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GLOSARIO

ALOIMPLANTE: transferencia de un tejido entre dos individuos de la misma especie pero

genéticamente diferentes.

ALOPLASTICO: implante hecho de plastico, metal u otro material extrafio al cuerpo humano.

ANALGESIA: falta o supresién de toda sensacion dolorosa, sin pérdida de los restantes modos de

sensibilidad.

ATROFICO: falta de desarrollo de cualquier parte del cuerpo. Disminucién en el tamaiio o numero,
0 en ambas cosas a la vez, de uno o varios tejidos de los que forman un érgano con la
consiguiente minoracion del volumen, peso y actividad funcional, a causa de escasez o retardo en

el proceso nutritivo.

AUTOIMPLANTE: transplante quirargico de cualquier tejido desde una parte del cuerpo hasta otro

lugar del mismo individuo.

CALCIFICACION: dar a un tejido orgéanico, propiedades calcareas mediante la adicion de sales de

calcio.

CARBOXILACION: proceso quimico en el cual un grupo carboxilo (COOH) sustituye a un atomo

de hidrégeno.

COLOIDE: dicese del cuerpo que al disgregarse en un liquido aparece como disuelto por la

extremada pequefiez de las particulas en las que se divide; pero que se diferencia del



verdaderamente disuelto en que no se difunde con su disolvente si tiene que atravesar ciertas

laminas porosas.

CRISOL: recipiente hecho de material refractario, que se emplea para fundir algin material a

temperatura muy elevada.

CRISTALOIDE: sustancia que, en disolucion, atraviesa las laminas porosas que no dan paso a los

coloides.

DESMINERALIZACION: disminucién o pérdida de una cantidad anormal de principios minerales

como fosforo, potasa, cal, etc.

ENDOSTIO: tejido que cubre inmediatamente la cavidad medular de hueso.

HIDROXIAPATITA: compuesto inorganico formado por calcio, fosfato e hidrogeno. Se encuentra

en los huesos y en los dientes en forma de enrejado cristalizado que proporciona rigidez a estas

estructuras.

HOMEOSTASIS: conjunto de fenémenos de autorregulacién conducentes al mantenimiento de una

relativa constancia en las composiciones y las propiedades del medio interno de un organismo.

INCISION: hendidura que se hace en algunos cuerpos con instrumento cortante.

INTERSTICIAL: dicese de lo que ocupan los intersticios que existen dentro de un cuerpo o entre

dos 0 mas.



INTERSTICIO: hendidura o espacio, por lo comin pequefio, que media entre dos cuerpos o entre

dos partes de un mismo cuerpo.

LIOFILIZACION: separar el agua de una sustancia, o de una disolucion, mediante congelacion y
posterior sublimacion a presién reducida del hielo formado, para dar lugar a un material esponjoso
que se disuelve posteriormente con facilidad. Se utiliza en la deshidratacién de los alimentos,

materiales biolégicos y otros productos sensibles al calor.

MIMETISMO: propiedad que poseen algunos animales y plantas de asemejarse principalmente en

el color, a los seres u objetos inanimados entre los cuales viven.

MINERALIZACION: accion o defecto de mineralizar o mineralizarse.

MUFLA: hornillo semicilindrico, o en forma de copa, que se coloca dentro de un horno para

reconcentrar el calor y conseguir la fusion de diversos cuerpos.

OCULTACION: acci6n y efecto de ocultar u ocultarse.

OSTEOBLASTO: célula productora de tejido 6seo contenida en alas lagunas microscopicas 6seas

llamadas también osteoplastos.

OSTEOCALCINA: proteina que se encuentra en la matriz extracelular de hueso y dentina. Esta

implicada en regular la mineralizacion en huesos y dientes.

OSTEOCITO: célula 6sea, osteoblasto maduro que esta incluido en la matriz 6sea. Ocupa una
pequefia cavidad y emite proyecciones protoplasmaéticas que se anastomosan con las de otros

osteoblastos para formar un sistema de canales diminutos dentro de la matriz Osea.



OSTEOCLASTO: elemento celular gigante multinucleado de la medula 6sea, que tiene por funcion

la resorcion o destruccion del hueso.

OSTEOGENESIS: origen y desarrollo del tejido 6seo.

PERIOSTIO: membrana fibrosa adherida a los huesos, que sirve para su nutricion y renovacion.

PORO: espacio que hay entre las moléculas de los cuerpos.

POROSIDAD: calidad de poroso.

REABSORBIBLES: desaparecer. Accion y defecto de reabsorber.

RECEPTIVIDAD: capacidad de un sujeto para recibir estimulos exteriores. Capacidad de recibir.

SATURAR: combinar dos 0 mas cuerpos en las proporciones anatéomicas en que pueden unirse.

SEDACION: accién y efecto de sedar.

SEDAR: apaciguar, sosegar, calmar.

SULFATACION: accién y efecto de sulfatar.

SULFATAR: impregnar o bafiar con un sulfato alguna cosa.

TAMIZAR: separacion mecanica, mediante tamices, de sustancias pulverizadas de diferentes

tamanos.



TEJIDO DE GRANULACION: proyecciones carnosas, rosadas, blandas, que se forman durante el
proceso de cicatrizacion de una herida que no cicatriza por primera intencién, constituido por

numerosos capilares rodeados de colageno fibroso.

TOTIPOTENCIAL: capaz de todo; aplicase alas células que pueden dar origen a células de todo

orden.

XENOIMPLANTE: tejido procedente de otra especie, utilizado como implante temporal en algunos

Ccasos.



RESUMEN

Se realizé un estudio descriptivo en conejos de experimentacion, valorando las caracteristicas
hematolégicas, radiolégicas y especificamente histolégicas tras la aplicacion de la Cascara de

Huevo (CDH), debidamente procesada como material para la regeneracion dsea.

Objetivo: confirmar las cualidades basicas de CDH como material aloplastico para el relleno de

defectos 6seos

Métodos: se tomaron cascaras de huevo de gallina, las cuales fueron debidamente procesadas
(deshidratacion, trituracion, esterilizacion), para ser implantadas a los sujetos de estudio, que
fueron 10 conejos de raza Blanco Neocelandés de 4 meses de edad. Se dividieron en tres grupos
de 3 conejos cada uno. El grupo A: Recibieron el implante, Grupo B: Se les realizé un defecto dseo

quirtirgico y no se les aplicé implante y Grupo C: que fue el grupo control.

Resultados: A nivel histolégico se encontré en el grupo Ay B una formacién de cartilago
inmaduro, maduro y osteoide, viéndose en el grupo B una formacion ordenada en comparacion
con el grupo A. Se observé también que hubo una mayor maduracion 6sea en hembras que en

machos de ambos grupos (A y B).

Conclusiones: Se determin6 que la CDH, presenta propiedades biologicas que permiten teneria
en cuenta como material terapéutico para el relleno de defectos 0seos existentes en la cavidad
bucal. La CDH puede catalogarse como un material reabsorbible que posee la capacidad

osteotrdfica y oseoconductiva.

Palabras clave: Cascara de Huevo, aloplastico, oseoconductivo, osteotréfica.



INTRODUCCION

El objetivo ideal en el tratamiento de la regeneracion osea, es el de recuperar el tejido que se ha

perdido o se ha destruido como secuela de una patologia o de un trauma.

Los implantes de reposicion 6sea se han utilizado para facilitar, promover e inducir la regeneracion

6sea, definida como la reproduccion y reconstitucion de una zona perdida o lesionada.

Histéricamente, se han utilizado implantes 6seos autégenos y alogénicos con cierto éxito.

También se han utilizado varios sustitutos 6seos para estimular la formacién de hueso, los cuales

pueden ser derivados sintéticos (Aloplasticos) son biocompatibles y no orgénicos, o procesados de

estructuras esqueléticas de otras especies (Xenoimplantes), Su objetivo es el de crear nuevas y

mejores alternativas que faciliten y mejoren su aplicacion para cada necesidad.
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1. CONTEXTO DE LA INVESTIGACION

1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

. Es efectiva la cascara de huevo como regenerador 6seo en conejos?

La correccion de defectos 6seos es un problema que se ha venido estudiando desde hace mucho
tiempo por cirujanos en distintas técnicas quirdrgicas utilizando una gran gama de materiales como
sustitutos 6seos, para que sus resultados confirmen sus propiedades biol6gicas, lo que asegura asi

su capacidad como material terapéutico para un relleno 6seo.

La efectividad de la cascara de huevo constituye una alternativa importante en el relleno de los
defectos 6seos, ya que dentro de sus componentes, en su mayoria sales minerales depositadas en
una matriz organica en la cual se destaca la osteina'; proteina que cumple una funcién similar a la
de las proteinas 6seas que unen las sustancias minerales de los huesos, ademas es un material

f4cil de obtener, econémico, que permite una aplicaciéon a todo publico.

Para prueba de esto se realizo un estudio descriptivo. Teniendo la aprobacién de un Comité de
Etica Animal de Cali, donde se aplico la cascara de huevo procesada (triturada, con un tamario de
particula ideal de 100 a 300 micras’ y esterilizada en autoclave), sobre cresta iliaca de conejo

como nicho éseo receptor.

1.2 JUSTIFICACION

La utilizacién de distintas clases de sustancias para aumentar el tamafio de hueso alveolar en

pacientes desdentados ha sido uno de los retos de la profesion odontolégica y en consecuencia
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son numerosos los ensayos que se han hecho con diferentes materiales a través de los afios para
crear un material que reemplace los normalmente utilizados como lo son los implantes autoégenos y

alogénicos.

Es de mucho interés para el campo odontolégico, buscar por medio de un experimento cientifico
hecho en animales, en este caso el conejo, la forma de regenerar el tejido 6seo perdido mediante
un material aloplastico, elaborado a partir de la “cascara de huevo”, del cual se espera tenga:
biocompatibilidad con el tejido 6seo, no sea toxico, no cancerigeno, resista la destruccion creada
por los tejidos adyacentes, se esterilice facilmente, sin dificultad para su manipulacién, que permita
la reparacién tisular y con capacidad para incorporarse como parte misma del organismo receptor o
de reabsorberse después de haber estimulado la neoformacion de hueso; ademas, que logre
reducir traumatismos en los pacientes que son sometidos a varias cirugias como en el caso de los
implantes autégenos, y en el caso de implantes alogénicos, disminuir el riesgo de una posible

transmision de enfermedades.

Al obtener resultados exitosos se busca facilitar a la comunidad un material alopléstico, de muy

bajo costo como la cascara de huevo que sirva de altemativa de tratamiento.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la viabilidad de la cascara de huevo como material aloplastico, en injertos 6seos, en

conejos para la regeneracion 6sea, desde el punto de vista histolégico.
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1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.3.2.1 Observar de manera clinica e histolégica la reaccion causada por el implante de cascara de

huevo en los tejidos del conejo.

1.3.2.2 Observar a través de evidencia histolégica la reabsorcion o reemplazo del implante.

1.3.2.3 Determinar la etapa de formacién 6sea obtenida después de 12 semanas de realizado el

implante

1.3.2.4 Evaluar los requisitos basicos esenciales de la cascara de huevo, como material que va ha

ser implantado.

27



2. MARCO TEORICO

Son incontables los pacientes en quienes es penosa y hasta imposible realizar una rehabilitacion
protésica a causa de la acentuada pérdida de hueso en sus maxilares; siendo las siguientes las

causas mas frecuentes:

e Enfermedad Periodontal > Ya que ésta pasa desapercibida en su fase inicial, logrando la
preocupacién del paciente sélo cuando empieza a sentir movilidad y pérdida de sus piezas
dentales®. Por este motivo, uno de los fines de la cirugia periodontal ha sido la correccion de

los dafios ocasionados por dicha enfermedad®

e Lesiones Traumaticas accidentales

e Trauma quirurgico producido por la extraccion de los dientes®, causando con esto reabsorcion
del hueso compacto, y del esponjosos que forman la cavidad ésea que vuelve y sostiene los
dientes’, ocurriendo asi un cambio en el contorno natural del reborde y adoptando una serie de
formas totalmente irregulares. La altura se pierde casi por completo, el hueso se vuelve
agudo, atréfico, dificultando al paciente el manejo de cualquier prétesis removible causandole

molestias al comer, hablar o simplemente mantenerlo dentro de la boca®.

Es por esto que cada dia crece la necesidad de indagar por mas y mejores medios de tratamiento;

y en este trabajo se ofrece la cascara de huevo como tal alternativa.

A continuacién se revisan conceptos basicos necesarios para una mejor comprension de este

tema.
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2.1. HUESO

El hueso representa la mayor parte del esqueleto de los vertebrados superioresg. El tejido 6seo se
puede definir como una estructura histol6gica altamente especializada que se origina a partir de

células mesenquimales disponibles en el tejido intersticial.

Segun Murraym, hay aproximadamente un kilogramo de calcio en el cuerpo humano. De esta
cantidad, el hueso es el reservorio del 99%, y del 90% del fosforo organico total; ambos se unen
entre si y forman los cristales de hidroxiapatita que proporcionan el componente inorgénico del

esqueleto’”.

El liquido extracelular (LEC) contiene 900 mg de calcio intracelular (LIC) 11.000 mg. En la parte del
hueso calcificada parcialmente (compartimiento cambiable), existen 400 mg de calcio; cada dia se
trasladan unos 20.000 mg de calcio del LEC para depositarse en el compartimiento cambiable,

pero de éste salen 20.000 mg de calcio que vuelven al LEC (reabsorcion).

En la parte del hueso totalmente calcificada (compartimiento estable) o no cambiable existe 1 X 10°
mg de calcio; cada dia se trasladan 500 mg de caicio de LEC que se depositan como hueso nuevo
(acrecimiento) en el compartimiento no cambiable y de éste salen 500 mg de calcio (reabsorcion) al

LEC'.

El hueso aporta la caracteristica especializada de Dureza, ademas de ser resistente a la Traccion
(Tension), pero sensible a la presion; esta constituido por materiales organicos como colageno tipo
| (90% de la matriz organica), fosfo-proteinas, proteoglucano, sialoproteina, osteonectina,
osteocalcina y factores de crecimiento como TGF-B (transformacion de crecimiento beta), proteinas

morfogénicas 6sea.
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Estos componentes organicos se encargan de conservar los procesos de remodelacion éseos

normales.

El hueso también esta compuesto de una fase inorganica como es la hidroxiapatita, calcio, fosfato,

y agua (que constituye 8 a 9 % del hueso), citratos, carbonatos y magnesio.

