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RESUMEN



Actualmente en Odontologia se estd brindando gran importancia a las investigaciones
de todo tipo de biomateriales y farmacos que puedan mejorar y acelerar la reparacion dsea en
distintas situaciones clinicas (implantologicas, quirargicas, periodontales, etc.), donde existian
lesiones del tejido 6seo ya sea por razones patoldgicas, accidentes o traumas.

En tal sentido, tanto el Alendronato (ALN) promotor de la mineralizacion y potente
inhibidor de la resorcion 6sea, como el Hidroxido de Calcio [Ca(HO),], utilizado en diferentes
situaciones de reparaciéon pulpar, ambos materiales podrian ser capaces de lograr una
aceleracion o mejorar la reparacion dsea.

Por ello, el Objetivo de este estudio fue estudiar el efecto del Alendronato y del
Hidroxido de Calcio en la regeneracion tisular de cavidades 6seas experimentales.

Se utilizaron ratas Wistar machos jovenes de 200grs de peso corporal promedio (n=68),
que fueron anestesiados con una solucion de ketamina/xilacina (8mg. y 1,28mg.
respectivamente por 100 g. de peso corporal) y en sus patas traseras se le realiz6 una cavidad
de 1,5 mm de diametro en la zona diafisiaria de ambas tibias. Los animales fueron divididos en
dos grupos Grupo 1: cavidades rellenadas con Alendronato (ALN)(n=32), Grupo 2:

cavidades rellenadas con Hidroxido de Calcio [Ca(HO),], purisimum (n=32). Ambos grupos

tienen sus respectivos controles de n= 32 cada uno. Los animales fueron sacrificados en los
siguientes tiempos experimentales 7- 15 y 30 dias.

Se realizaron estudios histologicos para los cuales las tibias resecadas se fijaron en
formaol tamponado, posteriormente desmineralizadas con solucion de Acido Nitrico al 7% y
procesadas para su posterior inclusion en parafina. Se realizaron cortes y los mismos fueron
coloreados con Hematoxilina Eosina y el método tricromico de Masson.

La histomorfométria se realiz6 mediante un analizador de imagen (programa : “Image
Pro Plus”) donde se midi6 el ancho de las trabéculas 6seas neoformadas y se cuantificaron los
elementos celulares del tejido 6seo neoformado.

El andlisis radiologico comparando la radiopacidad de las zonas tratadas. Ademas se
utilizd una técnica de procesamiento de imdgenes que genera un pseudocolor en donde la
densidad Optica se corresponde con diferentes colores, y se genera un volumen virtual con
relacion a ella. Este método se utiliza para visualizar la diferencia de densidad oOptica entre

distintas zonas, que se correlaciona con la densidad mineral.



Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente segin T Student y Mann-
Whitney.

RESULTADOS: el ALN y el Ca(HO), en todos los tiempos experimentales no
interfieren en la regeneracion 6sea, comportandose ambos como materiales osteoinductivos y
osteoconductivos en el sitio de la cavidad “ad- doc”. Mejorando la calidad del tejido dseo
neoformado con un aumento del ancho trabecular y la densidad celular por mm?* en el nuevo
tejido Oseo.

Los resultados mostraron que, con ALN, no existen diferencias estadisticamente
significativas en los tres tiempos experimentales, respecto a los anchos trabeculares, en
relacion a sus respectivos controles. Con respecto al namero de células por mm?* de superficie
6sea neoformada, a los 30 dias se encontraron diferencias significativas (p=0,0008).

En el grupo tratado con Ca(OH),, se encontrd que en todos los tiempos experimentales,
los anchos de las trabéculas neoformadas son mayores en los casos problemas que en los
controles, presentando diferencias estadisticamente significativas (p=0,0000 a los 7 dias,
p=0,0014 a los 15 dias y p=0,003 a los 30 dias). El nimero de células dseas, por el contrario,
fue mayor en los casos controles, pero sin diferencias significativas.

El tejido 6seo neoformado en la zona reparada tuvo una radiopacidad similar al hueso
normal, lo cual se corrobord radiograficamente, y con el programa “Image Pro Plus 4.1-
Surface Plot”

Comparando ambos materiales entre si, se encontré que con el Ca(OH),, las trabéculas
son mayores en los tres tiempos experimentales respecto al ~ALN, con diferencias
estadisticamente significativas, no asi en cuanto al nimero de células por mm?* de superficie
6sea neoformada.

CONCLUSION: ElI ALN y el Ca(OH), se comportan como materiales
osteoinductivos y osteoconductivos que mejoran la calidad del tejido 6seo neoformado,

favoreciendo asi la reparacion del tejido dseo



ABSTRACT

Nowadays, in Dentistry, great importance is placed on the research of any kind of
biomaterials and drugs that could improve and accelerate the bone repair in different clinical
situations (implantological, surgical, periodontal etc.), in which there was bone tissue damage
because of pathological reasons, accidents or traumas.

In this sense, the alendronate (ALN), as a promoter of mineralisation and a potent
inhibitor of bone resorption, and the Calcium Hydroxide [Ca(HO),], used in different situations
of pulp repair, could be able to produce an acceleration or improvement in the bone repair.

For this reason, the aim of this work was to study the effect of Alendronate and
Calcium Hydroxide on the tissue regeneration of the experimental bone cavities.

This work has been done with young male Wistar rats weighing 200 g in average
(n=68), which were anesthetized with a solution of kentamicine/xilacine (8 mg and 1.28 mg
respectively/100 g body weight) and a cavity of 1.5 mm diameter was made in their hind legs
in the diaphyseal zone of both tibiae. The animals were divided into two groups. Group 1:
cavities filled with Alendronate (ALN) (n=32). Group 2: cavities filled with Calcium
Hydroxide [Ca(HO),], purisimum (n=32). Both groups have their respective controls of n=32
each one. The animals were sacrificed in the following experimental times: 7- 15 and 30 days.

Histological studies were carried out for which the dried tibiae were fixed and then
demineralised with a solution of nitric acid (7%) and processed for then being included in
paraffin. Cuts have been made and then coloured using Hematoxiline Eosina and the Masson’s
trichrome method.

The morphometric analyses were done using an image analyser (programme: “Image
Pro Plus”), in which the width of the newly-formed osseous trabeculae were measured and the
newly-formed cellular elements were quantified.

The radiological studies were done comparing the radiopacity of the treated zones.
Besides, a processing image technique was used. This technique generates a pseudo-colour, in

which the optical density corresponds to different colours, and a virtual volume in relation with



it. This method is used to visualize the difference in optical density among different zones,
related to the mineral density.

The data obtained were analysed statistically according to T Student and Mann-
Whitney.

RESULTS: the ALN and the Ca(HO), do not interfere in the bone regeneration in any
of the experimental times, behaving as bone inductive and bone conductive materials in the
“ad-doc” cavity. They also improve the quality of the newly-formed bone tissue with an
increase in the trabecular width and in the cellular density by mm?in the new tissue.

The results showed that, with ALN, there are not statistically significant differences in
the three experimental times, with regard to the trabecular widths, in relation with their
respective controls. Regarding the number of cells by mm? of newly-formed bone surface,
significant differences were found (p=0.0008) up to the 30 days.

In the group treated with Ca(OH),, it was found that in all the experimental times, the
newly-formed trabeculae widths are bigger in the problem-cases than in the controls, showing
statistically significant differences (p=0.0000 up to the 7 days, p=0.0014 up to the 15 days and
p=0.003 up to the 30 days). On the contrary, the number of bone cells was higher in the
control-cases, without statistic differences.

The newly-formed bone tissue in the repaired zone had a radiopacity similar to the
normal bone. This was proved radiographically and with the program “Image Pro Plus 4.1-
Surface Plot”.

Comparing both materials, it was found that with Ca(OH),, the trabeculae are larger in
the three experimental times than with ALN, with statistically significant differences, unlike
the number of cells by mm?of the newly-formed bone surface.

CONCLUSION: The ALN and the Ca(OH). are bone inductive and bone
conductive materials that improve the quality of the newly formed bone tissue, favouring

in this way the bone tissue repair.



INTRODUCCION



El tejido d6seo es un tejido conjuntivo especializado, uno de los mas resistentes y
rigidos del cuerpo humano. Es el componente esencial de los huesos y junto a los tejidos
conectivo y cartilaginoso forman el esqueleto de sostén. El tejido dseo cumple funciones de:

e soporte de estructuras blandas,

e protege Organos vitales,

e reservorio mineral del organismo

e interviene en el metabolismo del calcio y el fosforo.

e participa en la actividad hematopoyética ya que la médula 6sea es una entidad
formadora de células sanguineas

e junto con los musculos participa en la mecanica de la locomocion

Del tejido cartilaginoso se diferencia particularmente porque posee irrigacion e
inervacion propia, estd mineralizado y continuamente presenta recambio por el mecanismo de

remodelacion. Morfoldgicamente esta constituido por células y matriz extracelular.

CELULAS

* QOsteoprogenitoras, u ostedgenas: constituyen una poblaciéon de células madre
mesenquimaticas, que tienen capacidad proliferativa, se dividen por mitosis y se diferencian
en osteoblastos, son células que tienen por funcion sintetizar el osteoide, (matriz 6sea sin
mineralizar) >

Son células pequeiias, fusiformes, de citoplasma claro, de escaso nimero de organoides.
Se ubican en la porcion interna del periostio (membrana que recubre los huesos), y en la

médula 6sea, pero sin contacto con la superficie del hueso. Segin se desarrollen en un

ambiente vascularizado o no, puede originar osteoblastos o condroblastos

* Células de Superficie, o células de revestimiento: Forman una capa continua de
células aplanadas que revisten los huesos, y pueden estar en estado de reposo, o participar
funcionalmente cuando lo requieren los mecanismos de remodelacion y formacion Osea. En

realidad el lugar que ocupan seria un punto de iniciacion de la remodelacion y luego apoptosis.



Junto con los osteocitos forman una red homeostatica, capaz de regular la concentracion de
calcio en plasma a través de mecanismos independientes de los de la remodelacion dsea.

El paso de osteoblastos a CS podria representar el fenotipo final del linaje de osteoblastos,
previa a la activacion de la secuencia de la remodelacion. Son intermediarios entre osteoblastos
y osteocitos. Poseen ligera basofilia y escasos organoides. Participan activamente en la
nutricion del tejido 6seo. Producen factores regulatorios locales como Interleucinas 6 y 11. La
superficie donde se las encuentran son entonces sitios primarios de intercambio iones y

minerales entre la sangre y el hueso adulto 7724

*(Osteoblastos, derivadan de las células osteoprogenitoras, son los encargados de la

sintesis de la sustancia organica, tanto coladgena como no colagena.

Estructuralmente son células cuboides o redondeadas, ubicadas en la superficie dsea, con
citoplasma basoéfilo y nucleo con cromatina laxa indicadora de su actividad de sintesis. El nucleo
se observa en la region celular opuesta a la superficie 6sea. Histoquimicamente (técnica de Pas),
muestra granulos citoplasmaticos, probables precursores de las glucoproteinas de la matriz.

Posee prolongaciones citoplasmaticas, que se asocian a osteoblastos vecinos. La
sustancia que secretan, se deposita alrededor del cuerpo celular y de sus prolongaciones,luego se
mineraliza y forman asi las lagunas Oseas (osteoplastos) y los canaliculos calcoforos
respectivamente.

Ultraestructuralmente presentan en su citoplasma los organoides propios de la sintesis y
secrecion de proteinas, como reticulo endoplasmico rugoso, aparato de Golgi y mitocondrias.

El papel del osteoblasto en la secrecion de la colagena Osea, ha sido bien comprobado.
Esta matriz recién sintetizada y atin no calcificada, cercana a la célula, se llama osteoide, o
prehueso o matriz predsea. Siempre queda una pequefia capa en intimo contacto con el
osteoblasto. Estas células, contienen enzimas, como la fosfatasa alcalina, lo cual sugeriria que
estan en relacion no solo con la elaboracion de la matriz, sino también con su mineralizacion.
237 Si bien el proceso por el cual la célula secreta sus sustancias es por exocitosis sin
compromiso de membranas, a veces ocurre que se eliminan vesiculas matriciales rodeadas por
membranas al espacio extracelular, participando asi en etapas iniciales de calcificacion.

La secrecion de sustancial matriciales se produce por capas, esta aposicion de
sustancias y su posterior calcificacion, va rodeando al osteoblasto, quedando este encerrado en

su propia secrecion, y se transforma en osteocito.



Actualmente se reconoce el papel del osteoblasto en el proceso de reabsorcion Osea
estimulando la diferenciacion osteocléstica a través del contacto célula-célula.
Se demostro la presencia de un factor en la membrana de las células osteoblasticas el RANKL,
el cual estimula la diferenciacion, sobrevida y fusion de las células precursoras de osteoclastos,
activa los osteoclastos maduros y prolonga su vida util. Como resultado permite la expansion

de la masa osteoclastica activa capaz de formar sitios de resorcion dsea '* 420>

*Osteocitos, son osteoblastos que quedan encerrados al mineralizarse la matriz organica
que ellos mismos secretaron. Cuando esto sucede se modifica su intercambio y actividad
metabolica y obviamente su fisiologia. No tienen capacidad de dividirse o de secretar sustancia
organica en cantidades apreciables. Tienen citoplasma ligeramente basofilo, contienen gotas
lipidicas, algo de glucogeno y vesiculas semejantes a los que se hallaban es los osteoblastos, y
el nucleo se presenta con cromatina condesada. Son mas pequeias que sus precursores.

