Biomecénica, V, 9 (101-107), 1997

J.J. MORALES DE CANO
J. ROMERO RUIZ

A.GARCIA RUZAFA
A. FERNANDEZ SABATE

Servicio de Cirugfa Ortopédica y Traumatologfa.

Ciudad Sanitaria y Universitaria de Bellvitge.

Estudio experimental del

relleno de cavidades 0seas con

hidroxiapatita asociada a
colageno

Experimental study of filling bone
cavities with collagen-associated

ORIGINALES

hydroxyapatite

Resumien

La cirugia ortopédica maxilo-facial necesita realizar en muchas
ocasiones reseccioiies masivas de tejido dseo. Esto ha hecho que se
hayan propuesto la utilizacion de materiales inertes como sustitutos
dseos, gracias a la habilidad que tienen de permitir In regeneracion
del huieso, tanto en el campo de la medicina como de In odontologia.
Niiestro trabajo tiene por objetivo estudiar un biomaterial compites-
to de hidroxiapatita asociado a coldgeno como material de sustity-
cion dsea (Collapat de OSTEO AG) en forma de esponjas, con un
peso de 500 mg y de un tamario de 35x30x6 mm. Se han interveni-

), divididos en dos 8rupos, el grupo I o grupo control estaba com-
ndido por 16 animales. Los animales de este grupo fueron inter-
enidos quiriirgicamente realizdndose una cavidad a nivel metafiso-
isario en el fémur y otra en Ia tibia, pero en ninguna de las cavi-
lades se realizaron implantes. Los animales del grupo Il o grupo es-
0 estaban comprendidos por 34 animales, a los que se les reali-
@ misma intervencion, pero se le implantd una esponja de hidro-
atita-coldgeno de las dimensiones antes descritas, en cadn una
as cavidades. EI estudio ha demostrado 1na regeneracion dsea de
dad rellenada a expensas de In rapida reabsorcion del colige-
Y de una lenta reabsorcion de la hidroxiapatita.

abras clave: Sustitutos dseos. Relleno de cavidades. Hidro-
viapatita. Coldgeno.

itroduccién

cirugia ortopédica y maxilo-facial necesitan reali-
muchas ocasiones resecciones masivas de tejido
tumores, infecciones, cirugia protésica, etcétera),
105 obliga a dejar cavidades éseas externas debi-
S por la pérdida del hueso resecado. Estas cavi-
' Presentan una disminucién en la resistencia
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Summary

Orthopedic and maxillofacial surgery often requires massive re-
section of bone tissue. The use of inert materials as bone sustity-
tes has been proposed because of they facilitate bone regeneration
in medical and odontological applications. We studied g biomate-
rial consisting of hydroxyapatite associated with collagen as a
bone substitute (i Collapat of OSTEO AG), which is available as
500 mg sponges measuring 35x30x6 mm. Fifty experimental ani-
mals (New Zealand albino rabbit) were divided into two groups:
group I, the control group, had 16 animals, These animals under-
went surgery in which metaphyseal-diaphyseal cavities were
made in femur and tibia and left unfilled by implants. Group 1,
the study group, had 34 animals which underwent the same ope-
ration, but each cavity was filled with implants of hydroxyapati-
te-collagen sponges of the dimensions described above. Our study
showed bone regeneration of the filled cavities as a result of rapid
collagen resorption and slow hydroxyapatite resorption.

Key words: Bone substitutes. Cavity silning. Hydroxyapatite.
Collagen.

mecanica y por lo tanto son tributarias de complica-
ciones, como: aparicién de fracturas patologicas, re-
activaciones sépticas, aflojamientos precoces en Ia ci-
rugia endoprotésica, etc.

Para evitar estas complicaciones podemos recurrir
a la utilizacién de injertos 6seos. El injerto mas usado
es el autoinjerto, pero éste tiene la limitacion del pro-
pio paciente, no siendo suficiente para rellenar cavi-
dades extensas. El otro tipo de injerto habitualmente
usado es el aloinjerto, aunque su utilizacién estd muy
desacreditada debido al alto indice de reacciones de




hipersensibilidad que pueden producir, asi como la
posibilidad de servir de vehiculos de transmision de
enfermedades infecciosas. Por otra parte, la utiliza-
cion de los bancos de hueso para obtencion de aloin-
jerto representa un coste econ6émico importante para
su mantenimiento®.

