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Resumen

En el presente articulo se evaluian las propiedades de osteoconduccion y osteointegracion de una
hidroxiapatita reabsorbible (Oseol), procesada a dos temperaturas diferentes de calcinacion (Tipo A y
Tipo B), con el proposito de compararlas con un preparado comercial de hidroxiapatita (Osteogen®),
utilizado para multiples procedimientos quirirgicos en los cuales se involucra la pérdida de tejido dseo.
La sintesis se realizo en los laboratorios de la Universidad de Antioquia por el método de precipitacion
acuosa de la mezcla de nitrato de calcio y de fosfato de amonio. Los productos obtenidos y la hidroxiapatita
comercial fueron caracterizados por microscopia electronica de barrido (SEM), difraccion de rayos X
(DRX), espectroscopia de infrarrojo transformada de Fourier (FTIR) y espectrometria por energia
dispersiva (EDS). Las caracteristicas de osteoconduccion y osteointegracion fueron medidas de acuerdo
a la capacidad de los productos para inducir la diferenciacion de células locales a células formadoras de
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hueso. Dichas caracteristicas, se evaluaron en implantes de hidroxiapatita realizados en 70 conejos de
la raza Nueva Zelanda distribuidos en siete grupos de 10 animales cada uno, evaluados a los 7, 14, 21,
28,42, 60y 90 dias de efectuado el procedimiento quirurgico. Los resultados obtenidos demostraron que
el OseoU y el Osteogen®, presentaron caracteristicas similares en cuanto a la estructura cristalina, la
composicion quimica y la adsorcion, con apreciables diferencias morfologicas con respecto a la forma de
las particulas. Al realizar el andlisis de varianza no se encontraron diferencias estadisticas significativas
para las variables histopatologicas evaluadas en las dos hidroxiapatitas (p>0.05), indicando que las
hidroxiapatitas sintetizadas en la Universidad de Antioquia (OseolU) tuvieron el mismo resultado que la
hidroxiapatita comercial (Osteogen®) en la osteoconduccion y la osteointegracion del tejido oéseo.

Palabras clave: hidroxiapatita, osteoconduccion, osteointegracion, regeneracion Osea, sustitutos
sintéticos de hueso.

Summary

In the following article the effects of two types of hydroxiapatites on bone synthesis and properties were
evaluated. One of them (OseoU) was synthesized at two different temperatures to compare it to a commercial
mixture of hydroxiapatite (Osteogen®) commonly used in several surgical procedures in which loss of
bone tissue is present. The synthesis was carried out in the laboratories of the Universidad de Antioquia
by precipitating the mixture of calcium nitrate and ammonium phosphate. The final products and the
commercial hydroxiapatite were characterized by sweeper electronic microscopy (SEM), X ray diffraction
(XRD), Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR), and energy dispersed spectrometry (EDS). The
properties of osteoconduction and osteointegration were measured according to the capacity of the products
to induce the differentiation of local cells into bone forming cells. Such characteristics were evaluated in
hydroxiapatite implants in 70 New Zealand breed rabbits distributed in seven groups, ten rabbits in each
group, which were evaluated at days 7, 14, 21, 28, 42, 60 and 90 after the surgical procedure. The results
demonstrated that the hydroxiapatites synthesized in the laboratories of the Universidad de Antioquia and
the commercial hydroxiapatite showed similar characteristics in terms of the crystal structure, chemical
composition and absorption properties with slight morphological differences in particle shape and size.
Using variance analysis, no meaningful statistical differences were found between the histopathological
variables evaluated in the several hydroxiapatite groups (p>0.05), indicating that results obtained with
both the OseoU and the commercial hydroxiapatite equally affected bone synthesis and properties.

Key words: bone regeneration, hydroxiapatite, osteoconduction, osteointegration, synthetic bone substitutes.
Resumo

No presente estudo foram avaliadas as propriedades de ostecondugdo e osteointegracdo de uma
hidroxiapatita reabsorvivel (Oseol), processada a duas temperaturas de calcinacao (Tipo A e B), com
o proposito de serem comparadas com um produto comercial (Osteogen®), utilizado para multiples
procedimentos cirurgicos nos quais se envolve a perda do tecido osso. A sintese foi realizada nos laboratorios
da Universidad de Antioquia pelo método de precipitacdo aquosa da mistura de nitrato de cdlcio e fosfato
de aménio. Os produtos obtidos e a hidroxiapatita comercial foram caracterizados por microscopia
eletronica de barrido (SEM), difragio raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho transformada de
Fourier (FTIR) e espectrometria por energia dispersiva (EDS). As caracteristicas de osteocondugdo e
osteointegracdo foram mensuradas de acordo a capacidade dos produtos para induzir a diferenciacdo das
células locais formadoras do osso. Estas caracteristicas foram avaliadas em implantacéoes de hidroxiapatita
realizadas em 70 coelhos da raca Nova Zelindia distribuidos em sete grupos de 10 animais cada um,
avaliados aos 7, 14, 21, 28, 42, 60 e 90 dias de efetuado o procedimento cirurgico. Os resultados obtidos
demonstraram que o OseoU e o Osteogen® apresentaram caracteristicas similares em quanto a estrutura
cristalina, a comparacdo quimica e a absorcdo, com aprecidveis diferencas morfologicas com respeito a
forma das particulas. Ao realizar as andlises de varidncias ndo foram encontradas diferencias estatisticas
significativas para as varidveis histopatologicas avaliadas nas duas hidroxiapatitas (p>0.05), indicando
que as hidroxiapatitas sintetizadas na Universidad de Antioquia (OseoU) tiveram o mesmo resultado que
a hidroxiapatita comercial (Osteogen®) em osteoconducdo e osteointegracdo do tecido dsseo.

