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Resumen

En este articulo se evallan las caracteristicas osteoinductivas y
osteoconductivas de una pasta o6sea preparada a partir de fosfato de calcio
tipo hidroxiapatita, proteina morfogenética dsea y colageno, capaz de inducir
la diferenciacion de células locales a células formadoras de hueso. La pasta
preparada fue implantada en la region dorsal a nivel inter escapular, en 35
conejos de Raza Blanca de Nueva Zelanda, los cuales se distribuyeron en
7 grupos de evaluacion (7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49 dias) transcurridos estos
tiempos se retiraron los implantes para ser evaluados histologicamente por
microscopia Optica convencional y asi caracterizar los diferentes elementos
tisulares. Los resultados obtenidos se analizaron por método factorial de
correspondencias multiples con clasificacion jerarquica, el cual mostrd que se
logra estimular la induccion de hueso en sitios ectopicos, teniendo actividad
osteogénica, sin embargo, la alta cantidad de linfocitos y de eosindfilos,
evidencian respuesta inflamatoria alrededor del implante.

----- Palabras clave: Fosfato de calcio, osteoconduccion,
osteoinduccion.

Abstract

The osteoinductive and osteoconductive characteristics of a bone paste
(composed of calcium phosphate type hydroxyapatite, collagen and bone
morphogenetic protein) able induce cell differentiation local bone-forming
cells was evaluated in this work. The paste was implanted in a dorsal region
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level inter scapular of 35 New Zealand white rabbits, which were distributed
at 7 assessment panels (7, 14, 21, 28, 35, 42 and 49 days). Then, implants
were removed for histological evaluation by conventional optical microscopy
and the different elements tissue characterized. The results were analyzed
using the multi-factorial correlation with hierarchical classification, which
showed that implants stimulate the induction of bone in ectopic sites, with

osteogenesis activity. However, the high amount of

lymphocytes and

eosinophils evidence inflammatory response around the implant.

----- Keywords: Calcium phosphate, osteoconduction, osteoinduccion

Introduccion

Defectos, traumas, resecciones € incluso infec-
ciones causan dafios en el sistema esquelético,
para lo cual se hace necesario la regeneracion
Osea y para ello, el uso de materiales de elevado
potencial regenerativo en el campo de la ortope-
dia y cirugia maxilofacial, ha llevado a investi-
gar en nuevos materiales que logren sustituir el
hueso [1,2]. En estos casos, un injerto de hueso
autdlogo es lo mas optimo para tal efecto, sin
embargo, estudios recientes han reportado mor-
bilidad del sitio donador hasta de un 10% [3],
disminuyendo su uso. Ademas, las cantidades
de material de que se dispone suelen ser insufi-
cientes y es imposible controlar la resorcion del
mismo. Por tal motivo se han buscado alternati-
vas a este tipo de injertos, utilizando ceramicas
de fosfato de calcio y compuestos de cerdmicas
[2-4]. Entre las ceramicas mas utilizadas se en-
cuentran los fosfatos de calcio tipo hidroxiapa-
titas, cuya composicion quimica es similar a la
encontrada en los huesos y dientes de los ma-
miferos, haciendo que su osteointegracion sea
excelente, aunque la principal desventaja es
su elevada fragilidad, y sus pobres propiedades
mecanicas, ya evaluadas en ensayos “in vitro”
[5]. La efectividad de este tipo de ceramicos han
sido confirmadas en diversos experimentos “in
vivo” desde el campo clinico hasta la ortopedia
y la cirugia maxilofacial [6-8]. El trabajo con
mezclas de materiales de diversos tipos ha sido
desde algun tiempo la base de investigaciones
realizadas por investigadores como Friess y co-
laboradores [9], quienes fabricaron mezclas de
coladgeno y proteinas morfogenéticas o Rivera y
colaboradores [10] quienes mezclaron proteinas
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morfogenéticas e hidroxiapatita con el fin de in-
ducir la diferenciacion celular de tipo osteoblas-
tico. Con el fin de realizar un aporte en el area,
se planteo6 la idea de preparar una pasta maleable
con caracteristicas osteoconductivas y/o osteo-
inductivas, que mejore su manipulacion a la hora
de ser implantada, combinando fosfato de cal-
cio, porteinas morfogenética y colageno sin que
esto altere las propiedades buscadas en la pasta.
Por otro lado, la pasta a producir y evaluar satis-
face las necesidades de la medicina en el campo
de la cirugia plastica y ortopédica de producir
un material facil de manipular y almacenar, que
se adhiera al sitio de implante, mostrando tanto
actividad osteoinductiva como osteoconductiva,
ademas térmicamente entrecruzable, lo cual le
proporciona la rigidez para un implante 6seo y
sustancialmente bioabsorbible.