Esto ha hecho que en los ultimos afios algunos auto-
res hayan propuesto como sustitutos 6seos, la utiliza-
cién de materiales sintéticos gracias a la habilidad que
tienen de permitir la regeneracion del hueso, tanto en el
campo de la medicina como de la odontologia® 1617,
Los materiales méas utilizados con este fin son los deri-
vados de los fosfatos célcicos, estos son usados para la
reparacién 6sea por su biocompatibilidad, y por sus ca-
racteristicas fisicas y quimicas similares a la hidroxiapa-
tita componente de la matriz Gsea7101216/17,24,29,30.32 K]
fosfato célcico esta basado en la hydroxiapatita estequio-
métrica obtenida del coral en base a un proceso de cam-
bio hidrotermal, con una estructura interna microporo-
sa similar al hueso'>'¥®. La estructura micropérica
tiene unos poros de un diametro de entre 190 y 230 mi-
crémetros, preparados para permitir el paso de vasos y
deposito de hueso. Estan suficientemente descritos los
eventos bioquimicos y celulares que se producen en for-
macion 6sea hetereotdpica que se produce inducida por
el implante subcutédneo de matriz dsea desmineraliza-
da®919,20,27,28,41,

La propiedad mas buscada en estos biomateriales
ha sido la osteoinduccidn, es decir, la capacidad de
estimular la formaciéon de hueso. Sin embargo, no se
ha podido demostrar esta propiedad en ninguno de
los materiales estudiados. Parece ser que la capacidad
de osteoinduccién estaria reservada a las proteinas
formadoras de hueso (bone morphogenetic protein)
descritas por Urist, y que forman parte de la matriz
6sea®4 en contra de las teorias de Takoaka y
Glass!¥. Otras proteinas de la matriz 6sea que en un
principio se pens6 que también actuarian como in-
ductoras de la osteogénesis se han descartado recien-
temente, como es el caso de la osteogenina®*.

Nuestro trabajo tiene por objetivo estudiar un bio-
material compuesto de hidroxiapatita asociado a co-
lageno como material de sustitucion osea.

Material y métodos
Material de implante

Utilizamos la hidroxiapatita en forma de granulos
de un grosor de 30 micras, unidos mediante una red
de colageno, dado un aspecto de esponja (Collapat,
fabricado por OSTEO AG). El coldgeno es obtenido
de la piel del cerdo por digestion con tripsina y pos-
teriormente purificado. La distancia entre los granu-
los de hidroxiapatita es de 100 micras, para permitir
el crecimiento del tejido 6seo a través de ellos (Fig. 1).
Estas esponjas de hidroxiapatita y coldgeno son de un
peso de 500 mg y de un tamaiio de 35x30x6 mm.
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FIG. 1.—Aspecto de las esponjas de Collapat en el micros—
copio electrénico de barrido X 350.

El material es esterilizado previamente a la inter-
vencién mediante rayos gamma a una dosis de 25
KGray, en el Centro Aragongamma.

Animal de experimentacion

El estudio se realizé en el conejo albino de Nueva
Zelanda, todos machos, con edades comprendidas
entre 4 y 5 meses, con un peso de 3,5-4 Kg. Los ani-
males fueron cuidados en el estabulario con las nor-
mas habituales (temperatura de la habitacion de
22°C, humedad relativa de 55,5%, cambio del aire 20
veces/hora).

Intervenimos 50 animales, divididos en dos gru-
pos, el grupo I o grupo control, comprendido por 16
animales. Los animales de este grupo fueron interve-
nidos quirtirgicamente realizindose una cavidad a
nivel metafiso-diafisaria en el fémur y otra en la tibia,
pero en ninguna de las cavidades se realiz6 implante.
Los animales del grupo II o grupo estudio estaban
comprendidos por 34 animales, a los que se les reali-
76 la misma intervencion, pero se le implant6 una es-
ponja de hidroxiapatita-coldgeno de las dimensiones
antes descritas, en cada una de las cavidades.

Técnica quiriargica

Todos los animales fueron intervenidos bajo anes-
tesia (ketolar, atropina y diacepéan). Se realizo una in-
cisién interna a nivel del tercio distal femoral con
abordaje entre el vasto medial de la zona metafisis-
diafisaria del fémur, y otra a nivel metafisario de
tibia, mediante una broca de 2 mm, con unas dimen-
siones de 15 mm de diametro. Estas cavidades fue-
ron rellenadas mediante el material sujeto de estudio
(Fig. 2). Al finalizar la intervencién quirdrgica la ex-
tremidad intervenida de los animales fue inmovili-
zada mediante un vendaje de yeso pelvipédico.
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FIG. 2.—Implantacién del material en el fémur del animal
de experimentacién.

