temporal

determinado °°.
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La mayor parte de la informacion que sobre sefiales moleculares se utiliza
hoy en Ingenieria Tisular procede de estudios realizados con poblaciones
aisladas en cultivos sobre las que se han aplicado distintos factores

solubles. Se trata de los denominados factores de crecimiento 38,

La participacion de estas substancias en la construccion de nuevos tejidos
es fundamental pues contribuyen a su crecimiento y desarrollo al igual que
ocurre en condiciones ortotipicas. EI mecanismo por el cual pueden
introducirse en el nuevo tejido con ciertas garantias, aparte de su inyeccion
por via directa, que conduce a una rapida eliminacién debido a la corta vida
de los mismos, es su incorporacion en los biomateriales de soporte, o que
permite una exposicién y liberacion prolongada de dichos factores,
controlable por la tasa de difusion de los mismos o por la degradacion del

polimero 39 40, 41.

Regeneracidén de tejidos orales mediante Ingenieria Tisular.

Complejo dentino-pulpar:

A partir de la década pasada se han reportado trabajos encaminados a la
reparacion de tejido pulpar, mediante técnicas que permitan la
regeneracion de tejido, en lugar de su eliminacién total. Con el inicio de la
era de la Ingenieria Tisular la posibilidad de regenerar tejido se ha tornado
tangible y ha dado la pauta a lo que nuestro grupo de investigacion

denomina: “Endodoncia biolégica”.
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Estudios preliminares implican la formacién de coagulo en presencia de
tejido remanente y antibioticos en pacientes joévenes, los cuales han
presentado resultados favorables 44 sin embargo, una alternativa es la
regeneracion mediante “constructos tisulares”, que al ser implantados se
diferencien a tejido pulpar, estos constructos conformados por un andamio
inteligente, biomoléculas #° y células madre autélogas, constituyen en si
una estrategia versatil ya que las condiciones de disefio del constructo
podrian adaptarse a las necesidades de cada paciente 4% 47 Entre los
resultados mas destacados cabe mencionar la neoformacion de tejido
vascularizado semejante al tejido pulpar, en un estudio en biomodelos

realizado en 2010 por Nor et al %,

Aungue aun hay aspectos que deben afinarse, como los irrigantes mas
adecuados que favorezcan las condiciones de mantenimiento celular, el
nivel de tejido que debe eliminarse, el tipo de antibiéticos mas adecuados
o el nivel de insercion del constructo; la Endodoncia Regenerativa es una
terapia inminente; por lo que es indispensable un mayor acercamiento a los
avances en este rubro de modo que estemos preparados para la traslacién

clinica de esta terapia.

Tejido 6seo:

Entre los tejidos mas resistentes, pero también mas propensos a ser
lesionados o destruidos, se encuentra el tejido 6seo, por esta razén los
trabajos de investigacion sobre la reparacion de defectos 0seos

comenzaron hace varios siglos; en sus inicios se emplearon materiales
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metalicos o0 yeso y evoluciond hasta la aplicacion de xenoinjertos,

aloinjertos y autoinjertos en las Gltimas décadas 4°: °%-

En Odontologia, los defectos 6seos son afecciones que oscilan desde
recesiones que miden milimetros hasta la reseccidon completa de la
mandibula, y que son tratadas, por ejemplo, con hueso liofilizado,
membranas o bien protesis metalicas, que en la mayoria de los casos
devuelven la funcion de manera limitada. En esta area el éxito de la
ingenieria tisular ha rebasado por mucho las expectativas®!.

El desarrollo de nuevos andamios con propiedades fisicas, quimicas y
mecénicas debe seguirse explorando; actualmente, la combinacion de
colageno, hidroxiapatita y VEGF o bien péptidos osteogénicos y células
madre, es el biocomplejo idéneo También se esta explorando el uso de
materiales provenientes de la naturaleza como la celulosa o nuevos
hibridos poliméricos como el PLGA-caprolactona. Por otra parte, la
nanotecnologia es una disciplina que ofrece a la Ingenieria Tisular nuevas
dimensiones de control molecular, guia de crecimiento celular,
comunicacion intercelular entre otros aspectos fundamentales para la 8
osteogénesis. Los beneficios de estos avances terapéuticos, para la
regeneracion de defectos 6seos en Odontologia, que se convertiran pronto
en un tratamiento asequible, brindaran ayuda a un gran numero de

pacientes.
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Mucosa oral.

Es uno de los tejidos mas abundantes, su misma pérdida a causa de diversos
procedimientos o0 traumatismos va a ser un auténtico problema ante la
necesidad de obtener una adecuada cobertura que repare el defecto original.
La creacion de mucosa oral in vitro nace como la mejor alternativa para la
solucion de esta problemética, ya que resuelve el rechazo, la cantidad
limitada de tejido y abre la posibilidad de usarla para examenes

toxicoldgicos.

Diferentes Alternativas de Relleno 6seo:

Los injertos 6seos tienen una funciébn mecéanica y bioldgica.

En la interfase injerto 6seo-huésped existe una compleja relacion donde
multiples factores pueden intervenir para una correcta incorporacion del
injerto, entre ellos se encuentran la vascularizacion del injerto, técnicas de
conservacion, factores locales, factores sistémicos y propiedades mecanicas

(dependen del tipo, tamafio y forma del injerto utilizado).

Asi mismo para reconstrucciones dentarias a través de tratamientos
implantolégicos es esencial un adecuado volumen 6seo para la
oseointegracion de alli la importancia de conocer por parte del odontélogo el
comportamiento del tejido 6seo y los mecanismos bioldgicos por los cuales

actuan los materiales.

Uno de los componentes destacados del sistema estomatognatico es el

hueso alveolar. Esta es una estructura odontodependiente, ya que se forma

51



junto con los elementos dentarios, los sostiene mientras cumplen su funcion

y desaparece una vez que los dientes se pierden.

Dentro de los biomateriales utilizados para regeneracion 6sea se describen
los de relleno o injerto (productos bioldgicos que rellenan los defectos 6seos)
y los materiales de aislamiento o barrera (Son biomateriales naturales o
sintéticos que actuando como barrera evitan que ciertos tipos celulares
invadan un espacio concreto permitiendo asi la proliferacion de grupos
celulares especificos). Los mecanismos bioldgicos por los cuales actian
dichos materiales son objeto de estudios experimentales y clinicos en los

Gltimos afios 22,

Desarrollo:

La formacion 6sea inducida por biomateriales, sea cual fuere el mecanismo
gue la provoca, refleja principalmente una modificacion en el microambiente
celula. En general, después del establecimiento de un tejido conjuntivo
inmaduro y bien vascularizado, la formacion 6sea continla con un
reclutamiento, proliferacién y diferenciacion de células osteoblasticas con
secrecion de colageno, proteinas de la matriz y posterior mineralizacion 53
54.

Especificamente el hueso alveolar se encuentra sometido a procesos
continuos de remodelacién regulados por factores sistémicos como la
hormona paratiroidea, vitamina D3, insulina, hormona de crecimiento,
glucocorticoides, proteina morfogenética Osea, factor de crecimiento
transformante B, factor de crecimiento semejante a insulina, factor de

crecimiento fibroblastico y factor de crecimiento derivado de plaquetas®>
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Cuando se colocan materiales de relleno existe una interaccion entre las
particulas del mismo con el ambiente que lo rodea, especialmente el tejido
0seo. Este fendmeno reviste una importancia fundamental para el éxito del
injerto. De alli la trascendencia del conocimiento de los componentes.
Teniendo en cuenta esta relacion de matriz-células o¢seas y tratando de
aprovechar la comunicacidon molecular entre ambos se han utilizado
diferentes materiales que incluyen injertos 6seos autbélogos, materiales
alogénicos, xenogénicos, sustitutos 0seos, técnicas de regeneracion 0seas
guiada y el uso de proteinas 6seas morfogenéticas.

En este sentido, los diferentes materiales utilizados pueden actuar por al

menos uno de estos tres mecanismos bien descritos en la bibliografia 56 57:

* Osteogénesis:

Sintesis de hueso nuevo a partir de células derivadas del injerto o del
huésped. Requiere células capaces de generar hueso.

» Osteoinduccion:

Es un proceso que estimula la osteogénesis, por el que las células madres
mesenquimatosas son reclutadas en la zona receptora y a su alrededor para
diferenciarse en condroblastos y osteoblastos. La diferenciaciéon y el
reclutamiento son modulados por factores de crecimiento derivados de la
matriz del injerto, cuya actividad es estimulada al extraer el mineral 6seo.
Entre los factores de crecimiento se encuentran las proteinas
morfogenéticas O0seas 2, 4 y 7, factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, interleuquinas, factor de crecimiento fibroblastico, factores de
crecimiento pseudoinsulinico, factores estimuladores de las colonias de

granulocitos-macrofago.
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También se liberan factores angiogénicos, como el factor de crecimiento
vascular derivado del endotelio y la angiogenina. Los materiales
osteoinductivos pueden hacer crecer hueso en la zona donde normalmente

no se encuentra.

o Osteoconduccion:

Es un proceso por el cual el material provee un ambiente, estructura o
material fisico apropiado para la aposicion de hueso nuevo. Se desencadena
un crecimiento tridimensional de capilares, tejido perivascular, y células
madres mesenquimatosas, desde la zona receptora del huésped hacia el
injerto. Este andamiaje permite la formacion de hueso nuevo mediante un
patron previsible, determinado por la biologia del injerto y el entorno

mecanico de la interfase huésped-injerto.

El injerto 6seo ideal deberia tener estas tres propiedades ademas de ser
biocompatible y proporcionar estabilidad biomecanica.

Se puede definir la biocompatibilidad cuando un material se considera
compatible y solo provoca reacciones deseadas o tolerables en el organismo
Vivo.

Con la finalidad de lograr alguno de los procesos nombrados anteriormente,
los injertos 0seos han sido objetivo de estudios durante mas de cuatro

décadas. Entre las diferentes opciones se pueden citar®8>5%:

a) Injertos autdélogos o autogenos:
Actlan a través de los tres mecanismos biol6gicos osteogénesis,

osteoconduccion, osteoinduccion.
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Es hueso obtenido del propio paciente. Puede ser de hueso esponjoso,
corticales vascularizadas o corticales no vascularizadas y los distintos tipos
de injertos pueden tener distintas propiedades. EI mejor material de relleno
es el hueso autdlogo cortico esponjoso o particulado de esponjoso que
puede formar hueso nuevo por mecanismo de osteogénesis,
osteoconduccion y tiene escasa capacidad antigénica. Se obtienen de sitios
intraorales (mentdn, tuberosidad del maxilar, rama ascendente) que se usan
para pequefios defectos o extraorales (cresta iliaca, tibia o calota) cuando se
requiere mayor cantidad. La eleccién de cada abordaje dependera del tipo,
tamafo y forma de la cavidad ésea, la experiencia clinica y preferencia del
profesional. El hueso autdégeno esponjoso es el que tiene mayor capacidad
osteogénica y los injertos corticales son los que proporcionan mayor
estabilidad.

Sin embargo, la obtencién de autoinjertos 0seos requiere un procedimiento
quirargico en el sitio donante con el consiguiente riesgo de morbilidad
postoperatoria, infeccién, dolor, hemorragia, debilidad muscular, lesién
neuroldgica, entre otras. También aumenta considerablemente el tiempo
quirdrgico y en algunos casos la cantidad de injerto extraido puede ser
insuficiente.

También papilla de hueso, que se recoge en un filtro durante una
osteoplastia/osteotomia realizada simultaneamente, se puede volver a

implantar en una bolsa.

b) Injertos homélogos, alogénicos o aloinjertos 60 6%
Proceden de individuos de la misma especie; pero genéticamente diferentes.

Se pueden clasificar segun su procesamiento en:

55



* Aloinjertos congelados.

» Aloinjerto iofilizado (secado en frio).

» Aloinjerto iofilizado y desmineralizado.

* Hueso irradiado.

Aunque este material se promocione como osteoinductor, por los resultados
obtenidos a través de estudios experimentales en tejidos extradseos (tejido
celular subcutaneo) se consideran biocompatibles y osteoconductores.

Las ventajas del aloinjerto incluyen su disponibilidad en cantidades
importantes y diferentes formas y tamafios, no se sacrifican estructuras del
huésped y no hay morbilidad del sitio donante. Las desventajas se relacionan
con la calidad del tejido 6seo regenerado, que no siempre es previsible.
Necesitan un procesado para eliminar su capacidad antigénica.

c¢) Injertos heterdlogos o xenoinjertos

De origen natural, provienen de otra especie (animales) y contienen los
minerales naturales del hueso. Se ha informado que la porosidad y la
superficie de estos materiales resulta en una mejor respuesta osteogeénica.
Por ejemplo, hueso bovino y derivados del coral (Ostrix, Osteogen, Bio-0ss,
Interpore).

El uso de hueso mineral desproteinizado de bovino (Bio.oss, Osteohealth
Suiza) ha sido estudiado y se ha comprobado que ofrece verdaderas
ventajas en zonas de alta demanda estética, ya que sirve como apoyo para
el tejido blando.

Otros estudios a largo plazo mostraron que la colocacion de bio-oss en un
alveolo pos exodoncia impide la contraccion marginal del reborde que ocurre

luego de la extraccion dentaria.
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Las propiedades del bio-oss son similares a las del hueso humano la
estructura porosa del mismo ofrece espacio para las células sanguineasy el
depdsito de nuevo hueso. La microestructura de la superficie del bio-oss
soporta la adhesion de los osteoblastos que son los responsables de la

formacion del hueso.

d) Injertos aloplasticos o sintéticos 2

Provenientes de materiales fabricados sintéticamente.

Se encuentran en variadas formas, tamafos y texturas Las respuestas
biologicas 6seas dependeran de las técnicas de fabricacién, la cristalinidad,
porosidad y grado de reabsorcion.

Pueden ser: Ceramicos: son los de uso mas comun, por ejemplo el fosfato
de calcio sintético (hidroxiapatita y fosfato tricélcico). Polimeros: como
Bioplan, HTR. Vidrio Cerdmico bioactivo: compuesto de sales de calcio y
fosfato, y sales de sodio y silicio (Biogass, Perioglass, Biogran) El principal
mecanismo de accion de estos materiales es osteoconduccion. Los
materiales osteoconductivos deben tener una porosidad que permita la
vascularizacién y provea un area de adherencia a las células osteogénicas.
El tamafio del poro 6ptimo para que esto ocurra es entre 100 y 500 Mn con
un volumen total de poros de 75/80 ademas los compuestos deben ser no
inmunogénicos y el hueso debe tener una capacidad alta de adherencia a

los mismos.