Los osteocitos se encuentran en lagunas formadas por matriz calcificada, llamadas
osteoplastos. Las prolongaciones celulares se extienden por distancia considerable en los
canaliculos, que se irradian a partir de las lagunas. En los puntos de contacto entre las
prolongaciones osteociticas dentro de los canaliculos, se observan uniones tipo nexus. Esto
explica como pueden sobrevivir células aisladas de la superficie 6sea. Se cree que éste
acoplamiento permite el paso de sefiales, iones y moléculas pequenas a través de las uniones
comunicantes entre las prolongaciones de células vecinas. Este sistema lacuno- canalicular
tiene la capacidad de censar y traducir los estimulos mecanicos que actian sobre el hueso y
transformarlos en energia quimica para transmitir sefiales a las células efectoras encargadas de
la formacion y reabsorcion 6seas. La ubicacion estratégica de los osteocitos en el interior de la
matriz 0sea hace que sean excelentes candidatos para detectar la necesidad de remodelacion

durante la adaptacion funcional a las cargas y de reparar microfracturas,.

* Osteoclastos, son células gigantes multinucledas, se encuentran en la superficie 6sea,
cuando hay reabsorcion del tejido, y se comportan como macréfagos. Como ellos, se
desarrollan a partir de los monocitos circulantes que se originan en el tejido hematopoyético de
la médula 6sea. Estos precursores son liberados al torrente sanguineo, y se reunen en la zona
de reabsorcion dsea, fusiondndose para formar los osteoclastos multinucleados, que se fijan a

la superficie de la matriz 6sea donde cumplen su actividad resortiva..



Presentan citoplasma con vesiculas, que contienen fosfatasa acida, enzima presente en
los lisosomas, responsables de la eliminacion de los restos del tejido 6seo producidos durante
la reabsorcion del hueso. Ultraestructuralmente se observa que en la superficie de la célula que
esta en contacto con el hueso, prolongaciones citoplasmaticas y microvellosidades, lo que se
describe como borde fruncido, borde en cepillo, o borde velloso, que facilitan la resorcion
6sea. A los lados del borde velloso en su citoplasma contiene filamentos de actina que parecen
ser los responsables de la fijacion de la célula a la superficie del hueso (zona clara). Son las
células efectoras del proceso de reabsorcion, con capacidad de disolver los minerales >'%3'%
por medio de una bomba de protones, y disminuyendo el pH local, como asi también

19-46-63-67

hidrolizando la matriz orgéanica, a través de las enzimas secretadas por los mismos ,

estas son colagenoliticas y otras proteoliticas.

MATRIZ OSEA

Esté constituida por :

o Una porcion inorganica representada por iones de calcio y fosfato
principalmente y en menor proporcion bicarbonatos, magnesio, potasio y sodio.
El calcio y el fosfato forman los cristales de hidroxiapatita (Ca;o PO, OHs,).
Estos cristales se disponen a lo largo de las fibras colagenas y estdn envueltos
por la sustancia fundamental amorfa.

. Y una porcién orgéanica representada en mayor porcentaje por fibras
colagenas tipo I (95 %), el resto de componentes organicos son coladgeno tipo V,
proteinas no coldgenas, fosfoproteinas y glicosaminosglicanes, siendo una
pequefia cantidad de ellos acidos y sulfatados.

Las fibras coldgenas tipo I, presentan periddicamente estriaciones transversales cada

640 A debidas a la disposicion del tropocolageno. Estos sitios son importantes ya que en ellos
se inicia la asociacién entre los componentes de la matriz orgdnica y los de la matriz
inorganica. Esta asociacion de las fibras colagenas y la sustancia fundamental amorfa, con los
cristales de hidroxiapatita es la responsable de la dureza y resistencia del tejido 6seo. La matriz
Osea tiene una apetencia tintorial acidofila, debido al alto porcentaje de fibras coldgenas, a
diferencia del tejido cartilaginoso que es baséfila >'9-20-27-324043

Osteocalcina y osteonectina, son proteinas no coldgenas secretadas por los osteblastos.

La osteocalcina es considerada la responsable de la fijacion del calcio al colageno dseo,



también actiia en el reclutamiento de monocitos en los lugares donde es necesaria la
remodelacion Osea, para conformar osteoclastos. Esta proteina necesita para actuar, cofactores
como la vitamina K, C y D. La osteonectina, forma los nucleos de crecimiento de los cristales
de hidroxiapatita, uniéndose fuertemente a las fibras colagenas y a la hidroxiapatita- *'°-2*%

El hueso se encuentra constantemente en proceso de remodelacion que esta regulado
por factores locales (acido araquidénico por ejemplo) como sistémicos (como la hormona

paratiroidea, que en concentraciones fisiologicas regula la formacion oOsea, controlando el

metabolismo del calcio y del fosforo). Participan también las citoquinas como las Interleukinas

la y 1B, factores de crecimiento, prostaglandinas, proteinas morfogenéticas (con capacidad

18-37-38-43-46. E| stres mecanico también actiia en la

osteoconductiva) y factores de crecimiento
remodelacion, con reabsorcion en zonas de presidn y aposicion en zonas de traccion . Los
procesos infecciosos, tumorales, degenerativos, etc., alteran el proceso remodelatorio porque
desestabilizan el balance entre el mecanismo de reabsorcion y formacion 6sea. El dinamismo
6seo confiere capacidad de remodelacion continua '*como por ejemplo durante el crecimiento del
individuo, o en caso de ser lesionado !6-3!-41-42-46--68-74-78

El tejido Oseo, esta revestido tanto en la superficie interna, como en la superficie

externa por una membrana conjuntiva, el endostio y el periostio respectivamente.

El periostio, es una capa de tejido conjuntivo que se aplica sobre la toda la superficie
del hueso, excepto en las zonas articulares. Estd formado por dos capas, una externa de tejido
conectivo denso que se mezcla con el tejido conjuntivo circundante. La capa interna es célulo-
vascular 27!

Cuando el hueso se lesiona, las células de la capa interna del periostio se transforman
en osteoblastos y restauran el tejido dseo danado. De alli la importancia en un acto quirargico,
de preservar la integridad del mismo, para favorecer la posterior regeneracion tisular. En
condiciones normales, las células de la capa interna (células osteoprogenitoras) permanecen
inactivas en el adulto.

El endostio, es una delgada capa de tejido conjuntivo, con células osteoprogenitoras,
que reviste la cavidad medular, Estas células, poseen potencial osteogénico y hematopoyético .

De acuerdo a la distribucion de los componentes estructurales del tejido éseo, se

reconocen dos tipos de hueso: compacto y esponjoso.



Diversas situaciones fisioldgicas o patologicas inducen la pérdida de tejido 6seo. En tal
sentido, se han propuesto diferentes biomateriales y drogas que serian capaces de desencadenar

procesos biologicos, para iniciar la recuperacion del tejido dseo perdido. .

Tras una lesion, incluidas la extraccion de un diente o la instalacion de un implante, el
hueso puede reconstruirse por medio de procesos fisiolégicos de remodelacion o cicatrizacion.
En estos procesos pueden incorporarse materiales para favorecer o estimular el crecimiento del
hueso como en zonas en las que haya desaparecido como consecuencia de procesos
patologicos, traumaticos o fisiologicos. Estos sustitutos 6seos pueden actuar sobre el hueso

huésped por medio de tres mecanismos diferentes: osteogénesis, osteoconduccion, y/o

7-13-18-41. 41

osteoinduccion Algunos autores describen ademas, como integrante de éstos
procesos, la osteopromocién o regeneracion Osea guiada; que permite que los espacios

recluidos bajo membranas con funcion de barreras, sea rellenado con hueso nuevo.

Osteogénesis

Es el mecanismo que conduce a la formacion del tejido dseo en general y por ende
participa en la neoformacion 6sea (formacion y desarrollo de nuevo hueso). Un material es
osteogénico cuando promueve la formacion y el crecimiento 6seo incluso en otros tejidos que

normalmente no formarian hueso.

Los materiales de injerto ostedgenos estan formados por células Oseas vivas, que
producen grandes cantidades de factores de crecimiento para el hueso. En la actualidad, el

hueso autdlogo es el Tnico material ostedgeno disponible, ~ !6-37-3841-46-63-66-68-74-

Osteoconduccion

Es un proceso en el cual el material provee un ambiente, estructura o matriz fisica
apropiada para la aposicion de hueso nuevo. La osteoconduccion caracteriza el crecimiento
6seo por aposicion, a partir del hueso existente y por encima del mismo. Por consiguiente, se

necesita para dicho proceso la presencia de hueso o de células mesenquimatosas diferenciadas.



Consiste en un proceso tridimensional de crecimiento de capilares, tejido perivascular y células
osteoprogenitoras, hacia el defecto 6seo, a partir de las paredes del mismo defecto. La
osteoconduccion, esta ligada al empleo de materiales y biomateriales que conforman un

entramado que favorece el crecimiento del nuevo hueso.

La cicatrizacion oOsea alrededor de un implante osteointegrado es un proceso
osteoconductivo y sigue las fases tipicas de remodelacion a nivel de la interfase hueso-
implante.

Los materiales osteoconductivos son biocompatibles. Se pueden desarrollar tejido 6seo
o tejidos blandos por aposicion sobre estos materiales sin que se produzcan signos de reaccion
toxica. Los materiales osteoconductivos mads utilizados en implantologia son productos

aloplasticos como por ejemplo la hidroxiapatita '6-37-38-41-46-63-69-74-

Osteoinduccion

Es el proceso que estimula la osteogénesis. Los materiales osteoinductivos pueden
estimular la produccion de hueso en zonas donde normalmente no se encuentra.
Implica la participacion de morfogenes, es decir la conversion fenotipica de células
mesenquimaticas indiferenciadas, en células osteoprogenitoras. Esto ocurre en el curso de una
cascada biologica, que incluye como pasos claves, la quimiotaxis y la adherencia de células
indiferenciadas al material osteoinductor, la proliferacion y diferenciacion en células

8-9-2829-41 ' Un material

cartilaginosas y finalmente en la aparicion de hueso y médula o6sea
osteoinductivo es capaz de inducir la transformacion de células indiferenciadas en osteoblastos
o condroblastos en una zona en la que no cabe esperar dicho comportamiento.. Los mas

utilizados  en  implantologia ~ son  los  aloinjertos  Oseos!'6?738A4146-63-6974

En general, podemos sefialar que la regeneracion dsea requiere de :

* el aporte de células progenitoras o células con capacidad para diferenciarse en

otras formadoras de hueso.



* la presencia de estimulos osteoinductores para iniciar la diferenciacion de las
células mesenquimaticas a osteoblastos ( materiales que contengan proteinas

morfogenéticas).

* la presencia de un medio osteoconductor sobre el cual el tejido invasor, pueda
proliferar y en el cual las células osteoprogenitoras estimuladas, pueda
diferenciarse en osteoblastos y formar hueso ( materiales porosos, generalmente

hidroxiapatita).

Por otro lado, existen materiales que no intervienen como sustitutos dseos pero si mejoran la

calidad 6sea. Entre ellos encontramos:

ALENDRONATOS (ALN)

Son bisfosfonato de segunda generacion, primeros farmacos que no sélo previenen la
pérdida de hueso sino que promueve su mineralizacion. Se trata de un potente inhibidor de la
resorcion dsea.

