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1. INTRODUCCION

« Aungue en terminos generales el hueso tiene un enorme potencial
regenerativo, en ciertos ambitos como en la cirugia reconstructivo

craneofacial o la traumatologia , dicho potencial es insuficiente.

» Asi en estos casos, serd necesario potenciar el proceso osteogénico con

diferentes técnicas o factores:

. INJERTO OSEO
. TECNICAS DE REGENERACION OSEA GUIADA

« XENOINJERTOS

- BIOMATERIALES SINTETICOS

. DISTRACCION OSEA

« De las diferentes estrategias para estimular y/o potenciar la regeneracion
Osea, una de las mas utilizadas en los ultimos anos ha consistido en o

Utilizacion de matrices oseas desmineralizadas.

« Dichas matrices que se obtienen a partir de complejos procesos de
digestion de tejido 6seo de origen humano o animal, permiten obtener
un preparado de la matriz ésea sin el componente mineral que en teoria

es rico en proteinas oseas morfogeneticas.

Ripamonti U, Duarte R, Ferretti C. Re-evaluating the induction of bone formation in primates. Biomaterials. 2014;
35:9407-9422.
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1. INTRODUCCION

Fn términos generales la utilizacién de Matriz Osea Desmineralizada (en
adelante denominaremos DBM, acronimo de la definicion anglosajono

Demineralised Bone Matrix)) presenta las siguientes caracteristicas:

= Es|a estrategia con factores de crecimiento tedricamente mas
fisioldogica.

= Permite una gran variabilidad de carriers o transportadores que se
oueden adaptar a las diferentes situaciones clinicas.

= Normalmente se obtienen a partir de donantes con los condicionantes
que ello supone.

= Existe cierta variabilidad de dosificacion de los diferentes factores de
crecimiento.

» Fundamentalmente son osteoinductores por efecto del TGF-B y BMP-
2/BMP-7

« Aungue experimentalmente la utilizacion de matriz dsea desmineralizada
(DBM), de forma aislada o en combinacion con diferentes carriers, hueso
autdlogo o incluso BMP (Proteina Osea Morfogenética) recombinante
humana, esta ampliomente extendida, la utilizacion clinica de la mismo

es cuanto menos Iimitada.

« Uno de los principales problemas que el clinico se encuentra a la hora
de elegir entre un producto u otro es la practica ausencia de datos
objetivos y estandarizados del potencial osteogenico relativo a cada

uNno de esfos productos.

De Long WG, Einhorn TA, Koval K, et al. Bone Grafts and Bone Grafts Substitutes in Orthopaedic Trauma Surgery. A critical
Analysis. J Bone Joint Surg. 2007; 89:649-658.

Gruskin E, Doll BA, Futrell FW, Schmitz JP, Hollinger JO. Demineralized bone matrix in bone repair: history and use. Avd
Drug Deliv Rev. 2012; 64:1063,77.
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1. INTRODUCCION

= En el presente proyecto de investigacion se utilizaron dos matrices dseas

desmineralizadas: DBX y Colloss y una apatita carbonatada con propiedades

osteoconductivas (Blio-0Oss).

DBX®

« Matriz 0sea desmineralizada de donantes humanos

« Comercializada por Synthes (Johnson & Johnson) en colaboracion con |a
Musculoeskeletal Transplant Foundation (MTF)

« Serodespistaje en Donantes

« Obtenidas con técnicas asépticas segun la AATB (Asociacion Americana de Bancos
de Tejido) que permite evitar procedimientos de esterilizacion terminal

* Propledades Osteoinductivas

0 DRl Cea CeN0

250K

e« Diferentes formulaciones:

DBX Putty® (93% de Acido Hialurdnico)

DBX Mix® (Mezclado con chips de hueso cortical)

DBX Strip® (Mezcla de dcido hialurdnico y gelatina porcina)

« Carrier utilizado: Hialuronato sodico al 93% con tampon fosfato dibdsico de alta

calidad

« Dosificacion media 3,8 microgramos de BMP-2 por gramo de DBX
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COLLOSSE®

e Liofllizado de hueso equino/bovino manufacturado por Ossacur AG.
«Tedricamente sin desnaturalizacion de proteinas

e Coldgeno y proteinas oseas (nho cuantificadas)

«Tedricas capacidades osteoinductivas

e Estructura algodonosa compresible.

