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El objetivo de este trabajo es la caracterigagy evaluadn de la biointegradin del substitutéseo BioOsteB (Hig-Med) en un modelo de
tibia de rata. Ningn rechazo o reaawn inflamatoria se preséntiurante un periodo de 8 semanas en nuestros esindin®. La caracteri-
zacbn del material y su evolugn en la osteointegramn se monitoré empleando microscépelectbnica de barrido (SEM), espectroscopia
por enerda dispersiva (EDS) y difracth por rayos X (XRD). Concluimos que el substitdseo BioOsteB es un biomaterial a base de
calcita que no adl por osteocondudm sino por desplazamiento y se propone su empleo en reparadErasde huesos anchos.

Descriptores: Substitutodseo; osteointegramn; mineralizadn.

The aim of this work is the characterization and evaluation of the biointegration of Bid®gt#g-Med) bony graft on a rat tibia model. No
implant rejection or inflammatory reaction was observed during an 8 weeks periodimaur studies. The evolution of the osteointegration
was followed employing scanning electronic microscopy (SEM), energy dispersive X-rays Spectroscopy (EDS) and X-ray diffraction (XRL
We concluded that BioOst&obased graft is a calcite-based biomaterial that works by a displacement mechanism and we suggested its
like bony graft for width bones.

Keywords: Bone substitute; osteointegration; mineralization.

PACS: 87.17; 87.64Bx; 87.64Ee; 87.80Pb

1. Introduccion crementar el potencial oste@mgjco de diversos factores de
) crecimiento, los cuales a su vez inducen la prolifénacle

En algunas enfermedades que alteran la estruos@@como  cglulas indiferenciadas y su diferenciasien @lulas osteo-

fracturas, osiéis (sifilitica, parasitarias @kicas) u osteosar- pjlasticas [11].

comas es necesaria, en ocasiones, aparte de tefsip@ El objetivo de nuestro estudio es la caracterizagi eva-

medicaodn, la ciruga. Es en estos casos cuando l0s injeryacion de un substitutéseo en un modelo de tibia de rata
tos aublogos, abgrafos o siréticos (biomateriales) se em- -omo una alternativa de injerto stico.

plean como matriz intratrabecular para auxiliar en la repa-

racion y disminucdn del tiempo de consolidam 6sea. La

reparadbn 0sea se caracteriza por tres fases; una fase infl2, Materiales y metodos

matoria (1-3 semanas), una fase media (4-5 semanas) y una

fase reparativa en la cual los llamados factores de crecimier~1. Materiales

to regresan a su estado basal. A nivel celular la respuesta del

hueso a un trauma consiste de una serie de eventos inter@omo material de implante se propuso al substititeo

lacionados entrei sle manera espéica. Basicamenté@stos  BioOste® (Hig-Med), que es un biopbhero osteointe-

son la angiognesis, migraéin, proliferacbn de @lulas in- grable que tiene un peso esfimo y elasticidad similares

diferenciadas, diferenciam en osteoblastos, produgnide  a las del hueso. Se emplearon ratas Wistar machos sanos

osteoides, mineralizaimn y remodeladn [1-3]. de 300-370 g. a los cuales, antes y déspde realizados los
En las(ltimas cecadas se han desarrollado y empleaddmplantes, se aislan y colocadn en grupos de 5 individuos

materiales como Hidroxiapatita (HA), compuestos de coralpor caja. Alimento y agua fueron administradaslibitum

colagena, coral natural, damicos a base de carbonato de cal-  Para los experimentos se dividieron a los individuos en

cio y combinaciones de cajjena en una amplia variedad de cuatro grupos de ocho y cinco miembros. Los grupos de 8

tratamientos teraduticos [4—10]. Las funciones de estos ma-individuos se destinaron a estudios SEM y EDS, mientras

teriales dentro del hueso soadicamente dos: 1) servircomo que los grupos de 5 individuos a estudios de XRD. Se ro-

estructura o matriz para laglalas indiferenciadas, y 2) in- tularon como: grupo C (control) y grupo B (injerto). Se les
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ocasioid una lesbn de 1mm de dimetro en la superficie an- d = 3.015A. Se enconts a partir del patin de difracodn
teromedial central de la tibia derecha, donde, dependiendte rayos X del hueso cortical de tibia de rata, empleando la
del grupo, se sutarsin implante (grupo C) o se injérel ma-  ecuacdbn de Scherer, que la biohidroxiapatita (HA) contenida
terial (grupo B). En estudios previos, se considera una fractuen las muestras tiene un tafieade grano alrededor de 125