Son drogas que se desarrollan como andlogos de los pirofosfatos del hueso, que
provocan la inhibicidon de la resorcion 6sea mediada por osteoclastos y aumentan la densidad
6sea. Los bifosfonatos tienen una estructura caracteristica P-C-P que le permite adherirse a los
cristales de hidroxiapatita. Al unirse a las sales de calcio, el ALN bloquea la transformacion de
fosfato de calcio a hidroxiapatita por lo tanto inhibe la formacion, agregacion y disolucion de
IOS CI‘iStaleS del hueSO 23-24-30-47-50-51-53-54-55-57-58-59-63-

A nivel celular en los sitios de reabsorcion 0Osea,, los alendronatos actian de manera
preferencial a nivel del citoesqueleto de los osteoclastos, provocando la pérdida del borde en
cepillo, aunque no interfiere en el reclutamiento y adhesion osteoclastica. El mecanismo
molecular de estos efectos no es conocido. Ademas, los macrofagos y los osteoblastos también
pueden intervenir en los efectos del alendronato. Se ha comprobado que el farmaco inhibe la
produccion de interleukina-1f (IL), IL-6 y TNF por los monocitos

El ALN estd indicado en el tratamiento y la prevencion de la osteoporosis en las

mujeres post-menopausicas y para el tratamiento de la enfermedad de Paget. También esta



indicado en el tratamiento de la osteoporosis inducida por corticoides y se estd investigando su
utilidad en la hipercalcemia asociada como la osificacion maligna y heterotdpica. se administra
por via oral. La absorciébn en muy baja, menos de 1% y es despreciable si se administra
farmaco menos de dos horas antes del desayuno. Incluso un jugo de naranja o un café¢ pueden
impedir que el farmaco se absorba. Los cationes (calcio, magnesio, etc.,) también reducen la
biodisponibilidad. La parte de ALN que se absorbe se distribuye en los tejidos blandos, y en el
hueso, eliminandose seguidamente por via urinaria. El alendronato se une en un 78%
aproximadamente a las proteinas del plasma. El farmaco no se metaboliza sino que es
rapidamente aclarado del plasma, disminuyendo las concentraciones plasmaticas en un 95% en
un plazo de 6 horas. Aproximadamente el 50% de una dosis unica intravenosa es eliminada en
la orina de 72 horas. Una vez fijado la hueso, el ALN queda fijado a este tejido con una semi-
vida de més de 10 afios. Sin embargo, el farmaco unido al hueso no es activo en su totalidad ya
que la interrupcion del tratamiento reduce la inhibicion de la pérdida d6sea. Se estima que
después de 10 afios de tratamiento con dosis de Alendronato de 10 mg la cantidad diaria que se

libera del esqueleto es aproximadamente el 25% de la dosis absorbida por el tracto digestivo

11- 14-28-47-48-49-50-51-53-56-57-59

HIDROXIDO DE CALCIO

Zerbo IR, y col 7. han demostrado que el fosfato tricalcico es capaz de generar un
andamiaje (osteoconduccién) sobre el cual encontraron la formacion de nuevo hueso y
osteoide, en estrecho contacto con las particulas de fosfato tricalcico.

Por otra parte si bien existen abundantes datos bibliograficos respecto a la accioén
cicatrizante del Ca (OH),, hidroxido de calcio, en el tejido conjuntivo, sus efectos en el proceso
de regeneracion oOsea no se han descrito . Se entiende por regeneracion al mecanismo
bioldgico mediante el cual, un tejido lesionado o perdido es reemplazado por un nuevo tejido
(neoformado) de caracteristicas similares o idénticas al tejido original, '!-12:1321:25-30-64-68-78

Crosa, Scarponi et al."*, han descrito que el Hidroxido de Calcio [Ca (OH), ] es capaz de
inducir la formacion de una barrera célcica en la pulpa dentario de ratas, y promover la

formacion de una matriz osteoide cuando el Ca (OH), fue colocado en implantes en el tejido

celular subcutaneo



La aplicacion del ALN y/o del Hidroxido de Calcio en el tejido 6seo podria
contribuir a generar conocimientos transferibles al campo de la prevencion, tratamiento y

rehabilitacion de patologias dseas en la clinica.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos la siguiente hipdtesis de

trabajo:

“ El uso local del alendronato y del hidroxido de calcio como relleno de cavidades

Oseas experimentales promueven la regeneracion dsea”.



OBJETIVOS.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del Alendronato y del Hidroxido de Calcio en la regeneracion

tisular de cavidades 0seas neoformadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar morfologicamente el efecto del Alendronato en el proceso de reparacion osea en

cavidades realizadas en tibia de rata

e [Estudiar radioldgicamente el efecto del Alendronato en el proceso de reparacion 6sea en

cavidades realizadas en tibia de rata

e Estudiar ancho de las trabéculas neoformadas en el proceso de reparacion dsea en

cavidades realizadas en tibia de rata tratadas localmente con Alendronato.

e Estudiar morfoldogicamente el efecto del Hidroxido de Calcio en el proceso de reparacion

osea, en cavidades realizadas en tibia de rata

e Estudiar radiologicamente el efecto del Hidroxido de Calcio en el proceso de reparacion

osea, en cavidades realizadas en tibia de rata

e [Estudiar ancho de las trabéculas neoformadas en el proceso de reparacion Osea, en

cavidades realizadas en tibia de rata tratadas con Hidroxido de Calcio.

e Comparar el efecto del Aledronato usado localmente con el efecto del Hidroxido de

calcio usado localmente, en la reparacion del tejido dseo.



MATERIALES Y METODOS



Se trabajo con ratas Wistar machos adultos jovenes (n=68), con un peso promedio de
200 gr del Bioterio del Instituto de Biologia Celular de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Coérdoba-Argentina. Los animales fueron intervenidos
quirargicamente en sus patas traseras. A cada uno de ellos se le administrd anestesia general
con una solucion de Ketamina y Xilacina (8mg. y 1.28mg. respectivamente por 100 gr. de peso
corporal) se depild la zona tibial y se desinfectd previamente con Cloruro de Benzalconio.

Se realizé una incision longitudinal con bisturi N° 15 en las patas traseras de animal,
dejando expuesta la zona tibial; posteriormente, se decold disecando la facie subcutanea, los
musculos y ligamentos, con el fin de exponer la superficie externa de las tibias, en el area de la

diafisis 0sea, seglin el modelo descrito por Cabrini y col (Laminar test) 7',

Fig. 1 Anestesia intraperitoneal

Se realizd una cavidad de 1,5 mm de didmetro, con una fresa de carburo tungsteno
redonda de extremo cortante (N°6), mediante rotacion manual para prevenir el
sobrecalentamiento del hueso, con el probable dafio tisular. Este tratamiento en cada animal

se realizo en la zona diafisiaria de ambas tibias.



Fig. 3 Cavidad tallada en ehueso

Los animales fueron divididos en dos grupos segtn el siguiente disefio experimental:

Grupo 1: la cavidad 6sea fue rellenada con Alendronato en polvo (0,1mg / 100gr de

peso corporal) agregado al sangrado generado por la intervencion quirurgica. (n=32)

Grupo 2: las cavidades talladas fueron rellenadas con Hidréxido de Calcio purisimum,

en polvo, agregado al sangrado propio de la intervencion (n=32)



En todos los casos una cavidad tibial de la pata izquierda es rellenada con el material
propuesto segin el grupo al que pertenece el animal, y la cavidad de la pata derecha es su

respectivo control, sin relleno alguno.

Realizadas las intervenciones quirdrgicas, se reposicionaron los tejidos por planos en
posicion, se suturaron las heridas con hilo reabsorvible. Los animales son tratados segln
normas de asepsia y no se administrard tratamiento farmacoldgico alguno. Los mismos son
mantenidos en jaulas con dieta balanceada y agua ad limitum, durante el periodo del tiempo
experimental. El tratamiento de los animales se realiza respetando las normas del Acuerdo de
Helsisnki para el trabajo sobre animales. El mantenimiento de los animales se realiz6 también
en el Bioterio del Instituto de Biologia Celular de la Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional de Cordoba-Argentina

Fig. 4 Sutura cutanea

ANALISIS RADIOGRAFICO

Se tomaron radiografias pasado los tiempos experimentales, evaluando las mismas
cualitativamente *. La radiografia fueron tomadas con equipo radiologico dental (Stident) con
un rendimiento de 10MA 60 Km. . Se utilizaron placas radiograficas Kodak (dentales

periapicales) de 40 mm por 30 mm. Para identificar la pata problema y diferenciarla de la pata



control, a la primera se la marcd con un instrumental metalico para que se identifique la

radiopacidad en la pelicula.

Se utilizé el Programa Image Pro Plus- Surface Plot: es una técnica de procesamiento
de imagenes bidimensionales, que genera un pseudocolor que corresponde a la densidad
Optica que tiene su correspondencia con la densidad mineral. Se representa en colores vivos
( rojo-naranja)las zonas de mayor densidad, y con colores frios ( azul- verde) las zonas de
menor densidad optica. También, se genera un volumen virtual en relacion a la densidad
Optica, en imagenes tridimensionales, visualizando con diferentes relieves las distintas zonas
segun la densidad.

Previo a sacrificar los animales se controld si presentaban alguna alteracion a nivel de
los tejidos blandos y la facies muscular.

Los animales fueron sacrificados por inhalaciéon de éster a los siguientes tiempos
posquirargicos: 0, 7, 15. 30 dias, donde se procedio a resecar las tibias que fueron fijadas en
solucion de formol taponado al 10%, pH 7, desmineralizadas con solucion de Acido Nitrico al

7% y procesadas para su posterior inclusion en parafina.

ANALISIS MORFOLOGICO

Las tibias desmineralizadas e incluidas, fueron procesadas y coloreadas con
Hematoxilina Eosina, y el método tricromico de Masson. El procesamiento del material se
realizo en el laboratorio de las Catedras de Histologia y de Anatomia Patologica de la Facultad
de Medicina de la Universidad Catdlica de Coérdoba.

Las observaciones microscopicas, la toma de fotomicrografias, el analisis morfométrico
y el analisis estadistico, se realizaron en el Area de Biologia Oral de la Facultad de

Odontologia de la Universidad Nacional de Cérdoba-Argentina.

ANALISIS HIGROSCOPICO

Se analiz6 también la capacidad higroscopica de los materiales de relleno (o sea la
capacidad de absorber o ceder humedad al medio) colocando tanto el Alendronato como el

Hidréxido de calcio en un tubo de ensayo y en un recipiente de vidrio ( Vaso Dappen ).Se los



hidratd con solucidn filologica y se mantuvieron en estufa a 37° centrigados (temperatura
corporal ), se controld si los mismos aumentaban de volumen a los 30 minutos, a la hora , a las
dos horas y a las venticuatro horas. En los primeros controles no presentaron modificacion
alguna, y a las 24 horas el material habia reducido su volumen. Esto se realiz6 para descartar el
posible aumento de volumen de las drogas que podrian provocar modificacion en la zona

pericavitaria y en los tejidos blandos vecinos.

Fig. 5 ALN en un tubo de ensayo

Fig. 6 Se le incorpora solucion fisioldgica hasta
cubrirlo por completo.



Fig.7 Se marca el nivel para controlar
&7

Fig. 9 Colocacion de hidroxido de
Calcio en tubo de ensayo



Fig. 10 Se hidrata con solucién
fisiologica hasta su saturacion.

Fig. 12 Los tubos se mantuvieron en estufa a 37°C



Fig. 13 El procedimiento se realizd también en vasos Dappen.

Fig. 14 Material hidratado con solucion fisiologica.



Fig. 15 Mezclado para homogeneizar

ANALISIS MORFOMETRICO

Se midié el ancho de las trabéculas 6seas neoformadas y se cuantifico los elementos
celulares del tejido 6seo neoformado, mediante un analizador de imagen seguin el programa:
“Image Pro Plus 4.1”.

El procesamiento consta de:

* Medicion del ancho de las trabéculas 6seas neoformadas de los preparados
descalcificados y tefiidos posteriormente con Hematoxilina Eosina (HE) y observadas a 200X
(objetivo de 20X). Se considerdé ancho maximo, ancho minimo y promedio de una serie de
mayor a 12 valores en el mismo preparado.

Se analizé diez (diez) casos de cada grupo y su respectivo control, y de cada tiempo
experimental, totalizando mas de 120 (ciento veinte) mediciones de anchos trabeculares por

cada tiempo experimental y en cada grupo de trabajo, (se tomaron un total de 1974 mediciones)

* Recuento de niimero de células por mm? de superficie 0sea. Se analizo

igual nimero de casos que para anchos trabeculares.



Fig. N° 16 preparado histologico donde se muestra como se realizaron las mediciones

de los anchos trabeculasres para su posterior analisis estadistico



ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron graficos comparando los promedios de las diferentes mediciones
realizadas en cada preparado, tanto para anchos trabeculares como para nimero de células por
mm?* de superficie dsea. En el grupo ALN y su control, y en el grupo Ca(OH) y su control en
los distintos tiempos experimentales. Ademas se realizé graficos comparando los distintos

tiempos experimentales de cada grupo, y graficos comparativos de los 2 grupos entre si.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente segiin T Student.y Mann-
Whitney Se realizaron graficos comparando en los distintos tiempos experimentales cada
caso problema con su respectivo control y entre los distintos tiempos experimentales entre si.
Como asi también se compar6 graficamente los dos materiales entre si en los distintos tiempos

experimentales.



RESULTADOS



RESULTADO HIGROSCOPICO

Al analizar la capacidad higroscopica del Alendronato (ALN) y del Hidroxido de

calcio [ Ca(OH).], se comprobo tanto el ALN como el Ca(OH). reducian el volumen, por lo
que se descarta que pudieran alterar la cicatrizacion superficial.

Fig. N° 17 Control a las 2 horas donde se observa
disminucion del volumen del material

Fig. N° 18 Control de los tubos a las 24 horas



Fig. N°19. Control 24 horas. Notable disminucioén del volumen

Al observar las ratas en diferentes tiempos post-quirurgicos, no se aprecié inflamacién como
tampoco infeccion el la zona quirtrgica. Como asi también los tejidos blandos circundantes a
la cirugia no mostraron alteracion alguna, en los dos grupos experimentales.



RESULTADOS MORFOLOGICOS

Grupo 1: ALENDRONATO

Dia 0:

Grupo Control: Solo se observo la cavidad tallada vacia rodeada tanto de tejido 6seo

compacto como medular normal.