Procedimiento experimental

Sintesis y caracterizacion del fosfato de
calcio

La obtencion del fosfato de calcio tipo hidroxia-
patita se realizé mezclando sales precursoras de
nitrato de calcio y fosfato de amonio (ajustadas
en pH con soluciéon amoniacal al 25%) en un
reactor plastico con agitacion constante por 24
horas a temperatura ambiente, siguiendo la me-
todologia usada de trabajos anteriores [11,12].
Una vez completada la reaccion, se lavo el pre-
cipitado con abundante agua destilada hasta
eliminar los subproductos generados y el pre-
cipitado obtenido se secd a 120 °C por 4 horas
para eliminar completamente la humedad. Una
pequeia fraccion del polvo obtenido se calcind



a 1050°C por 4 horas para evaluar la cristalini-
dad, y la cantidad de muestra restante fue calci-
nada a 750°C por 4 horas para obtener el fosfato
semicristalino necesario para la fabricacion de
la pasta 6sea deseada.

Difraccion de Rayos X (DRX)

Se realizaron difractogramas a temperatura am-
biente utilizando un difractdometro marca Sie-
mens D 501 con radiaciéon de anodo de cobre
monocromatico, con filtro de niquel y detector
proporcional (CuK , A= 1.5406A). Los difracto-
gramas fueron corridos en un rango de 26 entre
5°y 50°, con un paso de 0.08° y 2 segundos por
paso.

Espectroscopia de Infrarrojo (IRTF)

La prueba espectroscopica se llevod a cabo en el
espectrofotometro de infrarrojo MATTSON 5000
del laboratorio de Métodos Analiticos de la Uni-
versidad de Antioquia usando un espectro fun-
damental entre 450 y 4000 cm™ y utilizando una
pastilla de bromuro de potasio (KBr).

Microscopia Electrénica de Barrido
(MEB)

Las pruebas de microscopia electronica de barri-
do se realizaron en el equipo JEOL JSM-590LV
de la Universidad Nacional sede Medellin.

Preparacion de la pasta 6sea

El fosfato de obtenido fue llevado a tamafio de
particula promedio de 400pm mediante macera-
do en mortero de agata segin lo reportado por
Gauthier y colaboradores [2] y esterilizado con
luz ultravioleta para analisis microbiano por re-
cuento total recuento total de mohos, levaduras y
microorganismos aerobios mesofilos.

La pasta dsea fue preparada mezclando el fos-
fato de calcio obtenido con proteinas morfoge-
néticas 6seas (GEN-PRO 950.1 Baumer S.A
Brasil-A) y colageno (GEL-COL 960.2 Baumer
S.A Brasil) en presencia de solucion fisiologica
estéril (en reemplazo del agua) en proporcion
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HA:COL:PMO:H,O de 60:20:10:10 % w/w, se-
mejante a la composicion del hueso natural en la
literatura [13].

Procedimiento quirurgico

Se escogieron 35 conejos de Raza Blanca de
Nueva Zelanda, los cuales se distribuyeron en 7
grupos para evaluacion (7, 14, 21, 28, 35,42 y
49 dias). Los conejos fueron anestesiados con ke-
tamina de 15 mg/kg, depilados y lavada la zona
de implante con clorhexidina al 0,2%. Se realiz6
una incision longitudinal de 1,5 cm bajo la piel
dorso lumbar, donde se implantaron 50 mg de
pasta 6sea maleable, se suturd con vicryl 2°0 y
se desinfectd el area nuevamente con clorhexidi-
na. El tratamiento post quirtirgico consistio en la
aplicacion de ampicilina cada 12 horas.

Evaluacion clinica e histologica

Inicialmente se evaluaron 5 conejos durante cua-
tro dias midiendo temperatura, grado de inflama-
cion, edema y limitacion funcional como parte
de una prueba piloto. Posteriormente se continud
con la evaluacion del grupo de conejos restantes
y transcurridos los tiempos de evaluacion se re-
tiraron los implantes y se tomaron biopsias para
evaluacion histologica cada semana hasta los
49 dias a partir de la intervencion. Las muestras
obtenidas se observaron por microscopia optica,
cortadas en un microtomo Reichert 2025 y tefi-
das con el método convencional de hematoxili-
na-eosina y el tricromico de Masson, adecuado
para caracterizar los diferentes componentes me-
senquimales. En la descripcidon microscopica se
tuvieron en cuenta parametros como Inflamacion
(tejido conjuntivo fibroso: fibroblastos y fibroci-
tos) y formacion dsea (osteoblastos, osteoclastos,
trabéculas, laminas dseas).

