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Resumen

Se presenta el procedimiento de obtencion de Hidroxiapatita (HA) sintética, Ca, (PO ) (OH), a
partir de fosfato de amonio y nitrato de calcio. Se incorporan fibras de celulosa, con el proposito de
obtener una buena cristalizacion de HA y combustion de la celulosa formando un material poroso. Los
andlisis muestran alta proporcion de HA y menor cantidad de fosfatos tetracdleico y tricdlcico.
Muestras de coral tratadas con fosfato de amonio (via Hidrotérmica) y muestras de coral precalentadas
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Caracteristicas osteoconductoras de la Hidroxiapatita Sintética

a 650y 1000°C, sumergidas en fosfato de amonio y posteriormente tratadas a 1050°C ¢ via pirotérmicea),
Sfueron evaluadas mediante Difraccion de Rayos X (DRX).

Por la via hidrotérmica no se obtuvo descomposicion apreciable de la red de Aragonito tipica del coral
y la via pirotérmica propuesta, exhibe una baja o nula cantidad de HA

Los resultados indican que no es posible obtener HA a partir del coral bajo las condiciones experimen-
tales evaluadas v que la coralina no se comporta como un material biocompatible para obtener regene-

racion osed.

Por iltine, «l colocar injertos alopldsticos de HA, se observe buena integracion de estos al hueso: los

procesos de remodelacion y reparacion ésea fueron adecuados y evolucionuron de forma normal. Sin
embargo, ¢l grupo que recibio como injerto aloplastico la coralina presentdé necrosis v lisis del hueso

con marcada reaccion inflamatoria.
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Introduccion

En la practica veterinaria de pequeias especies.
son comunes los episodios traumaticos con fracturas y
pérdida abundante de tejido 6sco. Son incontables los
pacientes en quienes es dificil y hasta imposible reali-
zar una buena reconstruccion del hueso en el que hay
pérdida de fragmentos relativamente grandes y laini-
ca alternativa es laamputacion del miembro. A ello le

debemos agregar la dificultad de reemplazar el tejido
oseo perdido con injertos, por los altos costos.

En el perro se utilizan los injertos de costilla y cres-
ta iliaca, pero su uso es poco frecuente pues supedita
al paciente a una doble cirugia bajo anestesia general.
También es necesario reconocer la mutilacion del sitio
donador. con la posibilidad de infeceion y del rechazo
siempre latente cuando se utilizan tejidos vivos (2).
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Estos injertos no permanecen en el organismo re-
ceptor como una unidad aislada morfolégica o
funcionalmente. Su supervivencia esta determinada por
la capacidad para conservar su vascularizacion que
poco a poco establece nexos con la del huésped para
concretar su verdadera integracion. Sus osteocitos
sufren una serie de modificaciones y mueren, pero
concomitantemente el hueso injertado es sustituido por
uno nuevo (9).

Los injertos 6seos son poco empleados y son esca-
sas las referencias para obtener conclusiones definiti-
vas sobre el resultado de su utilizacion (8). Sin em-
bargo. es un procedimiento absolutamente viable que
se puede practicar mediante el empleo de material ob-
tenido de diferentes partes del esqueleto, especialmente
de la cresta iliaca.

Los esfuerzos para lograr un sustituto aceptable que
reemplace al hueso autdgeno en transplantes quirtrgi-
cos, han sido una inquietud permanente en nuestra pro-
fesion veterinaria. Son numerosos los elementos pro-
bados y descartados como también los ensayos basa-
dos en acrilicos y siliconas, sin que el resultado final
haya sido el esperado, pues tan solo unos pocos pue-
den permanecer un tiempo prolongado o llenar los re-
querimientos basicos de un injerto ideal: que sea atoxico,
no carcindgeno ni alergénico, resistente a la destruc-
cion creada por los tejidos adyacentes, facilmente
esterilizables, de facil manipulacién, que permita la
reparacion tisular, con capacidad para incorporarse
como parte misma del organismo receptor o de
reabsorberse después de haber estimulado la
neoformacion osea (2).

Los minerales porosos de calcio y fosfatos son una
alternativa como sustitutos del hueso. Son
biocompatibles y ofrecen una quimica y superficie que
conducen a la nueva formacion del hueso. Investiga-
ciones recientes utilizan HA y fosfato tricalcico asi
como la combinacion de estos dos minerales. (2, 3, 6)

También es factible la utilizacién de materiales iner-
tes similares al hueso, tales como la HA sintética u
obtenerla a partir de esqueletos de corales marinos con
la ventaja de su porosidad que facilitaria la
vascularizacion e integracion del implante al hueso (6).