ra a una lesin que abarque dos terceras partes dehetro A, lo cual concuerda bastante bien con lo reportado en la lite-
del hueso a lesionar y 8 semanas como tiempo adecuado patura [15]. Por otro lado, el p@in de difracddn correspon-

ra un proceso de reparaaiesportinea. Las tibias izquierdas diente a la muestra de hueso de tibia de rata presenta picos
se utilizaron como controles contralaterales. UnéeBpen  muy anchos que se deben a que el hueso es un composito
por grupo fue sacrificado a las 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 semanasonstituido de 60 a 70 % de cristales minerales iaoicps y
despiés de colocado el implante y la régide inteés fue de 30 a 40 % de una matriz @ngica, en su may@, a base
procesada para realizar estudios de microscefectbnica  de fibras protmicas de cdigena y élulasdseas. Dependien-

de barrido y microaalisis gumico. Se sacrificaron los indi- do del segmento, el hueso difiere en la progimrctamdio y
viduos de los segundos grupos a la tercera semana del tratreglo de fibras, cristales y cemento en la matriz; y en el
miento y fueron estudiados mediante XRD. Los cortes anatamdio, forma y patbn de los osteocitos. La mayor parte
lizados y evaluados fueron de tipo transversal en labregi mineral constituyente del hueso es muy cercana a la hidro-

interfacial entre el implante y hueso cortical. xiapatita (HA) 3Cg(P0O,).-Ca(OH) y al trifosfato de calcio
(TCP) Ca(PO,)2, con pequias cantidades de otros iones
2.2. Difraccion por rayos X como Mg+, FE* (en sangre), £y Cl—. Dado el intercam-

bio celular tamk&n podemos encontrar presentes trazas de
La estructura del material se determiempleando un di- Nat, KT, acido asorbico, acido dtrico, polisa@ridos y al-
fractometro deorayos X (Siemens D5000) con un blanco dgyunosatomos pesados como Ba SP+ y P+ [16-20]. De
Cu (A\=1.5406A). hecho, nuestros resultados de EDS para hueso cortical en cor-

tes transversal, longitudinal y tangencial corroboran que los
2.3. Microscopia electbnica de barrido y microanalisis  elementos conimmeros atmicos mayores a Naque se en-

por energia dispersiva de rayos X cuentran presentes en hueso son calciosfdro con trazas

de Mg, Fe, F, C|, K, Ba, Sry Pb. Las razones Ca/P paf-di
Las muestras fueron fijadas en sobrcamortiguada de glu-  gjs de rata de 300-370 g Van de 1.86 a 1.88 (p0.05). Ver
taraldehido a un pH de 7.4stas fueron cortadas alrededor Tap|g |. Se enconlr que el material propuesto como injerto
de la lesbn y vueltas a fijar en una sol@ri de tetroxido de  ggg constituido mineralmente por 87.95 % de Ca, 9.33 % de
osmio. Se deshidrataron empleando diferentes concentracip; 1.2% de Na, 1.1 % de K y trazas de Mgl(%).
nes de etanol, pasando por tres fases de deshidnatani Dado que el hueso es de naturalezaniga con grandes

etanol absoluto y un secado a puntético (Sandri-780A).  caniidades de calcio y el substitiéseo es un material a base
Finalmente fueron montadas y recubiertas con una capa qg carhonato de calcio, es de esperarse que los patrones de

oro (Desk 1) para su observaxi. Las observaciones de la gifraccion de ambas muestras tengan algunos picos coinci-
seccon transversal de intes fueron realizadas con un mi- 4o teo

croscopio electmico de barrido (JSM 6300 JEOL) a 15 kV
y diferentes amplificaciones, mientras que el micédiars se
realizd con un sistema NORAN 1100/1110EDX.

3. Resultados y discugin

La Fig. 1 muestra los patrones de difrdotide rayos X pa- Bioosteo”
ra muestras de hueso cortical de tibia de rata y del substitutcs
0seo BioOsteB (al cual nos referiremos coned substituto
0seq. El CaCQ es uno de los biominerales que coasrire-
cuencia se encuentran en tejidos duros en diversas especit
[12]. Por otro lado, raltiples estudios muestran la potencia-
lidad osteognica del CaC@en sus diversas formas [13,14]. Hueso cortical de tibia de rata
Dado que el substitutoseo en su may@ es CaC@, espe-
ramos que la presencia del material promueva la migraci
de lulas indiferenciadas y osteoblastos en ladiesi por
tanto que la reabsoimn sea apida. El BioOste8es un bio- e
material formado por una parte pofmca y una cristalina

