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Efecto del injerto 0seo humano
liofilizado y membrana
amniotica humana liofilizada en
la regeneracion 0sea en tibias
de conejos

Effect of human bone lyophilized graft and human lyophilized amniotic mem-
brane on bone regeneration of rabbit tibias

Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo investigar el efecto del injerto éseo humano liofilizado par-
ticulado en combinacién con la membrana amniética humana liofilizada en la regeneracién ésea en
tibias de conejos. Metodologia. Se utilizaron 10 conejos raza Nueva Zelanda, de 6 a 9 meses de edad
aproximadamente, hembras y machos en buen estado, de 3.5 kg-4 kg de peso, en los que se crearon de-
fectos circulares éseos de 4mm de didmetro en la regién mds inferior de las extremidades posteriores del
conejo (tibias). Se formaron 2 grupos en la tibia de cada conejo: un grupo control (se colocé membrana)
y el grupo de estudio (se colocé hueso humano liofilizado y membrana amnidtica liofilizada como
barrera). Los animales fueron sacrificados a las 16 semanas de la cirugfa, y se realizé un andlisis clinico
e histoldégico de la zona donde se crearon los defectos dseos. Se concluyé que la regeneracién dsea fue
significativamente mayor en los defectos cubiertos con hueso humano liofilizado en combinacién con
membrana amnidtica, comparada con las muestras del grupo control, en el que se colocé solo membrana
amnidtica como barrera.
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Abstract:

This study aimed to investigate the effect of lyophilized human bone graft in combination with lyophi-
lized human amniotic membrane in bone regeneration of rabbit tibias. Methodology: It were used 10
New Zealand male and female white rabbits 6 to 9 months of age, in good condition, weighing 3.5 kg-4
kg. Two circular bone defects 4mm diameter were created in the lower regién of the tibias. One of the
defects made belonged to control group and was only covered with amniotic membrane, the other de-
fect belonged to the experimental group and was covered with lyophilized human graft plus lyophilized
amniotic membrane as a barrier. The animals were sacrificed at 16 weeks after surgery and a clinical and
histological analysis of the area of bone defects was done. It was concluded that bone regeneration was
significantly higher in the defects covered with lyophilized human bone in combination with amniotic
membrane than the control group which took only amniotic membrane as a barrier.
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Introduccion diada en animales. Los estudios clinicos
en humanos confirmaron los resultados
obtenidos en animales y su uso en pe-
riodoncia pasé a ser rutina en aquellos
casos en los cuales estaba indicada la
técnica. El éxito de esta técnica, basa-
da en la formacién de nuevo ligamento
periodontal y légicamente de cemento
y hueso, desperté la atencién de los in-
vestigadores interesados en conseguir
un aumento de hueso en otras situacio-
nes clinicas’.

La regeneracién dsea guiada (ROG) se
fundamenta en la utilizacién de siste-
mas de barrera mediante membranas
que aislan un determinado defecto 6seo,
con la intencién de evitar el crecimien-
to de tejidos con capacidad de repara-
cién répida, como el tejido conectivo,
que interfieren con el potencial osteo-
génico del defecto' y, dependiendo de
su accién sobre el hueso se les atribuye
capacidad osteogénica, osteoinductiva

u osteoconductora?. , . e,
Es asi que nacié la regeneracién dsea

La RTG tuvo resultados positivos que
aprobaron la técnica cuando fue estu-
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guiada (ROG). Esta se fundamenta en

la utilizacién de sistemas de barrera me-

diante membranas que aislan un deter-
minado defecto éseo con la intencién
de evitar el crecimiento de tejidos con
capacidad de reparacién rdpida, como
el tejido conectivo, que interfieren con
el potencial osteogénico del defecto®.
La membrana utilizada en nuestro es-
tudio fue una ldmina de amnios liofi-
lizada, probada por Yabar y col. en el
proceso de regeneracion 6sea, y el hueso
humano liofilizado fue proporcionado
por el Instituto Peruano de Energfa
Nuclear (IPEN). La membrana amnié-
tica es una membrana resistente, trans-
parente, delgada y rica en coldgeno que
reviste la [dmina coridnica y la placenta
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en el periodo del desarrollo fetal, muy
similar a la piel. La membrana amnié-
tica no tiene conductos sanguineos, co-
nexiones nerviosas ni canales linféticos.