El uso de corales marinos, seria una posible solu-
cion a los problemas de los injertos 6seos, debido a que
su componente principal (el carbonato de calcio), po-
dria ser convertido en hidroxiapatita pura o en fosfato
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tricalcico mediante cambios hidrotérmicos. Por lo tan-
to, el objetivo del presente estudio fue evaluar la capa-
cidad de la HA sintética y la HA derivada de los cora-
les marinos como posible sustituto del mineral 6seo.

Materiales y métodos:

La HA tiene por formula Ca (PO,) (OH), y es el
constituyente mas parecido a la fase mineral de los
huesos y los dientes 7). Su biocompatibilidad, ha sido
ampliamente comprobada. asi como los otros tipos de
fosfatos de calcio, especialmente los tipos tricalcico y
tetracélcico. La HA se puede producir por varios mé-
todos:

Via nitrato de calcio / fosfato de amonio
Via acido fostérico / hidroxido de calcio
Via coralina / fosfato de amonio.

W —

Obtencion y caracterizacion de HA sintética:
La reaccion base para su obtencion por la via del
nitrato de calcio/fosfato de amonio es:

10Ca(NO,), 41,0 + 6NHH,PO, + [4NILOIl —

Ca

o

(PO,),(OH), + 20NI,NO, + 5211,0

La reaccion anterior llega a completarse casi en un
100% en condiciones basicas y por ello, es imprescin-
dible trabajar con un exceso de nitrato de amonio. Esta
base es esencialmente importante en la sintesis de la
HA, ya que en el caso de que el nitrato de amonio se
atrape dentro de la matriz de HA en el proceso de
precipitacion, mediante el tratamiento térmico poste-
rior (950-1050°C), ocurre la pirélisis del nitrato de
amonio, volatilizaindose completamente, sin dejar resi-
duos solidos (4).

Para la obtencion y caracterizacion de la HA sintética
se utilizaron reactivos analiticos y de acuerdo con el
peso molecular y a la pureza, se calcularon las canti-
dades estequiométricas, para conseguir un total de 20
grde HA. Se utilizaron 47.018 gr de nitrato de calcio y
13.88 gr de fosfato de amonio monobasico.

Preparacion de la solucion de Nitrato de Calcio:

Para la disolucion del Nitrato de Calcio se utilizé un
agitador mecénico, a 170 r.p.m., con aspas de acero
inoxidable recubiertas con Resina de Poliester Andercol
Cristalan 809"™ utilizando recipientes de plastico, con
el fin de evitar contaminacién metalica, provistas de
tapa perforada para evitar contaminacion con polvo
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de la atmésfera. Se disolvieron 47,018 gr. de Ca(NO3),
en 1100 ml de agua destilada para un pH inicial de
cinco. Seguidamente se adicionaron 125 ml de NH4OH
para obtener un pH final de doce y por tltimo se adi-
cionaron agua destilada hasta un volumen total de 1800
ml.

Preparacion del fosfato de amonio:

Se tomaron 13,88 gr. de NH H,PO,, se diluyeron
en 1700 ml de agua destilada para un pH inicial de
cinco. Luego se adiciond amoniaco (75 ml) para obte-
ner un pH final de doce y se ajustaron 3000 ml de
volumen total con agua destilada.

Procedimiento de reaccion:

Se adiciond el fosfato de amonio sobre el nitrato de
calcio a un flujo de 3000 ml/h, mediante manguera de
caucho provista de dosificador de soluciones salinas,
con agitacion por 24 horas y seguida de reposo por el
mismo tiempo para una decantacion del supernatante.
Posterior a ello se realizaron dos lavados con agua des-
tilada con agitacion durante una hora. Finalmente se
hizo una separacion sélido-liquido mediante un embu-
do Buchner y se tomaron 600 ml de solucion con 10 gr
de HA y se le adicionaron 3 gr de celulosa. Esta “tor-
tilla” fue secada a 90°C / 15 horas y sinterizada una
parte a 950°C y otra a 1050°C / 2.5 horas y se les
realizo analisis de Difraccion de Rayos X (DRX).

La celulosa se obtuvo por molienda de papel de
filtro analitico en molino de martillos, utilizando malla
de cribado de 3mm y extraccion neumatica. El objeti-
vo de adicionar la celulosa, es que esta quede atrapa-
da en el proceso de filtrado dentro de la tortilla de HA
y con el tratamiento térmico de alta temperatura, 950°C
0 1050°C, se desea que ocurra pirolisis de las fibras de
celulosa, creando un poro, cuyo diametro promedio es
de 100 micras aproximadamente y a la vez mejorar la
cristalinidad de la HA.