Grupo experimental : se aprecian particulas del material de relleno en la cavidad, y no se

evidencia modificacion alguna en el tejido circundante (Fig N° 20)

a4
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Fig. N° 20.- Dia 0 Tallado cavitario en la parte central de la tibia
Coloracion HE 100x



7 Dias:

Grupo control: se aprecia medula dsea normal 100x, trabéculas dseas con lineas

incrementales de calcificacion. (Fig N° 21)

L —

Fig. 21.- ALN control 7 dias. Médula (*) , trabéculas dseas *)
Coloracion HE 200x

Grupo Problema: en una vista panoramica (Fig. N°22) observamos la porcion de la
tibia correspondiente a la zona tratada, la médula 6sea y la cortical. En la region medular

cercana al tallado cavitario se visualiza un tejido reaccional, donde se aprecia un infiltrado



linfoplasmocitario y un aumento del nimero de capilares. Estas observaciones se confirman a

una magnificacion mayor de 400x (Fig. N°23)

Fig N° 22 En la imagen panoramica es notorio el infiltrado celular en la zona medular
cercana al tallado cavitario realizado (*) ,se visualiza claramente el rellenado,
por hueso compacto poco organizado (*) con grandes vasos sanguineos en la zona
tallada experimentalmente(™).Preparado coloreado con HE, 40x.

Fig, 23. Médula 6sea. ALN 7 dia. A mayores aumentos
se confirma el infiltrado celular con trabéculas irregulares
distribuidas al azar . Coloracion HE. 200x



En la zona cortical donde se tallo la cavidad se observa un tejido 6seo aliin no
organizado que indica una reparacion tisular. A mayor aumento (200x) en la zona medular
mas profunda se destaca la presencia de trabéculas dseas y gran numero de fibras coldgenas
(Figura N° 24). En las trabéculas encontramos osteocitos con su cromatina condensada en sus
correspondientes osteoplastos que en algunos casos se presentan amplios. Ademas se aprecia
matriz osteoide acidofila, y en la misma observandolas a mayor aumento se evidencian lineas
incrementales de calcificacion. En la periferia de las trabéculas es posible observar células de

superficie. ( Fig 25y 26 ) e importantes vasos sanguineos dilatados.
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Fig 24 ALN 7 dias Microfotografia del limite entre la zona de reparacion cavitaria y el tejido vecino no
afectado por las maniobras quirtrgicas..En la primera zona, observamos una distribucion irregular de las
trabéculas 6seas(*) poco organizadas, con infiltrado inflamatorio entre ellas. En la segunda, por el
contrario, observamos tejido 6seo compacto regularmente distribuido (*) y organizado.Coloracion HE. 100x



Fig N° 25 Alendronato 7 dias control zona de regeneracion. A ésta magnificacion se observa con claridad,

las trabéculas dseas reparativas,.con alta densidad de osteocitos, células de superficie, y un infiltrado
intertrabecular Coloracion He 200x

v

Y 2N ¢
Fig 26.ALN 7 dias Problema. Se observa el
tejido 6seo neoformado en la zona donde se realiz6 la cavidad (*)
experimental, en contacto con el el tejido dseo pericavitario.(*)
.Coloracion HE 400x






15 Dias:

Grupo control: se observa hueso trabecular reparativo con lineas incrementales bien

notorias y tejido medular normal. (fig N° 27)

N 4
Fig N° 27, 15 dias control 200X HE

Grupo problema: observamos que el tejido medular presenta células hematopoyéticas,
vasos sanguineos y células grasas, también se visualiza un tejido 6seo cortical con trabéculas
oseas (Fig 28 y 29).

En la zona de reparacion ademas de las tipicas trabéculas de hueso reaccional normal
observamos nucleos de tejido cartilaginoso. (Fig N° 30- 31 y 32) En la misma se puede
apreciar matriz osteoide con vasos sanguineos, prolongaciones citoplasmaticas y algunas lineas

incrementales. (Fig N° 33). Ademas, se puede observar en la zona de reparacion, la presencia



de nucleos de tejido cartilaginosos.

Fig 28 Vista panoramica ALN 15 dias problema.
Es notoria la presencia de nacleo de tejido cartilaginoso (*).adyacente
al hueso compacto pericavitario ( ). Se observan trabéculas dseas

. 40x. HE
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Fig. N°29. ALN 15 dias. Zona éortidcal_y Medular.
Observamos infiltrado inflamatorio en la zona medular (*)

adyacente a las trabéculas dseas recién formadas (*)
100x.Coloracion HE
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Fig N°30 ALN 15 dias Zona de regeneracion. Se observa el tejido cartilaginoso.
100x y 200x. Coloracion HE. .

y
1 WAL . ¥
Fig N° 31 ALN 15 dias. Nucleos de cartilago (*) y trabéculas oseas (*)

con gran numero de células, HE 100x



el o

Fig N° 32 ALN 15 dias. Nucleos de cartilago (*), adyacente al tejido
0seo vecino a la zona tratada (). HE 200x

Fig N°33  ALN 15. Tejido dseo con vsos se puede apreciar matriz osteoide
con vasos sanguineos. dias Coloracion HE 400x



30 Dias:

Grupo Control: La cicatrizacion cavitaria se visualiza con un tejido 6seo trabecular

normal al igual que el tejido medular. FIg N° 34 y 35

Fig. N°34 ALN dias control. Cortical . Se observa tejido 6seo
poco organizado. Coloracion HE. 100x

Fig. N° 35 ALN Control 30 dias , zona de reparacion.

Coloracion HE 100x .



Grupo Problema: El aspecto mdas notorio a este tiempo experimental es observar

inmediatamente por fuera de la cortical en la zona reaccional las caracteristicas histologicas
tipicas de la osificacion endocondral: cartilago normal, seriado, hipertrofiado, calcificado y
erosionado. También se observan zonas de deposito osteoide acidofilo sobre espiculas de
cartilago calcificado basofilo.

Otros detalle que merece ser destacados es que a medida que el proceso de osificacion
endocondral va progresando el hueso trabecular se organiza en Sistemas de Havers tipicos del
tejido 6seo compacto. Entre ellos quedan incluidos restos de cartilago. Ademas el periostio esta

organizado y cubriendo la superficie tallada.

Fig. N°36 ALN 30 dias en ésta microfotografia podemos visualizar, en la zona de reparacion. formacion
osteoide ( acidofila) a partir del proceso de osificacion endocondral ( ) ( se observan todas las zonas de éste
proceso ). La zona vecina que no fue tratada experimental, entre presenta las caracteristicas tipicas de hueso

compacto (*).HE. 200x .
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Fig.N*37 ALN 30 dias. Se observan zonas de deposito osteoide acidofila
sobre espiculas de cartilago calcificado basofilo. . HE 400x

Fig. N°38 ALN 30 dias observan zonas de depdsito osteoide
acidofila sobre espiculas de cartilago calcificado basofilo.(*). HE 200x
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Fig. N°39 ALN 30 dias Se observa el proceso de

osificacion endocondral y hueso trabecular . HE 100x

& B v : ; -
Fig. N°40 ALN 30 dias problema. Cortical El hueso trabecular se organiza en Sstemas de
Havers (*) tipicos del tejido 6seo compacto. Se observa el periostio regenerado (*) 100x HE




Fig. N° 41 ALN 30 dias Coloracion HE. 200X Cortical, Se observa lineas

de cementacion y restos de tejido cartilaginoso (*).

Fig. N°42 ALN 30 dias Se observan lineas de cementacion (*)

y restos de tejido cartilaginoso ( ) Coloracion He 400x

GRUPO 2 : HIDROXIDO DE CALCIO

Dia 0:

Grupo Control: Se observan tejidos tanto 6seo como medular normales y la cavidad tallada
vacia.

Grupo Experimental: Se visualiza la cavidad tallada con restos del material de relleno,
rodeado por tejidos normales. (Fig N°43)



Fig. N° 43 Cavidad. Dia 0. Hidroxido de Calcio
Se observa el tejido 0seo pericavitario (*)
Coloracion HE. 200x



Dia 7:

Grupo control : se observo un tejido dseo trabecular reaccional con gran densidad
celular y el tejido medular con gran infiltrado linfo- plasmocitario y un aumento de la
vasodilatacion. (Figuras N° 44,45)

Sy 3. ' : ah N 2
Fig. N° 44 Hidréxido de calcio 7 dias , control. Zona donde se realiz6 la cavidad,
formacion de tejido 6seo trabecular. Coloracion HE 100x

E NP - - KB T
Fig. N° 45 Hidroxido de calcio 7 dias control
Hueso trabecular . Coloracion HE  100x




Grupo Problema: En la zona de tallado cavitario se observa una gran cantidad de hueso
trabecular reaccional con gran densidad celular, con la técnica de Masson podemos apreciar
una gran densidad de fibras coldgenas en su estructura (Fig N° 49). También se aprecia una
poblacion celular de la médula que varia; en la zona cercana a la cavidad este tejido tiene un
aspecto similar a lo normal con fibrosis coldgena, y en las zonas mas alejadas predominio de
un infiltrado linfoplasmocitario y una intensa vasodilatacion (Fig N° 46y, 47, 48)

Fig. N° 47 Hidroxido de Calcio. caso problema 7 dias.
Meédula 6sea se observa infiltrado



Inflamatorio (*) y vasos sanguineos ( ) Coloraciéon HE 200X

Fig . N° 48,- Hidroxido de Calcio. problema 7 dias
Meédula osea (*) vasos sanguineos(*). Coloracion Masson 100x

Zona de reparacion, en azul se observan
las trabéculas dseas Coloracion Masson 100x.



Dia 15:

Grupo Control: Se observa la zona cavitaria rellenada con tejido dseo trabecular que en la
zona mas periférica presenta una tendencia a la organizacion de hueso compacto, con una
disminucioén en la celularidad, pero con un aumento en el tamafio lacunar. La médula presenta
un aspecto normal . (Fig N° 50). Se observan restos de material basofilo dentro de las
trabéculas.

Fig. N° 50 Hidroxido de Calcio 15 dias Control
Porciodn cortical de zona reparativa., hueso poco organizado. . HE 100 x



Grupo Problema: Observamos imagenes tipicas de osificacion endocondral en la zona de
reparacion que culminan con cartilago erosionado, a continuacidon se visualizan trabéculas

oOseas sintetizadas sobre restos de tejido cartilaginoso calcificado. ( Fig N° 51 y 52).

En zonas mas superficiales el tejido 6seo neoformado tiende a adoptar una organizacion
estructural de hueso compacto, presentando en algunas zonas sistemas de Havers pequefios
(Fig N°56) y en otras las células de las trabéculas tienden a orientarse concéntricamente (Fig N°
54 y 55). El tejido medular evidencia signos de infiltrado linfo plasmocitario con una gran

vascularizacion. ( Fig. N° 53).

Fig. N°51 Hidroxido de Calcio 15 dias problema.
Se observa las capas de la osificacion endocondral
Y las tipicas trabéculas d6sea acidofilas (*).Coloracion HE 200 x



Fig. N° 52 Hidroxido de Calcio 15 dias. Problema.
Se observan las trabéculas 6seas con restos de
* A i

Fig. N°53 Hidroéxido de Calcio 15 dias Médula .Infiltrado
Inflamatorio y vasos sanguineos. Coloracion HE 200X

&

Fig. N° 54 Hidroéxido de Calcio 15 dias. Problema.
Trabéculas dseas y tejido medular. Coloracion HE 400 x.




Fig. N°55 Hidroxido de Calcio 15 dias. Se observa es periostio
regenerado. Coloracion HE 400x

Dia 30:

Grupo Control: se observa tejido 6seo trabecular con gran celularidad y restos basoéfilos
dentro del mismo, y un tejido medular con un aspecto normal pero con una gran cantidad de
células adiposas. ( Fig. N° 57)



Fig. N° 57 Hidroxido de Calcio 30 dias Control.

Trabéculas 6seas y tejido medular. En la médula se observa gran

cantidad de tejido adiposo. Coloracion HE 100x

Grupo Problema :

Se observa hueso laminar con gran densidad celular, lineas incrementales y nucleos
cartilaginosos dentro de ellas, y al igual que en los controles zonas basoéfilas acelulares. La

médula se presenta muy vascularizada y con células grasas e infiltrado linfocitario. ( Fig. N°
58)

También se puede apreciar el aspecto tipico de la osificacion endocondral y la zona osteoide
acidofila que se deposita sobre los nucleos de cartilago calcificado basoéfilo. ( Fig N° 59 y 60)



Fig. N° 58 Hidréxido de Calcio 30 dias. Se observa trabéculsa dseas
con resto de tejido cartilaginoso y médula
6sea con infiltrado inflamatorio y médula 6sea. Coloracion HE 100 x.

Fig N* 59 Hidroxido de Calcio 30 dias. HE. 100x



Fig.N° 60 Hidroxido de Calcio 30 dias . 200X HE Se observan
las Gltimas etapas del proceso de osificacion y trabéculas oseas

con resto de tejido cartilaginoso.