El grosor del amnios puede variar de
0.02 2 0.4 mm y consta de cinco capas:
epitelio, membrana basal, capa compac-
ta, capa fibrobldstica y capa esponjosa.
Esta “membrana amnidtica liofilizada”
hasta la actualidad ha sido utilizada por
los especialistas de cirugfa pldstica y de
oftalmologia, en el tratamiento de pa-
cientes quemados y reconstrucciones de
cérnea respectivamente, asi como por
Yabar y col. in vitro para ver el efecto
en el proceso de regeneracién 6sea. El
hueso humano liofilizado para que pue-
da ser aplicado en la prictica médica
requiere estar estéril y la radiacién gam-
ma, proveniente del Cobalto-60, es un
método eficaz para esterilizar productos
para uso biomédico.

Mediante este trabajo de investigacién
tratamos de introducir el uso de hue-
so humano liofilizado en combinacién
con membrana amnidtica liofilizada
como barrera en el proceso de regene-
racién 6sea guiada. El objetivo gene-
ral del presente trabajo fue determinar
el efecto y comparar el uso del injerto
6seo humano liofilizado particulado en
combinacién con la membrana amnié-
tica humana liofilizada y solamente el
uso de membrana amnidtica en la rege-
neracién dsea en tibias de conejos.

Materiales y método

Se utilizaron 10 conejos de raza Nueva
Zelanda, de 6 2 9 meses de edad apro-
ximadamente, hembras y machos en
buen estado de 3.5 — 4 xg. de peso. Los
animales de experimentacién fueron
enjaulados en grupos de 5 animales
de manera tradicional, se formaron
2 grupos en la misma tibia del cone-
jo, el primero fue el grupo control y
el segundo el grupo experimental, los
conejos fueron alimentados con comi-
da mds agua ad libidum. Después del
periodo de aclimatacién, los animales
fueron preparados para la implanta-
cién quirdrgica del material en estu-
dio. Se retir6 el agua y la comida 12
horas antes de la intervencién. Se pro-
cedi6 a realizar la depilacién de la zona
de trabajo (region tibial). La seleccién,
manejo, preparacién de los animales
y el protocolo quirdrgico se basaron
en los principios éticos internaciona-
les del Consejo Internacional de Or-
ganizaciones médicas (CIOMS) para
investigacién biomédica en animales,

adoptados en Talloires (1979).
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La induccién anestésica se realizé por
via intramuscular (IM), con la adminis-
tracién de clorhidrato de ketamina (35
a 50 mg / kg) mds clorhidrato de xila-
cina (5 a 10 mg / kg), el nivel de anes-
tesia fue controlado con ketamina IM.
El fallecimiento y el mantenimiento de
la anestesia fueron controlados median-
te la pérdida del reflejo pupilar del ojo,
ausencia o presencia de movimientos
respiratorios y la relajacién del musculo
esquelético de la zona quirtrgica. Des-
pués de la anestesia, el sitio quirdrgico
trabajado fue la regién mds baja de las
extremidades posteriores (tibias). Se
procedid a colocar anestesia local (Lido-
caina 2%) y se realizé una incisién de
7 cm en la superficie media de la tibia
extendiéndonos hasta el periostio; lue-
go se hizo el levantamiento del colgajo
dejando el hueso expuesto. Se utilizé
un sistema de fresas para la preparacién
de cavidades para implantes cilindricos
de 4mm de didmetro con una profun-
didad de 4 mm aprox. (Fig. 1), se pro-
cedié a colocar el material de investiga-
cién (membrana amnidtica liofilizada
en una cavidad y en la otra membrana
amnidtica liofilizada en combinacién
con hueso humano mineralizado liofi-
lizado) para cubrir la entrada de los de-
fectos (membranas de 1cm2) (Fig. 2).

Fig. 1. Preparacién de los lechos recep-
tores con fresas.