Analisis estadistico

Se utiliz6 el paquete estadistico SPADN version
3.0 realizando un andlisis factorial de corres-
pondencia con clasificacion jerarquica para eva-
luar similitudes y disimilitudes de los conejos
con las variables propuestas y suplementada por
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la variable semana. El analisis factorial se com-
plementd con porcentajes para cada variable y
modalidad.

Resultados y discusién

Difraccion de Rayos X (DRX).

En la figura 1 se presenta el difractograma de la
muestra calcinada a 1050°C (comparado con el
reportado en la base de datos CPDS Card), en
el se observan los picos mas relevantes de la hi-
droxiapatita, con mayor intensidad a 20 = 31,8
correspondiente al plano (211), acompanado por
dos picos de menor intensidad a 260 =32 y 20 =
33 correspondientes a los planos (112) y (300)
respectivamente, y algunos picos secundarios a
20 = 25,5 correspondiente al plano (002), 26 =
34 correspondiente al plano (202); 206 = 39,5 co-
rrespondiente al plano (310), 20 = 47 correspon-
diente al plano (222) y 20 = 49 correspondiente
al plano (213). Se presenta también un pico a 20
= 30,8 correspondiente al plano (0210) que es el
pico principal del fosfato tricalcico y los picos
secundarios a 20 = 27,6 y 20 = 34 de menor in-
tensidad evidenciando la presencia de aproxima-
damente un 10% de esta fase.
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Figura 1 Difractogramas de las muestras calcinadas
a 1050°C y 750°C
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En la muestra calcinada a 750°C se observan los
mismos picos evidenciandose una drastica dismi-
nucién de la cristalinidad en los picos y cambios
en el ancho a causa de la temperatura de calci-
nacion, evidenciado por el pico principal corres-
pondiente al plano (211), el cual exhibe intensi-
dades de 490 y 430 c.p.s en la muestra tratada a
1050 y 750°C respectivamente.

Espectroscopia de infrarrojo

En la figura 2 se muestra el espectro obtenido de
la muestra tratada a 750°C.
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Figura 2 Espectro FTIR de la muestra calcinada a
750°C

El espectro de infrarrojo reportado en la literatura
para una hidroxiapatita cristalina presenta bandas
en 3600, 3578, 3500 y 633 cm™! correspondientes
a grupos OH" y bandas en 474, 571, 601, 692,
1032, 1040, 1087 y 1092 cm™ correspondientes
a grupos PO,*. La muestra tratada a 750°C pre-
senta bandas en 478, 571, 604, 633, 963, 1051,
1095, 3450 y 3600 cm, lo cual significa que se
ha logrado obtener un fosfato tipo hidroxiapatita
de muy baja cristalinidad como se requiere para
fabricar la pasta maleable y bioabsorbible.

Microscopia electrénica de barrido

En la figura 3 se muestran las micrografias obte-
nidas de la hidroxiapatita sintetizada y calcinada
a 750°C a diferentes aumentos.En las micrografias
obtenidas se logra observar la presencia de granos
de fosfato de calcio con geometria regular alarga-



da con tamafio de particula de aproximadamente
400um (arriba), los cuales al ser observados a ma-
yores aumentos (abajo) revelan una superficie con
gran rugosidad, lo cual, segin lo encontrado por
Gauthier y colaboradores [2] es un tamano adecua-
do que facilita la reabsorcion del material al entrar
en contacto con el organismo.
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Figura 3 Microscopias de la muestra de HA
calcinada a 750°C a diferentes aumentos.

Evaluacioén clinica

En la prueba piloto se presentd un aumento leve
de temperatura en el primero y segundo dia para
algunos de los conejos. Se observd ademas un
edema moderado el primer dia en tres de los co-
nejos y alguna inflamacion, hecho que no ocurrid
en dias posteriores, como se muestra en la tabla 1.

En la evaluacion de las semanas 2 a 7 hubo un
aumento leve de temperatura en el primer dia,
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mientras que en los demas dias se mantuvo la
temperatura promedio de los animales. Se obser-
v6 un edema moderado e inflamacion el primer
dia en uno de los conejos, hecho que no ocurrié
en dias posteriores y tampoco en ninguno de los
demas conejos evaluados.