Estos materiales han sido estudiados teniendo en cuenta Ssu

histomorfometria y biologia molecular obteniendo resultados 6ptimos.
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Un factor importante a considerar es mantener el injerto en su posicion y
evitar que los tejidos blandos interfieran la cicatrizacion 6sea. Durante los
primeros momentos de cicatrizacion del material de injerto, se produce una
competicion entre el tejido 6seo y el blando para rellenar la cavidad y el tejido
blando prolifera mas rapido tendiendo a cerrar la cavidad.

El desarrollo de las membranas de regeneracion 6sea guiada ha demostrado
su utilidad para asistir y ayudar en los injertos 6seos.

Dentro de los materiales de barrera, encontramos las membranas para
osteopromocion.

La osteopromocion es el sellado por medios fisicos de un sitio anatémico,
para impedir que otros tejidos invadan el coagulo éseo e interfieran con la
regeneracion 6sea. Este es el mecanismo por el cual actian las membranas
de regeneracién tisular guiada. En la actualidad existen dos grupos de

membranas para regeneracion.

— Reabsorbibles. Estas membranas presentan capacidad de ser
reabsorbidas por el organismo. El periodo de reabsorciéon depende del
material que las constituye, esto es un punto critico dado que al no ser
necesaria su remocion, su funcion depende del tiempo que permanezcan
en el organismo.

Se clasifican de acuerdo a su compaosicion en:

» Colageno: Obtenido de tenddn bovino purificado (colageno tipo 1), ej.:
Biomed (Zimer-USA) se reabsorbe aproximadamente a las 6 o 7 semanas.
* PLA-PGA: (acido polilactico-acido poli glicélico) son mas rigidas y su tiempo
de reabsorcion es de 6 a 8 semanas, ej.: Resolut (Goretex USA)

* Polimero liquido sintético.
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* Poliglactina.

+ Sulfato de calcio.

— No reabsorbibles. Son membranas constituidas por teflén
(politetrafluoruro de etileno PTFE) De acuerdo al tratamiento del material
pueden ser expandidas o no. Estas membranas poseen la desventaja de
requerir una segunda cirugia para su remocion, que se puede acelerar en

caso de exposicion o infeccion.

El periodo ideal de mantenimiento de la membrana debe ser de 6 meses,

pero se puede modificar segun el caso clinico en particular.

AUTOINJERTO DENTAL PARTICULADO:

El Autoinjerto dental particulado es un material de injerto 6éseo consiste en
55% de hidroxiapatita inorganica (HA) y 45% de sustancias organicas e
inorganicas posee propiedades de hueso en términos de la combinaciény la

disociacion de calcio y fosfato’.

Las sustancias organicas incluyen la proteina morfogenética de hueso y
proteinas que tienen la capacidad de osteoinduccion, asi como el colageno

de tipo | idéntica a la encontrada en el hueso alveolar.

Es util ya que soporta una excelente capacidad de regeneracién 6sea y
reduce al minimo la posibilidad de reaccién a cuerpo extrafio, enfermedades

genéticas y la transmision de enfermedades.
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Viene a ser un sistema que trata a los pacientes mediante la fabricacion de
material de injerto 6seo de sus propios dientes extraidos. Es uno de los
materiales de injerto 0seo se dividen en tipos de bloques y en polvo. El tipo
de bloque tiene osteoinduccion, la capacidad a través de la sangre de
humectabilidad y capacidad osteoconduccion mediante el espacio y rastrero
sustituciéon y mantenimiento de espacio habilidades; que es remodelado por
el espacio durante un periodo especifico. El tipo de polvo se suministra en
base a varios tamafios de particulas, porosidad entre polvos vy
humectabilidad sangre, osteoconduccion, osteoinduccién vy reptiles

capacidades de sustitucion.

Con los datos anteriores, diente auto material de injerto 6seo es muy util en
situaciones clinicas porgue es compatible con la regeneracién 6Osea
excelente a través de la osteoinduccién y la capacidad de osteoconduccion
y minimiza la reacciéon de cuerpo extrafio debido a la homogeneidad

genética®®.

PLASMA RICO EN FACTORES DE CRECIMIENTO (PRGF):

Las plaguetas son células sanguineas enucleadas contenidas en el plasma
sanguineo, y aunque poseen una estructura compleja, son pequefios discos
redondos u ovales de 2 a 4 p de diametro cuya concentracién normal en
sangre oscila entre 150.000 y 300.000 por microlitro®4%%>, En ellas se
encuentran los llamados granulos alpha a que contienen un grupo de
factores de crecimiento (FC) que, al liberarse, hacen posible la multiplicacién

y el desarrollo de las células endoteliales vasculares, de las células
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musculares lisas y de los fibroblastos, y ejercen multiples efectos sobre los
fenébmenos de remodelacion celular®>%, permitiendo que interactlien
reciprocamente con los leucocitos y con las células endoteliales para
modular la reaccion inflamatoria en los procesos de cicatrizacion y de
regeneracion tisular. La mayoria de éstos FC son proteinas de bajo peso
molecular que varian entre 1.000 y 4.000 daltons. Cada factor posee un
tejido u 6rgano sobre el cual actuar, aunque todos los tipos de células

responden a uno o mas factores al mismo tiempo®’.

Las plaguetas tienen una semi-vida util de 8 a 12 dias, al final de la cual
acaba su ciclo vital y después son eliminadas de la circulacion principalmente

por el sistema de macréfagos titulares®®

En 1995 Slater menciona la posibilidad de estimular la proliferacion ésea
utilizando factores de crecimiento plasmaticos. Al aislar y aplicar las
proteinas responsables de la cicatrizacion de las heridas y regeneracion de
los tejidos en la zona a tratar, el proceso de reparacion se acelera,
disminuyen las complicaciones postquirurgicas, el dolor y la inflamacion,

optimizando la capacidad de regeneracion del organismo.

Hasta el momento no se han reportado efectos negativos. La epitelizacion
se ha reportado total en 100% de los casos y significativamente mejor que
en las areas que no han sido tratadas con PRGF. En cuanto a la
regeneracion 6sea, se han encontrado diferencias, mayor calidad y cantidad

gue en pacientes no tratados con PRGF.
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Los factores de crecimiento son los mediadores biolégicos que ponen en
marcha el proceso de regeneracion 0sea los cuales se almacenan en las
plaquetas, como son, el factor derivado de las plaquetas, factor de

crecimiento fibroblastico y factor de crecimiento semejante a la insulina.

Dentro de los beneficios que aporta el PRGF son el incremento de la
vascularizacion de los tejidos, acelera la regeneracion de tejidos blandos,
reduce el edema, promueve la epitelizacion (formacion de piel y mucosa) e

induce a la formacion 6sea.

Esta opcion de tratamiento ha beneficiado especialmente a los pacientes con
antecedentes de tabaquismo y a los diabéticos dadas sus alteraciones en la
circulacién sanguinea que los lleva a ser mas susceptibles a no consolidar

fracturas, mala cicatrizacion 6sea y de estructuras blandas.

La funcién del PRGF al actuar en conjunto activan el metabolismo 6seo.
Estimulan la regeneraciéon periodontal. Aceleran el proceso de cicatrizacion.
Por lo que se les considera los inductores de crecimiento 6seo ideales.

Los factores de crecimiento son fundamentales en la reparacion Gsea y el
empleo de los mismo tiene muchas ventajas, tales como mayor velocidad en
la formacién de hueso neoformado y aumento en el trabeculado 6seo
durante la reparacion.

El empleo del PRGF, favorece la formacion de un nuevo ligamento
periodontal, hueso y cemento de tipo celular, tanto en cantidad, calidad y

velocidad.
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Las posibilidades de contagios y complicaciones son minimas ya que solo
se utiliza sangre del propio paciente sin necesidad de mezclarla con ningun
hemoderivado que pudiera tener el minimo efecto antigénico o de contagio.
Esta opcion de tratamiento beneficia especialmente a los fumadores y a los
diabéticos dadas sus alteraciones en la circulacién sanguinea que los lleva
a ser mas propensos a no consolidar fracturas, mala cicatrizacién del hueso

y de las partes blandas.

Slater y cols. En 1995 mostraron un trabajo in vitro, resultados que indican
un aumento en la proliferacién y diferenciacion de osteoblastos humanos, y
un incremento en la sintesis de la matriz extracelular cuando se cultivan

dichos osteoblastos en presencia de factores de crecimiento plaquetarios.

En 1995 Slater menciona la posibilidad de estimular la proliferacion 6sea
utilizando factores de crecimiento plasmaticos. Al aislar y aplicar las
proteinas responsables de la cicatrizacion de las heridas y regeneracién de
los tejidos en la zona a tratar, el proceso se acelera, disminuyen las
complicaciones postquirargicas, el dolor y la inflamacion, optimizando la
capacidad de regeneracién del organismo.

Hasta el momento no se han reportado efectos negativos. La epitelizacién
se ha reportado total en el 100% de los casos y significativamente mejor en

las areas que no han sido tratadas con PRGF.

Estas investigaciones inician con Marshall Urist en 1965 donde describe la
importancia de las proteinas morfogenéticas oseas (BMPs) en la

regeneracion de tejidos. Mientras que Tayapongsak (1994), concentré su
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atencion en los mecanismos intrinsecos de la respuesta celular,
precisandose en la fibrina adhesiva autdloga (AFA).

Factores de crecimiento presentes en el PRP:

Bioquimicamente, el PRP se compone de suero, leucocitos, plaquetas y
factores de crecimiento, pero aunque la presencia conjunta de todos estos
elementosfavorece la accion del PRP, los elementos fundamentales son los
factores de crecimiento, que ejercen la funcién de regeneracion del lecho
donante y que, en lineas generales, son el factor de crecimiento de origen
plaquetario (PDGF), el factor de crecimiento de transformacion-beta (TGF-
beta), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) °.

PDGF (Factor de Crecimiento de Origen Plaguetario):
. Promueve indirectamente la angiogénesis a través de los macréfagos,

por un mecanismo de quimiotaxis.

o Activador de macréfagos.
. Mitdégeno de células mesenquimales.
o Facilita la formacion de colageno tipo |.

TGF-BETA (Factor de Crecimiento de Transformacion Beta):

. Quimiotaxis.

. Proliferacion y diferenciacion de las células mesenquimales.
o Sintesis de colageno por los osteoblastos.

o Pro-angiogénesis.

o Inhibe la formacion de osteoclastos
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o Inhibe la proliferacién de células epiteliales en presencia de otros

factores.

FGF (Factor de Crecimiento Fibroblastico):

o Proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos.
. Inhiben los osteoclastos.
. Proliferacion de fibroblastos e induccién de la secrecion de

fibronectina por estos.

. Pro-angiogénesis por accion quimiotactica sobre células endoteliales.

IGF (Factor de Crecimiento Similar a la Insulina):

. Proliferacion y diferenciacion de células mesenquimales y de
revestimiento.

o Sintesis de osteocalcina, fosfatasa alcalina y coldgeno | por los

osteoblastos.

VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular):
o Quimiotaxis y proliferacion de células endoteliales

o Hiperpermeabilidad de los vasos sanguineos.

EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico):
o Mitbgeno, proapoptotico, quimiotaxis y diferenciacion de células

epiteliales, renales, gliales y fibroblastos.

Tabla Factores de Crecimiento”
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TABLA1
Proliferacién Proliferacion Quimiotaxis Sintesisde matriz =~ Vascularizaciéon
pre/osteoblastos fibroblastos extracelular
PDGF ++ ++ + + &
TGFB +/— +/— + + *
EGF - ++ + * _
IGF ++ + ++ ++ =
VEGF + - - ++

++ Gran Aumento; + Aumenta; - Sin efecto; * Efecto indirecto (4).

PROTOCOLO DE OBTENCION DE PLASMA RICO EN FACTORES DE
CRECIMIENTO:

Anitua (1999) propone utilizar el plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF). En donde las plaquetas contienen algunos factores de crecimiento,
como: Factor de crecimiento transformador —B1 (TGF-B1), Factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), Factor de crecimiento insulinico
(IGF-I) dichas proteinas tienen propiedades, como la migracion celular
dirigida (quimiotaxis), proliferacion y diferenciacion celular, todos estos
acontecimientos claves en los procesos de reparacion y regeneracion. La
técnica disefiada por él, que ha sido desarrollada por el laboratorio
Biotechnology Institute (BTI), consiste en la extraccion de 20 centimetros
cubicos de sangre del paciente. La cual se centrifuga para diferenciar las
distintas fracciones de plasma y separar la porcion mas rica en factores de

crecimiento.

Esta técnica consiste en:

1. La seleccion de las venas; metacarpianas o antecubitales y la

extraccion de 20 centimetros cubicos de sangre.
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2. La introduccion de la sangre en tubos estériles con citrato de sodio al 3.8%
como anticoagulante. Se centrifuga 1,800 rpm (450 g) durante 8 minutos
para separar el plasma donde se obtienen tres fracciones:

Fraccion 1, corresponden a los primeros 500 uL (0.5 cc) que se considera
un plasma pobre en plaquetas y por lo tanto pobre en factores de
crecimiento.

Fraccion 2, corresponden a los siguientes 500 uL (0.5 cc) obteniendo un
plasma con un numero de plaquetas similar al que tiene la sangre periférica.
Fraccion 3, los siguientes 500 uL (0.5 cc) considerando la porcién del
plasma mas rico en plaguetas, encontrdndose inmediatamente después de

la serie roja.

3. Pipeteo de las muestras.

* Primero, con una pipeta de 500 uL (0.5 cc) se aspira la fraccién superior
(fraccidn 1) y se traslada a un tubo de cristal estéril, previamente etiquetado.
Repitiendo lo mismo con el tubo 2, por lo tanto ésta sera la fraccion de
plasma mas pobre

en plaquetas.

» Segundo, con la pipeta de 500 iL (0.5 cc) se aspira la fraccion 2 en ambos
tubos y se traslada a un tubo de cristal estéril. Esta fraccion de plasma (f2)
contiene un numero de plaquetas por

unidad de volumen similar a las contenidas en la sangre periférica.

» La tercera fraccion de plasma (f3) es la mas importante por su alto
contenido en plaquetas. Se

realiza un pipeteo cuidadoso, utilizando para ello una pipeta de 100 uL (0.1

cc) con el fin de evitar
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turbulencias y no aspirar los hematies. Repitiendo el pipeteado cinco veces
y se lleva a un tercer

tubo de cristal estéril, éste sera el plasma mas rico en factores de crecimiento
(PRGF) (Fraccion 3). Los 0.2 cc de plasma que estan mas préximos a los

hematies son los que tienen el contenido mas alto en plaquetas.