ANALISIS MORFOMETRICOS Y ESTADISTICOS

Mediciones de anchos trabeculares y nimero de células por mm * de
superficie 0sea

Grupo ALENDRONATO
7 dias :

Se observa que el grupo problema presenta un ancho trabecular promedio, mayor que su
respectivo control. El nimero de células por mm? de superficie también fue mayor en el grupo
problema que en el control. (Tabla 1y 2 - Fig. N°61y 62). Tanto con la prueba de T Student
como con el de Mann- Whitney no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en este tiempo experimental, entre ALN y sus respectivos controles. (Tabla 3)

Problema Trabécula (Ancho en ym) 1A Area ) )
ALN 7 dias | _Promedio Méx Min | CoUAred | (uma) | Cevmm
ALN (1) 40,50 60,81 15,46 14| 9.871,75 1.418
ALN (2) 39,38 57,95 13,58 20]14.904,23 1.342
ALN (3) 44,28 71,48 20,92 23]16.702,85 1.377
ALN (4) 36,71 52,10 22,89 6| 3.762,24 1.595
ALN (5) 45,28 93,07 20,35 571 26.876,01 2.121
ALN (6) 37,91 70,43 9,49 25]17.329,92 1.443
ALN (7) 33,23 69,81 10,42 27118.674,60 1.446
ALN (8) 41,24 54,52 26,59 20| 9.121,58 2.193
ALN (9) 59,66 109,72 15,69 52]31.682,91 1.641
ALN (10) 26,41 47,37 6,24 14 11.226,65 1.247
Promedios 40,46 109,72 6,24 1.582

Tabla 1 Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por mm2 de
superficie 6sea neoformada-. ALN 7 dias casos problemas

Control Trabécula (Ancho en ym) Cél/Area Area Cél/mm?
CTR 7 dias | Promedio Max Min (um?)

CTR (1) 43,57 77,65 15,03 18110.560,80 1.704
CTR (2) 30,63 41,10 15,86 12| 8.765,63 1.369
CTR (3) 41,76 76,80 11,56 25]15.650,41 1.597
CTR (4) 27,34 46,65 13,91 21[14.026,99 1.497
CTR (5) 32,63 56,55 19,64 18111.882,11 1.515
CTR (6) 30,20 54,43 16,20 21111.084,33 1.895
CTR(7) 37,21 72,30 16,65 18112.498,10 1.440
CTR (8) 45,73 75,80 25,76 8| 8.505,42 941
CTR(9) 46,60 76,26 7,67 32]20.347,36 1.573
CTR (10) 46,17 76,80 22,50 14110.885,41 1.286
Promedios 38,18 77,65 7,67 1.482

Tabla 2 Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por mm2 de superficie
6sea neoformada. ALN a los 7 dias casos controles
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Fig N° 61 Ancho trabecular promedio de Grupo ALN problema y control a los 7 dias.
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Fig. N° 62 Ntmero de células por mm? de superficie trabecular en grupo ALN problema
y control. Tiempo experimental: 7 dias



Test de Student (prueba de muestras independientes)

Prueba de
7 dias Levene para la Prueba T para la igualdad de medias
|gualldad de : Diferencia | Error tip. | 95% Intervalo de
varianzas Sig. -
(bilateral) de dela conﬂgnza para la
Aln - Ctri(A) . medias | diferencia diferencia
F Sig. t gl
Inferior | Superior | Inferior [ Superior | Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior
Ancho
trabecular 0,124 0,725] -0,52 318( 0,6058 -1,13 2,19 -5,45 3,18
Células por
mm? 0,634 0,436 0,77 18| 0,4507 100,60 130,48 -173,54| 374,74

Tabla 3 Analisis estadistico test Student, donde no presenta diferencias estadisticamente
significativas en el ancho trabecular y en el N° de células por mm? de superficie 0sea, a los 7
dias post-tratamiento, en el grupo ALN, entre los casos problemas y controles




ALN 15 dias

Se observd que en cuanto al ancho trabecular, el grupo problema presenta mayor
promedio de los ancho trabecular que los respectivos controles. No siendo asi en cuanto al N°
de células por mm?* de superficie, que si bien hay muy poca diferencia, es mayor en el grupo
control que en el grupo problema (Yablas 4 y5, Fig N° 63 y 64), no hay diferencias

estadisticamente significativas en éste tiempo experimental entre ALN y sus respectivos

controles
A3 | Calmm2
Problema Trabécula (Ancho en um) Cél/Area (UM2)
ALN 15
dias Promedio Max Min
ALN (1) 73,02 75,04 17,77 24114.979,58 1.148
ALN (2) 31,14 48,35 12,93 48]30.614,53 1.568
ALN (3) 33,93 65,34 8,59 46| 38.308,17 1.201
ALN (4) 45,59 60,27 26,40 29135.943,93 807
ALN (5) 37,31 69,88 14,75 25|28.269,17 884
ALN (6) 26,78 39,18 15,86 19]11.519,75 1.649
ALN (7) 29,51 39,58 13,55 18]15.236,98 1.181
ALN (8) 29,03 67,61 9,18 22110.440,82 2.107
ALN (9) 26,13 52,51 4,86 12| 14.229,55 843
ALN (10) 60,46 108,02 42,45 69]31.754,06 2173
Promedios 39,29 108,02 4,86 1.356
Tabla 4 Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por mm? de
superficie 6sea neoformada. ALN 15 dias, casos problemas
Control Trabécula (Ancho en um) ) Area
CTR 15 Cél/Area 5 Cél/mm?
dias Promedio Max Min ()
CTR (1) 20,54 32,30 12,34 30| 21709,88 1.382
CTR (2) 33,91 59,22 12,31 25]14.687,64 1.702
CTR (3) 35,87 61,78 9,82 17]15.535,62 1.094
CTR (4) 38,15 56,70 17,76 19]18.378,34 1.034
CTR (5) 35,54 53,04 12,36 25120.507,30 1.219
CTR (6) 35,72 51,77 14,50 37126.409,95 1.401
CTR (7) 32,91 50,99 5,78 33]22.578,12 1.462
CTR (8) 44,43 62,95 24,18 32120.577,45 1.555
CTR (9) 25,12 44,38 13,17 24117.527,63 1.369
CTR (10) 35,99 56,06 14,17 19[13.213,29 1.438
Promedios 33,82 62,95 5,78 1.366

Tabla 5 Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por mm? de
superficie 6sea neoformada. ALN 15 dias, casos controles
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Fig N° 63 Grafico comparativo de los anchos trabeculares promedio de Grupo

ALN problema y control a los 15 dias.
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Fig. N° 64 Ntumero de células por mm? de superficie trabecular en grupo ALN
Problema y control. Tiempo experimental: 15 dias



15 dias L Prueba de Prueba T para la igualdad de medias
evene para la
igualdad de Diferencia | Error tip. | 95% Intervalo de
varianzas de de la confianza para la
Aln - Ctrl(A) . medias | diferencia diferencia
F Sig. t gl
Inferior | Superior | Inferior | Superior Superior | Inferior | Superior | Inferior
Ancho
trabecular 1,248 0,265] -1,17| 297,03 -2,31 1,97 -6,19 1,57
Células por
mm? 9,336 0,007] -0,06 11,89 -9,50 170,55| -381,49| 362,49

Tabla 6 Analisis estadistico prueba T. Student, donde no presenta diferencias estadisticamente
significativas en el ancho trabecular y en el N° de células por mm? de superficie dsea, a los 15

dias post-tratamiento, en el grupo ALN, entre los casos problemas y controles




Se observa que en cuanto al promedio de los anchos trabeculares, el grupo problema
presenta mayor tamafio de las trabéculas que los respectivos controles. Asimismo el numero
de células por mm? de superficie es mayor en el grupo problema que en el control. (Tablas 7 y
8,y Fig N° 65 y 66).

Estadisticamente, en los anchos trabeculares no existen diferencias significativas en
este tiempo experimental entre ALN y su respectivo control. A nivel de N° de células por mm?

de superficie Osea, si existe diferencias estadisticamente significativas (p= 0.0008) con la

prueba de T Student ( tabla 9)

ALN 30 dias

Problema Trabécula (Ancho en um) ) Area
ALN 30 Cél/Area 5 Cél/mm?

dias Promedio Méx Min ()
ALN (1) 51,65 81,98 27,60 32]28.929,31 1.106
ALN (2) 45,47 74,01 6,58 25(17.317,80 1.444
ALN (3) 50,92 78,57 26,86 271 17.694,87 1.526
ALN (4) 66,48 83,87 56,77 34127.712,74 1.227
ALN (5) 47,76 95,16 28,86 36|30.595,14 1.177
ALN (6) 40,46 79,26 10,28 48] 26.964,48 1.780
ALN (7) 42,14 85,03 5,66 31117.532,83 1.768
ALN (8) 34,49 53,40 7,63 23]13.504,14 1.703
ALN (9) 32,52 56,99 15,84 15110.162,77 1.476
ALN (10) 99,83 117,34 81,26 48 |50.091,07 958
Promedios 51,17 117,34 5,66 1.416

Tabla 7 Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por mm?de superficie
6sea neoformada. ALN 30 dias casos problema

| Control |

Trabécula (Ancho en uym)

|Cél/Area| Area

| Cél/mm? |




CTR 30 ,

dias Promedio Méx Min (Hm?)

CTR (1) 4587 7210 21,79 37| 48.651 52 761
CTR (2) 45 41 67.73| 31,88 14]10.030.68| _ 1.396
CTR (3) 49,66 7256| 24.42 13| 9.91555|  1.311
CTR (4) 39.11 64.87| 1510 9| 14.588.96 617
CTR (5) 49.20 97.25| 22,59 13[13.581,70 957
CTR (6) 33.61 54.04] 1531 12[12.622,57 951
CTR (7) 4278 96.39]| 16,73 10[11.138.52 898
CTR (8) 4045 76,55 13,08 19[21.930.79 866
CTR (9) 64,54 9557| 3017 14[17.729.33 790
CTR (10) 62.41| 10937 2565 20 24.527.36 815
Promedios 4731  10037| 13,08 936

Tabla 8 Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por mm? de
superficie 6sea neoformada. ALN 30 dias casos controles
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Fig N° 65 Ancho trabecular promedio de Grupo ALN problema y control a los 30 dias.
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Fig. N° 66 Numero de células por mm? de superficie trabecular en grupo

ALN problema y control. Tiempo experimental:30 dias notandose mayor
cantidad de células en el grupo problema que en el grupo control.

Prueba de
30 dias Levene para la Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de ) .
varianzas Slg Diferencia Error tlp 95 /0- Intervalo de
. ) dela confianza para la
(bilateral) | de medias | .. . ; .
Aln - Ctrl(A) _ diferencia diferencia
F Sig. t gl
Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior Superior Inferior | Superior | Inferior
Ancho
trabecular 0,054 [ 0,816 | 0,126 303 0,8994 (0,32657288| 2,582 -4,754 5,407
Células por
mm? 0,956 | 0,341 | 4,025 | 17,4553 | 0,0008 480,3 119,328 | 229,038 | 731,562

Tabla 9 Prueba estadistica de T Student, mostrando que a nivel de anchos trabeculares, no hay
diferencia sestadisticamente significativas, pero si hay en cuanto a N° de células por mm2 de
superficie 0sea, con una p = 0,0008. en el tiempo experimental de 30 dias, en el grupo ALN

entre los casos problemas y los controles..







En los siguientes graficos se observan comparativamente en los tres tiempos
experimentales, el ancho trabecular (Fig 67 y tabla 10)

Ancho Dias ALN | CTRL_AIn
trabecular 7d 40,46 38,18
promedio 15d 39,29 33,82
en ym 30d 51,17 47,31
Tabla 10 Anchos trabeculares promedio de los tres tiempos experimentales ALN
ANCHO TRABECULAR
E 60,00
3
+~ 50,00
= 40,00
@
2 30,00
£ 20,00
2 10,00
2 000
< b
7d 15d 30d
Tiempo Experimental
O ALN O CTRL_AIn

Fig. N° 67 Grafico comparativo de ALN con sus respectivos controles, en los diferentes
tiempos experimentales, referido al ancho trabecular promedio.

En todos los tiempos experimentales, el ancho trabecular promedio del hueso neoformado, es
mayor en los casos problemas que en sus controles respectivos. No se encontrd diferencias
estadisticamente significativas entre ellos.(Tabla 11)

Estadisticos de contraste
Ancho trabecular 7dias | 15dias | 30dias

U de Mann-Whitney 12102 10869 11487

W de Wilcoxon 28392 23589 22662

Z -0,61 -1,06 -0,18

Sig. asintét. (bilateral) 0,5441 0,2904 0,8608

T Student _ Sig. (bilateral) | 0,6058 0,2422 0,8994

Tabla 11 Analisis estadistico comparando todos los tiempos experimentales,
en referencia al ancho trabecular promedio de hueso neoformado. Grupo ALN
. Casos Problemas y controles.



Comparando en los distintos tiempos experimentales, el N° de células por mm? de superficie
6sea neoformada en el grupo ALN, se encontré6 que es mayor en los casos problemas que en
los controles respectivos. La mayor diferencia se encontrd a los 30 dias post-quirtirgicos.

Dias ALN | CTRL Ain
&‘?"rﬂfnsz 7 d 1582 1482
15 d 1356 1366
30 d 1416 936

Tabla 12 N° de células por
mm? de superficie dsea neoformada

Comparando los tres tiempos experimentales del grupo ALN.
Casos problemas y casos controles.