Arias J, Lopez-Arcas JM, Gonzadlez T, Gomez E, Moran MJ. Utilizacion de Colloss® para el tratamiento de
quistes mandibulares. Rev Esp Cirug Oral y Maxilofac. 2007; 29:1-11.
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« Apatita Carbonatado

e Xenoinjerto de Origen Bovino

e Propledades Osteoconductivas: Estructura porosa de alta eficacia
«Tedricamente completamente desproteinizada

 Comercializado por Geistlich Blomaterials AG

N
ACCY spot M;ngn ‘ -
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Taylor JC, Cuff SE, Leger JP, et al. In vitro osteoclast resorption of bone substitute biomaterials used for implant
site augmentation: a pilot study. Int J Oral Maxillofac Implants.2002; 17:321-330.

Benke D, Olah A, Mohler H. Protein-chemical analysis of Bio-Oss bone substitute and evidence on its carbonate
content. Biomaterials. 2001; 22:1005-1012.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS CENTRAL

+ Laregeneracion osea en defectos de tamano critico de craneo de rato
puede ser potenciada mediante la utilizacion de matriz osea

desmineralizada humana con carrier de hialuronato sodico (DBX®)

OBJETIVO PRINCIPAL

» Determinar el verdadero potencial osteogenico de la matriz oseo
desmineralizada humana con carrier de hialuronato sodico (DBX®) en
defectos de tamano critico de craneo de rata en comparacion con el
potencial de la matriz osea desmineralizada de origen equino (Colloss-E®) vy
una apatita carbonatada derivada del hueso bovino con propledades

osteoconductivas (Bio-Oss®).

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Confirmar la validez del modelo de craniectomia de 5mm de diametro en
hueso parietal de rata como modelo valido de defecto de tamano critico

para estudios de regeneracion osea.

2. Valorar la eficacia del analisis radiologico de la regeneracion osea mediante
tomografia de haz conico como metodo complementario del analisis
histologico y estereologico y como alternativa a los sistemas clasicos de

analisis radiologico.

3. Valorar la congruencia interna del potencial osteogenico de la matriz oseo

desmineralizada entre diferentes lofes de producto.

4. Valorar las caracteristicas adsortivas y de manejo quirurgico de los diferentes

compuestos utilizados.
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3.MATERIAL Y METODO
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Modelo experimental de regeneracidon 0sea en craneo de rato

con matriz 0seda desmineralizada

«Se emplearon diferentes técnicas de andlisis:

e Estereologico
* Histologico

«Radiologico con tomografia de haz conico

El protocolo experimental fue aprobado por el comité de bienestar
ético animal de la unidad de investigacion animal del hospital
universitario la paz. Investigador principal categoria C: José M Lopez-

Arcas Calleja
HISTOLOGIA: Anatomia Patoldgica H.U. La Paz de Madrio

ESTEREOLOGIA: Departamento de Morfologia de la Facultad de

Medicina de la Universidad Autonoma de Madrid

-RADIOLOGIA: Centro ICAT Madrid
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3.MATERIAL Y METODO

« Se utllizaron 55 ratas Sprague-Dawley machos adultos, a las cuales se les
efectud, en condiciones de asepsia y bajo anestesia general inhalada uno
craniectomia circular de 5 mm de didmetro en el hueso parietal izquierdo,

con protocolo de defecto de tfamano critico.

DISTRIBUCION DE ANIMALES EMPLEADOS

N2 Animales Peso Medio (g)

398,7

402, 15

405,23

401,18

404,57
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3.MATERIAL Y METODO

 Una vez completada la craneotomia se procedia a la retirada del

fragmento 0seo del parietal izquierdo, comprobando gue la duramadre

estaba integra.