Caracterizacion de muestras de coral tratadas
con fosfato de amonio por vias hidrotérmica y
pirotérmica:

Los esqueletos de corales marinos, que corresponden
a un carbonato de calcio y cuya red cristalina es del
tipo aragonito, se pueden usar como base para lograr
un intercambio de los carbonatos por los fosfatos y
producir un material cuya red cristalina corresponda a
la Hidroxiapatita, Ca (PO,) (OH),. La HA coralina
tendria una excelente biocompatibilidad puesto que su
porosidad es similar al de los sistemas Haversianos
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normales de los huesos. La reaccion base para la ob-
tencion de HA coralina es:

10CaCOAONHOHPO 21,0 — Ca, (PO,) (OH)A6(NTT).CO#ILCO,

Seglin Roy et al, citado por Cardona 1997 (5). la
reaccion anterior requiere temperaturas de 250/260°C,
15000psi y tiempos hasta de 24 horas.

Arita et al, citado por Cardona 1997 (5), produce
HA coralina, tomando como base las siguientes reac-
ciones:

6CaHPO +CaCO, — 3Ca,P,0+4CaCO+3H.0  (a 450°C)

(PO, (OH)+2H,044CO, (2 800°C)

3Ca,P0+4CaCO+3H,0 — Ca

y partiendo de fosfato acido de calcio.

Via hidrotérmica:

Se cortaron fragmentos de coral de | cm' y se co-
locaron en solucion de hipoclorito de sodio al 5% /24
horas. Seguidamente se hizo un lavado con solucion
salina estéril y secado en horno a 100°C / 1 hora. Se
prepard una solucion mezclando partes iguales de
fosfato acido de diamonio y agua destilada, para colo-
car los fragmentos de coral a partes iguales por peso,
en un recipiente de aluminio que poseia cierre hermé-
tico y se llevaron al autoclave por 24 horas. Se hicie-
ron analisis de DRX, Andlisis termogravimétrico (TGA)
y Analisis térmico diferencial (DTA) (8).

Via pirotérmica:

Cuatro muestras de coral de igual peso (2.53 gr)
fueron calentadas por 0.5 h / 700°C la primera mues-
tra, 800°C la segunda, 900°C la tercera y 1000°C la
cuarta. Las cuatro fueron sumergidas en una solucion
preparada con 2.53 gr de fosfato de amonio y 146 ml
de agua destilada y luego se trataron a 1050°C /2.5 h.
En este ensayo, se tomaron difractogramas solamente

(8).

Descripcion de las caracteristicas

osteointegradoras de la HA sintética y Coralina
(HA derivada de corales marinos)
En esta investigacion se utilizo el protocolo experimental
IF 981-93 de ASTM para evaluar la reaccion de los
tejidos a biomateriales utilizados en injertos quirirgi-
Cos.
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Se trabajo con un total de 24 conejos machos, adul-
tos, raza Nueva Zelanda, divididos en tres grupos al
azar asi:

Grupo 1: Grupo control, para apreciar el tiempo normal
de regeneracion osea.

Grupo 2: Grupo de injerto aloplastico con HA sintética.

Grupo 3: Grupo de injerto aloplastico con Coralina.
(HA derivada de corales marinos).

Cada grupo estaba formado por ocho conejos, de
los cuales dos de cada grupo se sacrificaron semanal-
mente.

Todos los animales se mantuvieron en condiciones si-
milares de alimentacion y bajo parametros ambienta-
les estables de temperatura. Las caracteristicas de ma-
nejo pre y postoperatorio se mantuvieron constantes.

A todos los pacientes, previo examen clinico y me-
diante procedimientos quirtrgicos se les creé un de-
fecto dseo de forma circular de 2 mm de didmetro y
de profundidad igual al espesor de la corteza, en el
tercio proximal de la tibia, cara medial, para la coloca-
¢ion del injerto por presion digital. A todos los anima-
les se les colocd el injerto en la misma sesion quirdrgi-
ca y con la cautela necesaria para impedir su movi-
miento en los tejidos.

El manejo postoperatorio consistio en mantener una
terapia antibiotica con Ampicilina a dosis terapéutica
con limpieza y desinfeccion del drea quirdrgica dos ve-
ces al dia, hasta que la cicatrizacion superficial fuese
completa (promedio diez dias), teniendo cuidado para
asegurar que los animales no se lesionaran o se conta-
minaran antes o después del injerto.

La evaluacion de los pacientes se hizo mediante
examen clinico diario: aumento de la temperatura, ede-
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ma, dolor, cojera, limitacion funcional. desplazamiento,
toma de alimento.