. 2
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Fig. N° 68 Grafico comparativo de ALN con su respectivo control en los diferentes
tiempos experimentales referido al nimero de células por mm? de superficie trabécular

Realizando una comparacion entre los diferentes tiempos experimentales entre ALN y sus
respectivos controles, en el siguiente cuadro observamos tanto para la prueba T Sudent como
en el test de Mann-Whitney, no se encontrd diferencias estadisticamente significativas en
relacion a las anchos trabeculares, En relacion al N° de células por mm2 de superficie dsea, a
los 30 dias hay diferencias significativas con una p= 0.0008 en el Test de Student y con Mann
Whitney 0,0015. (Tabla 13)



Estadisticos de contraste
Células por mm* 7dias | 15dias | 30dias

U de Mann-Whitney 48 44 8

W de Wilcoxon 103 99 63

Z -0,1512| -0,4536| -3,1749

Sig. asintot. (bilateral) 0,8798 0,6501 0,0015
Sig. exacta [2*(Sig.

unilateral)] 0,9118 0,6842 0,0007

| T Student _ Sig. (bilateral) | 0,4507| 0,9565| 0,0008

Tabla 13- Analisis estadistico comparando en ALN con sus respectivos

controles en los diferentes tiempos experimentales, referido al nimero de

células por mm? de superficie trabécular. Se encontrd diferencias

estadisticamente representativas e los 30 dias p=0,0008 (T Student) y
p=0,0015 con la prueba de Mann. Whitney.



Hidroxido de Calcio
7 dias.

Se observa que en cuanto al ancho trabecular promedio, el grupo problema presenta
mayor tamafio de las trabéculas que los respectivos controles. No siendo asi en cuanto al N° de
células por mm2 de superficie ya que es mayor en el grupo control que en el grupo problema.

( Fig N° 83 y 84). No se evidenci¢ diferencia estadisticamente representativa.

Problema Trabecyla (Ancrjo en pm’) Cél/Area Are'za cél/mm?
Ca 7 dias | Promedio | Max | Min (Hm*)
Ca(1) 58,42 86,63 | 42,09 35 15.037,53| 2.328
Ca (2) 67,94 125,87 | 19,04 34 22.322,41| 1.523
Ca (3) 44,12 70,77 | 24,96 21 14.913,23| 1.408
Ca (4) 36,17 51,31 | 17,08 28 15.790,12| 1.773
Ca (5) 53,75 86,43 | 20,51 36 30.463,09| 1.182
Ca (6) 38,24 91,82 | 13,55 57 27.707,89| 2.057
Ca (7) 40,29 71,10 | 14,09 34 22.415,38| 1.517
Ca (8) 37,60 77,30 | 9,17 34 23.585,72| 1.442
Ca (9) 37,01 62,34 | 9,98 23 13.599,02| 1.691
Ca (10) 61,97 138,75 | 20,56 53 36.257,29( 1.462
Promedios 47,55 138,75 | 9,17 1.638

Tabla 14 Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por
mm?de superficie 6sea neoformada. CA (OH), 7 dias casos problemas

Control Trabécula (Ancho en um) A Area . 2
CTR 7 dias | Promedio | Max | Min CéllArea (Lm?) Cél/mm
CTR (1) 42,65 55,77| 24,25 16]10.640,95 1.504
CTR (2) 37,37| 66,86| 16,79 12| 6.245,93 1.921
CTR (3) 25,89 45,62 12,95 22111.655,48 1.888
CTR (4) 27,63| 41,68 14,96 13| 8.587,83 1.514
CTR (5) 27,76 | 56,36| 11,75 17] 9.593,18 1.772
CTR (6) 26,55| 61,87 12,16 11| 5.761,87 1.909
CTR (7) 25,11| 46,81 9,58 18112.572,19 1.432
CTR (8) 22,15( 39,65 7,89 17114.043,61 1.211
CTR (9) 24,54 38,64| 10,60 32(21.113,11 1.516
CTR (10) 25,05[ 35,64 13,64 23111.780,48 1.952
Promedios 28,/47| 66,86| 7,89 1.662

Tabla 15 Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por
mm?de superficie 6sea neoformada. Ca(OH) , 7 dias casos controles



Ca(OH)-Control 7 dias

28,47

Ancho trabecular promedio
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Fig N° 69 Ancho trabecular promedio de Grupo Ca (OH), problema y control a los 7 dias.
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Fig. N° 70 Numero de células por mm? de superficie trabecular en grupo
Ca(OH), problema y control. Tiempo experimental: 7 dias

El andlisis estadistico realizado con el test de Student mostrd diferencias altamente
significativas en este tiempo experimental entre el grupo problema y el grupo control, en
relacion al ancho trabecuar (p= 0,0000). No existiendo diferencia estadisticamente
significativas en relacion al N° de células por mm* de superficie Osea. (tabla 16).



Prueba de

7 dias Levene para la Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de
varianzas . . . Error tip. 95% Intervalo de
.S'g' D|feren§:|a dela confianza para la
Ca(OH) - (bilateral) | de medias diferencia diferencia
Ctri(Ca) F Sig. t gl
Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior Superior Inferior Superior | Inferior
Ancho
trabecular 8,487 0,009 7,02 307,743 0,0000 13,11 1,87 9,44 16,78
Células por mm?| 0,215 0,648| -0,18 18 0,8628 -23,60 134,60 -306,39| 259,19

Tabla 16- Analisis estadistico prueba T Student en el grupo Ca(OH)2 , tiempo experimental 7
dias. Referido al ancho trabecular y al N° de células por mm? de superficie 6sea. Mostrd
diferencias altamente significativas (p=0,000) entre los casos problemas y sus controles

respecto al ancho de las trabéculas, no asi al nimero de células.



Se observo que en cuanto al ancho trabecular, el grupo problema presenta mayor
tamafio de las trabéculas que los respectivos controles. Asimismo el N° de células por mm? de

superficie fue mayor en el grupo problema que en el grupo control. ( tablas 17 y 18 -Fig N° 71y

72)

Se encontré diferencias estadisticamente significativas entre los anchos trabeculares
en este tiempo experimental entre Ca(OH), y su control con una p= 0,01, no existiendo

diferencias estadisticamente significativas en relacion al N° de células por mm? de superficie

Osea (tabla 19).

Hidroxido de Calcio 15 dias.

Problema Trabécula (Ancho en um) _— Area . 2
Ca 15 dias | Promedio | Max | Min | o ared] um?) | CelVmm
Ca(1) 38,43| 99,57| 17,91 22116.359,36 1.148
Ca(2) 65,57| 90,92| 34,17 54126.714,48 2.021
Ca (3) 127,71 143,93 [ 114,34 29131.634,78 917
Ca(4) 43,36| 65,54| 25,66 27123.181,64 1.165
Ca (5) 61,99 104,02 20,11 41]39.197,69 1.046
Ca (6) 43,13| 61,14| 27,87 29124.160,50 1.200
Ca (7) 39,64| 84,60| 21,95 31127.632,93 1.122
Ca (8) 50,15| 91,44| 18,96 40(35.099,76 1.140
Ca (9) 38,66| 7580| 17,44 24120.317,59 1.181
Ca (10) 53,68| 88,75| 19,20 44 (44.362,27 992
Promedios 56,23 | 143,93| 17,44 1.193
Tabla 17- Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por
mm?de superficie 6sea neoformada. Ca(OH) ; 15 dias casos problemas.
Control Trabécula (Ancho en um) ) Area
CTR 15 Cél/Area 5 Cél/mm?
dias Promedio | Max | Min ()
CTR (1) 44,71 70,80| 19,17 20| 18094,11 1.105
CTR (2) 85,98 | 14944 | 52,90 50]32.795,25 1.525
CTR (3) 47,81 78,78 12,92 11]14.982,31 734
CTR (4) 53,65 86,04| 30,06 21114.875,83 1.412
CTR (5) 48,10 76,53] 26,61 8| 7.023,62 1.139
Ca (6) 29,28| 56,82| 12,01 39117.467,90 2.233
Ca(7) 25,72 4214 9,17 25]18.367,99 1.361
Ca (8) 34,75| 63,80| 8,97 33]22.026,68 1.498
Ca (9) 39,93| 68,35| 19,42 39]21.173,88 1.842
Ca (10) 2590| 54,62 11,70 21| 9.400,84 2.234
Promedios 43,58 | 149,44| 8,97 1.508




Tabla 18. Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por
mm? de superficie 6sea neoformada. Ca(OH) , 15 dias casos controles

Ca(OH)-Control 15 dias
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Fig N° 71- Ancho trabecular promedio de Grupo Ca (OH),

problemas y controles a los 15 dias.
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Fig. N° 72- Numero de células por mm? de superficie trabecular en
grupo Ca(OH) , Problemas y controles . Tiempo experimental: 15 dias



Prueba de

15 dias Levene para la Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de
varianzas . : .| Errortip. | 95% Intervalo de
Sig. Diferencia !
(bilateral) | de medias dela confianza para la
Ca(OH) - diferencia diferencia
Ctri(Ca) = Sig. t gl
Inferior | Superior | Inferior | Superior [ Inferior | Superior Inferior | Superior | Inferior
Ancho
trabecular 10,882 0,001 3,22 | 313,567 0,0014 8,61 2,68 3,34 13,87
Células por
mm? 2,486 0,132 -1,75| 15,1928 0,1008 -315,10 180,36 | -699,11 68,91

Tabla 19- Analisis estadistico. Ca(OH), 15 dias casos problemas y controles. Se encontré diferencias
estadisticamente representativas, en relacion al ancho trabecular, (p=0,001) , no asi en relacion al N° de células
por mm?2 de superficie 6sea neoformada.




Hidroxido de Calcio 30 dias.

Se observd que el ancho trabecular del grupo problema presenta mayor tamafio de las
trabéculas que los respectivos controles. Por el contrario, en cuanto al N° de células por mm?

de superficie, es mayor la densidad celular en el grupo control que en el grupo problema.

(Tablas 20y 21- Fig 73 y 74)

Problema Trabécula (Ancho en pm) i Area . 5

Ca 30 dias | Promedio | Méx | Min | o/ (me | Celmm
Ca (1) 36,22 73,40| 11,63 41]26.311,96 1.558
Ca (2) 38,86 57,85| 15,69 25[21.851,15 1.144
Ca (3) 63,85| 132,41| 24,13 42]28.768,47 1.460
Ca (4) 79,00 120,19 38,75 59138.930,04 1.516
Ca (5) 79,721 118,07 | 52,63 33]25.905,63 1.274
Ca (6) 49,97 71,59] 18,82 31119.872,82 1.560
Ca (7) 52,48| 91,57 | 24,61 45132.023,28 1.405
Ca (8) 60,64| 110,83| 9,34 39[22.922,99 1.701
Ca (9) 44,26 104,13| 17,57 37[30.304,12 1.221
Ca (10) 44,87] 127,70 6,50 44133.493,65 1.314

Promedios 54,99| 132,41| 6,50 1.415,28

Tabla 21- Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por
mm? de superficie 6sea neoformada. Ca(OH) , 30 dias casos problemas
Control Trabécula (Ancho en um) ) Area
CTR 30 Cél/Area 5 Cél/mm?
dias Promedio | Méax | Min (um®)

CTR (1) 26,84| 5587| 6,71 22(14.689,20 1.498
CTR (2) 47,16 62,18 29,76 19]15.535,28 1.223
CTR (3) 61,04 105,64 | 39,26 42132.993,83 1.273
CTR (4) 66,80 78,22| 51,61 43]29.626,84 1.451
CTR (5) 57,49 102,16 | 29,24 141 14.056,07 996
Ca (6) 43,52 65,37] 11,00 20]15.997,87 1.250
Ca (7) 27,34 77,69| 8,65 30 16.906,28 1.774
Ca (8) 34,62 9557| 8,42 43127.819,56 1.546
Ca (9) 30,66 55,91 18,31 13| 6.811,37 1.909




Ca (10) 31,02 71,26| 10,63 36| 23.557,15 1.528

Promedios 42,65 10564 6,71 1.445

Tabla 22- Mediciones de anchos trabeculares y N° de células por
mm? de superficie 6sea neoformada. Ca(OH) , 30 dias casos controles
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Fig. N° 73- Ancho trabecular promedio de Grupo Ca (OH), problemas y

Controles, tiempo experimental, 30 dias.
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Fig. N° 74- Numero de células por mm? de superficie trabecular en grupo Ca(OH),
Problemas y controles. Tiempo experimental: 30 dias



El analisis estadistico en €ste tiempo experimental, mostrd que existe diferencias

Prueba de
30 dias Levene para la Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de £ 95% | od
varianzas : . . rror tip. o Intervalo de
.S|g. leerenpla dela confianza para la
Ca(OH) - (BUEISERIE do medias | e encia diferencia
Ctri(Ca) F Sig. t gl
Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior | Superior Inferior | Superior | Inferior
Ancho
trabecular 9,122 0,003 3,69 | 344,656 0,0003 10,24 2,77 4,78 15,70
Células por
mm? 1,211 0,286| -0,29 18 0,7760 -29,50 102,13 | -244,06| 185,06

estadisticamente significativas, en relacion al ancho trabecular (p= 0,0003). No siendo asi en

relacion al N°® de células, donde no se encontrd diferencias estadisticamente representativas

(Tabla 23)

Tabla 23- Analisis estadistico. Ca(OH), 30 dias casos problemas y controles. Se encontré diferencias
estadisticamente representativascon la prueba T Student (p=0,0003) , en relacion al ancho trabecular, , no asi en
relacion al N° de células por mm2 de superficie 6sea neoformada.