« Posteriormente y dependiendo del grupo experimental se procedia ©

rellenar el defecto con el biomaterial (DBX, Colloss, Bio-Oss o sin biomaterial
en el grupo Control) en funcion del grupo experimental al gue cada animal

hublese sido previamente asignado de forma randomizada.

DBXG)

« Los animales posteriormente a la intfervencion permanecian estabulados en

racks ventilados, sacrificdndose de forma programada a las 12 semanas de

la infervencion.
« A partir de ese momento se procedia al andlisis radioldgico, histoldgico vy

estereologico de las muestras.
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3.MATERIAL Y METODO

ANALISIS RADIOLOGICO

« El andlisis radiologico se realizo en el Centro ICAT de Madrid.
« Las piezas anatdmicas se fransportaban preservadas en hielo seco y se

escaneaban de forma simultdnea 4 piezas al mismo fiempo.

-Se utilizo un Tomografo de Haz Conico ICAT v 2013

‘Escaneado de las piezas anatomicas simulando escaneado de ferulas
quirurgicas de cirugia ortognatica.

Simultadneamente varias piezas anatdomicas

‘Protocolos de maxima resolucion (0,2 mm por Voxel) y maximo tiempo de
escaneado (40seg)

FOV ajustado lo maximo posible a la muestra
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3.MATERIAL Y METODO
ANALISIS RADIOLOGICO

« Los datos obtenidos fueron registrados en soportes de disco duro portatiles por duplicado en
formato DICOM y posteriormente fueron analizados mediante Software OsirX® v 8.0.2 en version

freeware de 32 bits para andlisis de imagenes en formato DICOM.

« Se realizd un primer andlisis morfoldgico descriptivo con reconstrucciones 3D volumetricas y MPR
oara valorar el grado de regeneracion 0sea alcanzado en cada uno de los animales de cada

grupo experimental.

« Para ello se valoraba si el defecto de tamano de critico parietal de 5 mm (que por definicidon no
opuede regenerarse espontadneamente) habia sido regenerado, como consecuencia de la
influencia de los diferentes biomateriales utilizados (DBX, Colloss y Bio-Oss) en comparacion con

el grupo Conftrol en el gue no se habia administrado ningun biomaterial.
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3.MATERIAL Y METODO
ANALISIS RADIOLOGICO

« A contfinuacion se utilizo la herramienta CLUT-Flow para sustituir la escala de grises habitual por
una escala de color, pudiendo asi senalar de una forma mas ilustrativa los cambios en la
densidad radiologica en las distintas areas. En cada uno de los planos de las secuencias 3D-
MPR, se determind una ROI (Region of Interest) que correspondia con los limites de la

craniectomia realizada.

« Sobre ella se delimitaron, utilizando la herramienta de poligono cerrado, diferentes ROIs sobre
las zonas sin regenerar. Posteriormente se procedio a calcular el Volumen de dichos ROIs,
integrados en una sola estructura, pudiendo calcular igualmente la Densidad media radiologico
(Mmedida en unidades Hounsfield, aungue con la salvedad de |la validez de dichos datos, dado
gue las UH del CBCT no se consideran 100% equivalentes a las del TC convencional) de dicho

objeto.

« Calculado el volumen del ROI no regenerado se extrapolaba posteriormente el volumen oseo

verdaderamente regenerado

y 104 o v ) | e

Filtro CLUT-Flow que permite delimitar con

« mayor precision el limite del margen de

regeneracion 0sea en la craneotomia

w ) E.tmmu;m,v;guj; ' 8
A o

o B L o 080 : 1

Delimitando diferentes ROl en cada
seccion se pudo obtener un VOI (volume
of Interest) a partir del cual se calculaba el

volumen de la craneotomia que no se

»

habia rellenado de hueso. Conociendo el
volumen inicial de la craneotomia, era
posteriormente sencillo calcular el

volumen real de hueso regenerado.