Palavras chave: hidroxiapatita, regeneragdo ossea, substitutos sintéticos para osso
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Introduccion

En las areas de ortopedia y traumatologia,
odontologia veterinaria y humana, cirugia plastica y
maxilofacial, son recurrentes los problemas a nivel
del sistema 6seo en los cuales se involucra pérdida de
tejido, ocasionado por enfermedades degenerativas,
envejecimiento, tumores, traumas, reabsorciones en
pacientes edéntulos, deformidades 6seas congénitas,
entre otras, que requieren la utilizacién de injertos
biologicos para ser reparadas (7).

Los injertos bioldgicos son materiales colocados
en el organismo para colaborar o asumir temporal o
permanentemente la funcion de una parte del cuerpo.
Estan hechos de sustancias relativamente inertes
que estimulan una respuesta biologica que realza
su funcion prevista. La respuestas del organismo a
estos injertos dependen de factores como material del
injerto (con sus caracteristicas de porosidad, rigidez,
forma y tipo de injerto) y su microentorno (2, 3, 25).

Un injerto de hueso autdlogo es el material
de eleccion Optimo para ayudar a completar la
cicatrizacion 6sea en la reparacion de deformidades,
sin embargo, su uso es problematico debido
a la morbilidad del sitio donador, cantidades
insuficientes de material y resorcidon incontrolada.
Por tal razon, se han buscado alternativas a los
injertos tomados del propio individuo que posean
excelente capacidad de osteointegracion, minima
respuesta inmunogénica, que sean biocompatibles,
no toxicos y de gran disponibilidad (5, 6).

Debido a la poca disponibilidad de autoinjertos
y a las numerosas complicaciones experimentadas
con la utilizacion de aloinjertos (injertos provenientes
de otros individuos), otras alternativas estan siendo
ensayadas para la reconstruccion de defectos
o0seos. Entre estas encontramos, el uso de hueso
desmineralizado, la aplicacion de proteinas formadoras
de hueso y la utilizacion de sustitutos 6seos sintéticos.

El uso del hueso desmineralizado se obtiene al
tomar hueso cortical de aloinjerto, eliminando los
lipidos de la superficie y deshidratando el hueso
con etanol y éter etilico. El hueso es procesado por
medio de 4cido clorhidrico. Este proceso elimina
las proteinas del hueso solubles en acido, las cuales
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pueden dar problemas de rechazo si no son retiradas
totalmente en dicho proceso. Sin embargo, este tipo
de material tiene un alto costo y proviene de un
banco de hueso, lo que puede presentar reacciones
adversas en el paciente al ser implantados (4, 11).

Los materiales ceramicos de reemplazo dseo
consisten principalmente en fosfato, carbonato o
sulfato de calcio, y han sido ampliamente utilizados
en reparacion osea. Algunas sustancias ceramicas
se degradan y otras no. Asi, el espacio ocupado
por la masa ceramica no puede ser rellenado por
hueso viable, y ademas las particulas ceramicas
introducen concentradores de estrés que impiden la
vascularizacion (5, 15, 20).

Las ceramicas, como material de injerto 6seo,
pueden ser un impedimento a la infiltracion de
tejidos blandos en el injerto. Ademas, como en el
hueso, estas ceramicas ocupan espacio alrededor del
implante en competicion con el tejido blando que se
infiltra. Esto puede impedir una infiltracion 6sea por
parte del injerto, por lo que estas dos circunstancias
pueden retrasar el tiempo de consolidacion del
injerto. Adicionalmente, estos materiales también
pueden proveer de material para aumentar el
volumen del injerto autdégeno. Algunos sustitutos
ceramicos requieren médula dsea para combinarse
con el implante antes del uso (5, 15, 20).

Otro material utilizado, son los polimeros como
materiales de reemplazo o6seo. Los polimeros
utilizados como material de reemplazo en el
hueso son de colageno natural o sintético. Como
cualquier material de injerto, ocupa un espacio
en el defecto que puede ser llenado con hueso,
pero generalmente se degrada en respuesta a una
reaccion inflamatoria crénica moderada o a un
ataque de células gigantes. Esta inflamacion, puede
ser no especifica en su accion, lo que impide la
neo formacidon Osea y se erosiona el hueso viable
adyacente del huésped (5, 8,18).