Estos componentes inorganicos tienen a su cargo la fuerza de compresi6n13.

2.1.1 COMPOSICION CELULAR

Desde el punto de vista biol6gico celular el hueso presenta diversas células dentro de las cuales se

destacan cuatro tipos de células 6seas'"™.

Células osteoprogenitoras o células madres: Estas sufren division y transformacion a células

formadoras de hueso u Osteoblastos.

e Osteoblastos: Son las células formadoras de hueso, es decir, sintetizan y secretan la matriz
6sea; estas células quedan atrapadas en la matriz secretada y se vuelven células inactivas
llamadas osteocitos. Esta es la verdadera célula 6sea y desempeifia un papel importante en la

homeostasis del calcio.

e Osteoclastos: son las células que degradan el hueso y a menudo estan localizadas en huecos

de la superficie 6sea, denominados lagunas de Howship'® """,

e Osteocitos: Es la verdadera célula 6sea, se origina en osteoblastos que durante la formacion

del hueso son atrapados en la matriz 6sea 9
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2.1.2 OSIFICACION.

Segun su origen embrionario, hay dos tipos de osificacion:

Intramembranosa: Se origina en forma directa en las membranas en las que se localiza; en
donde las células mesenquimales se diferencian en preosteoblastos y luego en osteoblastos,
los cuales sintetizan una matriz 6sea que contiene fibras coldgenas no orientadas
periféricamente, sino en fasciculos irregulares; se presentan osteocitos de gran tamaiio,
numerosos, siendo una calcificacién retardada y desordenada donde los huesos formados se

conocen como Woven-Bone, esta es tipica de los huesos planos.

Endocondral: Donde las células mesenquimales se diferencian en precondroblastos y luego en
condroblastos, los cuales producen matriz cartilaginosa que progresivamente envuelve a la
célula productora, llamada en este memento condorcito, que permanece en una laguna pero
que a diferencia de los osteocitos, puede continuar proliferando por algun tiempo gracias a la

consistencia de gel que posee el cartilago. Es tipico de huesos largos®°.

El hueso producido por estos dos medios tiene la misma histologia; los términos solo indican la

manera de desarrollarse.

2.1.3 CLASES DE TEJIDO OSEO.

Son dos las clases principales de tejido 6seo:

Primario: En donde todo el hueso se deposita de manera directa en las superficies externas e

internas de la corteza.
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e Secundario: Llamado tejido 6seo haversiano, que sustituye al hueso vascular primario

21
IF.

origina

2.1.4 TIPOS DE HUESO.

Se conocen varios tipos de hueso:

e Esponjoso fino: Crece con mas velocidad. De manera caracteristica, se encuentra en todos los
huesos del esqueleto fetal y también en ciertas partes del post-natal. Ademas interviene en la

formacién del callo en una fractura que cicatriza.

o Esponjoso grueso: Posee espacios grandes y regulares con médula roja o amarilla. Es el

llamado hueso “poroso”, que forman las trabéculas o laminas 6seas delgadas.

¢ No lamelar: Constituye el tejido 6seo esponjoso fino.

e Vascular primario: Es la clase mas frecuente de tejido 6seo de origen periostico en el esqueleto

infantil, incluyendo todos los huesos faciales y del craneo.

e No vascular: Se reconoce como la tnica clase de hueso en algunas especies, se caracteriza

por un crecimiento muy lento.

o Esponjoso grueso compacto: Es el méas frecuente de todos los tipos 6seos. Constituye una
porcién importante del hueso cortical compacto en el nifio que crece, asi como en el adulto. Se

forma solo mediante el endosito.

e Fascicular: Se denomina asi porque contiene grupos masivos de fibras de colageno paralelas
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que fijan la membrana periodontal a la pared alveolar 6sea. Se forma solo en el lado de

deposito (tension).

e Plexiforme: Es un tipo en el cual se notan depésitos corticales masivos durante periodos
breves. Frecuente en animales de tamafio intermedio y grande; en el ser humano, a veces se

localiza en sitios que se forman con rapidez, como la tuberosidad del maxilar’>%.

2.1.5 MINERALIZACION.

El hueso tiene la capacidad de regenerarse a si mismo completamente“. Esta reparacion
comienza con una respuesta inflamatoria que induce la proliferacion de tejido de granulacion en el
lugar de la lesion. Este tejido aporta capilares fibroblastos quienes empiezan a formar la matriz

organica de hueso®.

Cuando se han constituido todos estos elementos de la sustancia intercelular 6sea sucede una
precipitacion de sales de calcio conocida como calcificacién de la matriz 6sea en donde se
presentan fenémenos fisico-quimicos que llevan a la concentracion y precipitacion de estas sales

de calcio®®?.

En el proceso de mineralizacion o durante €l se puede observar tejido mesenquimal, seguido por
una formacién de cartilago inmaduro, luego por cartilago hipertrofico y después cartilago
mineralizado. Y solo en la etapa final entre cartilago hipertréfico y mineralizado, se produce la
expresion de las moléculas propias de la mineralizacién como la osteocalcina, fosfatasa alcalina y
Osteonectina, que son proteinas interactivas y el deposito de calcio al final®®.

Entre otros factores influyentes estan los hormonales, como por ejemplo: la hormona paratiroidea,

la calcitonina secretada por la glandula tiroides donde su funcion es disminuir la concentracion

33



sanguinea de calcio®. La calcitonina es un polipéptido de 32 aminoacidos, que para mantener la

homeostasis del calcio actia de la siguiente forma:

e Disminuye la actividad osteoclastica.

e Aumenta la actividad osteoblastica.

e Previene la formacién de nuevos Osteoclastos a partir de sus células progenitoras.

En estudios ultra estructurales de tejido 6seo se ha demostrado una fase mineral sélida electro-
densa caracterizada por depositos de fosfato de calcio en mitocondria, vesiculas de matriz

extracelular y fibras colagenas. La clasificacién de este tejido incluye caracteristicas criticas asi:

e EIl calcio mitocondrial y extracelular estan relacionados en el cartilago calcificado por una
conexion temporal y casual entre los granulos mitocondriales y la iniciacion de la calcificacion
extracelular. El namero de granulos va decreciendo progresivamente a medida que va

aumentando la calcificacion.

e Las vesiculas de la matriz normalmente corresponde a los sitios en los cuales la fase mineral

solida extracelular empieza a depositarse.

e La calcificacion de las vesiculas de la matriz es obligatoria para la calcificacion subsiguiente de

las matrices extracelulares de este tejido.

En el sitio donde va a suceder la calcificacién de la matriz organica de hueso, los iones de calcio,
fosfato, magnesio, etc. Se organizan para conformar estructuras cristaloides que constituyen los

llamados cristales de hidroxiapatita3°. En el sitio donde va a suceder el proceso de cristalizacion se
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presenta un estado de saturacion de sales de calcio fenomeno que recibe el nombre de

Nucleacion®™'.

2.2 IMPLANTE

El termino implante, se aplica a transplantes de tejidos no vitales; a diferencia del termino Injertos

que es usado en el transplante de tejido viviente™.

Las practicas de este tipo aunque se consideran modernas, existen datos en la cultura
precolombina, 500 — 600 a.c, un implante de concha de molusco realizado en mandibula, tallado en

forma de diente, sustituyendo un incisivo presumiblemente de una persona viva.

El desarrollo de métodos y técnicas de reposicion dentaria es lo que da lugar a la implantacion en
hueso de elementos que puedan soportar las prétesis dentales, y esto a su vez crea la necesidad

de aumentar o mejorar ese hueso donde se realiza el implante33,

Ante un traumatismo o proceso patolégico, la solucién clasica ha sido la de la osteoplastia, sin
embargo este procedimiento, ademas de ser traumatico, no siempre da buenos resultados y exige
un remanente maxilar aceptable; es por esto que hoy en dia se han desarrollado nuevas técnicas

incuestionablemente de mejor pronostico como la utilizacion de implantes oseos™.

Hasta la fecha, la evidencia histolégica en humanos indica que el implante 6seo es el anico

tratamiento que conduce la regeneracion del hueso.
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2.2.1 CARACTERISTICAS.

Las caracteristicas ideales de un implante 6seo son las siguientes:

e No es toxico

¢ No es antigénico

e Es resistente a la infeccion

e Debe reabsorberse por completo y ser reemplazado por hueso

e Elinjerto debe ayudar en forma Activa o Pasiva al proceso osteogénico

e Es fuerte y resistente

e Es faciimente adaptable

e Es de disponibilidad sencilla e inmediata

« Requiere un procedimiento quirdrgico minimo*>.

e Los costos son bajos comparados con su beneficio

2.2.2 FORMAS DE APLICACION

Los implantes 6seos pueden aplicarse estructurados en forma y dimensién o fragmentados. Los

primeros cumplen muy bien la funcién de soporte por su caracter corticoesponjoso; los segundos
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son solo esponjosos, de mala mecéanica, pero excelente biologia.

Segn el doctor Duir”’, El resultado de un implante depende de:

e Adecuada preparacion del lecho receptor.

Adecuada forma, dimension y fijacion del implante.

Vastagos de extension y carga diferida, controlada y progresiva.

Proteccién del lecho receptor durante los primeros meses con tornillos, placas, etc.

2.2.3 OBJETIVO DEL IMPLANTE

El objetivo principal de un implante 6seo es desencadenar osteogénesis, formacion de hueso

mineralizado por parte de los osteoblastos, regenerar un defecto 6seo y crear ademas un

taponamiento mecanico™.

2.2.4 MECANISMOS DE ACCION

Los implantes 6seos se activan a través de tres mecanismos:

Osteogénesis (teoria de supervivencia): El injerto posee osteocitos vivos, que son la fuente de

osteoide que es producido activamente durante las cuatro semanas posteriores al injerto39.

Osteoconduccién: En donde el implante sirve para proporcionar un apoyo mecanico y un armazon
en el cual los osteoblastos del huésped pueden formar hueso nuevo y a través de la remodelacion

reemplazar por ultimo el implante.
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Osteoinduccién: Efecto fisico-quimico de un sustrato sobre otro, cuando estos se ponen en
contacto para liberar y activar proteinas de matriz que inducen hueso a partir del implante durante

la reabsorcion osteoclastica.

En el caso de la induccién 6sea el hecho mas importante es la proliferacion de células

mesenquimales con capacidad para diferenciarse en células especializadas 6seas O,

2.2.5 TIPOS DE IMPLANTES.

Los tipos de implantes utiles como relleno en la reparacion de defectos 6seos y estimulacion de la

regeneracion son:

a. Autoimplante: Se obtienen del propio cuerpo del paciente, se consideran ideales entre los
materiales de implante porque son superiores en mantener la viabilidad celular; ademas evitan

potenciales problemas de diferentes enfermedades™*.

Los implantes de hueso autégeno han demostrado bastantes posibilidades biolégicas para
conseguir la regeneracion periodontal, tal como demuestran los andlisis histolégicos de biopsias
que evidencian la formacién de nuevo hueso alveolar®.

Los implantes de hueso autégeno tienen ademés el inconveniente de una mayor morbilidad, como
consecuencia de la necesidad de una segunda herida quirirgica para obtener el material del

implante®.

El primer Autoimplante fue descrito por Merrem en 1809".
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Estos autoimplantes se pueden obtener de:

Cortical (Coagulo 6se0).

Combinacion de hueso cortical — hueso cancelar (tuberosidad)

Hueso cancelar con medula 6sea®.

b. Aloimplante: Proviene de hueso tomado de un ser humano para transplantarlo a otro.

El primer aloimplante 6seo exitoso en humanos fue reportado en 1878 por Meaceawen.

El material para estos implantes, obtenidos de personas fallecidas, o 12 horas antes de su muerte,
se desgrasa, se corta en piezas y se lava en alcohol absoluto, se seca de manera profunda; puede
o0 no desmineralizarse y después se raspa, se cuela y se congela seco, o sea se liofiliza y se tratan

para prevenir la transmision de enfermedades™.

La respuesta inmune del organismo receptor al aloimplante de matriz 6sea podria jugar un papel
importante suprimiendo la capacidad osteoinductora del mismo, inhibiendo la neoformacién 6sea y

la consolidacién de las fracturas™>".

Sin embargo, la creaciéon de un defecto 6seo previo al implante, crea una reaccion tal que logra

diferenciar osteoblastos de las células mesenquimatosas preexistente552.

Su potencial antigeno es suprimido con radiacion, congelacioén, tratamiento quimico y para su

conservacion se utilizan agentes crioprotectores.
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Los aloimplantes pueden ser segun su procedencia:

e Hueso congelado-desecado.

e Hueso cancelar con medula 6sea vital

. 53, 54

e Hueso cancelar con medula 6sea esterilizada :

Se clasifican segun su forma fisica en:

e Huesos triturados (fragmentos de hueso esponjoso que vande 5 a 10 mm de diametro) se usa
con relleno de defectos contenidos. Puede revascularizarse y remodelarse y su resistencia
aumenta con el tiempo.

e Elimplante estructural esta indicado para el tratamiento de un defecto no contenido cuando es
necesario restaurar la anatomia y la longitud del miembro. Son aceptables cuando hay reserva
6sea adecuada®™?®. Con este tipo de implante se produce un fenémeno inductivo y hay
neoformacion ésea que conduce a la recuperacion del defecto 0seo”’.

La combinacion de implantes oseointegrados y aloimplantes es util para aumentar la altura osea™.

c. Xenoimplante: es un implante entre diferentes especies, actualmente hay tres fuentes

disponibles de Xenoimplantes utilizados como sustitutos 6seos en la practica clinica:

e Hueso bovino™ %,

e Coral natural.

40



e Escleras (corneas)

Su gran ventaja es que se dispone de ellos con facilidad y estan casi totalmente libres de riesgo de

transmision de enfermedades®’.

Tiene propiedades osteoconductivas y puede inicialmente acelerar la formacion de nuevo hueso

durante la regeneracion 6sea guiada® * %%,

Su gran desventaja es su alto potencial de antigenicidad debido a su matriz 6sea y proteinas
séricas, presentando una respuesta inflamatoria severa y aumentando el rechazo del transplante

por parte del organismo®.

d. Aloplastico: En el presente siglo muchos investigadores se han dado a la tarea de obtener
materiales biocompatibles, sintéticos con la intencion de promover la osteogénesis para la

reparacion de defectos oseos® %.