En los siguientes graficos se compard los tres tiempos experimentales, el ancho
trabecular del grupo Ca ( HC), y se encontrd que el ancho de las trabéculas neoformadas son

mayores en los casos problemas que en los controles respectivos. (Tabla 24 y Fig N° 75)

Ancho Dias Ca(HO)| CTRL Ca
trabecular 7d 47,55 28,47
promedio 15d 56,23 43,58

en pm 30d 54,99 42,65

Tabla 24- comparacion de las anchos trabeculares en los tres

tiempos experimentales de Ca(OH),

ANCHO TRABECULAR
‘E 60,00
= 50,00
©
< 40,00
8 30,00
£ 20,00
2 10,00
S 0,00
< H
7d 15d 30d
Tiempo Experimental
@ Ca(HO) o CTRL_Ca

Fig.N? 75 -Grafico comparativo de Ca(OH) con su respectivo control en los diferentes
tiempos experimentales referido al ancho trabécular promedio ,
muestra que en todos los casos, en el grupo problema siempre el ancho de las
trabéculas es mayor que en los casos controles.



Se compar¢ los tres tiempos experimentales entre si, en relacion al N° de células por
mm? de superficie 6sea neoformada, se encontrd que en todos los casos, es mayor en los casos
controles que en los casos problemas.( Tabla 25 y Fig. N° 76)

Dias Ca(HO)| CTRL Ca
Células 7d 1638 1662
por mm? 15d 1193 1508
30d 1415 1445

Tabla 75- Comparacion del N° de células por mm? de superficie dsea,

en todos los tiempos experimentales. Ca(OH), casos problemas y controles
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Fig. N°76- Grafico comparativo de Ca(OH), con su respectivo control en los diferentes
tiempos experimentales referido al nimero de células por mm? de superficie trabecular

El analisis estadistico de los tres tiempos experimentales de Ca(OH), entre los casos
problemas y controles, mostrd que hay diferencias estadisticamente significativas en relacion al
ancho trabecular, No asi en relacion al N° de células , donde no se encontré diferencias
significativas. (tablas 26 y 27)

Estadisticos de contraste  Ancho
trabecular 7 dias 15 dias 30 dias
U de Mann-Whitney 9385 11957 12273
W de Wilcoxon 24091 26153 26301
Z -6,45 -2,59 -3,33
Sig. asintot. (bilateral) 0,0000 0,0097 0,0009

T Student _ Sig. (bilateral) | 0,0000 0,0014 0,0003




Tabla 26-Analisis estadistico Ca(OH) , entre los grupos problemas y controlas en los tres tiempos experimentales.
Se encontr6 diferencias estadisticamente significativas con las de
prueba Mann-Whitney y T Student

Estadisticos de contraste  Células aOH - Ctri(Ca)

por mm? 7 dias 15 dias 30 dias
U de Mann-Whitney 46 28 49
W de Wilcoxon 101 83 104
Y4 -0,3024 -1,6630 -0,0756
Sig. asintét. (bilateral) 0,7624 0,0963 0,9397
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 0,7959 0,1051 0,9705
T Student _ Sig. (bilateral) | 0,8628 | 0,1008 0,7760

Tabla 27-Analisis estadistico Ca(OH) , entre los grupos problemas y controlas en los
tres tiempos experimentales. relacionando el N° de células por mm2 de superficie dsea.
No se encontré diferencias estadisticamente significativas con las de
prueba Mann-Whitney y T Student



En el siguiente grafico observamos comparativamente los dos grupos de estudios con
sus respectivos controles, en los tres tiempos experimentales, viendo que el ancho trabecular
en el grupo Ca ( HO), es mayor que el de grupo ALN. (Fig N°77)
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Fig. N° 77- Grafico comparativo de ALN con su respectivo control ¢ Ca(OH) con su respectivo control en
los diferentes tiempos experimentales referido al ancho trabecular promedio.

En la siguiente figura se grafican los dos grupos de estudios con sus respectivos
controles, en los tres tiempos experimentales, analizando el N° de células por mm2 de
superficie 0sea. Se observd que el nimero de células por mm? de superficie en el grupo
ALN es mayor que el de grupo Ca ( HO), , en los casos problemas, y en los casos controles, se
presentd de manera inversa, siendo mayor el N° de células en Ca ( HO), que en ALN.(Fig
N°78)

, 2
N° de Células por mm

2

2000

1500

1000 —

500 —

N° de Células por mm

7d 15d 30d

Tiempo Experimental

OALNOCTRL_AIn @ Ca(HO) O CTRL_Ca




Fig. N° 78 Grafico comparativo de ALN con su respectivo control e Ca(OH) con su respectivo control
en los diferentes tiempos experimentales referido al nimero de células por mm? de superficie trabecular.

Se realizo el analisis estadistico con las pruebas de T Sudent y Mann Whitney, se
compard el grupo ALN y el grupo Ca ( HO),, en relacion al ancho trabecular y al N° de células
por mm? de superficie 6sea y se encontrd que existen diferencias significativas en los anchos
de las trabéculas en los tres tiempos experimentales, y no se encontrd diferencias en relacion al

7 dias Prueba de Prueba T para la igualdad de medias
Levene para la . . ; o
igualdad de Sig. D|fe(r:'ien0|a Er(;orlup. 95/fo_ Intervalo dle
; : e ela confianza para la
ALN - Ca(OH) T (bilateral) medias | diferencia diferencia
F Sig. t gl
Inferior | Superior | Inferior [ Superior | Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior
Ancho
trabecular 0,487 0,486 -1,99 360 0,0474 -4,31 2,17 -8,58 -0,05
Células por
mm? 0,029 0,868] -0,38 18 0,7098 -56,00 148,13| -367,21| 255,21
N° de células . (Tablas 28-29-30-31y 32)
Tabla 28 Prueba T Sudent
Tabla 29- Prueba T Student
Prueba de
30 dias Levene para la Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de Si Diferencia | Error tip. | 95% Intervalo de
vananzas (bilatg-ral) de dela confianza para la
ALN - Ca(OH) _ medias | diferencia diferencia
F Sig. t gl
Inferior | Superior | Inferior | Superior [ Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior
Ancho
trabecular 9,999 0,002 -2,03| 337,594 0,0434 -5,69 2,81 -11,21 -0,17
Células por
mm? 3,309 0,086 0,01 14,8227 0,9912 1,20 107,02 -227,14| 229,54

Tabla 30- Prueba T Student

Estadisticos de contraste ALN - CaO

Ancho trabecular 7dias | 15dias | 30 dias
U de Mann-Whitney 14159 8674 13040
W de Wilcoxon 30449 21394 25286
Z 2,23 -5,62 -1,53
Sig. asintét. (bilateral) 0,026  0,0000 0,1252
T Student  Sig. (bilateral) | 0,0474|  0,0000 0,0434



Tabla 31- Anailisis estadistico Man- Whitney y prueba de T Student

Estadisticos de contraste ALN - CaO

Células por mm? 7dias | 15dias | 30 dias

U de Mann-Whitney 41 40 49

W de Wilcoxon 96 95 104

Z -0,6803| -0,7565| -0,0756

Sig. asintot. (bilateral) 0,4963| 0,4494| 0,9397
Sig. exacta [2*(Sig.

unilateral)] 0,5288| 0,4813| 0,9705

| T Student _ Sig. (bilateral) | 0,7098| 0,3927| 0,8628

Tabla 32- Anailisis estadistico Man- Whitney y prueba de T Student



RESULTADOS RADIOGRAFICOS

En esta radiografia se observa las cavidades talladas al dia 0, y en la pata problema
colocado el ALN que es manifiesta su radiolucidez.

Notese que la pata problema es aquella que presenta en la pelicula una marca
radiopaca, correspondiente a un intrumental que se coloco placa previo a la toma radiogréfica.

Se indica con una flecha la zona donde se realizo la cavidad experimental.

Fig N°79 Dia 0

Problema Control

En los dos grupos (Alendronato e Hidroxido de Calcio), y en los progresivos tiempos
experimentales se noté mayor radiopacidad en los problemas que en los controles respectivos. A

los 30 dias en los dos grupos problemas se observan totalmente cerrada las cavidades talladas.



ALENDRONATO

En las estas radiografias, correspondiente al grupo de estudio ALN en los tres tiempos
experimentales. Se puede apreciar en las patas problemas ( las radiografias marcadas
conelemento radiopaco), a los 7 y 15 dias, mayor radiopacidad en la zona tratada, no se
observo zona radioliicida correspondiente al tallado realizado, por el contrario en las patas
controles. se observo nitidamente la cavidad experimental radiolucida, con radiopacidad
periférica.

Al dia 30 se observa en la zona de la cavidad tratada con ALN, mayor
radiopacidad, que en las patas controles ( que no recibieron la droga), donde se evidencia una
pequeinia radiolucidez en la porcidn externa de la cavidad.

Fig. N° 80 Dia 7
Problema

Fig. N° 81 Dia 15
Problema Control

Fig. N° 82 Dia 30

Problema Control






HIDROXIDO DE CALCIO

A los 7 dias es similar la imagen radiografica en el grupo problema que en el
control, siendo notoria la diferencia entre los grupos a los 15 y 30 dias., donde se observo,
mayor radiopacidad en el grupo tratado con CA(OH), que en su control.

Es notoria la diferencia entre los grupos a los 15 y 30 dias., donde se observo,
mayor radiopacidad en el grupo tratado con CA(OH), que en su control.( Fig. 83-84 y 85)

g Fig. N° 83 7 dias
Problema

Control

Fig. N° 84 Dia 15
Problema Control

Fig. N° 85 dia 30

Problema

Control



Con el Programa “Image Pro Plus 4.1 - Surface Plot” se confirmo lo observado en las
radiografias, mayor densidad dptica en los casos problemas que en los casos control, en los dos
grupos de estudio

Con ésta técnica, se pone en evidencia la densidad Optica que tiene su
correspondencia con la densidad mineral.

e Imagen bidimensional con pseudocolor: las zonas de mayor densidad se
representan con colores vivos (rojo- naranja ) y las zonas de menor densidad oOptica con
colores frios (azul- verde). A la izquierda de las imagenes se observa la escala de colores

correspondiente a las diferentes densidades Opticas.

e Imagen tridimensional surface Plot, en la cual se anade un eje Z

proporcional a la densidad oOptica (se aprecia un efecto tridimensional de relieve)

Las siguientes imagenes corresponden a patas de animales tratados con ALN, en el
tiempo experimental de 15 dias. (Fig. 86 y 87) Donde se observa (marcada con una flecha) la
zona donde se realizo la cavidad experimental. Se confirma lo observado en las radiografias,
mayor densidad en el grupo problema que en el control. Esto se evidencia por la gama de

colores

Fig. N° 86- Imagen bidimensional con el programa surface Plot ALN 15 dias Control



Fig. N° 87  Imagen bidimensional con el programa surface Plot ALN 15 dias Problema

Las siguientes imagenes son las mismas descriptas anteriormente, a las que se les aplica
el programa surface Plot, observando la diferencia no s6lo de colores de las distintas
densidades Opticas, sino que se evidencia niveles de relieve segiin la mayor o menor densidad.

Aplicando este programa, se confirmd lo observado anteriormente en las imagenes
bidimensional y en las radiografias, notandose mayor densidad Optica en los casos problemas
que en los controles. En las zonas donde se realiz6 la experiencia, se observa diferencias de
relieve entre los casos problemas y los controles, mostrandose mas elevado en los primeros.

(Fig. N1 88 y 89)

Fig. N° 88 Imagen tridimensional con el programa surface Plot ALN 15 dias Problema.

Se confirmo lo observado en las radiografias, mayor densidad, notandose mayor relieve en la

zona tratada



Fig. N° 89  Imagen tridimensional con el programa surface Plot ALN 15 dias Control.

Se observa diferente relieve ( menor) que el la imagen anterior, lo que indica menor densidad

optica, que se corresponderia con menor densidad mineral.

DISCUSION



Son innumerables la cantidad de estudios que se realizan actualmente con el propdsito
de buscar solucion a la pérdida de tejido 6seo cualquiera sea la causa que lo provoque.

En el campo de la odontologia se ha incrementado las investigaciones buscando
solucion a la pérdida 6sea, para lograr recuperacion de tejido tras tratamientos quirtrgicos,
mejorar la calidad oOsea (para la instalacion de implantes dentales, en tratamientos
ortodoncicos., en tratamientos periodontales, etc).

Con este objetivo se han propuesto materiales de relleno (injertos dseos: naturales y
sintéticos), medicamentos o sustancias que promuevan la osteogénesis o bien la mejorar la
densidad y calidad del hueso. Todos ellos pueden actuar como materiales osteoinductivos u
OSteOCOHduCtiVOS 2-8-9-16-21-29-37-38-69-74.