Los materiales colagenos que se utilizan
como implantes para reemplazar  hueso,
comunmente, presentan un grado medio de rechazo
inmunolégico, respuesta que puede impedir
la formacién de nuevo hueso. Los materiales
colagenos tienen un uso limitado (5, 8, 18).
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Entre los avances en la sintesis de materiales
bioceramicos como alternativa a los injertos
autologos, se encuentra la hidroxiapatita que es el
componente inorganico principal de los tejidos 6seos
tales como hueso, dientes, esmalte y de algunas
calcificaciones patologicas como los calculos
dentales y urinarios en todos los vertebrados (10, 18,
22). Es un compuesto de fosfato de calcio estable a
temperatura ambiente, con una proporcion calcio/
fosforo de 1.67. Su cristalinidad depende de la
temperatura utilizada en la calcinacion (13).

La hidroxiapatita se comporta como una
estructura  osteoconductiva que permite  ser
invadida por tejido conectivo proveniente del
hueso circundante para posteriormente osificarse,
manteniendo en su interior las caracteristicas de
su origen, lo que la hace una plataforma idonea
sobre la cual se puede dar el crecimiento del nuevo
tejido dseo, confiriéndole excelentes propiedades de
osteointegracion (14, 16, 17).

Segin Wagner (25), otras formas y aplicaciones
diferentes de material continllan generando gran
interés dentro del area de la salud.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las
propiedades de osteoconduccion y osteointegracion
de una hidroxiapatita reabsorbible sintetizada en
la Universidad de Antioquia y compararla con una
hidroxiapatita comercial (Osteogen®).

Materiales y métodos

Comité de Bioética

Este Trabajo de investigacion tuvo la aprobacion
del Comité de Etica para la Experimentaciéon con
Animales de la Universidad de Antioquia, segin
consta en el Acta No 39.

Sintesis de las hidroxiapatitas de la Universidad
de Antioquia

Para la sintesis de las hidroxiapatitas
reabsorbibles de la Universidad de Antioquia,
se utilizd el Laboratorio de Biomateriales, de la
Facultad de Ingenieria, utilizando un procedimiento
denominado hidrotermal, descrito por Rivera (20,

21), en el que se usaron reactivos puros de Ca
(NO,),.4H,0 (Merck, NJ) y NH,H,PO, (Merck, NJ).

En el proceso de obtener las hidroxiapatitas
Tipo A y Tipo B se realizaron ensayos previos para
asegurar que el producto final a ser implantado
en los animales, fuera de optima calidad. Para
cada una de las hidroxiapatitas se realizaron
seis baches de produccion de 80 g cada uno,
analizando posteriormente el producto obtenido
mediante las pruebas de caracterizacion enunciadas
posteriormente.

Con los reactivos mencionados, se prepararon
las soluciones de Nitrato de Calcio y de Fosfato de
Amonio y se realizd el procedimiento de reaccion
entre estas dos soluciones que permitié obtener al final
un sobrenadante que fue sometido a varios lavados con
agua destilada, logrando un precipitado final que sirvid
para determinar el porcentaje de sélidos de la muestra,
basados en el peso en himedo y en seco.

Una vez se obtuvo la hidroxiapatita, se secod
y fue sinterizada a dos temperaturas diferentes
(Temperatura A y Temperatura B), dando origen a la
OseoU Tipo Ay a la OseoU Tipo B.

Caracterizacion de materiales

Tanto la hidroxiapatita reabsorbible OseoU
(Tipo A y Tipo B), como el producto comercial
(Osteogen®) fueron analizados por las siguientes
técnicas de caracterizacion:

1. La morfologia y distribuciéon del tamafio
de las particulas, asi como el andlisis de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS)
fueron analizadas por microscopia electronica
de barrido (SEM), utilizando un equipo marca
JEOL JSM-590LV (Japan).

2. Para el analisis de difraccion de Rx se utilizd
el equipo Rigaku Miniflex (Japan), utilizando
los siguientes parametros: Barrido 2, velocidad
2 grados/minuto, radiacion con lampara de
cobre, longitud de onda 1.5418 °4 y 100
conteos/segundo.

3. La espectroscopia infrarroja (FTIR), método
apropiado para determinar los grupos funcionales
presentes en la hidroxiapatita, se realizd6 con un
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equipo Perkin Elmer, modelo Spectrum One
Detector Dtgs (PerkinElmer, NJ).

4. Por ultimo, se realizaron cultivos micoldgicos y
bacteriologicos a las diferentes hidroxiapatitas
sintetizadas en este ensayo antes de ser
implantadas en los animales. Las siguientes
fueron las pruebas realizadas: recuento total
de mesofilos sembrados por profundidad
en platecount; adicionalmente, para hongos
se realizaron diluciones y se sembraron en
profundidad en Agar YGC.

Muestra de individuos

La investigacion se realizo en 70 conejos machos,
adultos, de la raza Nueva Zelanda, adquiridos en
el criadero del Servicio Nacional de Aprendizaje
(SENA), en El Centro Agropecuario La Salada
(Caldas, Antioquia), cuyo peso promedio fue de 1.9
kg. Al momento de la compra se practico el examen
clinico a cada uno de los animales, encontrando que
estos estaban sanos. Los conejos se distribuyeron
aleatoriamente empleando la distribucion uniforme
en el paquete estadistico SAS, en siete grupos de 10
individuos cada uno. De los 10 individuos incluidos
en cada grupo, a cinco animales se les implantd en
la tibia proximal derecha OseoU Tipo A y en la tibia
proximal izquierda se les implantd el Osteogen®. A
los cinco animales restantes se les implantd en la
tibia proximal derecha OseoU Tipo B y en la tibia
proximal izquierda se les implanto el Osteogen®.