Evaluacion histolégica

En la tabla 2 se presenta el crecimiento celular
segun el nimero de semanas evaluadas.

Los resultados de este estudio muestran que hubo
reaccion osteogénica en un grado de leve a mo-
derado, caracterizada por la abundante presencia
de infiltrado eosinoéfilo, como puede observarse
en la figura 4, en concordancia con Pollick [14],
quien reportd crecimiento 0seo en el 67% de los
implantes colocados en tejidos blandos.

Se encontrd que el nuevo hueso estaba en con-
tacto directo con el implante, demostrando una
respuesta osteofilica sin una interfase aparente de
tejido blando. Segiin Johnson [15], combinando
colageno con fosfato de calcio se aumenta la for-
macioén de tejido dseo en defectos radiales cani-
nos, en comparacion con fosfato tricalcico solo.

Otro importante hallazgo en este estudio fué la
respuesta de los tejidos blandos al implante, ma-
nifestada por una persistente reaccion inflama-
toria, caracterizada por presencia de eosindfilos,
células gigantes multinucleadas y neutrofilos
como se logra observar en la figura 5, en concor-
dancia con lo encontrado por Kurashina [16] y
Johnsson[17].

De acuerdo a la elevada presencia de células po-
tencialmente osteogénicas (laminas oseas, trabé-
culas y osteoblastos), la pasta dsea implantada
mostrd ser biocompatible y osteoinductiva co-
rroborando lo encontrado por Hsu [18] dada la
asociacion de las particulas de fosfato de cal-
cio con proteinas morfogenéticas y colageno,
formando un biocompuesto, lo que se atribuye
principalmente al coldgeno, como lo reportan
Reddi [19] y Chevallay [20], quienes han com-
probado en sus estudios que es biocompatible y
osteoconductivo.
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Aunque la reaccion adversa del tejido ha sido  causando decrecimiento de la viabilidad de los
generalmente atribuida a la pasta no incorpora- osteoblastos, los resultados de este estudio no
da segun Pioletti [21] quien reporta que peque- evidencian efecto alguno del tamafio de particula
flas particulas suscitan una reaccion inflamatoria de la pasta preparada.

Tabla 1 Seguimiento a grupo de prueba piloto

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
o I o I 8 < o S
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$ 2 8 £ 8 § 8 £R Y ST EREE SR GS
s 2 & 8 T E § 3 3§ & £33 E & g % &
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1 2300 39,3 + + 386 38,5 38,6
2 2000 395 + 39,1 39,0 39,1
3 1900 38,9 + 385 38,4 38,7
4 2000 39,2 + 389 38,8 38,7
5 2000 394 + 39,3 39,1 39,0
Tabla 2 Crecimiento celular segun el nimero de dias de implantacién
Estructura Semana 1 (%) Semana 3 (%) Semana5 (%) Semana7 (%)
Fibroblastos 66,6 66,6 33,3 66,6
Fibrocitos 33,3 39,9 33,3 33,3
Osteoblastos 33,3 46,65 66,6 66,6
Osteocitos 0,0 73,3 66,6 33,3
Osteoclastos 0,0 66,6 66,6 0,0
Trabéculas 33,3 33,3 33,3 33,3
Lamina 6sea 13,32 46,62 86,58 73,3
Linfocitos 66,6 66,6 33,3 66,6
Eosinofilos 13,32 66,6 86,58 66,6
Célula Gigante 19,98 66,6 53,28 0,0
Célula Cuerpo Extrafio 0,0 33,3 33,3 0,0
Necrosis 0,0 13,32 13,32 27
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Segun Villareal [22], modificaciones en la crista-
linidad del biomaterial por el proceso de sinteri-
zacion pueden también jugar un papel importante
en la adhesion celular, en la proliferacion, dife-
renciacion y metabolismo de las células osteogé-
nicas. Asi en el fosfato calcinado a 1100° C du-
rante 7 horas presentaron mas alta proliferacion,
diferenciacion y mineralizacion que aquellas
células osteogénicas mostradas en la muestra no
sinterizada.

