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Resumen

Los biomateriales para regeneracion 6sea son cada vez mas utilizados. Los de origen sintético son a menudo mejor
aceptados por los pacientes. Entre ellos, el sulfato de calcio ha sido ampliamente usado. Objetivos: Desarrollar y
evaluar un biomaterial para regeneracion 6sea a base de sulfato de calcio enriquecido con minerales. Material y
Meétodos: Se utilizo sulfato de calcio de grado médico y minerales (Carbonato de Ca 60 %, Fosfato de K 35 %, Fluoruro
de Na 2,5 % y Gluconato de Mg 2,5 %), preparados en un laboratorio bioquimico. Los mismos fueron mezclados en
proporcion 50 y 50, se adicion6 agua esteril y se mezclo para iniciar el fraguado. Luego el material se moli6é generando
microparticulas, que fueron envasadas y esterilizadas en autoclave. Posteriormente fue injertado en defectos dseos de 3
x 3 x 9 mm del fémur de 20 ratas Wistar, SPF, DE 16 semanas de edad y 500 gr de peso. Se tomaron muestras a los 30
(T1) y 60 dias (T2) las cuales fueron evaluadas histolégicamente. Resultados: El material logrado presenta una
consistencia blanda, facil de manipular, buena porosidad con gran capacididad de embeberse en sangre y mostré buena
tolerancia. Histologicamente se observa la regeneracion completa de los defectos, con formacion de trabéculas de
grosores variables e interconectividad entre las mismas, las cuales presentan mayor densidad a T2 con respecto a T1.
Conclusiones: Dentro de los limites de este estudio el material desarrollado es bien tolerado y posibilita la regeneracion
6sea de un defecto critico. Evaluaciones a mayores plazos, asi como pruebas clinicas, son necesarias para una mejor
comprension de su posible utilizacién como sustituto dseo.
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Desarrollo y Evaluacion In Vivo de un Biomaterial a base de
Sulfato de Calcio para Regeneracion Osea.

INTRODUCCION:

Regenerar el hueso perdido ha sido desde tiempo atrds objeto de muchos estudios. En el
campo de la odontologia, a partir del desarrollo de la implantologia es que comenzaron a realizarse
cada vez mas estudios con respecto a este tema, debido a la falta, en muchas ocasiones, de hueso
disponible para colocar implantes.

Por esto, en los ultimos tiempos, las investigaciones han estado centradas en crear nuevo
hueso donde sea necesario, y asi poder aumentar el nimero de personas que puedan recibir
implantes.

Con este fin se han utilizado diversos materiales y técnicas. Dentro de ellos estan las
membranas, que actian como una barrera para mantener el volumen de los defectos del hueso,
aislandolo a su vez del tejido conjuntivo.

No obstante, cuando el defecto 6seo a tratar es muy grande, o bien no es favorable, es
necesario realizar injertos de hueso para ganar el volumen perdido. El uso de hueso del mismo
paciente ha sido probado, y es elegido como primera opcion para estos procedimientos, aunque
conlleva una cirugia adicional para tomar el hueso a injertar, usualmente de la zona del mentdn,
trigono retromolar, tuberosidad del maxilar o, menos frecuentemente, de calota craneana o cresta



iliaca, dependiendo de la cantidad necesaria. Muchas veces para los pacientes esta cirugia adicional
es muy traumatica. Para evitar este problema, se han propuesto aloinjertos (hueso humano
procesado en diferentes formas), xenoinjertos (por ¢j. hueso bovino), o material aloplasticos a base
fosfato de calcio.

En trabajos previos de nuestro grupo se evalu6 un sustituto 6seo sintético a base de sulfato
de calcio, con resultados preliminares alentadores, aunque con una velocidad de reabsorcion
relativamente lenta. Esto ultimo podria solucionarse generando particulas de menor tamafio y mayor
porosidad.

Por otra parte, el hueso presenta una gran cantidad de minerales, que podrian combinarse
dentro de un sustituto sintético para mejorar la mineralizacion del hueso neoformado, aunque esto
no ha sido evaluado aun.