Se tomaron radiografias de cada individuo inme-
diatamente después de la cirugia y antes del sacrificio.
Las placas se tomaron en posicion lateral y antero-
posterior y se evaluaron los siguientes parametros: in-
cremento de la densidad en los bordes del orificio, cam-
bios dseos con relacion al injerto alopléstico. absorcion
del injerto, migraci¢n del injerto, reaccion periostica,
penetracion del injerto a través del hueso y fractura
del hueso.

Se sacrificaron dos animales de cada grupo, con el
fin de tomar las muestras para el examen
histopatologico a la primera, segunda, tercera y cuarta
semana postquirrgica.

El animal que murié antes de la fecha esperada
para el sacrificio, fue examinado para determinar la
causa de su muerte y se acordo incluirlo en la prueba.

Antes de tomar la muestra para la biopsia, se hizo
la valoracion macroscopica de la zona injertada. Los
cortes histologicos fueron teiiidos con hematoxilina-
eosina. En la descripcion microscopica se tuvieron en
cuenta los siguientes parametros: duracion del injerto
en semanas, fibrosis alrededor del injerto, yemas
vasculares y/o vasos sanguineos, inflamacion, leucocitos
polimorfonucleares, linfocitos, eosinofilos, células
plasmaticas, macrofagos, degeneracion, células gigan-
tes, reaccion a cuerpo extrano, formacion osea. inte-
gracion del injerto al hueso y necrosis.

Para la evaluacidon se tomd un puntaje de 0 a 3
basado en el niumero de elementos en alto poder (470
X) de un promedio de 5 campos.

(Vertabla N" 1)

Tabla 1 Tiempo de Evoluciin al momento del sacrificio

Tiempo Control

HA

Coralina

ConejoN°1y2
ConejoN"3y4
Conejo N5y 6
ConejoN"Ty 8

| semana
2 semana
-

J semana

4 semana

ConejoN"1y6
ConejoN°2vy3
ConejoN"4y 5
Conejo N5y 6

ConejoN" 1 y2
ConejoN"3y 6
ConejoN"4 v 5
Conejo N5y 6
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Resultados

Preparacion de materiales. A las muestras de
HA tratadas a 950 y 1050°C por 2.5 horas, se les
hizo DRX en Difractometro SHIMADZLU. con
catodo de CuK, conteos de 2000 cps, velocidad de
2°/min.. constante de tiempo = 1. velocidad del pa-
pel: lenta. La muestra obtenida con reactivos ana-
liticos contiene HA cerca del 85% y el 15% res-
tante es fosfato tetracalcico y fosfato tricalcico del
tipo whitlockita.

El aumento de la temperatura desde 950 a 1050°C
mejord la resistencia compresiva aunque no fue
sistematicamente evaluada.

Puesto que la muestra contiene bdsicamente
fosfatos de calcio del tipo HA y fosfatos de calcio
tetracalcicos y tricdlcicos con una estructura po-
rosa, se esperan caracteristicas de buena
biocompatibilidad y ausencia de reacciones adver-
sas en el hueso en el proceso de osteointegracion.

La muestra de coral tratada por via hidrotérmica
con fosfato de amonio, siguiendo el procedimiento
sugerido para su tratamiento en autoclave a 130°C,
24 psiy 24 horas, solo mostré una pequena canti-
dad (3% aproximadamente) de HA. EI resto
(95%). correspondio a la estructura del aragonito,
CaCO3, tipica de los corales marinos. Por lo tanto,
la descomposicion del aragonito por la via
hidrotérmica fue muy baja.

El TGA para estas mismas muestras permite acla-
rar ¢l proceso de liberacion del agua atrapada en
la red cristalina, (a temperaturas entre 320 y 350°C)
y del CO. (desde 600 hasta 800°C) con una pérdi-
da de peso muy importante. EI DTA confirmé es-
tas dos reacciones de una manera endotérmica,
siendo mas fuerte en el caso del desprendimiento
del CO, que en el caso del agua atrapada en la red
cristalina.

Las muestras de coral tratadas a temperaturas en-
tre 650 y 1000°C /0.5 horas, sumergidas en fosfato
de amonio y calentadas de nuevo a 1050°C /2.5
horas. no mostraron HA sino un tipo de fosfato de
calcio, el cual no fue posible identificar ni como
monocileico, dicalcico, tricalcico o tetracéleico. La
maxima cantidad de este compuesto se encontro
cuando la descomposicion del coral se llevo a cabo
a 800°C /0.5 hora. Si la temperatura era superior o

S
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inferior a esta, aparecian muy posiblemente. fosfato
tricaleico y en menor cantidad fosfato tetracalcico.
ambos de muy baja cristalinidad.

