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JVSTiFCACIiON

La pérdida de masa dsea constituye un grave problema de salud que resulta ain mas
acuciante en pacientes de edad avanzada. En tratamientos odontoldgicos es frecuente que,
tras una intervencion, se produzca una pérdida de masa 6sea debido a complicaciones y
patologias asociadas, como la causada por la reabsorcion alveolar posterior a una extraccion
dental y la originada por la enfermedad periodontal. Por otro lado, tanto en traumatologia
como en otros tratamientos quirdrgicos, la pérdida de masa 6sea es un problema grave de la
salud, que puede incluso ocasionar la muerte del paciente.

Segun los demografos de Naciones Unidas, dentro de unos 5 afios es muy probable que
haya mas personas de mas de 60 afios, que nifios de menos de 15 afios. Hoy en dia una de
cada diez personas tiene 60 afios 0 mas, pero en el afio 2050 se prevé que serd una de cada
cinco. También se estima que el nimero personas de 80 afios se multiplicara por cinco a su
vez. De lo dicho se deduce que la longevidad masiva presentard implicaciones individuales
relacionadas con mantenimiento de la calidad de vida. Estos factores sociol6gicos han
impulsado un gran avance en el desarrollo de los Biomateriales, y han potenciado la
investigacion en este campo. Si a esto se le afiade la mejora de las técnicas quirdrgicas, se
puede entender, el gran incremento en la utilizacion de protesis, implantes, sistemas y
aparatos médicos que deben trabajar en intimo contacto con los tejidos corporales (1).

Segun los altimos estudios de la Comision Europea, el crecimiento anual estimado para
el sector de los Biomateriales a nivel mundial, estd fijado en torno a un 12%. De la
globalidad del mercado, Estados Unidos cuenta aproximadamente con un 40% de la cifra
total y un crecimiento estimado del 20%. Europa, situada como segunda potencia, cuenta con
una cuota de mercado del 28% vy basa sus principales esfuerzos en investigaciones en el
campo de materiales e ingenieria de tejidos. No obstante, no hay que olvidar que mientras
que la Union Europea compite con Estados Unidos y Japdn, donde actualmente los avances
en el desarrollo de nuevas tecnologias para la creacion de Biomateriales es una prioridad,
economias emergentes tales como Corea del Sur, Taiwan y China estan introduciéndose
rapidamente en este sector.

Desde otro punto de vista, el desarrollo de nuevos materiales puede tener
implicaciones a largo plazo en el sistema sanitario europeo. Con una poblacion envejecida
(el nimero de adultos jubilados se prevé que se incremente en un 50% para el 2025, llegando
a tener un promedio superior al 30% de ciudadanos por encima de los 60 afios) y una
esperanza de vida mayor, los posibles beneficios de los Biomateriales en la reduccién de la
creciente carga de costes en el sistema sanitario actual es evidentemente primordial.
Actualmente, se han desarrollado alrededor de 2.700 tipos de dispositivos médicos
considerados como Biomateriales. En USA se estima que se implantan unos 3 millones de
prétesis anuales, generando un mercado de mas de 100 millones de dolares. En Europa, se
implantan anualmente alrededor de 40.000 prétesis cardiacas y 275.000 protesis de cadera,
siendo de fabricacion europea s6lo el 15%. Se pronostica que el aumento del uso de prétesis
crecerd a un ritmo de un 6% anual, con un incremento de los costes asociados de un 10%.



JVSTiFiCACION

Europa en su conjunto dedica entorno al 8,6% del PNB al sector Salud, frente al
13,9% dedicado por Estados Unidos. De este porcentaje, el 6,37% representa el gasto en
tecnologia médica europea, frente al 5,1% americano. Los Gltimos datos disponibles de los
afios 2002/2003 valoran la tecnologia médica europea en torno a los 55,2 billones de euros.
Alemania es el pais lider con una cuota de mercado del 34,4%, seguido de Francia con el
16,3%. Espafa posee una cuota de mercado de las tecnologias sanitarias de alrededor del
5,4% en Europa.

El mercado mundial de la tecnologia sanitaria se estimé en mas de 184 billones de
euros en el afio 2002. EI mercado europeo de la tecnologia sanitaria representa en torno al
30% del mercado mundial, precedido por Estados Unidos con el 43% (79 billones de euros)
y seguido de Japon con el 11% (20 billones de euros).

Dentro de areas méas especializadas, el mercado ortopédico mundial se situaba en
unos 8 billones de euros, con una tasa de crecimiento del 5-7% anual, dentro del cual los
implantes de cadera ocupaban un 30% de dicho segmento. ElI mercado del tratamiento de
heridas supera los 10 billones de euros anuales, de los cuales los tratamientos de lesiones
graves representan casi el 40% y las aplicaciones vasculares unos 3 billones de euros. La
reparacion de tejidos, excluyendo las aplicaciones ortopédicas y cardiovasculares, se estima
en unos 4 billones de euros (2).

Con estos datos se pone de manifiesto la gran importancia que tiene el desarrollo de
materiales que permitan la reparacion y regeneracion de defectos dseos. Para ello numerosos
equipos multidisciplinares, que agrupan investigadores de diversos campos como las ciencias
bésicas, las ciencias biomédicas, las especialidades médicas y la ingenieria, estan trabajando
para desarrollar un amplio rango de materiales que permitan su aplicacion en el campo
clinico, como es el caso de la ortopedia y la odontologia.

Desde hace casi un siglo se utilizan biomateriales para reparar o reemplazar defectos
6seos. Un ejemplo es el uso de injertos de hueso autdlogo para rellenar cavidades 6seas y en
reconstrucciones quirdrgicas. Sin embargo los inconvenientes asociados a su uso, como son
el suministro limitado de hueso y la cirugia adicional requerida, han hecho que se busquen
otras opciones, como es el caso de los aloinjertos de donantes. Sin embargo su menor
revascularizacion y capacidad osteogénica, ademas del riesgo de transmision de agentes
patégenos, han promovido la blsqueda de otras alternativas. Un ejemplo es el uso de
xenoinjertos procedentes, sobre todo, de la especie bovina, como es el caso del BioOss®.
Este material se utiliza ampliamente en el campo de la odontologia. En el proceso de
fabricacién de BioOss® se elimina la matriz orgénica sin alterar la estructura de
composicion mineral, manteniendo unas propiedades quimicas, morfolégicas vy
ultraestructurales, muy similares al hueso humano. Sin embargo, el uso de estos preparados a
partir de material biolégico representa problemas de posible contaminacién con agentes
infecciosos, como la encefalopatia espongiforme bovina (EEB), y existe un estricto control
de calidad.

Con el fin de evitar estos problemas se han desarrollado matrices sintéticas. La
investigacion en nuevos biomateriales sintéticos para la reparacion Gsea trata de reducir al
méaximo la necesidad del empleo de injertos 6seos, buscando un material artificial que con el
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tiempo se reabsorba y/o se integre con el hueso adyacente y, ademas, sirva de fijacion en
fracturas osteopordticas. Los fosfatos de calcio tienen especial interés en regeneracion dsea
ya que presentan similitudes con la fase mineral del hueso natural y son susceptibles a la
remodelacion y reabsorcion 6sea. Los fosfatos calcicos mas comunmente utilizados son la
hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcico (TCP) y brushita (fosfato dicalcico dihidratado)
(DCPD). Estos materiales pueden administrarse en diversas formas, como en pastas de
cementos, de forma de piezas sdlidas o formulaciones granulares.

Los materiales se disefian para que presenten cierto grado de porosidad intentando
aumentar la capacidad de regeneracion ésea. La introduccion de porosidad en el sistema
aumenta considerablemente la superficie de contacto del material en el lugar de implante, y
la superficie susceptible de interaccionar con las células de los tejidos circundantes. En el
mercado, encontramos granulos de HA, TCP y combinaciones de ambos. Sin embargo, en el
ambito de los materiales de regeneracion 6sea es de creciente interés la brushita (DCPD)
(CaHPO4x2H,0) altamente reabsorbible en comparacion con la HA. Este fosfato de calcio
puede encontrarse en la naturaleza o producirse sintéticamente a partir de reacciones acido-
base. Sin embargo la brushita en condiciones fisioldgicas se transforma en HA provocando
un descenso del pH ademas de retardar la reabsorcion del material. Por lo que se han
buscado otros materiales alternativos donde asociado al empleo de la brushita encontramos
la monetita (DCPA) (CaHPO,). La monetita puede sintetizarse directamente, mediante una
reaccion de descomposicion de la brushita o se puede encontrar como mineral en la
naturaleza. EI uso de la monetita en la regeneracion d6sea no ha sido explotado por
considerarse un material con una rapida disolucion y poca resistencia.

En esta tesis se ha llevado a cabo el estudio de matrices de monetita sintéticas
mejoradas a partir de la introduccién de otros compuestos de calcio bioactivos que modulan
la velocidad de degradacién del material resultante, promueven la regeneracion 0sea,
mejoran sus propiedades osteoinductoras, osteoconductoras y biomecénicas. Con estas
propiedades los granulos de monetita sintetizados pueden utilizarse en odontologia como
relleno de defectos Gseos tras la extraccion de piezas dentales, para la regeneracion 6sea de
mandibulas que presentan cantidad insuficiente de hueso para el soporte de dentaduras o
puentes, para el relleno de defectos periodontales o alrededor de implantes dentales,
regeneracion de hueso alveolar y relleno de defectos 6seos después de cirugias de tumores o
quistes, por citar algunas de las posibles aplicaciones.
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ii.~ OBJETTVOS:

En la actualidad son muchos los biomateriales que se han desarrollado para su uso en el
area de la regeneracion Osea. Dentro de esta gran variedad de biomateriales algunos
presentan grandes ventajas, como propiedades osteogénicas, osteointegradoras,
osteoinductoras y/o osteoconductoras. Sin embargo, también pueden presentar algunas
desventajas, como una reabsorcion muy lenta, llegando a permanecer inalterado durante
largos periodos de tiempo, o al contrario, que presentan velocidades de reabsorcién tan
rapidas que hace que sus propiedades mecéanicas sean tan pobres que sus aplicaciones sean
limitadas. Por todo ello es interesante investigar nuevos biomateriales, con un grado
intermedio de reabsorcion y sin llegar a perder las ventajas comentadas anteriormente.

Por todo lo expuesto el objetivo de este trabajo es el desarrollo de un nuevo biomaterial
gue se acerque lo méas posible al biomaterial ideal, donde el componente principal sera la
monetita, pero que ademas presente sustituciones iénicas 0 compuestos que mejoren sus
propiedades y ofrezcan un producto con prestaciones superiores, cuali y cuantitativamente
diferentes a los ya existentes en el mercado con aplicacién en la regeneracion del tejido 6seo.
Este material sera disefiado para que cumpla los siguientes requisitos:

+«» Ser biocompatible, no provocando efectos adversos como procesos inflamatorios,
fibrosis o necrosis tisular.

«¢+ Ser osteoinductor, osteoconductor y/u osteointegrable.

¢ Ser reabsorbible, permitiendo un equilibrio entre los procesos de formacion dsea y
reabsorcion del biomaterial.

Este material estard constituido principalmente por monetita, que es un fosfato de
calcio mucho mas reabsorbible que los fosfatos de calcio tradicionalmente utilizados
(hidroxiapatita y P-fosfato tricélcico). Ademas, se incorporaran otros compuestos de
silicio, como la pseudo-wollastonita, un vidrio bioactivo y el gel de silice, que pueden
potenciar la capacidad osteoinductiva del material final. Asi mismo, para mejorar las
propiedades osteogénicas del material se realizaran diferentes sustituciones iénicas en la
monetita. Y por ultimo, se estudiara la influencia de los diferentes compuestos en la
velocidad de reabsorcion del material. Siendo los objetivos secundarios de este trabajo:

% Estudiar el comportamiento de la monetita como material de regeneracion Gsea.

¢ Estudiar la influencia de las sustituciones de Mg y Zn de la monetita en las
propiedades finales del material.

7
0'0

Estudiar la influencia de los diferentes compuestos de silicio utilizados y sus
materiales de partida en las propiedades del material final.

% Estudiar la influencia de la hidroxiapatita y el B-fosfato tricalcico en las propiedades
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del material final.

Por lo tanto, en el presente trabajo se pretende valorar la respuesta tisular a distintos
biomateriales (18), disefiados por Azurebio S.L. e implantados en defectos 6seos de ovejas,
comparandolos entre si y frente a la reaccion a un defecto critico y a dos granulados
comerciales de amplio uso en la practica clinica como son el Bio-Oss® (HA bovina) y
Cerasorb® (B-TCP).
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Muchos procesos tisulares patoldgicos, que carecen aln de tratamientos eficaces,
han promovido la blsqueda de soluciones alternativas, que junto con el avance en el disefio
de materiales y un mayor conocimiento de los procesos biol6gicos implicados, han motivado
el desarrollo de los biomateriales. Uno de los avances tecnoldgicos mas significativos del
siglo XX ha sido el desarrollo de dispositivos médicos e implantes, basados en biomateriales,
hecho que ha permitido aumentar considerablemente la calidad de vida de millones de
personas

Una definicion aceptada de biomaterial es “aquel material disefiado para interactuar
con sistemas bioldgicos con el fin de tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, érgano o
funcién del cuerpo” (3). Los biomateriales pueden ser materiales sintéticos, naturales o
naturales modificados, destinados a estar en contacto e interactuar con el sistema biolégico.
La mayor ventaja de los biomateriales como implantes, protesis o dispositivos implantables,
es su disponibilidad, reproducibilidad y adaptacion biomecanica. Una de las caracteristicas
esenciales que debe presentar un biomaterial es que sea biocompatible, entendiendo como
biocompatibilidad “la capacidad de un material para desempefiarse en una aplicacién
especifica con una respuesta apropiada del sistema biologico huésped” (4).

El concepto de biocompatibilidad implica que el biomaterial utilizado no debe
afectar al tejido adyacente, las células cercanas no deben mostrar anormalidades, no se deben
presentar reacciones de tipo inflamatorio, no debe causar una fibrosis reactiva excesiva y no
debe aparecer necrosis tisular en la zona circundante al implante (5). La respuesta que tiene
lugar en la interfaz implante-tejido dependera de muchos factores como son: el tipo de tejido,
edad del paciente, flujo sanguineo, la composicién del material, reactividad quimica, su
morfologia y porosidad, asi como de la carga mecénica a la que esté sometido y la movilidad
de la interfaz (6).

En los estudios de los biomateriales, fundamentalmente ha primado el analisis de
cuestiones, tales como la biocompatibilidad, la reaccion del tejido receptor hacia el implante,
la citotoxicidad y las propiedades estructurales del implante.

La definicion anteriormente dada de biocompatibilidad es una definicion amplia,
pero que no profundiza sobre como medirla. Esta carencia se suple con la normativa 1SO
10993-1 sobre biocompatibilidad, donde se detalla una serie de ensayos que debe superar un
biomaterial para ser considerado biocompatible.

Un biomaterial ademas debe ser capaz de soportar la esterilizacion, mediante
métodos como los rayos gamma, gas o autoclave y sus propiedades no deben verse afectadas
por ninguno de estos procesos.

En un principio los materiales se disefiaron con el Gnico objetivo de que fueran
tolerables por el organismo, aunque gran parte de ellos eran patégenos o toxicos (7). La
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primera generacion de biomateriales desarrollada para implantarse en el cuerpo humano se
generd en los afios 60-70. Debian cumplir dos objetivos claros: presentar una propiedades
fisicas similares a las de los tejidos a reemplazar, y que provocaran una respuesta tdxica
minima en el lugar de implante (7). Se conocen como materiales bioinertes, es decir no
provocaban ninguna respuesta positiva en el organismo. Posteriormente, el objetivo fue
obtener biomateriales bioactivos, de forma que permitieran una respuesta bioldgica
especifica en relacion con los tejidos favoreciendo asi la unién de ambos (8). Otro avance de
esta segunda generacion fue la creacion de materiales reabsorbibles, de manera que
presentan una degradacion y reabsorcion controlada al ser implantados en el organismo. De
esta forma, en el caso de la regeneracion Osea, estos materiales se irian reabsorbiendo a la
vez que se formaba el nuevo tejido 6seo.

En la actualidad los biomateriales se utilizan en gran nimero de aplicaciones que
incluyen reemplazar partes del cuerpo humano que han perdido funcionalidad debido a
traumatismos o enfermedades (protesis de cadera, implantes dentales, materiales de relleno
dental, protesis de rodillas, relleno de defectos 6seos, conductos urinarios, arterias, etc.),
facilitar la recuperacion de traumatismos y heridas (suturas, placas y tornillos), mejorar la
funcionalidad de ciertos 6rganos (marcapasos, lentes intraoculares), correccion de problemas
cosméticos (protesis de mama, aumento de barbilla, cirugia estética, etc.), ayudar en el
diagndstico de enfermedades (sondas y catéteres) y asistir a cierto tipo de terapias (catéteres
y drenajes) (9).

En particular, los materiales destinados a sustituir o reparar el tejido 6seo, ademas de
ser biocompatibles deben favorecer la regeneracion Gsea, reabsorberse a la misma velocidad
que son reemplazados por el nuevo hueso, o de no ser asi, deben enlazarse directamente al
hueso y presentar propiedades mecénicas similares a las del tejido que estan remplazando.

A continuacion se va a realizar un recorrido por los diferentes materiales que se han
desarrollado y destinado para la reparacion de defectos 6seos.

1. MATERIALES DE ORIGEN HUMANO APLICADOS EN
REGENERACION OSEA.

1.1. Autoinjertos.-

Un injerto 6seo ideal debe presentar cuatro caracteristicas basicas: (10) (11) (i)
osteointegracion, o capacidad de unirse quimicamente a la superficie del hueso sin la
formacién de una capa de tejido fibroso intermedia, (ii) osteoconduccion, o capacidad de
sostener el crecimiento del hueso sobre su superficie, (iii) osteoinduccién, habilidad de
inducir la diferenciacién de células madre pluripontentes de tejidos adyacentes, a células
osteoprogenitoras con la capacidad de generar nuevo hueso, y (iv) osteogénesis, o propiedad
para promover la formacion de nuevo hueso por células osteoblasticas presentes dentro del
injerto. Un ejemplo de materiales osteoconductores serian el sulfato de calcio, polimeros
sintéticos, ceramicas, cementos de fosfato de calcio (CPC) y colageno. Por otro lado, tanto la
matriz 6sea desmineralizada (siglas en inglés: DBM) y proteinas morfogénicas 6seas (BMP)
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presentan capacidad osteoinductora. El autoinjerto es el Unico material que satisface estos
cuatro requisitos.

Debido a esto, el patrén de referencia en los injertos ¢seos es el empleo de hueso
autologo, tanto cortical como trabecular. La cresta iliaca es el lugar elegido mas
frecuentemente como donante ya que proporciona un acceso féacil a un hueso trabecular (12).
Las ventajas del uso de injertos aut6logos son la ausencia de rechazo inmunoldgico, el aporte
de factores de crecimiento con capacidad osteoinductora y de células osteogénicas, ademas
de que actla como un soporte osteoconductor (13). Pero por otro lado, los inconvenientes
gue conllevan como son la limitacion en cuanto a su disponibilidad, el dolor residual, la
morbilidad en la zona donde se obtiene el injerto, problemas de infecciones (12) y en
ocasiones de resorcion 6sea, asi como el compromiso del comportamiento biomecénico, han
favorecido el desarrollo de nuevas alternativas de sustitutos 6seos.

1.2. Aloinjertos.-

Los avances experimentados en los Gltimos afios sobre la manipulacion, tratamiento
y conservacion de tejidos y 6rganos permiten ampliar las posibilidades de disponibilidad de
injertos, de tejidos y 6rganos a partir de donantes humanos, conocidos como aloinjertos. El
aloinjerto representa una opcion interesante respecto al hueso autdlogo, pues evita la
morbilidad asociada a la segunda cirugia para obtener el autoinjerto y proporciona un
sustituto 6seo sin limitaciones de cantidad, ademas de que se puede conseguir en los
depdsitos. Esta alternativa ofrece las mismas caracteristicas que el autoinjerto:
osteointegracion, osteoconduccion y osteoinduccion, pero no presenta capacidad
osteogénica, ya que las células osteogénicas no sobreviven a los tratamientos de preparacién
de estos aloinjertos.

Las complicaciones asociadas a los aloinjertos incluyen fracturas, ausencia de union
con el hueso huésped, riesgo de enfermedades de transmision viral (hepatitis B, C y VIH) e
infecciones (14). Ademas, es necesaria la administracion de inmunosupresores para evitar
rechazos.

Los aloinjertos pueden utilizarse en estado fresco o procesado, donde sufren un
tratamiento de congelacion. Los aloinjertos frescos se usan con menor frecuencia que los
congelados, debido al tiempo insuficiente para la deteccidn de enfermedades. Los aloinjertos
congelados se conservan a temperaturas inferiores a -60°C, lo que disminuye la degradacién
enzimatica y la respuesta inmunolégica del huésped. Los aloinjertos pueden procesarse como
polvo, granulos, fragmentos esponjosos o corticales, cufias, cilindros o vastagos. Ademas se
les puede dar forma por fresado, adecuandolos como tornillos, siendo muy dtiles en
determinadas situaciones.

La esterilidad es una preocupacion importante cuando se emplean aloinjertos. Se
pueden someter a esterilizacion terminal, empleando técnicas como la irradiacion gamma o
esterilizacion con oOxido de etileno. La esterilizacion terminal con radiacion gamma ejerce
mayores efectos sobre las propiedades mecénicas de los aloinjertos, mientras que el 6xido de
etileno afecta a las propiedades osteoinductoras.
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Su aplicacion es importante sobre todo cuando se requiere un soporte estructural en
defectos de huesos largos y cuando se necesita un volumen de autoinjerto demasiado grande
(15). Las posibles aplicaciones de los aloinjertos, en el contexto traumatolégico, comprenden
la reconstruccion de defectos esqueléticos, reparacion de fracturas y el tratamiento de la
pseudoartrosis.

1.3. Matriz 60sea desmineralizada.-

Marshall R. Urist introdujo el concepto de osteoinduccién en la década de 1960 (16).
El conocimiento inicial fue que la matriz 6sea, en particular, la matriz 6sea desmineralizada
(DMB) presentaba alguna propiedad capaz de inducir osteogénesis cuando se implantaba en
una localizacion extra esquelética.

La DMB contiene factores osteoinductores que pertenecen a la superfamilia del
factor de crecimiento transformante (TGF-B) cuya funcion es regular in vivo la expresion y
proliferacion de fenotipos diferenciados de muchas poblaciones celulares. Entre estos
factores se encuentran las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) las cuales presentan un
papel fundamental tanto en la formacion como en la reparacion 6sea (17).