Los Bifosfonatos son drogas que se desarrollan como analogos de los pirofosfatos del
hueso, que provocan la inhibicion de la resorcion 6sea mediada por osteoclastos y aumentan la
densidad 6sea. A nivel celular, actian de manera preferencial en los sitios de reabsorcion, a
nivel del citoesqueleto de los osteoclastos. Estd indicado en el tratamiento y la prevencion de la
osteoporosis en las mujeres post-menopausicas , para el tratamiento de la enfermedad de Paget,
el mieloma multiple, la hipercalcemia maligna y las metéstasis O0seas asociadas al cancer de
mama o de prostata.

Si bien producen como ya fue expuesto una inhibicion de la resorcién Osea,
mediante una disminucion de la actividad de los osteoclastos, no intervienen en la formacién
y mineralizacion del hueso. Son farmacos utilizados a nivel mundial con claros beneficios
contrastados clinicamente., También esta indicado en el tratamiento de la osteoporosis
inducida por corticoides y se esta investigando su utilidad en la hipercalcemia asociada como
la osificacion maligna y heterotOpica. 14-!323-24-25-33-39-47- 54-55-58-59-61-62-73-

Los (BF) seglin su potencia relativa (de menor a mayor) se pueden agrupar en :
Etidronato, Clodronato, Olpadronato, Ibandronato, ALENDRONATO, Risendronato y

Zolendronato. Alguno de ellos son administrados por via parenteral y otros por via oral >

56-60.
Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran que los animales tratados con
ALN, no sdlo mejoran en general, la calidad 6sea en referencia al tamaiio de sus trabéculas y

al namero de células, sino que ademés la reparacion de la lesion experimental (cavidad



realizada en las patas de las ratas) se produce antes en los casos problemas que en los
controles en los tiempos estudiados..

Altudal ?, en sus estudios de ALN en autoinjerto en ratas observa una mejoria en la
densidad y calidad o6sea, lo cual posiblemente se deba a que se encontrd un incremento
significativo de la osteocalcina en suero y de la fosfatasa alcalina. Asi mismo, observd un
incremento del numero de osteoblastos, lo que concuerda con nuestras mediciones que
evidencian un incremento en la densidad celular por mm? de tejido dseo reparativo.

A los 15 dias de intervenidos los animales, se encontrd en la zona de reparacion ademas
de las tipicas trabéculas de hueso reaccional normal, ntcleos de tejido cartilaginoso,
probablemente por accion del ALN.

A los 30 dias se evidencia histologicamente la reparacion de las estructuras Oseas
donde se visualiz6 inmediatamente por fuera de la cortical de la zona reaccional, las imagenes
tipicas de la osificacion endocondral: cartilago normal, seriado, hipertrofiado, calcificado y
erosionado. También observamos zonas de depdsito osteoide (acidofilo) alrededor de los
restos de cartilago calcificado basofilo.

A medida que el proceso de osificacion endocondral va progresando el hueso trabecular
se organiza en Sistemas de Havers tipicos del tejido dseo compacto maduro. Entre ellos quedan
incluidos restos de cartilago. Ademas el periostio estd organizado cubriendo la superficie
tallada.

Tabuchi ”° al trabajar con animales tratados con ALN y proteina morfogenética osea,
encontr6 formacidén Osea normal, con cartilago persistente con islotes de hueso. El cartilago
fue reemplazado por hueso trabecular y médula 6sea adiposa. La actividad osteoinductiva de la
proteina morfogenéticas como la velocidad para producir la osificacion endocondral que ella
induce, aumentan con el uso del ALN

Esto se ve corroborado por las investigaciones de Hayami y colaboradores®, que
estudiaron la accion del ALN sobre el tejido cartilaginoso, y concluyeron que los bifosfonatos,
pueden ser condroprotectores, por lo que serian drogas de excelencia en osteoartritis, ya que
suprime la resorcion 6sea subcondral.

Lehamann * en sus estudios, también confirma que la degradacion del cartilago de ve
disminuida con el uso de ALN, esto coincide con nuestros hallazgos a los 15 y 30 dias al
observarse caracteristicas similares a la osificacion endocondral.

Por otro lado, Camacho'® utilizando el ALN como terapia en nifios con osteogénesis



imperfecta, observd aumento de la calidad 6sea e incremento del microandamiaje 06seo, lo
que reduce la incidencia de fracturas en los nifios.

También Madenci *, comprueba que el uso de ALN en la osteogénesis imperfecta en
nifios, mejora la calidad 6sea en referencia a la estructura y densidad del mismo.

En nuestro trabajo experimental los resultados respecto a la calidad y espesor de la

trabeculas coincide con lo descripto por ambos autores

Luchetti *?, en un estudio en fémur de ratas utilizando pamidronato disédico , comprobo
que en todos los casos indujo una mayor regeneraciéon en los defectos dseos en

comparacion con los animales que no recibieron la droga,.

Reeve y colaboradores * investigaron en perros a los cuales les colocaron implantes
dentarios y les administraron ALN. Concluyeron que el ALN, incrementa la masa Osea
alrededor de la superficie del implante de titanio, pero que el factor que mas influye en la
oseointegracion, es el tipo de superficie implantaria.

Chacon'' estudi6 la integracion de los implantes dentales endodseos, y comprobd que en
los casos tratados con ALN, se aumentaba el torque a la remocion del implante.

Con respecto a la regeneracion 6sea Sen 'y Gunes *, realizaron distraccion osteogénica
y administraron ALN, encontrando que se producia un efecto favorable en la neoformacion en
aquellos tratados con ALN

En la actualidad se ha encontrado manifestaciones de osteonecrosis de los maxilares
relacionado con el uso de Bifosfonato ( BF). EI posible papel de los BF en el inicio del
desarrollo de la necrosis Osea avascular parece estar causada por su efecto antiangiogénico. '
#3272 Ep éste trabajo no se evidencia falta de desarrollo vascular, por el contrario en los casos
problemas, se identifica una mayor cantidad de vasos sanguineos dilatados., por lo que no
podemos corroborar lo sugerido por estos autores. Seria importante establecer las condiciones
de uso, las dosis administradas y el tipo de bifosfonato utilizado para evitar este efecto
negativo.

En general la curacion de las heridas oOseas ocurre mucho antes de poder ser
visualizadas radiograficamente, ya que el hueso inmaduro no presenta la radiopacidad del
hueso maduro. Para Baskar * y Bornancini ° la neoformacion 6sea (hueso maduro) puede
observarse radiograficamente después de un afio y en algunos individuos después de dos afios
de realizada la intervencion quirargica. Chiapasco ' después de la enucleacion de quistes de los

maxilares, encontr6 a los 6 meses radiograficamente una reduccion del 12%, a los 12 meses



del 43 % y 81% de los mismos 24 meses posterior a la intervencion. En nuestro estudio se
not6 mayor radiopacidad en los casos problemas que en los controles
acorde con los progresivos tiempos experimentales A los 30 dias en el grupo problema se

observaron totalmente radiopacas la cavidades talladas.

Otra sustancia ampliamente utilizada en odontologia desde su introduccion por
Hermann en 1920 como inductora de sintesis de matriz conectiva y posterior mineralizacion,
es el hidroxido de calcio [Ca(OH)] Se utiliza para un gran nimero de procedimientos, tales
como: medicacion intraconducto radicular, solucion irrigadora de procedimientos
endodonticos, como cemento sellador, reparacion de perforaciones pulpares, recubrimientos
pulpares y estimulador de la apexogénesis.

En un estudio sobre reparacion 6sea en procesos periapicales con fosfato tricalcico
balanceado (FTB) Galvez ** en 1998 como los de Costa "> en 1999 y Ferrero Pastor ** y col en
el 2005, concluyen en que el FTB y el hidroxido de calcio respectivamente son biomateriales
inductivos del proceso reparativo, actua acelerando los mecanismos de proliferacion celular,
sintesis de colagena y de mineralizacion de la matriz proteica. Pudiendo ser potencialmente
empleados en la solucion de grandes defectos 0seos, y entre otros como recubridor directo de

los compromisos pulpares.

Zerbo IR, y col.”® han demostrado que el fosfato tricalcico, es capaz de generar un
andamiaje (osteoconduccién) sobre el cual encontraron la formacion de nuevo hueso y
osteoide, en estrecho contacto con las particulas de fosfato tricalcico.

Crosa, Scarponi et al."* han descrito que el Hidroxido de Calcio [Ca (OH)2 ] es capaz
de inducir la formacién de una barrera calcica en la pulpa dentario de ratas, y promover la
formacion de una matriz osteoide cuando el Ca (OH)2 fue colocado en implantes en el tejido
celular subcutaneo lo que nos hace pensar en el como un material osteoinductivo.

Veintes y col. 7' en estudios en humanos con lesiones periapicales mayores a 5 mm,
utilizaron el Hidréxido de Calcio como material de relleno de los conductos radiculares y
sobreobturacion de los mismos, donde encontraron radiograficamente, que las lesiones

periapicales disminuian a los tres meses de tratamiento.



Souza® destaca que el Hidroxido de Calcio estimula la precipitacion de sales de
calcio, favoreciendo la diferenciacion celular y posterior aposicion de tejido calcificado a nivel
apical, activandose la fosfatasa alcalina, enzima presente en area de calcificacion.

En este trabajo, se observan que en los tres tiempos experimentales el ancho trabecular
y el nimero de células por mm? de superficie en los animales tratados con Hidroxido de
Calcio es mayor que en los controles respectivos. A los 15 dias del tiempo experimental
observamos imagenes tipicas de osificacion endocondral en la zona de reparacion que
culminan con cartilago erosionado, a continuacién se visualizan trabéculas Oseas sintetizadas
sobre restos de tejido cartilaginoso calcificado. En zonas mas superficiales el tejido 0seo
neoformado tiende a adoptar una organizacion estructural de hueso compacto, presentando en
algunas zonas sistemas de Havers pequefios y en otras las células de las trabeculas tienden a
orientarse concéntricamente. El tejido medular evidencia una gran vascularizacion.
Comportandose como material osteoinductivo. a los 30 dias se evidencia la organizacion del
tejido 6seo compacto, que se verifica .radiograficamente con una mayor radiopacidad que sus
respectivos controles, por lo que se deduce que el Hidroxido de Calcio aceleraria el precipitado

mineral.



CONCLUSION



Los resultados obtenidos nos permiten concluir que ambos materiales Alendronato y

Hidroxido de Calcio, en cavidades Oseas experimentales en las ratas:

Aceleran y promueven localmente la regeneracion Osea, en las cavidades
previamente talladas experimentalmente.

Se comportan como materiales osteoinductivos, y no interfieren en el proceso
normal de osificacion endocondral. Mejoran la calidad del tejido Oseo
neoformado con un aumento del ancho de las trabeculas y la densidad celular
por milimetro®en el tejido neoformado.

En los tres tiempos experimentales (7-15 y 30 dias) el ancho trabecular del
tejido 0seo neoformado, en el grupo el ALN es similar a los controles
respectivos, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ellos.
En los tres tiempos experimentales (7-15 y 30 dias) el nimero de células por
mm? de superficie 6sea neoformada, en el grupo ALN es mayor que en los
controles respectivos, pero solo existe diferencias estadisticamente significativas
en el tiempo experimental de 30 dias, pon una p= 0,0008 con la prueba T
Student.

En los tres tiempos experimentales, el ancho trabecular del tejido Oseo
neoformado, en el grupo el Ca ( HO), es mayor que en los controles respectivos
con diferencias estadisticamente representativas, tanto a los 7 como a los 15 y
30 dias.

En los tres tiempos experimentales (7-15 y 30 dias) el niumero de células por
mm;, de superficie 6sea neoformada, en el grupo el Ca ( HO), es menor que en

los controles respectivos, al ser mayor en estos casos el ancho trabecular,



indicaria la gran actividad de las células. No existiendo diferencias
estadisticamente significativa

e Comparando los efectos de ambos materiales entre si, encontramos que el grupo
tratado con Ca(OH), el ancho trabecular del tejido 6seo neoformado es mayor
que el del grupo ALN. Presentando diferencia estadisticamente significativa en
los tres tiempos experimentales. No existiendo diferncia estadisticamente
significativa en referencia al niimero de células por mm? de superficie 0sea.

e Mejoran da densidad del tejido 6seo lo cual se corrobor6 radiograficamente y
con el programa Image Pro Plus-Surface Plot, que permite facilmente medir la
densidad optica por diferencias de color.

El comportamiento de éstos materiales en animales de laboratorio nos permite proyectar
nuevos estudios para poder realizar la traspolacion a la clinica odontoldgica, lo que facilitaria su
uso en el tratamiento de lesiones tanto osteoliticas, como en lesiones periodontales u ortodonticos.

Esta investigacion nos permite establecer los beneficios de utilizar el Hidroxido de Calcio,
material osteoinductivo por su bajo costo y su uso extendido en odontologia, cuando lo

comparamos con el ALN que es costoso y dificil de obtener como droga pura.
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