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RESUMEN: El objetivo del presente estudio fue establecer la influencia de diferentes materiales en el proceso de regeneración
ósea de alveolos post exodoncia de ratas hembra adultas ovariectomizadas (OVX). Para ello, se utilizaron 40 ratas sprague dawley,
divididas en grupo experimental (OVX) (n=20) y grupo control (Sin ovariectomía) (n=20). Todas las ratas del grupo experimental fueron
sometidas a ovariectomía bilateral para simular un estado de osteoporosis inducida por déficit de estrógeno. Posterior a 12 semanas post
OVX, las ratas de ambos grupos fueron divididas en 4 subgrupos, en los cuales fue extraído el primer molar superior derecho de cada
rata. Posteriormente, las terapias realizadas en los alveolos post-exodoncia fueron: A: (N=5) Alveolo no rellenado para ser utilizado
como control negativo. B: (N=5) Aplicación de injerto bifásico (HA+BTCP). C: (N=5) Aplicación de PRF. D: Aplicación de una combi-
nación de injerto bifásico + PRF. Luego de tres semanas se realizó la eutanasia de los animales y obtención de las muestras para los
análisis respectivos. Todos los animales sobrevivieron al final del estudio sin ninguna complicación postoperatoria. Los resultados
cuantitativos del área ósea interradicular del segundo molar superior, mostraron diferencias estadísticamente significativas entre grupo
control y grupo OVX. Mientras que no se observaron diferencias en la descripción histológica ni en el análisis cuantitativo de fibras
colágenas tipo I y III. Es posible concluir que el modelo de osteoporosis inducida por déficit de estrógeno modificaría también la
microarquitectura ósea de la Maxila. No obstante, nuevos estudios son necesarios para continuar con el estudio de biomateriales para
regeneración ósea en modelos de osteoporosis inducida.

PALABRAS CLAVE: Osteoporosis, Injerto óseo, Ovariectomía

INTRODUCTION

La preservación alveolar post exodoncia, es un pro-
cedimiento ampliamente utilizado y de gran utilidad al pla-
nificar la rehabilitación implanto asistida de zonas edéntulas,
ya sea en maxila o mandíbula, para así evitar el colapso y
reabsorción de las estructuras óseas. Para dicho fin, existe
en la actualidad una amplia gama de materiales de relleno
posibles de utilizar al interior de estos alveolos post
exodoncia, siendo el “gold standard” el hueso autógeno o
hueso del propio paciente. No obstante, éste posee ciertas
desventajas, tales como la necesidad de un sitio donante del
propio paciente, ya sea intraoral o extraoral, lo cual aumen-
ta la morbilidad, específicamente del sitio donante (Restoy-

Lozano et al., 2015), además de un aumento en los tiempos
quirúrgicos, cantidad de cirugías, cantidad de hueso dispo-
nible a extraer (Restoy-Lozano et al.) entre otras.

Si bien el hueso autógeno es el “gold standard” debi-
do a que es el único que posee las tres características ideales
para la regeneración ósea, que son osteogénesis,
osteoconducción y osteoinducción, (Restoy-Lozano et al.)
no es la opción más favorable de utilizar en sujetos con al-
guna condición sistémica que provoque una baja calidad o
densidad ósea, como por ejemplo la osteoporosis, la cual es
una enfermedad generalizada del sistema esquelético carac-
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terizada por la pérdida de masa ósea y por el deterioro de la
microarquitectura del tejido óseo, que compromete la resis-
tencia ósea y que condiciona como consecuencia una ma-
yor fragilidad ósea y una mayor susceptibilidad a las fractu-
ras (Klibanski et al., 2001). El hueso de pacientes con
osteoporosis ha demostrado una respuesta celular ineficiente
en el proceso de remodelación ósea, en las cuales la
reabsorción predomina frente a la formación de hueso. (Chen
et al., 2018) Motivo por el cual no sería el material mas
indicado a utilizar en estos pacientes.