4. Activacion y agregacion de las plaquetas.

Una vez que tenemos la fraccion de plasma que vamos a utilizar,
realizaremos la activacion del coagulo utilizando cloruro de calcio al 10%
para inducir la activacion plaquetaria y la exocitosis de los granulos a. El
calcio actla como cofactor necesario para la agregacion plaquetaria.11 Se
forma un tapdn gelatinoso muy consistente y de facil manipulacion.

Cuando se activa se inicia la cascada de coagulacion, con la transformacion
de las plaquetas se liberan los factores de crecimiento, y la coagulacion del
fibrinbgeno por lo que se debe hacer unos 10 minutos antes de su utilizacion,
pudiendo acortar los plazos con un bafio térmico a 37 °C.

El gel obtenido de color amarillo-rosado contiene PRGF (Plasma rico en
factores de crecimiento) y el de color transparente PPP (plasma pobre en
plaquetas).

La preparacion obtenida de PRGF puede ser combinada con un material
osteoconductor, como injertos autdgenos o aloinjertos, mejorando asi la

consistencia y el manejo del mismo.
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ANALISIS HISTOPATOLOGICO:

La Histopatologia es la rama de la Patologia que trata el diagndstico de

enfermedades a través del estudio de los tejidos.

Las muestras tomadas se fijan en alcohol al 80% o formalina con buffer. El
alcohol tiene la ventaja de producir una fijacion adecuada y de permitir el
almacenamiento a temperatura ambiente por largo tiempo, hecho
particularmente importante cuando las muestran deben ser enviadas para
Su procesamiento. La fomalina con buffer fosfato es un buen fijador, pero
las muestras deben ser removidas en 48 horas para evitar la disolucion del
material. Luego son deshidratados en alcohol absoluto. Después de la
impregnacion de 8 dias a 4 °C en una solucion de metacrilato (600mL de
metimetacrilato, 150 mL de dibutilfalato y 625.5 g de catalizador (benzoil
peréxido), las muestras son inlcuidas en metilmetacrilato a 32°C. El corte
del bloque se realiza con un micr6tomo de Jung de tipo K y Reichter policut

equipado con cuchilla de tugsteno. Los cortes son de 8 um (de 4 a 20).

Muchos métodos de tincion son validos, el anico perrequisito es usar uno
gue permita la identificacion inequivoca del osteoide y de las células éseas.
El solocromo cianina R (solucién acuosa al 1%) es un buen material del
osteoide, con la misma capacidad de discriminar que el de Von Kossa,
reconocido como método de referencia. El solocromo cianina R también es
conveniente para las muestras de volumen 6seo con el uso de un
analizador de imagenes porque produce un claro contraste entre el hueso
trabecular coloreado y los espacios medulares. En contraste, la coloracion
tricomica de Goldner subestima el volumen y la superficie osteoide aunque
es excelente para evaluar los parametros de resorcion.
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El analisis del doble marcado con tretaciclina es posible como

procedimiento de 15 a 20 um de espesor.

Mediciones y Parametros para el analisis Histopatoldgico:

Para las secciones de hueso realizadas en muestras Oseas pueden
utilizarse diferentes métodos de medicion. Todos se basan sobre el
principio de Delesse, el cual permite la deduccion de informacién numérica

tridimensional a partir de imagenes bidimensionales.

El método de evaluacion mas antiguo denominado “manual” utiliza
diferentes tipos oculares integrados con la superposicién de una grilla. El
porcentaje de cruces sobre la estructura o el nimero de intersecciones
entre la grilla y el perimetro 6seo son estimaciones precisas de la superficie
o de la densidad volumétrica del componente en andlisis. Este sistema
manual de conteo todavia es el mas usado, aunque requiera de numerosos

campos e insuma mucho tiempo.

El segundo método usa una imagen analizada por computadora la cual
reduce considerablemente el tiempo de analisis. Estos artefactos
completamente automatizados también son aptos para la medicion del
volumen 6seo o la densidad, pero no son satisfactorios para la evaluaciéon
de la superficie de remodelado o los pardmetros dinamicos, los cuales
tienen que ser identificados dinamicos, los cuales tienen que ser
identificados cualitativamente antes de su cuantificaciéon. Ademas, a pesar
de avances recientes en técnicas de imagenes, estas computadoras no son

capaces de identificar células o artefcatos de las tinciones o los cortes.
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Finalmente, un método eficiente es el uso de los analizados de imagenes
semiatomatico, el cual combina las ventajas de la discrimacion por un
investigador, con tiempo de evaluacion reducido los resultados de analisis

y célculos de la computadora.

La nueva nomenclatura para histomorfometria é6sea propuesta por el comité
de la American Society of Bone and Mineral Research es la extensamente

utilizada en la actualidad:

-Volumen 0@seo trabecular (BV/TV): Representa el porcentaje de tejido
trabecular (ocupado por trabéculas), excluido el espacio medular pero

incluido el tejido calcificado y el osteoide.

-Superficie osteoide (OS/BS): Es el porcentaje de perimetro trabecular

gue es ocupado por osteoide con osteoblastos o sin ellos.

-Espesor osteoide (Oth): Es el promedio del espesor del osteoide que

cubre la superficie de las trabéculas.

-Superficie de resorcion (ES/BS): Es el porcentaje de superficie

trabecular ocupada por lagunas de Howship con osteoclastos o sin ellos.

-Superficie osteoblastica (Ob S/BS): Es el porcentaje de superficie

trabecular ocupada por osteoblastos.

-Superficie Osteclastica: (Oc S/BS): Es el porcentaje de superficie

trabecular que es ocupada por osteoclastos.

-Superficie Mineralizada (MS/BS): Es el porcentaje de superficie
trabecular que estd mineralizada y por ende marcada con tetraciclina.

Incluye simpre o doble marcado. La MB/BS se usa para el célculo de los
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grados de formacion, el periodo de formacion 6sea y varias expresiones del
tiempo de mineralizacion, por lo cual es importante que se defina

estrictamente®?,

2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS:

Regeneracién 6sea guiada: La regeneracion 6sea guiada es un concepto
moderno, que implica el uso de diferentes materiales y métodos, que tienen
como objetivo crear hueso sano y suficiente, en los procesos alveolares de
los maxilares, para cubrir defectos O0seos periodontales o para tener
procesos alveolares adecuados, en donde colocar proétesis dentales de
manera convencional, o con implantes dentales osteointegrados. Estos
altimos son un gran avance en la Odontologia actual pero requieren para
su colocacion una cantidad suficiente de hueso alveolar, de buena calidad,

gue los cubra y soporte.

La regeneracion 6sea guiada con injertos 6seos autélogos y membrana de
teflon o politetrafluoretileno expandido (PTFE-e), esterilizada en gas de
oxido de etileno, es recomendable en la regeneracion ésea de procesos
alveolares deficientes, alrededor de implantes oseointegrados con defectos
0seos periféricos, o en casos de fracturas mandibulares complicadas con
pseudoartrosis. Esto es asi porque los resultados observados son muy
positivos, ademas que conlleva una reduccion considerable de los costes

del tratamiento 16,

La regeneracién Osea guiada implica colocar una barrera que cubra el
defecto 6seo, separandolo del tejido gingival (epitelio y tejido conectivo), y

evitando su contacto con el hueso durante la cicatrizacidon. Asi se permite
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Su regeneracion y que el defecto 6seo sea rellenado. Los estudios clinicos
e histologicos de este procedimiento, han demostrado que las membranas
de barrera deben estar perfectamente adaptadas al hueso periférico, es
decir, al defecto, formando un sello que impida el ingreso de células de
tejido conectivo gingival al espacio formado bajo la membrana, ya que éstas
compiten con las células formadoras de hueso. Por ello es imprescindible

gue la membrana se mantenga estable durante el periodo de cicatrizacion.

Autoinjerto Dental Particulado: EI material de autoinjerto dentario
particulado es un sistema que trata a los pacientes mediante la fabricacion
de material de injerto 6seo de sus propios dientes extraidos. El autoinjerto
dental es un material de injerto 6seo consiste en 55 % y 45 % inorganica
sustancias organicas. Entre las sustancias inorganicas, hidroxiapatita (HA)
tiene las caracteristicas de la combinacion y la disociacién de calcio y

fosfato como las del hueso.

Injerto: Es un procedimiento quirdrgico para trasladar tejido de una parte
del cuerpo a otra, o de una persona a otra, sin llevar su propio riego
sanguineo con él. En lugar de eso, crece una nueva irrigacion sanguinea
en la zona donde se coloca. La técnica similar donde el tejido es transferido
con la irrigacion sanguinea intacta se denomina colgajo. En algunas
ocasiones un injerto puede ser un dispositivo creado artificialmente, como
por ejemplo los tubos para llevar el fluido sanguineo a través de una
malformacion o desde una arteria a una vena usados en hemodialisis. El

término injerto es sobre todo aplicado a los injertos de piel, sin embargo
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pueden ser injertados muchos tipos de

tejidos: piel, huesos, nervios, tendones, neuronas, etc 1°.

Histopatologia: El estudio de la estructura microscopica de los tejidos
(especialmente por medio de analisis asistido por ordenador de

microfotografias)’°.

CAPITULO lll: MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo y Disefio de la Investigacion:

Tipo de Investigacion: Cuantitativa

Disefio:
a. De acuerdo al grado de control de las variables y la forma de

seleccion de los individuos:

Experimental

b. De acuerdo a la direccién que sigue el estudio:

Prospectivo

c. De acuerdo al numero de ocasiones en los que se realiza la medicion

de las variables:

Longitudinal

d. De acuerdo al numero de variables que se desean estudiar:

Comparativo
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3.2. POBLACION MUESTRAL:
2.3.2.1. POBLACION: Conejos machos de la raza Nueva Zelanda de 4 - 6

meses de edad "t

2.3.2.1.2. MUESTRA: 24 Conejos machos de la raza Nueva Zelanda de 4

- 6 meses de edad, de 2.5 — 3 Kg de peso 2.

e Serdn 12 conejos para el grupo experimental (defecto con
autoinjerto dentario particulado y defecto control negativo) y 12
conejos para el grupo control (defecto con plasma rico en

factores de crecimiento y defecto control negativo).

Criterios de seleccion:
e Conejos raza Nueva Zelanda de dos diferentes camadas.
e Conejos en buen estado de salud.
e Conejos con edades comprendidas entre 4 - 6 meses.
e Conejos de 2.5 kg. a 3 kg. de peso”?

e Conejos que no presenten alteraciones fisicas

Distribuciéon de la Muestra:

Se dividio a la muestra en dos grupos de experimentacion, donde se
aplicaron dos tipos de injerto; el grupo experimental contoé con: un defecto
en fémur con autoinjerto dentario particulado (grupo experimental) y un
defecto sin injerto (grupo control negativo); el otro grupo experimental conto
con: un defecto en fémur con plasma rico en factores de crecimiento (grupo

control positivo) y un defecto sin injerto (grupo control negativo).

75



La seleccion de conejos para la conformacion de grupos fue de manera

aleatoria.

3.3. HIPOTESIS:

Hipotesis Verdadera:

La neoformacion Osea obtenida con el autoinjerto dentario particulado es
mayor a la neoformacion 6sea obtenida con la Plasma Rico en Factores de

Crecimiento en fémur de Oryctolagus cuniculus.

Hipdtesis Investigativa:

Existe diferencia significativa entre la neoformacién 6sea obtenida con el
autoinjerto dentario particulado y la neoformacion ésea obtenida con el
Plasma Rico en Factores de Crecimiento en fémur de Oryctolagus

cuniculus.

3.4. VARIABLES:
Tipo de Injerto (Variable independiente), Neoformacion ésea (Variable

Dependiente) y Tiempo (Covariable).
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3.5. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES:

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR TIPO ESCALA VALOR
DEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL FINAL
+
NEOFORMACION Tejido 6seo0 Numero de cruces Intensidad de Cualitativo Nominal

OSEA

neoformado en el
defecto.

obtenidas

neoformacion 6sea

++

+++
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR TIPO ESCALA VALOR
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL FINAL
Los biomateriales
utilizados como el Autoinjerto Dental Con injerto,
Biomaterial Autoinjerto Dental Particulado Cualitativo Nominal
utiizado  como Particulado (ADP),
INJERTO relleno 6seo para Plasma Rico en
la regeneracion Factores de Plasma Rico en
Osea. Crecimiento (PRGF), y Factores de Sin injerto

defecto sin injerto.

Crecimiento
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CO-VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR TIPO ESCALA VALOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL FINAL
Periodo de tiempo Periodo de sacrificio Ficha de 2 Meses
comprendido entre de los modelos recoleccion de
la fecha de animales expresado datos. Cuantitativo  De Razodn
TIEMPO colocacion del alos 2y 4 meses.

material y la fecha
de sacrificio del 4 Meses

animal.
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3.6 Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Método: Experimental.
Técnica: Microscopia, Centrifugacion.
Instrumento: Microscopio multicabezal, Centrifuga, Ficha de Recoleccion

de datos (Anexo 18).

3.7. Procedimiento para recoleccion de datos:

3.7.1. Procedimientos:
Se realiz6é una prueba piloto para determinar la confiablidad del instrumento
y la forma adecuada de manipulacion de los sujetos de la investigacion y
evaluar los periodos de observacion de las variables, y capacitar y calibrar al

investigador en los procedimientos a realizar.

3.7.2. Método:
El método consiste en una observacion estructurada mediante microscopia

de luz.

3.7.3. Manejo pre-operatorio:
a. Aclimatacion de los animales
Los animales ingresaron una semana antes de la intervencion quirurgica al
Bioterio de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Privada
Antenor Orrego para su aclimatacion al nuevo ambiente y colocados en
jaulas bajo condiciones ambientales de temperatura y régimen alimentario

estandar (Conejina - PURINA®). "3
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b. Observacion regular:

Después del periodo de aclimatacion, se inicid6 con el procedimiento
anestésico a cargo del veterinario, los procedimientos quirdrgicos, los
cuidados post operatorios de los animales estuvieron supervisados por
especialistas de la Universidad Privada Antenor Orrego (médico veterinario,

técnico veterinario), en condiciones de asepsia adecuadas 2.

C. Pre-anestesia:

Se prepararon a los conejos retirando el agua y la comida 12 horas antes
tanto en la primera intervencion (corte dental para la obtencion del
Autoinjerto Dental Particulado), seguido de la toma de muestra de sangre
para la elaboracién del plasma rico en plaquetas (PRP). Se continué con el
corte y trituracién de los incisivos centrales inferiores (autoinjerto dental
particulado); finalmente se rellen6 con los injertos, los defectos Oseos

realizados en el fémur de los modelos animales 85 87.88

d. Anestesia:

La aplicacion de la anestesia fue administrada por via Intramuscular con la
administracion de Ketamina (KET A-100) a dosis de 30 mg/kg de peso, el
nivel de anestesia se mantuvo con Promazil a dosis de 1ml/kg de peso; para
ello se utilizaran jeringas de 5 ml con aguja de 40 x 0,8 montada, estéril.
Dicho procedimiento sera realizado por el médico veterinario, quien cuenta
con la capacitacion en el manejo de animales. La induccion y el

mantenimiento de la anestesia seran controlados mediante signos como la
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pérdida del reflejo pupilar y la relajacion del musculo esquelético de la zona

quirrgica, a cargo del médico veterinario 7.