Examen Clinico: Los parametros de aumento de
temperatura, inflamacion. edema, exudados. apo-
vo de miembro afectado y otros no presentaron
ninguna alteracion en el grupo control: para el gru-
po injertado con Hidroxiapatita se aprecia infla-
macion de leve a moderada con apoyo entre los 2
y 4 dias, mientras que cn el grupo N 3 se presen-
ta inflamacion severa en la mayoria de los anima-
les y edema de leve a moderado al igual que los
exudados

Evaluacion radiologica:

Grupo Control. En las radiografias tomadas in-
mediatamente después de la cirugia, se pueden ob-
servar los orificios en la cara medial del tercio
proximal de la tibia de todos los pacientes a excep-
cion del niimero cuatro en el que este orificio se
encuentra a nivel del tercio medio. Dos semanas
después de la cirugia se empiezan a apreciar cam-
bios radioldgicos como aumento de la densidad en
el orificio. lo cual nos indica que puede haber cam-
bios en su contenido. A las tres semanas, se pudo
apreciar aumento en la radioopacidad de los bor-
des del orificio, indicativo de osteogénesis y a la
cuarta semana los orificios se encontraban com-
pletamente cerrados. En ninguno de los pacientes
se presentaron cambios como osteolisis o reaccion
periostica.

Grupo Hidroxiapatita. Inmediatamente despues
de la cirugia, se pueden observar particulas
radioopacas de aproximadamente 1 a 3 mm en el
orificio.

| semana: injerto en su sitio, sin reaccion periostica
ni inflamatoria.
2 semanas: se puede apreciar reabsorcion del in-

jerto, indicada por disminucion en su radioopacidad.

3 semanas: disminucion en el tamano del injerto.
4 semanas: la densidad en el drea del defecto es
muy similar a la del hueso sano.

Grupo Coraling.  En las radiografias tomadas cl
dia de la cirugia se pueden apreciar muy bien los
arificios. pero no el injerto colocado debido a que
este material no es muy radioopaco.

A las 3 v 4 semanas se puede apreciar aumento
de tamaiio del orificio, posible indicativo de lisis

aseq.



Evaluaciéon microscopica. La evaluacién
histopatoldgica de los huesos injertados permite des-
tacar en forma importante los siguientes aspectos:
En el grupo control, el proceso de remodelacién y
reparacion Osea, siguio los patrones normales de
desarrollo, permitiendo la recuperacion de la le-
s16n causada al hueso en forma exdgena. No hubo
evidencia de inflamacion.

En el grupo que recibié el injerto de HA sintética
se puede destacar en forma general una reaccién
mononuclear y gigantocelular de leve a moderada
que en ninglin momento interfiere con la actividad
de remodelacién osea. Se aprecia buena integra-
cién del implante al hueso. Los procesos de
remodelacion y reparacion dsea son adecuados y
evolucionan de forma normal.

A diferencia de los grupos control y de
Hidroxiapatita, el grupo que recibié como injerto
aloplastico la coralina, presenté con frecuencia
necrosis y lisis del hueso, con abundantes detritus
celulares, marcada reaccidon inflamatoria
polimorfonuclear y gigantocelular acompanada de
fibrina. Ocasionalmente el implante no se encon-
tré en el lugar del defecto.
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Hallazgos especificos.
Grupo Control:

N 1. (1 semana): Fibrosis densa, espiculas 6seas ac-
tivas, osteoide, pocos plasmocitos, escaso infiltrado
mononuclear, presencia de yemas vasculares.

N° 2. (1 semana): Infiltrado inflamatorio de tipo
plasmocitario, fibrosis densa, actividad celular en las
espiculas. Hay remodelacion de adentro hacia afuera.
N° 3. (2 semanas): Fibrosis de tipo superficial, espiculas
dseas activas, minima reaccion inflamatoria. Hay pre-
sencia de vasos mas gruesos,

N° 4. (2 semanas): Fibrosis con marcada actividad
osteobldstica y baja reaccién inflamatoria.

N 5 y 6. (3 semanas): Reaccion fibrosa periostica
con vasos engrosados, debajo de los cuales hay for-
macioén de hueso inmaduro y minima reaccion
inflamatoria. Hacia adentro, el tejido fibroso ha sido
parcialmente reemplazado por hueso.

N® 7 y 8. (4 semanas): Fibrosis peridstica densa,
formacién désea inmadura y madura; persiste fibrosis
en el defecto con marcada reparacién oOsea,
osteoblastos activos y minima reaccién inflamatoria.
Neovascularizacion reducida.