La DMB se puede obtener a partir de la descalcificacion de hueso cortical de
cadaveres en medio acido. Posteriormente se realiza un procesado para reducir el potencial
infeccioso y la respuesta inmunoldgica del huésped. La DMB mantiene la estructura
trabecular original de colageno y puede servir como un soporte biolégico osteoconductor, a
pesar de la pérdida de la fuerza mecanica estructural aportada por la fase mineral del hueso.
La desmineralizacion 6sea, no elimina los factores de crecimiento si no que los hace més
accesibles. La DMB presenta una buena capacidad osteoinductora y se emplea sobre todo
como relleno de defectos 6seos (18).

2. BIOMATERIALES COMO SUSTITUTOS OSEOS.

Debido a las limitaciones que presentan los injertos de origen humano y al desarrollo
de nuevas técnicas en el &mbito de la biomedicina, era necesario el estudio y aplicacion de
materiales muy diversos para ser utilizados como implantes permanentes o temporales en
todas las especialidades médicas.

A lo largo de la historia, una gran variedad de materiales artificiales han sido
utilizados para rellenar defectos 6seos. Hoy en dia la busqueda de sustitutos 6seos, para su
utilizacion en numerosas aplicaciones médicas, esta siendo uno de los campos con mayor
desarrollo dentro de la investigacion. Los injertos 6seos artificiales presentan como mucho
s6lo dos de las cuatro caracteristicas que posee un injerto éseo estandar, como son la
osteointegracion y la osteoconduccion. Idealmente un sustituto 6seo debe ser biocompatible,
bioreabsorbible y facil de usar. Ademas debe mostrar una reaccion de tejido fibroso minima
y favorecer los procesos tanto de formacion como de remodelacion del hueso. Desde un
punto de vista mecanico, los sustitutos 6seos artificiales deben presentar una fuerza similar al
hueso cortical o trabecular que va a ser reemplazado (10).
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Son muchos los materiales que se han utilizado y que se estan aplicando actualmente
en el campo de la biomedicina, con el objetivo de mejorar la calidad de vida de los pacientes
y encontrar un material con altas cualidades para ser aplicado en la reparacién vy
regeneracion dsea (19). En el presente trabajo comenzaremos hablando de materiales
organicos como los polimeros, inorganicos como metales, ceramicas y por Ultimo de los
cementos de fosfato de calcio (CPC), sobre todo los que tienen como producto final brushita
(DCPD). Por ualtimo haremos hincapié en los materiales estudiados en esta tesis, que son
compuestos sintéticos de fosfato de calcio, formados por monetita, aplicados en su forma
granulada. La monetita se consigue mediante la conversion de la brushita mediante una
reaccion de hidrélisis térmica. Se proponen como materiales de regeneracion 6sea a partir de
combinaciones de monetita con otros compuestos de calcio bioactivos.

2.1. Biomateriales organicos: polimeros.-

La utilizacion de biomateriales poliméricos naturales con fines médico quirargicos se
ha llevado a cabo a lo largo de cientos de afios, en donde se utilizaban como elementos de
sutura. Sin embargo, no fue hasta la segunda mitad del siglo XX donde realmente
consiguieron un interés apreciable debido al paralelismo entre el desarrollo de nuevos
materiales y su utilizacién con fines biomédicos (8).

En la actualidad los polimeros son ampliamente utilizados en clinica. Deben su éxito
a que presentan una gran variedad de composiciones y versatilidad de disefio. Se pueden
fabricar de diferentes maneras, con caracteristicas bien determinadas y con posibilidad de
conformar fibras, tejidos, peliculas o piezas.

Los polimeros pueden ser tanto naturales como sintéticos y, en cualquiera de los
casos, se pueden encontrar formulaciones bioestables o biodegradables. Los polimeros
bioestables presentan un caracter permanente y son particularmente Gtiles para sustituir
parcial o totalmente tejidos u o6rganos lesionados o destruidos. Sin embargo los
biodegradables presentan un caracter temporal, por tanto, tienen una funcionalidad adecuada
durante un tiempo limitado, el necesario mientras el problema subsista. Tanto en implantes
quirdrgicos, como en membranas protectoras o en sistemas de dosificacion de farmacos
existen aplicaciones de este tipo de materiales, y de particular importancia son los cementos
6seos acrilicos, que han encontrado importantes campos de aplicacion, en particular, en
traumatologia.

Uno de los materiales poliméricos mas utilizados en ortopedia es el cemento 6seo de
polimetacrilato de metilo (PMMA), desarrollado por J. Charnley en 1958 (20). Este cemento
se aplico por primera vez en la fijacion de componentes protésicos. EIl PMMA ha sido un
material ampliamente utilizado en clinica para cementar prétesis de cadera. La funcién del
cemento de PMMA en este tipo de aplicaciones era la de transferir las cargas desde la
prétesis hacia el hueso y/o aumentar la capacidad de carga del conjunto prétesis- cemento-
hueso. Sin embargo, en los ultimos afios se ha comprobado que el cemento de PMMA no
tiene capacidad de unirse al hueso, no se produce una unién estable entre el implante y el
hueso, provocando un aflojamiento de la prétesis a medio o largo plazo. Por otro lado,
durante el proceso de curado, se produce una reaccion exotérmica aumentando la
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temperatura de la masa del cemento de tal modo que puede dafar los tejidos adyacentes,
produciendo necrosis. Ademas es un compuesto no degradable ni reabsorbible, que puede
liberar restos de monémero que no ha reaccionado, llegando a ser tdxico y carcinogénico
(21) (22).

2.2 Biomateriales inorganicos metailicos.-

El nimero de elementos metélicos que se usan en la fabricacion de implantes es muy
limitado aunque tienen un amplio rango de aplicaciones como protesis para la reconstruccion
Osea y dental. Los elementos méas comunes en traumatologia y odontologia son: aceros
inoxidables (316L, 3162VM), aleaciones de CoCr (CoCrMo, F75; CoNiCrMo, F562),
aleaciones de Ti (Ti6Al4V) y titanio quimicamente puro (23).

Los metales presentan una ventaja debido a sus altas propiedades mecanicas, lo que
los convierte en los materiales mas utilizados en la sustitucién de partes relativamente
grandes del tejido Gseo. Esto hace que sean los materiales mas adecuados para aplicaciones
estructurales, como prétesis articulares, placas de osteosintesis, tornillos de fijacién,
implantes dentales, etc.

Por otro lado sus grandes inconvenientes son: su falta de bioactividad y su corrosion.
Los metales se encuentran en la categoria de materiales bioinertes, por lo que no se unen al
hueso, sino que se recubren de una capa de tejido fibroso, trayendo consigo problemas de
aflojamiento de las protesis a largo plazo. Ademas la corrosién puede provocar tanto la
reduccion de las propiedades mecanicas y acortamiento del tiempo de vida del implante,
como reacciones perjudiciales para el organismo ya sea de forma local o sistémica debido a
la liberacion de los productos de corrosién a los tejidos circundantes (4).

Actualmente, las investigaciones en este campo van encaminadas a buscar nuevas
técnicas de procesado y nuevas aleaciones con propiedades mecanicas mas parecidas a las
del hueso y por otro lado a lograr superficies con texturas y composicion adecuadas para
aumentar la resistencia a la friccion y al desgaste, ademas de inducir una respuesta bioldgica
adecuada. Un ejemplo es el caso de las prétesis articulares metélicas que se combinan con
otro tipo de materiales, bien poliméricos o ceramicos (24).

2.3. Biomateriales inorganicos no metalicos: ceramicas.-

Otro tipo de materiales mas utilizados en la implantacion 6sea son las ceramicas. A
finales de los afios 70 se despertd un gran interés por el uso de los materiales ceramicos en
aplicaciones biomédicas debido a que se comenzaron a detectar fallos en los biomateriales
utilizados hasta el momento, como eran el acero, las aleaciones de cobalto y el PMMA.
Dentro del grupo de las ceramicas se clasifican todos los cuerpos solidos fabricados a partir
de materiales inorganicos no metélicos sometidos a un tratamiento térmico a altas
temperaturas.

El parametro que diferencia los materiales cerdmicos de los metales y polimeros
organicos es el tipo de enlace quimico. Los materiales ceramicos presentan enlaces idnicos y



iNTRODVCCIiON

covalentes, los polimeros orgénicos presentan enlaces covalentes y los metales presentan
enlaces metélicos. Asi como los metales presentan una estructura cristalina y los polimeros
acrilicos una estructura amorfa, los productos ceramicos suelen estar constituidos de una fase
amorfa y/o cristalina.

Las bioceramicas se han convertido en una clase diversa de biomateriales,
incluyendo actualmente 3 tipos: (25)

- Bioinertes.
- Bioactivas o reactivas superficialmente.

- Reabsorbibles o biodegradables.

2.3.1. Ceramicas bioinertes.-

Las ceramicas bioinertes sufren pocos o ningin cambio quimico cuando estan
expuestas a ambientes fisiologicos. Al colocarse en un tejido 6seo vivo la fijacion se realiza a
través de una fuerte union fisica, produciéndose un intimo contacto entre el hueso y la
superficie de la cerdmica, pero no hay intercambio idnico con el medio. La respuesta
biolégica frente a estos materiales, es la formacién de una fina capa de tejido conectivo
fibroso entre el tejido circundante y la superficie del implante (25). Estas ceramicas pueden
utilizarse en forma densa o porosa, para facilitar el crecimiento 6seo entre los poros del
implante, lo que le confiere una fijacion mecénica al mismo. Ejemplos de este tipo de
cerdmicas son: alimina (Al,QO3z), zirconia y combinaciones de ambas, entre otras. La alimina
fue la primera ceramica usada extensamente en la practica clinica, en algunos componentes
de protesis articulares y como implantes dentales, por sus excelentes propiedades de
resistencia mecanica y resistencia al desgaste, y por presentar una buena biocompatibilidad,
resistencia a la corrosion e inducir una cépsula fibrosa muy fina (4).

2.3.2. Ceramicas bioactivas.-

Se define como un material bioactivo aquel que provoca una respuesta bioldgica en
la interfaz tejido-implante, que resulta en la formacion de un enlace quimico entre el material
y el tejido éseo en entornos fisioldgicos permitiendo asi que se produzca una fijacion estable
(8). Dentro de los materiales bioactivos se distinguen dos clases (26).

Bioactividad clase A: Estos materiales provocan una respuesta extra e intra celular
en la interfaz que hace que la superficie bioldgica sea colonizada por células osteogénicas
libres presentes en la zona adyacente al defecto. Estos materiales son capaces de enlazarse
con los tejidos blandos, por lo que son conocidos como osteoinductivos. El proceso de union
con el hueso se produce de una forma rapida.

Bioactividad de clase B: Los biomateriales que pertenecen a este grupo actian como
un soporte bioconductivo que permite que el hueso crezca a través de él, por lo que el
material solo exhibe una respuesta extracelular en la interfaz. Es decir, estos materiales se
unen al hueso in vivo pero no a los tejidos blandos. Tales materiales se conocen como
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osteoconductivos. En estos materiales el proceso de unién con el hueso es lento.

La capacidad de los materiales bioactivos para enlazarse al hueso ha sido atribuida a
la formacion de una capa de carbonato apatita en su superficie cuando se encuentran en
contacto con fluidos biol6gicos. Esta capa tiene una estructura y composicién similar a la del
hueso mineral por lo que resulta un entorno ideal para que ocurran las reacciones celulares
que permiten que se forme un enlace entre el hueso y el material (21).

Entre los sustitutos 6seos sintéticos con gran aplicacion clinica destacan las
bioceramicas de fosfato de calcio como la HA (Ca,,(PO,)s(OH),), el TCP (B-TCP 0 o-TCP)

o la combinacién de las dos, fosfato de calcio bifasico (BCP), que son biocompatibles,
bioactivas y osteoconductoras.

2.3.2.1. Fosfatos de calcio.-

Los fosfatos de calcio resultan muy atractivos para la restauracion del sistema éseo,
ya que estos son los principales constituyentes inorganicos de la matriz extracelular de los
tejidos bioldgicos duros tales como los dientes y los huesos. La HA, en particular, resulta de
gran interés dado que es el principal componente de la fase mineral de los tejidos
mencionados anteriormente (27).

Se han preparado sustitutos 6seos basados en mezclas de HA y B-TCP que
evolucionan, bajo condiciones fisiolégicas, a nano-apatitas carbonatadas. Estas reacciones
estan basadas en equilibrios entre la fase més estable, HA, y la més reabsorbible, B-TCP ,
que dan lugar a una mezcla que sufre una progresiva disolucién en el cuerpo humano,
sirviendo como nicleo de formacién de nuevo hueso y aportando iones Ca** y PO,> al
medio local. Este material se puede utilizar conformado en piezas, en forma de
recubrimientos o inyectado. En la actualidad, se estdn preparando muy diversas mezclas
bifasicas con distintos fosfatos de calcio, vidrios, y sulfatos de calcio entre otros.

En cuanto a los procesos de obtencién, las ceramicas densas de fosfatos de calcio se
obtienen habitualmente por sinterizacién. Este proceso consiste en compactar el polvo de
partida, dandole la forma deseada, sometiéndolo a un tratamiento térmico a alta temperatura,
en el rango de 1000 a 1500°C, con lo que mediante difusion en estado s6lido, se obtiene una
compactacién del sélido. Dependiendo de las variables de procesado, como la temperatura
de sinterizacion, el tiempo, o la distribucion del tamafio de particula del polvo inicial, se
puede controlar la porosidad de la cerdmica obtenida, considerandose que una ceramica €s
densa cuando contiene menos de un 5% en volumen de porosidad. Relaciones molares Ca/P
de 1,67, o ligeramente superiores, en los materiales de partida y temperaturas de
sinterizacion superiores a los 900°C, conducen a la obtencion de biocerdmicas monofésicas
de HA. Si la relacién se fija en 1,50 o ligeramente inferior, y se emplean temperaturas entre
900 y 1100°C, el producto final sera B-TCP; mientras que si se emplean temperaturas entre
1200 y 1400°C con tiempos de retencion prolongados y enfriamiento rapido, se obtendra a-
TCP. Finalmente, para preparar BCP es necesario fijar la relacion Ca/P entre 1,50 y 1,67 y
emplear temperaturas superiores a 900°C. (28).
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Actualmente se acepta que las cerdmicas de HA son bioestables, a diferencia de las
BCP y del B-TCP, que son parcial y totalmente biodegradables respectivamente. De esta
forma, estas dos ultimas son (tiles cuando se necesita un material que sea gradualmente
biodegradado y reemplazado por nuevo tejido dseo (29). Esta propiedad se describira en el
apartado siguiente.

FOSFATO TRICALCICO (B-TCP):

En 1920 aparecieron las primeras referencias en revistas cientificas de estudios sobre
el uso de estos materiales en la reparacion de defectos 6seos. Fueron F. Albee y H. Morrison
quienes utilizaron el B-TCP para estimular el crecimiento 6seo (30). Los resultados
revelaban que fracturas 6seas, con pérdida 6sea, presentaban un mayor crecimiento y unién
6sea, cuando se inyectaba un fosfato tricalcico en comparaciéon con los controles que no
tenian este compuesto.

El B-TCP puede presentarse de diversas formas: porosa o solida, en forma de
granulos o bloques, o combinacion de ambos. En forma granular presenta una fuerza de
compresion y tensién similar a la del hueso trabecular (31). Normalmente se usa en su forma
porosa granular, ya que éstos presentan una tendencia menor a migrar que los granulos
solidos debido a que se produce una fijacion temprana debido al crecimiento fibrovascular
(10). La desventaja que presenta el B-TCP es que se reabsorbe demasiado rapido,
provocando que haya menos volumen de hueso formado que volumen de B-TCP reabsorbido;
por eso su aplicacién en clinica se combina con materiales menos reabsorbibles.

Si una biocerdmica de fosfato de calcio se implanta en tejido éseo o blando se
observa la formacion sobre la superficie del material de una capa de microcristales,
identificados como carbonato apatita, asociada a una matriz organica. EI mecanismo de
formacién de esta capa de microcristales de carbonato apatita parece comenzar con la
disolucion parcial de la bioceramica de fosfato de calcio, lo que conlleva un aumento de la
sobresaturacién con respecto a los iones Ca®* y PO,> en el entorno inmediato a la superficie
de la bioceramica. La sobresaturacion del microentorno superficial provoca la precipitacion
de apatitas bioldgicas que incorporan otros iones, principalmente CO5> y Mg®*, presentes en
el fluido biolégico y estos microcristales quedan fuertemente asociados a la matriz organica.
El nuevo tejido 6seo es capaz de enlazarse directamente a la capa de apatita bioldgica asi
formada, originando las propiedades bioactivas de estas ceramicas (32). Esta sustitucion
iGnica provoca grandes diferencias en cuanto a cristalinidad y solubilidad en las apatitas
biolégicas (29). La sustitucién iénica de la estructura de la apatita de grupos PO,> por
grupos CO5* provoca la formacién de carbonato apatita. La presencia de este grupo
carbonato hace que se reduzca su cristalinidad y el tamafio de los precipitados, de forma que
las uniones son mas débiles, aumentando asi su velocidad de disolucion y solubilidad (21).

Sin embargo, las bioceramicas de fosfato de calcio tienen una grave desventaja,
ademas de sus pobres propiedades mecanicas, ya que solo se puede disponer de ellas en
formas prefabricadas o en forma de granulos. Presentan una gran dificultad para conformar
piezas con las formas requeridas en la préactica clinica. Como la mayoria de las ceramicas,
son fragiles, tienen una baja resistencia al impacto y presentan una resistencia a la traccién
relativamente pequefia. Estas caracteristicas hacen que disminuya su campo de aplicacion,
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seleccionando sélo funciones que no requieran elevadas prestaciones mecéanicas.

Muchas de estas ceramicas estan siendo utilizadas como recubrimientos de prétesis
metalicas. La ceramica ademas de aportar una superficie bioactiva, constituye una verdadera
y eficaz barrera que ralentiza la cinética de difusion de iones metélicos al organismo vivo.
Por esta razon, se esta utilizando la HA, entre otros, para mejorar o incrementar la fijacion de
las protesis articulares al hueso, mejorando asi su osteointegracion (24).

HIDROXIAPATITA (HA):

Al principio de los afios 50, R. Ray y Jr. A./A. Ward (33) evaluaron por primera vez
el empleo de grénulos sintéticos de Hidroxiapatita en regeneracion de defectos dseos,
concluyendo que los granulos de HA eran sustituidos por nuevo hueso, pero que no eran tan
efectivos como los injertos 6seos autdgenos en la reparacion de los defectos.

La Hidroxiapatita es el ejemplo tipico de cerdmica bioactiva. Es la Gnica que se une
directamente al hueso, ya que el resto de materiales bioactivos, como se ha dicho
anteriormente, se unen al hueso mediante la formacién de una capa de carbonato apatita
bioldgicamente activa. La hidroxiapatita es el componente mineral principal de tejidos duros
como son el hueso y dientes de animales vertebrados y humanos. La HA es un fosfato de
calcio, cuya formula estequiométrica es Ca;o(PO4)s(OH),, y sus propiedades son similares a
las que presentan los componentes mas resistentes del hueso (25). La HA puede mostrar
diferentes ratios de Ca/P, desde 1,55 a 2,2, segun la forma de sintetizarla. La HA sintética
puede ser ceramica 0 no ceramica, en forma porosa, solida, granulada o en bloques. La
estructura ceramica se refiere al hecho de que los cristales de HA se calientan entre 700 y
1300°C para formar un estructura altamente cristalina. La forma cristalina es resistente a la
reabsorcion in vivo, sin embargo la HA no ceramica es mas facilmente reabsorbible (10).

La HA puede ser densa o de baja densidad. La HA densa, como otros materiales de
fosfato de calcio, es osteoconductora pero no osteoinductora. EI papel de la HA densa no es
pasivo, sino que contribuye a la formacion de carbonato apatita en las superficies y
promueve la adhesion de células productoras de matriz y materia organica como resultado de
la quimica y cargas de la superficie. Por otro lado, la HA de baja densidad presenta una gran
porosidad interconectada. Estas estructuras porosas promueven el crecimiento del hueso en
el interior del implante, por lo que se produce una mejor fijacion y una reparacion integrada,
sobre todo en el hueso trabecular, donde la estructura es muy similar a la del hueso huésped.
El inconveniente de presentar una estructura porosa es que se obtienen bajas propiedades
mecéanicas.

El interés de la HA como biomaterial recae en que es muy similar a la fase mineral
del hueso, es biocompatible, bioactiva y osteoconductora. Sin embargo, presenta una baja
resistencia y dureza, por lo que su aplicacion se limita a zonas donde no se requieran
esfuerzos mecanicos.

Estos materiales se utilizan, en general, para el relleno de defectos G6seos en
traumatologia, cirugia maxilo-craneo-facial, neurocirugia y fundamentalmente en
tratamientos periodontales o de aumento de cavidades alveolares (34).
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2.3.2.2. Vidrios bioactivos.-

Los vidrios bioactivos fueron descritos por primera vez en la década de los 70 por
Hench y cols. (35). Su componente mayoritario es la silice, ademas de estar compuestos de
oxido de sodio, oxido de calcio y fosfatos; de forma que variando la concentracién y
proporcion de estos compuestos, pueden cambiar sus propiedades de no reabsorbibles a
solubles. Una de las formulaciones comerciales mas importantes es la conocida con el
nombre de Bioglass®, con una composicion Ca0-SiO,-P,0.-Na,O. Este vidrio fue obtenido

por el método tradicional de fusion y enfriamiento rapido. En el afio 90, Li y cols. (36)
obtuvieron vidrios por el método sol-gel en el sistema ternario CaO-SiO,-P,O.. Los vidrios

obtenidos por este método resultaron ventajosos respecto a los de fusion, por lo que
rapidamente comenzd a utilizarse este método para preparar vidrios bioactivos. Estos
presentan mayor pureza y homogeneidad, asi como mayor area superficial y porosidad que
los obtenidos por el método de fusion, lo que hace que sean mas reactivos y presenten
excelentes propiedades de degradacion y reabsorcion. Ademas, este método de sintesis de
vidrios por sol-gel permite preparar vidrios a baja temperatura y no es necesario afiadir
componentes con el objetivo de disminuir la temperatura de fusién (como por ejemplo,
Na,O, MgO, CaF,, etc.) lo cual permite trabajar con composiciones mas simples.