En la primera intervencion del sujeto del grupo ADP se realizé el corte dental
4, de inmediato se procede a la trituraciéon con el particulador de hueso, del
mismo para obtener el autoinjerto dental particulado, posteriormente se
realizo la intervencion de la investigacion propiamente dicha en la cual se
rasurd la zona a intervenir (fémur) y luego se pincela toda el area con una

solucién al 10 % de polividona yodada para la asepsia dérmica adecuada 3.

En la primera intervencion del sujeto del grupo PRP, sdlo se realiz6 la toma
de muestra de sangre para la obtencion del PRP y también la obtencién de
membrana de PPP para cubrir el injerto, y posteriormente se ejecutd la
intervencion de la investigacion propiamente dicha en la cual se rasuré la
zona a intervenir (fémur) y luego se pincela toda el area con una solucién al

10 % de polividona yodada para la asepsia dérmica adecuada 3.

Las intervenciones quirurgicas se realizaron en la Clinica Veterinaria Can &
Fel, estando a cargo del Médico Veterinario Juan Carlos Hernandez. Se
realizaron doce intervenciones quirargicas diarias; a cargo de la
investigadora estudiante del X ciclo de Estomatologia, Martha Aurora Lépez
Monja, con el apoyo de los asesores especialistas: CD. Esp. Augusto Alberto

Aguirre Aguilar, CD. Esp. Marco Antonio Reategui Navarro.
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3.7.4. Obtencion del Plasma Rico en Factores de Crecimiento:
Anitua (1999) propone utilizar el plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF). En donde las plaquetas contienen algunos factores de
crecimiento, como: Factor de crecimiento transformador —B1 (TGF-B1),
Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), Factor de crecimiento
insulinico (IGF-I) dichas proteinas tienen propiedades, como la migracion
celular dirigida (quimiotaxis), proliferacion y diferenciacion celular, todos
estos acontecimientos claves en los procesos de reparacion y
regeneracion. La técnica disefiada por él, que ha sido desarrollada por el
laboratorio Biotechnology Institute (BTI), consiste en la extraccion de 20
centimetros cubicos de sangre del paciente. La cual se centrifuga para
diferenciar las distintas fracciones de plasma y separar la porcion mas rica

en factores de crecimiento.

Esta técnica consiste en:
2. La seleccibn de las venas; metacarpianas 0 antecubitales y la

extraccion de 20 centimetros cubicos de sangre.

2. La introduccion de la sangre en tubos estériles con citrato de sodio al
3.8% como anticoagulante. Se centrifuga 1,800 rpm (450 g) durante 8
minutos para separar el plasma donde se obtienen tres fracciones:

Fraccion 1, corresponden a los primeros 500 pL (0.5 cc) que se considera
un plasma pobre en plaquetas y por lo tanto pobre en factores de

crecimiento.

83



Fraccion 2, corresponden a los siguientes 500 pL (0.5 cc) obteniendo un
plasma con un nimero de plaquetas similar al que tiene la sangre periférica.
Fraccion 3, los siguientes 500 pyL (0.5 cc) considerando la porcién del
plasma mas rico en plaquetas, encontrandose inmediatamente después de

la serie roja.

3. Pipeteo de las muestras.

* Primero, con una pipeta de 500 uL (0.5 cc) se aspira la fraccidén superior
(fraccibn 1) y se traslada a un tubo de cristal estéril, previamente
etiquetado.

Repitiendo lo mismo con el tubo 2, por lo tanto ésta sera la fraccion de

plasma mas pobre en plaquetas.

» Segundo, con la pipeta de 500 iL (0.5 cc) se aspira la fraccién 2 en ambos
tubos y se traslada a un tubo de cristal estéril. Esta fraccion de plasma (f2)
contiene un numero de plaquetas por

unidad de volumen similar a las contenidas en la sangre periférica.

» La tercera fraccién de plasma (f3) es la mas importante por su alto
contenido en plaquetas. Se realiza un pipeteo cuidadoso, utilizando para
ello una pipeta de 100 pL (0.1 cc) con el fin de evitar turbulencias y no
aspirar los hematies. Repitiendo el pipeteado cinco veces y se lleva a un
tercer tubo de cristal estéril, éste sera el plasma mas rico en factores de

crecimiento (PRGF) (Fraccion 3). Los 0.2 cc de plasma que estan mas
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préximos a los hematies son los que tienen el contenido mas alto en

plaquetas.

4. Activacion y agregacion de las plaquetas.

Una vez que tenemos la fraccion de plasma que vamos a utilizar,
realizaremos la activacion del coagulo utilizando cloruro de calcio al 10%
para inducir la activacién plaquetaria y la exocitosis de los granulos a. El
calcio actua como cofactor necesario para la agregacion plaquetaria.11 Se

forma un tapdn gelatinoso muy consistente y de facil manipulacion.

Cuando se activa se inicia la cascada de coagulacion, con la transformacion
de las plaquetas se liberan los factores de crecimiento, y la coagulacion del
fibrinbgeno por lo que se debe hacer unos 10 minutos antes de su

utilizacion, pudiendo acortar los plazos con un bafio térmico a 37 °C.

El gel obtenido de color amarillo-rosado contiene PRGF (Plasma rico en
factores de crecimiento) y el de color transparente PPP (plasma pobre en

plaquetas).

La preparacion obtenida de PRGF puede ser combinada con un material

osteoconductor, como injertos autégenos o aloinjertos, mejorando asi la

consistencia y el manejo del mismo.
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3.7.5. Obtencidn del Autoinjerto Dental Particulado:
a) Se realizd un corte horizontal en ambos incisivos inferiores, utilizando
un disco de carburo, con ayuda del dremel.
b) Después de obtener esa porcion dental, se llevo al particulador de
hueso, para convertirlo en pequefios bloques.
c) Esas porciones obtenidas ya tamizadas por el particulador se colocan

en el defecto 6seo.

3.7.6. Intervencion Quirdrgica:
Se colocaron a los animales de los dos grupos en posicion de decubito
supino sobre una mesa quirdrgica, con el campo quirargico delimitado por
toallas estériles perforadas. Todo el instrumental utilizado en la intervencion

quirdrgica fue esterilizado previamente.

El sitio quirdrgico elegido fue la diafisis mesial y distal femoral izquierda; se
inicié con una incisién de 1 cm en la superficie distal del fémur, con una hoja
de bisturi N° 15 en un mango N°3, extendiéndose hasta el periostio’®, luego
se procedio al levantamiento del colgajo con una legra dejando el hueso
expuesto y manteniendo el periostio intacto. Se realiz6 un defecto con un kit
de fresas nuevas por cada intervencion del dia, montada en un motor

eléctrico estéril (Dentoflex) para obtener los defectos 6seos.

Se crearon 02 defectos 6seos en cada fémur (situados a una distancia de 10
mm) de 3mm de diametro, utilizando trefinas; para obtener la profundidad

deseada. Finalizado el procedimiento quirdrgico se procedié a colocar el
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material de investigacion segun la asignacion para cubrir la entrada de los
defectos; en el sujeto del primer grupo (ADP), uno de los defectos sera
cubierto con el material de experimentacion (Autoinjerto Dental Particulado),
este se obtuvo después de haberse realizado el corte al diente con el disco
de carburo y con una trituradora de hueso se obtiene un injerto tipo polvo y
sobre este injerto se coloco un teflbn para asegurarnos una regeneracion
0sea guiada, el otro defecto fue para el control negativo o gold standart (no
se colocara ningun injerto). En el sujeto del segundo grupo (PRGF), uno de
los defectos fue cubierto con el material de experimentacion (Plasma Rico
en Factores de Crecimiento); este fue obtenido recolectando 4.5ml de
sangre en un tubo con 1ml de citrato sodico al 3.8% (anticoagulante), luego
de ello lo llevaremos a la centrifugar a 1800 rpm por 8 minutos, después de
haberlo colocado en el defecto cubrimos este injerto con un teflon para
asegurarnos la regeneracion 6sea guiada, en el otro defecto fue para el

control negativo o gold standart (no se colocara ningun injerto).

Finalmente se procedié a suturar todos los planos, los mas profundos y los
mas superficiales con hilos reabsorbibles con acido pologlicélico (6/0 — Aguja

semicircular traumatica corte invertido) 7.

3.7.7. Manejo post — operatorio:
Los conejos fueron agrupados cada uno en su jaula segun su grupo de
estudio, inmediatamente después de la intervencion, sin movilizar la

extremidad 2.

87



Cada jaula registrara el grupo de estudio, la fecha de la intervencion
quirdrgica y la fecha de toma de muestras. Los animales se identificaran con

dos letras dependiendo del biomaterial con el que fueron tratados.

De esta manera, se denominé como ADP a los animales que recibieron el
autoinjerto dental particulado, y PRP los animales que recibieron Plasma
Rico en Plaquetas. A lo anterior, se le agregaron dos cifras numéricas que
sefalaron el tiempo de tabulacion y el numero correlativo del ejemplar (Ej.
AD-03-01).”? Esta denominacién se mantendra en las piezas recogidas

(Fémur) para el estudio histomorfométrico.

a. Analgesia

La analgesia se efectué con Ketoprofeno (Profenid®) en dosis de 10mg/kg
de peso administrado por via intramuscular, usando jeringas de tuberculina
de 1ml. con aguja 26 G, cuya primera dosis sera colocada al terminar la
intervencion quirdrgica y luego se administré cada 24 horas hasta completar

tres dias.

Se utilizé como antibiotico Quinolaba Oral 10% (Enrofloxacina), durante 5
dias; ademas se administrara 3 gotas por dia de manera directa en la boca
del animal. Ambos medicamentos son indicados por el médico veterinario

como parte del protocolo y administrados por el técnico veterinario 72 81 83,
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b. Controles

Todos los animales fueron controlados diariamente en los primeros 3-5 dias
después de la cirugia para observar sefiales de angustia, tales como
cambios en el apetito, en la apariencia fisica y la proteccion de la
extremidad afectada’?. Las observaciones diarias estaran a cargo del

técnico veterinario y el investigador.

Los animales permanecieron en sus jaulas hasta completar el periodo

predeterminado (2 y 4 meses).

3.7.8. Eutanasia:
Para la recoleccion de muestras se empez06 con la eutanasia a los conejos,
administrando Pentoarbitral en una dosis de 3ml, el animal sufre un ataque
cardiaco vy fallece, luego se procede a la amputacion del miembro donde
fue realizada la intervencion, en este caso el fémur derecho, se observa en
el hueso la cinta teflon donde fueron realizados los defectos, se retiraron y
ahi se procede a realizar cortes con un disco de carburo y esas muestras

obtenidas se envian al patélogo para que las procese.

Una vez extraidas las muestras de hueso donde fue colocado el injerto y
en las que no, se fueron colocados en un fijador para microscopia optica
de rutina el cual estara constituido por formol al 10% vy llevado
posteriormente al laboratorio de histologia del departamento de Patologia
e Histologia de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Privada Antenor Orrego, para el procesado del tejido obtenido 7% >
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3.7.9. Evaluacion:
Cada espécimen fue preparado para ser sometido a un estudio

histomorfométrico a los 2 y 4 meses "

Estudio histopatoldgico:

a. Obtencion de las Muestras:

Todas las muestras obtenidas de tejidos se deben de procesar de una
buena manera para tener unos buenos cortes histologicos para conseguir

una mejor informaciéon del material a procesar.

Figura 2 Obtencion de muestras

b. Proceso de fijacién de muestra:

Se utiliza formaldehido para conservar la forma original del tejido.
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c. Lavado:

Se lavo el tejido para quitar el exceso de fijador (formaldehido).

d. Deshidratacion:
Se colocaron las muestras de los tejidos en alcohol etilico de

concentraciones crecientes segun se indica:

- El primer paso consisti6 en colocar las muestras de tejido en etanol

al 70% 2 veces por 1 minuto cada uno.

- Segundo paso, se colocé etanol al 80% 2 veces por 1 minuto cada uno.

- Tercer paso, se colocé etanol al 96% 2 veces por 1 minuto cada uno.

- Cuarto paso, se colocé etanol al 100% 2 veces por 1 minuto cada uno.

- Por altimo, en el quinto paso, se colocd xileno 2 veces por 3 minutos

cada uno.

-’;'dr
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Figura 4 Desidratacion
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e. Aclaramiento:

En este paso se utiliza un disolvente de parafina, el mas usado es el xilol
gue actua sobre las muestras deshidratas penetrando lo mas profundo de
los tejidos. Después se coloca las muestras de tejido en xileno realizando

dos cambios cada hora.

f. Infiltracion

En este paso se coloca la muestra en una parafina liquida para eliminar el
xilol. Después la deshidratacion, el aclaramiento y la infiltracion se realiza
con un procesador de tejidos en este caso se utiliza Autotecnicon o de

manera manual.

Colocamos las muestras de tejido en parafina y realizamos 2 cambios por

una hora cada uno.

g. Inclusion:
Aqui se tienen que formar bloques de parafina con las muestras de tejido a
estudiar. Posterior a la inclusion y secado. Se deja enfriar en el congelador

para después poder hacer los cortes.

- Se funde la parafina sobre una platina con mechero y estufa volviéndola

liquida.

- La muestra se lleva al recipiente que contiene la parafina liquida con una

temperatura constante entre 50 °C a 56°C, para iniciar la infiltracion.
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- La muestra pasa por dos bafios de parafina liquida, esto se hace en

recipientes separados.

- Se saca la dltima parafina liquida se lleva a un recipiente para formar el

bloque, para realizar la inclusion definitiva.

- La muestra se sumergié en parafina, bien orientada, centrada y se
identifico; se le fue colocando parafina liquida hasta llenar la caja y se llevo

al refrigerador por 15 minutos.

- Se desmoldd el material solidificado y se llevo al microtomo el bloque
asi formado y previamente tallado en forma de piramide truncada, para
ajustarlo al portabloque y se procedié al siguiente paso de la técnica

histoldgica.

Figura 5 Inclusion

Microtomia:

Se realizaron cortes histolégicos segun los siguientes pasos:

- Antes de cortar un bloque hay que examinarlo y saber como va a ser

orientado en el portabloque.

- Remover el exceso de parafina de los lados.
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- Colocar el blogue en el porta bloque.

- Ajuste preciso con los tornillos del porta bloque.