Figura 1. [Implante de Hidroxiapatia rodeado de tejido fibroso, infiltrade inflamatorio monenuclear,
neovascularizacidn y actividad osteoblastica en la periferia. H-E. 10X.
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Grupo Hidroxiapatita:

N° 1. (1 semana): Fibrosis densa alrededor del injerto
con presencia de inflamacién mononuclear y
neovascularizacion.

N° 6. (1 semana): Hay poca fibrosis y escasa reac-
cién gigantocelular y neovascularizacién. Hay incor-
poracion del injerto al tejido con pocas células
mononucleares.

N° 2. (2 semanas): Reaccién gigantocelular moderada
con actividad de remodelacién. Actividad ésea alrede-
dor del implante con poca inflamacién.
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y neoformacién ésea con algunas trabéculas maduras.
Alrededor de algunos cuerpos extrafos hay
polimorfonucleares y el proceso estd delimitado por
tejido conectivo.

N° 7. (4 semanas): Por debajo del periostio hay
neoformacién de hueso muy en contacto con algunas
espiculas maduras. Abundantes células estromales es-
trelladas. Hay espiculas éseas bien formadas alrede-
dor del injerto, reaccién gigantocelular de cuerpo ex-
trafio que contiene espiculas en su interior en cuya
vecindad hay depésitos de hueso. Actimulos focales
de plasmocitos. Alrededor de algunas espiculas Oseas

Figura 2. Cristal de Hidroxiapatia integrada a espicula dsea joven con gran actividad osteobldstica.
H-E. 40X.

N° 3. (2 semanas): Gran actividad ésea alrededor del
injerto y poca reaccion inflamatoria. El injerto se en-
cuentra casi entero y estd bien incluido en el hueso.
N° 4. (3 semanas): Hay gran integracién del injerto al
hueso; esta bien delimitado por tejido conectivo y
espiculas dseas alrededor del mismo. Hay
neoformacién ésea en intimo contacto con los
fragmentos del injerto. El infiltrado inflamatorio es
escaso al igual que los acimulos plasmocitarios. La
reaccién perivascular de cuerpo extraio es escasa.
La vascularizacion es notable.

N° 5. (3 semanas): Hay presencia de eosindfilos-
plasmocitos y mucho infiltrado. Alrededor del injerto
hay proliferacién fibroblastica, neoformacion de vasos

se ven actimulos de osteoblastos. En otras dreas el
injerto se rodea de tejido fibroso.

N° 8. (4 semanas): Hay reaccion fibrosa alrededor del
injerto con actimulos mononucleares y espiculas alre-
dedor del mismo con buena vascularizacién y conges-
tién. (Figuras 1y 2)

Grupo Coralina:

N° 1. (1 semana): Fibrosis, neovascularizacién, célu-
las gigantes, espiculas Gseas activas. Hay material que
indica necrosis y lisis. Se ve el injerto en particulas
pequeiias azules con reaccién gigantocelular de cuer-
po extraiio con inflamacién moderada.
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Figura 3. Implante de coral con 15 dias de evolucion. Tejido fibroso, fibrina, infiltrado inflamatorio
mononuclear difuso, cristales y neovascunlarizacion, escasa formacion ésea. H-E. 5X.

N? 2. (1 semana): Hacia la periferia hay reaccion
mononuclear con pocos palimorfos y abundante fibrina.
El injerto no estd en el lugar del defecto. Hay mucha
presencia de células gigantes multinucleadas.

N° 3. (2 semanas): Espiculas muy activas, tejido fibro-
so, neovascularizacion con infiltrado inflamatorio,
polimorfo, plasmocitos, muchas células gigantes
multinucleadas de cuerpo extrafio. El injerto no se en-
cuentra en su sitio. La regeneracion ésea es mayor
donde hay células gigantes.

N® 6. (2 semanas): Tejido fibroso y presencia de mu-
cha necrosis. Actividad de regeneracién Gsea. Hay hue-
so desvitalizado en donde se cred el defecto. Abun-
dante detritus celular y actividad osteocitica con cito-
plasma abundante y niicleo estrellado.

N® 4y 5 (3 semanas): Abundante tejido fibroconectivo
denso; en algunas dreas, fibroblastos muy activos que
se disponen alrededor del material extrafio. Células gi-
gantes multinucleadas de tipo cuerpo extrafio. Hay
neovascularizacién con marcada congestion vascular.
Hay abundante reaccién inflamatoria mixta, tejido
necrotico mezelado con fibrina y detritus celulares en-
tre el material extrafo. Hay neoformacién ésea alre-
dedor del tejido que limita el injerto y en otras dreas,
muy adosado al mismo. En algunos focos hay abun-
dantes polimorfos nucleares, eosinéfilos y lipéfagos.
El cuerpo extrafio estd englobado en algunas zonas
por células gigantes.