Los vidrios presentan una alta reactividad en medio acuoso, provocando un rapido
intercambio de iones de la superficie del vidrio con los fluidos circundantes, proceso que
produce una variacion de la concentracion iénica del fluido y que a su vez provoca la
formacién de la capa de gel de silice en la superficie del vidrio. Dentro de la capa de gel de
silice los iones de calcio, fosfato y carbonato se combinan formando una capa de carbonato
apatita muy similar, en términos de cristalinidad, a la apatita presente en el hueso (37). Esta
capa es quimica y estructuralmente equivalente a la de la fase mineral del hueso. La apatita
formada es similar a la bioldgica, es nanocristalina y no estequiométrica, con presencia de
carbonato. Esta capa de apatita permite una unién quimica al hueso, sin que se forme tejido
conectivo fibroso en la interfaz. Generalmente, las roturas se producen en el implante o en el
hueso pero casi nunca en la interfaz. En estadios posteriores se produce la absorcion de
compuestos biolégicos, como proteinas, a la capa de carbonato apatita y la subsiguiente
actividad celular con lo que finalmente la capa de apatita acaba siendo sustituida por hueso.

Los vidrios bioactivos presentan una fuerza mecanica mayor que la de los
compuestos ceramicos de fosfato de calcio. Uno de los inconvenientes de estos materiales es
la dificultad a la hora de fijarlos en el esqueleto, ya que son duros y fréagiles, y al moldearlos
se fracturan.

Estos vidrios ademas de ser biocompatibles, bioactivos y producir osteointegracion,
son materiales osteoconductores y osteoinductores (38). Una de las caracteristicas mas
significativas que se ha encontrado de los vidrios bioactivos es que sus productos de
disolucion ejercen un control genético sobre los osteoblastos y una rapida expresion de los
genes que regulan la osteogénesis y la produccién de factores de crecimiento. De los
componentes del vidrio, el silicio es considerado como fundamental en la diferenciacion y
proliferacion de osteoblastos y la activacién de la expresidn de ciertos genes osteoblasticos
implicados en el metabolismo 6seo (39) (40).
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Clinicamente los vidrios bioactivos se han utilizado para aumentar el volumen del
injerto autdégeno y como sustituto éseo en la cirugia maxilofacial.

2.3.2.3. Vitroceramicas.-

Dentro de los materiales cerdmicos bioactivos, también hay que destacar las
vitroceramicas bioactivas, cuyo desarrollo se inici6 en los afios 60. Son cerdmicas
policristalinas obtenidas mediante cristalizacion controlada de vidrios, donde coexisten fases
amorfas y cristalinas. Estos materiales presentan excelentes propiedades térmicas y
mecénicas en comparacion con las cerdmicas tradicionales, y en el campo de los
biomateriales se sintetizan con la esperanza de mejorar las escasas propiedades mecanicas de
los vidrios, sus precursores, pero sin que el tratamiento térmico o la adicién de precipitados
metalicos afecte a la bioactividad de los mismos. En general estas vitroceramicas estan
constituidas por apatita, cristales de silicatos (como la wollastonita) y una fase vitrea
residual.

Uno de los mayores intereses en el desarrollo de estos materiales es que se pueden
obtener en formas muy complejas. Pueden contener ademas de CaO, PO,y SiO, que son los

compuestos mayoritarios, otros componentes como Na,O, K,0, MgO, CaF,, Al,O,y CaF,
(41)- Ademas poseen una microestructura muy fina, con practicamente ningin poro residual,
lo que le aporta unas propiedades mecanicas mejoradas.

Muchas vitrocerdmicas biomédicas presentan una composicion similar a la de los
vidrios bioactivos de L. Hench (Bioglass), sin embargo, la mayoria presenta un bajo
contenido de Oxidos alcalinos (42).

Dentro de las vitroceramicas cabe destacar:

- Ceravital: Fue desarrollada por Bromer y Pfeil en 1973 (43) y ha sido una de las
primeras en utilizarse en clinica, aungue actualmente, bajo este nombre ya se incluye un
amplio rango de diferentes composiciones. La resistencia a la tension de estos materiales esta
por debajo de los 160 MPa del hueso cortical humano y son similares a la que presenta la HA
densa (115 MPa). Se cuestiond también su estabilidad a largo plazo, por lo que en la
actualidad se utilizan en zonas donde el requerimiento mecénico sea minimo.

- Cerabone A/W: Una de las vitroceramicas de mayor éxito clinico, debido a su
resistencia, es probablemente la denominada vitrocerdmica A/W, la cual esta formada por
dos fases cristalinas: oxifluoroapatita (Ca;o(PO4)s(OF,)) y wollastonita (f-CaSiOj3), ademas
de una fase vitrea residual de SiO,. Originalmente fue desarrollada por Kokubo y col. (44)
(45) y comercialmente se conoce con el nombre de Cerabone A/W. Este tipo de
vitroceramicas presentan una superficie muy irregular, al contrario que la de los vidrios y
apatitas, que es lisa. Se caracteriza por la formacién de enlaces quimicos fuertes con el
hueso. Cristales como la apatita y la wollastonita precipitan desde la matriz vitrea mejorando
las propiedades mecanicas mientras, que ademads, promueven la bioactividad de las
vitroceramicas. Esta propiedad se debe sobre todo al grupo SiO,, como se ha descrito para
los vidrios bioactivos.
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Las buenas propiedades mecénicas, su buena biocompatibilidad y bioactividad,
hacen que se haya fomentado el uso de las vitroceramicas desde los afios 80 en situaciones
donde existen ciertas solicitaciones de carga, como en la reconstruccién de la cresta iliaca, y
en su forma granular, como relleno de defectos 6seos (42).

2.3.2.4. Silicatos bioactivos.-

Otro tipo de materiales a tener en cuenta dentro de las ceramicas bioactivas, son
aquellos que presentan grupos CaO-SiO, en vez de CaO-P,Os, como son los silicatos
bioactivos. Anteriormente, se entendia que, tanto vidrios como vitroceramicas, debian tener
los grupos CaO y P,0Os para presentar bioactividad, los cuales son los componentes
mayoritarios de la HA. Sin embargo, Ohura y cols. (46) demostraron que los vidrios con
grupos CaO-SiO,, libres o con pocos grupos P,0s, formaban también una capa de HA en su
superficie cuando estaban en contacto con un fluido fisiol6gico simulado; mientras que los
vidrios CaO-P,0Os libres de grupos SiO, no forman esta capa de HA al sumergirlos en fluido
fisiologico simulado.

Al combinar el calcio con silicio se mejoran tanto las propiedades mecénicas y como
su bioactividad.

Dentro de los silicatos bioactivos encontramos la wollastonita que es uno de los
materiales de refuerzo mas importantes. Se trata de un silicato de calcio que se encuentra en
forma natural con una formula molecular de CaSiOs. Es un material biocompatible y con
caracteristicas bioactivas, por lo que puede utilizarse como sustituto dseo o0 en reparaciones
6seas donde los requerimientos mecanicos no sean muy elevados (47). Se han realizado
estudios in vitro de la capacidad que presenta la pseudo-wollastonita a que se adhieran
células osteoblasticas a su superficie, demostrandose que éstas se adhieren, mediante
mecanismos mediados por proteinas, y proliferan en su superficie (48). En el afio 2000, De
Aza 'y cols. (49) mostraron que la ps-wollastonita (a- CaSiOs) se integraba en la estructura
Osea de tibias de ratas mediante mecanismos de disolucidn-precipitacién-transformacion.
Ademas observaron que los osteoblastos migraban hacia la interfase formada, que era
bioldgica y quimicamente activa, colonizando la superficie dsea.

2.3.2.5. Compuestos inorganicos bioactivos no ceramicos.-

Uno de los materiales que entra dentro de este grupo se conoce con el nombre de
yeso, en inglés “Plaster of Paris”. En un principio tenia un uso externo en la colocacion de
vendajes, pero en 1892, Dressman lo aplicé como relleno de defectos 6seos con sustancias
antisépticas (50). También se ha utilizado como portador de antibiéticos en el tratamiento de
la osteomielitis con gran éxito (51). Esta aplicacion permite su uso en el tratamiento de
defectos 6seos infectados.

El sulfato de calcio se usa en forma de hemihidrato, por lo que en contacto con el
agua produce una reaccion exotérmica, que conlleva a la formacion de sulfato dihidrato,
formando cristales muy homogéneos, similares en forma y tamafio. Una vez que el sulfato de
calcio ha endurecido muestra una resistencia a la compresion mayor que presenta el hueso
trabecular y una resistencia a la tension ligeramente inferior a que presenta el hueso
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trabecular (10).

El sulfato de calcio requiere ambientes secos para fraguar y si Se re-expone a un
ambiente himedo tiende a ablandarse y fracturarse. Por este motivo, no presenta propiedades
mecanicas fiables por lo que su aplicacion se limita a areas delimitadas, como relleno de
defectos 0seos.

2.3.3. Ceramicas biodegradables o reabsorbibles.-

El Gltimo grupo de bioceramicas corresponde a aquellas que son biodegradables o
reabsorbibles. Las ceramicas reabsorbibles comenzaron a utilizarse en el afio 1969. Este tipo
de bioceramicas se disuelven con el tiempo y son gradualmente sustituidas por tejidos
naturales. Pueden considerarse como los implantes ideales, porque permanecen en el cuerpo
mientras su funcidn sea necesaria y desaparecen segln el tejido se regenera. Su mayor
desventaja es que su fuerza mecanica disminuye durante el proceso de reabsorcion (25). Por
consiguiente, la funcidén de estos materiales es participar en los procesos dinamicos de
formacién y reabsorcion que se producen en los tejidos 6seos. Cuando estos materiales se
implantan se produce un contacto directo con el hueso sin que se forme una capa fibrosa
intermedia en la interfaz.

Las ceramicas biodegradables o reabsorbibles son principalmente fosfatos célcicos
de diferente solubilidad en agua. Esta solubilidad es la que permite predecir su
comportamiento in vivo. Si su solubilidad es inferior a la de la parte mineral del hueso, el
material se degradara muy lentamente o no se degradara. Si su solubilidad es superior a la de
la parte mineral del hueso, se degradard. De esta forma podemos predecir la velocidad de
degradacién del fosfato calcico in vivo y se puede clasificar, a pH 7, de la siguiente manera:
(52) MCPM> TTCP= 0-TCP> DCPD> DCP> OCP> B-TCP > PHA > HA.

La capacidad de biodegradacion aumenta (28):
- Siaumenta la superficie especifica.
- Silacristalinidad disminuye.
- Si el tamafrio del grano o del cristal disminuye.
- Si se produce una sustitucion iénica de grupos COs>, Mg®* 0 Sr** en HA.

Los factores que influyen en el descenso de la biodegradacién son:
- Sustitucion de Mg* en B-TCP.

- Bajos ratios B-TCP/HA en compuestos bifasicos.

La biodegradacion o reabsorcion de los fosfatos de calcio se produce debido a:
- Unadisolucion fisicoquimica, que depende de la solubilidad del producto del

material y del pH local. Se forman nuevas fases, como fosfatos calcicos
amorfos, DCPD...

- Ataque prioritario a las uniones de grano y desintegracion fisica de pequefias
particulas.

- Factores bioldgicos, como la fagocitosis, que provoca un descenso en la
concentracion de pH local, afectando a la actividad celular y al sitio de
implantacién.
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2.3.4. Ceramicas porosas.-

Los requisitos de las aplicaciones clinicas de los biomateriales implicaban el
desarrollo de otro tipo de materiales que presentaran propiedades que se pudieran combinar
con las existentes previamente, pero que ademas permitieran una mayor interaccién con el
tejido adyacente y sirvieran ademas como soporte. Por ello se desarrollaron las ceramicas
porosas, las cuales presentan una mayor eficacia. En el caso de materiales poco reabsorbibles
como la hidroxiapatita, la estructura porosa actla como soporte para el crecimiento 6seo,
permitiendo una unién entre el material y el tejido, de forma que se produce una firme
fijacion del material. El crecimiento del hueso en el interior de los poros hace que aumente
considerablemente la resistencia del implante, siendo ademas, las propiedades mecanicas
finales mucho mas parecidas a las del hueso y por lo tanto, el éxito del implante es mayor.
Ademas de la porosidad también juega un papel muy importante en el crecimiento del hueso
la interconexion entre los poros, ya que permite el intercambio de fluidos, iones, nutrientes y
una correcta vascularizacion (53) (54).

El uso de ceramicas porosas resulta (til también en el caso de materiales
reabsorbibles puesto que de esta manera se puede aumentar significativamente su velocidad
de disolucién y biodegradacion.

A pesar de la importancia de este tipo de materiales en implantacion dsea y de las
multiples investigaciones realizadas en este sentido, todavia quedan aspectos significativos
sin resolver como por ejemplo, cual es el tamafio y forma dptimos de poro y de
interconexion, asi como el disponer de métodos de conformado adecuados para su obtencion.

Los trabajos publicados hasta el momento difieren en cuanto al tamafio de poro
necesario para permitir el crecimiento 6seo. Debido a este hecho actualmente no existe
consenso respecto a las condiciones Optimas de osteoconduccién tales como, tamafio de
poro, forma, interconexion y distribucion de poros. En general, la mayoria de los trabajos
que evaltan el crecimiento 6seo en ceramicas porosas plantean que el tamafio minimo de
poros para que el hueso crezca en el interior del implante es de 100um. Sin embargo también
hay que tener en cuenta que existe otro factor limitante del crecimiento 0seo que es la
interconexion de los poros, ya que resulta fundamental para que el hueso pueda crecer hasta
el interior del implante.

Estudios realizados en este sentido sugieren que el factor que realmente limita el
crecimiento 6seo es el tamafio de interconexion de los poros en lugar del propio tamafio del
poro. En este sentido Chang y cols. (55) evaluaron la influencia del tamafio de poro y la
interconexion en la osteoconduccion en piezas con tres geometrias de poro diferentes:
cilindricos, tipo esponja y con porosidad cruzada. Las cerdmicas con poros cilindricos
mostraron las mejores propiedades mecanicas antes y después de la implantacién y en ellas
se observd osteoconduccion activa ain en los materiales con canales de 50um, resultando
300um el diametro de poro 6ptimo. Por otra parte Tamai y cols. observaron osteoconduccion
activa en piezas porosas con un tamafio de interconexion de 40um (56). Lu y cols.
encontraron que el tamafio de interconexion debe ser alrededor de 50um para que la
formacién de hueso mineralizado tenga lugar (57). Teniendo en cuenta estos resultados, el
tamafio y grado de interconexion de los poros deben considerarse como uno de los factores
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mas criticos para que tenga lugar el crecimiento dseo en el interior del implante.

Las bioceramicas se caracterizan en general por su alta biocompatibilidad,
bioactividad y algunas de ellas son reaborbibles y/o porosas. La principal desventaja de estos
materiales es que sus propiedades mecanicas son muy pobres, lo que restringe su aplicacion
a zonas del organismo que no soporten cargas, rellenos de defectos dseos, aumento del
reborde alveolar, etc. Otra de las limitaciones de las biocerdmicas ha sido la dificultad para
conformar piezas con las formas requeridas en la préctica clinica, por lo que estas se utilizan
en forma de granulados o de piezas preconformadas. Los granulados tienen el inconveniente
de que es dificil colocarlos en el sitio de implantacion. Por otro lado las piezas al presentar
tamafios y formas preestablecidos, son dificiles de adaptar al sitio de implantacion por lo que
generalmente resulta necesario adaptar el defecto a la forma del implante.

A pesar de la amplia utilizacion de los materiales mencionados anteriormente, todos
fallan en algun sentido por lo que ninguno redne los requisitos del material ideal. En general,
los metales ofrecen las mejores propiedades mecanicas pero no se unen al hueso, las
ceramicas son las que presentan mayor biocompatibilidad y bioactividad pero sus
propiedades mecénicas son pobres, mientras que los polimeros a pesar de su gran
versatilidad, no son tan biocompatibles como las cerdmicas y en general no son bioactivos.
Por esta razon gran parte de las investigaciones han estado encaminadas a la preparacion de
materiales compuestos, de manera que al combinar las propiedades de los elementos por
separado se obtengan materiales con caracteristicas superiores.

2.4. Biomateriales tipo cemento.-

Una alternativa a los tradicionales granulados y piezas en que comdnmente se
emplean los fosfatos de calcio han sido los cementos, los cuales pueden ser aplicados en el
sitio de implante en forma de pasta, adquiriendo la forma del defecto a reparar, con lo que se
elimina el problema del conformado previo de las piezas. Los cementos se diferencian de las
ceramicas, en que éstos se producen por cristalizacion directa in vivo y no requieren altas
temperaturas para la formacién de un implante estructuralmente estable.

2.4.1. Cementos de ionémeros de vidrio (polialquenoatos de vidrio).-

En un esfuerzo por prolongar el tiempo de vida de las protesis, los investigadores
llevaron a cabo el desarrollo de diferentes tipos de cementos. Los primeros cementos de
polialquenoatos de zinc y de vidrio se utilizaron con una aplicacion dental a finales de 1960
y a principios de 1970. Los polialquenoatos o policarboxilatos de zinc fueron desarrollados
por Smith en 1968 como modificacidn de los cementos de fosfato de zinc (58). Este tipo de
materiales se sintetizan mediante una reaccion acido-base a temperatura ambiente. Se trata
de un cemento fragil aunque presenta una fuerza de compresion relativamente alta. Si bien,
el zinc es un metal esencial que participa en una gran variedad de procesos metabdlicos, este
tipo de cementos provocan la formacion de una capsula fibrosa de naturaleza colagena que
los rodea, de forma que compromete la fuerza de interfase entre el hueso y el cemento (59).
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Los cementos de ionémero de vidrio surgieron gracias a las investigaciones llevadas
a cabo por Wilson y Kent en 1969 (60). Estos materiales se usaron por primera vez en
odontologia, donde el empleo de un cemento era necesario para la unién del esmalte a los
dientes en un ambiente humedo. En los ultimos afios se han difundido como materiales
obturadores.

Los cementos de iondmero de vidrio se obtienen a través de una reaccién acido-base
inmediata y exotérmica, aunque la temperatura a la que se llega no es muy elevada y produce
CO,, siendo el resultado una pasta de cemento poroso. Estos cementos son biocompatibles,
presentan una osteointegracion similar a los vidrios bioactivos y su estructura porosa
proporciona osteoconduccidon (61). Una de sus caracteristicas mas importantes es la
capacidad que presentan de pegarse a la fase mineral del esmalte o la dentina. Estos
materiales presentan excelentes propiedades de adhesidn al tejido dafiado pero a su vez, no
muestran muy buenas propiedades mecanicas, si se comparan con otros materiales de
obturacion, como son la resina y la amalgama. Ademas presentan una pobre resistencia a la
fractura.

Los iondmeros de vidrio se han considerado como los sustitutos de los cementos de
PMMA. Ambos pueden llevar afadidos antibidticos y proteinas de alto peso molecular,
aunque los ionémeros liberan las proteinas de una forma mas eficaz ademés de que provocan
un dafio menor a las proteinas termosensibles, ya que su reacciéon de curado es menos
exotérmica que la del cemento de PMMA (18).

Sin embargo, a la hora de hablar de los inconvenientes de este tipo de cementos,
encontramos que provocan la desmineralizacidn del hueso cercano al lugar de implantacion,
la acumulacién de aluminio tanto a nivel local como en zonas que se encuentran a cierta
distancia del sitio de implantacion, y ademas, se produce una deficiente mineralizacion del
hueso neoformado (62). Debido a esto la aplicacion de estos materiales en cirugia ortopédica
conlleva el desarrollo futuro de cementos de polialquenoatos de vidrio que presenten una
liberacion baja o nula de aluminio.

2.4.2. Cementos de fosfato de calcio (CPC).-

Los fosfatos de calcio estan siendo desarrollados como cementos dseos para
aplicaciones en la reconstruccion, relleno y aumento de defectos 6seos. Las numerosas
investigaciones que se han llevado a cabo sobre los cementos de fosfato de calcio han
llevado a la publicacion de numerosas patentes desde mediados de 1980. Griuninger y cols.
(63) introdujeron el término de Cemento de Fosfato de Calcio (CPC) y lo describieron como:
un polvo, compuesto por uno o mas fosfatos de calcio, y una fase liquida, que puede ser agua
0 una solucién acuosa, que al mezclarse produce una reaccion a temperatura ambiente o
corporal entre las dos fases, dando lugar a una pasta. Esta fragua y endurece, debido a la
disolucion de los fosfatos de calcio originalmente presentes y a la precipitacion de otros més
insolubles en forma de cristales entrelazados entre si. De esta forma se puede dar lugar a la
formacion de cuerpos sélidos de hidroxiapatita u otro tipo de fosfato de calcio (64).
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En general, se considera que la transformacion de la pasta inicial a un cuerpo sélido
tiene lugar en dos etapas. En la primera, la masa pierde su plasticidad de manera que, si se
moldea nuevamente o se mezcla con mas agua la plasticidad no se recupera o se recupera
s6lo parcialmente. En la segunda etapa tiene lugar la consolidacion, aumentando la dureza y
la resistencia mecanica hasta obtenerse una consistencia sélida. Estas dos etapas se conocen
como los procesos de fraguado y endurecimiento, respectivamente.

A continuacion se muestra una representacion esquematica del comportamiento de

un sistema cementante: (64)
MEZCLADO
\

PASTA
PLASTICA

FRAGUADO

PASTA
RIGIDA

ENDURECIMIENTO

MASA
RESISTENTE

Teniendo en cuenta, por una parte, las propiedades de las ceramicas de fosfato de
calcio, y por otra, las caracteristicas de un material cementante, se enumeran a continuacion
las ventajas que cabe esperar de la obtencion de cementos basados en fosfatos de calcio en
cuanto a su aplicacion como materiales para la reconstruccién o regeneracion dsea:

a) Moldeabilidad: no es necesario dar forma al implante a priori, sino que es el
mismo cirujano el que moldea el material in situ, introduciéndolo en estado pastoso
en la cavidad que conviene llenar. Esto se traduce en una buena adaptacion del
implante a la region que debe ser reconstruida. Con el fraguado in situ se consigue
simultdneamente una buena fijacion.

b) En algunos casos se pueden obtener, modificando convenientemente las variables
de procesado, materiales con la fluidez inicial suficiente para que sean inyectables.
Esto puede suponer una gran ventaja de aplicacion del material, en lo que respecta a
la técnica quirdrgica.

c) Una propiedad que se deriva de la moldeabilidad y de la adaptacion del material a
la cavidad es la buena aposicion entre el cemento y el tejido 6seo circundante. La
existencia de un buen contacto entre el biomaterial y el hueso es fundamental para
que se pueda producir el crecimiento éseo sobre el biomaterial, con la formacién de
un enlace entre ambos.

d) Otra consecuencia de las caracteristicas del material es su facil manipulacién. Esta
propiedad es importante si se considera, por contraste, la fragilidad de los biovidrios



iNTRODVCCIiON

y de las cerdmicas, que requieren una manipulacién muy cuidadosa por parte del
cirujano, ya que cualquier dafio producido en la superficie del implante durante el
proceso de implantacion puede producir un fallo catastrofico del mismo.

e) Los cambios de volumen que presentan son practicamente insignificantes, con lo
gue no plantean problemas en su aplicacion in vivo.