Procedimiento quirurgico

Los individuos fueron preparados para la
intervencion quirtrgica de acuerdo al protocolo
seguido en los quirdfanos de La Escuela de Medicina
Veterinaria de La Facultad de Ciencias Agrarias, de la
Universidad de Antioquia. Previa depilacion y lavado
de la zona con Gluconato de Clorhexidina al 0.2%, los
animales fueron sedados y anestesiados con Diazepam
(dosis 0.2 mg/kg) y Ketamina (dosis 8.5 mg/kg).

A nivel proximal, cara medial de la tibia en
ambos miembros posteriores, se efectud una incision
longitudinal de 1.5 cm., con el fin de exponer la
tibia respectiva y realizar una perforacion de 5 mm
de didmetro con una pieza de mano odontoldgica,
para luego depositar directamente en el orificio
en la tibia derecha 0.05 g de OseoU y 0.05 g de
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Osteogen® en la tibia izquierda. Una vez realizado
este procedimiento, se suturd el periostio con sutura
4/0 poliglactina 910. Finalizada la implantacion, se
aplico por via intramuscular Cefalexina a una dosis
de 8 mg/kg cada 12 horas, durante 3 dias; ademas,
se practicoO una limpieza diaria en la incisiéon con
Clorhexidina al 0.2%.

Estudio histopatologico

La eutanasia de todos los animales se realizd6 en
las instalaciones del Centro Agropecuario La Salada
del SENA, en condiciones éticas, mediante el uso de
la mezcla de pentobarbital sédico y difenilhidantoina
(80 mg y 10 mg, respectivamente, por via [.V).

Para el estudio histologico de los implantes
de hidroxiapatita realizado en las tibias de los
animales, se sacrificaron la totalidad de Ilos
individuos pertenecientes a cada uno de los grupos,
de la siguiente manera:

Grupo 1: alos 7 dias de la implantacion.
Grupo 2: a los 14 dias de la implantacion.
Grupo 3: a los 21 dias de la implantacion.
Grupo 4: a los 28 dias de la implantacion.
Grupo 5: a los 42 dias de la implantacion.
Grupo 6: a los 60 dias de la implantacion.
Grupo 7: a los 90 dias de la implantacion.

Cada una de las muestras de tejido tomadas para
el estudio histopatologico, fue fijada en formalina
neutralizada y estabilizada al 10%, descalcificada
en acido nitrico al 5% y embebida en parafina.
Luego, se realizaron cortes de 4 um de espesor
que se colorearon con hematoxilina — eosina, para
luego ser evaluadas al microscopio de luz con un
aumento de 400 X.

La seleccion de los campos de evaluacion
se realiz6 utilizando en el corte histoldgico, la
cara medial de la tibia con un aumento de 40X y
localizando la presencia del implante o de procesos
de reparacion o remodelacion 6sea cuando éste
no fue evidente. Alrededor del implante o de las
areas mencionadas, se evaluaron cinco campos
con aumento de 400X para determinar la presencia
de eclementos celulares y de la matriz conectiva
relacionados con inflamaciéon, reparacion o
remodelacion 6sea. La presencia de esos elementos
se categorizd de la siguiente manera:



122 Jaramillo CD, et al. Osteointegracion y osteoconduccion de hidroxiapatitas

1. Leve: cuando los elementos descritos se
encontraron distribuidos de forma focal,
en menos del 30% de area de los campos
evaluados.

2. Moderada: los elementos se distribuyeron de
manera multifocal en hasta el 60% del area
de los campos evaluados.

3. Severa: los elementos se distribuyeron de
forma difusa en mas del 60% del area de los
campos evaluados.

La evaluacion histopatologica, se realizé en el
Laboratorio de Patologia Animal de la Facultad de
Ciencias Agrarias, de la Universidad de Antioquia,
por un patdlogo veterinario debidamente certificado.

Para la descripcion microscopica se tuvieron
en cuenta las siguientes variables: macrofagos,
fibrina, linfocitos, edema, congestion, fibroblastos,
fibrosis, vascularizacion, células osteoprogenitoras,
osteoides, trabéculas, osteocitos, osteoclastos,
cartilago, lagunas, osteonas y presencia de implante.

Analisis estadistico

El disefio experimental se efectué por medio
del método Manova (Analisis multivariado de la
varianza), cuyo objetivo fue comparar si existia
diferencia estadistica entre los tratamientos
efectuados en animales con la OseoU Tipo A
y Tipo B, con el tratamiento con Osteogen® en
cuanto a las propiedades de osteointegracion y
osteoconduccion, convalidandose los supuestos
de normalidad, aleatoriedad e indepencia de los
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errores experimentales, homogeneidad de varianzas,
independencia de medias y varianzas.