Los biomateriales o materiales Aloplasticos se pueden definir como “aquellos materiales inertes
utilizados para interactuar con los sistemas biolégicos, con la finalidad de evaluar, tratar, aumentar

o sustituir algan tejido, 6rgano o funcién del organismo”.

Se diferencia entre biomateriales e implantes, ya que estos ultimos, son constituidos por células

vivas que son transferidas de una zona donante a otra receptora con la finalidad de reconstruiria®.

El primer reporte de aplicacion de un sustituto de hueso fue publicado por Albeen en 19207°.

Este tipo de implante se clasifica:

e Segln la reaccién provocada
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Atendiendo a su forma fisica: Densos o Porosos

En cuanto a su degradacién: Reabsorbible y No reabsorbible’""

Dentro de los diferentes tipos de implantes alopasticos se han utilizado:

Yeso Paris (Sulfato de calcio):Caracterizado por ser un material poroso, favoreciendo la
osteoconduccion; duro, por lo cual no es necesario utilizar barreras reabsorbibles para

estabilizarlo, ademas econémico y facil de adquirir>"*7>"

Polimeros Naturales”’: Es una resina compuesta reabsorbible, microporosa de polimetil-

metacrilato. Diversos estudios han demostrado ser un buen relleno de defectos 6seo0’®.

Cristales de Hidroxiapatita (Fosfato de Calcio): Presenta caracteristicas de ser un buen
conductor de hueso, sirviendo como andamio para el deposito de hueso y formacion

vascular®®8' Tiene ademas la ventaja de presentar mayor dureza y ser mas facil de

reabsorber®*®,

Coralina: Existen diversos tipos; el Natural y el derivado de Hidroxiapatita. Segun estudios

realizados, muestra una positiva respuesta como inductor 6se0®*%.

Matriz derivada de esmalte: Compuestos de amelogenina y proteinas relacionadas que se

derivan de gérmenes dentarios porcinos®®’.

Cuando el implante es alogénico, puede producirse una pequefia reaccion inflamatoria al

comienzo, posiblemente debido al trauma quirargico, pero en general, el organismo recibe y tolera

muy bien este tipo de implante®.
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Estos materiales alopasticos usan ambos mecanismos de accion osteconduccion y

osteoinduccion®®®.

e. Morfoporteina Osea (BMP): Es un conjunto de proteinas no colagenas aisladas de la matriz
6sea, las cuales presentan actividad inductora 6sea; se han demostrado que son pertenecientes a

la familia de los Factores de Crecimiento (TGF-B).

Los BMP, inducen a la expresion de los genes que controlan y coordinan la secuencia del proceso
de desarrollo 6seo, produciendo una transformacion fenotipica en las células mesenquimales, con
una cascada de fenémenos irreversibles que conducen a la transformacion del tejido conectivo, en

tejido 6se0”" %%,

2.3 CASCARAS DE HUEVO

En el huevo de gallina, la cascara representa el 11.5% de su composicién total®.

La cascara es mas que una cubierta protectora de un embrién. También es basicamente calcio™.

Tiene una masa aproximadamente de 5 gramos, contienen un 97.98% de carbonatos de calcio y
de magnesio; estas sales estan depositadas sobre una matriz orgéanica formada principalmente por
una proteina que por su funcion similar a las que unen las sustancias minerales de los huesos, se

denomina OSTEINA®Y,

Las paredes interiores de la cascara de huevo estan tapizadas de dos membranas compuestas por

fibras de complejos proteinas — polisacaridos™.

En la tabla 1. Se describen los componentes nutricionales del huevo, incluyendo los de la

cascara®.
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Tabla 1. Componentes Nutricionales del Huevo

Porcion
Componentes | Cascara | Clara | Yema
Comestible
Agua 1.0 88.4 | 475 74.5
Proteina 4.0 105 | 174 12.5
Lipidos = 0.1 33 11.8
Carbohidratos = 0.5 0.2 0.4
Elementos 95 0.5 1.1 14
Inorganicos
Otros = = 0.8 =

La materia colorante encontrada en la cascara parece ser un pigmento biliar. La membrana
(doble), que separa la cascara de la clara, esta formada por una sustancia albuminoidea, andloga a

la queratina segun Libermann.

Esta aboqueratina se ha encontrado en cien partes: Glicina 3.9%, alanina 3 — 5 %, Leucina 7.4%,

Prolina 4%, Acido glutamico 8.1%, Acido aspartico 2.1%'®.
Al desmineralizar la cascara, se encuentra una trama orgénica constituida por coldgeno X, lo que
permite a la cascara de huevo servir de depésito de una fase mineral inorganica, esto gracias a sus

componentes que son:

e Proteinas con secuencias de aminoacidos ricas en acido aspartico y glutamen, que son los

aminoacidos que tienen carga negativa, por ejemplo, Osteonectina.
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e Puede tener fosforilaciones en residuos de serina o treonina, por ejemplo la Enamelina.

e Puede tener glicolodaciones particulares, como ser ricas en acido sidlico, por ejemplo

sialoprteina dentaria

e Puede tener carboxilaciones en residuos de acido glutamico, puede sufrir una carboxilacién por

accion enzimatica y eso hace que sea acidica.

e Puede haber sulfataciones como proteoglicanos, por ejemplo, ellos pueden participar en la
biomineralizacion; porque la sulfatacion y la carboxilacion que ellos poseen les permite tener

una carga negativa'®".

2.3.1 DEPOSITO DE CALCIO

Cuando hay precipitacion de fosfato de calcio, se produce el deposito de calcio y de fosfato en la

matriz extracelular como es comandada por la matriz organica, para que adopte la forma.

Los espacios se tienen que ir rellenando hasta adoptar la forma de cristal.

Se acostumbra que primero hay deposito en el centro (donde esta la linea divisora de las dos
mitades), de modo que ahi se produce el dep6sito en forma de fosfato de calcio amorfo y luego va
cambiando la estructura a medida que la cantidad de fosfato y de calcio para ir formando calcio
octacalcico y por tltimo se produce el cristal de hidroxiapatita, por la suma de dos mitades que son

fosfatos octacélcicos.

Al pasar un grado de saturacion de calcio y de fosfato, se fusionan a dos fosfatos octacélcicos para

formar el cristal de hidroxiapatita, pero antes fueron cristal amorfo'® .
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Como muestra el Doctor Alex Alarcon en su estudio, la cascara de huevo, por sus propiedades,
induce a la osteogénesis sin producir rechazo; por tal razén, ha sido utilizada mezclandose con
Hidréxido de calcio “Oxido Basico” (que presenta un ph alcalino que evita la degeneracion de la
cascara de huevo en el organismo), en pacientes que sufren pérdidas considerables de tejido 6seo

logrando regenerar y cicatrizar el tejido en no mas de dos semanas'® .

La cascara de huevo es considerada como un material Bioceramico, como afirma el Dr. José Luis
Arias; estos estan compuestos en su mayor parte de un material inorganico —Carbonato de calcio-,
pero a su vez contiene un 5% de material organico —Proteinas y azicar-; esta pequefia porcién

organica es la que dirige como el resto de los componentes se organiza104 :

El color de la cascara depende de la raza de la gallina, el valor nutritivo del huevo es independiente

de su color '™

En la tabla 2. Se compara la cascara de huevo y hueso; se muestra la similitud entre sus

componentes

Tabla 2. Comparacion entre los componentes de la cascara de huevo y hueso

Componentes Céscara Hueso
de huevo
1 | Carbonato de Calcio 94%+ 10%n

2 | Carbonato de Magnesio | 1%¢ | -

3 | Fosfato de calcio 1%+ 85%n
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Continuacion Tabla 2.

4 | Proteinas 4% 5%m

5 | Colageno 1% 95-97%e

6 | Componente 97-98%% | 75%n
Mineral

7 | Porcion organica | ===-=-—---- 35%n

8 | Porcién inorganico 95%4 65%n

9 | Matriz Acidofila® | Acidofilac

+105, 4106, ¥107,4108, o109 se observa en forma de cristales de hidroxiapatita.

e110, m 111,0112.

2.4 EL CONEJO

El conejo es un mamifero lagomorfo perteneciente a la familia de los Lepoéridos — oryctolaeus -

cuniculos, doméstico.

Es uno de los animales méas antiguos, cuyo conocimiento por el hombre corresponde a la era pre-

histoérica.

El origen de esta especie se desconoce, pero para algunos procede de Asia Central, desde donde

emigré hacia Europa, lugar en el que habité por mucho tiempo.

El conejo es un animal herbivoro, vivaz, activo, fértil, timido, no agresivo, extraordinariamente

sensible a los estimulos externos, de habitos crepusculares.
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Su alimentacién es muy variada, se basa en los tallos vegetales y granos, los cuales digieren con

mucha velocidad.

Su defensa como especie es la de ocultacién y mimetismo en la huida y su elevada capacidad

reproductiva.

Este animal presenta algunas particularidades anatémicas tipicas como el gran desarrollo de sus

pabellones auriculares y fisiologicos, como la capacidad de las hembras para la ovulacion

provocada'™.

2.4.1 CLASIFICACION ZOOLOGICA

La clasificacion zoolégica del conejo se muestra en la tabla 3:

Tabla 3. Clasificacion zooldgica del conejo.

Reino Animal
Subreino Metazoos
Tipo Cordados
Subtipo Craneados
Subclase Viviparos
Orden Lagomorfos
Familia Leporidae
Subfamilia | Leporiae
Género | Orxetalogos
Especie Cuniculos
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2.4.2 APARATOS Y SISTEMAS DEL ORGANISMO DEL CONEJO

En la Tabla 4. Se muestran los Aparatos y Sistemas del organismo del conejo.

Tabla 4. Aparatos y sistemas del organismo del Conejo

Aparato/ Organo Mision
Sistemas
Boca, faringe, es6fago, estomago Digestion y asimilacion
: : intestino delgado, intestino grueso de los
Digestivo alimentos.

ciego, colon, ano; glandulas salivares,
higado, pancreas

Respiratorio

Ollares, fosas nasales, faringe, laringe,

Respiracién y recambio

traquea, bronquios, bronquiolos y pulmones gaseoso
Corazon, venas, arterias Distribucién por el
Circulatorio cuerpo del
oxigeno y los alimentos.
Utinario Rifiones, pelvis renal, uréteres, vejiga de la Secrecién urinaria

orina y uretra.

Aparato genital
del macho

Testiculos, epididimo, conducto deferente,
vesiculas seminales, glandulas bulbouretrales,
glandulas prostéticas y uretra.

Secrecion urinaria.

Aparato genital

Ovarios, oviducto, Gteros, orificios uterinos, vagina,

Produccion de évulos,

de la hembra vulva. _gestacion.
Moriose Cere_bro, ce_rebelo, bulbo raquideo, medula espinal, | Funciones dg relacion
nervios espinales, etc. neurovegetativo.
Oseo Huesos cortos, planos y largos Soporte corporal
Musculos, tendones y aponeurosis Dar movimiento a los
Muscular miembros

La raza de conejo mas usado para investigaciones es el conejo de raza Blanco Neocelandés;

porque tiene un crecimiento continuo y rapido en sus tejidos dentales y 6seos, en comparacion con

otros vertebrados como la liebre o el ratén que son también utilizados en el area

experimenta

I116,117

Su estructura interna como lo son las células, tejidos y 6rganos son muy similares a las del ser

humano. En cuanto al tejido 6seo, de mayor interés para la investigacion se puede decir que su
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crecimiento y cicatrizacion es mas rapida que la del ser humano; su estructura 6sea contiene una
matriz que se transforma rapidamente en sustancia aspera y dura que contiene fésforo y

carbohidratos de calcio'*®.

2.5 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La investigacion se llevé a cabo en la ciudad de Santiago de Cali, ubicada en el departamento del

Valle del Cauca, pais Colombia.
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3. DISENO METODOLOGICO

La secuencia de la investigacion se realizé en dos fases: Laboratorio y Campo.

La fase de LABORATORIO, consistié en la adecuacién y acondicionamiento de la cascara de
huevo, que fue realizada en el laboratorio de Nutricion Animal, de la facultad de Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira, ubicada en Chapinero Cra. 32, via candelaria.

Con la asesoria del Doctor Pascal Meterme y Fernando Estrada, Ingenieros Agronomos.

La segunda fase, es la de campo, que consta de una parte quirargica, seguimiento fisico,

fisiologico, radioldgico.

Los anlisis finales se hicieron con la colaboracion del doctor Carlos Tasama, Odontopatologo, y el

doctor Diego Sanchez, cirujano maxilofacial, ambos asesores cientificos.

En la fase de laboratorio se llevo a cabo:

e Recolecciéon de la muestra:

Los huevos de pueden adquirir en supermercados, fincas o avicolas, entre las que se encuentran:

la avicola el Le6n, Alejandria y Napoles.

Una vez obtenidos los huevos de la avicola Néapoles, se lavaron, se separo la cascara de su
contenido interno, y se lavo de nuevo conservando sus membranas internas por facilidad en el
procedimiento, ademas al sufrir los demas procesos (deshidratacion, trituracion, tamizaje y
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esterilizacion'".), esta se pierde en su mayoria.
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Por ser muestra seca se conserva en bolsas plasticas de selle hermético, almacenado en un lugar

fresco.

e Deshidratacion de la muestra:

Este procedimiento se realizo con el principio de eliminar el contenido de agua de la muestra con el

fin de facilitar su conservacién y expresar su composicion en base seca (% de materia seca).

Se tuvo en cuenta el peso inicial de las cascaras el cual fue de 750 gr., posteriormente se realizo la
deshidratacion por medio de un horno con circulacion interna de aire caliente marca DIES (Disefios
Electrénicos Especiales); a 60 grados centigrados por 24 horas y finalmente se determina su peso

después de la deshidratacion para calcular su peso en materia seca el cual fue se 730 grmsm.

e Trituracién de la muestra:

Esta es una etapa muy importante para la preparacion de la muestra. Una trituracion demasiado
gruesa va a impedir que se de una reabsorcion y una demasiado fina no va a dejar espacios
apropiados entre si para los elementos intercelulares que se encuentran en contacto directo con las

particulas del material a implantar; siendo un tamafio ideal se 100 a 300 micras'*".
El molino de marca Fritsch-Pulverisette 14 (ver anexo B) a utilizar es a base de cuchillas con tamiz,
primero se usa el tamiz de mayor diametro (1mm) y luego el de menor didmetro (0.5 mm), por un

minuto cada uno aproximadamente a una velocidad se 16.000 revoluciones por minuto.