No todos los fosfatos de calcio pueden precipitar a temperatura ambiente o corporal.
Si clasificamos los cementos de fosfatos de calcio en funcion del producto obtenido en la
reaccion de fraguado, esto limita el nimero de distintos tipos de cementos teéricamente a
seis, que se recogen en la siguiente tabla (65):

Cal/P Fosfato de calcio Formula PH
: 4a9
1,35 Fosfato de calcio amorfo (ACP)
0,5 Fosfato monocélcico monohidratado (MCPM) Ca(H,P0,),.H,0 e
1 Fosfato dicalcico dihidratado (DCPD) CaHPO,.2H,0 2a6
A 55a7,0
1,33 Fosfato octacélcico (OCP) Cag(HPO,),2(PO4)4.5H,0
15 Hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA) Cag(HPO,)(PO,)s(OH) S RS
95a12

1,67 Hidroxiapatita precipitada (PHA) Cayp(PO4)s(OH),

Hay que precisar que desde un punto de vista estrictamente termodinamico, s6lo
existen dos fases estables a temperatura ambiente cuando estan en contacto con una solucion
acuosa, que son el DCPD a pH<4,2, y la HA a pH>4,2. Sin embargo, por razones cinéticas,
pueden precipitar mas facilmente otras fases. Concretamente, para valores de pH
comprendidos entre 5y 7 el OCP es la fase favorecida, mientras que a valores de pH mas
elevados se ve favorecida la precipitacion de CDHA, y a pH aun mas elevado precipita HA
(65).

Todas las formulaciones posibles de CPC, pueden englobarse mayoritariamente en
dos categorias, segun el resultado de la reaccién o reacciones de fraguado, donde la fase
mayoritaria que se forma es hidroxiapatita o brushita. Se puede decir que la mayor diferencia
entre ambas se encuentra en su solubilidad y reabsorcién; siendo la brushita mucho mas
soluble que la HA, por lo que, en principio, la brushita se reabsorbe mas rapidamente.

Para la mayoria de los cementos de HA el agua no es un reactivo en la reaccion,
ademas la cantidad de agua gque se necesita es muy baja. Sin embargo, en los cementos de
brushita, el agua siempre participa en las transformaciones quimicas ya que es necesaria
para la formacion de brushita. Por esta razon, los cementos de brushita se denominan
hidraulicos, mientras que este término normalmente no se asocia a los cementos de apatita.
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Los cementos de brushita son biocompatibles y bioreabsorbibles. Al contrario de los
cementos de HA, los de brushita pueden ser inicialmente liquidos y aun asi curan en un
periodo de tiempo corto. Debido a la mejor solubilidad de la brushita, son rapidamente
degradados in vivo y sufren un descenso rapido de su dureza. Sin embargo, los tiempos de
curado cortos, bajas propiedades mecénicas y su inyectabilidad limitadas, hacen que estos
cementos tengan limitadas aplicaciones en clinica. Ademas el ratio entre la fase liquida y la
solida es elevada para mantener por mas tiempo la pasta viable e inyectable en un periodo de
tiempo adecuado, lo que provoca una alta porosidad y por lo tanto hace que sean materiales
débiles (66).

Los CPC en los que su producto final es la HA, ésta se produce a temperatura
ambiente y por la tanto es mas similar a las apatitas bioldgicas que las HA sintetizadas a altas
temperaturas. Ademas, la formacion de HA a bajas temperaturas permite la incorporacién de
moléculas organicas, como factores de crecimiento y drogas, asi como células vivas.

Muchos estudios se han decantado por los CPC que forman HA debido,
fundamentalmente, a tres razones: (i) la apatita es la forma de fosfato de calcio presente en el
hueso; (ii) los CPC de apatita presentan mejores propiedades mecanicas; (iii) al contrario que
los cementos de brushita, los de apatita curan a pH neutro. Pero a pesar de las ventajas que
presentan los cementos de HA, la brushita ha creado un gran interés, ya que es estable en un
ambiente fisiol6gico y se reabsorbe mas rapidamente.

En relacién a las propiedades biol6gicas in vivo de los CPC, Driessens y cols.
introdujeron el término osteotransductividad, el cual se puede definir como la capacidad que
presenta un material al integrarse rapidamente en la estructura dsea y transformarse en tejido
6seo después de ser implantado. Los CPC al ser implantados en defectos 6seos exhiben una
rapida osteointegracion, pero a mas largo plazo son lentamente reabsorbidos y simultanea y
gradualmente reemplazados por un nuevo tejido dseo sin la aparicion de un espacio u
holgura entre el material y el hueso, y sin pérdida de la estabilidad mecanica durante la
transformacion. La velocidad de osteotransduccién in vivo de los CPC depende
fundamentalmente de las fases que lo componen, aceptandose el siguiente orden: DCPD>
CDHA> HA. Ademaés la velocidad de osteotransduccion puede aumentarse mediante la
adicion de DCPA y/o CaCO; al polvo del cemento (67).

A pesar de que los CPC son reabsorbidos por el organismo, su velocidad de
reabsorcion es lenta. En algunos casos se ha observado que tras la integracion de las capas
externas del cemento, se llega a una situacion de equilibrio en la cual el material deja de ser
reabsorbido. Esto es debido, en parte, a que el cemento tiene una estructura con microporos,
con un tamafio de poro excesivamente pequefio, que no permite la colonizaciéon del mismo
por tejido 6seo y su progresiva reabsorcion (68).

En los ultimos afios se estd investigando la forma de aumentar la velocidad de
reabsorcion de estos cementos y conseguir la regeneracion total del tejido.
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Se pueden distinguir dos tipos de bioreabsorcion:

— La reabsorcidn pasiva: que se debe a la velocidad de disolucion del material en
los fluidos corporales y que depende de los componentes finales del cemento
fraguado. Este tipo de reabsorcion depende también de la porosidad del material,
de las substituciones ionicas, de la cristalinidad y del pH de la interfase cemento-
tejido. Corresponde a una degradacion Unicamente fisico-quimica, sin
implicacién de la actividad celular.

— La reabsorcion activa: que se debe a la actividad celular (osteoclastos,
macrofagos y otras células inflamatorias). Los osteoclastos crean un medio
acido, con un pH cercano a 5,5, que aumenta la velocidad de disolucion del
material. Este tipo de reabsorcion ocurre normalmente Unicamente en la
superficie del cemento porgue los poros presentes en los CPC no permiten la
penetracion de células o de vasos sanguineos en el material.

Una alternativa frente a la estructura con microporos, ha sido la preparacion de CPC
con macroporosidad. La formacion de macroporos se puede realizar in situ mediante el uso
de agentes espumantes como el peréxido de hidrdgeno, aceites y moléculas de sacarosa. La
introduccion de macroporosidad (poros >100um) de manera controlada permite incrementar
la superficie de contacto, favoreciéndose asi la reabsorcién y la substitucién del implante por
tejido éseo nuevo (69). Si bien, hay que tener en cuenta que el crecimiento del hueso no solo
depende de la macroporosidad sino también de la interconectividad que existe entre los
poros, como se ha comentado anteriormente.

La disponibilidad de los CPC con resistencia mecanica proxima a la resistencia de
los huesos humanos y con tiempos de fraguado regulables, aumentaria considerablemente el
campo de las aplicaciones potenciales de estos materiales, en la actualidad limitado a la
odontologia, la cirugia maxilofacial y a la reparacion de fracturas en los miembros
superiores. Por otra parte, si ademas de desempefiar un papel estructural en la reparacién o
remodelacion del tejido dseo, pueden actuar como portadores de antibi6ticos y prevenir o
combatir eficazmente las infecciones dseas, el espectro de sus aplicaciones se ampliaria alin
mas. Finalmente, otros aditivos pueden ser incorporados en el cemento con el fin de mejorar
su bioactividad, como compuestos inorganicos, organicos e incluso moléculas bioactivas y
factores de crecimiento.

2.4.2.1. Formas de presentacion de los cementos.-

Dependiendo de las aplicaciones clinicas y la localizacion anatomica donde se va a
utilizar el biomaterial, los requisitos y las propiedades que deben presentar son muy
variados. Por ello se han disefiado diferentes métodos de sintesis de los cementos para
intentar optimizar sus propiedades en funcion de las necesidades a la hora de aplicarlos. De
este modo se han desarrollado cementos granulados o inyectables, de forma que pueden
amoldarse al tamafio del defecto Gseo; también se han disefiado materiales de forma que
puedan adquirir una estructura tridimensional y asi desempefiar las funciones de soporte para
permitir el crecimiento tisular. Estos ejemplos, entre otros, ponen de manifiesto el gran
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desarrollo y estudio de las caracteristicas de los biomateriales, de forma que se intentan
optimizar sus propiedades a la hora de ser utilizados.

APLICACION DE CPC COMO SISTEMAS INYECTABLES:

Una variante dentro de los CPC son los cementos inyectables (iCPC) que presentan
las caracteristicas de ser osteoconductores y osteogénicos. Las ventajas que presentan los
iCPC son su moldeabilidad y su capacidad de ajustarse al tamafio del defecto. Ademas se
pueden utilizar en lugares dificilmente accesibles, pudiendo rellenar defectos éseos estrechos
y facilitar asi las técnicas de minima invasién. Su caracteristica principal es la plasticidad,
ademas de que se puede variar su porosidad y el tiempo de inyeccion. La inyectabilidad de
un cemento puede mejorarse mediante el aumento de la viscosidad de la fase liquida o
reduciendo la permeabilidad de la fase solida. Para mejorar la manipulacién de estos
cementos se pueden realizar cambios en el tamafio y forma de las particulas, en la viscosidad
de la fase liquida y en la ratio liquido/sélido (L/S). Por ejemplo, ratios L/S bajos implican
una baja porosidad y una alta resistencia a la compresion. Por otro lado, ratios L/S altos
mejoran la inyectabilidad pero implican un mayor tiempo de curado y un descenso en las
propiedades mecanicas. La inyectabilidad también mejora con tamafios pequefios de
particulas y con formas esféricas.

APLICACION DE CPC COMO SOPORTES:

Los CPC como tal no pueden ser utilizados como andamios o soportes en ingenieria
de tejidos ya que no presentan macroporosidad. La macroporosidad es un requerimiento
clave en el disefio de un material que vaya a ser utilizado en ingenieria de tejidos y en
medicina regenerativa. Su funcion es guiar y permitir el crecimiento tisular dentro del
material, de forma que la angiogénesis y la colonizacion celular puedan llevarse a cabo
mientras el andamio es bioreabsorbido.

A continuacion se van a exponer brevemente las diferentes estrategias que se han
llevado a cabo para disefiar la fabricacion de este tipo de soportes sin modificar las
caracteristicas propias de los cementos CPC.

— Formacion de macroporos mediante Disolucion/Degradacion:

Durante el proceso de formacion del cemento se utilizan agentes porégenos como los
azlcares tales como la sacarosa o el manitol. Dependiendo de la naturaleza de estos agentes,
se pueden disolver antes de la implantacién o degradarse in vivo. Una de las limitaciones de
este proceso es la necesidad de afiadir grandes cantidades de agente pordgeno para garantizar
la interconexion entre los poros, comprometiendo por lo tanto la biocompatibilidad y
bioactividad de los CPC. Ademas el material resultante presenta pobres propiedades
mecénicas.

— Formacién de macroporos mediante Espumado:

Otra estrategia se basa en la obtencién de una espuma mediante la generacion de gas
por una reaccién quimica en la pasta del cemento. El control de las condiciones del proceso
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permite modular el porcentaje de porosidad asi como la dimension y la forma de los poros.
Uno de los inconvenientes es la falta de propiedades mecanicas, lo que limita su aplicacion a
zonas en descarga.

— Formacién de macroporos mediante Emulsion:

Variando la fraccion de volumen de agua en aceite (W/O) o aceite en agua (O/W), se
puede producir la dispersién de gotas de aceite en la pasta del cemento, formando
macroporos, o0 gotas de cemento en el aceite, en cuyo caso se producen microesferas de
cemento. Una de las desventajas que presenta este método, ademas de dar lugar a materiales
de poca resistencia, es el riesgo de embolismo debido a la posible liberacion de gotas de
aceite en el torrente sanguineo.

— Formacién de macroporos mediante Liofilizacion:

Este método utiliza la congelacion del agua y su posterior liofilizacion para la
obtencion de macroporos. La desventaja de esta técnica es la obtencion de materiales con
pobres propiedades mecanicas.

ALTERNATIVA DE LOS CPCS: GRANULADOS:

Una vertiente es el uso de fosfatos de calcio granulados, que aunque no aportan una
gran resistencia mecanica, permiten la formacién de una red con macroporos interconectados
que facilita la penetracion del tejido y por lo tanto favorece una buena integracion. Los
granulos son faciles de manejar pudiendo ser moldeados con la forma deseada en el
momento de la operacion, permitiendo que se rellene la cavidad ésea de una forma comoda.

La forma y tamafio de los granulos es un factor muy importante, ya que se sabe que
paquetes irregulares de granulos pueden causar respuestas inflamatorias y retrasar la
formacién Osea. Por el contrario, esferas empaquetadas de forma regular con una
distribucién de poros homogénea favorecen el crecimiento 6seo (70).

La combinacion de materiales en forma de granulos permite una difusién tanto de
iones como de nutrientes, de modo que se puede promover la reabsorcion del material y la
formacién de nuevo hueso. El crecimiento del hueso se puede producir en el interior de los
espacios que se crean donde el material ya ha comenzado a reabsorberse (71).

A partir de ahora y en relacién con nuestro estudio, nos centraremos en aquellos
cementos cuyo producto final en el proceso de curado mayoritario es la brushita (DCPD) y
en su forma deshidratada, denominada monetita (DCPA). A estos dos tipos de compuestos
dedicaremos el siguiente apartado.
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2.5. Sustitutos 6seos de DCPD (brushita) y su derivado
DCPA (monetita) en forma granulada.

En 1987 Mirtchi y Lemaitre e independientemente Bajpai y cols. introdujeron por
primera vez los cementos de brushita (72). Este tipo de cementos se sintetizan mediante una
reaccion de acido-base. Debido a que la brushita puede precipitar s6lo en soluciones con
pH<6, la pasta del cemento de brushita es acida durante el proceso de curado (73).

Se ha estudiado que la brushita in vivo se transforma en HA (74). Por este motivo la
rapida reabsorcién de la brushita Gnicamente se puede conseguir si la reabsorcion del
cemento ocurre antes de la conversion a HA. De esta forma, la reabsorcion in vivo es
inicialmente répida pero se enlentece al transformarse la brushita y precipitar en forma de
HA, que es menos soluble. Este fendmeno provoca una reabsorcién incompleta de la brushita
in vivo (75). Por este motivo, se ha intentado prevenir ésta transformacién in vivo a HA
mediante la adicion de inhibidores de la formacién de cristales de apatita, como una sal de
magnesio (76). Ademas, los cristales de brushita presentan una reabsorcion in vivo similar a
la velocidad de crecimiento del hueso, lo que implica la estabilizacion del hueso
neoformado.

El actual desarrollo de cementos de brushita ha despertado el interés en su derivado,
la monetita. La monetita puede precipitarse mediante deshidratacion de la brushita o
mediante la modificacion de las condiciones de los cementos de brushita, de forma que
favorezca la formacion de monetita en vez de brushita. La precipitacion de la brushita es
exotérmica, mientras que la de la monetita es endotérmica, por lo que la precipitacion de los
cementos de fosfato dicélcico suelen ser en forma de brushita. Pero si se dan unas
condiciones tales como reacciones a pH bajos, o en ambientes deficientes de agua o en
presencia de iones metalicos que alteran los cristales de brushita, se favorece la formacion de
monetita (77). Ademas, la monetita puede ser obtenida de un modo sencillo a través de la
recristalizacién de la brushita. La brushita puede transformarse en monetita mediante un
tratamiento térmico entre 80 y 300°C a través de un proceso de hidrolisis térmica (78). La
monetita es mas estable que la brushita a temperaturas superiores a 121°C, por lo que se
puede obtener monetita a partir de brushita mediante procesos de esterilizacion poco
costosos, como el autoclave (79).

Aungue ambos materiales son muy similares quimicamente, su comportamiento in
vivo es algo distinto, debido principalmente a que presentan diferente solubilidad en agua a
pH fisioldgico. La monetita es el fosfato de calcio mas estable a valores de pH bajos (pH<
7,4). La monetita no se transforma HA in vivo como la brushita, y estudios recientes con
animales han demostrado sus buenas propiedades osteoconductoras, ademas de su
continuada reabsorcién en el tiempo in vivo (77). Estudios in vitro han comparado la
biocompatibilidad y la capacidad biodegradable de la monetita y la brushita (80)
concluyendo que ambos materiales son apropiados para su aplicacién en regeneracion 0sea,
aunque presenten leves diferencias en relacion a su solubilidad y la transformacién de la
brushita en HA. Algunos fosfatos de calcio que forman cementos de brushita han sido
aplicados en regeneracion 6sea, pero pocos son los estudios que hay en este campo sobre la
posible aplicacion de granulados de monetita como biomaterial (81).



iNTRODVCCIiON

En este trabajo se han sintetizado granulos de monetita mejorados a partir de la
introduccion de otros compuestos de calcio bioactivos que modulan la velocidad de
degradacion del material resultante y promueven la regeneracién ésea, mejorando sus
propiedades osteoinductoras, osteoconductoras y biomecéanicas. Los materiales estan basados
en elementos biocompatibles, biodegradables, osteoconductores y osteoinductores. Estos
compuestos bioactivos incluyen fosfatos y/o silicatos calcicos, como la ps-wollastonita, y/o
vidrios bioactivos de silice.

Estos materiales basados en monetita tienen como finalidad conseguir la
regeneracion dsea y ser aplicados en cirugia traumatol6gica, cirugia maxilofacial, cirugia
dental y/o procesos osteopordéticos, ademas de otras aplicaciones donde sea necesaria una
regeneracion de hueso.

Los grénulos de monetita utilizados en este trabajo se sintetizan a partir de
reacciones &cido-base, en donde reaccionan acido ortofosférico o dihidrogeno fosfato de
calcio anhidro (MCP) con compuestos bioactivos basados en silice (ps-wollastonita y/o
vidrios) y/o fosfatos célcicos, como la hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA) o B-TCP.
Este método de sintesis permite la fabricacién de materiales de monetita que contienen mas
de un compuesto de calcio bioactivo y/o vidrios bioactivos. La incorporacidn en exceso a la
reaccion acido-base de mas de uno de estos compuestos origina un producto final que
incorpora distintas proporciones de estos compuestos a los materiales de monetita. Los
compuestos resultantes de la reaccion, ademas de la monetita y gel de silice (H,SiO3),
pueden ser ps-wollastonita (a-CaSiOs), vidrio bioactivo (SiO,-CaO), B-TCP y/o CDHA.
Estos materiales se combinan con la monetita para incorporar asi propiedades
osteoinductoras, gracias a los compuestos basados en silice, y modular su reactividad,
solubilidad y reabsorcion, mediante su conjugacion con otros fosfatos de calcio.

A continuacion se muestran diversas tablas donde se exponen las ventajas que
aportan los diferentes materiales de los que pueden estar formados los compuestos
granulados de monetita estudiados en este trabajo:

Compuestos basados en Silice: OSTEOINDUCTORES/BIOACTIVOS

Gel de Silice (H,SiO3): presenta una elevada porosidad y superficie especifica, es muy
reactiva, su disolucién libera iones (SiO,) que estimulan la expresion de genes asociados a la
reparacion y regeneracion del hueso (39).

Vidrios Bioactivos (SiO,-CaO): materiales vitreos, obtenidos por el método de sol-gel que
incluyen en su composicion Si y Ca, entre otros, en concentraciones tales que hacen que sea
un material bioactivo (82).

Ps-wollastonita (a-CaSiOs3): bioactiva (47, 49).
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Compuestos basados en Fosfato de Calcio: OSTEOCONDUCTORES
Monetita (CaHPO,): altamente bioreabsorbible, poca resistencia mecanica (78).
B-TCP (Ca3(PO,),): bioreabsorcion lenta (83).

CDHA: composicion similar a las apatitas bioldgicas en cuanto a su estequiometria y
cristalinidad, por lo que la hacen mas reactiva en el medio biol6gico (84).

Ademas, estos materiales de monetita pueden incorporar sustituciones con iones
metalicos divalentes como magnesio o zinc, lo cuales estan involucrados en el metabolismo
6seo0 y juegan un papel fisioldégico en la angiogénesis, crecimiento y mineralizacion del
tejido 6seo. Estos iones interaccionan con las células Oseas, y si su metabolismo se ve
alterado puede que altere la funcion de los osteoblastos y osteoclastos (85). Concretamente el
magnesio es uno de los cuatro cationes mas abundantes y el segundo catién mas abundante
intracelularmente en los vertebrados. EI magnesio estd involucrado en numerosos procesos
biolégicos y es esencial para la vida. Posee un papel importante en el crecimiento y
desarrollo esquelético, ademas de que participa en el metabolismo y la homeostasis mineral
Osea (86).

Sustituciones ionicas

Magnesio (Mg?): inhibe la reabsorcién y favorece la formacién dsea, mediante la
estimulacion de la proliferacion y diferenciacién de osteoblastos (87). Interviene en la
deposicion y mineralizacion dsea (88).

Zinc (Zn?"): “in vitro” estimula la proliferacion y diferenciacion osteogénica hacia células
osteobléasticas e inhibe la reabsorcion mediada por los osteoclastos (89, 90). “In vivo”
estimula la formacion y mineralizacion 0sea (91).

En la tabla anterior se pone de manifiesto la capacidad de estos iones de estimular la
regeneracion 6sea y/o la colonizacion y diferenciacion celular. A partir de su incorporacion a
los materiales de estudio, se propone aprovechar la capacidad estimulante y/o aceleradora de
los mecanismos de regeneracién Osea atribuida a dichos elementos, y asi mejorar sus
propiedades osteoinductoras.