Fig. 2. Grupos control y experimental
ensanchadoras de 4 mm de didmetro y

4mm de profundidad.

La membrana y el hueso utilizado en
nuestro estudio fueron liofilizados y es-
terilizados con rayos gamma, los cuales
fueron donados por el Banco de Teji-
dos del Instituto Nacional de Salud del
Nino (INSS), institucién encargada de
la produccidn de este biomaterial con la
ayuda del Instituto Peruano de Energia
Nuclear IPEN). En cada tibia tuvimos
2 sitios de osteotomia. El primer sitio
en cada tibia fue el control, que con-
tenfa solamente codgulo sanguineo; el
sitio restante fue rellenado con el ma-
terial de experimentacién (hueso hu-
mano), ambos grupos fueron cubiertos
por la misma membrana amnidtica. Se
procedid a suturar todos los planos, los
més profundos con hilo reabsorbibles
(catgut crémico 5 ceros) y los mds su-
perficiales con seda negra 3 ceros (4).

Se esperd un periodo de 16 semanas de
cicatrizacién. Pasadas las 16 semanas, se
procedid a sacrificar a los conejos con
una dosis de 60 mg/kg de pentobarbital
s6dico®.

Se determiné el efecto de esta combina-
cién de membrana amniética y hueso
humano liofilizado realizando la valora-
cién en el proceso de regeneracién dsea
guiada en dos niveles: a nivel clinico
(realizando la valoracién macroscépica
de la zona donde se colocé la membrana
después de 16 semanas de cicatrizacién)
y a nivel histolégico (mediante las ob-
servaciones en microscopia ptica de las
muestras obtenidas del proceso de rege-
neracién dsea después de 16 semanas de
cicatrizacién), para lo cual se tomaron
en cuenta 2 criterios: la continuidad del
defecto 6seo — hueso normal y el grado
de madurez 6sea, el cual esta dado por
la presencia de células indiferenciadas,
hueso inmaduro o hueso maduro. Con
este fin se obtuvieron en total 20 mues-
tras (10 del grupo de estudio y 10 del
grupo control), las cuales fueron anali-
zadas clinica e histolégicamente.

En la reentrada clinica se observé el gra-
do de inflamacién. Para el andlisis his-
toldgico las muestras de las tibias fueron
fijadas en formol al 10% durante 24h.

Posteriormente fueron sumergidas en
dcido clorhidrico al 10% durante 2 se-
manas y luego en dcido nitrico al 10%
durante 1 semana, para completar el
proceso de descalcificacién. Después se
realizaron cortes y se tifieron con la téc-
nica de Hematoxilina- Eosina (H-E).
Por tltimo, se observaron al microsco-
pio 6ptico para determinar histomorfo-
metricamente el proceso de regenera-
cién ésea guiada®.
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Resultados

De un total de 20 muestras, tanto las
del grupo de estudio como las del grupo
control, se observé clinicamente en to-
das la ausencia de reaccién inflamatoria
(100%), asi como ausencia de procesos
infecciosos (100%).

Segtn el grado de madurez dsea, se en-
contré hueso maduro compacto en el
100% en el grupo de estudio, mien-

Efecto histolégico

tras que en el grupo control se hallé
solamente en el 50 % después de 16
semanas de cicatrizacién (Tabla 1).
En cuanto a la continuidad de defecto
hueso normal, se pudo observar histo-
légicamente que existe una continui-
dad defecto hueso completa en el 80%
del grupo de estudio en comparacién
con solo el 30% en el grupo control
(Tabla 2), determindndose asi que si

existe diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre ambas muestras.

En cuanto a los hallazgos clinicos entre
el grupo control y de estudio, se pudo
observar que el 80% de la muestra pre-
sentd tejido 6seo llenando el defecto
mientras que un 30 % se present6 en
el grupo control, determindndose asi
mediante la prueba chi cuadrado que sf
existe diferencia estadisticamente signi-
ficativa entre ambos grupos.