- Orientar y ajustar con los tornillos de direccionamiento (laterales y
verticales) hasta que el bloque quede completamente paralelo al porta

cuchilla.

- Colocar la cuchilla.

- Proceder a tomar rebanadas gruesas hasta visualizar por completo el

tejido (10 a 15 micras).

- Una vez que la superficie tisular entera este expuesta reajustar a 4

micras.

- Tomar el corte con agujas histolégicas y colocarlo en gradillas a la estufa
de 37° en una lamina portaobjetos que previamente se pasd por un por
preparado de albumina (batido de huevo y glicerina, de proporciones

iguales) y se deja la lamina en la estufa por 20 minutos.

Figura 6 Procesador Automatico
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i Confeccion del Taco:

Obtencion del bloque de parafina de forma regular, para ser cortado con el

micrétomo.

j.

Figura 7 Confeccion del taco

Corte:
Micrétomo Rotativo.
Micrétomo de Deslizamiento.
Micrétomo de Congelacion.

Criostato.

Figura 8 Micrétomo Rotativo

Extension:

Utilizar portaobjetos limpios y preparados con el adhesivo adecuado.
Se realiza en agua tibia (38 °C).

Precaucion: el preparado debe quedar bien extendido y sin pliegues.

Rotular.
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5. Luego de escurrir el exceso de agua llevar a estufa (60 °C) no mas

de dos horas.

»
°
m
Q
<
m
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Figura 9 Técnica de Extension

.  Desparafinado y coloracion

Antes de proceder a realizar la coloracion, los cortes de tejidos se
encontraron embebidos en parafina solidificada, adosados a las laminas
portaobjetos gracias a la utilizacién de albumina. En cuanto a la coloracién,
se empled la hematoxilina y eosina (H&E), los cuales tifien sustancias
acidas y basicas respectivamente; en tanto, para que los colorantes
Hematoxilina (disuelto en solucién acuosa) y Eosina (disuelto en solucion
alcohdlica) puedan penetrar en los tejidos, el corte fue desparafinado, para
ello las laminas se sometieron al siguiente procedimiento (cada paso en

recipientes distintos):
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- En xilol por 10 minutos, luego se repite en otro frasco que contenga
xilol por 10 minutos nuevamente y por ultimo se repite en otro frasco que

contenga xilol por 10 minutos mas.

- En alcohol absoluto 100 % enjuagar por 1 a 2 minutos, y se repite

nuevamente en otro frasco con alcohol al 100 %.

- En alcohol al 96 % enjuagar por 1 a 2 minutos, luego se repite en otro

frasco que contenga alcohol 96 % por 1 a 2 minutos.

- En alcohol al 80 % enjuagar por 1 a 2 minutos, luego se repite en otro

frasco que contenga alcohol 80 % por 1 a 2 minutos.

- En agua corriente enjuagar por 1 a 2 minutos.

- En hematoxilina 3 minutos hasta 5 minutos maximo.

- En agua corriente enjuagar por 1 a 2 minutos.

- En alcohol 4cido solo una entrada y salida.

- Rapidamente se enjuaga en agua corriente.

- En amoniaco solo una entrada y salida es solo para darle mejor color.

- En agua corriente se enjuaga por 5 — 10 minutos.

- En eosina 3 minutos hasta 5 minutos maximo.

- En alcohol al 80% enjuagar por 1 a 2 minutos, luego se repite en otro frasco

gue contenga alcohol 80 % por 1 a 2 minutos.
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- En alcohol al 96 % enjuagar por 1 a 2 minutos, luego se repite en otro

frasco que contenga alcohol 96 % por 1 a 2 minutos.

- En alcohol al 100 % enjuagar por 1 a 2 minutos, luego se repite en otro

frasco que contenga alcohol 100 % por 1 a 2 minutos

- En xilol por 10 minutos, luego se repite en otro frasco que contenga
xilol por 10 minutos nuevamente y por ultimo se repite en otro frasco que

contenga xilol por 10 minutos mas.

Coloracion con Coloracion con Eosina Coloracion con Hematoxilina

Hematoxilina - Eosina

i. Montaje

Cuando se extraejo el porta-objetos del ultimo bafio con xilol (bafio de
aclaramiento), se colocé una gota de balsamo Martex, sobre un extremo
del corte y se dejo caer suavemente la laminilla cubre- objetos, limpiando
luego cualquier exceso, al endurecer el balsamo, la lamina porta-objetos
quedo protegida con la laminilla cubre- objetos y se procedié a observar

con el microscopio.
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J. Lectura

Por microscopia 6ptica se realizo la lectura de los cortes para identificar las
estructuras anatémicas de los componentes del aparato reproductor.
Posteriormente, se procedio a fotografiar los hallazgos histolégicos en las

laminas montadas

El corte de las muestras fue realizado en sentido horizontal a nivel de los
dos defectos (tanto el relleno con injerto como el control). Dicho
procedimiento fue realizado por un especialista en patologia, el Mg. César
Lombardi Pérez, con experiencia en la realizacion de estudios

histomorfométricos en diversas especies de animales (Ver Anexo 17).

Las muestras fueron analizadas en un microscopio de luz multicabezal y
siguiendo el protocolo de medicion histomorfométrica por conteo de puntos
utilizando el criterio de neoformacion de matriz 6sea y solocromo cianina R

(solucién acuosa al 1%) para tincion.

Las secciones histologicas observadas colocando en el lente ocular del
microscopio un disco micromeétrico con una gradilla de 24mm de 10mm/100
cuadrados, que nos ayudara a estimar la fraccion de volumen de los
componentes de la reparacion alveolar por el método de conteo diferencial

de puntos®?.
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3.8.

Plan de Analisis estadistico de datos:
3.8.1. Plan de andlisis:
Los datos se procesaron en el programa estadistico SPSS version 23.0, se
fijo un nivel de significancia del 5 % (0.05) que corresponde a un intervalo de

confianza del 95 % (0.95).

« Estadistica descriptiva:
Las variable neoformacion 6sea sera analizada teniendo en cuenta la media

aritmética y desviacion estandar.

» Estadistica analitica:

En la estadistica analitica se realizaran las pruebas de normalidad; la Prueba
utilizada fue la de Shapiro-Wilk en la cual se aceptd que las variables tenian
distribucién normal cuando p>0,05. Posteriormente, se realizé la prueba
exacta de Fisher para muestras independientes para comparar la
neoformacion 6sea obtenida con Autoinjerto Dental Particulado, Plasma Rico
en Fcatores de Crecimiento, Defecto sin relleno 6seo y sus respectivos

controles; afrontando dos subgrupos diferentes.

3.8.2. Criterios éticos:
El presente trabajo de investigacion se realiz0 teniendo en cuenta el
reglamento para el derecho de los animales y las consideraciones para el
trabajo con los animales de laboratorio de la UNESCO; asi como, siguiendo

las normas establecidas por el Comité Institucional de Etica de Animales de
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la Universidad Privada Antenor Orrego para el trabajo y cuidado de los

animales de experimentacion.

Principios Generales para el Cuidado Animal:

Todas las actividades que utilicen animales para la investigacion,
diagndstico, control de calidad y produccion de biologicos deberan tener en

cuenta los siguientes principios:

-Posibilitar solamente el minimo de manipulaciones al animal y las
intervenciones en su entorno, evitando perturbarlo o provocarle reacciones

de alerta, refugio o escape.

-Debera evitarse el dolor o sufrimiento que puede ser experminetado por los
animales, o mimetizado en la mayor medida posible, con asesoramiento
veterinario para el uso de sedacion, anestesia apropiada, analgesia y otra

medida aplicable al tipo de animal y estudio.

-Aquellos que utilicen o cuiden animales deben ser calificados y competentes
para ello, por ambos motivos, por su propia seguridad y por la salud y

bienestar de los animales.

-Ofrecer un entorno saludable.

-Lograr la seguridad del confinamiento evitando escapes o la penetracion de

otros animales.

-En caso necesario, se debera aplicar la eutanasia a los animales lo mas

temprano posible, coherente con los objetivos cientificos del estudio.
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Animales aceptados para la experimentaciéon segun el Instituto

Nacional de Salud®:

-Animales mayores (equinos, ovinos y caprinos).

-Animales Menores (conejos, cuyes, gansos, ratas, ratones, hamsters).

En el informe se debe incluir el propdsito de uso, numero de animales
utilizados en semestre, duracion de la experimentacién, logros o resultados,

responsables.

3.8.1. Ventajas y desventajas de su uso como animal de laboratorio
Ventajas

- Es de facil cuidado y mantenimiento;

- Su reproduccién es muy rapida;

- Su alimentacion es sencilla por sus habitos alimenticios;

- Su costo es bajo;

- Posee grandes vasos en la oreja;

- Tiene calidad y cantidad de anticuerpos.

Desventajas

- Sufren una gran variedad de enfermedades y reacciones extremadamente

variables a la mayoria de anestésicos generales.
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3.8.2. Barrera sanitaria

Son instalaciones fisicas que separan una zona limpia de una zona sucia o
de un lugar menos limpio de otra mas limpia; por ejemplo esclusas,
vestidores o presion diferencial de aire; propios de la infraestructura y

disefio del local 81

3.8.3. Obtencioén del animal

La obtencion del animal de laboratorio como un modelo, se basa en

requerimientos minimos como:

1) Calidad genética y ambiental adecuada (microorganismos, climaticos,
fisico-quimicos, habitacional, nutricional) segun el experimento;

2) Situacién experimental;

3) Principios éticos: evitar sufrimiento innecesario.

3.8.4. Certificado de sanidad

Documento que acredita la calidad sanitaria de los animales, producidos o
adquiridos, mediante estudios adecuados que certifiquen la ausencia de

enfermedades que puedan interferir con los resultados experimentales.

Todos los animales adquiridos por compra, donacion y que seran utilizados
como animal de laboratorio, deben ir acompafados del documento que
certifique las condiciones de salud y calidad en que se produjeron, criaron

y mantuvieron hasta antes de su salida del lugar de origen.
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3.8.5. Personal

El personal que va a estar relacionado con el manejo y cuidado de los
conejos como animales de laboratorio tienen que tener el criterio basico de

trato humanitario hacia estos animales82:84,

3.8.6. Capacitacion

Se debera tener programas de capacitacion continua con respecto a:
- Cuidado y manejo de animales de laboratorio;

- Limpieza y sanitizacion de ambientes y materiales;

- Crianza animal;

- Salud y seguridad ocupacional, debera conocer los peligros

microbiolégicos y fisicos al que se expone el personal,
- Manejo de materiales de desecho;

- Z0oonosis.

Por lo tanto, el personal bien entrenado y motivado puede asegurar la

calidad en el cuidado y manejo de los animales 85 86,

3.8.7. Normas de seguridad y proteccién

Para brindarle buenas condiciones de mantenimiento y salud a los conejos
es necesario que el personal adopte normas y formas de trabajo, para ello,

debera contar con procedimientos normalizados por escrito como:

- Higiene de personal;

- Ingreso a las areas;

104



- Uso de la vestimenta y proteccion personal;

- Procedimientos de limpieza de ambientes, con programas de limpieza y
rotacion de desinfectantes efectivo;

- Procedimiento de eliminacion de desechos;

- Programa de control de plagas;

- Contar con un programa de seguridad ocupacional.

Entre las normas de higiene y de seguridad mas importantes para el
personal que manipula a los conejos tenemos:

- Se debe trabajar con el menor ruido posible, para reducir el estrés
ocasionado a los animales;

- Conocer la localizacion del botiquin de primeros auxilios;

- Utilizar guantes quirurgicos para el manejo de los animales;

- No llevar nada a la boca mientras se esté trabajando con los conejos;

- Rotular e identificar las jaulas

3.8.8. Seguridad e identificacion de peligros

El personal tiene que identificar y evaluar los peligros y riesgos que son
propios cuando se maneja y usa animales de experimentacion como
conejos, entre ellos los rasgufios, mordidas, peligros microbiolégicos y
peligros quimicos de los agentes de limpieza, alergenos y zoonosis, asi

como el manejo de los materiales de desecho °.
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3.8.9. Evaluacion médica

El personal que esté en contacto con los animales, deberd tener
evaluaciones meédicas periddicas. Se debera adoptar un plan de

inmunizacién apropiado contra el tétano, rabia y hepatitis-B.

3.8.10. Microambiente

El microambiente, es el ambiente fisico inmediato que esta en contacto
directo con el conejo, también llamado encierro primario, lo conforman la

jaula, el agua de bebida y el alimento 8182,

3.8.10.1. Caja o jaulay tipo de material
Se debe considerar los siguientes aspectos de la jaula:

- De f&cil limpieza y manipulacion;

- Que brinde proteccion al animal;

- Evitar la humedad,;

- Que permita la libre y adecuada circulacion de aire e iluminacion;

- Con acceso facil a la comida y el agua®2,

Jaula para la hembra:

Se recomienda que la jaula para la hembra sea de 1 m de largo por 60 cm
de ancho y 50 cm de altura. Dentro de ella debe existir un nido de 30 cm
de ancho, por 38 a 40 cm de largo, por 25 cm de alto y tener una puerta
aparte, pero estos son caros y dificiles de limpiar, por lo que se recomienda
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nidos descartables. Cuando se crian en cajas de madera con piso de paja

no es necesario colocar nidos 81

Jaula para el macho:

El macho requiere una jaula de 80 cm de largo por 60 cm de ancho y 50
cm de altura. Se prefiere que el piso de la jaula sea de alambre tejido para
evitar la humedad. Cuando se usa cajas de madera se utilizan bandejas de

aluminio®4.

3.8.11. Densidad animal

Lo mismo que cualquier otro animal, el conejo debe disponer de un area de

alojamiento apropiada a su tamafio y peso.

Es conveniente que los conejos se crien en jaulas individuales por las

siguientes razones:

- Mayor control de su reproduccion:

- Mejor control sanitario (limpieza, desinfeccion y menores riesgos de
contagio);

- Es necesario tener claro que la densidad animal esta relacionada

directamente con la disposicion de espacio 85 8788,
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Tabla Densidad del Animal®

ESPECIE PESO CORPORAL Area m_inima Altura _minima de
kg de piso/animal cm2 la jaula (cm)
Hasta 2 2000 40
Hasta 4 4000 45
Conejo Hasta 6 5400 45
Mayor de 6 6000 45
Coneja en lactancia 2000 adicional 45

En ocasiones, los conejos que han alcanzado la pubertad resultan
sumamente agresivos, de tal forma que, de alojarse juntos los machos,
pueden llegar a castrarse unos a los otros. En cuanto a las hembras, y al
margen de las lesiones que pudieran infligirse, el agrupamiento
homosexual puede producir pseudogestacion, en consecuencia y a partir
de los tres meses de edad, es muy aconsejable alojar a los animales en

jaulas individuales &.