Es necesario de que la muestra se pase por un nuevo proceso de tamizaje para obtener el tamafiio

ideal de particula.
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e Determinacion del contenido de cenizas:

Las cenizas representan la porcion mineral, es decir inorganica. Es la parte que queda después de
la eliminacion del agua y de los componentes organicos por combustion, aunque parte de las

cenizas sean de origen organico.

Se colocan los crisoles con la materia seca en una mufla a 550-600 grados centigrados durante un
minimo de 6 horas. Se apago la mufla, se abri6 la puerta y se espero 10 minutos. Se colocaron los
crisoles con una pinza en un secador. Se dejo el grifo abierto 2 minutos. Se dejo enfriar durante al
menos una hora. Se abrié con precaucion el grifo hasta el equilibrio de aire, se peso los crisoles y

se anoto el peso. Se calculo el contenido en cenizas total para locual se utilizo la siguiente formula:

% de cenizas = Pf—Pi/Pmx 100

Donde:

Pf = Peso final (peso del crisol + las cenizas)

Pi = Peso inicial (Peso de un crisol)

Pm = Peso de la muestra'?.

Obteniéndose los valores que se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Contenido de cenizas de la cascara de huevo

Humedad 2.8 | Grasa 0.05

Cenizas 59.32 | Carbohidratos | 35.63

Fibra cruda | 0.59 | Proteina 4.41
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Esterilizacion de la muestra:
Se realizo la muestra en el autoclave de 15 libras de presion por 15 minutos, en un ballon

marca Pirex de 500 ml., sellado y con una toalla absorbente sobre él'>,

Andlisis fisico-quimico, que se realiz6 en el laboratorio de Andlisis Industrial de la Universidad
del Valle; donde se determiné su contenido de: Grasa, proteina, calcio, magnesio, fosforo,
utilizando métodos como el de Kjeldah; que consisti6 en mineralizar el nitrégeno calentando
fuertemente la muestra con acido sulfarico concentrado en presencia de un catalizador.

Se pesa exactamente una cantidad de la muestra, entre 0.5y 1 gr, y se pasa a un ballon, se
agrega una cantidad de selenio y se deja 2 a 3 horas hasta destruir totalmente la materia

organica.

En esta operaci6n el nitrégeno se mineraliza transformandose en sulfato acido de amonio, se
deja enfriar el producto y se diluye con agua destilada (200 — 250 cm’), se agrega 80 cm® de

lejia de NaOh para regular la ebullicion.

El refrigerante se sumerge en un erlenmeyer que contiene una cantidad conocida de 4cido
sulfarico y 0.5 de nitrégeno. Se calienta el ballon, se recoge 120 cm® de destilado, se valora el
contenido de nitrégeno se expresa como proteinas totales calculandolo con la siguiente

formula:

['(AxN1) — (Bx N2)] x 0.014 x 100
N%

P

Ademas se utiliz6 el analisis de Determinacion de Grasa Bruta (extracto etéreo), para lo cual la
muestra debe estar libre de humedad, para separar la grasa de otras sustancias se coloca 2gr

en un embudo con papel filtro y se extrae con 5 porciones de 20 cm’ de agua.
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Se lleva a una estufa junto con el embudo y se seca. Luego se coloca en un aparato de

extraccion tipo SOXHLET.

La muestra preparada se extrae con éter de petréleo, el tiempo necesario para la remocion
completa de la grasa. Los extractos etéreos reunidos se trasladan a un recipiente previamente
pesado. Se evapora el éter, el residuo se seca por 30 minutos a 100 °C, se deja enfriar en un
desecador y se repite el calentamiento hasta obtener un peso constante. El aumento de peso

corresponde a la grasa bruta o extracto de éter. Se usa como formula™*;

Peso residuo x 100

%grasa bruta
Peso muestra

Se utiliz6 también el método para la determinacion de proteinas asi: Se pesaron 0.7 a 2.2 grde
la muestra en un matraz de Kejdanhl con 0.7 gr de oxido de mercurio (Hgo), 10 gr de sulfato de
potasio (KOSO4), pulverizado y 25 cm® de acido sulfirico (H2S04) concentrado. Se calienta
suavemente el matraz hasta que desaparezca la espuma, se hierve la solucién hasta que

quede limpio manteniendo la ebullicion por 30 minutos.

Se deja enfriar la solucion por debajo de 25 °C, se afiade 200cm® de solucion de trisulfato de
sodio, y se mezcla para precipitar el mercurio. Se agrega al matraz una solucioén concentrada

de hidroxido de sodio para alcalinizarlo.

Se conecta el matraz al aparato de destilacion con la punta del condensador sumergida en
25cm> de solucién 0.1N de acido sulftrico. Se agita el matraz para mezclar su contenido y se

calienta hasta que todo el amoniaco haya destilado.

Se valora el exceso de acido con una solucion valorada 0.1N de hidréxido de sodio utilizando
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indicador. Paralelamente se lleva a cabo la determinacion de un blanco. Luego se interpreta

el contenido de proteinas expresado en porcentaje con la siguiente formula'

100 (V4N; = V2N2) x 0.014 x 5.7
Proteinas %

M

Todos estos métodos utilizados dan como resultado los valores mostrados en la tabla 6.

Tabla 6. Andlisis fisico — quimico de la cascara de huevo

Grasa 0.12

Proteina | 4.33

Calcio 8.11

Magnesio | 1.11

Fosforo | 1.83

La fase de CAMPO, donde se utilizaron 10 conejos entre los 4 y 6 meses de edad, que oscilaban

entre los 4 y 5 kilogramos de peso, de raza blanco neocelandés.

Se inici6 con la adaptacién de los conejos en el lugar de su mantenimiento permanente durante 20
dias. En este periodo se marcaron los conejos de manera individual, de forma clara, y segura; a
través de tatuajes en la oreja derecha (ver anexo c), y con tarjetas adosadas a las jaulas

coincidiendo con el tatuaje realizado'*®.

En este lapso de adaptacién se observo el comportamiento del animal, para obtener un registro de

actividades diarias, que sirva como medio de informacion y punto de referencia al momento de

obtener los resultados.
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Después de esta ambientacion se procedio a la fase quirargica, donde a 3 conejos se les cre6 un
nicho 6seo y se relleno con el material aloplastico, 3 conocidos como réplicas, a los cuales fue
creado el nicho 6seo sin aplicar el material, y los 4 restantes no se les realizé ningln procedimiento

y serviran como control durante el periodo de investigacién.

Los conejos utilizados para el procedimiento quirargico permanecieron en ayunas 24 horas.
Se procedio a retirar el pelo de la zona y area adyacente a la incision con maquina de afeitar, se

desinfecté con yodopovidona al 1%.

Se anestesiaron con ketamina (30mg/kl) y xilazina (3mli/kg) intramuscular, lo cual proporciono un

tiempo anestésico de 30 — 40 minutos.

El 4rea de la cirugia fue infiltrada con media carpule de prilocaina al 2% con vasoconstrictor para

proceder a levantar un colgajo cutaneo—periostico, descubriendo el hueso de la cadera.

El abordaje quirdrgico se realizo a través de una incision de tres a cuatro centimetros de longitud.
Se desplazo el periostio y se realizo un defecto circular de aproximadamente tres a cuatro
milimetros de diametro, hasta llegar a la cavidad medular con una pieza de baja velocidad y con la
ayuda de una fresa de carburo No. 702 de tallo largo, acompaiiada de refrigeracion externa con

solucién salina, evitando necrosis del tejido 6seo’"'%.

En medio de estas dos zonas se implanté la cascara de huevo procesada, previamente esteéril,
mezclada con la misma sangre del animal; se cubri6é con el periostio desplazado previamente. Se
sutur6 interna y externamente con catgut, usando puntos simples discontinuos internamente y

continuos externamente.

Una vez terminada la cirugia, se les aplico intramuscularmente Dipirona — NovalginaR 0.1 mly
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Ampicilina — Binotal” 0.15 ml.
Posteriormente, se les tomo una radiografia a un kilovoltaje elevado para reducir el tiempo de

exposicion y obtener un mejor grado de contraste, resaltando los detalles 6seos'?.

A los conejos conocidos como replicas se le realizaron los mismos procedimientos exceptuando la

fijacion del implante.

Después de la cirugia los conejos se trasladaron a la clinica veterinaria del zoolégico de Cali, lugar

de mantenimiento permanente.

Cuidados posquirtrgicos

A todos los animales intervenidos quirirgicamente se les administro durante siete dias, Ampicilina
— Binotal® por via oral. Se les realizo diariamente desinfecciones con yodopovidona en el lugar de
la herida, al igual que una aplicacién de crema grantgena por 15 dias. Se les adiciono un collarin

durante el tiempo de recuperacion aproximado de dos semanas.

El lugar de permanencia constaba con suministro eléctrico, agua potable, sin obstaculo para la

limpieza y desinfeccion, adecuado drenaje, con buena iluminacion y ventilacion.

En este lugar, los conejos estuvieron ubicados en jaulas de estructura fuerte, sencillas de reparar,
carentes de superficies irregulares y abrasivas, con un area de alojamiento apropiadas al tamafio y
peso del animal (50 X 50 cms), provista de bebederos y comederos; estos tenian agua corriente y
limpia, se sometieron a una estricta limpieza eliminando orina, heces, restos de cama, alimentos,

utilizando detergente comercial y cepillo fuerte'.

La clase de cama fue seca, limpia, sin ruidos excesivos y a una temperatura adecuada para cada

condicién a observar. Alternativamente se recurrié al empleo de una solucién desinfectante, como
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el hipoclorito de sodio.

En cuanto a la alimentacién y bebida de los conejos, siempre se alimentaron con un preparado
comercial de alta calidad, en forma de Pellets y administrados ad libitum. Obviamente la cantidad
de alimento a proporcionar varia en funcién del tamaiio del animal, teniendo como base que el

conejo debe consumir 5 gr de alimento por cada 10 gr de su peso.

En el caso de los animales destinados a la experimentacion y con objeto de evitar la obesidad, fue
suficiente proporcionarles 120 gr del comprimido al dia. En ningun caso se restringié el agua,
siempre limpia y fresca. Se estimé una ingesta diaria de 10 ml / 100 gr de peso para su

suministro™'. No se les suministré en ningin momento suplementos vitaminicos o alimenticios.

Los conejos permanecieron separados respectivamente ya que en ocasiones los machos resultan
sumamente agresivos hacia sus conespecificos, hasta el punto de castrarse unos a otros. En

cuanto a las hembras puede producirse pseudogestacion por agrupamiento homosexual.

Al animal se le realizé un control fisico y funcional, para lo cual se utilizé una tabla de recoleccion
de informaciéon para cada conejo, que consta de los siguiente datos: Cédigo del conejo, edad,
peso, temperatura, comportamiento, etc. (Para mas informacién ver item 3.8.2), y de un control

radiolégico cada seis semanas para observar la evolucion del implante (Ver anexos d, e, f).

Para llevar a cabo este control se manipul6 al conejo de la siguiente manera:
e Trayecto corto: Se sujeta por la piel del cuello a la vez que se apoyan los cuartos traseros con

la otra mano.

e Trayecto largo: Deben colocarse sobre el antebrazo con la cabeza del animal dirigida hacia el
codo, ya que si se maneja de forma inadecuada, estos animales forcejean pudiendo producirse

una fractura o dafar a quien los manipula'®.

59



Pasadas 12 semanas de observacion el implante se realiz6 el sacrificio del animal (eutanasia),
siguiendo una técnica indolora, répida, que permita un transito tranquilo desde la plena conciencia
hacia la muerte, la cual consistié en la contusion o dislocacion cervical; Este consistié en un golpe
en la nuca (ver anexo g); este método debe ir seguido de la inmediata exanguinacion o extraccion

del corazon o destruccion del cerebro para asegurar la muerte'®.

Posterior a la practica se realizaron revisiones histolégicas para observar la neoformacion dsea
obtenida y morfométricas del tejido 6seo, al igual que en 6rganos blancos (Higado, bazo, pulmén,
rifién, pancreas); para determinar si existen cambios anatomopatologicos y correlacionar con los

resultados.

La tincién usada para dicho andlisis fue Hematoxilina y Eosina, para lo cual se proceso:

Una vez descalcificado el hueso y realizado los cortes, se sumerge cada corte en agua de
Hematoxilina durante uno o dos minutos, lo que proporcioné el color més intenso de la tincion,
posteriormente se lavo con agua, se sumergi6 de 6 a 7 veces en alcohol de manera rapida, con lo

que se logré diferenciacion.

Se lavé nuevamente con agua, el tono azul se logré con amoniaco sumergiéndolo durante 20 a 30

segundos.
Se lavé nuevamente con agua. El contraste se logré con eosina y sumergiéndolo por 10 a 30

segundos, posteriormente se deshidraté con los bafios de alcohol y por altimo por un bafio de

xileno™*.
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3.1 HIPOTESIS
La cascara de huevo es un material aloplastico efectivo en la regeneracion 6sea como material

oseoconductivo.

3.2 TIPO DE ESTUDIO

Este proyecto es de tipo experimental, preclinico, realizado en conejos como sujetos de estudio.

3.3 UNIVERSO
El conejo escogido para la investigacion es el de raza Blanco Neocelandes', este es un animal
que pesa de 4 a 5 Kg, por tal razon es una de las mejores razas productoras de carne joven en

Ameérica.

3.4 POBLACION
El conejo de raza Blanco Neocelandés fue seleccionado con una edad promedio de 4 a 6 meses

de edad, ya que en este tiempo presenta su pico mas alto de crecimiento y desarrollo.

3.5 MUESTRA

El tamafio de la muestra fue de 10 conejos en total, siguiendo las recomendaciones dadas por el
Comité de Etica Animal (Ver anexo h); no se conté con una teoria de muestreo, por tanto sera un

analisis descriptivo.

Se seleccionaron de manera aleatoria, donde a 3 se les aplicé el material aloplastico (céscara de
huevo procesada), otros 3 conocidos como réplicas, se les cre6 un nicho 6seo y no se les implanté
el material para comparar las diferentes respuestas producidas, a los 4 restantes no se les realiz6

ningln procedimiento para ser usados como control en la investigacion.
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3.6 CRITERIOS DE SELECCION

3.6.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Para este estudio se seleccionaron conejos que cumplieron con las siguientes caracteristicas:
e Raza: Blanco Neocelandés

e [Edad: 4 — 6 meses

e Sexo: Indiferente

e Peso:3a4Kg.

e Procedencia: Granja Universidad Nacional, sede Palmira

e Sujeto sano

3.6.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Sujetos enfermos o que presenten patologias sistémicas y/o locales.

o Sujetos que presenten lesiones o heridas fisicas

3.6.3 CRITERIOS DE DESCONTINUACION O RETIRO
e Enfermedad durante la investigacion, como hongos, parasitos.
e La hembra quede prefiada

e Muerte subita del animal.