Figura 4 Reaccion inflamatoria del tejido a la primera
semana post-implante  ('Eosindfilos, 2Inflamacion
circundante)

Figura 5 Formacion de vasos sanguineos y

respuesta inflamatoria a la segunda semana
('Eosindfilos, 2Neutréfidlo, *Células gigantes)

En este estudio se presentd leve reabsorcion del
implante. Por ello, es necesario tener en cuenta
que el porcentaje de degradacion de los implan-
tes porosos de fosfato calcico es una propiedad
importante para su aplicacion clinica. Para apli-
caciones ortopédicas donde se soporta hueso, la
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biodegradacion es deseable, mientras que en ci-
rugia craneofacial se desea que los implantes no
se degraden, en concordancia con lo expuesto por
Pollick [4].

En concordancia con Concannon [23] y Ono [24],
se reporta la presencia de hueso desde la tercera
semana postimplantacion de la pasta 6sea, (Figu-
ra 6), a la vez que se inicié remodelacion y pro-
liferacion de células hematopoyéticas (Figura 7).

Figura 6 Presencia de Laminas 6seas, observadas
a la tercera semana post-implante ('Tejido conectivo,
fibras de colageno, fibroblastos, “capa de osteoblastos
rodeando las recién formadas y *Eosindfilos).

Figura 7 Presencia células dseas en la sexta
semana post-implante ('Trabéculas de tejido 6seo,
ZReaccion inflamatoria en tejido conectivo)

Conclusiones

Se evidencid respuesta osteogénica de los anima-
les frente al implante con varias semanas de ha-
berse colocado la pasta dsea, aunque se observo
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respuesta inflamatoria y en algunos casos reac-
cion de rechazo.

A medida que aumentaban las semanas del im-
plante en los conejos se di6 la aparicion de vasos
sanguineos alrededor del implante, con forma-
cion de trabéculas e infiltrado eosinofilico, sien-
do severo en la mayoria de los casos.

En términos generales se observo desde el primer
periodo de evaluacion (semana 1) la presencia de
infiltrado polimorfonuclear eosinofilico en dife-
rentes grados.

El biomaterial evaluado presenta buenas propie-
dades para mejorar la regeneracion Osea, entre las
cuales se incluye el tamafio de particula, la pre-
sencia de colageno y la macroporosidad produci-
da por la interaccion de los elementos mezclados.

Agradecimientos

Los autores agradecen al Comité para el Desarro-
llo de la Investigacion —CODI- de la Universidad
de Antioquia por la financiacion del proyecto:
“Evaluacion de una pasta de hueso maleable
para regeneracion osea compuesta por hidroxia-
patita, colageno y proteinas morfogenéticas
oseas”

Referencias

1. T. Livingston, T. Tran, J. Mcalary, G. Daculsi. “A
comparative study of biphasic calcium phosphate
ceramics for human mesenchymal tem-cell-induced
bone formation”. Biomaterials. Vol. 26. 2005. pp.
3631-3638.

2. O. Gauthier, R. Muller, D. Stechow, B. Lamy, P.
Weiss, J. Bouler, E. Aguado, Guy Daculsi. “ In vivo
bone regeneration with injectable calcium phosphate
biomaterial: ~ Athree-dimensional micro-computed
tomographic, biomechanical and SEM study”.
Biomaterials. Vol. 26. 2005. pp. 5444-5453.

3. H. Moghadam, G. Sandor, H. Holmes, C.
Clokie.  “Histomorphometric Evaluation of Bone
Regeneration Using Allogeneic and Alloplastic Bone
Substitutes Maxillofacial Surgeons”. Journal of Oral
Maxillofacial Surgery. Vol. 62. 2004. pp. 202-213.

4. R.ChangandA. Kao. “Biomechanical and histological
studies of particulate hydroxylapatite implanted in

158

10.

11.

12.

13.

14.

femur bone defects of adult dogs”. International
Journal of Oral and Maxillofacial Surgery. Vol 29.
2000. pp. 54 - 61.

F. De la Calle. Estudio de la cinética de disolucion
de la hidroxiapatita sintética segun su grado de
cristalinidad en una solucion fisiologica artificial.
Trabajo de grado. Facultad de Ingenieria. Universidad
de Antioquia. 2004. pp. 69.

I. Ono, T. Tateshita, M. Satou, T. Sasaki and M.
Matsumoto. “Treatment of large complex cranial bone
defects by using hydroxyapatite ceramic implants”.
Plastic and Reconstructive Surgery. Vol. 104.1999. pp.
339-349.

K. Yoshida. “Osteoinduction capability of recombinant
human bone morphogenetic protein- 2 in intramuscular
and subcutaneous sites: an experimental study”.
Journal of Cranio-Maxillofacial Surgery. Vol 26.1998.
pp. 112-115.