Tabla 1. Comparacién histolégica: segiin grado de madurez ésea

Efecto clinico

Grupo Grupo Total P*
Membrana Hueso y membrana 0,036
n % n % n %
Presencia de células indiferenciadas 0 0% 0 0% 0 0%
Proliferacién y diferenciacién de células indiferenciadas 1 10% 0 0% 1 5%
Presencia de islotes de hueso inmaduro 0 0% 0 0% 0 0%
Espiculas 6seas uniendo los islotes de hueso inmaduro 4 40% 0 0% 4 20%
Hueso maduro compacto 5 50% 10 100% 15 75%
Total 10 100% 10 100% 20  100%
Tabla 2. Comparacién histolégica: continuidad defecto — hueso
Grupo Grupo Total
Membrana Hueso y Membrana
n % n % n %
Ausencia de formacién dsea en el reborde del defecto 0 0% 0 0% 0 0%
Escasa formacién 6sea 2 20% 0 0% 2 10%
Moderada formacién dsea (2/3 del defecto sin relleno) 2 20% 0 0% 2 10%
Elevada formacién osea (1/3 del defecto sin relleno) 1 10% 0 0% 1 5%
Relleno casi total del defecto (Mayor 2/3) 2 20% 2 20% 4 20%
Continuidad del defecto con el hueso normal 100% 3 30% 8 80% 1" 55%
Total 10 100% 10 100% 20 100%
Tabla 3. Comparacién clinica
Grupo Membrana Grupo p*
Hueso y Membrana
Presencia  Ausencia Presencia  Ausencia
n % n % n % n %
Reaccion inflamatoria a nivel de tejidos blandos 5 50% 5 50% 2 20% 8 80% 0.160
Infecciones o exudados 0 0% 10 100% O 0% 10  100%
Fracturas de la zona de trabajo 1 10% 9 90% 0 0% 10 100% 0.305
Tejido blando llenando el defecto 1 10% 9 90% 1 10% 9 90% 1
Tejido éseo llenando el defecto 3 30% 7 70% 8 80% 2 20% 0.025
Discusion

Fig 1. (H-E 40X). Imagen histoldgica de la
tibia de conejo

Fig 2. (H-E 200X). Imagen histolégica del
grupo de estudio mostrandose espacios me-
dulares y hueso maduro compacto
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Fig 3. (H-E 40X). Imagen histolégica del
grupo control, en la cual se aprecia médula
é4sea roja y amarilla conjuntamente de islo-
tes aislados de hueso inmaduro

La regeneracién dsea guiada se basa en
la formacién de nuevo hueso para el re-
lleno de los defectos dseos; comprende
el uso de membranas con funciones de
barrera, las cuales deberdn ser aptas para
evitar la infiltracién de componentes
celulares (células epiteliales y conjunti-

vas) hacia las células osteopromotoras”
8

En este estudio experimental utiliza-
mos la membrana amniética liofilizada
como barrera biolégica en combinacién
con el injerto éseo humano liofilizado
en este proceso de regeneracion OGsea,
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en el cual se crearon defectos en el teji-
do 8seo de la regién mds inferior de las
extremidades posteriores de los conejos

(tibia).

Se recomienda un periodo de cicatriza-
cién de 8 semanas a mds, con un tama-
fio de 4 mm a mds de los defectos dseos,
para la evaluacién de la reabsorcién de
los materiales y la cantidad de regene-
racién dsea en las tibias de los conejos.

Se determiné el efecto de esta combina-
cién de membrana amnidtica y hueso
humano liofilizado, realizando la va-
loracién en el proceso de regeneracién
6sea guiada en dos niveles: a nivel cli-
nico (realizando la valoracién macros-
copica de la zona donde se colocé la
membrana después de 16 semanas de
cicatrizacién) y a nivel histolégico (me-
diante las observaciones microscépicas
de las muestras obtenidas del proceso
de regeneracion 6sea después de 16 se-
manas de cicatrizacion, para lo cual se
tomaron en cuenta 2 criterios: la conti-
nuidad del defecto éseo — hueso normal
y el grado de madurez dsea). Con este
fin se obtuvieron en total 20 muestras
(10 del grupo de estudio y 10 del gru-
po control), las cuales fueron analizadas
clinica e histolégicamente.