Los materiales disefiados en este trabajo presentan diversas composiciones, de forma
que pueden tener distintas proporciones de monetita y gel de silice, puede que la monetita se
encuentre parcialmente sustituida por lo cationes Mg?* o Zn*, y/lo que presenten otros
compuestos de calcio bioactivos. Estos materiales tienen un interés especial ya que
incorporan modificaciones a materiales basados en monetita y gel de silice en donde se
combinan diferentes tipos de materiales que mejoran sus propiedades. Se trata de materiales
biocompatibles, bioreabsorbibles, osteoconductores y osteoinductores. Estas caracteristicas
hacen que su posible campo de aplicacién médica sea muy amplio, como podria ser su uso
en cirugia traumatoldgica, cirugia maxilofacial, cirugia dental y/o en procesos
osteoporoticos.
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3. BIOLOGIA OSEA.-

El disefio de materiales destinados a la regeneracion del tejido Gseo necesita
apoyarse en un conocimiento profundo no sélo de la anatomia y biomecénica del hueso, sino
también de los procesos que dan lugar al crecimiento 6seo y a la reparacion de fracturas. Por
ello, a continuacién hablaremos en detalle del tejido 6seo para asi comprender mejor su
composicion, estructura, propiedades y mecanismos de reparacion.

El tejido 6seo presenta una caracteristica Unica, pues cuando se dafia o fractura, no
responde con la formacion de una capa fibrosa, como hacen los demas tejidos. La respuesta
del hueso es la regeneracion de nuevo tejido y su posterior remodelacién en la direccion de
las tensiones locales. En ocasiones, la dindmica del organismo es suficiente para reconstruir
la continuidad del defecto. Sin embargo, en otros casos las grandes cantidades de masa dsea
perdida pueden hacer que sea necesario acudir a los injertos de tejido 6seo o el uso de un
biomaterial.

Existen cuatro categorias generales de huesos: largos (con una diafisis entre las dos
cabezas), cortos (con longitud y anchura similar), planos (semejantes a una placa) e
irregulares (como el esfenoides y etmoides). Los huesos planos se forman a partir de tejido
conectivo, es decir sufren una osificacién intramembranosa; mientras que el resto de los
huesos se forman a partir de cartilago, la denominada osificacion condral (92).

El tejido 6seo es un tejido conectivo altamente especializado en la funcién
esquelética y de sostén, cuyas propiedades especiales se deben a la composicion de su
matriz, en la cual se depositan sales de calcio. El tejido 6seo desempefia 3 funciones
fundamentales en el organismo: (93)

En primer lugar, el hueso es la principal reserva de calcio del cuerpo humano. Es
capaz de intercambiar calcio con los fluidos extracelulares actuando como un factor
regulador de la concentracion de calcio en los fluidos corporales; manteniendo asi el
equilibrio necesario para el correcto funcionamiento de algunos procesos fisico-quimicos
vitales.

En segundo lugar, la médula 6sea que alberga, suministra al organismo los glébulos
rojos que actian como portadores de nutrientes para las células, tejidos y érganos, y los
glébulos blancos que son fundamentales para el sistema inmunoldgico.

El tercer papel que desempefia el tejido 6seo es una funcién mecénica, de soporte y
proteccion de dérganos, proporcionando ademé&s puntos de sujecién de los musculos,
responsables de la locomocién y el movimiento corporal.

El hueso ademas posee una gran resistencia a la traccion y a la compresion, cierta
elasticidad y una arquitectura ligera eficaz. Se trata de un 6rgano dindmico que sufre un
recambio notable de sustancias, esta muy bien irrigado y se remodela de forma continua.
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3.1. Organizacion del hueso.-

En lo que se refiere a la estructura macroscépica, a simple vista pueden distinguirse
dos tipos de tejido 6seo que se contindan sin limites nitidos: el hueso cortical o compacto y
el hueso trabecular o esponjoso. El 80% del esqueleto de un humano adulto esta constituido
por hueso cortical y el 20% por hueso trabecular.

El hueso cortical aparece como una masa sélida, dura y estructurada que se
encuentra en la periferia de los huesos individuales del esqueleto, por ejemplo, en la parte
externa de los huesos largos de las extremidades. Rodea al hueso trabecular y forma la capa
maés externa de los huesos, proporcionandoles la forma y tamafio. La mayor parte del hueso
cortical se encuentra calcificado y su funcidon es proporcionar resistencia mecéanica y
proteccion, aunque también puede participar en respuestas metabdlicas, particularmente
cuando hay un déficit mineral severo o prolongado (94).

El hueso trabecular se dispone como un sistema tridimensional de espiculas 6seas
finas y ramificadas. Entre las espiculas 6seas quedan espacios amplios donde se encuentra la
médula 6sea, compuesta por grasa (médula 6sea amarilla) y por células progenitoras de las
células sanguineas (médula 6sea roja). Es un hueso menos denso, mas elastico y con un alto
recambio, en comparacion con el hueso cortical, por lo que tiene una mayor funcion
metabolica. La orientacion de las trabéculas es paralela a los grandes esfuerzos de presién
como ocurre en las vértebras, o a los esfuerzos de flexidn, que se producen por ejemplo en la
epifisis proximal del fémur. Este tipo de hueso se encuentra en los extremos de los huesos
largos y en la parte interna de los huesos planos. El hueso trabecular contribuye al soporte
mecanico, sobre todo en huesos como las vértebras, y proporciona las primeras reservas
minerales en estados agudos de deficiencia.

La mayoria de los huesos contienen ambos tipos de configuracion ésea, aunque en
distintas proporciones y cantidades. En los huesos largos existe una zona central o tallo en
forma de tubo, la diéfisis, compuesta por hueso compacto grueso que rodea la médula dsea.
En los extremos del tallo 6seo se encuentran las epifisis, formadas por tejido éseo esponjoso
rodeado en su parte mas superficial por una delgada capa de tejido 6seo compacto, que a su
vez esta recubierto sélo en la superficie articular, por el cartilago articular. Nuestros estudios
los realizaremos sobre la parte proximal de la diafisis del himero, epifisis distal del fémur y
la epifisis proximal de la tibia.

Las unidades estructurales del tejido 6seo maduro son laminillas de fibras de
colageno de 3 a 7um de espesor que se disponen concéntricamente alrededor de vasos que
transcurren longitudinalmente al eje mayor del hueso, sobre todo en las regiones de sustancia
compacta, formando sistemas tubulares finos, denominados Osteonas o Sistemas de
Havers. Estos conductos contienen vasos sanguineos y linfaticos, nervios y tejido conectivo.
Ademas dentro del sistema de laminillas hay pequefios espacios denominados lagunas
donde se encuentran los osteocitos. En las laminillas de las osteonas, las fibrillas colagenas
transcurren con una disposicion helicoidal. Entre las osteonas hay restos de osteonas antiguas
y degradadas que llenan el espacio entre las osteonas intactas, son las laminillas
intersticiales. Los limites entre las osteonas y los sistemas intersticiales estan marcados con
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nitidez por las denominadas lineas de cemento, donde predominan los proteoglucanos (95).

Ademaés de los conductos de Havers, existen los conductos de Volkmann, que
también llevan capilares al hueso, aunque de manera casi transversal y no estan rodeados de
laminas concéntricas.

Tanto el hueso cortical como el trabecular normalmente estan organizados con un
patron laminar, en el que las fibras de coldgeno estdn organizadas con diferentes
orientaciones. La alternancia de las orientaciones de las fibras hace que presente una gran
resistencia y fuerza. Por otro lado, cuando el hueso es inmaduro, las fibras de coladgeno se
disponen de forma desorganizada, formando un hueso entretejido o inmaduro o primario, que
es mas débil que el hueso laminar o secundario. Este tipo de hueso se produce normalmente
durante la formacién del hueso y se ha detectado también a veces en estados con alto
intercambio éseo, como son situaciones de reparacion de fracturas, hiperparatiroidismo y la
enfermedad de Paget.

3.1.1. Envolturas oseas.-

El hueso presenta varias envolturas, de forma que por la parte externa se encuentra el
Periostio y en la parte interna, el Endostio. EI periostio es una capa de tejido conectivo
fibroso especializado que recubre la parte externa de los huesos excepto en las zonas de
union a otro hueso, donde se encuentra tejido cartilaginoso articular. En el periostio
predomina la formacion Gsea frente a la reabsorcion, de tal forma que presenta un
crecimiento aposicional del hueso aumentando el didmetro del hueso con la edad. Esta
envoltura désea posee un papel importante en la reparaciéon de las fracturas.
Microscépicamente el periostio se compone de dos capas: la capa mas interna esta formada
por tejido conectivo laxo vascularizado, en el que se encuentran células formadoras de hueso
u osteoblastos, con capacidad osteogénica, y sus precursoras, las células osteoprogenitoras.
Se sabe que esta capa osteogénica juega un papel importante en la osificacion
intramembranosa durante el crecimiento radial de los huesos largos, al igual que proporciona
celulas condrogénicas que forman nuevo hueso en la osificacion condral que se produce en
la reparacion de fracturas o dafios 6seos. Por otro lado, la capa externa estd formada por
tejido conectivo denso, que contiene vasos sanguineos y nervios, que se ramifican hacia los
conductos de Volkmann. Ademas, de esta capa salen las fibras de Sharpey, que son fibras de
colageno que unen fuertemente el periostio con la zona externa cortical del hueso adyacente
(96).

Por otro lado, el endostio es un tejido conectivo con una estructura membranosa que
recubre la parte més interna del hueso cortical, las trabéculas dseas y los canales vasculares
presentes en el hueso. En el endostio predomina la reabsorcion frente a la formacion debido
a que sufre mayores fuerzas biomecéanicas, de modo que el espacio medular se expande con
la edad. En esta capa existe un revestimiento de células aplanadas, entre las que se
encuentran las células madre mesenquimales y células precursoras de osteoblastos, por lo
gue también presenta capacidad osteogénica.
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Fig 1.- Esquema de la estructura dsea.

3.1.2. Composicion.-

La composicion y estructura de los huesos estan sujetas a influencias hormonales,
metabdlicas y nutricionales maltiples. En principio, el hueso es un material compuesto por
dos fases: una fase mineral dura y una fase orgénica en relacion estrecha con la primera. La
matriz no tiene s6lo una funcion de sostén sino que también cumple tareas metabdlicas. La
buena irrigacion facilita mucho la adaptacion a condiciones diversas, a la reparacion y a la
regeneracion de la matriz.

La matriz 6sea esta compuesta alrededor de un 35% de material organico (sobre todo
fibras colagenas, proteinas 6seas y proteoglucanos), y de un 65% de sales inorganicas.

Matriz Organica:

Esta compuesta por fibras de coladgeno predominantemente de tipo I, que constituyen
aproximadamente el 95% del componente dseo, y se encuentran incluidas en una sustancia
fundamental. El colageno es sintetizado por los osteoblastos y proporciona al hueso
propiedades elésticas y de resistencia a la traccion, limita el movimiento de otros
componentes del tejido y de la matriz, modula la deposicion de cristales de hidroxiapatita en
el hueso y ademaés tiene una funcién muy importante sobre la regulacion y diferenciacion de
diversas células y tejidos (97).

La sustancia fundamental esta formada por proteoglucanos, glicoproteinas y diversas
proteinas no colagenas (5%), donde cabe destacar la osteopontina, osteocalcina, osteonectina
y sialoproteinas (98). Las funciones de estas proteinas aln no estan bien definidas, aungue se
piensa que participan en la regulacion del dep6sito del componente mineral del hueso, del
recambio éseo y de la actividad celular 6sea. Los osteoblastos son los encargados de
sintetizar la mayoria de estas proteinas no colagenas.
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En uno de los estudios sobre las posibles funciones de estas proteinas, se ha visto
gue la osteocalcina, que presenta la capacidad de unirse al calcio, normalmente esta
implicada en la inhibicion de la formacién dsea. Inhibe la formacién de cristales de
hidroxiapatita, retardando su nucleacién. La osteocalcina aparece en suero debido a la
liberacién desde la matriz mediante la actividad osteoclastica y de la sintesis por parte de los
osteoblastos; por lo que se usa como un marcador de recambio 6seoc mejor que un marcador
de formacion dsea (99).

En relacion a la sialoproteina dsea, se trata de una sialoglicoproteina &cida que
contribuye el 15% de las proteinas no colagenas del hueso y estd involucrada en la
mineralizacion y el remodelado dseo. La sialoproteina dsea se expresa en la mayoria de los
tipos celulares del hueso, cartilago y dientes. En la matriz 6sea mineralizada encontramos las
mayores concentraciones de sialoproteinas en las areas donde el hueso se esta sintetizando de
nuevo o estd siendo remodelado. Se ha estudiado que presenta la secuencia proteica RGD
(Arginina-Glicina-Aspartato), que es el minimo requisito estructural para la adhesion celular
en células de mamiferos, por lo que puede mediar la union de osteoblastos y osteoclastos a la
matriz 6sea durante el proceso de remodelacion dsea (100).

La osteopontina es una glicoproteina é&cida y fosforilada presente en varios
tejidos.Se trata de un potente inhibidor de la formacién de hidroxiapatita mediante la
inhibicion del crecimiento cristalino (101). Al igual que la sialoproteina, presenta la
secuencia RGD que promociona la adhesion celular y esta involucrada en la regulacién de la
movilidad de osteoclastos en los procesos de reabsorcién 6sea.

Por otro lado, se piensa que la osteonectina, que constituye el 2% del total del
componente proteico del hueso en desarrollo, provoca el aumento del ndmero de
osteoblastos y/o la proliferacion y mineralizacién de la matriz. Esta glicoproteina es
sintetizada por los osteoblastos. Se parece a la fibronectina, y esta unida a las células Gseas
mediante integrinas. Ademas puede interactuar tanto con las fibras de colageno como con las
sales inorganicas, ya que presenta la capacidad de unirse al calcio (102).

En relacion con las enzimas éseas, la mas importante es la fosfatasa alcalina. En el
hueso se puede encontrar tanto unida a la superficie celular de los osteoblastos como libre
dentro de la matriz mineralizada.

Matriz Mineralizada:

El hueso estd compuesto por entre un 50-70% de mineral, 20-40% matriz orgénica,
5-10% de agua y menos de un 3% de lipidos. Los componentes minerales mayoritarios de la
matriz del hueso son el calcio y el fosforo, en su mayoria en forma de cristales de HA
(Cay(PO,)s(OH),). También existen otros iones como el carbonato, citrato, magnesio,
potasio y sodio. Los cristales de HA 6seos, en comparacion con los cristales geolégicos, son
méas pequefios, presentan un menor grado de cristalizacion y sustituciones de grupos
carbonato, caracteristicas que hacen que sean mas solubles, manteniendo asi el metabolismo
mineral.
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La mineralizacion del hueso comienza en el coldgeno, donde inicialmente se
depositan los cristales de apatita en intervalos regulares.

La maduracién de la matriz esta asociada a la expresion de la fosfatasa alcalina y
algunas de las proteinas no colagenas, como la osteocalcina y sialoproteina dsea. Se piensa
que estas proteinas fosforiladas se unen al calcio y al fosfato, provocando centros de
nucleacion y formando cristales de fosfato de calcio. De esta forma, estas proteinas ayudan a
regular el depdsito mineral mediante la regulacion de la cantidad y tamafio de los cristales de
hidroxiapatita formados (98).

La parte mineral proporciona al hueso una rigidez mecanica y una gran resistencia a
la compresion y a la traccién, mientras que la matriz organica proporciona elasticidad y
flexibilidad.

Ademas de la mineralizacibn mediada por las proteinas, se piensa que los
condrocitos y osteoblastos sintetizan unas vesiculas pequefias de matriz extracelular que
actian como microambientes protegidos, donde las concentraciones de calcio y fosfato
pueden aumentar hasta el punto de provocar la formacion de cristales. La HA no es capaz de
precipitar espontdneamente, pero estas vesiculas contienen un centro de nucleacion
compuesto por proteinas y complejos de fosfolipidos, calcio y fosfato inorganico, que es
suficiente para provocar la precipitacion de cristales de HA. Dentro de los promotores de la
nucleacion mineral estan la proteina de la matriz dentinaria 1 (DMP1) vy la sialopoteina 6sea
(99) (101).

Por otro lado, la vitamina D tiene un papel indirecto sobre la estimulaciéon de la
mineralizacion de matriz 6sea desmineralizada. Después de la absorcion o produccion de la
vitamina D por la piel, el higado sintetiza 25-Hidroxivitamina D y los rifiones seguidamente
producen 1,25-dihidroxivitamina D (1,25-(OH),D) que es activa bioldgicamente. 1,25-
(OH),D es responsable del mantenimiento de concentraciones adecuadas de calcio y fosfato
en el suero, permitiendo una mineralizacién pasiva de la matriz no mineralizada del hueso.
Esta accion la realiza mediante la estimulacién de la absorcion intestinal de calcio y fosfato.
Ademas el 1,25-(OH),D en suero promueve la diferenciacion de osteoblastos y estimula la
expresion de fosfatasa alcalina, osteocalcina, osteonectina, osteoprotegerina (OPG) y una
variedad de citocinas por los osteoblastos (99).

3.1.3. Tipos celulares del hueso.-

De las muchas células asociadas al hueso, tres son de gran interés: los osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos. Estas células son responsables de producir, mantener y reabsorber
el hueso, respectivamente. Dichas células diferenciadas son muy especializadas y
generalmente no se proliferan. Ademas existen células menos diferenciadas de la misma
linea celular que mantienen la poblacién celular mediante su proliferacion y diferenciacion.
Estas células se conocen como las células troncales y en la formacion ésea se llaman células
osteogénicas.
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Células mesenquimales:

En la poblacion de células de la médula ésea encontramos células con morfologia
fibroblastica derivadas de la sangre periférica que tienen la capacidad de autorrenovarse y
originar células especializadas, caracteristicas tipicas de las células madre o stem cell (SC).
Para integrar todas estas variaciones morfoldgicas se utiliza el término fibroblast-like, que
engloba a las unidades formadoras de colonias fibroblasticas (CFU-F), los fibrocitos y las
células mesenquimales (CM) (103). En el afio 2006, la Sociedad Internacional de Terapia
Celular o ISCT (Internacional Society Cellular Therapy) propuso tres criterios para definir
las células madre mesenquimales (CMM); primero, éstas células deben ser adherentes en
cultivo; segundo, expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antigenos
hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de monocitos, macréfagos y linfocitos B;
y tercero, las CMM deben ser capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y
condrocitos bajo condiciones estandar de cultivo (104). Las células madre mesenquimales
pueden diferenciarse hacia una amplia linea mesenquimal celular: osteoblastos, adipocitos,
condrocitos y mioblastos. Entre las sefiales que dirigiran la diferenciacion hacia la
osteogénesis se incluyen las proteinas morfologicas Oseas (BMP-2) y el factor de
transferencia tipo p (TGF-B1) (105). Las células osteoprogenitoras durante la vida postfetal
se encuentran cerca de los centros de osificacion, en el endostio y en el periostio (106).

Osteoblastos:

Los osteoblastos, como se ha comentado anteriormente, derivan de células madre
mesenquimales pluripotentes (CFU-F) que presentan la capacidad de diferenciarse a
diferentes lineas celulares y estdn presentes en la médula désea. Estas células madre
mesenquimales requieren de la via Wnt/B-catenina y las proteinas asociadas para que se
diferencien a osteoblastos. Esta via tiene un papel muy importante en el patrén embrionario
del esqueleto, del desarrollo esquelético fetal y del remodelado 6seo en el adulto. El sistema
Whnt es importante también en la condrogénesis y la hematopoyesis, y puede estimular o
inhibir en diferentes etapas, la diferenciacion de los osteoblastos (99). La ruta de
sefalizacion Wnt/B-catenina regula la masa ésea y la funcion celular 6sea. Respecto a los
osteoblastos, ésta ruta regula su diferenciacion, proliferacion y la sintesis de matriz Gsea
(107).

Los osteoblastos maduros no poseen capacidad migratoria, son células altamente
diferenciadas que pueden mostrar funciones muy diferentes en funcion de su estado de
desarrollo. Su funcién y fenotipo varia, de modo que se pueden diferenciar 4 categorias: (98)

— Osteoblastos activos: tienen una forma cubica, son mononucleares y presentan

una actividad fosfatasa alcalina elevada. Sintetizan y secretan fibras de colageno
tipo I, glicoproteinas (osteopontina y osteocalcina), citocinas y factores de
crecimiento en zonas de la matriz no mineralizada.

— Osteocitos: son osteoblastos maduros que se han quedado atrapados dentro de la
matriz mineralizada del hueso y son responsables de su mantenimiento.

— Células de revestimiento 6seo: se encuentran a lo largo de la superficie ésea
donde no se esta produciendo ni formacion ni reabsorcion 6sea. Son osteoblastos
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en reposo, quiescentes, que forman un epitelio plano que recubre las superficies
Oseas formando el endostio en las trabéculas, y se encuentran por debajo del
periostio en las superficies mineralizadas. Esta capa se considera una barrera
selectiva entre el hueso y otros compartimentos. Ademéas contribuye a la
homeostasis mineral regulando el flujo de calcio y fosfato desde y hacia los
fluidos dseos. La reabsorcion 6sea se produce en superficies no recubiertas por
este tipo de epitelio. Tanto los osteoblastos como las células de revestimiento se
encuentran muy proximas y unidas mediante uniones adherentes. Ademas
presentan marcadores comunes como actividad fosfatasa alcalina y receptores a
la hormona paratiroidea (PTH).

— Osteoblastos inactivos: son células alargadas, que no se distinguen en su
morfologia de las células de revestimiento.

. 3 = ‘\ﬁ ' 3
Fig.2.- a) Hilera de osteoblastos activos, depositando matriz organica formando lineas de
osteoide (en rojo). (10x) (Tincién de Goldner (TG)). b) Osteoblastos embebidos en la matriz
organica sintetizada por ellos, transformandose asi en osteocitos. (20x) (TG).

La remodelacion Gsea presenta un balance entre la formacion y la reabsorcion 6sea.
Este balance esta controlado por el hecho de que los osteoblastos presentan dos fenotipos
opuestos. Uno es el fenotipo osteogénico, el cual promueve la sintesis de la matriz 6sea, v el
otro es el fenotipo osteoclastogénico, el cual favorece la diferenciacién de los osteoclastos en
zonas donde el hueso es viejo (108).

La fase de diferenciacién osteogénica hacia osteoblastos implica tres periodos
bioldgicos: proliferacién celular, maduracién celular y mineralizacion de la matriz. Durante
estos periodos, los osteoblastos sintetizan y secretan colageno tipo |, fosfatasa alcalina y
otras proteinas no coldgenas de la matriz extracelular Gsea (osteopontina, osteonectina,
osteocalcina y sialoproteina ésea). El coldgeno tipo | y la matriz extracelular se sintetizan
durante el periodo inicial de la proliferacion, mientras que la fosfatasa alcalina se expresa
durante el periodo post-proliferativo de maduracion de la matriz extracelular. La expresion
de las proteinas ocurre durante el tercer periodo, cuando la matriz extracelular se mineraliza
(98).