(Fig. 1). La estructura cristalina del BioOsfeorresponde
a CaCQen forma de calcita (hexagonal), con @@etros  Ficura 1. Espectros de difracth de rayos X del substitutsseo
de red a = 4.96% yc= 16.903A, y distancia interplanar y de hueso cortical de rata.
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es decir, mientras que para el grupo control hay un aumento
TABLA |. Razones Ca/P por EDS de muestra de hueso cortical yde 1.02 en la raan Ca/P durante 56ias, en el grupo con in-
substitutobseo implantado. jerto Dlo hay una aumento en 0.28. El ligero aumento en la
razon del grupo con injerto indica una reabsoércparcial del

Muestra Raan Ca/P (%) . . N
material y un proceso lento de mineraliZatidel hueso.
Hueso (corte tangencial) 1.88 En la corroboradin de esta hiptesis se evaluaron mues-
Hueso (longitudinal) 1.86 tras de ambos tratamientos a la tercera semana de realizada I
Hueso (transversal) 1.87 lesibn mediante XRD, encorétndose que el grupo C mues-
Substitutodseo BioOsteB 0.42 tra los picos caractisticos de un hueso cortical pero no con

la misma intensidad; mientras el grupo B muestra estos mis-
mos picos con menor intensidad @mo la presencia del
pico mas intenso del substitutbseo (en 29.5. Los picos

por arriba y debajo de este se dtan (Fig. 3). Por ello pode-
mos aseverar que la reabséartidel material ha comenzado
ya en esta semana.

En la Fig. 4 presentamos microgias de la superficie an-
teromedial de la tibia en la interficie de la lesipara ambos
tratamientos a las 2, 3 y 5 semanas del mismo. Las flechas
muestran las fibras de é@ena de diversa madurez, siendo

FIGURA 2. Micrografias por SEM de, a) hueso de tibia de rata en las mas gruesas para_ el grupo C a fasemana. Tamnh se
corte transversal y b) material injertado X2500. Las flechas (Tr)Muestran la presencia de estructuras globulares @)las
muestran diferentes orientaciones de lasécalss, la presenciade de€ linaje osteolaistico (O) y presencia de material (M) para
células globulares (G) (leucocitos) y cavidades (C). Barragh0 €l grupo B, preseandose huellas de actividad osteéstica
sobreél (Figs. 4d, 4e y 4f); pero en general se pregamta
mayor actividad celular en las muestras del tratamiento sin

Los ardlisis de EDS muestran que las razones de Ca/erto.
para los dos tratamientos Van conforme la reparamn de

la lesbn. La Tabla Il muestra la evolum de la ragn de las . a)
concentraciones de raz Ca/P para los ocho individuos de «©
cada grupo en la regn de la lesn. 2
Se observa que la ram Ca/P para el grupo control é Grupo C
aumenta de 0.57 a 1.59 durante un periodo de&$ tenien- ©
do en cuenta que la raa Ca/P de un hueso completamente g
reparado oscila entre 1.86 y 1.88 se corrobora que la minera 3 )
lizacion del proceso de reparaci no ha concluido (ver Ta- @ Hueso cortical de rata
bla 1). La radn para el grupo tratado con el injerto taii )
aumenta, de 9.13 a 9.41, lo que es de esperarse dado que =
proceso de colocar un injerfiseo en una leSh equivale a
un proceso de repar@ci espordnea de una fractura.dtese
que el aumento en la raa no es equiparable al grupo control,
3 N Grupo B
TABLA Il. Razones Ca/P para los dos grupos: Control (C) y bio-
material (B). o
5 Substituto dseo
Muestra Ca/P (%) Muestra CalP (%) o Ll 1
c1 0.57 B1 9.13 S WWWMM.
(22}
c2 0.62 B2 9.17 3 Hueso cortical de rata
C3 0.76 B3 9.21 £
C4 0.89 B4 9.26
C5 1.19 B5 9.31 20 (grados)
C6 1.35 B6 9.35
FIGURA 3. Difraccion por rayos X de la superficie anteromedial de
c7 1.48 B7 9.38 tibia de rata a la 3 semana para a) grupo Control (C) y b) grupo
C8 1.59 B8 9.41 Biomaterial (B).
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FIGURA 4. Micrografias de la superficie anteromedial de tibia de rata para grupos Control y Biomaterial. a) Grlage@dha, b) grupo
C 3* semana, ¢) grupo C*5emana, d) grupo B*2semana, e) grupo B*3emana, g) grupo B*ssemana de colocado el implante, 15 kV,
barra = 10m, X1000 (grupos a la2semana), X2500 (grupo$ Semana) y X3500 (grupos' 3emana). Donde M = BioOst8oy G =
Ceélulas globulares (leucocitos).