Además del hueso autógeno, existen otras alternati-
vas para ser utilizadas como materiales de relleno, tales como
los aloinjertos, los cuales son hueso de la misma especie
pero de distinto genotipo al del huésped, siendo su principal
desventaja los procesos infecciosos que se han descritos en
su utilización. (Deluiz et al., 2016) Xenoinjertos o injertos
provenientes de otra especie, principalmente bovino o por-
cino, presentando como principal desventaja el rechazo del
injerto por parte del huésped y por ende fracaso en la técni-
ca de injerto. (Bahammam, 2016) Así como también los in-
jertos sintéticos o aloplásticos, los cuales se han desarrolla-
do para evitar las complicaciones mencionadas anteriormen-
te. Éstos materiales son principalmente osteoconductivos sin
potencial osteoinductivo u osteogénico por sí solos siendo
los más comunmente utilizados aquellos en base a
Hidroxiapatita; Beta fosfato tricálcico (b-TCP) y fosfatos
dicálcicos (Sheikh et al., 2015). Sin embargo, estos tipos de
injertos siguen teniendo una función principalmente
osteoconductiva. Es por esto, que se ha trabajado en desa-
rrollar coadyudantes en la regeneración ósea para potenciar
los efectos de ciertos rellenos óseos, como los concentrados
plaquetarios, siendo los más conocidos el PRP (“platelet-
rich plasma”) Y el PRF. (“platelet-rich fibrin”).

El PRF, es un concentrado plaquetario de segunda
generación, obtenido a través de un protocolo específico de
centrifugación de la propia sangre del sujeto. (Dohan et al.,
2006a) En el PRF es posible encontrar plaquetas, citoquinas
y factores de crecimiento de continua liberación, atrapados
en un gel de fibrina, como por ejemplo; Factor de Creci-
miento Derivado de Plaquetas (PDGF); Factor de Crecimien-
to Transformante Beta (TGF-b), Factor de crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF) (Dohan et al., 2006b) entre
otros, los cuales se sabe que tienen un rol activo en el proce-
so de regeneración ósea y actuarían como osteoinductores
en el proceso de regeneración ósea, al ser aplicados en de-
fectos óseos. (Shi et al., 2022)

La literatura científica es incipiente respecto a la com-
binación de PRF con materiales de relleno sintéticos, y si
bien, algunos estudios han mostrado que la combinación de
éstos lograría mejor regeneración ósea que aplicados de for-

ma separada (Parra et al., 2018), la evidencia de su utiliza-
ción en hueso de baja calidad como en pacientes con
osteoporosis aun es limitada. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue establecer la influencia de diferentes
materiales en el proceso de regeneración ósea de alveolos
post extracción de ratas hembra adultas ovariectomizadas.

MATERIAL Y MÉTODO

Utilizamos 40 ratas hembra (Ratus norvegicus)
Sprague Dawley de 12 semanas de desarrollo y aproxima-
damente 200-250 g, divididas en grupo experimental
(Ovariectomizados) (n=20) y grupo control (Sin
ovariectomía) (n=20). Los animales fueron obtenidos de ma-
nera aleatoria, ubicados en jaulas separadas con acceso li-
bre a agua y comida (ad libitum), con temperatura ambiente
de 20±2 ºC y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los
procedimientos de manejo de los animales fueron llevados
a cabo siguiendo las directrices establecidas en la Guía para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (2011), y
aprobado por el Comité de Ética Científico de la Universi-
dad de La Frontera, Temuco, Chile. Nº 004-19.

Ovariectomía. Todas las ratas del grupo experimental fue-
ron sometidas a ovariectomía bilateral previo anestesia ge-
neral con ketamina 80 mg/kg y xilacina 10 mg/kg. Posterior
a la anestesia, fue rasurada la región cutánea del abdomen
con una máquina eléctrica MOSER® y posteriormente apli-
cación de povidona yodada (MDK S.A.) en la zona de la
incisión. Bajo un campo operatorio estéril, se realizó la in-
cisión y acceso de la zona de interés. Posterior a la localiza-
ción de los ovarios, éstos fueron clampeados con una pinza
Kelly y se ligaron sus vasos para evitar hemorragias, para
finalmente realizar la ovariectomía. A seguir, se realizó la
sutura plano por plano con sutura reabsorbible, (ácido
poligligólico) 4.0 en las zonas más profundas, y seda 3.0 en
la piel. Como control postoperatorio, se administró Flunixin
meglumine: 1,1 mg /kg vía intramuscular cada 24 h por 3 a
4 días. El tiempo de espera post ovariectomía para generar
un estado de osteopenia fue de 12 semanas.