Los animales fueron sacrificados en tiempos dife-
rentes, entre 3 dias y 5 semanas los animales pertene-
cientes al grupo I, y entre 3 dias y 12 semanas los ani-
males pertenecientes al grupo II.

Estudios postoperatorios

Desde el momento de la intervencién y hasta el sa-
crificio de los animales, se realizo el seguimiento de
los siguientes pardmetros, para evaluar los resultados
de los implantes:

1. Determinaciones bioquimicas:

— calcemia

— uremia

— creatinina

— determinacién de fosfatasas alcalinas.

Estas determinaciones se realizaron cada 3 dias
las primeras 2 semanas, y a partir de este momento
se hicieron semanalmente hasta el sacrificio del ani-
mal.

2. Estudio radiografico: se realizaron controles ra-
diograficos cada quince dias desde el momento
de la intervencién hasta el sacrificio de los ani-
males. :

3. Estudio histolégico: al producirse el sacrificio de
los animales. Se realiz mediante:

- estudio histologico descriptivo con hueso sin
decalcificar.

—estudio histomorfométrico con hueso sin de-
calcificar, analizando:
* superficie de material implantado
* superficie de hueso formado.

- estudio ultraestructural de los macrofagos
existentes, asi como de los osteoblastos.
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Tratamiento estadistico de los resultados

Los datos obtenidos en los resultados fueron trata-
dos estadisticamente mediante los test de Chi-cua-
drado, T de Student y test de Wilcoxon, fijandose la
significacion estadistica en p <0,05.

Resultados
Determinaciones bioquimicas

Los resultados de las determinaciones de calcio en
suero nos dieron en los animales del grupo I cifras
comprendidas entre 13,98 y 15,30 mg/dl. En los ani-
males del grupo II los valores obtenidos fueron entre
11,80y 15,90 mg/dl. Todos los resultados Nnos mostra-
ron valores dentro de la normalidad. El tratamiento
estadistico de estas determinaciones entre los anima-
les del grupo Iy II fue de p > 0,05, por lo tanto sin di-
ferencia estadisticamente significativa.

Los datos obtenidos en las determinaciones de urea
en los animales del grupo I estan comprendidas entre
28,9y 36,1 mg/dl. En los animales del grupo II los re-
sultados estaban comprendidos entre 285 y 34,4
mg/dl. En ambos grupos se trataban de cifras no pa-
tologicas. El tratamiento estadistico de los datos obte-
nidos en ambos grupos nos demuestra que no existe
una diferencia significativa entre ellos (p > 0,05).

La determinacién de las fosfatasas alcalinas en los
animales del grupo I nos dieron cifras comprendidas
entre 116 y 330 U/1. Por su parte, las determinaciones
en los animales del grupo II nos dieron cifras entre 70
y 360 U/L. El tratamiento estadistico entre ambos gru-
Pos demostr6 que no existia una diferencia significa-
tiva (p > 0,05).

Estudio radiografico

Las radiografias realizadas en el postoperatorio
inmediato a los animales intervenidos Nnos mues-
tran como la zona metafiso-diafisaria del hueso,
donde habia sido implantado el material, muestra
una zona con aumento de la densidad 6sea debida
al aspecto radiopaco del material implantado. Este
aumento de densidad 6sea permanece practica-
mente igual durante las primeras semanas que si-
guen a la intervencién y sélo a partir de la décima
semana se puede ver como comienza la reabsorcidn
del material implantado disminuyendo la superfi-
cie radiopaca que ocupa el material (Figs. 3 y 4).
Esta disminucién sigue produciéndose progresiva-
mente, de tal manera, que a las veinte semanas de
la intervencion es francamente notable. Aun asi, a
las veinte semanas después de la intervencién esta
disminucién no llega al veinticinco por ciento de la
superficie que ocupa el material en el postoperato-
rio.
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FIG. 3.—Radiograffa postoperatoria del fémur del animal

de experimentacion: zona metéfiso-diafisaria con aumento

de densidad 6sea correspondiente a la zona del implante
del material.