3.7 VARIABLES

Para el andlisis histolégico se tomaron en cuenta las siguientes variables:

e Sexo: Macho, los genitales externos presentan: saco escrotal, pene; éste sobrepasa el ano y
las zonas laterales son carentes de pelo.
Hembra, los genitales externos presentan: orificio urogenital y ano, las bolsas perianales se

sitian lateralmente a la abertura urogenital.
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Implante: Se determiné al azar dentro del grupo de estudio, y se describe en cual de ellos esta

presente.

Estratificacion por formacion: Se dividié en 3 zonas facilmente observables y medibles:

Cartilago Embrionario: Presenta una proliferacion celular, donde se encuentra condroblastos y
osteocitos, ademas fibras dispuestas de manera desordenada; no mostrando una alternancia
histolégica clara si no un aspecto fibrilar; esto debido a que s6lo brillan las fibras colagenas que

quedan dispuestas perpendicularmente.

Cartilago Maduro: Es la zona media, que se encuentra entre el cartilago inmaduro y el

osteoide.

Osteoide: Es la zona periférica de la regeneracion, que se caracteriza por encontrar una

mezcla de cartilago y de hueso.

Formacion Osea: Fue determinada por observacion; clasificandola en:

Ordenada; Por presentar una disposicion estratificada en la maduracion.

Desordenada: Presenta una disposicién no estratificada en la maduracion.

Celularidad Medular: Fue determinada por observacion; clasificada en tres categorias:
Aumentada, Normal o Disminuida; dependiendo de la cantidad observada en la médula 6sea,

comparada con el conejo control.

Vascularidad: Se determinaron dos pardmetros:
Periférica: Observando si esta proviene desde la periferia hacia la zona medular

Interior: Observando si esta proviene de la zona medular hacia la periferia.
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e Cicatrizacién: Determinada por observacién clinica de la apariencia démica, consecutiva al

dafio y reparacion colédgena de esta:

Primera Intencion: Es la que se realiza por capas de la mas interna a la externa, dando una

apariencia superficial lisa, se desarrolla en un mes.

Segunda Intencion: Es la que se realiza por capas desordenadas, a través del tejido de

granulacion dando una apariencia superficial rugosa, blanda y rosada; se desarrolla en mas de

un mes.

Estas variables se especifican en la tabla 7.

Tabla 7. Descripcion de Variables

Escala de la variable

Variable Cédigo Cuantitativa | Cualitativa Categoria | Medicion

Sexo 1 X Hembra Observacion de 6rganos
Macho sexuales externos

Implante 2 X Si Se describe si el animal
No recibi6 o no el material de

implante.

Estratificacion de | 3 X Embrionario | Se mide en milimetros

Formacion Maduro segun las imagenes
Osteoide histolégicas obtenidas.

Formacion 6sea | 4 X Ordenada Se determina por
Desordenada | observacién microscopica

Celularidad 5 X Aumentada Se determina por

Medular Normal observacion microscoépica
Disminuida

Vascularidad 6 X Interior Se determina por
Periférica observacion microscopica

Cicatrizacién 7 X Primaria Se determina por
Secundaria observacion clinica.
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3.7.1. CARACTERISTICAS

Tabla 8. Estratificacion de formacion de cartilago: Embrionario

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje
Valido Acumulado
Validos Omm 2 33.3 333
5mm 2 33:3 66.7
6mm 1 16.7 83.3
8mm 1 16.7 100.0
Total 6 100.0

Tabla 9. Estratificacion de Formacioén de Cartilago: Maduro

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje

Valido Acumulado
Validos 11mm 1 16.7 16.7
15mm 2 333 50.0
19mm 1 16.7 66.7
28mm 1 16.7 83.3
35mm 1 16.7 100.0

Total 6 100.0

Tabla 10. Estratificacion de formacién: Osteoide

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje
Valido Acumulado
Validos 8mm 1 16.7 16.7
16mm 2 33.3 50.0
22mm 1 16.7 66.7
42mm 1 16.7 83.3
45mm 1 16.7 100.0
Total 6 100.0
Tabla 11. Cicatrizacion
Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje
Valido Acumulado
Validos Primera 4 66.7 66.7
Segunda 2 333 100.0
Total 6 100.0
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Tabla 12. Formacién 6sea

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje
Valido Acumulado
Validos Ordenada 3 50.0 50.0
Desordenada 3 50.0 100.0
Total 6 100.0
Tabla 13. Celularidad Medular
Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje
Valido Acumulado
Validos aumentada 3 50.0 50.0
Normal 3 50.0 100.0
Total 6 100.0
Tabla 14. Vascularidad
Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje
Valido Acumulado
Validos Interior 3 50.0 50.0
Periférica 3 50.0 100.0
Total 6 100.0
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Tabla 15. Descripcion de variables

Estadistico
Estratificacion de formacién | Media 4.00
De cartilago: Embrionario Intervalo de confianza Limite inferior | .55
Para la media al 95%  Limite superior | 7.45
Medina 5.00
Varianza 10.800
Desviacion Tip. 3.29
Minimo 0
Maximo 8
Rango 8
Estratificacion de formacion | Media 20.50
De cartilago: Maduro Intervalo de confianza Limite inferior | 10.89

Para la media al 95%  Limite superior | 30.11

Medina 17.00
Varianza 83.900
Desviacion Tip. 9.16
Minimo 1
Maximo 35
Rango 24
Estratificacion de formacion | Media 24.83
Osteoide Intervalo de confianza Limite inferior | 8.93

Para la media al 95%  Limite superior | 40.74

Medina 19.00
Varianza 229.767
Desviacion Tip. 15.16
Minimo 8
Maximo 45
Rango 37
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Grafico 1. Estratificacién de formacion de cartilago embrionario

Histograma
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Frecuencia
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Estratificacion de formacién: Embrionario

Grafico 2. Estratificacion de formacion de cartilago maduro

Histograma
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Estratificacion de formacion: Maduro
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Grafico 3. Estratificacion de formacion Osteoide

Histograma

3,5

Frecuencia

Estratificacion de formacion: Osteoide

Media = 24,8
N=6,00

Desv. tip. = 15,16

Tabla 16. Estratificacion de formacion de cartilago Embrionario * Sexo

Sexo Total
Hembra | Macho

Estratificacion de Omm Recuento 2 2
Formacion: Embrionario % del total | 33.3% 33.3%
5mm Recuento 2 2

% del total 33.3% | 33.3%

6mm Recuento 1 1

% del total 16.7% | 16.7%

8mm Recuento 1 1

% del total 16.7% | 16.7%
Total Recuento 2 4 6
% deltotal | 33.3% | 66.7% | 100.0%
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Tabla 17. Estratificacion de Formacién de Cartilago Maduro * Sexo

Sexo Total
Hembra | Macho

Estratificacion de | 11mm Recuento 1 1
Formacién: Maduro % del total 16.7% | 16.7%
15mm Recuento 2 2

% del total 33.3% | 33.3%

19mm Recuento 1 1

% del total 16.7% | 16.7%

28mm Recuento 1 1

% del total 16.7% 16.7%

35mm Recuento 1 1

% del total 16.7% 16.7%

Total 2 4 6
Recuento 33.3% | 66.7% | 100.0%

% del total
Tabla 18. Estratificacion de formacion Osteoide * sexo
Sexo Total
Hembra | Macho

Estratificacion de 8mm Recuento 1 1
Formacién: Osteoide % del total 16.7% | 16.7%
16mm Recuento 1 1 2

% del total 16.7% | 16.7% | 33.3%

22mm Recuento 1 1

% del total | 16.7% 16.7%

42mm Recuento 1 1

% del total 16.7% | 16.7%

45mm Recuento 1 1
% del total 16.7% | 16.7%
Total 2 4 6
Recuento 33.3% | 66.7% | 100.0%

% del total
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Tabla 19. Formacién ésea * Implante

Implante Total
No Si

Formacién 6sea Recuento 3 3
Ordenada % del total | 50.0% 50.0%

Recuento 3 3

Desordenada % del total 50.0% | 50.0%

Total Recuento 3 3 6
% del total | 50.0% | 50.0% | 100.0%

3.8 FORMULARIO DE RECOLECCION DE INFORMACION CODIFICADA

3.8.1. INSTRUCTIVO HISTOLOGICO

1.

Sexo: Macho, los genitales externos presentan: saco escrotal, pene; éste sobrepasa el ano y
las zonas laterales son carentes de pelo.
Hembra, los genitales externos presentan: orificio urogenital y ano, las bolsas perianales se

sitdan lateralmente a la abertura urogenital.

Implante: Se determiné al azar dentro del grupo de estudio, y se describe en cual de ellos esta

presente.

Estratificacion por formacién: Se dividié en 3 zonas facilmente observables y medibles:

Cartilago Embrionario: Presenta una proliferacion celular, donde se encuentra condroblastos y
osteocitos, ademas fibras dispuestas de manera desordenada; no mostrando una alternancia
histolégica clara si no un aspecto fibrilar; esto debido a que sdlo brillan las fibras colagenas que

quedan dispuestas perpendicularmente.

Cartilago Maduro: Es la zona media, que se encuentra entre el cartilago inmaduro y el

osteoide.
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Osteoide: Es la zona periférica de la regeneracion, que se caracteriza por encontrar una

mezcla de cartilago y de hueso.

Formacion Osea: Fue determinada por observacion; clasificandola en:

Ordenada; Por presentar una disposicion estratificada en la maduracion.

Desordenada: Presenta una disposicién no estratificada en la maduracion.

Celularidad Medular: Fue determinada por observacion; clasificada en tres categorias:
Aumentada, Normal o Disminuida; dependiendo de la cantidad observada en la médula 6sea,

comparada con el conejo control.

Vascularidad: Se determinaron dos parametros:
Periférica: Observando si esta proviene desde la periferia hacia la zona medular

Interior: Observando si esta proviene de la zona medular hacia la periferia.

Cicatrizacién: Determinada por observacién clinica de la apariencia démmica, consecutiva al

dafio y reparacién colédgena de esta:

Primera Intencion: Es la que se realiza por capas de la mas intema a la externa, dando una

apariencia superficial lisa, se desarrolla en un mes.

Segunda Intencién: Es la que se realiza por capas desordenadas, a través del tejido de
granulacién dando una apariencia superficial rugosa, blanda y rosada; se desarrolla en méas de
un mes.

Ver anexo |
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3.8.2. INSTRUCTIVOS TABLA DE RECOLECION DE INFORMACION

3.8.2.1. Pre — quirurgico hoja 1

0. Distintivo de cada conejo que llevara en la oreja derecha de cada animal

1. M: Macho, los genitales externos presentan: saco escrotal, pene; éste sobrepasa el ano y las

zonas laterales son carentes de pelo.

H: Hembra, los genitales externos presentan: orificio urogenital y ano, las bolsas perianales se

sitian lateralmente a la abertura urogenital.

2. Edad: Se estimara la edad del conejo en semanas de vida cumplidas.

3. Determinaré los dias en los cuales se haré el control de cada conejo.

4. Se determinara la fecha exacta en que se realizara cada control.

5. Peso: Se determinara colocandolo sobre una pesa donde su valor estara dado en gramos.

6. Temperatura: Se tomaréa rectal, con ayuda de un termémetro bucal de uso humano, que se

introducira por un minuto; dando el valor en grados centigrados.

7. Excreciones:
Liquido: Se medir4 la orina del dia recolectada, utilizando una probeta, dando los valores en
mililitros (ml).
Sélido: Se recolectaron las excretas sélidas y se pesaran en una granera dando su valor en

gramos (gr.).
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8. Racion Ingerida: Sdlida, se le suministré 120 gr. de conejina diaria, se tomé cada maifiana el

alimento que no halla consumido, se pesara y se le restara a la racién inicial.

9. Agua ingerida: Liquido; se le suministrara aproximadamente 400ml diarios, se medira cada

mafana lo que no se halla consumido y se le restara a la racion inicial.

10. Actividad del conejo: Sera determinada durante el tiempo en que se esté realizando la revision
del conejo.
a. Reposo: Hay dos tipos de descanso:
R: Recogido: Se caracteriza por inmovilidad del conejo, orejas semirigidas y ojos abiertos.
RR: Relajado: Caracterizado por una semidistendida, con las orejas relajadas y los 0jos

semicerrados.

b. Ingestién de alimentos: Fase en la que el animal toman alimentos sélidos o liquidos.

SI: Estan consumiendo No: No consumiendo.

c. Aseo y cuidados de la piel: Son los movimientos que efectua el conejo para poner en orden su
pelo, lamido de extremidades, rascamiento del abdomen, autofregado del hocico con las patas,
lamido de orejas.

Sl: Silo realiza No: No lo realiza
d. Movimientos Varios: Son poco frecuentes, como la observaciéon, marcha, transporte de
materiales, defecacion, miccién.

Sl: Silo realiza No: No lo realiza

Ver anexo J
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3.8.2.2. Post — quirargico hoja 2

NOTA: Todos los items del INSTRUCTIVO POST-QUIRURGICO HOJA 2 Y 3 se remiten al

instructivo PRE-QUIRURGICO HOJA 1.

Se utilizara en conejos intervenidos quirurgicamente por un mes

11. Remitiese al item 0

12. Remitirse a item 1

13. Remitirse a item 3

14. Remitirse a item 4

15. Remitirse a item 5

16. Temperatura ambiental, determinada por méaxima y minima, dada por unidades de grados

centigrados.

17. Remitirse a item 7

18. Remitirse a item 8

19. Remitirse a item 9

20. Remitirse a item 10, teniendo en cuenta los puntos a, b, cy d.
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21.

a.

22.

23.

Valoracién de la herida
Eritema: Enrojecimiento del tejido alrededor de la herida, que se tomard en cuenta
comparandolo con el resto de la piel

Si: Si esté presente No: Esta ausente

Aumento de Volumen: Se observa si hay aumento en el sitio de la incisién y sus alrededores:

Si: Si esta presente No: Esta ausente

Calor local: Se compara el calor local de la piel de la herida con el lado opuesto de la herida.