Protocolo extracciones. A la 12ª semana del grupo experi-
mental, las ratas fueron divididas aleatoriamente en 4 gru-
pos y se extrajo el primer molar superior derecho de cada
rata. Posteriormente, las terapias a realizar en el alvéolo post-
exodoncia de los grupos control y experimental, fueron:

Grupo A: (N=5) Alvéolo post-extracción no rellenado para
ser utilizado como control negativo.
Grupo B: (N=5) Alvéolo post-extracción, rellenado con in-
jerto bifásico (HA+BTCP).
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Grupo C: (N=5) Alvéolo post-extracción, con aplicación de
PRF.
Grupo D: (N=5) Alvéolo post-extracción, con aplicación de
una combinación de injerto bifásico + PRF.

Protocolo de preparación de PRF: Para preparar el PRF
se utilizó el protocolo de Choukron (Dohan et al., 2006a).

Todos los grupos fueron eutanasiados 3 semanas des-
pués de la intervención.

Obtención de las muestras. Luego de la fase experimental
en ambos grupos, se realizó la eutanasia de los animales con
sobredosis de Tiopental Sódico y obtuvieron las muestras
para su posterior análisis.

En ambos grupos (experimental y control) y en to-
dos sus subgrupos (A, B, C y D) se realizaraon análisis
histológicos e histomorfométricos, incluyendo un N de 5
animales en cada subgrupo.

Procesamiento y análisis histológico. Después de extraí-
das las muestras fueron fijadas en formalina tamponada al
10 % por 48 h. Luego, fueron descalcificadas en EDTA
tamponada al 10 % por dos a tres meses, deshidratadas en
una batería de alcoholes ascendentes e incluidos en Paraplast
(Histosec® pastilles, Merck Millipore, Darmstadt, Alema-
nia). Se realizaron cortes de 6 µm de grosor con disposición
proximo-distal, en un micrótomo (Leica® RM2255, Wetzlar,
Alemania). Los cortes fueron teñidos con Hematoxilina &
Eosina para su análisis histológico. Todas las muestran fue-
ron analizadas bajo microscopía de luz. El análisis descrip-
tivo de las muestras fue realizado empleando microscopía
de luz (Leica® DM750, Wetzlar, Alemania).

Cuantificación de fibras colágenas. Para la cuantificación
de colágeno I y III en tejido óseo, los cortes histológicos
fueron teñidos con Sirius Red F3BA 0,1 % p/v (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, EE.UU.) durante 1 h en solu-
ción acuosa saturada de ácido pícrico (Merck, Darmstadt,
Alemania). Posteriormente, fueron enjuagados en ácido clor-
hídrico 0,01 N (Merck, Darmstadt, Alemania) durante 2 min,
lavados en agua destilada, teñidos con Hematoxilina de
Harris (Merck, Darmstadt, Alemania) por 2 min, y lavados
en agua corriente. Finalmente, los cortes fueron
deshidratados en alcoholes ascendentes, aclarados en Xileno
(Merck, Darmstadt, Alemania) y montados con Entellan®
(Merck, Darmstadt, Alemania).

Examen histológico. El análisis descriptivo de las mues-
tras fue realizado considerando los patrones de regenera-
ción ósea, tales como: presencia de reacción inflamatoria y
de tejido conectivo, estableciendo una relación con las dife-

rentes etapas de la reparación ósea. Se analizó la presencia
o ausencia de focos necróticos y hemorrágicos y actividad
osteoclástica y osteoblástica en la periferia del defecto, como
en el centro del mismo, empleando microscopía de luz
(Leica® DM750, Wetzlar, Alemania).

Análisis fenotípico en hueso maxilar. Para determinar la di-
ferencias fenotípicas respecto a la calidad de tejido óseo de la
maxila entre grupos control y ovariectomizado, se realizó un
análisis de área de ocupación ósea interadicular,
específicamente, BAFO (Bone Area Fraction Occupancy) en
el hueso interadicular del segundo molar de cada rata, utili-
zando el software Image J (NIH, Bethesda, Maryland, USA.).