Adicionalmente, se  complementd  dicho
analisis multivariado, con un analisis de varianza
unidimensional con prueba de comparacion de Tukey,
con base en un 5% de nivel de significancia estadistica,
cuyo objetivo fue detectar en forma individual (para
cada variable), si existia divergencia estadistica o
no entre los tratamientos, anotando que el Manova
toma en conjunto todas las variables y efectia una
comparacion multidimensional. Para tal efecto se
empleo el paquete estadistico SAS version 9.0.

Resultados
Caracterizacion de las hidroxiapatitas

Las pruebas para caracterizar las hidroxiapatitas
sintetizadas en la Universidad de Antioquia (Tipo A 'y
Tipo B), mostraron que ambas poseen caracteristicas
similares en cuanto a estructura cristalina y grupos
funcionales, con respecto a la hidroxiapatita comercial
(Osteogen®). Sin embargo, tienen diferencias
morfoldgicas en cuanto a la forma de las particulas.

Las hidroxiapatitas sintetizadas en la Universidad
(Tipo A y Tipo B), tienen una distribucion en placas
con caracteristicas subangulares, mientras que
en el Osteogen® se observan granulos angulares
aglomerados en forma de rosetas, con una
distribucion cristalina hexagonal claramente definida.
En las Hidroxiapatitas OseoU Tipo A y Tipo B, no se
observo porosidad superficial y se hace evidente una
estructura compacta (véase Figura 1).
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Figura 1. Microscopias SEM tipicas de la muestras de OseoU Tipo Ay Tipo B (a) y el Osteogen® (b), en las cuales se observa la morfologia de las particulas.
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En la figura 2 se muestran los resultados de los
analisis de las técnicas de caracterizacion EDS
empleadas en la Oseomatrix UdeA (Tipo A y Tipo
B) y el Osteogen®. De manera general se observa
la presencia Ca, P y O, lo cual corrobora que las

0 5 L1 L

muestras obtenidas son Hidroxiapatita. La presencia
de Carbono sugiere la presencia de carbonatos en
la muestra. Adicionalmente, se observa como la
OseoU Tipo A y el Osteogen®, tienen una relacion
Ca/P similar, pero inferior a la OseoU Tipo B.

- 10

Figura 2. Espectros EDS de intensidad por elemento constitutivo detectados para las muestras evaluadas: OseoU Tipo A (a), OseoU Tipo B (b)

y el Osteogen® (c).

La figura 3 muestra los resultados DRX de las
muestras de la OseoU Tipo A, la OseoU Tipo B y
el Osteogen®. En los difractogramas obtenidos,
se establece que en los tres casos no se consigue
una alta cristalinidad puesto que no estan definidos
claramente los tres picos caracteristicos de la
hidroxiapatita que se sitian entre 31.5 y 33.5° 20.

(a)

(b) (c)

En la muestra de OseoU TipoB, se alcanza a percibir
un pico incipiente a 30.5° 20 que se asocia al fosfato
tricalcico. En el caso del Osteogen®, se percibe
un pico similar a 30.2° 20 asociado a un tipo (no
determinado) de un fosfato de calcio. De acuerdo a
estos resultados, se concluye que las cristalinidades
de las hidroxiapatitas evaluadas son similares.

L

Figura 3. Diagramas de difraccién de rayos X (XRD) de las muestras evaluadas: OseoU Tipo A (a), OseoU Tipo B (b) y el Osteogen (c).

De la figura 4 se deduce que todos los espectros
FTIR de las muestras evaluadas son similares,
identificandose claramente las contribuciones de
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los grupos funcionales PO4-3 y OH-, y de manera
menos evidente, la presencia de los grupos HPO4-2
y CO3-2 en la hidroxiapatita Tipo A.
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Figura 4. Espectro FTIR de las muestras evaluadas: OseoU Tipo A (a), OseoU Tipo B (b) y el Osteogen® (c).

Cultivos micologicos y bacteriologicos

Los cultivos micoldgicos y bacteriologicos
realizados a todas las hidroxiapatitas utilizadas
para los implantes OseoU Tipo A, OseoU Tipo
B y Osteogen®, no evidenciaron crecimiento de
ninguno de estos microorganismos.

Procedimiento quirurgico

Todos los animales se recuperaron
satisfactoriamente de la cirugia bilateral y alcanzaron
su fecha de sacrificio sin eventos adversos. No se
evidenciaron signos de inflamacion, ni de infeccion
de los animales a lo largo del estudio.

Analisis histologico
Las variables histologicas analizadas en este
estudio para la OseoU Tipo A, OseoU Tipo B y el

Osteogen® (macrofagos, fibrina, linfocitos, edema,
congestion, fibroblastos, fibrosis, vascularizacion,

osteoides, osteoblastos, trabéculas, osteocitos,
osteoclastos, cartilago, lagunas, osteonas 'y
presencia de implante), no se presentaron
diferencias estadisticas significativas entre las

hidroxiapatitas sintetizadas en la Universidad de
Antioquia, ni entre cada una de ellas y el producto
comercial en los periodos de evaluacion (p>0.05).

Al aplicar la prueba de comparacién por el
método de Tukey entre los tres tratamientos (OseoU

Tipo A, OseoU Tipo B y el Osteogen®), se concluyo
que entre los mismos no existio ninguna diferencia.