Las clulasbseas encargadas del proceso de regaraci te influenciada por el tanfi@ de poro. Un incremento en la
demolicbn de hueso son la dupla osteoblasto-osteoclast@orosidad puede favorecer el crecimiento dentro del material
Los osteoblastos son laélalas formadoras de hueso, mien- pero puede aminorar sus propiedades Himigas. En estu-
tras que los osteoclastos son l@&utas responsables de la diosin vitro el tamdio minimo necesario es de 20 micras,
reabsordn de la parte mineral de la matriz extracelular. Lapero el nas favorable para la penetréanicelular es de 49
funcibn de un injerto es insertar una matriz en ladaso  micras, mientras quim vivo un tamdo de poro de interco-
fractura que permita que laélalas indiferenciadas migreny nexion de 20 micras permite una penetbacicelular y una
proliferen. Se espera que los injertos étitos sean biocom- formacbn de tejido endocondrial dentro de los macroporos.
patibles y osteoinductivos para que en el proceso normal dgin embargo un tanfim de interconexin arriba de 50 micras
reparaddn sean reabsorbidos por el cuerpo, pero, dependiemsegura la formadh de hueso mineralizado [24].
do de la funddn del injerto sea su selec@n. Un ejemplo son
los casos de reparaci de fractura en huesosrlargos,do'nde la Entonces, cuando un injerto, implantado en hueso, pre-
reabsordn debe ser completa para que la f@mcmea@nica  ganta un tanfio de poro de interconexi mayor a 50 micras
de estos segmentos sea normal. se asegura la formam de hueso mineralizado y la adoi

Un injerto (alogenico, autognico o substitut@seo) de- de @&lulas progenitoras dentro é& mientras que para inter-
be ser capaz de soportar esfuerzos, cuando es necesario. Estaexiones menores la forméni de hueso es por substitu-
requiere que su estructura se mantenga mientras el huesoa@gn del material [21,23]. Nuestros estudios de SEM mues-
reparado. Los materiales osteoconductivos pueden actuar ttan que la degradami del substitut@seo fue por actividad
dos maneras, la primera es que vaso8lylas osteoprogeni- celular, esto es, por la aéci de €lulas osteodlsticas, dado
toras crezcan dentro d# [22]. En este caso, el injerto &t  que el material presentaba erosiones, huellas en su superfi-
como una malla. Alternativamente, un material puede exhieie y disminucdn de taméio de grano en algunas regiones.
bir substitucbn, esto es, no habuna introducdn celular a La mayofa de los substituto@seos 0 no son reabsorbidos o
su interior sino una reabsoéri conforme el hueso se vaya sblo parcialmente. Esta baja reabsércho es necesariamen-
formando. Se sabe que se realiza una penétracsculary te una desventaja, un ejemplo lo constituye la reconsfsacci
formacbn 6sea menor y @&s lentamente cuando se trata dede barbilla dado que se necesita que el material de injerto
la incorporacbn de aloinjertos o substitut@seos que cuan- quede como puente permanente. En nuestro caso, el grupo
do se trata de autoimplantes [23]. La microestructura de logatado con el substituto presénin ninimo incremento en
biomateriales empleados como substituiesos (esto es, su larazdn Ca/P, esto es, a la par de la mineraliaade la repa-
volumen, densidad de poros e interconexioneisc@sio su  racion se llew a cabo una reabsooei nminima del material.
superficie) adtan sobre la degradaxci y crecimiento de hue- Ello nos permite proponer este substitg®o como material
so nuevo dentro o por desplazamiento del material. Aparte dée injerto no de huesos largos sino de hueso anchos, como
su composid@n gumica, su biodegradamn es directamen- los faciales.
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4. Conclusiones solucbn, y que en estructuras corésta, el crecimiento de
hueso es por substituei. Dada su relativa reabsaraiy su

Mediante estudios de XRD se encangue la parte cristali- - mecanismo de degradadise propone para injertos de repa-
na del substituto BioOstébcorresponde a calcita en forma (gciones faciales.

hexagonal, misma que al ser evaluada en estinligo pre-
senta una variadh de la radn Ca/P, en la regn de la lesin,

de 0.28 durante un periodo de 5f&asl, atenuabin en varios

de los picos de intensidad de XRD correspondientes al ma-

terial y huellas de actividad osteéstica sobrel. Por ello,
podemos concluir que el uso del substitageo BioOste®
esh asociado a una dismindai en la rapidez de reparaai

IP
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