3.8.12. Agua de bebida

El agua para los conejos debe ser clara y potabilizada. No se deben permitir
que los bebederos acumulen algas por lo que debe ser cambiada
diariamente. Lo ideal es usar sistemas automéaticos de abastecimiento de

agua y tolvas automaéticas.

Para la desinfeccion del agua se recomienda el uso del hipoclorito de sodio

en cantidad de 6 ml en 100L de agua.

Esta de mas decir que los bebederos pueden ser de diferentes materiales

y formas, pero siempre con la higiene apropiada®.
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3.8.13. Alimento: variedades de dieta y requerimientos

La alimentacion requiere de proteinas, energia, fibra, minerales, vitaminas
y agua en niveles que dependan del estado fisioldgico, la edad y el medio
ambiente donde se crian. En cuanto a grasas, estas son fuentes de calor y
energia y la carencia de ellas produce retardo de crecimiento y

enfermedades como dermatitis, Glcera en la piel y anemias .

Los principales minerales que deben estar presentes en las dietas son:
calcio, fésforo, magnesio y potasio; el desbalance en la dieta de uno de
estos produce crecimiento lento, rigidez en las articulaciones y alta

mortalidad. La relacion de fosforo y calcio en la dieta debe ser de 1 a 2.

La vitamina limitante en los conejos es la vitamina C, por ello es
conveniente agregar un poco de esta vitamina en el agua de bebida (0,2

g/L de agua pura) 8°.

El conejo es herbivoro (forraje fresco o forraje seco), pero se puede
alimentar usando alimento balanceado de calidad, en forma de pellets, que
contenga entre 17 a 20% de proteinas o con alimentos naturales como
granos de cereales, heno, soya, pasto fresco y verduras, o también de una
alimentacion mixta, pero este sistema es mayormente empleado en

crianzas con fines netamente comerciales para venta de carne.

3.8.14. Macroambiente

Es el espacio inmediato al microambiente es decir la sala de alojamiento

en su ambito general.
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Las habitaciones o salas grandes como para criar entre 200 a 300 animales
ofrece ciertas ventajas, pero es muy dificil el control de las enfermedades.
Las habitaciones o salas mas pequefias permiten separar a los animales

en clases. Lo ideal son cuartos para alojar entre 50 a 60 animales 8789,

3.8.15. Aire y ventilacion

Es muy importante una buena ventilacion; se recomienda entre 15 a 20
cambios por hora como minimo. Cuando hay una buena rutina de limpieza

y la densidad animal es baja, se puede bajar la velocidad de ventilacion.

Es necesario tomar en cuenta las posibles cargas térmicas, el tamafio y
namero de animales; el tipo de lecho o la frecuencia de su cambio; las

dimensiones del cuarto y la eficiencia de la distribucion del aire .

3.8.16. Temperatura

Aunque toleran grandes fluctuaciones térmicas, entre 10 y 26 °C, es

recomendable un rango de 18 a 22 °C.

3.8.16. Humedad

Se recomienda entre 40 a70% de humedad relativa.

3.8.17. Intensidad de luz y tipo de iluminacion

En la actualidad, no existen datos basados en estudios cientificos sobre la
repercusion de diversos niveles de intensidades de luz en especies de
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animales de laboratorio en general, especificamente para los conejos se ha
podido comprobar que los resultados ideales se obtienen con 14 a 16 h (15

h promedio) de luz diaria 3 86,

Si se habla de la intensidad de luz lo mas recomendado es utilizar un flujo

luminoso de 3W/mz2.

En las ultimas tendencias de iluminacién esta basadas en que los machos
cuando estan expuestos a una prolongada iluminacion reduce su

fecundidad, su cantidad de esperma y su nimero de saltos.

En cuanto a la hembra, y dependiendo de ritmo reproductivo, lo ideal es
brindarle 16 h de luz diarias, esta es una de las razones por la cual
convendria mantener separados los machos de las hembras si asi se diera
el caso, recalcando nuevamente que esto va a depender del ritmo

reproductivo a utilizar.

3.8.18. Ruido

Se debe de evitar el ruido porque interfiere en la copulacion, si existe ruido

se recomienda que sea menor de 60 decibeles.

La separacion de las areas de ocupacion humana y animal reduce al

minimo las molestias a ambos ocupantes de las instalaciones86,

3.8.19. Olor:

El olor va en relacion a diferentes factores como la acumulacién de olores

por poca ventilacion, el mal uso de los desinfectantes, uso de fragancias
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por parte del personal; el primer caso es factor que predispone al animal a
afecciones respiratorias como pasteurelosis mientras que en el segundo

caso pueden predisponer a alteraciones digestivas y respiratorias?:86,

3.8.20. Cuarentena

Es el periodo de aislamiento al que se someten los animales de laboratorio
y se realiza cuando se adquiere especies nuevas y con el propdsito de
asegurar que se encuentren en buen estado de salud, para recién llevarlos

a las salas de alojamiento®’.

3.8.21. Provision de alimentacién y manejo del alimento

El conejo es un animal que no exige en la comida ya que se puede adaptar
con facilidad al tipo de alimento que se de segun el ambiente donde se

encuentra.

La provision de alimento debe efectuarse al menos dos veces al dia (30-

40% del consumo en la mafiana y 60-70% en la tarde).

El alimento balanceado es completo para los conejos, viene en forma de
pastillas o pellets, éstos deben de almacenarse en un lugar fresco y seco
ya que de otra manera se pueden humedecer y aparecen hongos que son
nocivos para estos animales, no consumirse después de la fecha de

vencimiento.

El forraje fresco es un aporte importante de vitaminas y que ademas

incentiva la produccion de leche a las madres.
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Figura 11 Dispensador de alimentos
de conejos®®

Al momento de dar el alimento para los animales de experimentacion, hay
gue tener en cuenta la prevencion del ingreso de microbios a través del
forraje, debido a que el aparato digestivo del conejo es muy sensible. Por
este motivo es necesario siempre cambiar el forraje fresco para el aporte

natural de vitaminas®>:86,

El forraje seco también es una buena opcién en la alimentacion ya que es
un alimento altamente nutritivo, pero se debe tener mucho cuidado al
calcular bien el aporte nutritivo en la racién diaria, ya que le puede

ocasionar al conejo célculos renales.

Tabla Consumo apropiado de alimento balanceado®

Machos 180gr
Hembras 200gr
Coneja gestante 350-400 gr
Conejo Coneja en lactancia 250-300 gr ™
(Oryctolagus cuniculus) Gazapos destetados y hasta No mas de 100 gr @

los dos meses
Gazapo mayor de dos meses 150 - 200 gr

(1) Dependiendo del nimero de crias.
(2) Depende del tipo de raza.
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3.8.22. Provision de agua

El agua se les debe de dar en la manana, o al final de la tarde. Esta agua

debe de ser fresca y sin contaminacién. Es importante saber qué

caracteristicas y cualidades debe de tener el agua como se detalla en la

siguiente tabla:

PARAMETROS VALORES ACEPTADOS OBSERVACION
1) Dureza < 200mg CaCO3/mL > 200 mg CaCO3/mL:
agua dura
< § :agua agresiva
2) pH 65a 7 <6 :acida™
=7 :basica @
3) Nitratos <50 mg/L > 50 mg/L &
4) Nitritos < 0,1 mg/L > 0,1 mg/L®
5) Hierro < 0,2 mg/L >0,2mg/lL ®
6) Coliformes Ausente Presente ©

(1) Puede captar metales a su paso por el circuito, facilitandose la precipitacion de los medicamentos, predispone ademas los

trastornos digestivos y la

corrosion de los materiales.

(2) Facilita las deposiciones o incrustaciones de diversos materiales en los conductos del agua de bebida (bebederos automaticos),
y disminuye la solubilidad de las tetraciclinas, ademas de contribuir con problemas digestivos.
(3) Problemas cronicos, evidentes en los gazapos, tales como la disminucion del crecimiento, mortalidad y en los adultos,

problemas reproductivos.

(4) Contaminacion del agua por materia organica en descomposicion. Predispone a la presentacion de problemas nerviosos de
etiologia desconocida, asi también contribuye a la presentacion de problemas cardiovasculares y respiratorios.

(5) Se presentan problemas de comosiones, en el caso se proteja mediante inmunizaciones al plantel este nivel de hierro puede
inhibir el efecto de las vacunas vivas administradas al agua.

(6) Mo apta para consumo humano, indicativo de contaminacion fecal

Tabla Caracteristicas y cualidades del agua®

Semanas de Dias de edad En verano Resto de’I afo
edad mL/dia mL/dia
5 29-35 90-105 80-90
6 36-42 125-140 110-120
7 43-49 170-190 150-160
8 50-56 220-240 190-200
9 57-63 260-280 210-220
10 64-70 290-310 230-240
11 71-77 320-340 250-260

Tabla Consumo de agua recomendado seguin las etapas de desarrollo®
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3.8.23. Limpieza y sanitizacion de areas

La desinfeccion y limpieza debe de ser constante. Los desinfectantes
elegidos no deben de tener un fuerte olor. El hipoclorito de sodio al 5,25%

conocido como lejia debe de utilizarse en concentraciones minimas.

Se deben evitar los fenoles, son eficaces, pero tienen fuerte olor y son

dafinos para la salud.

Cuando se desea preparar desinfectantes se deben de seguir las
instrucciones del envase y no hacer mezclas ya que algunos productos
juntos se contrarrestan y no potencian su accion. Evitar también utilizar

desodorantes ambientales.

Se recomienda realizar, por lo menos una vez al mes, la limpieza
empleando detergente para la superficie del piso, ya que este remueve y

desprende toda grasa que impide la accion del desinfectante 86.87.88,

3.8.24. Limpieza y desinfeccién de materiales

Los parasitos y bacterias son muy pequefios, ain mas los virus, éstos
proliferan al no existir una adecuada limpieza, y en la mayoria de los casos
son la principal causa de las enfermedades de los conejos, para evitar este

suceso se recomienda una adecuada limpieza y desinfeccion.

Los nidos deben de estar siempre limpios y si es posible esterilizados antes

de volverse a utilizar.

Los comederos y bebederos siempre deben de estar limpios, esta
desinfeccidn se realiza como minimo una vez a la semana, con hipoclorito
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de sodio al 2%. La jaula debe desinfectarse una vez al mes, siendo de

preferencia después del destete®38+

3.8.25. Eliminacién de desechos

La eliminacion de desechos debe de realizarse con bolsas y colocados
fuera de las instalaciones en contenedores cerrados, para evitar
infecciones. De lo contrario se pueden realizar contratos con empresas que

se encargan de la disposicion final de los desechos??.

3.8.26. Cuidado médico veterinario y control sanitario

Al estar los conejos sanos comen y beben regularmente, estan activos y
son traviesos, su pelaje es limpio y sano, sus narices y 0jos estan limpios,
sin suciedad. Su temperatura normal en recto es entre 38 y 38,5°C, su
respiracion es silenciosa y con 40 a 65 movimientos por minuto, su ano
limpio, sin diarrea; los adultos deben de mantener su peso al contrario de

los gazapos que éstos lo van ganando.
Las enfermedades mas comunes y contagiosas en estos animales son:

- La pasteurelosis;
- La mixomatosis;
- La enteritis;

- Enterotoxemia;

- La salmonelosis;

- La colibacilosis;
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- El estrefimiento;
- La mastitis;

- La dermatitis, etc., entre otras. 8788,

Los animales deben siempre de estar siendo observados por una persona
capacitada para reconocer algun sintoma o signo de enfermedades,

lesiones o de conductas fuera de lo normal.

Esto debe de hacerse una vez al dia, y mas aun durante alguna

recuperacion postoperatoria o presentan alguna enfermedad.

La limpieza es muy importante y una medida preventiva sanitaria para
cualquier animal, pero en el caso de los conejos como sujeto de estudio el
prevenir va a ser una accién a tomar de mayor importancia por el riesgo

gue se transmitan enfermedades®*,

Siempre se recomienda vacunar a los ejemplares contra la virosis, ademas

de realizar consultas con los veterinarios especialistas.

3.8.27. Sujecién del conejo:

El operador debe de realizar la sujeciéon del conejo con la mano derecha,
suspendiendo la piel floja del dorso y nuca del conejo, y utilizando la mano
izquierda para sujetar debajo de los muslos, sentandolo sobre la palma de
la mano, para que de esta manera se pueda sostener mejor el peso del

animal®?,
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3.8.28. Transporte

El transporte de estos animales debe de hacerse con movimientos lentos,
sin mucho ruido, siempre se debe de coger al conejo para su transporte
para evitar que se originen heridas, porque si esto sucede el animal se

rasgufiara o mordera.

3.8.29. Sujecion en traslado hacia la jaula:

El operador sujeta al conejo colocando el antebrazo, presionando de esta
manera el dorso y luego de abrazar al animal por la parte posterior de su
cuerpo de esta manera el animal queda prensado entre el brazo y cuerpo

del operador.

En trayectos muy largos donde se demanda mas tiempo se aconseja el uso
de jaulas, cestos o cajas. Es importante recordar que las orejas del conejo

son sumamente sensibles y hay que evitar sujetarlos de esa parte.

3.8.3. Criterios de Rigor Cientifico:
En el presente proyecto de investigacion se respetaran los derechos de
autor citados, ademas se presentaran datos y resultados que seran fiables
y validos, ya que se realizaran con protocolos establecidos y validados
internacionalmente - 65 66. 67 como resultado este podra ser aplicado por

otros estudios cumpliendo asi con los criterios de transferibilidad.
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3.84. Resultados:

Tabla 1

Comparacion histopatologica de la neoformacion 6sea entre el autoinjerto
dental particulado y el plasma rico en factores de crecimiento utilizados como

relleno en fémur de Oryctolagus cuniculus.

» PRGF ADP
Tiempo Neofg;rer)\:mon Total p*
n % n %
++ 4 66.7 1 16.7 5
2 Meses 0.242
+++ 2 33.3 5 83.3 7
++ 5 83.3 1 16.7 6
4 Meses 0.080
+++ 1 16.7 5 83.3 6

*Prueba exacta de Fisher

En la neoformacion Gsea de tres cruces (Mas de 60 osteocitos por campo), a los 2
y 4 meses, el autoinjerto dental particulado supera numéricamente al Plasma rico
en Factores de crecimiento, particularmente a los 4 meses. Sin embargo, esta
diferencia numeérica no se expresa en una diferencia estadistica p>0.05 (p=0.2 y

0.08, a los 2 y 4 meses respectivamente).
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Gréafico 1

Comparacion histopatoldgica de la neoformacion dsea entre el autoinjerto dental
particulado y el plasma rico en factores de crecimiento utilizados como relleno en

fémur de Oryctolagus cuniculus.