Durante el desarrollo esquelético se produce la diferenciacion de los osteoblastos y
el posterior depdsito de la matriz 6sea, lo que implica una coordinacion espacio-temporal
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entre diferentes factores endo, para y autocrinos. La diferenciacion de los osteoblastos esta
estimulada mediante complejos factores en diferentes etapas. El factor estimulador de
osteoblastos (OSF-1), también conocido como Pleiotropina (PNT), es quimiotactica para las
células osteoprogenitoras y estimula la actividad de osteoblastos maduros.

La expresion de Runx2 es un factor de transcripcion clave para la diferenciacion de
los osteoblastos, pues es necesaria para la diferenciacion de células madre mesenguimales
(CMM) multipotentes a lineas celulares osteoblasticas. Runx2 también inhibe la
diferenciaciéon de CMM a lineas celulares de adipocitos y condrocitos. Ademas las vias de
BMP-2 y Wnt activan conjuntamente la expresion de Runx2 para promover la diferenciacion
de osteoblastos (109).

Los osteoblastos secretan ademas citoquinas y factores de crecimiento con efectos
locales sobre la formacion y reabsorcidn 6sea. Entre ellas se encuentran las interleucinas (IL)
1,6 y 11, que favorecen la formacion de osteoclastos. Factores como la PTH y la vitamina
D3 activa, aumentan la produccion de estos factores. Otros factores de crecimiento o
sefializadores solubles que tienen funcion de mediadores locales en la formacién dsea y que
son producidos por los osteoblastos son: el factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I), la
prostaglandina (PGE2), TGF-p y BMPs 1,2 y 3 (94) (110).

Se piensa que el hueso juega un papel importante en el metabolismo energético, ya
gue se ha estudiado como la osteocalcina, proteina no colagena secretada por los
osteoblastos, controla el nivel de glucosa en sangre y los depdsitos de grasa. Por lo gque se
deduce que la funcién de los osteoblastos puede estar relacionada con la obesidad e
intolerancia a la glucosa. El hueso ejerce una regulacién endocrina del metabolismo
energético y por lo tanto puede contribuir al comienzo de desequilibrios metabdlicos (111).

La transformacion de los osteoblastos a osteocitos depende del modo de osificacién,
ya sea intramembranosa o endocondral, y del tipo de hueso que se estd formando, inmaduro
o laminar. También depende de la localizacion del hueso que se estd formando, de las
especies, de la edad y/o del género del individuo (112).

- Durante la formacioén dsea intramembranosa, en el periodo embrionario, se forma
hueso directamente a partir de tejido conectivo fetal. Las células mesenquimales comienzan
a diferenciarse aparentemente al azar, en sitios diferentes hacia células osteoprogenitoras y
osteoblastos, formando un tejido fetal muy vascularizado. Los osteoblastos secretan matriz
6sea organica formando el osteoide primario. Este progresivamente se va calcificando a la
vez que se forma un sistema de canaliculos que comunicaran las células Gseas. Estos
osteoblastos, una vez rodeados por la matriz 0sea, se transforman en osteocitos y son
reemplazados por otros osteoblastos formados a partir de células mesenquimales
circundantes (posteriormente células osteoprogenitoras). De esta manera se van formando
islotes o trabéculas aisladas, rodeadas de tejido conectivo muy vascularizado que poco a
poco iran creciendo, poniéndose en contacto unos con otros para formar la esponjosa
primitiva. Esta diferenciacion al azar forma una serie de trabéculas 6seas interconectadas que
posteriormente constituiran el hueso esponjoso. En algunos lugares habra un engrosamiento
mayor de las trabéculas con disminucién del espacio conectivo, originando asi la compacta
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primitiva.

En este tejido dseo primitivo, inmaduro o primario, las fibras colagenas estan
entrecruzadas al azar, por lo que se denomina hueso reticular o inmaduro. En la compacta
primitiva, por la disposicion de las fibras de forma paralela y en capas, con cierto parecido a
los sistemas de Havers, se denominan sistemas de Havers primitivos u osteonas primitivas.

El tejido mesenquimatoso se diferencia en la periferia y dara lugar al periostio, que
marca el sitio donde se formara el hueso compacto. Ademas, en este tipo de osificacion el
hueso se forma sin sustituir un modelo cartilaginoso previo.

-Por otro lado, la osificacion endocondral se produce en los huesos largos de
mamiferos. En este caso el modelo es cartilaginoso, en concreto se trata de cartilago hialino
embrionario, que es reemplazado por hueso, mediante un proceso que implica la
coordinacion de numerosos pasos secuenciales, entre los que podemos encontrar: la
calcificacion de la matriz del cartilago, hipertrofia de los condrocitos y subsiguiente
apoptosis o transdiferenciacion a osteoblastos, reabsorcion del cartilago calcificado,
reclutamiento de osteoblastos y el depdsito de hueso inmaduro o reticular en la superficie del
cartilago mineralizado. Posteriormente se ird remodelando hasta formar el hueso maduro,
secundario o laminar.

Osteocitos:

Los osteocitos constituyen el componente celular mas abundante del tejido 6seo, ya
que el 90% de las células del hueso adulto son de este tipo, mientras que los osteoblastos
forman menos del 5% y los osteoclastos menos del 1%. Los osteocitos son viables durante
afios, incluso décadas, mientras que los osteoblastos viven unas semanas y los osteoclastos
dias.

Una vez que los osteoblastos han sido embebidos dentro de la matriz mineralizada
del hueso, cesa su actividad y pasan a ser osteocitos. Estos presentan la capacidad de percibir
estimulos y cambios de tension y presion; sefiales que son importantes para el mantenimiento
de la estructura 6sea.

Una caracteristica Unica que presentan los osteocitos es que forman largas
prolongaciones dendriticas que van a través de pequefios tineles dentro de la matriz dsea,
denominados canaliculos. Estos canaliculos conectan a los osteocitos entre ellos dentro de
sus cavidades o lagunas, o con células de la superficie 6sea y pueden llegar hasta el espacio
medular (113). El sistema canalicular es un conducto para el trafico e intercambio
metabolico. Proporciona un sistema microcirculatorio del fluido periostiocitico o canalicular,
el cual es diferente al fluido del plasma sanguineo o de la linfa. Este fluido, no sélo define el
ambiente bioquimico celular local, sino que también sirve como un medio de acoplamiento,
mediante el cual, la fuerzas mecanicas se transforman en sefiales mecanobiolégicas,
bioguimicas y electromecénicas, que poseen un efecto a nivel celular (114).

La matriz que se encuentra en contacto directo, rodeando tanto el cuerpo celular de
los osteocitos como sus prolongaciones, no se encuentra mineralizada. De este modo es mas
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facil que pequefias moléculas y agua penetren hacia el interior de las células y haya un
mayor intercambio con el medio extracelular (115).

Ademas de la unién de los osteocitos mediante los canaliculos, también se produce a
través de uniones tipo gap, igualmente presentes en las comunicaciones entre osteocitos y
osteoblastos (108). Doty en 1981 (116) fue el primero en demostrar uniones gap entre células
Oseas in vivo. Estas estan presentes entre todos los tipos celulares del hueso, pero son
particularmente abundantes entre osteoblastos y osteocitos, en los extremos de las
prolongaciones de los osteocitos, y entre éstas y los osteoblastos. Las uniones tipo gap son
un tipo de interaccion directa entre célula y célula, que forman canales transmembrana y
permiten la comunicacién de los citoplasmas entre las células. Este tipo de union permite una
difusién de iones, metabolitos y pequefias moléculas de sefializacion de célula a célula (117).

Dependiendo del tipo de hueso formado, proceso comentado anteriormente, los
nuevos osteocitos que quedan embebidos dentro de la matriz pueden presentar diferentes
tamafios y formas respecto a los osteocitos que son méas viejos y maduros. De forma que en
el hueso reticular o inmaduro, el cual se ha depositado de un modo répido y con una
orientacion de colageno al azar, encontramos osteocitos isodiamétricos. Sin embargo, en el
hueso laminar, el cual se ha depositado de una forma maés lenta, los osteocitos estan méas
aplanados. Ademas los osteocitos maduros situados dentro de las lagunas en la matriz dsea,
presentan una morfologia estrellada y con prolongaciones (112). Ademas en el hueso
laminar, la distribucion de los osteocitos y sus prolongaciones citoplasméaticas no se
producen al azar, sino que se disponen al mismo tiempo que se produce la formacion Gsea.
Las células presentan una polarizacion de sus prolongaciones, de modo que la parte de la
membrana celular que se encuentra mas cerca de la superficie Osea presenta mas
prolongaciones (118).

Los osteocitos forman sus prolongaciones dendriticas mediante un proceso pasivo
una vez que las células estan rodeadas de osteoide. Esto se debe a que el osteocito tiene el
30% de su citoplasma produciendo matriz como los osteoblastos. Una vez que las
prolongaciones dendriticas se van quedando atrapadas en la matriz, el citoplasma se ve
reducido (113).

Se piensa que los osteocitos pueden presentar diferentes funciones: (i) participan de
modo activo en el recambio 6seo, (ii) realizan un intercambio de iones mediante su amplia
red de canaliculos que facilita el contacto entre la superficie celular y la matriz, (iii) actdan
como células mecano-sensitivas y juegan un papel importante en la adaptacion funcional del
hueso (119).

Ademas los osteocitos presentan la capacidad de depositar y reabsorber hueso
alrededor de la laguna 6sea donde se encuentran, cambiando de este modo la forma de la
laguna. Este proceso se conoce como Osteolisis Osteocitica. Aunque no es caracteristico de
los osteocitos humanos si se ha detectado en otras especies de vertebrados, como en ratas y
conejos. La osteolisis osteocitica se encuentra limitada a situaciones de lactancia,
hibernacién o embarazo, las cuales requieren una mayor movilizacién de minerales 6seos
(112).
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Los osteocitos presentan la capacidad de sentir las fuerzas mecénicas y transformar
estas sefiales mecanicas en sefiales bioquimicas que afectan a la modelacion y remodelacién
Gsea. Parece que la matriz lagunar que rodea al osteocito se encuentra hipomineralizada, de
forma que estos cambios en la matriz pueden alterar el tipo o magnitud de la fuerza que es
percibida por el osteocito y por lo tanto modificar su respuesta a las cargas (113).

Se considera que los osteocitos también juegan un papel importante en la regulacion
de la homeostasis mineral mediante el movimiento de iones y cationes hacia el liquido
intersticial que se encuentra en la matriz que los rodea. En condiciones donde existe una
demanda de calcio, los osteocitos pueden desmineralizar sus lagunas y hacer accesible el
calcio, debido a que sus canaliculos ocupan grandes extensiones y tienen acceso a un gran
volumen mineral. Ademas la transmisién de las sefiales se hace de forma rapida, similar a los
neurotransmisores. Ademas la densidad de osteocitos es proporcional a las demandas
metabolicas de las especies (120).

Se ha propuesto que los osteocitos envian sefiales a los osteoclastos para que
comience la remodelacion. Si los osteoclastos no responden a estas sefiales, los osteocitos se
ven comprometidos y comienzan a liberar el mineral de su laguna y de la matriz adyacente.
De esta forma los osteocitos son capaces de modificar el didmetro de sus canaliculos.
Cualquier cambio en el didmetro de los canaliculos puede tener un efecto sobre el flujo del
componente liquido 6seo. Un aumento en el didmetro de los canaliculos puede disminuir las
fuerzas de tension y un descenso en el diametro puede aumentarlo (113).

Los osteocitos pueden morir como consecuencia de la senescencia,
degeneracidn/necrosis, apoptosis, y/o por el atrapamiento osteoclastico (114). Ademas,
estudios recientes sugieren que la apoptosis de los osteocitos puede mantener o inhibir
sefiales que regulan las funciones de los osteoblastos y osteoclastos. De modo que la
apoptosis de osteocitos asociada a regiones de hueso dafiadas precede a la actividad
osteoclastica (118) (121). En uno de los trabajos, tras la administracion de glucocorticoides,
se comprobd que inducia la apoptosis de osteocitos, desencadenando procesos de
reabsorcion dsea; pero no se sabe si es debido a la estimulacion de osteoclastos o debido a
que los osteocitos vivos inhibian a los osteoclastos, y al morir éstos cesan estas sefiales
inhibitorias (122).

Osteoclastos:

Los osteoclastos son células multinucleadas que reabsorben hueso durante los
procesos normales de remodelado 6seo y provocan una pérdida de masa 6sea en condiciones
patoldgicas donde su actividad de reabsorcion Gsea estd aumentada. Son células que derivan
de los precursores de la linea mieloide/monocito que circula por la sangre después de su
formacion en la médula dsea.

El sistema monocitico-macrofagico, formado por macrofagos, monocitos y
microgliocitos, es la primera linea de defensa dsea. Estos precursores de osteoclastos (OCPs)
son atraidos desde el torrente circulatorio a zonas de la superficie Gsea destinadas a ser
reabsorbidas y se fusionan unos con otros formando células multinucleadas que reabsorben
las matrices calcificadas bajo la influencia, entre otros factores, de los osteoblastos de la
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médula 6sea. Baron y cols. (123) demostraron que inicialmente las células mononuclerares
gue se unen a la superficie Gsea contienen una esteresa no especifica, pero que cuando se
diferencian, expresan la acido fosfatasa tartrato resistente (TRAP), marcador enzimatico de
los osteoclastos. Estas células pierden su actividad esterasa no especifica, se fusionan y
forman osteoclastos multinucleados.

Fig.3.- Detalle de un osteoclasto reabsorbiendo la superficie 6sea. (20x) (TG).

La reabsorcion Osea es necesaria en muchos procesos esqueléticos. Es un proceso
obligatorio durante el crecimiento 6seo, erupcion de los dientes y curacion de las fracturas,
ademas de ser necesaria para el mantenimiento de un nivel adecuado de calcio en la sangre.

- Ciclo de reabsorcion:

Los osteoclastos han desarrollado una maquinaria eficiente para disolver los cristales
de HA y degradar la materia organica rica en fibras de coladgeno. El proceso de reabsorcion
requiere actividades celulares como: migracion de los osteoclastos al lugar de reabsorcion, su
unién al hueso, polarizacion y formaciéon de los dominios de membrana, disolucion de la
HA, degradacion de la matriz organica y eliminacion de los productos de degradacién de la
laguna de reabsorcion. Previamente a la reabsorcion, los precursores de osteoclastos han
tenido que sufrir procesos de diferenciacion y mecanismos celulares de tal forma que se
fusionan los precursores mononucleares para formar el osteoclasto multinuclear maduro.

Cuando se inicia la reabsorcion, los osteoclastos se polarizan, apareciendo tres
dominios de membrana diferentes: un borde festoneado, una zona de sellado y un dominio
funcional secretor. Simultdneamente, el citoesqueleto sufre una pronunciada
reorganizacion. Durante este proceso, el citoesqueleto de actina forma un anillo de unién en
la zona sellante, que permite una unién fuerte a la matriz 6sea, de forma que deja un espacio
cerrado entre el borde festoneado de los osteoclastos y la superficie 6sea, denominado laguna
de reabsorcion. En esta laguna el osteoclasto va a secretar protones y proteasas encargadas
de la degradacién (124). Los osteoclastos estan situados en cavidades poco profundas de la
superficie 6sea, denominadas lagunas de Howship.
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Los osteoclastos se unen a la matriz 6sea mediante receptores de integrinas que se
encuentran en sus membranas y se unen a los péptidos de la matriz 6sea. Los osteoclastos al
menos expresan 4 tipos de integrinas: a3, oBs, 0P, o P, que son capaces de unirse al
colageno. La integrina a,f3 se expresa en niveles muy altos en los osteoclastos, aunque su
funcion especifica alin no se conoce, se piensa que puede jugar un papel importante en la
adhesion y migracion de osteoclastos y en la endocitosis de los productos de degradacion.
a,Bs se ha encontrado en los bordes fenestrados y se une a las fibras de colageno tipo |
desnaturalizado, mientras que la integrina a,f3; Se une a las fibras originales de colageno tipo
I (125). Los osteoclastos activos forman podosomas, los cuales se unen y se separan de la
matriz dsea de un modo rapido, permitiendo el movimiento y la reabsorcion de los
osteoclastos a lo largo de toda la superficie ésea. Los podosomas estan formados por un
nacleo de actina rodeado por integrinas a,f3 y asociadas a proteinas del citoesqueleto (99).

En los sitios donde los osteoclastos estan junto a la matriz 6sea se polarizan y la
membrana celular forma muchos pliegues estrechos muy apretados, formando un borde
festoneado. Estos pliegues se forman mediante la fusion de vesiculas intracelulares acidas
con la region de la membrana plasmatica que reviste al hueso (124). Durante el proceso de
fusion mucha membrana interna se transfiere para formar largas proyecciones que penetran
en la matriz dsea. Estas prolongaciones cambian constantemente de forma y realizan
movimientos activos.

La disolucién de la fase inorganica 6sea precede a la degradacién de la matriz. La
secrecion de protones logra la disolucion de las sales de calcio y por otro lado se crea un
medio &cido necesario para la actividad de las hidrolasas acidas que degradan la matriz
organica, sobre todo el colageno (126).

Los osteoclastos durante la reabsorcion 6sea forman pequefios surcos en el hueso
mediante la secrecion de acido clorhidrico y proteasas, como la catepsina K, que se
encuentran en vesiculas acidificadas. Estas se transportan mediante microtGbulos por el
interior del citoplasma de los osteoclastos y se unen con la membrana, vertiendo su
contenido a un compartimento lisosomal extracelular que se encuentra debajo de su
membrana basal. Esto provoca que se disuelvan los componentes minerales, debido al medio
acido generado, y la matriz 0sea, mediante la accion de la catepsina K (127). La catepsina K
es una enzima capaz de degradar la triple hélice del coldgeno a pH é&cido, por lo que es la
mayor responsable de la degradacion de la matriz. Esta enzima se expresa en los osteoclastos
de forma selectiva y en gran cantidad (128). EI pH acido de la laguna de reabsorcion se
consigue mediante la accion de una bomba de protones dependiente de ATP que se encuentra
tanto en el borde festoneado como en las vacuolas extracelulares.

Después de la degradacién de la matriz, los productos de degradacién de la laguna de
reabsorcion son transportados mediante una ruta vesicular de transcitosis desde el borde
festoneado hasta el dominio de secrecién funcional, donde son liberados al espacio
extracelular. EI dominio de secrecién funcional se origina en la zona opuesta al borde
festoneado (129). Esta ruta de transcitosis permite a los osteoclastos eliminar una gran
cantidad de productos de degradacion de la matriz sin que se pierda su fuerte union a la
superficie 6sea. Ademas, facilita su procesado intracelular durante su paso a través de la



iNTRODVCCIiON

celula (124). Estas vesiculas cargadas con productos de la disolucion de la matriz ésea, se
liberan en la membrana basal, la cual suele estar en contacto con un vaso sanguineo (128).
Estudios recientes han sugerido que la enzima TRAP, un marcador de osteoclastos
ampliamente utilizado, se localiza en las vesiculas de transcitosis de los osteoclastos que
estan reabsorbiendo. Ademas la enzima TRAP puede generar reactivos de oxigeno muy
destructivos que son capaces de destruir el coldgeno (124).

Los osteoclastos no s6lo reabsorben el hueso, sino que también regulan la accion de
otras células mediante la secrecion de citocinas. Entre diversas funciones encontramos la
regulacion de la salida de células hematopoyéticas desde la médula Gsea hacia el torrente
sanguineo, la regulacion de la diferenciacion de precursores de osteoblastos y actuan como
células inmunes en enfermedades inflamatorias 6seas (127).

El proceso de la Osteoclasgénesis:

Las citocinas RANKL (receptor activador del factor nuclear kB) y CSF-M (factor
estimulador de colonias de macr6fagos) son esenciales para la formacion de osteoclastos.
Ambas se producen principalmente por las células mesenquimales de la médula dsea y por
los osteoblastos. CSF-M es imprescindible en la maduracion de los macréfagos. Se une a su
receptor Fms-c en los precursores de osteoclastos, emitiendo las sefiales para su
proliferacidn, supervivencia y diferenciacién, al igual que para la supervivencia de los
osteoclastos y la organizacién citoesquelética necesaria para la reabsorcion désea (130).
Aunque CSF-M es un producto de secrecion, la osteoclastogénesis requiere el contacto
directo entre los precursores de los osteoclastos y células del estroma u osteoblastos en la
médula 6sea (126).

Por otro lado RANKL pertenece a la superfamilia de TNF (factor de necrosis
tumoral) y es esencial para el reclutamiento y activacion de osteoclastos. Los osteoblastos
sintetizan dos formas de RANKL: una que se une directamente a la membrana de las
moléculas RANK, que es un receptor transmembrana presente en la membrana de los
precursores de osteoclastos, y otra forma de RANKL soluble (SRANKL) que es liberada por
los osteoblastos o los precursores de osteoblastos, para ser difundida a través del espacio
extracelular e interaccionar con las moléculas de membrana RANK de los precursores de
osteoclastos y osteoclastos maduros (99).

Las hormonas y factores que estimulan la reabsorcion 6sea in vivo inducen la
expresion de RANKL en células osteogénicas estromales. La expresion de RANKL por los
osteoblastos coordina la remodelacion mediante el estimulo de la reabsorcion dsea por
osteoclastos locales, que a su vez estimula la sintesis 6sea por osteoblastos que se encuentran
muy cerca, mediante un proceso denominado “acoplamiento”. El cuerpo celular de los
osteoclastos se polariza en respuesta a la activacion de RANK por la unién de su ligando
(RANKL), provocando cambios internos que preparan al osteoclasto para realizar la
reabsorcion 6sea. Los cambios implican una reorganizacion del citoesqueleto de actina,
union de los osteoclastos a la superficie 6sea y la formacion de la zona sellada, como se ha
comentado anteriormente. RANKL estimula ademas la activacion de osteoclastos induciendo
la secrecidn de protones y enzimas liticas en la zona sellada, donde se produce la reabsorcion
(131).
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Las funciones principales de RANKL en el hueso son: la estimulacién de la
diferenciacién de osteoclastos, fusion de células para formar células multinucleadas activas e
inhibicion de la apoptosis de osteoclastos. La expresion de RANKL esta estimulada, entre
otros factores, por PTH, 1,25 D3 y glucocorticoides (132).