N°® 7. (4 semanas): Reaccion fibrobléstica en el
periostio con neoformacion dsea; extensa reaccion
gigantocelular en cuyo interior hay material extrafio.
Abundantes detritus celulares, fibrina y fibrosis que
engloba lo descrito. Vascularizacién acentuada y
lipofagos.

N° 8. (4 semanas): Se insindan espiculas éseas dentro
de la cavidad en la que estd inmerso el injerto. Hay
reaccion inflamatoria gigantocelular alrededor de frag-
mentos del injerto. Lipofagos. Buena vascularizacion.
Reaccion fibrosa peridstica. Hay reparacién mas ade-
cuada, espiculas que llegan desde la periferia hacia el
lugar del injerto. Persiste abundante fibrina en la mitad
del injerto. (Figuras 3 y 4)

Discusion

La investigacion para el uso de injertos en huesos
se ha enfocado hacia diferentes alternativas biologi-
cas. Se han procesado materiales de diferente origen,
usando técnicas diferentes y realmente han sido efec-
tivos en la practica clinica. Su aplicacién sin embargo,
permanece restringida por limitaciones tales como la
pronta disponibilidad, volumen, etc. Por esto, ha au-
mentado el interés en los materiales sintéticos y
bioinertes como sustitutos del hueso.
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En la primera parte de nuestro trabajo, usando
reactivos analiticos, se obtuvo una muestra que con-
tiene 85% de Hidroxiapatita y 15% de fosfatos
tetracalcico y tricalcico del tipo whitlockita. El aumen-
to de temperatura en el tratamiento térmico, desde
950° a 1050°C aumento la “Resistencia Compresiva’”,
aunque no fue sistemdaticamente evaluada.

Puesto que la muestra contiene basicamente fosfato
de calcio del tipo Hidroxiapatita y fosfato de calcio
tetracdlcico y tricdlcico con estructura porosa, se ob-
tienen caracteristicas de biocompatibilidad sin reac-
ciones adversas en el hueso, en el proceso de
osteointegracion.
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Los resultados indican también, que no es posible
obtener HA a partir de coral bajo las condiciones ex-
perimentales evaluadas y que la coralina no se com-
porta como un material biocompatible en injertos.

En el grupo control de modelos animales, el proce-
so de reparacién y remodelacién 6sea siguid los patro-
nes normales de desarrollo, permitiendo la recupera-
cién de la lesion causada al hueso en forma exdgena.
No hubo evidencia de proceso inflamatorio de impor-
tancia y las pocas células inflamatorias encontradas
fueron principalmente de tipo plasmocitico. En la pri-
mera observacion realizada a los ocho dias, y por los
hallazgos de fibrosis densa y osteoide, se puede afir-

Figura 4. Implante de coral. Reaccion gigantocelular alrededor de material extraito, neoformacion
dsea ¢ infiltrado inflamatorio mononuclear y fibrosis. H-E. 10X,

mar que el hueso se encontraba en el tercer estadio de
la reparacién (1). La presencia de yemas vasculares
proporciona un ambiente vascular adecuado para la
proliferacién de células osteogénicas en el sitio del de-
fecto. A las tres semanas se pudo observar hueso in-
maduro que concuerda con lo observado
radiolégicamente en ese mismo tiempo y a los treinta
dias, hay hueso maduro en el defecto creado.

En el grupo de animales que recibio el injerto con HA
hay que destacar la reaccién mononuclear y

gigantocelular de leve a moderada, que no interfiere
con la remodelacion Gsea. Se aprecia buena integra-
cién del injerto alopldstico al hueso. Los procesos de
reparacién y remodelacién 6sea evolucionaron de for-
ma normal al ser comparados con el grupo control. Es
decir, a los ocho dias se pudo apreciar
neovascularizacién y remodelacién 6sea, con poca in-
flamacién, principalmente de tipo mononuclear. A las
dos semanas se observo reaccién gigantocelular leve,
gue concuerda con el hallazgo radiolégico, de cambio
en la radioopacidad del implante.
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Se ha sugerido que las células gigantes
multinucleadas tienen actividad osteoclastica y esta con-
firmado que la formacion y reabsorcion del hueso es
un fenémeno relacionado con los osteoblastos y
osteoclastos, pero el mecanismo por el cual los
macrofagos afectan el tejido reticular en los espacios
medulares, alin esta por ser descubierto (9).