OBJETIVOS:
Identificar factores que favorezcan la neoformacion dsea.

Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento del Sulfato de Calcio en particulas como biomaterial
osteoconductor

Estudiar, analizar y evaluar el comportamiento del sulfato de calcio en particulas enriquecido con
minerales como biomaterial osteoconductor

Disefar una estrategia terapéutica frente a los defectos estructurales del hueso.

MATERIAL Y METODOS:

Se utilizaron 30 ratas macho, de cepa Fisher 344 (F344/N), originarias del Instituto Nacional de
Salud de los EE.UU., y producidas en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UNLP, endocriadas, libres de patégenos especificos (SPF), de 16 semanas de edad y de 500 gramos
de peso.

Los animales fueron divididos en tres grupos de 10 cada uno, manteniéndose durante 48
horas en condiciones ambientales convencionales: Temperatura 23 +/- 1 grados centigrados,
humedad 50/55 %, iluminacion 12 hs luz/ 12 hs oscuridad, con alimento balanceado comercial y
agua autoclavada ad-libitum.

Dos horas antes de la intervencion quirurgica se les retir6 el alimento, manteniéndolas con
dieta liquida.

Todas fueron operadas bajo anestesia general con ketamina/xilacina 75 mg/kg + 10 mg/kg
por via IM.

Se depil¢ la piel en la zona del fémur, luego se realizé una incision en piel con bisturi y se
continuo en el plano muscular con tijeras por divulsion, hasta identificar el hueso.

Una vez limpio y retirado el periostio, se realizaron tres perforaciones de 9 mm de largo, por
3 mm de ancho y 3 mm de profundidad, mediante fresas montadas en un motor eléctrico de cirugia,
que fueron injertados con los sustitutos 6seos a evaluar, siendo los animales divididos en grupos de
10 cada uno, segun las variables independientes mas un grupo control — Grupo 1: sulfato de calcio,
grupo 2: sulfato de calcio con minerales, grupo 3: control, sin tratamiento.

Una vez finalizado, se realiz6 una sutura por planos.

El Sulfato de Calcio en particulas se realizd6 mediante el fraguado del mismo en polvo al
combinarlo con solucion fisiologica estéril, y se generd posteriormente las particulas por



fragmentacion. El enriquecimiento con minerales se efectué combinando un 50% de polvo de
sulfato de calcio y un 50% de minerales en polvo y luego produciendo el fraguado como en el caso
anterior. El polvo de minerales esta compuesto por un 50% de calcio; 35% de fosforo; 10% de
carbonato; 1,5 % de magnesio; 1,5% de fluor; 1% de potasio; y 1% de sodio.

Durante el postoperatorio, los animales permanecieron alojados bajo observacion en el
pabellon de Animales de Experimentacion de la Catedra de Animales de Laboratorio de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la UNLP.

Alos30(T1) y 60 (T2)dias los animales fueron sacrificados por inhalacion de monoxido
de carbono, y los fémures resecados mediante discos de corte de carburo. Se obtuvieron fotografias
directas y se realizo una evaluacion macroscopica mediante lupa estereoscopica. Luego las muestras
fueron fijadas en formol al 10% a 4°C, descalcificadas en EDTA, incluidas en parafina, cortadas
con micrétomo, montadas en portaobjetos y tefiidas con hematoxilina eosina, para su posterior
observacion a través de un microscopio optico.

Se seleccionaron preparados ( T1 y T2 ) para realizar una evaluacion inicial, los cuales
fueron capturados mediante una camara de video (Sony DXC-151A) montada sobre un microscopio
optico (Olympus SZ 40) y posteriormente digitalizados mediante una placa digitalizadora
(Flashpoint 128, Integral Technologies, USA).

En la proxima etapa se completara la recoleccion de muestras y serdn evaluadas con un
analizador digital de imdgenes (ImagePro Plus v4.1. - Media Cybernetics, USA) para calcular el
grado de regeneracion obtenido. Los distintos elementos de la imagen histologica seran
segmentados en base al color de la tincion, y posteriormente calculada su superficie. Estos estudios
se llevaran a cabo en el Sevicio de Microscopia de la Catedra de Patologia General de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la UNLP.