Si: Si esta presente No: Esta ausente

Exudado: Depésito blanco-amarillento denso y de tamaiio variable en la herida.

Si: Si esta presente No: Esta ausente

Movilidad: Se valora el movimiento del conejo después de la cirugia clasificandola en:

I: Sin movilidad; a la observacién el conejo no presenta movilidad

II: Movilidad con esfuerzo; el conejo s desplaza con esfuerzo, a rastras

I1I: Movilidad normal; el conejo se desplaza sin ningtn esfuerzo.

Cicatrizacién: Cicatrizacién: Determinada por observacion clinica de la apariencia démmica,

consecutiva al dafio y reparacién colédgena de esta:

a. Primera Intencién: Es la que se realiza por capas de la mas interna a la externa, dando una

apariencia superficial lisa, se desarrolla en un mes.
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un mes.

Ver Anexo K

3.8.2.3. INSTRUCTIVO No. 3

Se usarad en conejos NOQ intervenidos quirirgicamente y en conejos intervenidos quirargicamente

después de un mes.

25. Remitirse ai item 1.

w

26. Remitirse al item

27. Remitirse al item 4.

’,

28. Remitirse al item 5.

29. Remitirse ai item 6.

20, Remitirse al item 7.

31. Remitirse al item 8.

~J
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32. Remitirse al item 9.

33. Remitirse al item 10.

Ver Anexo L

3.9. CONSIDERACIONES ETICAS

3.9.1 LA INVESTIGACION BIOMEDICA EN ANIMALES

El avance de los conocimientos bioldgicos y el desarrollo de los mejores medios para la proteccion
de la salud y el bienestar, tanto del hombre como de los animales, requieren del empleo de la

experimentacién sobre animales vivos en una amplia variedad de especies.

E| hombre tiene necesidad de utilizar el animal en la bisqueda del conocimiento humano igual que
para alimentarse, vestirse y trabajar. De ahi el deber de respetar al animal, ente auxiliar y ser

viviente, coman a 61",

En Colombia existe la Ley 84 de 1988; la cual trata acerca de la proteccion de los Animales contra

el sufrimiento y el dolor causado directa e indirectamente por el hombre.

En el capitulo sexto de la Ley 84 de 1989, se trata del uso de animales vivos en experimentos e

investigaciones y consta de los siguientes articulos:

Articulo 23: Los experimentos que se llevan a cabo con animales vivos se realizan Ganicamente con
la autorizacion previa del Ministerio de Salud Pablica y s6lo cuando tales actos sean

imprescindibles para el estudio y avance de la ciencia, siempre y cuando este demostrado:
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e Que los resultados experimentales no puedan obtenerse por otros procedimientos o

alternativas.

e Que las experiencias son necesarias para el control, prevencion, diagnéstico o el tratamiento

de enfermedades que afectan el hombre o el animal.

e Que los experimentos no puedan ser sustituidos por cultivo de tejidos, modos computarizados,

dibujos, fotografias, peliculas, videos y otros procedimientos analogos.

Articulo 24: El animal en cualquier experimento deberé ser dispuesto bajo los efectos de anestesia
lo suficientemente fuerte para evitar que sufra dolor. Si sus heridas son de consideracion o

implican mutilacién grave, seran sacrificados inmediatamente al término del experimento.

Articulo 25: Se prohibe realizar experimentos con animales vivos como medio de ilustracién de
conferencia en facultades de medicina, veterinaria, zootecnia, hospitales o laboratorios o0 en

cualquier otro sitio dedicado al aprendizaje y con el propésito de obtener destreza manual.

Los experimentos de investigacion se llevaran a cabo tnicamente en los laboratorios utilizados por

las autoridades del Ministerio de Salud Publica y el decreto 1608 de 1978 en lo pertinente.

También se prohibe el uso de animales vivos en los siguientes casos expresamente:

e Cuando los resultados del experimento son conocidos con anterioridad.

e Cuando el experimento no tiene fin cientifico y especialmente cuando este orientado a una

actividad comercial.

e Realizar experimentos con animales vivos de grado superior en la escala zoologica al
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indispensable, segun la naturaleza de la experiencia.

Articulo 26. Para todo experimento con animales vivos debera conformarse un Comite de Etica. El

Ministerio de Salud, no autoriza la realizacién de experimentos con animales vivos sino cuando

este conformado el mismo.

La composicién de los Comités variard y debera ser determinada segun las necesidades de cada

establecimiento, pero de toda manera, debera incluir;

Cientificos e investigadores experimentados en el cuidado y uso de los animales de

experimentacion

Veterinario, de preferencia con experiencia en el cuidado y uso de los animales de laboratorio

Un miembro que no use animales

Por lo menos un miembro de la comunidad que representa sus intereses Yy

preocupaciones'>*'¥,

Los miembros del Comité de Etica seran designados por sus respectivas entidades a solicitud del

experimentador y este sera responsable de coordinar y supervisar:

Las actividades y procedimientos encaminados al cuidado de los animales.

Las condiciones fisicas para el cuidado y bienestar de los animales

El entrenamiento y la capacitacion del personal encargado del cuidado de los animales.
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e Los procedimientos para la prevencion del dolor innecesario, incluyendo el de uso de anestesia

y analgésicos.
e El cumplimiento de los prescrito en los Articulos 24 y 25 de esta ley.
El director de un experimento en el que se vaya a utilizar animales vivos, queda obligado a
comunicar al Comité de Etica la naturaleza de los procedimientos que vayan a emplearse con los
animales, el nimero y tipo de los mismos, las alternativas al uso d animales, las fuentes y

naturaleza de los fondos de investigacion.

En el sitio den el cual un Comité de Etica tenga razones para creer que se esta violando esta ley o

que se violara, o que haya violado, ordenara lo siguiente, segun sea pertinente:

e Suspension del experimento

e Sacrificio del animal cuando se haya causado enfermedad o lesion incurable.

Paragrafo: Son deberes de los Comités de Etica:

e Reunirse frecuentemente.

e Hacer inspecciones a las areas de estudio de animales en cada laboratorio y a los centros

experimentales, de los cuales rendiran un informe a las autoridades competentes y a la entidad

administradora de los recursos naturales.

o Revisar durante las inspecciones a los centros experimentales o de estudio las condiciones de

manejo y control del dolor.
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La violacién de lo dispuesto en cualquiera de los articulos del Capitulo 5to de esta ley acarreara al

experimentados una pena de multa de $50.000.00 a $500.000.00.

Ademés de las disposiciones determinadas de la ley nombrada anteriormente, debe tenerse en

cuenta lo siguiente: Resolucion No. 008430, del 4 de octubre de 1993.

Articulo 87: En toda investigacién en la que los animales sean sujeto de estudio deberan tenerse

en cuenta, ademas de las disposiciones determinadas en la ley 84 de 1.989. Las siguientes:

Siempre que sean apropiados, deben usarse métodos tales como modelos matematicos,

simulaciéon en computador y sistemas biol6gicos in Vitro.

La experimentacion en animales solamente se debe realizar después de estudiar su

importancia para la salud humana y animal y para el avance del conocimiento biolégico.

Los animales seleccionados para experimentacion deben ser de una especie y calidad
apropiada, utilizar el minimo numero requerido para obtener resultados cientificamente

validos.

Solamente se emplearan animales adquiridos legalmente y se mantendrén en condiciones

adecuadas y que cumplan con las reglamentaciones sanitarias vigentes.

Los investigadores y demas personal nunca deben de dejar de tratar a los animales como
seres sensibles y deben considerar como un imperativo ético el cuidado y uso apropiado y

evitar o minimizar el disconfort, la angustia y el dolor.

Los investigadores deben presumir, que procedimientos que causarian dolor en seres
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humanos tan bien causen dolor en otras especies vertebradas, aun cuando todavia falta

mucho por saber sobre la percepcion del dolor en los animales.

e Todo procedimiento que pueda causar en los animales mas que un dolor o una angustia
momentanea o minima, debe ser realizado con sedacién, analgesia o anestesia apropiada y
conforme con la practica veterinaria aceptada. No se deben realizar procedimientos quirargicos

o dolorosos en animales no anestesiados, paralizados por agentes quimicos.

La eutanasia de los animales se efectia con anestésicos apropiados, aprobados por la asociacion

veterinaria.

e Cuando se requiera apartarse de lo establecido en el inciso anterior, la decision no debe ser
tomada solamente por el investigador directamente involucrado, sino que debe ser tomada por
el comité de Etica, establecido por la ley 84 de 1.989. Estas excepciones no deben hacerse

solamente con fines de demostracién o ensenanza.

e Al final del experimento o cuando sea apropiado durante el mismo, los animales que puedan
sufrir dolor crénico o severo, angustia, disconfort o invalidez que no pueda ser mitigada, deben

ser sacrificados sin dolor.

e Los animales mantenidos con propdsitos biomédicos deben tenerse en las mejores
condiciones de vida, de ser posible bajo la supervision de veterinarios con experiencia en
animales de laboratorio. En todo caso debe disponer de cuidado veterinario cuando sea

requerido.

e El director del instituto, departamento o unidad donde se usen animales es el responsable de

asegurar que los investigadores y demas personal tengan calificacion apropiada o experiencia
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para realizar procedimientos en animales. Debe proporcionar oportunidades adecuadas de
entrenamiento en servicio que incluya la preocupacion por un trato humano apropiado para con

los animales que estan bajo su cuidado.

Articulo 88. El uso de animales en la investigacion, ensefianza y ensayos es aceptado solamente
cuando promete contribuir a la comprension y avance del conocimiento de los principios
fundamentales biolégicos al desarrollo de mejores medios para la proteccion de la salud y el

bienestar tanto del hombre como del animal.

Articulo 89. Los animales deben ser utilizados, en caso que el investigador haya descartado otras
alternativas, para tal fin se sigue el principio de Rusel Burch “3R” reemplazo, reduccion y

refinamiento.

Articulo 90. Los bioterios deberan estar de acuerdo con la especie, conformacién corporal. Habitos,
preferencias postulares y caracteristicas locomotoras de los animales, para proporcionar

comodidad, excepto cuando las variables experimentales justifiquen otras situaciones.

Articulo 91. Los bioterios de produccién o mantenimiento crénico seran supervisados por el
personal profesional calificado y competente en la materia y deberan permitir el crecimiento,
maduracion, reproduccién y comportamiento normal de los animales de conformidad con las

normas que la propia institucion emita.

Articulo 92. El director de la institucion donde se realiza la investigacion de animales, debera
establecer y vigilar el cumplimiento de las medidas de seguridad para el cuidado y manejo de los
animales, asi como las medidas de profilaxis y vacunacién necesaria para la proteccion del

personal ocupacional mente expuesto.
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Articulo 93. El director de la institucion donde se realice la investigacion en animales, debera vigilar,

ordenar o ejecutar, se tengan en cuenta las siguientes medidas de seguridad, segun el caso:

Aislamiento.

e La cuarentena.

e La observacion.

e Lavacunacion de personas.

e La vacunacion de animales, en cuanto este referida a la salud humana.

e La destruccién o control de insectos y otra fauna transitoria y nociva, en cuanto este referida a

la salud humana.

e La suspension de trabajos o servicios.

e El aseguramiento y destruccion de objetos o productos o substancias.

o Desalojo de casa, edificios, establecimientos y en general en cualquier predio.

e La prohibicion del uso de ciertas especies.

e Las demas de indole sanitaria que determine el Ministerio o entidad competente de su nivel,

que puedan evitar que se causen o continden causando riesgos o darios a la salud.
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Articulo 94. La presente resolucion rige a partir de la fecha de su publicacion'.

3.9.2 CONSENTIMIEMNTO INFORMADO.

Para la realizacion de este proyecto se establecié un Comité de Etica Animal conformado por (Ver

anexo A)

Cientifico experimentado en investigacion. DR. DIEGO SANCHEZ. Cirujano Maxilofacial,

docente del C.O.C.
e Investigador experimentado en el cuidado y uso de los animales de experimentacion. DR.
ROBERTO GRACIA. Veterinario docente de Fisiologia Animal, Universidad Nacional, sede

Palmira.

e Veterinarios con experiencia, DR. JORGE GARDEAZABAL. Director unidad de bienestar

animal, Zoolégico de Cali, y el DR. DELIO ORJUELA. Veterinario, Zooldégico de Cali.

e Miembro ajeno a la institucién, DRA. VICTORIA QUINTERO. Directora de produccion Animal,

Universidad Nacional, sede Palmira.
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3.10. RECURSOS

3.10.1. RECURSOS HUMANOS

RECURSOS TIEMPO

Lina M. Moncada H. Estudiante décimo semestre, Colegio Universitario Colombiano | 160 horas por
Investigador semestre
Maria Fda Restrepo |. Estudiante décimo semestre, Colegio Universitario Colombiano 160 horas por
Investigador semestre
Sandra M. Trivifio O. Estudiante décimo semestre, Colegio Universitario Colombiano | 160 horas por
Investigador semestre

Dr. Diego Fdo Séanchez H. Cirujano Maxilofacial 10 horas por
Asesor Cientifico semestre

Dr. Carlos E. Tasama. Odontopatélogo 10 horas por
Asesor Cientifico semestre

Dra. Blanca Acosta. Directora del Departamento de Investigacion 10 horas por
y Salud Publica del Colegio Universitario Colombiano. semestre

Asesora Metodolégica 8vo Semestre

Dra. Paula Bermudez. Odontéloga

10 horas por

Asesora Metodol6gica 9no Semestre semestre
Dra. Katia Altman. Cirujano Maxilofacial 10 horas por
Asesora Metodolégica 10 Semestre semestre
Hector Mueses 10 Horas

Asesor Estadistico
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3.10.2. RECURSOS FISICOS

3.10.2.1. Recursos Fisicos Octavo Semestre

RECURSOS TIEMPO COSTOS TOTAL POR

SEMESTRE
Transporte 3 veces a la semana $13.200 a la semana 39.600

dos a Palmiray 2 en Cali | por persona

Computador 10 horas a la semana $3.500 por hora 700.000
Hoja impresa 100 hojas por mes $800 por impresion 400.000
Fotocopias 1000 por mes $50 por copia 250.000
Papeleria 1 resma por mes $8.000 por resma 40.000
Lapiceros 5 por mes $900 cada uno 22.500
Lapices 3 por mes $500 cada uno 7.500
Borradores 2 por mes $300 cada uno 3.000
Félder AZ 1 por 12 meses $13.500 cada uno 13.500
Refrigerios 4 por semana $2.000 cada uno 160.000
Improvistos 5% 81.805