En referencia a trabajos anteriores apli-
cando los injertos dseos en combina-
cién con membrana amnidtica como
barrera en el proceso de regeneracion
4sea, estos hasta la actualidad no existen
o todavia no han sido dados a conocer
a la comunidad cientifica. La mayoria
de trabajos en los cuales se utiliza esta
membrana amnidtica liofilizada se pue-
de encontrar en el mundo de la oftal-
mologia®”!*!"12 y a sea que estén siendo
utilizados en intervenciones quirtrgicas
de reconstrucciones de la superficie
ocular'®! o en casos de intervencio-
nes quirdrgicas de Pterigon ocular 16,
en los cuales se utiliza esta membrana
como una barrera para evitar el paso
de microorganismos y facilitar la ree-
pitealizacién de la zona de trabajo. En
todos los casos intervenidos, el uso de
la membrana amnidtica liofilizada se
mostré como una técnica segura, ya que
en ningun caso se encontraron compli-
caciones intra o post-operatorias, ni se
observé un empeoramiento de la zona
del trabajo. Asi mismo los resultados
obtenidos por los estudios se mostraron
estables por un periodo amplio de segui-
miento. Esto se puede explicar gracias a
que esta membrana amnidtica propor-
ciona una membrana basal, la cual favo-
rece la migracién y la diferenciacién ce-
lular'>'. En este estudio podemos decir
que favorecié la migracién de células
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multipotenciales que posteriormente se
diferenciaron en osteoblastos, reduce la
inflamacién de la zona por debajo de la
membrana'® y actia como sello biols-
gico evitando el pase de diversas clases
de microorganismos hacia la herida; en
este estudio evita que diversos tipos de
tejidos, especialmente el epitelial y el
conjuntivo, ingresen dentro del defecto
6seo, impidiendo de esta manera una
regeneracién completa.

Existen 2 trabajos reportados en odon-
tologfa que nos servirdn como referen-
cia y para comparar los resultados que
hemos obtenido.

Yabar y col.® en el afio 2010 evaluaron
el efecto de la membrana amniética en
el proceso de regeneracién dsea guiada,
tanto clinica e histolégicamente. Ellos
encontraron clinicamente que el 80%
de la muestra presentaba tejido duro
llenando el defecto, en comparacién
con nuestros resultados que hueso hu-
mano liofilizado en combinacién con
membrana amnidtica se logré obtener
100% de la muestra con tejido dseo
llenando el defecto. Histolégicamente,
utilizando el indice de Helpe, encontra-
ron un 87,5% de hueso compacto ma-
duro mientras nosotros encontramos

100%.

Rios y col,” en el afio 2011, realizaron
un estudio en el cual compararon la
densidad ésea en defectos dseos en ti-
bias de conejos tratados con membrana
amnidtica liofilizada y membrana de
coldgeno, que al ser evaluados a las 5
semanas de cicatrizacién, segiin tomo-
graffa Cone Beam, mostraron niveles
similares de densidad 4sea con ambas
membranas. En nuestro caso, utiliza-
mos esta membrana amnidtica en com-
binacién con hueso humano liofilizado
e irradiado con radiacién gamma a 25
Kgray y obtuvimos tanto clinica como
histolégicamente resultados significati-
vamente diferentes con el solo uso de
membrana amnidtica.

Conclusiones

e Clinicamente, el empleo de la
membrana amnidética humana
liofilizada en combinacién con
hueso liofilizado, produjo menor
frecuencia de reaccién inflamato-
ria que el grupo que solo utilizé
membrana amnidtica.

*  Histolégicamente, el empleo de
membrana amniética humana lio-
filizada en combinacién con hueso
liofilizado produjo una mayor fre-
cuencia de presentacién de hueso
maduro compacto y continuidad

con el hueso normal que el grupo
que solo utiliz6 membrana am-
nidtica.

¢ Elusode membrana amnidtica hu-
mana liofilizada en combinacién
con hueso liofilizado en defectos
dseos en tibias de conejos, después
de 16 semanas, produjo una ma-
yor regeneracion 6sea guiada que
cuando se usd solo la membrana
amnidtica como barrera.
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