Estudio histolégico

En las preparaciones realizadas a los tres dias des-
pués de la intervencién se puede apreciar como el
material implantado presenta los granulos de hidro-
xiapatita unidos por una importante red de coldgeno
(Fig. 5). En la periferia del implante se encuentra teji-
do hemorragico que se entremezcla con el material
del implante y en algunas zonas aparece un tejido de
granulacion con abundantes macréfagos. A la sema-
na de la intervencion este proceso de progresiva sus-
titucién del material implantado, mas concretamente
del colageno, por tejido fibroso cicatricial es mas no-
table. Llama la atencion como en las zonas periféricas
comienza una osificacion del tejido fibroso debido a
una importante actividad osteobldstica (Fig. 6), espe-
cialmente en zonas cercanas al endostio y con una
importante cantidad de vasos. Esta formacion de teji-

104 J. J. Morales de Cano y cols.

FIG. 4—Radiografia a las diez semanas del implante. Se
aprecia discreta disminucién de la zona radiopaca.

FIG. 5.—MO x 400 hematoxilina-eosina: zona del implante
a los 3 dias de la intervencion.
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FIG. 6.—~MO X 400 hematoxilina-eosina: a las 2 semanas
del implante importante actividad osteoblastica.

do 6seo se realiza respetando los cristales de hidro-
xiapatita, de tal manera, que las trabéculas éseas re-
cién formadas rodearon y dejaron englobados en su
interior los cristales de hidroxiapatita. En estas pri-
meras semanas después de la intervencién no encon-
tramos reacciones de cuerpo extrafio.

Sin embargo, a las seis semanas de la intervencion
8€ encontraron zonas donde aparecen células multi-
nucleadas de cuerpo extrafio, que tendrian por mi-
si6n fagocitar cristales de hidroxiapatita. Estas zonas
corresponderian a la parte mas central del implante,
lejos del endostio, y por lo tanto mal vascularizada
;(Igig‘ i), '
~ En el estudio con el microscopio electrénico cons-
tataron como en el interior del citoplasma de los ma-
crofagos aparece gran cantidad de fagosomas con res-
tos del material implantado.

A las veinte semanas después de la intervencién se
nstat6 una gran proliferacion de tejido 6seo recién
formado, que fue emergiendo desde el endostio y que

G, 7.~MO X 400 hematoxilina-eosina: a las seis semanas
ona hipovascularizada del implarite con aparicion de al-
gunas células gigantes de cuerpo extrafio.

sustituye al tejido fibroso, englobando a numerosos
cristales de hidroxiapatita que se habian implantado
(Fig. 8). S6lo en algunas zonas del centro del implan-
te aparece un tejido cicatricial de aspecto denso y con
algunas células de cuerpo extrano, sin que sea evi-
dente la formacion de tejido 6seo.

El estudio histomorfométrico en los animales del
grupo II, durante las tres primeras semanas después
de la intervencion se produjo una rapida reabsorcién
del material implantado, para proseguir después
muy lentamente. Sin embargo, la superficie corres-
pondiente al tejido 6seo recién formado es inversa-
mente proporcional a este fenémeno, de tal manera,
que desde la intervencion y hasta veinte semanas
después se produce una importante y progresiva for-
macioén de hueso gracias a la gran actividad osteo-
blédstica que se aprecia en el interior del hueso. El tra-
tamiento estadistico de estos parametros nos de-
muestran que existe una diferencia estadisticamente
significativa.

Por otra parte, el estudio histomorfométrico de 1a
formaci6n de hueso en los animales del grupo I es in-
ferior a la que se produce en los animales del grupo
II. El tratamiento estadistico de los resultados de la
medicion de superficie de hueso formada en los ani-
males del grupo I y grupo II, nos demuestra que exis-
te una diferencia estadisticamente significativa entre
los animales de un grupo y otro, siendo mayor la can-
tidad de hueso formado en los animales del grupo IL

Discusidon

El tratamiento de defectos 6seos necesita el uso de
gran cantidad de injertos Gseos cortico-esponjoso.
Esto hace que los cirujanos ortopédicos tengan que
recurrir a la utilizacion del banco de hueso pero esto
plantea serios problemas como la infeccién ®.

Las ceramicas de fosfatos calcicos se consideran

i

FIG. 8.—MO X 400 tricémico de Masson: a las 20 semanas
trabéculas oseas recién formadas rodeando los grastales de
hidroxiapatita no reabsorbida.

/
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materiales bioactivos, segin la definicion propuesta
por Williams en 1987 «como material que induce una
actividad biologica especifica»®. Las cerdmicas de
fosfato calcico actdan interaccionando con el hueso
reabsorbiéndose, mas o menos lentamente depen-
diendo del tipo y de la porosidad del material®%3!.
Esto ha hecho que la hidroxiapatita pueda ser consi-
derada como un material biocompatible'-*'. Por esta
razén se ha utilizado como material de relleno cavita-
rio®, o de recubrimiento? .