Ademas hay que tener en cuenta otra molécula, la Osteoprotegerina (OPG), que
interviene también en el proceso de osteoclastogénesis. La OPG es una proteina soluble y de
unién a membrana que se une a RANKL, en sus dos formas, con una gran afinidad. Presenta
la capacidad de inhibir la union de RANKL al receptor RANK presente en los osteoclastos.
Debido a esta propiedad de OPG de union a RANKL evita que se produzca una sobre
estimulacion de los osteoclastos e inhibe la reabsorcion 6sea. OPG es una proteina de
secrecion de la superfamilia de TNF que actiia como receptor sefiuelo, que regula la densidad
y la masa Gsea, y por lo tanto bloquea los efectos de RANKL. Muchos tipos celulares, como
los osteocitos, producen OPG y parece que inhibe el estado de fusién/diferenciacion de los
osteoclastos que estan diferenciandose, en vez de inhibir la fase proliferativa (133). Los
estrogenos y TGF-B estimulan la produccién de OPG.

Los niveles de OPG en suero se emplean como marcadores de recambio ¢seo, donde
la formacién 6sea estad favorecida frente a la reabsorcion. Los niveles de OPG en suero
aumentan en condiciones como el envejecimiento y osteoporosis postmenopausica (134).

La supervivencia de los osteoclastos maduros y su participacion en sucesivas rondas
de reabsorcion Osea, estd regulada por hormonas y citocinas. Tanto RANKL como la
interleucina 1(IL-1) aumentan el tiempo de supervivencia de los osteoclastos in vitro e in
vivo (131).

La regulacion de los osteoclastos no solamente recae exclusivamente en los
osteoblastos, sino que hormonas como la calcitonina, cuyos receptores se encuentran solo en
los osteoclastos y no en macréfagos, actian directamente sobre ellos inhibiéndolos; o como
los estrogenos que inducen la apoptosis de los osteoclastos, al igual que inhiben su
diferenciacién. Ambos son factores que influyen en la inhibicion de la osteoporosis (132).

Dentro del gran niumero de factores que influyen en la regulacion de los osteoclastos,
podemos destacar aquellos que estimulan la diferenciacion de los precursores a osteoclastos,
la reabsorcion, proliferacion y/o supervivencia, como son la IL-1, IL-6, IL-11, TNF o y B,
CSF-M, y TGF-a. Y por otro lado enumerar aquellos que inhiben la funcion de los
osteoclastos, ya sea inhibiendo procesos de diferenciacion o formacion a partir de sus
precursores o inhibiendo la reabsorcion. Podemos destacar TGF-B, IFN- vy, IL-4, IL-18,
oxido nitrico, estrogenos y OPG (133).

3.2. Procesos de modelacion y remodelacion.-

El hueso experimenta un crecimiento longitudinal y radial, denominado modelacion,
gue ocurre durante el crecimiento y el desarrollo en la infancia y la adolescencia. Por otro
lado, ademas sufre procesos de remodelacién durante la vida. El crecimiento longitudinal se
produce en las placas de crecimiento, donde el cartilago prolifera en la epifisis y metafisis de
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los huesos largos, antes de que se produzca la mineralizacion y se forme el nuevo hueso
primario.

La modelacién es el proceso mediante el cual, durante todo el proceso de
crecimiento de una persona, los huesos mantienen aproximadamente su forma externa. El
hueso cambia su forma en respuesta a influencias fisioldgicas o fuerzas mecénicas,
provocando un ajuste gradual del esqueleto a las fuerzas que sufre. Los huesos pueden
ensancharse o cambiar su eje mediante la eliminacion o formacion dsea en las superficies
apropiadas mediante una accion independiente de los osteoblastos y los osteoclastos en
respuesta a fuerzas mecéanicas. Son actividades independientes entre si, se definen como
procesos no acoplados. El balance global de masa ésea es generalmente positivo, con
crecimiento en anchura de la cortical y engrosamiento de las trabéculas. El incremento de
masa Osea constante sucede hasta los 20-25 afios, donde se alcanza un valor maximo de
“masa 0sea pico”. Posteriormente, este fendmeno disminuye en la segunda mitad de la vida y
con él el balance 6seo. Habitualmente la forma externa dsea no cambia con la edad, aunque
si la densidad y también aumenta el area medular debido a la pérdida del hueso trabecular
mas precozmente que el cortical.

Durante la juventud hay un ratio muy elevado de recambio 6seo en el que predomina
la formacion frente la reabsorcion. La modelacion 6sea es menos frecuente en adultos que la
remodelacion.

Por otra parte, la remodelacion es un mecanismo fisioldgico mediante el cual el
hueso se renueva para mantener su fuerza, la homeostasis mineral y la forma, ademas de la
calidad y el tamafio del esqueleto. A diferencia de la modelacién, es un proceso acoplado
porque después de la reabsorcion osteoclastica de pequefias cantidades de hueso pre-
existente, éste es repuesto total o parcialmente por formacion 6sea osteoblastica en el mismo
sitio. La remodelacién implica una reabsorcion de zonas de hueso viejo o dafiado, que
presenta microfracturas causadas por la fatiga y la modificacion de su estructura en respuesta
a la tensién y otras fuerzas biomecéanicas (94). Estas microfracturas son detectadas por la red
de canaliculos de los osteocitos, los cuales hacen que sean capaces de detectar cambios de
presion dentro de la matriz 6sea, como se ha comentado anteriormente. Se produce una
sustitucion de estas zonas por una matriz proteica sintetizada de nuevo, la posterior
mineralizacion de la matriz para formar nuevo hueso y mantener intacta se estructura y
funcionalidad. En este proceso intervienen las Unidades de Béasicas Multicelulares (UBMs),
gue estan formadas por un grupo fuertemente unido de osteoclastos y osteoblastos (135).
Estas UBMs desempefian la reabsorcion mediada por osteoclastos del hueso viejo, que puede
presentar microfracturas y osteocitos muertos, y la formacion del nuevo hueso mediada por
los osteoblastos (136).

De una forma esquematica podemos explicar los mecanismos celulares y
moleculares implicados en la remodelacion 6sea, mediante 5 pasos consecutivos, como son:
activacion, reabsorcion, cambio, formacion y terminacion (137).
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-Activacion:

El proceso de remodelacién comienza en la superficie de un area pequefia de hueso
quiescente, donde la membrana endostica es digerida por enzimas liberadas por las células
de revestimiento dseo. Asimismo, en opinién de Martin R.B (138) estas células son
responsables de la activacion de las UBMs en respuesta a sefiales provenientes de osteocitos
u hormonas. Los osteoclastos no reabsorben hueso si hay osteoide, es decir materia organica.
De esta forma, son las células de revestimiento, que sufre cambios morfoldgicos, las que se
encargan de eliminar la matriz organica y dejar al descubierto el mineral 6seo para que
actlen los osteoclastos (139). Posteriormente, se produce una neoangiogenesis y la
liberacién o reclutamiento de precursores de osteoclastos desde el torrente circulatorio a la
superficie 6sea (110).

Las sefiales que hacen que se produzca el proceso de remodelacion pueden ser, o
bien porque se produzcan microfracturas, que conllevan a la apoptosis de osteocitos y la
consiguiente activacion de la osteoclastogénesis; o por cambios sistémicos de la
homeostasis, donde intervienen las sefiales hormonales.

Cuando se producen microdafios por fatiga, debido a cargas repetidas que se
acumulan, provocan una discapacidad de las propiedades mecanicas de la matriz 6sea, y el
hueso requiere ser renovado. Estos microdafios o grietas, pueden propagarse a través de la
matriz mineralizada, independientemente de la organizacion compacta o trabecular. Debido a
esto puede alterar la integridad de la red laguno-canalicular de los osteocitos, mediante la
interrupcion de las prolongaciones y las comunicaciones entre osteocitos y otras células
6seas (115). Estas microfracturas inducen la apoptosis de los osteocitos, provocando la
activacion de la osteoclastogénesis de forma indirecta, ya que los osteocitos secretan
habitualmente TGF-p, que inhibe la osteoclastogénesis.

Los osteoblastos ademés participan en el reclutamiento de pre-osteoclastos, la
diferenciacién a osteoclastos y su activacion, mediante la union de la PTH a su receptor de
membrana PTHr que se encuentra en los osteoblastos.

-Reabsorcion:

Los osteoblastos expresan citoquinas, como CSF-1, RANKL y OPG, modulado por
la accién de la PTH. Las dos primeras actian de modo coordinado, aumentando su
concentracion en respuesta a la PTH, y por lo tanto activando a los osteoclastos. Mientras
que la expresion de OPG se ve reducida, activando también a los osteoclastos. Ademas, los
osteoblastos expresan, por accion de PTH y/o estimulos mecénicos, Matriz
Metaloproteinasas (MMPs). Las MMPs son las encargadas de degradar el osteoide, matriz no
mineralizada, de la superficie 6sea, dejando libres sitios de union RGD relacionados con las
integrinas avp3, de osteoclastos en la matriz mineralizada. De este modo, los osteoclastos se
unen a la matriz 6sea mediante la interaccién con las integrinas que presentan la secuencia
RGD, secuencias que se encuentran en proteinas de la matriz como la osteopontina y
sialoproteina, que fueron depositadas por los osteoblastos durante el ciclo previo de
formacién. De este modo comienza la reabsorcién mediada por los osteoclastos.
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-Cambio:

Seguidamente de la reabsorcion mediada por osteoclastos, las lagunas de Howship
guedan cubiertas con matriz de coldgeno desmineralizada sin digerir. En un principio se
pensé que células mononucleares eran las encargadas de eliminar estos remanentes de
colageno y preparar la superficie 6sea para la consecutiva formacion dsea mediada por los
osteoblastos. Estudios posteriores han concluido que estas células pertenecen a la linea
celular de los osteoblastos, concretamente se trata de células de revestimiento (140).

-Formacion:

Durante el proceso de reabsorcion, se liberan moléculas embebidas en la matriz dsea,
como IGF-I, IGF-Il y TGF-B. Este ultimo activa el reclutamiento de células mesenquimales
al lugar de reabsorcion.

Por otro lado, los osteocitos maduros, de forma basal producen esclerostina, que es
una molécula antagonista de las BMPs. La inhibicion en la expresion de esclerostina inicia la
formacién G6sea mediada por los osteoblastos e inhibe la reabsorcién, favoreciendo un
aumento de la masa Osea. Ademéas la inhibicion de la esclerostina activa la ruta de
sefializacion de Whnt, una ruta que regula la masa 6sea y la funcién de las células dseas. La
activacion de la ruta Wnt provoca la diferenciacion, proliferacion y sintesis de matriz 6sea
por los osteoblastos (118).

-Terminacién:

Cuando una cantidad igual de hueso reabsorbido ha sido reemplazado, el ciclo de
remodelacion concluye. Cuando la formacion del hueso es completa, la secrecion de
esclerostina por los nuevos osteocitos formados, embebidos en la matriz durante la
formacién de hueso, inhibe la ruta Wnt y provoca la terminacion del ciclo de remodelacion,
entrando en un estado de reposo. Ademas, las células de revestimiento vuelven a cubrir la
superficie 0sea de nuevo. De esta forma el ambiente de la superficie 0sea en reposo se ha
restablecido y se mantiene hasta que el préximo ciclo de remodelacion sea activado.

Una vez mineralizada la matriz 6sea sintetizada, los osteoblastos pueden sufrir apoptosis,
revertir a células de revestimiento o pueden quedar atrapados en la matriz mineralizada,
diferenciandose a osteocitos.

3.3. Mecanotransduccion.-

Las fuerzas mecanicas que se ejercen sobre el hueso tienen un papel fundamental en
la regulacion de la modelacion y remodelacion dsea. Durante una inmovilizacion prolongada
0 microgravedad, la reduccion en la cargas, puede desencadenar un descenso significativo de
la masa Gsea. Por el contrario, las fuerzas mecéanicas favorecen la formacion del hueso y se
estimula en la misma direccion. Lo mismo ocurre en los procesos de reparacion 6sea, donde
las fuerzas mecéanicas regulan la osteogénesis. EI proceso de transformar estimulos
mecanicos en respuestas bioldgicas recibe el nombre de Mecanotransduccién (141).
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Este modelo explica el mecanismo patogénico por el que se regula el crecimiento y
la pérdida de hueso en funcién de estimulos mecanicos que deforman localmente el mismo
(fuerza, presion, torsidn). Segln este modelo, el aumento de la fuerza muscular ejercida
sobre el hueso (durante el crecimiento o en respuesta al incremento de la carga) o a la
disminucion de la carga (por inactividad o inmovilizacion) afectaran a la masa, al tamafio y a
la resistencia del mismo, de forma positiva 0 negativa, respectivamente. De forma que, por
estimulos mecanicos se pondria en marcha un sistema de retroalimentacion que determinaria
cuando el hueso necesita mas resistencia o cuando no es necesario.

El proceso de mecanotransduccion se realiza en cuatro fases: acoplamiento
mecanico, acoplamiento bioquimico, transmision de sefiales bioquimicas y respuesta de
ejecucion:

-Acoplamiento mecénico:
Proceso mediante el cual las células detectan la carga o deformacion del hueso.

Cuando se aplica una fuerza mecénica sobre el hueso, ésta produce una deformacién que
genera un gradiente de presion dentro de los sistemas de canaliculos internos del hueso. Esto
hace que los fluidos traspasen las membranas de los osteocitos y produzcan cizallamientos
en ellas origindndose asi la estimulacion celular. No todos los estimulos mecénicos son
capaces de producir la activacion celular, es necesario que posea una magnitud adecuada. Si
el estimulo sobrepasa el umbral, los osteocitos y osteoblastos de superficie lo detectan
emitiendo sefiales a modo de factores de crecimiento y citosinas (107).

El osteocito juega un papel fundamental como el mecano-sensor que transforma la
sefial mecanica en quimica y ésta, a su vez, produce la respuesta de los osteoblastos y
osteoclastos.

-Acoplamiento bioquimico:

Las células Gseas se unen a la matriz de coldgeno mediante integrinas que se
exponen bajo tension hacia la matriz extracelular, conformando un nuevo citoesqueleto
celular. Por eso, la tension viscoelastica se transmite hasta el nicleo celular provocando la
alteracion de la expresion génica. Se libera el calcio intracelular que se utiliza en la
reorganizacion del nuevo citoesqueleto.

En los adultos la proporcién de osteoblastos de superficie no supera el 5% por lo que
la respuesta de estas células a la deformacion resulta muy lenta. Por eso se requieren de otros
mecanismos de transmision de la sefial bioquimica a través de segundos mensajeros.

-Transmision de sefiales bioquimicas:

Los segundos mensajeros mantienen la comunicacion entre osteoblastos y entre los
osteocitos. Estos producen factores de crecimiento anabélicos que viajan hasta la superficie y
transforman células osteoprogenitoras en osteoblastos.

-Ejecucion:
Se produce por la accidn celular de los osteoblastos y osteoclastos en el proceso de
generar nuevo hueso o repararlo a través de los procesos de modelacion y remodelacién.
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En 1638 Galileo fue el primero en sugerir que la forma de los huesos estaba
relacionada con las cargas. Fue en 1892 Julius Wolf quien propuso que el hueso se adapta y
responde a las fuerzas (113). En 1892, Wolf dicté su famosa ley que dice literalmente:
”Cualquier alteracion en la forma y en la funcidon de un hueso o s6lo de su funcién, es
seguida de ciertos cambios definitivos en su arquitectura interna e igualmente de alteraciones
definitivas de su conformacion externa, de acuerdo con leyes matematicas”. Es decir, el
hueso se deposita alli donde se solicita y se reabsorbe donde no se solicita (142). Harold
Frost propuso las 4 ventanas de las fuerzas mecanicas, para tratar de explicar las relaciones
que hay entre la formacion y remodelacion ésea, y los estimulos mecanicos (143).

Esta teoria describe en primer lugar una "ventana de uso mecanico”, la cual se
considera fisioldgica y mantiene la homeostasis del hueso, donde la reabsorcion es igual a la
formacidn, y por lo tanto es necesaria para el mantenimiento normal de la masa Gsea.

En la "ventana de desuso o falta de tension"” las tensiones estan por debajo de los
limites fisioldgicos, de forma que el resultado es una pérdida de masa 6sea. Esto ocurre en el
caso de los astronautas y pacientes inmovilizados.

En la "ventana de sobrecarga”, las tensiones exceden a las condiciones fisiologicas,
de modo que el hueso se forma y se produce un aumento de masa ésea por procesos
incrementados de modelacion dsea.

Y por ultimo, la cuarta ventana, que corresponde a una sobrecarga patolégica donde
se aplica una carga extrema, produciendo una reabsorcién aguda seguida de una formacién
6sea. Como predomina la reabsrocion, se produce un recambio 6seo negativo.

3.4. Reparacion dsea.-

El tejido 6seo destaca de otros tejidos, entre otras caracteristicas, por su poder de
regeneracion. Cuando ocurre una lesion o fractura en el tejido 6seo se van a producir una
serie de fendmenos que preparan al hueso para su reparacion (144) (145).

-Impacto y formacién de hematoma:

Se trata de una fase inflamatoria donde se produce un hematoma que posteriormente
se coagula. EI hematoma es una fuente de moléculas de sefializacion que inician la cascada
de consolidacion de la fractura. Las plaquetas se van agregando en el hematoma y liberan IL-
1, IL-6, TGF-B y factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF).

-Formacion del callo de fractura:

Las fases iniciales de la reparacion de la fractura ocurren a partir de los tejidos
blandos. Las células reparadoras de la fractura son células osteogénicas que proliferan a
partir de la capa profunda del periostio, formando un callo de fractura externo; y en menor
medida las que proliferan a partir del endostio, formando callo interno. Cuando el periostio
ha sufrido un gran desgarro, las células reparadoras deben diferenciarse a partir de células
mesenquimales indiferenciadas de los tejidos blandos. Hay hiperemia en todo el hueso
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afectado.

Durante este primer periodo, se produce un crecimiento desmesurado del tejido con
capacidad osteogénica, formando una masa gruesa que corresponde con el callo de fractura.
Las células de este tejido, se diferencian en osteoblastos que a su vez sintetizan hueso
primario. Este proceso ocurre en los extremos de la fractura y continda hasta la fusion.

En el centro de la fractura (foco de fractura), donde el aporte sanguineo es mas escaso y
existe hipoxia, el hematoma se ha transformado en tejido de granulacion, sufriendo los
fibroblastos metaplasia y transformandose en condroblastos. Segin avanza la fase
proliferativa, el cartilago sufre la transformacion a hueso, se produce un proceso de
osificacion endocondral. Ademas las células osteoprogenitoras se diferencian en
condroblastos, que formaran cartilago y posteriormente, hueso primitivo. En la fase inicial de
curacion predomina la formacién cartilaginosa, mientras que posteriormente aparece el
hueso primario. Los condrocitos dejan de proliferar y el tipo celular predominante es el
condrocito hipertréfico. Estas células liberan iones fosfato que pueden precipitar con el
calcio, calcificando el cartilago. Este hueso inicial inmaduro o fibrilar, sin orientacion, recibe
el nombre de “callo primario”. Este hueso va siendo progresivamente transformado en hueso
maduro mediante el proceso de remodelacion.

Cuando la lesion es tan extensa que no puede ser reparada de modo natural, la Unica
posibilidad de reparacion en la actualidad es la aplicacion de técnicas quirurgicas.

3.5. Efectos de los biomateriales sobre el tejido 6seo.-

Cuando se introduce quirargicamente un biomaterial en el tejido 6seo se pueden
producir una serie de manifestaciones muy tipificadas. Entre las mas comunes se encuentran:

- Procesos inflamatorios:

La inflamacion es la respuesta del organismo a la agresion de un agente externo. La
operacién quirdrgica de implantacion de protesis y dispositivos biomédicos, va acompafiada
siempre de una serie de procesos interdependientes que comienzan con cambios
hemodinamicos, seguidos de alteraciones en la permeabilidad vascular de la zona afectada,
provocando una acumulaciéon de liquido y leucocitos en los tejidos extravasculares. El
aumento de la permeabilidad promueve el transporte de un fluido inflamatorio rico en
proteinas o exudado, al tejido extravascular y la zona lesionada. Simultdneamente, los
leucocitos, por efecto de determinados factores de estimulacion, tienden a adherirse al
endotelio de los vasos sanguineos para seguidamente atravesar las paredes de los vasos hasta
llegar al tejido extravascular que rodea el implante (146).

La intensidad y duracion de tal respuesta esta controlada por el tamafio y naturaleza
del material implantado, la zona del organismo donde se ha efectuado la implantacién, el tipo
de lesion y la capacidad reactiva del receptor. Una respuesta o reaccién a nivel celular
relativamente breve y de poca intensidad es un buen sintoma de compatibilidad con el tejido
o tejidos en contacto con el dispositivo implantado.
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La respuesta inflamatoria estd estrechamente entrelazada con el proceso de
reparacion. La inflamacion sirve para destruir o diluir al agente agresor, y pone en accién una
serie de acontecimientos que tratan de curar y reconstruir el tejido dafiado.

La respuesta inflamatoria consta de dos componentes principales: una reaccion
vascular y una reaccion celular. Muchos tejidos y células estan implicados en estas
reacciones, incluyendo el liquido y las proteinas del plasma, las células circundantes, los
vasos sanguineos y los elementos celulares y extracelulares del tejido conectivo. Las células
circundantes incluyen los leucocitos, linfocitos, monocitos y plaquetas. Las células del tejido
conectivo son los mastocitos, que rodean intimamente los vasos sanguineos, los fibroblastos,
los macro6fagos residentes y los linfocitos.

La inflamacion se divide en patrones agudo y crénico:

La fase aguda de la inflamacion que aparece inmediatamente después de haber
realizado la operacion y esta caracterizada por la exudacion de liquido y proteinas
plasméticas (edema) y la migracion de leucocitos, predominantemente neutréfilos
(polimorfonucleados) que posteriormente son reemplazados por monocitos (147). El maximo
de migracion normalmente ocurre en las primeras setenta y dos horas. En las Gltimas etapas
de este periodo inflamatorio agudo predominan los leucocitos mononucleados (macréfagos y
linfocitos) que proceden de los monocitos sanguineos. Una vez que los monocitos salen del
sistema circulatorio, para incorporarse al tejido extravascular que rodea al implante o
biomaterial, sufren una transformacion en respuesta a estimulos muy concretos dando origen
a los macréfagos diferenciados. El conjunto de los componentes del plasma que abandonan
el sistema circulatorio para inundar el tejido lesionado, se conoce con el nombre de exudado.

Los macrofagos y neutrofilos son capaces de sintetizar proteinas que tienen
importantes efectos en el proceso inflamatorio, responsables del proceso denominado
fagocitosis, por el que mediante un mecanismo bien conocido son capaces de degradar e
ingerir particulas extrafias al organismo. La fagocitosis implica tres pasos distintos pero
interrelacionados: reconocimiento y union de las particulas que seran ingeridas por el
leucocito, su interiorizacion, con la subsiguiente formacién de una vacuola fagocitica, y
muerte o degradacion del material ingerido (148).