RESULTADOS:

El material logrado de Sulfato de Calcio solo y enriquecido con materiales presentd una
consistencia blanda, facil de manipular, buena porosidad con gran capacidad de embeberse en
sangre y mostro buena tolerancia.

La produccion del mismo es relativamente sencilla y economica. Se observo que en el caso
del enriquecido con minerales, la estructura resulté en una aparente mayor porosidad, con respecto
al sulfato de calcio solo.

Asimismo, la incorporacion de dichos minerales acelerd la reaccion de fraguado del
material.

Macroscopicamente en el grupo 2, se pudo determinar la formacién completa del defecto
6seo, notandose la presencia de particulas del injerto en el mismo. En el grupo 1, se observo una
formacion incompleta, en grados variables, y escasos restos del injerto, aparentemente por una
reabsorcion muy veloz. En el grupo 3, no se produjo regeneracion, quedando una amplia cavidad
residual.

Microscopicamente, en la evaluacion inicial de ambos grupos experimentales, no se
observan reacciones inflamatorias importantes, ni signos de encapsulamiento fibroso del material,
lo cual lo sitia como biocompatible. Asimismo, en el grupo 2, aunque no ha sido evaluado en
detalle aun, se observa un aparente trabeculado de neoformacion rodeando las particulas del injerto ,
las cuales presentan mayor densidad a T2 con respecto a T1.

DISCUSION:

El sulfato de calcio tiene una larga, y controvertida, historia de uso en medicina y
odontologia. Muchos investigadores, como Puleo DA y Al-Sabbagh M. han demostrado que el
Sulfato de Calcio es un material biocompatible y que es reabsorbido totalmente después de la



implantacion pero no crea un entorno rico de calcio, aunque se pudo demostrar que estos iones de
calcio pueden proporcionar un cierto estimulo a los osteoblastos. Melo LG, Nagata MJ, Bosco AF,
Ribeiro LL, y Leite CM mediante un estudio histoloégico e histométrico en tibias de la rata,
demostraron que el uso de Sulfato de calcio como barrera en defectos quirtrgicos injertados con
cristales bioactivos tenian considerablemente mas formacion de hueso que el grupo que utilizo el
cristal bioactivo solamente, 30 y 60 dias después de las cirugias, afirmando asi que el Sulfato de
Calcio se puede utilizar como osteoconductor en la regeneracion dsea.

Mediante la incorporacion de minerales 6seos al Sulfato de Calcio, se mejorarian las
propiedades del hueso cicatrizal haciéndolo mas denso y acelerariamos la remineralizacion 6sea por
la sola presencia del mineral.

Todo material de sustitucion 6sea tiene un objetivo fundamental, que es actuar como matriz
para el crecimiento del hueso, y luego de esto ser reabsorbido hasta ser reemplazado totalmente por
tejido Oseo vivo. Una matriz ideal deberia ser lo mas porosa posible, para favorecer la
revascularizacion, pero a la vez no tanto para que no se reabsorba antes de cumplir su cometido.

En este sentido, nuestras apreciaciones iniciales muestran como el sulfato de calcio solo se
ha reabsorbido antes del tiempo necesario. Mientras tanto, en el combinado con minerales la
reabsorcion fue més lenta, siendo interesante destacar, como mencionamos al principio, que esta
combinacion poseia una mayor porosidad, al menos hasta el nivel de detalle evaluado al momento.

Por ultimo, cabe agregar que la materia prima de la cual se hace el sulfato de calcio es
relativamente barata y abundante. En el caso de que estas observaciones preliminares sean
confirmadas por los estudios histologicos, podriamos disponer de un nuevo biomaterial, mucho mas
economico que los disponibles actualmente.

CONCLUSIONES:

Dentro de los limites de este estudio, podemos concluir que el material desarrollado es bien
tolerado y posibilita la regeneracion completa de un defecto critico cuando fue tratado con Sulfato
de Calcio enriquecido con minerales. El estudio mediante microscopia dptica, es necesario para una
mejor comprension de su posible utilizaciéon como sustituto dseo.
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