MO USBAR P SAGNOSTICO MDD
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3.MATERIAL Y METODO
ANALISIS HISTOLOGICO

Completado el andlisis radiologico de cada pieza experimental se procedia a continuacion d

procesarlas para su andlisis histologico.

Preparacion de muestras histologicas
« Fijacion y Descalcificacion
« Multiples secciones en planos coronales y sagitales con Microtomo semi-automatico

« Seleccion de cortes histologicos por muestreo sistematico
« Colocacion en paramoles y tincion de Hematoxilina —Eosina y Tricromico de Masson

Una vez preparadas las muestras, se procedia a realizar un andlisis cualitativo de [as mismas
(calidad del tejido regenerado, presencia de fendmenos inflamatorios, etc.) y posteriormente

se calculaba el volumen de tejido 0seo regenerado mediante un andlisis estereoldgico con

Tecnica de Cavalieri.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

CONSIDERACIONES GENERALES

« Como primera consideracion cabe considerar el modelo experimental de defecto de
tamano critico de 5 mm en craneo de rata como un modelo sencillo de utilizar, con uno
peqguena pendiente de aprendizaje gue se basaba fundamentalmente en la realizacion de

la craneotomia sin lesionar la duramadre o el seno dural.

« Salvo en el grupo inicial de puesta a punto de la tecnica, en ninguno de los grupos

experimentales se produjo el fallecimiento de ningun animal.

« No se detectaron fendmenos inflamatorios o de rechazo de los biomateriales empleados en

NINQUNO de los grupos experimentales.

« Se comprobo en los grupos control que los defectos 0seos en las craneotomias parietales se
comportaban como defectos 0seos de tamano critico con regeneraciones 0seas

Incompletas.

Imagen volumeétrica 3D de un
craneo de rata del grupo
experimental control donde se
aprecia la regeneracion oOsea
incompleta en la craneotomia

parietal izquierda

O Loughlin PF, Morr S, Bgnovic et al. Selection and development of preclinical models in fracture healing research. J Bone
Joint Surg Am.2010 90:79-84.

ASTM Standard F2721, 2008. Standard Guide for Preclinical In Vivo Evaluation in Critical Size Segmental Bone Defects. West
Conshohocken, PA: ASTM International, 2003.



4.RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS RADIOLOGICOS

Inicialmente se analizaban las reconstrucciones volumeétricas 3D para realizar una valoracion
inicial cualitativa del fendmeno regenerativo.

« Se evidencio la facilidad de manejo del programa informatico Osirix

« Se pudo obtener una adecuada identificacion de los margenes de las craneotomias en la
oractica totalidad de los sujetos experimentales. No obstante en aguellos casos en los que se
habia producido una mayor regeneracion, la demarcacion de los ROl resultd mdas complejo.

*En los grupos experimentales Control y Colloss se evidencid una morfologia similar con

defectos 6seos incompletos en la mayoria de animales.

Regeneracion osea incompleta en las craneotomias

de dos especimenes diferentes de los grupos

experimentales Control y Colloss.



4.RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS RADIOLOGICOS

*El qrupo experimental Bio-Oss presentaba una morfoloqgia de regeneracion

completa (Biomaterial Radiodenso).

Defecto 0seo relleno de b

iomaterial

NOT FOR MEDICAL USAGE

El arupo experimental DBX presentaba puenteados completos en la mayoria

de los animales pero de menor gqrosor que

el hueso nativo.

Defecto o0seo de la craneotomia
completamente puenteado en un
especimen del grupo experimental DBX
pero de menor espesor que el hueso nativo

adyacente.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS RADIOLOGICOS

«Con la herramienta 3D-MPR vy el filtro CLUT-FLOW de 16 bits se podia delimitar con mayor precision

el margen del hueso regenerado frente al hueso nativo en el margen de la craneotomia con el fin

de delimitar el verdadero volumen de tejido 0seo regenerado en los diferentes grupos

experimentales. Reconstruccion MPR con filtro CLUT-Flow

que permite identificar el margen de la

craneotomia

T T

Lo

y 284 -CH D

» Posteriormente se determinaba el volumen de hueso no regenerado y a partir del

volumen del defecto inicial se inferia el volumen real de tejido 0seo regenerado.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS RADIOLOGICOS

» Se evidencio que el volumen o0seo regenerado en los grupos DBX y Bio-Oss era superior a los grupos Control y Colloss,
siendo aparentemente superior en el grupo Bio-Oss que si recordamos de la infroduccion era el grupo experimental en el

que intfroducia una apatita carbonato con propiedades osteoconductivas.