® Sin injerto Con injerto

83.3
66.7
33.3
16.7

% 2 Cruces % 3 Cruces % 2 Cruces % 3 Cruces

83.3 83.3

2 Meses 4 Meses
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Tabla 2

Evaluacion histopatologica de la neoformacién Osea

particulado, segun tiempo.

del autoinjerto dentario

2 Meses 4 Meses
Neoformacioén
5 Total p*
Osea
n % n %
++ 1 16.7 1 16.7 2 0.999
+++ 5 83.3 5 83.3 10 0.999
Todos 6 100.0 6 1000.0 12 -

*Prueba exacta de Fisher

El Autoinjerto dental particulado (ADP) a los 2 y 4 meses presenta 16.7% de

neoformacion ésea de 2 cruces y un 83.3% de 3 cruces. Sin embargo, no hay

diferencia estadistica en la neoformacién 6sea medida en ambos tiempos (a los 2

y 4 meses p=0.9). (Prueba exacta de Fisher con significancia del 5%).
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Gréfico 2:

Evaluacién histopatoldaica de la neoformacion 6sea del autoinjerto dentario

2 Meses m 4 Meses

16.7

% 2 Cruces % 3 Cruces

Con injerto
(ADP)
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Tabla 3

Evaluacion histopatoldgica de la neoformacion 6sea del plasma rico

crecimiento, segun tiempo.

en factores de

2 Meses 4 Meses
Neoformacion

X Total p*

Osea
n % n %

++ 4 66.7 5 83.3 9 0.999
T4+ 2 33.3 1 16.7 3 0.999
Todos 6 100.0 6 1000.0 12 -

*Prueba exacta de Fisher

El Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) a los 2 meses presenta 66.7%

de neoformacion désea de 2 cruces y un 33.3% de neoformacién 6sea de 3 cruces,

por otro lado, a los 4 meses presenta 83.3% de neoformaciéon 6sea de 2 cruces y

un 16.7% de neoformacién 6sea de 3 cruces. Sin embargo, no hay diferencia

estadistica en la neoformacion ésea medida en ambos tiempos (a los 2 y 4 meses

p=0.9). (Prueba exacta de Fisher con significancia del 5%).
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Grafico 3

Evaluacion histopatoldgica de la neoformacion 6sea del plasma rico en factores

de crecimiento, segun tiempo.

2 Meses 4 Meses
83.3
66.7
33.3
d 4 16.7
% 2 Cruces % 3 Cruces
Sin injerto
(PRGF)

Analisis estadistico de lainformacion

Los datos recolectados fueron procesados de manera automatizada en el
programa estadistico SPSS Statistics 22.0 (IBM, Armonk, NY, USA), para
luego presentar los resultados en tablas de y/o graficos mostrando los
resultados de acuerdo a los objetivos planteados. Se presentan los valores
de las frecuencias absolutas y porcentuales. Para comparar
histopatolégicamente la neoformacion Osea entre el autoinjerto dental

particulado y el plasma rico en factores de crecimiento utilizados como
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relleno en fémur de Oryctolagus cuniculus se empled la prueba Exacta de

Fisher. Se considerd un nivel de significancia del 5%.

3.8.5. Discusion:
Los injertos autdlogos son de facil acceso, de menor costo y tienen pocas
posibilidades de rechazo por parte del organismo. El estudio compar6
histopatolégicamente la neoformacion 6sea entre el autoinjerto dental

particulado (ADP) y el plasma rico de factores de crecimiento (PRGF).

Se encontrd que el ADP supera numéricamente al Plasma rico en factores
de crecimiento, particularmente a los 4 meses. Sin embargo, esta diferencia
clinica no se expresa en una diferencia estadistica p>0.05. Al igual que
Goémez et al.? en su estudio no encontré una diferencia estadistica
significativa p>0.05 al utilizar dentina autdégena desmineralizada como

relleno 6seo.

El estudio evalud la neoformacién dsea del autoinjerto dental particulado
(ADP) a los 2 y 4 meses; presentando 16,7% de neoformacion ésea de 2
cruces y un 83,3% de 3 cruces. No se encontrd diferencia estadistica
comparando la neoformacion 6sea medida en ambos tiempos (alos 2y 4
meses p=0.9).Por otro lado los resultados coinciden con los hallazgos de
Sung-Min Park®, quién concluyé que el ADP presenta propiedades
osteoconductoras y osteoinductoras ideales para regenerar hueso; por
tanto un adecuado sustituto del autoinjerto G6seo; evitando el uso de

aloinjertos, xenoinjertos o injertos sintéticos.
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El estudio evalué la neoformacion 6sea del plasma rico en factores de
crecimiento (PRGF) a los 2 y 4 meses. A los 2 meses presenta 66.7% de
neoformacion 6sea de 2 cruces y un 33.3% de neoformacion 6sea de 3
cruces, por otro lado, a los 4 meses presenta 83.3% de neoformacion 6sea
de 2 cruces y un 16.7% de neoformacion 6sea de 3 cruces. Sin embargo,
no hay diferencia estadistica en la neoformacion 6sea medida en ambos
tiempos (a los 2 y 4 meses p=0.9). Por otro lado, al igual que en la
investigacion de Guerrero AF. et al ° quien en su estudio comparé la
regeneracion 6sea de tres grupos: Grupo A, colocacién de PRFC, Grupo B,
injerto aloinjerto y PRFC, Grupo C, aloplastico y Grupo D, aloplastico y
PRFC. No encontr6 una diferencia significativa entre esos tres grupos
p>0.05. Es decir, al utilizar el PRGF solo o combinado con otros tipos de

injertos se va a obtener el mismo resultado.

Fernandez.et al!, utilizaron el plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF) con un material de injerto de hidroxiapatita para generar hueso
nuevo por la extirpacion de un odontoma, el cual le trajo resultados
esperados; muy al contrario, esta investigacion revel0 un porcentaje muy
bajo de 16.7% para el PRGF, al ser utilizado sélo como material de relleno

sin ningun otro injerto es por ello.

Aunque se han introducido muchos estudios de investigacion y métodos de
aplicacion de material de injerto, todavia es dificil obtener material de injerto

0seo que tenga las ventajas de hueso autégeno, sin las desventajas. De
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hecho, se han llevado a cabo muchos estudios de investigacion para
desarrollar material de injerto 6seo para reemplazar el hueso autégeno. En
particular, Kim et al. Introdujo un material de injerto 6seo utilizando
autodiente extraido como nuevo material de injerto 6seo para superar las

desventajas de aloinjerto, xenoinjerto e injerto sintético.

Al igual que en la investigacion de Gémez.et al (2002), se utilizé los dientes
incisivos centrales de los modelos animales seleccionados en este caso de
conejos, los que fueron seleccionados como relleno 6seo teniendo
excelentes resultados y propiedades osteoconductivas incorporando en su

totalidad el nuevo hueso formado.

El material conocido como autoinjerto dental particulado (ADP), es un
innovador material de injerto 6seo con todas las ventajas del hueso
autdgeno debido a sus componentes muy similares al hueso y es muy Uutil
en situaciones clinicas. También aborda la repulsion de los pacientes al
aloinjerto y xenoinjerto, proporcionando una excelente biocompatibilidad
sin causar respuesta inmune, reaccion de material extrafio o contagio.
Ademas, tiene osteoinduccion, osteoconduccion y capacidades de

sustitucion progresiva, y se puede fabricar en varios tamarios y formas!%.

Los dientes extraidos de una persona se clasifican como residuos
ambientales y deben ser eliminados por un procesador de material extraido.

Tenga en cuenta, sin embargo, que el uso del ADP no es ilegal si el
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paciente acepta procesar y usar sus propios dientes. A menos que sea
contaminado por una lesion infecciosa, un diente no causa problemas
incluso cuando el reposo radicular esta en el hueso alveolar. También hay
cirugias en las que el resto de la raiz se deja intencionalmente para

preservar el hueso alveolar.

En esta investigacion, el material de injerto 6seo conocido como autoinjerto
dental particulado, mostré una capacidad de cicatrizacion 6sea rapida sin
reaccion inflamatoria en todos los sitios receptores independientemente de
la edad y lugar de la cirugia y registr6 una alta tasa de éxito sin

complicaciones gravest0s.

3.8.6. CONCLUSIONES:

1. En la neoformacién 6sea a los 2 y 4 meses, entre el autoinjerto dental
particulado supera numéricamente al Plasma rico en Factores de
crecimiento, particularmente a los 4 meses donde obtiene un 83.3% de
neoformacion 6sea con tres cruces. Sin embargo, esta diferencia numeérica
no se expresa en una diferencia estadistica p>0.05 (p=0.2 y 0.08, a los 2

y 4 meses respectivamente).

2. La neoformacion 6sea en los defectos tratados con autoinjerto dental
particulado a los 2 y 4 meses no presentan diferencia significativa en la

neoformacion dsea segun la Histopatologia ésea.
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3. Laneoformacion ésea en los defectos tratados con plasma rico en factores
de crecimiento a los 2 y 4 meses no presenta diferencia estadistica en la

neoformacion 6sea segun la Histopatologia 6sea.

3.8.7. RECOMENDACIONES:
1.Se recomienda seguir con un estudio donde se pueda ver mejor la
capacidad de regeneracion 0sea que tiene el Plasma Rico en Factores de
Crecimiento, ya que con los resultados dados en esta investigacion se ha
concluido que este injerto debe estar unido a otro tipo de material que le sirva

como andamio.

2.Esta investigacién nos muestra el uso de materiales autélogos, seria una
buena idea el de tomarlos en cuenta en la practica clinica ya que son seguros
y de bajos costos, no hay rechazo por parte del individuo y lo mejor que

tienen excelentes resultados.

3.Si es que se quiere realizar investigaciones en animales se deben de tomar
siempre en cuenta los criterios éticos, tanto para el numero de modelos

animales como para el trato durante el tiempo que dure la investigacion.

4. Hay que tener en cuenta que en las investigaciones de tipo experimental
siempre se tiene que realizar una prueba piloto donde se reafirma el
protocolo, para al momento de la ejecucion de dicho trabajo no exista

inconvenientes.
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5. Los resultados de estudios precedentes hasta el presente estudio
indican que el autoinjerto dental particulado puede ser usado como substituto
0seo para la regeneracion 6sea por lo cual la linea de investigacion deberia
estudiar en el futuro la fuente del autoinjerto dental particulado y proporcionar
la evidencia suficiente para su uso como un nuevo aloinjerto para
procedimientos regenerativos en humanos incentivando la creacién de
banco de dientes en las instituciones que tengan los servicios médicos que

impliquen la utilizacion de biomateriales para la regeneracion 6sea.

6. Posiblemente el numero reducido de repeticiones o ensayos (6
mediciones por grupo) no refleja la diferencia estadistica. Tal vez, si se
hubiera ampliado la muestra, se expresaria la diferencia estadistica. Es por

esto que se recomienda el aumentar el nUmero de animales y no sea de 24.
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V. ANEXOS

ANEXO 1: Anestesia General

XILACINA:

KETAMINA:

Posee propiedades  analgésicas importantes y de
relajacibn muscular.

Es un sedante con propiedades alfa 2 adrenérgicas de uso
exclusivo en medicina veterinaria.

Indicado en equinos, bovinos, caprinos, ovinos, caninos,
felinos y especies silvestres. :
Se utiliza con frecuencia en protocolos anestésicos
en perros y gatos, combinado
con acepromacina o ketamina.

Después de la inyeccion 1V los efectos puede surgir entre

2 y 3 minutos.

También puede ser utilizado en procedimientos anestésicos menores.
Disponible en presentaciones al 2% y 10%. Debe ponerse especial atencion a
la concentracion para evitar sobredosis accidentales.

Aplicar 0.5 MI/10 kg de peso por via endovenosa (1,1mg/Kg).

Utilizado para anestesia general corta. Para producir una
inmovilizacion del paciente con la finalidad de realizar
maniobras quirdrgicas.

Para premedicacion, induccion y mantenimiento de la
anestesia en todas las especies animales, como agente

anestésico unico o combinado.

En Conejos se administra por via intramuscular: 20-40 mg/kg.

148



BUPIVACAINA:

e LaBupivacaina es un moderno anestésico local del grupo de
las amidas. Su accion es prolongada y se extiende de 4 a 8
horas.

« La potencia de la Bupivacaina es de 2 a 4 veces superior a
la lidocaina y su margen de seguridad es aun mucho mayor.

o La accién de la Bupivacaina comienza de 3 a 20 minutos

luego de su aplicacion.

« Es una solucion inyectable acuosa, que contiene el
equivalente a 5,0 mg de Bupivacaina Clorhidrato por cada ml de solucion
inyectable estéril.

« Uso epidural, infiltracién local, bloqueo nervioso periférico, simpatico, retrobular.

MIDAZOLAN:

o Es utilizada principalmente como pre medicacion a la
anestesia y en combinacion con anestésicos como la
ketamina para disminuir el riesgo de convulsiones.

e En combinaciéon con ketamina se utiliza a dosis de 0.1 “ MlDANEX :

Amg /10 mL

— 0.3 mg/Kg Midazolam
SOLUCION INYECTA®
: . "PNOTICO SEDANT

o« Posee bajos efectos depresores sobre el sistema RS N-22092

\ABORATORIOS M

cardiorrespiratorio

e« Cuando se usa solo o en combinacion con agentes

anestésicos, debe mantenerse el monitoreo cardiaco y respiratorio.
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de Uso Veterinario

8 xcitn vanquiizante. sedativa ¥ 8

Mormacion adicional en el nsed 33

W 4 2U100 kg, ovinos, caprines ¥
-

£

MID ANE!

Omg/10 mL
M rdazolam

ABORATORIOS
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ANEXO 3: ASILAMIENTO DE LOS CONEJOS UN DIA ANTES DE LA CIRUGIA
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ANEXO 4: PREPARACION DE LOS CONEJOS ANTES DE SOMETERLOS A
CIRUGIA

1. Peso de conejos para la
dosis de anestésicos.

2. Toma de signhos vitales
antes de la cirugia.
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3. Pre anestesia

4. Anestesia Epidural

5. Anestesia General
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ANEXO 5: INTERVENCION QUIRURGICA

1. Depilacion de la zona 2. Asepsia del campo
quirdrgica. operatorio.

3. Aislamiento del campo
operatorio.

4. Incisioén lineal.
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5. Decolaje y
exposicion del
féemur.

6. Creaciéon de defecto
O6seo con trefinade 0.3mm
tilizando el micromotor de
implantes.

7. Creacion
de los dos
defectos
0Seos.
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ANEXO 6: PLASMA RICO EN FACTORES DE CRECIMIENTO

1. Extraccién sangineadirecta del
corazén (20ml).

2. Llenado de los vacumtubes
para su posterior centrifugado.

3. Centrifugado de los 4 tubos a
1800rpm por 9 minutos.
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4. Tubos centrifugados.