Análisis estadístico. Las diferencias en los datos cuantitati-
vos fueron evaluadas a través del test de Shapiro-Wilk y la
prueba de Levene. Las diferencias entre los grupos fueron
analizadas a través de ANOVA a una vía, seguido por la
prueba Post Hoc de Tukey. P <0,05 fue considerado
estadísticamente significativo (IBM SPSS Statistics, Versión
21, IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.).

RESULTADOS

Análisis histológico. El análisis microscópico en los grupos
control y experimental, no reveló la presencia de focos
necróticos ni secuestros óseos. En el subgrupo sin rellenar y
rellenado solamente con PRF se pudo apreciar remodelación
ósea incipiente, con abundante cantidad de tejido conectivo
(Figs. 1A y 1B) Mientras que, tanto en los alvéolos de los
grupos rellenado con injerto bifásico, como injerto bifásico +
PRF, fue posible apreciar fragmentos del injerto aún en
remodelación, aparentemente sin diferencias entre ellos, res-
pecto al grado de maduración del tejido óseo a las 3 semanas.
(Figs. 1C y 1D)

Análisis fenotípico en maxila. Los resultados cuantitativos
del área de hueso esponjoso en la zona interradicular del se-
gundo molar superior (Fig. 2), mostraron diferencias
estadísticamente significativas entre grupo experimental y
grupo OVX, siendo el área de hueso significativamente me-
nor en el grupo OVX comparada con el grupo control.
(p=0,001).

Cuantificación de fibras colágenas. El análisis cuantitati-
vo de fibras colágenas mediante luz polarizada, la cual dife-
rencia entre fibras tipo I de un color más rojizo, y las fibras
tipo III de coloración más verdosa (Figs. 3A y 3B) no mos-
tró diferencias cuantitativas ya sea entre grupos control y
OVX o entre tipos de material de relleno de los alveolos
post exodoncia. (Figs. 4 y 5)
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Fig. 1 A. Alvéolo Post-Exodoncia sin rellenar. Tinción H & E. 1 B. Alvéolo Post-Exodoncia sin rellenar. Tinción H & E. 1 C. Alvéolo
Post-Exodoncia relleno con injerto bifásico. Tinción H & E. 1 D. Alvéolo Post-Exodoncia relleno con injerto bifásico. Tinción H & E.

DISCUSIÓN

El modelo de osteoporosis inducida por déficit de
estrógeno ha sido validado previamente por Parra et al.,
(2021) en un estudio realizado en ratas. Estos autores repor-

taron en la porción distal del fémur en el grupo OVX, una
disminución considerable en el grosor de la cortical del hue-
so, siendo éste reemplazado por hueso esponjoso y pérdida

PARRA, M.; ROMERO, I. & OLATE, S. Influencia de diferentes materiales de relleno en alvéolos post exodoncia de ratas ovariectomizadas (OVX). Int. J. Morphol., 40(3):832-838, 2022.

A

B

C D



836

Fig. 2. Zona segundo molar superior derecho en cuya zona
interradicular (Encerrado con negro) se realizado el análisis de
BAFO (“Bone Area Fraction Occupancy”)

de la organización de los osteocitos. Mientras que en la
médula ósea, observaron menor cantidad de tejido
hematopoyético y mayor cantidad de tejido adiposo
unicelular o blanco. Los resultados del presente estudio, in-
dicarían que los efectos de la osteoporosis inducida mediante
ovariectomía, no solamente afectaría a los huesos largos, si
no también otro tipo de hueso tales como la maxila.

El modelo de extracciones dentarias en ratas es difí-
cil de abordar, los molares de rata poseen raíces muy finas,
la cuales recurrentemente se fracturan al momento de reali-
zar la exodoncia, lo cual requiere de un abordaje quirúrgico
más invasivo el intentar retirarlas del alveolo correspondien-
te. Existen reportes en la literatura en el cual han subsanado
la complicación de las raíces que persisten al interior del
alveolo realizando su eliminación con una fresa quirúrgica.
(Egashira et al., 2022) No obstante, realizar dicho proceso,
elimina el ligamento periodontal remanente post extracción,
el cual es de vital importancia para la regeneración alveolar,
siendo esta una de las explicaciones que los autores del pre-
sente estudio dan al hecho de no haber encontrado diferen-
cias significativas entre grupos.