A continuacion se presenta el patron histologico
de las hidroxiapatitas evaluadas:

Respuesta celular de la OseoU Tipo A en los
diferentes periodos de evaluacion

Macrofagos. A los 7 dias se presentaron altos
porcentajes de ausencia de este tipo de células; a
los 14 dias, el 25% de los casos se declard alta su
presencia, incrementandose a un 33.3% en el dia
21 y a medida que fue avanzando comenzaron a
desaparecer, encontrando que al dia 60 el 100% de
los casos estaban ausentes.

Fibrina. A los 21 dias el 100% de los casos es
ausente.

Linfocitos. Desaparecieron a los 28 dias.

Congestion. A los 60 dias desaparece por
completo presentando algunos casos en los 7, 14 y
21 dias.

Fibroblastos. A los 60 dias se observa una
ausencia de fibroblastos, pero hasta el dia 42 se
presentaron niveles desde leves a moderados.

Fibrosis. Al dia 21, el 83.3% no muestra este tipo
de material y desaparece totalmente a los 90 dias.

Vascularizacion. Se presentd hasta el dia 42.
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Células progenitoras. En el 50% de los casos fue
alta su presencia hasta los 14 y 21 dias y en adelante
disminuy¢ el efecto.

Osteoide. E1 50% de los casos, su presencia fue
de moderada a alta (dia 21), tendiendo a disminuir
con el paso del tiempo.

Trabéculas. A partir del dia 21 se noté que un
50% de los casos fue moderada su presencia y en el
dia 60 fue del 100%.

Osteocitos. A partir de los 21 dias comienza un
aumento de casos entre moderados y alto, siendo al
dia 60 y 90 del 100%.

Osteoclastos. El 50% de los casos su presencia
fue alta a los 21 dias tendiendo a disminuir con el
tiempo, para finalmente desaparecer a los 60 dias.

Lagunas. Se observd una presencia entre
moderada y alta al dia 60 de tratamiento.

Osteona. Presencia del 100% al dia 90 de

tratamiento.

Cartilago. 100% de los casos al dia 28 tuvieron
una presencia moderada, conservando este valor
hasta el dia 90.

Implante. Presencia del 100% de los casos fue
leve hasta el dia 42 pasando a ser moderado a los
dias 60 y 90.

Respuesta celular de la OseoU Tipo B en los
diferentes periodos de evaluacion

Macrofagos. A los 7 y 14 dias se presentaron
altos porcentajes de ausencia, no se presentd a
7 y 14 dias. Mostrando incrementos de leves a
moderados hasta el dia 42, siendo ausentes desde
el dia 60.

Fibrina. A los 14 dias el 100% de los casos es
ausente.

Linfocitos. 14 dias de

tratamiento.

Desaparecen a los

Congestion. Desaparece totalmente al dia 60 y
90 de tratamiento.

Fibroblastos. A los 60 dias existe ausencia de
fibroblastos donde hasta el dia 42 se presentaron
patrones entre leve a moderado.
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Fibrosis. Alos 21 y 42 dias es alta con un 50% y
desaparece a los 60 y 90 dias.

Vascularizacion. Se presentd hasta el dia 60 de
tratamiento.

Células progenitoras. El 50% de los casos
presentd este tipo de células con una presencia entre
alta y moderada a los 14, 21 y 28 dias, para luego
disminuir a leve en el dia 90.

Osteoide. E1 40% de los casos se considero entre
moderado y alto desde el dia 21 al 28.

Trabéculas. A partir del dia 21 se noté que un
33.33% de los casos presentaron una presencia
moderada de esta variable, para ser del 100% a los
60 dias.

Osteocitos. Se incrementan a partir de los 21 dias
entre moderado y alto siendo del 100% a los 60 y 90
dias.

Osteoclastos. Se declard su presencia entre
moderada y alta con un 50% entre los 21 y 28 dias
terminando como leve a los 60 y 90 dias.

Laguna. Presencia alta con un 100% al dia 90 de
tratamiento.

Osteona. 100% al dia 90 de tratamiento.

Cartilago. 100% de los casos fue declarada su
presencia como moderada al dia 28 de tratamiento
conservando este valor hasta el dia 90 de
tratamiento.

Implante. Moderada presencia hasta el dia 60 y
90 de tratamiento.

Respuesta celular del Osteogen® durante los
diferentes periodos de evaluacion

Macrodfago. Se reportd un 44% de ausencia a los
7 dias para pasar a un 33% de leve a los 21 dias,
disminuyendo progresivamente hasta ser ausentes a
partir del dia 60 de tratamiento.

Fibrina. A partir del dia 21 en el 100% de los
€asos estuvo ausente.

Linfocito. Células ausentes a partir del dia 21.

Congestion. Entre leve y moderada los 7
primeros dias de tratamiento para desaparecer
totalmente al dia 60 y 90 de tratamiento.
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Fibroblastos. Patrones entre leve y moderado
hasta el dia 42 de tratamiento, siendo ausentes el dia
60 y 90 de tratamiento.

Fibrosis. Hasta el dia 28 de tratamiento se dan
patrones entre moderada y alta fibrosis, siendo en
el 72% de los casos alta su presencia al dia 42 de
tratamiento.