5. Se obtiene 500 uL (Fraccién I).
Utilizando una micropipeta de
Pasteur.

6. Serecolecta5 cc de PGF.
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7. Se obtiene 2 cc
de biolégico que se
coloca en el primer
tubo de ensayo.

8. Seguido se
recoleta 0.3cc de
PRGF (Fraccion
).

9. Se realiza la activaciéon
adicionando 60 Ul de cloruro
calcico al 10%
sextahidratado. Utilizando
una micropipeta de Pasteur
de 1 a 100 UI.
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10. Activacion del tubo de
ensayo #2 con el cloruro
calcico.

159



11. Obtencion del PRGF, que
utilizaremos como relleno
0seo,

12. Colocacién del injerto en
el defecto 6seo. (PRGF)
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13. Se cubre el defecto con
relleno 6seo y el defecto sin
tratar con cinta teflon.

14. Se cubren ambos
defectos con cinta
teflon.

161



15. Sutura por planos con
acido poliglicalico.

16. Sutura terminada.
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ANEXO 7: AUTOINJERTO DENTAL PARTICULADO

1. Dientes
seleccionados:
incisivos centrales
inferiores.

2. Se procede acortar los
dientes seleccionados
con un disco de
carburo utilizando un
dremell.

o

3. Las piezas cortadas se
colocan en el
particulador de hueso.
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4. Usamos el particulador
para obtener nuestro
autoinjerto dental
particulado..

5. Colocamos en una
placa petrix estéril el
diente ya particulado.

6. Obtenemos nuestro
autoinjerto dental
particulado (ADP).
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7. Colocamos
nuestro
injerto dental
particulado
en el defecto
0seo
seleccionado.

8. Tenemos un defecto
con nuestro ADP y otro
sin tratar.

9. Envolvemos ambos
defectos con cinta teflon
paratener una ROG.
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10. Suturamos por planos
con acido policoglicdlico.

11. Sutura terminada.
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ANEXO 8: MEDICAMENTOS POST-OPERATORIOS
KETOPROFENO:

e Excelente tolerancia después de la aplicacion intramuscular.
e Es un AINE con propiedades analgésicas
(impide la percepcion del dolor) y antipiréticas.

. L . ANAFEN 10%
e Administracion en conejos: Intramuscular 3 [— 1]

Ve

Soksaon eprclble

mg/kg c/24h x 7 dias. e

Sckastn wyriabie

ANAFEN 10%

S0 =i
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ANEXO 9: MUESTRAS HISTOPATOLOGICAS

1. Laminas listas para la lectura histopatolégica.

MUESTRA HISTOPATOLOGICA UTILIZANDO AUTOINJERTO DENTAL
PARTICULADO COMO RELLENO OSEO SEGUN TIEMPO (2MESES)

Actividad del sistema de Havers (vasos sanguineos y nervios) importantes en el
control de calcio e irriga los osteocitos (+++).Las laminillas de colageno (*) que
rodean las osteonas provocan fuerza y resistencia a la matriz del hueso en
reparacion. Efectos que se atribuyen al auto-injerto dentario por su contenido en

calcio.
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MUESTRA HISTOPATOLOGICA UTILIZANDO AUTOINJERTO DENTAL

PARTICULADO COMO RELLENO OSEO SEGUN TIEMPO (4MESES)

Hueso compacto. Intensa actividad de osteoblastos (+++) indicativo de reparacion
a lesion 6sea (implante). La presencia moderada de osteocitos (++) corresponde a
la transformacion de osteoblastos. Se aprecia la presencia de fibras colagenas (**)
rodeando al canal de Hevers (osteonas). Actividad atribuible al auto-injerto dentario

por sus participacion en la osteogénesis y no existe rechazo inmunoldgico.
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MUESTRA HISTOPATOLOGICA UTILIZANDO PLASMA RICO EN FACTORES

DE CRECIMIENTO COMO RELLENO OSEO SEGUN TIEMPO (2MESES)

Matriz de hueso maduro cuya que destaca por la considerable cantidad de
osteocitos (++) indicativo de modificacién de los osteoblastos por efecto del factor

de crecimiento incluido en el plasma.
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MUESTRA HISTOPATOLOGICA UTILIZANDO PLASMA RICO EN FACTORES

DE CRECIMIENTO COMO RELLENO OSEO SEGUN TIEMPO (4MESES)

o . .

.
5
0 &R

SRR

- ~

-y e,

2y, <

Osificacion encondral. Epifisis Fémur. Hueso trabecular. Reflejo de un estadio de
intensa sintesis 0sea por sustitucion. El cartilago se observa latente sin un orden
columnar muy probable a la actividad del factor de crecimiento (++). La zona de

cartilago vesical no muy pronunciada la cual sera removido por los condroclastos.
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ANEXO 10:
PERMISO DE PARTE DE LA USS PARA BRINDAR INFORMACION SOBRRE

EL USO DE LAS INSTALACIONES DE LA UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR

ORREGO-TRUJILLO
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ANEXO 11:

SOLICITUD POR PARTE DE LA ESTUDIANTE PARA EL USO DE LAS

INSTALACIONES DE LA UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO

or

Wilson Castillo Soto

Director de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia
UPAO

Estimado Dr. Castillo:

Rogiba Ud. Un cordial saludo, soy Martha Aurora Lépez Monja, alumna de la
Universidad Sefior de Sipan del IX ciclo, actualmente me encuentro desarrollando el
proyecto de tesiss. COMPARACION HISTOMORFOMETRICA DE LA
NEOFORMACION OSEA CON AUTOINJERTO DENTAL PARTICULADO Y PLASMA
RICO EN PLAQUETAS EN FEMUR DE CONEJOS. La presente carta tiene la finalidad
de informar brevemente el objetivo del estudio, que es el siguiente:

La necesidad de encontrar el biomaterial de regeneracion 6sea ideal al tejido éseo
perdido a llevado a la bisqueda de nuevas fuentes de obtencién de matriz organica e
inorganica que sean biocompatibles con el tejido éseo y que no solo cumplan con ser
un aporte cientifico, sino que también causen un impacto social, que permita al
profesional realizar tratamientos regenerativos a costos probablemente mas accesibles
para los pacientes. El objetivo del proyecto es: Comparar histomorfométricamente la
neoformacion ésea entre el autoinjerto dental particulado y la plasma rica en plaquetas
utilizados como relleno éseo en fémur de conejos.

Segun los antecedentes obtenidos el modelo animal es adecuado para este tipo de
estudios experimentales, por lo cual, su desarrollo se debe dar en ambientes
adecuados y bajo la asesoria de profesionales calificados en el area de veterinaria, es
por eso que pido a Ud. me pueda brindar un area en el bioterio de la Facultad de
Veterinaria para llevar a cabo el desarrollo del proyecto que tiene como duracién 4
meses para la prueba piloto y posteriormente 4 meses para la ejecucién del proyecto
de tesis, teniendo en cuenta que yo me responsabilizo en el aporte de la alimentacién
balanceada, limpieza entre otros requerimientos para que la estancia de los conejos
sea la adecuada y no perjudique el posible ambiente.

Agradeciendo la atencién que le brinde a la presente, me despido. Cordiaimente,

)
/

I

|
Wilson Eas‘tillo‘ Soto

DNI: 72248393 Director de Facultad de Veterinaria
g y Zootecnia

f 37
Cod. 21218189 hhdt
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ANEXO 12:

CARTA DE ACEPTACION DEL USO DE LAS INSTALACIONES DE LA

UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO

- Sefior Doctor

- OSCAR MARTIN DEL CASTILLO HUERTAS
[Escuela Profesional de Estomatologia : Gy
Universidad Sefior de Sipan Bl 1

) De mi consideracion:

Es grato dirigirme a usted para saludarlo, e informarle que a solicitud de la
Martha Aurora Lopez Monja, del IX ciclo de la Escuela Profesional de Estomat |
que usted dirige, la Facultad de Ciencias Agrarias a través de la Escuela a
Veterinaria y Zootecnia le brindardn las facilidades en las instalaciones |
‘animales menores, para que realice la fase experimental de su
“Comparacion histomorfometrica de la neoformacion 6sea con aut
~ particulado y plasma rica en plaquetas en fémur en conejo” bajo
; responsabilidades que establece en la solicitud.

particular, le reitero mi saludo y las muestras de mi ap
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ANEXO 13:

CERTIFICADO DE INSTRUCCION Y CAPACITACION DEL PERSONAL A

CARGO DEL CUIDADO DE LOS CONEJOS

Sefior Doctor

OSCAR MARTIN DEL CASTILLO HUERTAS
Director

Escuela Profesional de Estomatologia
Universidad Seior de Sipan

Presente,

De mi consideracion:

Es grato dirigirme a usted para saludarlo, e informarle que la Br. en Me

Veterinaria y Zootecnia, Gilda Gisell Mendoza Robles, labora como
laboratorio en nuestra escuela y estd encargada de manejar la crianza de

_que se utilizan en experimentacion; es la mencionada bachiller quien
manejo de los conejos de la tesis de la Srta. Martha Lépez Monja.
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ANEXO 14:

CERTIFICADO DE SUSTENTO DEL ANIMAL EN EL LABORATORIO

\\ TRUJILLO, 9 DE JUNIO DEL 2016

T~
‘ “ \;”

YO, VICTOR HUGO TEJADA FERNANDEZ, CON DNI NUMERO 48036523, MEDIANTE
El%NPNY ESTE DOCUMENTO DOY A CONOCER LA PROCEDENCIA DE LOS ANIMALES DE BUNNY

HOP RANCH QUE HAN SIDO SOLICITADOS POR LA SENORITA MARTHA AURORA
RANCH  10rez MONJA, CONEJOS DE RAZA NUEVA ZELANDA.

ESTOS CONEJOS NACIERON DURANTE EL ANO 2016, CRIAS DE CONEJOS DE DICHA
RAZA QUE FUERON COMPRADOS DE CRIADEROS EN TRUJILLO Y LIMA DURANTE EL ANO 2013.

EN BUNNY HOP RANCH, LOS CONEJOS SON ALIMENTADO CON ALFALFA DE NUESTROS CULTIVOS Y CON
CONEJINA DE PURINA. LOS BEVEDEROS SON RELLENADOS Y LIMPIADOS ENTRE DOS A TRES VECES AL DIA
CON AGUA FRESCA DE NUESTRO POZO. EL CRIADERO ES DE DISENO USADO EN LOS ESTADOS UNIDOS, EL
CUAL PERMITE QUE CADA CONEJO TENGA SU PROPIA JAULA ELEVADA.

EN RESUMEN, BUNNY HOP RANCH OFRECE UN AMBIENTE SUMAMENTE SALUDABLE Y COMODO PARA
NUESTROS CONEJOS.

VICTOR HUGO TEJADA

GERENTE GENERAL
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ANEXO 15:

CERTIFICADO DE ESTADO SANITARIO DE LOS SUJETOS DE

INVESTIGACION (CONEJOS)

CERTIFICADO DE ESTADO SANITARIO DE LOS CONEJOS

13 DE JUNIO DEL 2016

SRTA. LOPEZ MONJA MARTHA AURORA

YO, MARTINEZ DIAZ YHOAN RAUL, ESTUDIANTE DE ZOOTECNIA, NOVENO CICLO, UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO, (UNT), MEDIANTE ESTE DOCUMENTO, EL CUAL ESTOY FIRMANDO, HAGO
CONSTATAR EL ESTADO DE SALUD GENERAL EN QUE LOS CONEJOS DE RAZA NUEVA ZELANDA
DE BUNNY HOP RANCH SE ENCUENTRAN, HABIENDO TENIDO UN ADECUADO CUIDADO EN SU
ALIMENTACION, AMBIENTE, Y LAS CONDICIONES DE ALOJAMIENTO. ADEMAS, LOS CONEJOS
SERAN COMPLETAMENTE EXAMINADOS ANTES DE SU DEBIDA ENTREGA; ES POR TODO ELLO
QUE PUEDO DECIR QUE SE ENCONTRARAN EN OPTIMAS CONDICIONES PARA SER UTILIZADOS
COMO EXCELENTES SUJETOS DE ESTUDIOS PARA SU INVESTIGACION.

™

SR. YHOAN RAUL MARTINEZ DIAZ
DNI 47874041

NIVERSIDAD
RAM HEZ JULIA MERCEDES, PROFESORA INGENIERA DE ZOOTECNIA, U
Yoblow:fgzestr?ztcmuo, (UNT), MEDIANTE ESTE DOCUMENTO, VERIFICO QUE SOY LA ASESORA
B‘QL ESTUDIANTE PRACTICANTE MARTINEZ DIAZ YHOAN RAUL, QUIEN HA HECHO SU PRACTICA
EN BUNNY HOP RANCH Y AUN SIGUE APOYANDO.

A

DRA. ING. UULIA MERCEDES RAMIREZ SANCHEZ
DNI 16627302
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ANEXO 16:

CERTIFICADO DE CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE LABORATORIO

/ @ UPAQ | ftasgecmmngmres

CERTIFICADDO

Quien suscribe, Director de la Escuela de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Facultad de Clencias Agrarias, certifica que los procesos de crianza de animales para
experimentacion se realizan en ambientes adecuados, sigulendo las normas de
bloseguridad; asi como las pricticas de manejo, alimentacion y bienestar animal
adecuados, Del mismo modo los profesionales que supervisan el proceso de crianza se
encuentran debidamente capacitados.

Trujillo, 17 de Junio del 2016

ms—nmn—-—m-w/

EEe——_
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ANEXO 17:

CERTIFICADO DEL PERSONAL ESPECIALISTA EN PATOLOGIA

/ OurAO | =z ...,

CERTIFICADO

Quien suscribe. Director de la Escuels de Medicing Veterinaria y Zootecnia de la
Facultad de Clenclas Agrarias, certifica que of docente My, Cesar Lombardl Pérex, os
docente de la Facultad de Clenclas Agrarias, Escuels Profesional de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, dedicado a la lnvestigacién en patologia animal, con 20 aflos
e experiencis en la realizacién de estudios histomorfométricos en diversas especies
Ge animabes

Trujilio, 28 de junio del 2016

UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOE O C0 A Arvirica Ser 3148 Morserae Yo - Aoy
o 0~ e :loﬂ HOALL e V)
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ANEXO 18:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE REGISTRO DE DATOS

T
b SEXO:
“-. EDAD:
BN, [PESC:
GRUPO:

FECHA EN QUE SE REALIZO
LA CIRUGIA

REGION ANATOMICA DONDE
SE EFECTUO EL DEFECTO
OSED

TIPO DE INJERTO UTILIZADO

FECHA DE SACRIFICIO

NEOFORMACION OSEA
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