G. Pérez. “Hidroxiapatita porosa HAP-200 como
bioimplante esférico integrado en el anoftalmos
quirargico”. Revista Cubana de Oftalmologia. Vol. 11.
1998. pp. 5-13.

W. Friess, H. Uludag, Sh. Foskett and R. Biron.
“Bone Regeneration with Recombinant Human
Bone Morphogenetic Protein-2 (thBMP-2) Using
Absorbable Collagen Sponges (ACS): Influence of
Processing on ACS Characteristics and Formulation”.
Pharmaceutical Development and Technology. Vol. 4.
1999. pp. 387-396 .

J. Rivera, C. Riafo, A. Echavarria, P. Monsalve, L.
Restrepo y C. Jaramillo. “Injertos dseos - Obtencion,
caracterizacion y evaluacion de  hidroxiapatita
Sintética y el compuesto de Hidroxiapatita Sintética
porosa — Proteinas Morfogenéticas Oseas en un
modelo experimental Lapino”. Revista Colombiana de
Ciencias Pecuarias. Vol. 17. 2004. pp. 20-28.

A. Norefla. Obtencion 'y caracterizacion de
hidroxiapatita sintética con porosidad inducida.
Trabajo de grado. Facultad de Ingenieria. Universidad
de Antioquia. 2001. pp. 94.

A. Echavarria. “Hidroxiapatita sintética de porosidad
inducida: Comparacion con el hueso calcinado”. Rev.
Fac. Ing. Univ. Antioquia. Vol. 19. 1999. pp. 56-64.

S. Dorozhkin. “Calcium Phosphates and Human
Beings”. Journal of Chemical Education. Vol. §3.
2006. pp. 713-719.

S. Pollick, E. Shors, R. Holmes and R. Kraut. “Bone
formation and implant degradation of coralline porous
ceramics placed in bone and ectopic sites”. Journal



15.

16.

17.

18.

19.

of Oral and Maxillofacial Surgery. Vol. 53. 1995. pp.
915-922.

K. Johnson, K. Frierson, T. Keller, C. Cook, R.
Scheinberg, J, Zerwekh and L. Meyers. “Porous
ceramic as bone graft substitutes in long bone defects:a
biomechanical, histological, and radiographic
analysis”. Journal of Orthopaedic Research. Vol. 14.
1996. pp. 351-369.

K. Kurashina, H. Kurita, A. Kotani. “Experimental
cranio-plasty and skeletal augmentation using
an tricalcium  phosphate/dicalcium  phosphate
dibasic/tetracalcium phosphate monoxide cement:
A preliminary short term experiment in rabbits”.
Biomaterials. Vol. 19. 1998. pp. 701-706.

M. Johnsson, G. Nancollas. “The role of brushite and
octacalcium phosphate in apatite formation”. Oral
Biology and Medicine. Vol. 31. 1992. pp. 61-82.

F. Hsu, S. Chueh, Y. Wang. “Microspheres of
hydroxypapatite reconstituted collagen as supports for
osteoblast cell growth”. Biomaterials. Vol. 20. 1999.
pp. 1931-1936.

A. Reddi. “Role of morphogenetic proteins in
skeletal tissue engineering and regeneration”. Nature
Biotechnology. Vol. 16. 1998. pp. 247-252.

20.

21.

22.

23.

24.

Preparacion y evaluacion de una pasta ésea para aplicaciones médicas

B. Chevallay, D. Herbage. “Collagen-basd biomaterials
as 3D scaffold for cell cultures: applications for tissue
engineering and gene therapy”. Medical and Biological
Engineering and Computing. Vol. 38. 2000. pp. 211-218.

D. Pioletti, H. Takei, T. Lin. “The effects of calcium
phosphate cement particles on osteoblast function”.
Biomaterials. Vol. 21. 2000. pp. 1103-1114.

D. Villareal, A, Sogal, J. Ong. “Protein adsorption and
osteoblast responses to different calcium phosphate
surfaces”. Journal of Oral Implantology. Vol. 21.
1998. pp. 67-73.

M. Concannon, M. Boschert, C. Puckett. “Bone
induction using demineralized bone in the rabbit
femur: A long-term study”. Plastic and reconstructive
surgery. Vol. 99. 1997. pp. 1983-1988.

I. Ono, H. Gunji, F. Kaneko, T. Saito, Y. Kuboki.
“Efficacy of hydroxyapatite ceramic as a carrier for
recombinant human bone morphogenetic protein”.
Journal of Craniofacial Surgery. Vol. 6. 1995. pp. 238-
244.

159