Total

$1.717.905
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3.10.2.2. Recursos Fisicos Noveno Semestre

RECURSOS TIEMPO COSTOS TOTAL POR
SEMESTRE
Transporte 4 veces en el mes de diciembre | $5.800 x viaje x persona 69.600
a Palmira
Viaje diario al zooldgico $1.900 x viaje x persona 684.000
Computador 10 horas a la semana $3.500 por hora 700.000
Hoja impresa 100 hojas por mes $800 por impresién 400.000
Fotocopias 500 por mes $50 por copia 250.000
Papeleria 1 resma por mes $8.000 por resma 40.000
Lapiceros 3 por mes $900 cada uno 8.100
Lapices 3 por mes $500 cada uno 7.500
Borradores 2 por mes $300 cada uno 4.500
Adecuacion del lugar de los | 2 dias $400.000 400.000
Conejos
Refrigerios 1 por semana $3.000 cada uno 216.000
Alimentacion de los Conejos | 3 meses $31.000 por mes 93.000
Costos Cirugia 4 horas $80.000 por hora 320.000
Improvistos 5% 159.635
Total $3.352.335
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3.10.2.3. Recursos Fisicos Décimo Semestre

RECURSOS TIEMPO COSTOS TOTAL POR

SEMESTRE
Transporte 3 veces x semana $68.400 por persona 205.200
Computador 10 horas a la semana | $3.500 por hora 700.000
Hoja impresa 100 hojas por mes $800 por impresion 400.000
Fotocopias 500 por mes $50 por copia 250.000
Papeleria 1 resma por mes $8.000 por resma 40.000
Lapiceros 3 por mes $900 cada uno 8.100
Lapices 3 por mes $500 cada uno 7.500
Borradores 2 por mes $300 cada uno 4.500
Refrigerios 1 por semana $3.000 cada uno 216.000
Cirugia final 4 horas $80.000 80.000
Estudios Histolégicos | 8 dias $250.000 250.000
Fotos [ ======--- $100.000 100.000
Edicién 4 horas $300.000 300.000
Cd's $60.000 60.000
Presentacion Final $300.000 300.000
Improvistos 5% 146.065

Total

$3.067.365
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3.10.3. RECURSOS FINANCIEROS

RECURSOS | SEMESTRE | SEMESTRE | SEMESTRE | VALOR
8 9 10 TOTAL
FISICOS 1.717.905 3.352.335 3.067.365 | 8.137.605
IMPREVISTOS 406.880
5%
GRAN TOTAL 8.544.485




3.11. CRONOGRAMA

3.11.1. CRONOGRAMA OCTAVO SEMESTRE

No.

Actividad

ANO 2001

Julio

>
(=]
<}
0
-
o

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

Recoleccion

Semana 1

Semana 2
Semana 3

Semana 4

Semana 1
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4. RESULTADOS

Los defectos 6seos en odontologia son problemas que se plantean frecuentemente, siendo este
uno de los principales motivos en los cuales los cirujanos y los periodoncistas basan una serie de
investigaciones, utilizando cada dia materiales que creen un amplio margen para la sustitucion o

regeneracion 6sea.

En este estudio el material utilizado Cascara de huevo, dio como resultado una biocompatibilidad

presuntiva histolégicamente siendo este uno de los objetivos iniciales.

Los resultados hematoldgicos, histolégicos y radiograficos; confirmaron que la cascara de huevo
tiene propiedades bioldgicas que permite tenerlo en cuenta como material terapéutico para el

relleno de defectos 6seos existentes en la cavidad bucal.

La cascara de huevo fue un material que se someti6 a procedimientos quimicos y fisicos
eliminando todos los elementos organicos, incluidas las proteinas, ya que segun la Microbiologia
de Zinsser, al ser esta cascara de huevo esterilizada con vapor humedo se obtiene un
desplegamiento de la cadena polipeptidica la cual es necesaria para el funcionamiento adecuado
de la proteina, concluyendo que la esterilizacién provoca que se desnaturalice esta cadena

presentando una proteina de forma irregular.

Una vez libre de toda sustancia organica, la cascara de huevo presenta en su composicion segun
el analisis fisicoquimico realizado en la Universidad del Valle; un alto contenido de carbonato de
calcio (94%) y proteinoglucanos (4%) siendo estos dos componentes encontrados en mayor
proporcién dentro de la matriz 6sea humana; permitiendo la estimulacion para la regeneracion dsea

e induciendo a una reconstruccion fisiolégica, oseoconductora.
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4.1. ANALISIS RADIOGRAFICO:

En la metodologia de este estudio se tomaron el examen radiografico como un examen

complementario para observar el grado de calcificaron 6sea.

Este examen se realizé una vez terminado el procedimiento quirdrgico y con intervalos de 6 y 12
semanas; después de ocurrido el proceso de cicatrizacion se valora de forma clinica la densidad

radiografica que se presenta en el lugar del defecto 6seo.

En el control radiografico inicial se observan unas zonas radiolicida lo que indica el nicho 6seo
preformado, con la diferencia de que en el grupo A, se observa una zona radiomixta con el material

implantado. Ver foto 1.

Foto 1. Radiografia inicial, conejo con implante
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A las 6 semanas durante el segundo control radiogréfico tanto en el grupo A como en el grupo B,
en la zona del nicho 6seo se observa unas zonas radiomixtas; imagen semejante a la de una
neoformacioén 6sea, no encontrando diferencias con el material implantado, observandose en el

conejo No. 6 una imagen radioliicida que rodea la zona radiomixta del material depositado sobre el

nicho 6seo.

Foto 2. Radiografia en la semana 6, conejo con implante

En la semana 12 en el tercer control; los hallazgos encontrados son similares encontrandose una

posible calcificacion 6sea. Ver foto 3.

No se establece un resultado en porcentajes ya que las zonas del nicho 6seo no son apreciables a

plenitud para su descripcion.
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Foto 3. Radiografia en la semana 12.

4.2. EVALUACION HEMATOLOGICA.

A cada conejo se les realizo un analisis hematolégico pre y post quirirgico. Los resultados

obtenidos son:

GRUPO A

ConejoNo. 1y 2

Pre-operatoria: Presenta Leucopenia, la cual puede surgir como una disminucion de la produccién
medular, 0 como un exceso de remocion de sangre.

Se observa marcada linfocitosis dada principalmente por una etapa inicial se infeccion o por un

equilibrio debido a 1a neutrofilia presente.
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Post-operatorio: Se encuentra un equilibrio a nivel de linfocitos y neutréfilos, aumento de
eosindfilos y equilibrio en el baséfilo. EI aumento de eosindfilo se explica ya que estos juegan un
papel importante en el complejo fagocitico inmune, este modula y controla la reaccién inmunologica
hipersensibilizada, ademas de que neutraliza la histamina, proteina bésica para el inicio de la

inflamacion.

Teniendo en cuenta que este sujeto no presenta algun tipo de respuesta inmunoldgica alérgica, se
concluye que el material aloplastico se ajusta al nicho éseo iniciando la induccion ésea requerida

para el estudio.

Conejo No. 6

Se observa eosinofiia marcada, lo que relativamente confima una adecuada inflamacion,
impulsando que la cicatrizacion se realizara por segunda intencion, segun los resultados este es el

conejo que presenta una mejor maduracion 6sea en el lugar del implante.

GRUPO B

Conejo No. 3, 5.

Es de acordar que este solo presenta defecto 6seo. En el hemograma presenta una leucopenia
debido a la mutilacién hecha en la remocion de la medula 6sea, provocando aplasia medular o una

granulopoyesis inefectiva como se observa en una anemia megaloplastica.

Se observa eosinofilia y basofilia, la basofilia se explica debido a que estos poseen funcién en
estados alérgicos o de hipersensibilidad inmediata, confirmandose una inflamacion cronica que se
puede contrarrestar por la presencia activa de eosinéfilos, ya que estos disminuyen la respuesta

alérgica.
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Conejo No. 8:

Presento una marcada eosinofilia causada por la inflacién debido a una cicatrizacion por segunda

intencion.

GRUPO C

Se observa datos a nivel hematol6gico normales que sirven de referencia para la conclusion de lo

anteriormente dicho.

4.3. ANALISIS HISTOLOGICO:

Grupo A

Conejo No. 1:

Hacia la parte interna del espécimen se encuentra la medula 6sea comprometida, caracterizada

por escasas trabéculas y una Celularidad moderada.

En el polo correspondiente a la implantacién, la medula 6sea muestra hipercelularidad haciendo

nidos densos de células mostrando aporte reparativo al tejido 6seo.

Permaneciendo en el mismo punto experimental se identifica una capa condrogénica con presencia
de condroblastos de pre a maduracion que se contindan en una capa igualmente condrogénica

pero con mas definicién hacia la formacién de grupos isogenos.

La parte externa evidencia una capa 6sea madura en presencia de laminillas paralelas y hueso

maduro. Ver foto 4.
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Foto 4. Corte de hueso de conejo 1. H.E. 4X

A: Medula 6sea, B: Capa condrogénica, C: Osteoide, D: Fibras musculares

Conejo No. 2:

Se cbserva medula 6sea con un aumento en su celularidad, se aprecia cartilago y desorden en la

maduracién 6sea. Se observan condrocitos dirigidos hacia el implante y una regeneracion 6sea

menos activa.

Ver foto 5.
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Foto 5. Corte de hueso de conejo 2. H.E. 4X

A: Medula 6sea, B: Capa condrogénica, C: Osteoide, D: Fibras musculares

Conejo No. 6:

Se observa una mayor maduracion 6sea notandose mas osteocitos que condrocitos, no tiene una

capa de cartilago inmaduro definido, ya que esta presenta el proceso de cicatrizacion mas

avanzado y desordenado.

Ver foto 6.
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Foto 6. Corte de hueso de conejo 6 H.E. 4X

A: Medula 6sea, B: Capa condrogénica, C: Osteoide

Grupo B:

Conejo No. 3:

Se observa buena cicatrizacion y formacion 6sea; la cual fue semejante a la obtenida con los

sujetos que tenian implante, pero con la diferencia de que su forma de deposito de calcio se

muestra ordenada, y se observa una Celularidad en la medula 6sea normal.

Ver foto 7.
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Foto 7. Corte de hueso de conejo 3.H.E. 4X

A: Medula ésea, B: Capa condrogénica, C: Osteoide

Conejo No. 5:

Se observa una buena cicatrizacién con condroblastos dirigidos hacia el nicho 6seo; presenta una

mayor cicatrizacién en comparacion con los conejos del mismo grupo. Ver Foto 8.

Conejo No. 8:

Se observa una formacion cartilaginosa protuberante. Ver Foto 9.

106



Foto 8. Corte de Hueso de conejo 5. H.E. 40X

A: Medula 6sea, B: Capa condrogénica, C: Osteoide

Foto 9. Corte Hueso conejo 8. H.E. 40X

A: Medula 6sea, B: Capa condrogénica, C: Osteoide
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Grupo C:

Se tomaron muestras para dar parametros de normalidad. Ver foto 10.

Foto 10. Corte de hueso Control H.E. 10X

A: Medula 6sea, B: Hueso compacto, C: Mdasculo

4.4. ANALISIS ESTADISTICO:

Para la realizacién de este trabajo se tuvo en cuenta las siguientes variables:
-Sexo del animal: Entrandose a nivel general una poblacion de 10 conejos (100% de la muestra),

constituida por 3 hembras (30%) y 7 machos (70%).

Por criterios de exclusion o retiro la muestra final fue de 8 conejos (100%); donde 6 eran machos,

equivalentes al 75% de la muestra y 2 hembras equivalentes al 25%, los cuales fueron clasificados
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A

de la siguiente manera: Grupo C: 2 conejos machos de control, los cuales no se les realizo ningin
tipo de procedimiento quirdrgico siendo este motivo de exclusién para el analisis estadistico a nivel
histolégico (25%). Grupo A: 3 conejos de replicas a los cuales se les preparo nicho 6seo y no se

implanto el material, de los cuales 2 eran machos (25%) y 1 hembra (12.5%). Ver tabla 20.
-Implantes: De la poblacién total que fueron 6 conejos (/100%), solo 3 conejos se sometieron al
implante equivalentes al 50% total de la muestra y 3 como replicas equivalentes la 50% del total se

la muestra. Ver tabla 20.

Tabla 20. Implante * Sexo

Sexo Total

Hembra | Macho
3 1 2 3
Implante | 16.7% | 33.3% | 50%
3 1 2 3
Defecto | 16.7% | 33.3% | 50%
6 2 4 6
Total 33.3% | 66.7% | 100%

-Estratificacion de formacion: La cual para su andlisis estadistico se clasifica en tres
histolégicamente: embrionario, maduro y osteoide. Cada una de estas presenta unas

caracteristicas determinadas. Los datos obtenidos indican los siguientes resultados estadisticos:

Cartilago embrionario:

De los 6 conejos a los que se les realizo cortes histologicos se encontré que la formacion de este

cartilago en los conejos con implante fue mayor que en los conejos sin implante; a excepcion de la

hembra donde histolégicamente no se encontré esta zona por presentar en ella un grado mayor de

maduracion 6sea.
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En los machos sin implante esta zona tiene la misma cantidad de cartilago formado, notandose

solo la diferencia en la hembra sin implante (No. 5) que no presenta esta zona. Ver gréfico 4.

Grafico 4. Estratificacion de formacion de cartilago embrionario * Sexo

Estratificacion de formacion de cartilago embrionario
por sexo

Hsexo Hembra
@ sexo Macho

Cantidad de conejos

Recuento Recuento Recuento Recuento

0 mm 5 mm 6 mm 8 mm

Formacién Embrionaria

Cartilago maduro:

A nivel de los conejos con implante existe una variacion significativa en la presencia de este

cartilago, siendo mas notorio en la hembra.

Mientras que en los conejos sin implante se presentan la misma cantidad de este cartilago,

exceptuando a la hembra en cuya lamina se encontr6 la mayor cantidad de cartilago maduro

dentro de los conejos estudiados.