HUESO REGENERADO

10,00
9,00

3,00

7,00

0,00
5,00

4,00

Volumen Oseo (mm3)

3,00
2,00

1,00

0,00
Control BioOSS Colloss DBX
Grupos Experimentales

 En el andlisis de las varianzas de los volUmenes de hueso regenerados se objetivo que:

*DBX y Blo-Oss presentaban ditferencias significativas respecto a Colloss y Control (p<0,05)

*NO se observaron diferencias significativas entre DBX y Bio-Oss (p<0,05) .

*NO se evidenciaron diferencias significativas entre Colloss y Control (p<0,05) .

P<0.05
10,000
=
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~ 8,000
O I
LLl
u 1
O
2
LL
S 6,000
-
E') _
>
4.0007
2,000
| | | |
Control DBX COLLOS BIO-OSS

Grupo
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RESULTADOS HISTOLOGICOS

*Se evidencid que:

*DBX presenta diferencias significativas respecto a Bio-Oss, Colloss y Control.
*DBX es el grupo que presenta un potencial regenerativo significativamente
mas alto

*No hay diferencias significativas entre Bio-Oss, Colloss y Control

HUESO REGENERADO
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Grupos Experimentales
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P<0.05
10,0000~
X
LL]
S  8.0000-
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O
L 6,0000—
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‘O
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Ll
% 4,0000— L
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> _ I
2,0000 ‘ \
0,0000—
I I I I
Control DBX COLLOS BIO-0OSS
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RESULTADOS HISTOLOGICOS vs RESULTADOS
RADIOLOGICOS

* Al comparar los resultados obtenidos al evaluar el volumen 6seo regenerado mediante las
técnicas radiologicas (CBCT o Tomografia de haz conico) frente a las técnicas histoldgicas
(analisis estereoldgico de Cavlieri) se objetivdo una adecuada correlacion en todos los grupos
experimentales a excepcion del grupo Bio-0ss.

*Asi, el CBCT tiende a sobreestimar el volumen 6seo regenerado un 14% respecto al volumen
cuantificado mediante Estereologia.

*Esto es debido a que el Bio-Oss al ser una apatita carbonatada presentaba ya de base una
elevada densidad radioldégica que no permite discriminar con el CBCT ( a diferencia del micro-
CT) si se ha producido una adecuada remodelacion/regeneracion ésea en el interior de su

estructura cristalina radiodensa.

tcion ¥
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5. CONCLUSIONES

1.El modelo experimental de craniectomia circular de 5 mm de diametro en la rata, se
ha mostrado eficaz para el estudio de la regeneracion osea y su potenciacion con

factores de crecimiento.

2.DBX®, matriz osea desmineralizada de origen humano, ha demostrado inducir un
aumento de la regeneracion osea de defectos craneales en su formulacion Putty con

carrier de Acido Hialuronico al 93%

3.Colloss-E®, matriz osea desmineralizada de origen equino no ha demostrado

aumento alguno en la regeneracion osea.

4.DBX® y Colloss-E®, no han mostrado diferencias en su comportamiento osteogenico

por el hecho de utilizar diferentes lotes de producto.

5.El hueso bovino desorganificado (Bio-Oss®) no ha mostrado efecto osteoconductor

en los defectos craneales.

5.El analisis radiologico de la regeneracion osea con Tomografia de Haz Conico, ha
obtenido resultados prometedores, si bien todavia no equiparables a los obtenidos

con el metodo estereologico.

6.La estereologia ha demostrado ser un metodo efectivo y fiable para el estudio de la

regeneracion osea de defectos craneales