Los estudios histologicos de los fosfatos calcicos
han demostrado que aunque no son materiales que
puedan actuar como osteoinductores, si que actian
como soporte del crecimiento 6seo, lo que se ha deno-
minado osteoconduccion®. La utilizacion de la hidro-
xiapatita en forma de granos compactos con una po-
rosidad baja presenta grandes inconvenientes'® ya
que no permite la formacion de las trabéculas Oseas
recién formadas. En nuestro trabajo, la asociacion del
colageno a la hidroxiapatita permite separar los gra-
nos de la hidroxiapatita. Hemos podido comprobar
como el coldgeno se reabsorbe rapidamente permi-
tiendo el normal crecimiento de tejido dseo recién for-
mado entre los granulos de hidroxiapatita. De esta
manera podemos ver las trabéculas 6seas formadas
entre los granulos de hidroxiapatita que aun no se han
reabsorbido. Esto hace que se mantenga la resistencia
6sea del hueso mientras se forma el hueso, para una
vez formado el hueso se empieza a reabsorber lenta-
mente la hidroxiapatita, de tal manera que cuando
este se ha reabsorbido ya existe un hueso normal.

Para algunos autores la hidroxiapatita es la cerdmi-
ca que tiene mds poder osteogénico seglin los estu-
dios realizados con microrradiografias”, pero por
contra la HA tiene una gran estabilidad en el tiem-
po*5 cosa que se traduce por una muy lenta reabsor-
cién. Esto ha hecho que algunos autores sean parti-
darios de combinar la HA con otro material de reab-
sorcién mas rapido, bien sea las ceramicas bifasicas o
combinar el coldgeno a la HA como hemos hecho no-
sotros. Esto permite el crecimiento del tejido Oseo
permaneciendo los cristales de HAA= 14,

La evaluacion clinica de los implantes es dificil de
cuantificar, pero sin embargo los estudios radiografi-
cos, analiticos e histologicos, demuestran un impor-
tante crecimiento 6seo a expensas del material im-
plantado. Se puede ver una reabsorcion rapida del
material con formacién ¢sea desde las dos semanas
del implante. Permaneciendo los cristales de HA que
son reabsorbidos muy lentamente. La formacion Osea
es esencialmente lamelar.

Una cuestion preocupante fue ver si se producia
una reabsorcion de los cristales de HA. En nuestro es-
tudio hemos podido comprobar que si se produce
una reabsorcion 6sea. Pero esta reabsorcion es muy
lenta de manera que los cristales de HA persisten a
las 40 semanas después del implante, quedando to-
talmente rodeados de trabéculas seas. Esto nos per-
mite asegurar que el material que hemos estudiado
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cumple perfectamente la funcion de material osteo-
conductor.

Una de las propiedades que se le pide a un bioma-
terial de sustitucion 6sea es mantener la resistencia
mecanica del hueso donde se han implantado. En
nuestro estudio hemos comprobado que el material
implantado cumple perfectamente esta propiedad. Su
reabsorcion es tan lenta que al acabar la formacion de
trabéculas 6seas que rellenaran la cavidad, el material
implantado permanece casi en su totalidad. En nues-
tro estudio no hemos comprobado la formacion de te-
jido fibroso que encapsule el implante, ni tampoco se
forma una reaccion generalizada de cuerpo extrao.

Algunos han descrito alteraciones en el calcio plas-
matico en animales a los que se les han implantado
algunos tipos de materiales?. En nuestro estudio no
hemos comprobado incremento en las cifras de calcio.
Asi como tampoco se ha comprobado ningtn otro
tipo de alteracién. No hemos podido hallar diferen-
cias significativas en las determinaciones de calcio ni
fosforo en los animales del grupo I y II. Tampoco
hemos encontrado efectos de toxicidad en los anima-
les a los que les hemos implantado la HA y colageno.

Conclusiones

— La hidroxiapatita asociada al colageno, permite
la regeneracion dsea en la cavidad donde ha sido
implantada. Podemos pues considerarla como
un biomaterial osteoconductor.

— Aunque la hidroxiapatita no acttia como un bio-
material osteoinductor, hemos podido compro-
bar que actta favoreciendo la regeneracion osea
en las cavidades donde ha sido implantada.

— No se han podido comprobar efectos toxicos en
los animales de experimentacion, ocasionados
por los materiales implantados.

— La hidroxiapatita es un material de reabsorcion
muy lenta. Esta reabsorcion se produce después de
haberse realizado una neoostogénesis cavitaria.
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