Vascularizacion. Se presenta hasta el dia 60 de
tratamiento.

Células progenitoras. Entre moderada y alta
hasta el dia 28 de tratamiento en donde empieza a
disminuir su presencia.

Osteoide. Un 30% de los casos se declaro entre
moderado y alto a los 21 dias para disminuir a partir
de esta fecha.

Trabéculas. Se incrementan en el tiempo
llegando a ser moderadas con 40% a los 42 dias,
siendo del 100% a los 60 dias.

Osteocitos. Se incrementan a través del tiempo
para ser del 100% alto a los 90 dias de tratamiento.

OseoU Tipo A
| S b

Osteoclastos. El 30% de los casos a los 42 dias
estuvo entre leve y moderado, siendo leve a los 90
dias de tratamiento.

Lagunas. Entre moderada y alta presencia al dia
90 de tratamiento.

Osteona. 100% de presencia al dia 90 de

tratamiento.

Cartilago. 100% leve al dia 28 de tratamiento, y
sin presencia al dia 90 de tratamiento.

Implante. Se declard leve su presencia en el
100% de los casos hasta el dia 42 de tratamiento,
terminando como moderado al dia 90 de
tratamiento.

En las figuras 5 —11 se muestran las condiciones
histologicas del tejido 6seo en los diferentes
periodos de evaluacion después de haber sido
implantado con la hidroxiapatita OseoU Tipo Ay la
hidroxiapatita comercial (Osteogen®).

Osteogen®

Figura 5. Reparacion 6sea a los 7 dias; fragmentos de implante (flecha delgada), fibrina (flecha gruesa) y hemorragia (cabeza de flecha

hendida). H-E 400X.

Figura 6. Reparacion ésea 14 dias; implante (flecha), fibrosis a su alrededor (linea) con presencia fibroblastos (cabeza de flecha). H-E 400x.

Rev Colomb Cienc Pecu 2009; 22:117-130



Jaramillo CD, et al. Osteointegracion y osteoconduccion de hidroxiapatitas 127

OseoU Tipo A Osteogen®

Figura 7. Reparacion 6sea 21 dias; implante (flecha del
osteoblastos (cabeza de flecha). H-E 400x.

Figura 8. Reparacion 6sea 28 dias; implante (flecha delgada), trabécula en formacién (linea), alta actividad de osteoblastos (cabeza de flecha
hendida) y trabécula 6sea madura (flecha gruesa) con osteocitos en su interior (triangulo). H-E 400x.

Figura 9. Reparacién ésea 42 dias; no se observa implante, se evidencian abundantes trabéculas éseas maduras (flecha gruesa) con alta
actividad osteoblastica periférica (cabeza de flecha hendida). H-E 400x.
- - - b

I

Figura 10. Reparacion ésea 60 dias; hueso maduro mas compacto que en los dias anteriores en la OseoU Tipo A y remodelacién osteoclastica
en el Osteogen® (flecha), no se evidencia el implante. H-E 400x.
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Figura 11. Reparacién 6sea 90 dias; hueso compacto. Osteona en proceso de llenado en la OseoU Tipo A y osteona madura en el Osteogen®
(area entre lineas). Espacio de resorcién (flecha gruesa), conducto osteonal (flecha delgada) y osteocitos (cabeza de flecha).

Discusion

Las propiedades de osteoconduccion y
osteointegracion son importantes al momento de
evaluar un implante que pueda ser utilizado en
procedimientos quirdrgicos en los cuales exista
pérdida del tejido 6seo, lo que implica realizar una
evaluacion rigurosa de los materiales que podrian ser
implantados en los animales, debido a que si estos no
cumplen con las caracteristicas necesarias para una
buena reparacion, podria no mejorar las condiciones
del paciente y por lo tanto en vez de un beneficio, se
podria causar una situacion perjudicial para el mismo.

Aunque al caracterizar las hidroxiapatitas
sintetizadas en la Universidad de Antioquia (OseoU
Tipo A y Tipo B) y compararlas con el Osteogen®
se determiné que existia una diferencia en cuanto a
la forma de las particulas, las similitudes encontradas
en la respuesta final de los implantes son resultado de
la semejanza en la granulometria de dichas particulas
(300 pm en promedio para todos los implantes).
Este tamafio de particula es el mas utilizado por los
ciryjanos (15), lo que no impide la respuesta en la
osteoconduccion y osteointegracion para ninguna de
las hidroxiapatitas evaluadas en este ensayo, a pesar
de las diferencias en su forma.

La mayor relacion Ca/P de la OseoU Tipo B,
procesada a mas alta temperatura que la Tipo A,
estd relacionada con la mayor cristalinidad de
la hidroxiapatita a medida que se incrementa la
temperatura de calcinacion, la cual aumenta hasta la

relacion teorica Ca/P=10/6=1.67 en el maximo de la
cristalinidad de la hidroxiapatita. Segin Lemhman y
Rougraft (12), la relacion Ca/P esta determinada por
la disolubilidad de la hidroxiapatita en los fluidos
corporales y por ello, se espera que las OseoU
Tipo A y Tipo B presenten mayor reabsorbibilidad
que una muestra altamente cristalina. Esto les
confiere la propiedad de reabsorberse a través del
tiempo, dada la menor relacion Ca/P asociada a
la menor cristalinidad con respecto a la teorica,
lo cual segin Artzi (1), ofrece la ventaja de servir
como reservorio de minerales. Esto ademas, provee
rigidez y sirve de puente a la nueva formacion
O0sea y al reabsorberse lentamente promueve el
proceso de angiogénesis, factor fundamental para
la reproduccion, desarrollo y reparacion tisular que
depende del crecimiento de los vasos sanguineos.