Ver gréfico 5.
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Gréfico 5. Estratificacion de formacién de cartilago Maduro * Sexo

Estratificacion de formacion de cartilago Maduro por
sexo

B sexo Hembra
B sexo Macho

Cantidad de conejos

Recuento | Recuento | Recuento | Recuento | Recuento

11 mm 15 mm 19 mm 28 mm 35 mm
Formacion Maduro

Osteoide:

A nivel de este se encontrd la misma significancia estadistica dentro de los conejos donde se
realizo el implante pero como caso especial, los machos donde no se realizo el implante son los

que presentan la mayor cantidad de este tejido. Ver grafico 6.

Grafico 6. Estratificacion de formacion Osteoide *Sexo

Estratificacion de formacion osteoide por sexo

Bsexo Hembra
BEsexo Macho

Cantidad de conejos
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Formacién 6sea:
Que se clasifico en ordenada y en desordenada, teniendo como caracteristica principal que la
formacion ésea ordenada se presento en los 3 conejos sin implante (50%) y la formacion dsea

desordenada se presenta por la disposicién no estratificada de la maduracion.

Celularidad medular:

Fue clasificada en aumentada, normal y disminuida. Encontrando que en esta ultima no se tuvo un
valor significativo ya que se presento norma en conejos sin implante (50%) y aumentada en los que
tenian implante (50%); donde se presume que la cascara de huevo como material aloplastico

aumenta la Celularidad medular.

Vascularidad:
Se tuvo en cuenta la vascularidad interna y periférica, encontrando que la interna, proveniente de la
medula hacia la periferia es mayor en los conejos sin implante confirmando asi el porque la

formacién 6sea ordenada y la Celularidad medular es normal en los conejos sin implante.

La vascularidad periférica; proveniente de la parte externa hacia la medula; se presenta en los
conejos con implante, justificando también de que los resultados de la formacion 6sea se presente

de una manera desordenada y la Celularidad medular aumentada.

Cicatrizacion:

La cual se clasificé como primaria y secundaria.

En la primaria se presenta 4 conejos equivalente al 75% de la muestra, mientras que por

cicatrizacion secundaria se encontré 2 conejos equivalentes al 25% de la muestra, en donde 1

(12.5%) se le coloco implante y el otro no (12.5%).
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a este estudio se puede determinar que la capacidad de regeneracion 6sea por medio
de la cascara de huevo puede catalogarse como un material Reabsorbible que posee la capacidad

osteotrofica y osteoconductiva.

e La reacciéon del organismo frente al implante no evidencio ninguna seial de rechazo, ni

desarrollé una respuesta inmunolégica adversa pasadas 12 semanas.

e En los anélisis histologicos se concluye que hubo una completa reabsorcién del material

implantado, siendo este reemplazado por tejido 6seo neoformado.
e Pasadas 12 semanas del implante se observa una etapa de formacion dsea inmadura
denominado osteoide, ya que el hueso neoformado no esta organizado en laminillas, contiene

mas células por unidad de volumen las cuales tienden a estar distribuidas al azar.

e Se comprob6 que la cascara de huevo cumplié con las caracteristicas basicas de un implante.

Se presento una vascularizacion tipica de implante, es decir desde la periferia hacia el interior.
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6. DISCUSION

El tejido 6seo presenta una caracteristica unica, que es la de reparar sus problemas de continuidad

con un tejido igual al original, o sea tiene la capacidad de regenerarse.

Cuando el defecto 6seo ya sea por su extension no es capaz de reparase de forma espontanea, es
necesario recurrir a los implantes o la obtencién de tejido 6seo a partir de donantes propios 0

diferentes del organismo.

El hueso autogénico ha demostrado segun la literatura ser el mejor recurso biolégico para la

reparacion y reconstruccion del hueso.

En este estudio se da la opciéon de un material diferente a los cominmente utilizados pero con

caracteristicas de composicion similar a la de hueso.

Se encontré que al colocar este implante no se evidenciaron posibilidades de rechazo por parte del
huésped, ya que histologicamente se observo la presencia de células indiferentes las cuales se
ubican entre las trabéculas del implante, consiguiendo la diferenciacion de condroblastos para

osteoblastos llegando a la neoformacion 6sea.

El mayor grado de reparacion 6sea se observa en las hembras (encontré una mayor mineralizacion
6sea, probablemente por el tamaiio de la lesién) pero histolégicamente se observo que en ninguna
de las muestras se aprecia el material implantado con lo que se puede concluir que el material fue

completamente reabsorbido.

En el disefio experimental del presente trabajo es posible visualizar histolégicamente los
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principales cambios de una reparacion espontanea influenciada por la cascara de huevo, no
obstante el modelo del trabajo no es suficientemente sensible para verificar los cambios mas finos

que permitan la evaluacién con mayor precision.

A la descripcion histolégica se observa la formacién de un cartilago intermediario de una
arquitectura natural, con lo que se concluye que la cascara de huevo presenta una superficie muy
parecida a la del hueso; ademas presenta una afinidad por las proteinas y los factores de

crecimiento de la matriz 6sea.

La integracién 6sea y la proliferacién de hueso se explica por que el patron de mineralizacion de la
cascara de huevo y del hueso son similares, ya que sus propiedades fisico-quimicas son casi
idénticas, teniéndose en cuenta factores que pueden llevar a alterar su resultado como lo es el
area o nicho receptor, el tamafo de la particula del material a ser implantado y el contenido de

carbonatos.

La cascara de huevo es también catalogada como material ceramico que permite una aposicion de
hueso y que se reabsorbe lentamente actuando como matriz que luego se deposita como hueso

neoformado.

Histolégicamente alrededor del implante se observa Osteoclastos, mientras que alrededor de las

trabéculas neoformadas se observan osteocitos y en la periferia los osteoblastos.

No se observan procesos inflamatorios en ninguno de los casos, ni de reaccion a cuerpo extrafo;
pero si se identifican grandes lagunas osteofiticas. El material célular no tiene cambios
degenerativos y la medula 6sea se encuentra constituida por tejido maduro neoformado el cual ha

sido ocupado por un osteoide trabecular rico en osteoblastos.
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La utilizaciéon de este material para el beneficio de los defectos 6seos, comprueba que actua como
un conductor en la regeneracion 6sea, permitiendo el deposito de hueso neoformado sobre la
superficie de la matriz; concluyendo que la cascara de huevo es un material oseoconductivo que
también puede ejercer una accién directa sobre el mecanismo de la sintesis 6sea siendo un

oseoinductor.

En este estudio la manera de este material integrarse en el hueso ha sido diferente en cada una de
las muestras en donde la cascara de huevo produce la transformacién de cedulas indiferenciadas
en condroblastos u osteoblastos y Ali la transformacion de tejido conjuntivo a tejido 6seo

endocondral.

El mecanismo de induccién 6sea es provocado por moléculas inductoras unidas al colagena de la
matriz, siendo esencial el papel de la proteina morfogenetica por lo que la propiedad oseoinductiva
solo lo poseen implantes alégenos y autégenos, llegando a la conclusion de que si el mecanismo
de induccién 6seo esta mediado por la proteina, se deben realizar pruebas especificas para

encontrar que la cascara de huevo tenga accién oseoinductora (proéximo estudio).

Desde el punto de vista la oseointegracion se verifico por la ausencia se zonas radilucidas en el
final del control radiografico, pero los estudios parecen indicar que la existencia de este fendbmeno
no se podria verificar en este estudio ya que este no tuvo una correspondencia radiografica logica y

desde ahora se plantea la duda de su significado.

La cascara de huevo se comporto como material oseotrofico, el cual aumenta la capacidad de
formacién de hueso en presencia de células osteogénicas, por otro lado es un material
oseoconductor ya que permiti6 la invasién desordenada de células mesenquimaticas
indiferenciadas y la presencia de hueso neoformado alrededor del defecto Gseo; concluyendo

desde el punto de vista histolégico que el material y las poblaciones celulares que rodearon el
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7. RECOMENDACIONES

Se sugiere para proximos estudios tener en cuenta:

Tomar una muestra representativa para que el estudio no sea solamente descriptivo si no

analitico.

Realizar eutanasias de forma periédicas, con el fin de obtener informacion detallada sobre la

reaccion en el organismo del conejo.

Realizar estudios bioquimicas de la Cascara de Huevo.

Llevar a cabo las siguientes pruebas al inicio de la investigacion y antes del procedimiento

quirdrgico a los conejos:

o Hemograma

o Niveles sericos de Calcio, fosfato y magnesio

o Hormona parotidea

Realizar a lo largo de la investigacion andlisis inmunolégicos especificos, reaccion antigeno-

anticuerpo
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IMPLANTES ALOPLASTICOS EN REGENERACION OSEA
ACTA DE PRESENTACION
COMITE DE ETICA

A los doce (12) dias del mes de diciembre de 2001 se realizé la

presentacion formal del proyecto “Implantes Aloplasticos en
1

Regeneracion 6sea, ante el comité de etica en el saléon 502 del

Colegio Odontologico, sede Cali; a las 9:30 am.

Para tal reunidon fuerdén citados los siguientes Doctores como

miembros de dicho comité:

¢ Dr. Diego Sanchez

¢ Dra. Blanca Lucia Acosta
® Dr. Roberto Gracia

* Dra. Victoria Quintero

® Dr. Delio Orjuela

*  Dr. Jorge Gardeazabal

De los cuales hicieron acto de presencia:

* Dra. Victoria Quintero

e Dir. Roberto Gracia

S
]




¢ Dr. Delio Orjuela

‘e Dr. Diego Sanchez"

Al inicio de ésta se realizé la presentacion de los doctores
asistentes y qc continuo con la exposicion de los objetivos
generales y especificos, la justificacion del uso del conejo y la
cascara de huevo, al igual que la metodologia, procedimentos vy

cuidados que se han realizado hasta el momento en los conejos.

Se explicé también los procedimientos posteriores a ralizar
(cirugia, cuidados, controles post-operatorios y analisis y

procedimientos finales).

Despues de esta presentacion; fueron realizadas las siguientes

observaciones por parte del comité:

* Utilizar la misma cantidad de casos a manipular, controles y
replica; con el fin de no producir mas variables al momento de
procesar la informaciéon en un paquete estadistico, que para

este caso seria Epi-info.

*  Observar minuciosamente el comportamiento del conejo post-
quirurgicamente para determinar si es o no necesario el uso
de collarin o cuello isabelino, mientras sucede la cicatrizacion

del tejido.
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* Determinar la posibilidad de administrar al animal una tunica
dosis de antibiotico una vez se haya terminado la cirugia, y
evitar de este modo dificultades en el manejo del animal ante
un su minist‘i'o diario.

¢ Se recomineda tambien una dosis tinica de analgesico con el

fin de que la sensacion de dolor que se le llegue a presentar al

animal le proporcione reacciones de cuidado y proteccion; y

si realmente durante la observacion se nota un decaimiento

del animal por dolor, se le proporcionara la dosis necesaria

para que cste cese,

Ante las observaciones realizadas por parte del comité, el Dr.
Diego Sanchez pregunta al Dr. Delio de la necesidad de
suministrar antibiotico diario a los animales ya que la finalidad
de este proyecto es aplicarlo en cavidad oral de seres humanos y
que este es un lugar séptico, que requeriria un cubrimiento total,
por ende el Dr. Delio responde que siendo esto necesario de
observar, se podria administrar el medicamento de forma diaria
realizando una adaptacion previa suministrandoles agua a traves

de una jeriga.

La reunion finaliza a las 10:00 a.m.; y para constacia de lo
anterior los DOCTORES asistentes leeran y firmaran la presente

ACTA.
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DRA. VICTORIA QUINTERO

‘ [}va

DR. DELIO ORJUELA
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Anexo |. Planilla de recoleccion de datos histolégicos

CODIGO | VARIABLES CATEGORIA 1 ]2
1 HEMBRA
SEXO MACHO
2 NO
IMPLANTE Sl
3
EMBRIONARIO
ESTRATIFICACION | MADURO
DE FORMACION
OSTEOIDE
4 ORDENADA
FORMACION | DESORDENADA
OSEA
5 AUMENTADA
CELULARIDAD  "NORMAL
MEDULAR
DISMINUIDA
6 INTERIOR
VASCULARIDAD | PERIFERICA
7 CICATRIZACION | PRIMARIA
SECUNDARIA
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PRE — QUIRURGICO HOJA# 1

0. CONEJO # 1. SEXO 2. EDAD
3. DIA 1]2 s  OBSERVACIONES
4. FECHA
5. PESO - ik
6 TEMPERATURA T
] y SOLIDO o
7. EXCRECIONES S —

3. RACION INGERIDA grs.

9. AGUA INGERIDA ml.

10*.REPOSO

RL

A INGESTION DE ALIMENTOS
\

B. ASEO Y CUIDADOS PIEL

SI

NO

C. MOVIMIENTOS VARIOS




POST QUIRURGICO. HOJA2

11. CONEJOS 12.3€X0,

13 DA 8] s11011]12]13] 4] 8] 6] 17] 18] 15]20[21[22]23[24 2526127128 31]32]33]34]35]06137]38]35]40]41[42[42]44]45]dn]at[48l49 sy]safsa]sa[ss]s8]57]58]58 8116263 ©5]66]67]68]69] 10| CBSERVACIONES
14 TECHA

13N

L}
11 YEMPEIATURA

50,00
18 EXCRECIONES
LOUIDO
19 _RACION WGERICA .
20 AGUA WCERIOA
i Q
21 *REPOSO F"L
B NGESTION DE ALBACNTOS :‘o
C. ASEQ Y CUIDADO DE PIEL =
z 6] v
0 MOVIMICNTOS VAIOS o
5
22 AERITEMA vo
-~
OAIMENTODE VX UMEN IThY O P . -
Ve =
c caLOR LOCAL 2
0 EXUDADO St
()
U
23° MOWLIDAD 0
n
24 CICATRUACION -
1
il .
-
. v
N W
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CONEJOS CONTROL
25,CONEJO # oz
27. DA 7 2 3 Z 5 5 7 ) 5 0 E 72 i)
26 FECHA = .
20.PESO P ol O el . Afe] o
Z0 TEMPERATURA = = B S s —ER
- SOLIDO ] ey
31. EXCRESIONES |’ 01 0 } — = .
32. RACION INGERIDA . : - a » e =
33. AGUA INGERIDA e T P =
R e z TIVETER
34. REPOSO =T S :
3. INGESTION DE _ [S] g S 3
ALIMENTOS NO T EE
b. ASEO Y ] : - . ;
CUIDADOS PIEL [N g o B
c. MOVIMIENTOS  [SI e
VARIOS NO : ' =T