Fig. 3 A. Grupo control sin
rellenar.  Picrosirius.

Fig. 3 B. Grupo experimen-
tal (OVX) sin rellenar.
Picrosirius.
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Si bien el presente estudio no mostró diferencias apa-
rentes al aplicar el material de injerto solo o en combina-
ción con PRF, si podemos ver que el PRF por si solo no
logró diferenciarse de dejar el alveolo vacío, lo cual con-
cuerda podría explicarse debido a que al ser un relleno sola-
mente osteoinductor, sin características osteoconductivas por
si mismo, no brindaría las condiciones necesarias para ge-
nerar un proceso óptimo de regeneración ósea.

Estudios previos han mostrado diferencias entre ma-
teriales de relleno no solo mediante estudios histológicos, si
no también mediante inmunohistoquímica y estudios
moleculares. Al respecto, Bac´evic´ et al., (2019) en un es-
tudio realizado en calota de conejos con diabetes inducida,
utilizaron una combinación de un xenoinjerto con L-PRF,
encontrando un aumento en los niveles de MMP-9, el cual
está involucrado en el proceso de regeneración ósea al ser
“gen target” para miR-21 (Darabi et al., 2016). Mientras

que Kangwannarongkul et al., (2018) en un estudio realiza-
do en ratas, en el cual compararon aloinjertos con
xenoinjertos reportaron que en ambos materiales de relleno,
hubo un incremento en la expresión de Runx2, Fosfatasa
Alcalina (ALP), Osteopontina (OPN) y Osteocalcina (OCN)
Por lo tanto, análisis moleculares por ejemplo mediante cul-
tivo celular de las muestras óseas extraídas y posterior aná-
lisis mendiante qPCR, serían de gran utilidad para identifi-
car diferencias entre materiales de relleno.

Si bien los resultados del presente estudio no mues-
tran diferencias entre los distintos materiales de relleno, si
permiten establecer que el modelo de osteoporosis inducida
por déficit de estrógeno modificaría también a
microarquitectura ósea de la Maxila. No obstante, nuevos
estudios son necesarios para continuar con el estudio de
biomateriales para regeneración ósea en modelos de
osteoporosis inducida.

Fig. 5.  Gráfica estadística fibras colágenas tipo I por Grupo (Control y OVX) y subgrupo
(Tipo de relleno).

Fig. 4.  Gráfica estadística fibras colágenas tipo I por Grupo (Control y OVX) y subgrupo
(Tipo de relleno).
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PARRA, M.; ROMERO, I. & OLATE, S.  Influence of different
graft materials on post extraction sockets of ovariectomized
rats (OVX). Int. J. Morphol., 40(3):832-838, 2022.

SUMMARY:  The aim of the present study was to establish
the influence of different materials on the process of bone
regeneration in post-extraction sockets of ovariectomized (OVX)
adult female rats. For this, 40 Sprague Dawley rats were used,
divided into an experimental group (OVX) (n=20) and a control
group (without ovariectomy) (n=20). All rats in the experimental
group underwent bilateral ovariectomy to simulate a state of
estrogen deficiency osteoporosis. After 12 weeks post OVX, rats
from both groups were divided into 4 subgroups, in which the upper
right first molar of each rat was extracted. Subsequently, the
therapies performed in the post-extraction sockets were A: (N=5)
Unfilled alveolus to be used as a negative control. B: (N=5) Biphasic
graft application (HA+BTCP). C: (N=5) PRF application. D:
Application of a combination of biphasic graft + PRF. After three
weeks, the animals were euthanized, and the samples were obtained
for the respective analyses. All animals survived to the end of the
study without any postoperative complications. The quantitative
results of the interradicular bone area of ??the upper second molar
showed significant differences between the control group and the
OVX group. While no differences were observed in the histological
description or in the quantitative analysis of collagen fibers type I
and III. It is possible to conclude that the model of osteoporosis
induced by estrogen deficiency would modify the bone
microarchitecture of the Maxilla. However, new studies are
necessary to continue with the study of biomaterials for bone
regeneration in models of induced osteoporosis.

KEY WORDS: Osteoporosis, Bone Graft, Ovariectomy.
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