Se piensa que los macréfagos pueden efectuar la
diferenciacion de células en el tejido reticular y esti-
mular los osteoblastos. Una activa formacion dsea ocu-
rre continuamente sobre las trabéculas que se encuen-
tran en el tejido reticular, lo que sugiere que la mayor
parte de esta area puede ser reemplazada por tejido
0seo.

Llama la atencion la alta actividad dsea alrededor
del injerto, el cual en la mayoria de los casos se obser-
vo casi completo y muy integrado al hueso. La integri-
dad del injerto aloplastico de HA era de esperarse,
pues en otros estudios ha permanecido estable por lar-
gos periodos de tiempo. Se ha observado que la
neoformacion 6sea se localiza alrededor y dentro de
los poros de la HA con crecimiento de tejido conectivo
y haces vasculares luego de un periodo de cuatro afios,
sin reabsorcion del material injertado, a diferencia de
lo que ocurre con el coral natural, el cual, cuando es
injertado sin un tratamiento previo, inicia inmediata-
mente la formacion o6sea, al mismo tiempo que es
reabsorbido y reemplazado por hueso nuevo (14)

A los veinte dias de colocado el injerto se observo
vascularizaciéon notable y hueso neoformado. Ogilvie
etal, citados por Hashimoto-Uoshima (9), demuestran
como la mineralizacion biologica comienza con el de-
posito y crecimiento entre los pequenos cristales de
HA y sostienen que la osteogénesis es inducida dentro
y alrededor de la HA.

Summary
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La HA obtenida para este estudio mostré ser
biocompatible con el tejido, pero se debe evaluar su
resistencia mecéanica y su comportamiento como in-
Jjerto aloplastico al ser moldeada en diferentes formas
y tamarios de los poros, asi como su reabsorcion a tra-
vés del tiempo, para confirmar si es factible usarla como
injerto aloplastico o como cubierta de protesis de otros
materiales.

El grupo que recibié como injerto aloplastico el co-
ral procesado (Coralina), presento6 necrosis y osteolisis
desde los primeros andlisis efectuados a los ocho dias
postcirugia, con abundantes detritus celulares lo que
afecto en forma notable los procesos de remodelacion
y reparacion osea, mostrando marcada reaccion
inflamatoria polimorfonuclear y gigantocelular acom-
paiiada de fibrina. Ocasionalmente, el implante no se
encontro en el defecto, casos en los cuales se observo
fuerte reaccion de cuerpo extraiio hacia el periostio e
incluso en el musculo.

Este estudio es similar al reportado por Mora (14)
quien comparé dos biomateriales en defectos
periodontales (Coral natural e HA porosa), con un si-
tio control que no fue rellenado. Ellos encontraron fa-
vorable para la reparacion dsea, el rellenar los defec-
tos con cualquiera de los dos materiales (10). Iguales
resultados se obtuvieron en el trabajo de Bolivar et al
(3) quienes utilizaron injertos de coral en caninos. En
nuestro trabajo, luego de someter el coral a un trata-
miento pirotérmico con el animo de obtener HA, se
presento necrosis en la mayoria de los huesos injerta-
dos y tejidos adyacentes incluyendo musculos, debido
posiblemente a que el material obtenido no fue HA
sino un compuesto fosfatado, y el cual, por su estruc-
tura pulverizada. era dificil mantener en el mismo sitio.

In this study we present the procedure to obtain synthetic Hydroxiapatite (HA) from
ammonium phosphate and calcium nitrate sources. Cellulose fibers were incorporated with
the purpose to achieve a good crystallization of HA and combustion of the cellulose was
performed in order to produce a porous-like material. The X-ray diffraction analysis (XRD)

showed a high proportion of HA with small quantities of tricalcium

and tetracalcium

phosphates. Coral samples treated with ammonium phosphate by a hydrothermal procedure
or coral samples pre-heated at 650 and 1000°C' submerged in ammonium phosphates and
later on treated at 1050°C by a pyrothermal procedure were also evaluated by XRD. The
hydrothermal technique did not produce decomposition of the typical aragonite frame of
the coral, whereas the pyrothermal technique did not produce any quantity of HA.



Rev Col Cienc Pec Vol. 12: 2, 1999

107

Finally, a good integration of the HA was observed when HA was implanted 1o tibial bone
in dogs, remodeling and reparation were optimal and evolved according to normal processes.
However, the animals implanted with coraline showed necrosis, lisis and severe inflammatory

reactions at the implantation sites.

These results indicate that it is not possible to obtain HA from coral under the experimental
conditions here evaluated and that coraline did not behave as a good biocompatible mate-

rial for implants.

Key words: Calcium phosphate, Hidroxyapatite, Implants.
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