En el analisis histologico, el porcentaje de
fibrosis a través de los periodos de evaluacion de
la OseoU es tan solo del 30%, mientras el producto
comercial es del 50%. Segun Valenzuela et al
(23), esta caracteristica es favorable y deseada por
muchos cirujanos, ya que el exceso de fibrosis
produce barreras cisticas en el sitio de la lesion y
retarda los procesos de regeneracion ésea.

Los cambios en las variables histopatoldgicas
descritos en los resultados son los que acompafian
el proceso de reparacion o6sea, el cual sigue un
patron similar al proceso inflamatorio, y los
fendmenos se suceden en forma de cascada, con el
objetivo de eliminar detritos celulares, restablecer
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el riego sanguineo y formar tejido 6seo nuevo, los
cuales pueden ser agrupados en tres etapas (20): 1)
inflamatoria, 2) reparacion y 3) remodelacion. Las
dos primeras duran aproximadamente 21 dias y la
tercera tiene una duracion aproximada de un afio.

Se han reportado estudios donde luego de 6
a 12 meses post implantacion, las particulas de
Osteogen® no se reabsorbieron (22). Otros autores
reportaron que en estudios realizados en caninos,
aproximadamente el 80% de las particulas de
Osteogen®, se reabsorben a las 12 semanas (11).
En un estudio realizado en humanos, se comprob6
histologicamente que a los 12 meses hay presencia
de células fagocitarias similares a macrofagos
y/o células gigantes en la superficie de particulas
de Osteogen® (15). Esto se debe probablemente
a que el proceso de reparacion en humanos es
cualitativamente diferente y mucho mas lento de lo
que se piensa (22).

Respecto al proceso de reabsorcion de los
biomateriales, se afirma tedricamente que todo
biomaterial después de su implantacion puede
reabsorberse mediante un proceso de disolucion
fisiolégica y/o un fendémeno celular fagocitico
dependiente (9, 22). No se ha determinado cual
de los dos procesos es predominante. Lo que
si esta claro es que para el Osteogen®, existe
una fuerte respuesta celular mediada por células
mono-multtinucleadas (22). Al comparar estos
resultados con los obtenidos en este estudio, se
confirma el predominio de esta respuesta celular
ante los biomateriales implantados en el ensayo
y destacamos que la reabsorcion a los 90 dias (12
semanas) fue del 60% aproximadamente. Sin
embargo, Ricci ef al (11) afirma que existe una baja
reabsorcion de la hidroxiapatita a las 12 semanas.

Los resultados de esta investigacién, muestran
que se alcanzo el 50% en la reparacion del defecto
a los 14 y 21 dias, observando hueso neoformado,
y se hace evidente, una mas rapida reparacion 6sea
con el producto OseoU en comparacion con otras
investigaciones donde reportaron que la reparacion
oOsea se logrod a los 28 dias alcanzando el 50%.

A los 90 dias del implante, se reportd formacion
de canales, engrosamiento, remodelacion lamelar,
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osteonas y tejido conectivo maduro, lo que
concuerda con los cambios histologicos obtenidos
en otras investigaciones (11).

Otra investigacion (5), reportd que a las cuatro
semanas se hace evidente la formacion 6sea de
nuevo hueso en un 20% utilizando hidroxiapatita
y granulos de fosfato de calcio. En el presente
estudio, se encontrd que el porcentaje de formacion
osea fue cercano al 50% a las cuatro semanas de
realizado el implante. Los anteriores resultados
ratifican la calidad del producto OseoU en su
comportamiento clinico, al no producir reacciones
celulares diferentes a las del producto comercial
Importado, confirmando su compatibilidad y buena
integracion al tejido 6seo.

El producto OseoU tiene el potencial de ser
utilizado en la implantaciéon de los alvéolos post
extraccion dental para mantener e incluso mejorar
la altura del reborde sobre todo en los pacientes
que se les realiza extracciones multiples de dientes
afectados periodontalmente (17, 21), por lo que se
recomienda seguir investigando en esta area del
conocimiento.

La fabricacion de la OseoU implica menores
costos de produccion, lo que se vera reflejado en
el precio final. Este producto de fabricacion local,
de igual calidad y de menor costo que las otras
hidroxiapatitas disponibles, podra ser empleado
por los profesionales que laboren con poblacion de
bajos recursos.

Teniendo en cuenta que los beneficios que
se obtienen con la OseoU Tipo A y Tipo B
son similares en cuanto a osteoconduccion y
osteointegracion, se recomienda la produccion
y utilizacion de la OseoU tipo A por tener un
menor costo asociado a la menor temperatura de
calcinacion utilizada en el proceso y una menor
relacion Ca/P.
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