Las sustancias méas importantes que liberan los macréfagos y leucocitos son las
enzimas lisosomales, presentes en los granulos. Son sustancias capaces de producir una
lesion endotelial y dafio tisular, y por ello, pueden amplificar los efectos del agente nocivo
inicial.  Asi pues cuando persiste y no estd controlado, el infiltrado leucocitario se
transforma, por si mismo, en ofensor. Tras la fagocitosis, los neutréfilos rapidamente sufren
muerte celular apoptdtica y sus restos son eliminados por los macrofagos (149).

La activacion celular durante el proceso inflamatorio depende del tamafio del
implante e incluso de su textura y forma, ya que, si esta constituido por particulas facilmente
segregables puede ser fagocitado provocando un grado de inflamacion diferente al que
provocaria el mismo material con una textura no fagocitable.

En circunstancias favorables, el proceso inflamatorio agudo debe remitir en pocos
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dias observandose claros sintomas histoldgicos de regeneracion celular y formacion de
nuevo tejido en la zona afectada. El resultado méas positivo seria lograr una completa
restauracion de la estructura normal y de las funciones de la zona lesionada. La presencia del
biomaterial inevitablemente origina un periodo de inflamacién aguda cuya intensidad
depende del tamafio de la zona afectada por el defecto 6seo y de las interacciones previas
que se han establecido entre los leucocitos y el biomaterial.

Por otro lado, una respuesta inflamatoria crénica supone la presencia continua de un
agente lesivo y se caracteriza siempre por una abundancia de leucocitos mononucleados,
como macrofagos, células plasmaticas y linfocitos, en la zona afectada. Puede estar
provocada no s6lo por la propia naturaleza, forma y tamafio del biomaterial implantado, sino
ademas porque el biomaterial desprenda agentes citotoxicos o simplemente como
consecuencia de irritaciones producidas por infecciones o factores inherentes del receptor
como pueden ser un riego sanguineo insuficiente.

Se produce una inflamacién de duracién prolongada, en la cual la inflamacion activa,
destruccidn tisular e intento de reparacién se suceden simultdneamente.

Uno de los tipos celulares caracteristico de la inflamacion cronica son las células
plasmaticas, que derivan de los linfocitos B activados y producen anticuerpos dirigidos
contra antigenos persistentes en el sitio de la inflamacion o contra componentes alterados de
los tejidos. En algunas reacciones inflamatorias cronicas intensas, la acumulacion de
linfocitos, células presentadoras de antigeno y células plasmaticas pueden mimetizar las
caracteristicas morfoldgicas de los 6rganos linfoides (146).

La inflamacién cronica se asocia histologicamente con una proliferacién de vasos
sanguineos, fibrosis y necrosis tisular. La necrosis tisular es siempre patoldgica. Ocurre
después de un estrés anormal, como isquemia, debido a una pérdida de riego sanguineo, y
lesion quimica. En estos casos la integridad de la membrana se pierde y hace que las enzimas
lisosomales entren en el citoplasma y digieran a la célula. Estos contenidos celulares se
derraman extracelularmente provocando la necrosis.

En opinion de G. Majno (150) la inflamacion cronica se caracteriza por presentar
intentos de curacion del tejido dafiado por sustitucion con tejido conectivo, mediante la
proliferacion de pequefios vasos sanguineos, angiogénesis, y en particular, fibrosis.

Los macrofagos activos secretan una amplia variedad de productos biol6gicamente activos
que, si no se controlan, ocasionan lesién tisular y fibrosis.

- Formacion de capsulas fibrosas:

El proceso inflamatorio crénico, va acompafiado en un gran nimero de casos de una
fibrosis que origina el desarrollo de una capsula fibrosa muy desarrollada, que en definitiva
afecta a los tejidos adyacentes al implante.

La formacion de tejido fibroso comienza alrededor de la masa de leucocitos y tiende
a recubrir el cuerpo extrafio con una densa capsula de tejido conjuntivo, tratando de aislar el
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implante del resto del organismo y formando un granuloma. El granuloma es un foco de
inflamacion crénica que consiste en la agregacién microscépica de macréfagos que se
transforman en células semejantes a las epiteliales rodeadas por un collar de leucocitos
mononucleares, principalmente linfocitos y ocasionalmente células plasmaticas.
Frecuentemente, las células epiteloides se funden para formar células gigantes en la periferia
o0 en el centro del granuloma. Estas células gigantes pueden alcanzar diametros de 40 a 50um
y poseer mas de 20 nucleos dispuestos periféricamente (células gigantes de Langhans) o al
azar (células gigantes de cuerpo extrafio). Existen dos tipos de granulomas segin su
patogenia. Los granulomas de cuerpo extrafio estdn provocados por cuerpos extrafios
relativamente inertes. Son materiales que no pueden ser fagocitados por un Gnico macréfago,
y no provocan ninguna respuesta inflamatoria o inmunitaria. Se forman células epitelioides y
células gigantes que se superponen a la superficie y abarcan el cuerpo extrafio. El material
extrafio suele encontrarse en el centro del granuloma. Por otro lado encontramos los
granulomas inmunitarios, producidos por particulas insolubles, tipicamente microbios,
capaces de inducir una respuesta inmunitaria celular. El agente incitante se degrada
escasamente o lo hace en forma de particulas. En estas respuestas los macrofagos ingieren el
material extrafio, lo procesan y presentan parte de él a los linfocitos T, provocando su
activacion. Estos al activarse producen una serie de moléculas que activan a los macr6fagos
y los transforman en células epitelioides y células gigantes multinucleadas. Ademas podemos
encontrar linfocitos y células plasmaticas.

En casos de inflamacion cronica, donde el estimulo nocivo persiste activando
macrofagos y linfocitos, provoca la produccion de factores de crecimiento, que activan la
proliferacion de fibroblastos y células endoteliales, causando un aumento de la sintesis de
coladgeno. Por otro lado, la disminucion de la actividad de las metaloproteinasas, por
activacion de macrdfagos y fibroblastos, conlleva a una degradacion disminuida de colageno,
todo ello, desencadena el desarrollo de la fibrosis (146).

Durante los procesos inflamatorios también son muy importantes los procesos de
angiogénesis, mediante reclutamiento de células endoteliales a partir de la médula ésea. La
angiogénesis es critica en la inflamacion crénica, la fibrosis, el crecimiento tumoral y la
vascularizacion de tejidos isquémicos. Se puede producir angiogénesis a partir de vasos
preexistentes, mediante la degradacién de la matriz extracelular y migracion de células
endoteliales (151).
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iV.~ MATERIAL Y METODOS:

1. BIOMATERIALES GRANULADOS BASADOS EN MONETITA.-

En este trabajo se han evaluado materiales disefiados y fabricados por Azurebio S.L.
(Madrid), basados en monetita (CaHPO,) y gel de silice (H,SiO3). Algunos de ellos
contienen ademas otros compuestos de silicio como ps-wollastonita (a- CaSiOs) y un vidrio
bioactivo, los cuales son capaces de liberar especies ionicas de silicio al medio bioldgico y
estimular la regeneracion ésea. Ademas pueden contener otros fosfatos de calcio, ademas de
monetita, como beta-fosfato tricalcico (B-TCP; Cas(PO,);) e hidroxiapatita deficiente en
calcio (CDHA,; CagHPO4(PO4)sOH) que debido a sus diferentes grados de solubilidad en
relacién a la monetita, modulan la biodegradabilidad y osteointegracion del material final.
Siendo la hidroxiapatita la menos soluble y la monetita la de mas rapida reabsorbcién. Por
otra parte, en alguno de los materiales el calcio presente en la monetita esta parcialmente
sustituido por otros iones como zinc (Zn*") y magnesio (Mg?"), para aprovechar la capacidad
osteoinductora atribuida a dichos elementos.

En total se han estudiado veinte composiciones diferentes. Para su evaluacion in vivo los
materiales han sido preparados en forma de granulados, ya que esta es la forma comercial
estdndar en que se presentan este tipo de materiales. Ademas se ha estudiado el
comportamiento de tres tipos de piezas cilindricas con la misma composicion de uno de los
granulados.

Como controles se han utilizado defectos éseos de tamafio critico sin ningln tipo de
material, vacios (control 1), defectos rellenos por un granulado comercial Bio-Oss® (control
2) que es hidroxiapatita de origen bovino y Cerasorb® (control 3) que es una cerdmica
sintética de B-TCP de fase pura.

Los biomateriales granulados sintetizados se implantaron en huesos largos de ovejas
(hamero, fémur y tibia), en defectos dseos cilindricos, bilaterales y criticos, de forma que los
defectos presentan un tamafo suficiente para evitar su regeneracion espontanea. Se han
organizado en diferentes grupos atendiendo a su composicion. La clasificacién de los
materiales es la siguiente:

- Grupo I: Formado por granulos de monetita, que pueden presentar 0 no sustitucion
iGnica, y como fuente de silicio presentan ps-wollastonita y/o gel de silice. Dos de
estos materiales esta formado ademas por otro tipo de fosfato de calcio, como es el
B-TCP. Seis materiales: A,B,C,D,Ey F.

- Grupo IlI: Formado por grénulos de monetita, con o sin sustitucion ionica,
combinados con otro tipo de fosfato de calcio, o bien CDHA o B-TCP. Pero todos
presentan en comun vidrio en pequefias cantidades y gel de silice, que puede estar
tanto en grandes como en pequefias cantidades. Cinco materiales: G, H, I, Jy K.
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- Grupo Ill: Formado por granulos de monetita, con o sin sustitucion idnica, y gel de
silice, como Unica fuente de iones de silicio. Cuatro de los materiales presentan
ademas CDHA afiadida. Cinco materiales: L, M, N, Ny O.

- Grupo IV: Formado por dos materiales cuya reaccion de sintesis es diferente a la
del resto. Se trata de los materiales P y Q los cuales en su composicion muestran un
porcentaje muy bajo de monetita (sustituida por Zinc en el material Q), una gran
cantidad de CDHA y como fuente de silicio, un alto contenido de gel de silice y ps-
wollastonita.

A continuacidn se van a detallar los procesos de sintesis atendiendo a la composicién
de cada grupo de materiales.

1.1. Sintesis y composicion:

La sintesis de los materiales se realiza mediante una reaccién de cementacion,
similar a la que ocurre en el yeso. Para ello reaccionan un compuesto 4cido y uno bésico en
un medio acuoso dando lugar a la precipitacion de uno o méas compuestos. En estos
materiales siempre ocurre, la formacioén y precipitacion de al menos dos compuestos,
brushita y/o monetita y gel de silice. Para ello se utilizan como materiales de partida una sal
de calcio (componente basico), como por ejemplo un fosfato de calcio (B-TCP, CDHA) o un
compuesto conteniendo Ca y Si, como por ejemplo la ps-wollastonita o un vidrio bioactivo.
Como componente acido se utiliza en la sintesis de la mayor parte de los materiales &cido
ortofosférico y en otros materiales el dihidrogeno fosfato de calcio anhidro (Ca(H,PO,),)
conocido por sus siglas en inglés como MCP.

En algunos materiales se forma brushita como producto de la reaccion. Para lograr
su deshidratacion y por tanto su transformacion a monetita se introducen tratamientos
térmicos a 80°C durante diferentes pasos en la sintesis y por altimo el propio proceso de
esterilizacion en autoclave consigue la conversion de brushita a monetita.

En algunos materiales se afiaden determinados componentes basicos en exceso para
que quede como parte de la composicion del material final.

Para la sintesis de aquellos materiales donde se obtiene monetita parcialmente
sustituida por Zn o Mg se afiaden sales de estos elementos que no dejen ningun residuo en el
material, como es el caso de carbonatos e hidrdxidos, excepto en uno de los grupos donde
fue necesario afiadir el Zn en forma de ZnCl,. Todos ellos se afiaden al liquido de la
reaccion.

Mezclado: Los componentes sélidos de la reaccion se mezclan en una tdrbula
durante 10 minutos para garantizar la homogeneidad de los mismos.

El componente liquido se prepara el mismo dia de la reaccion y generalmente es
acido fosforico con la concentracion deseada En el caso que se quiere obtener monetita
sustituida se disuelve en este acido la sal del idn correspondiente.
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Uno de los aspectos claves en la obtencién de los materiales es el mezclado de los
componentes solidos y liquidos. Este tiempo debe ser suficiente para garantizar la
homogeneidad de la mezcla. Sin embargo, si este tiempo se prolonga puede comenzar el
fraguado (comienzo de la precipitacion de los nuevos cristales), por lo que la cohesion y
dureza del material final se ven afectadas.

Relacion liquido/polvo: Este es un factor muy importante tanto para el mezclado
como para las propiedades del material final. La cantidad de liquido debe ser suficiente para
que se forme una pasta. Una cantidad insuficiente de liquido haria que la reaccion quedara
incompleta y afectaria las propiedades mecénicas del material final. Un exceso de liquido
también es desfavorable ya que afectaria a las propiedades mecanicas del material final. La
relacién liquido/polvo utilizada en la mayoria de las sintesis fue de 0,8 ml/g.

Fraguado y endurecimiento: Después del mezclado el sistema comienza a fraguar,
aumentando la viscosidad de la muestra hasta que finalmente el sistema endurece. En todos
los materiales el endurecimiento ocurre entre 1 y 5 minutos.

Envejecimiento: Una vez que el sistema ha endurecido se coloca a 80°C en un
ambiente con 100 % de humedad relativa durante 24 horas. El objetivo de este paso es
garantizar que la reaccion se complete totalmente.

Secado: Al terminar el envejecimiento, los materiales fueron secados a 80°C en
vacio durante 24 horas.

Trituracién: Después de secados los materiales fueron triturados manualmente de
manera que todos los granulos tuvieran un tamafio inferior a Imm.

Lavado: Posteriormente los materiales se lavan durante 20 minutos en agua
destilada, tres veces seguidas, con el objetivo de eliminar el acido que pueda haber quedado
sin reaccionar.

Secado: Los materiales fueron secados a 80°C y en vacio.

Tamizado: Los materiales fueron tamizados y seleccionada la fraccion entre 250 y
1000pm.

Esterilizacion: Por ultimo los materiales fueron esterilizados en autoclave a 121°C,
1 atmosfera de sobrepresidn durante 20 minutos.

Caracterizacion: Después de esterilizados los materiales fueron caracterizados
guimica y fisicamente antes de su evaluacién in vivo.
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POLVO
* Fosfato de calcio: 4 |-|QUf|D0:
B-TCP o CDHA c. Fosférico o
* Silicato de calcio: Monofosfato célcico
W MEZCLADO de dihidrégeno

/
\

* Vidrio bioactivo:
70%Si0,/30%Ca0 (% mole)

PASTA
PLASTICA

l FRAGUADO

PASTA
RIGIDA

I ENDURECIMIENTO

MASA
RESISTENTE

TRITURACION

G

LAVADOS

CLASIFICACION
1-0,25mm

AUTOCLAVADO

Fig.1. Esquema del proceso de preparacion de los materiales.

Para una mejor compresién del trabajo los materiales estudiados se han organizado
en cuatro grupos atendiendo a su composicion. La sintesis de los materiales se llevo a cabo
de la manera descrita anteriormente. A continuacion se describira la composicion final de los
materiales, asi como los materiales de partida, los compuestos que se forman y las reacciones
involucradas.



La clasificacion de los materiales es la siguiente:

GRUPO I:
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Estos materiales tienen en comun que la fuente de monetita y gel de silice son la ps-
wollastonita y el &cido fosforico. En este grupo se estudi6 la influencia de sustituir
parcialmente el calcio de la monetita por Mg o por Zn, asi como la influencia de sustituir
parte de la monetita por fosfatos de calcio menos solubles como la CDHA o el B-TCP.

Tabla 1. Composicién final de los materiales del grupo 1.

63
46

60

2

18
38

%

60
S

34
31
34
19
14
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Tabla 2. Compuestos de partida, en exceso y formados en la sintesis de los materiales del

ps-W

ps-W

ps-W,
CDHA
ps-W

TCP

TCP

ps-W, B-

ps-W, B-

Ac. Fos
Ac. Fos
Ac. Fos

Ac. Fos
Ac. Fos

Ac. Fos

grupo .

ps-W
ps-W
ps-W, CDHA

ps-W
B-TCP

B-TCP

CBMg: MgCO3-Mg(OH),-5H,0
CBZn: 2ZnC03-3Zn(0OH),

Reacciones:
General:

CaSiO; o7t H;PO, n— CaHPO, o7t HzSiO;;(S)

M, GS
M-Mg, GS
M-Mg, GS

M-Zn, GS
M, GS

M, GS,
CDHA

GRUPO Comp. Comp. Exceso Formacion | Fuente | Fuente
bésico acido Zn Mg

CBMg
CBMg

CBZn

Reaccién para obtener monetita parcialmente sustituida con Mg®* (1y A).

0,97 CaS|03 () + (0,006) 4MgC03Mg(OH)25H20 (s) + H3PO4 n— Ca0,97Mg0,03HPO4 () +

0,97 H,Si0s + 0,066 H,0 (g + 0,024 CO, )

Reaccién para obtener monetita parcialmente sustituida con Zn** (2).

0,97 CaSiO, ot (0,006) ZZnC033Zn(OH)2 ot H;PO, n— Cagg7ZNng03H PO, ©7t 0.97

H28i03(5) + 0,048 H,O @7 0,012 CO, )
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En el caso de los materiales C, E y F ademés de la ps-W es necesario afiadir un
fosfato de calcio para aumentar la cantidad de monetita que se obtiene respecto al gel de
silice. En este caso el objetivo era obtener materiales con un menor contenido de gel de silice
y a su vez incorporar otros fosfatos de calcio menos solubles que la monetita y el gel de
silice. Por esta razon estos fosfatos de calcio se afiaden ademas en exceso.

En particular en el caso del material C el fosfato de calcio afiadido fue la CDHA. En
este caso ademas de la reaccidn general donde interviene la ps-W vy el &cido fosforico ocurre
la siguiente reaccion.

CagHPO4(PO4)sOHs) + 3H3P Oy (o) — 9CaHPO, (5 + H,O ()

En los materiales E y F se afiadié B-TCP en exceso como fosfato de calcio. En este
caso la reaccidn que tiene lugar junto con la de la ps-W con el acido fosférico es:

CaSiO, © T Cag(PO4)2(S) + H;PO, n— CaHPO, o7 B-TCP(S) + HzSiO3(3)

Ademas en el caso del material F se observd la formacion de una pequefia cantidad
de CDHA. Esta puede haberse formado como resultado de un aumento local del pH debido a
la hidrdlisis de la ps-W, donde la CDHA es un fosfato de calcio més estable que la monetita
que precipita a pH mas acidos.

GRUPO II:

El elemento diferenciador de este grupo es que presenta en su composicion un vidrio
bioactivo. El objetivo fue evaluar el comportamiento de estos materiales en presencia de este
vidrio y estudiar la influencia de utilizar este vidrio bioactivo como precursor del gel de
silice en lugar de un silicato de calcio, como la ps-wollastonita, utilizada en el grupo |.

El vidrio estudiado pertenece al sistema 70%Si0,/30%Ca0 (% mole) y fue obtenido
por el método sol-gel. Este vidrio fue seleccionado debido a la simplicidad de su
composicion y que a su vez presenta una alta bioactividad demostrada tanto en ensayos in
vitro como in vivo.

En este grupo se estudié también la influencia del contenido de gel de silice y
monetita, asi como las sustituciones i6nicas parciales de Ca** en la monetita por Zn’* o Mg*,
asi como la sustitucion de parte de la monetita por fosfatos de calcio menos solubles como el
B-TCP o la CDHA.

Tabla 3. Composicion final de los materiales del grupo I1.

74 6 18 2
55 5 37 3
51 7 39 3

45 36 14 5
45 35 15 5
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Tabla 4. Compuestos de partida, en exceso y formados en la sintesis de los materiales del
grupo II.

V, TCP Ac. Fos \% M, GS, CDHA
V, CDHA Ac. Fos \Y M, GS, CDHA
V, CDHA Ac. Fos \% M-Zn, GS, CDHA  CBZn

ps-W, B- Ac. Fos V, B- M, GS
TCP TCP

ps-W, - Ac. Fos V, B- M-Mg, GS CBMg
TCP TCP

CBMg: MgCO;-Mg(OH),-5H,0
CBZn: 2ZnC03-3Zn(0OH),

Reacciones:

General:

Caovgsi 01701,7 7T 0,3H;PO, @ac) T O,4H20(|) — 0,3CaHPO, e T 0,7H28i03(5)
y

C3.3(PO4)2(5) + H3PQ4 (ac) — 3CaHPO, )
0
CagHPO4(PO4)5OH(5) + 3H;PO, (ac) — 9CaHPO, 7T HzO(g)

En este grupo ocurren dos reacciones: una de ellas entre la CDHA o el B-TCP con el
acido fosforico dando lugar a monetita, aunque en pequefias cantidades, y la otra reaccién
entre el vidrio, el &cido fosférico y el agua, que da lugar a la formacion de gel de silice y
monetita. En el proceso, la reaccién entre el vidrio y el agua provoca un aumento de pH,
basificando el medio, llegando a formar pequefias cantidades de CDHA como producto final
de la reaccion.

En todos estos materiales a diferencia de algunos del Grupo I, es necesario utilizar
como componente béasico la DCHA o el B-TCP ademas del vidrio para lograr las
composiciones deseadas. Este vidrio presenta mucho mas silicio que calcio en su
composicion por lo que su reaccion con el &cido fosférico daria lugar a materiales con un
alto contenido de gel de silice y poca monetita. Con la adicion de un fosfato de calcio es
posible aumentar la cantidad de monetita que se forma.

En el caso del material | donde el Ca®* de la monetita esta parcialmente sustituida
por Zn?*, las reacciones involucradas son las siguientes.

3,23Ca0,38i 0’701’7 () +( 0,006) Zan03zn(OH)2 (s) + H3PO4 10) + 1,244 H,0 —
Cao’g7zn0'03HPO4 (s) + 2,261H28i03(5) + 0,012 COz(g)

0,1078CagHPO4(PO4)sOHs) + (0,006) 2ZnCO3Zn(OH), () +0,3532H3PO, ) —
Cap97ZNg3HPO4 () + 0,156H,0 )+ 0,012 CO4

En el caso de los materiales J y K fue necesario utilizar ps-wollastonita como
precursor del gel de silice y de la monetita en lugar del vidrio para poder obtener la
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composicion deseada. Con la ps-W se garantiza que se forme el gel de silice deseado ya que
la ps-W al ser la mas reactiva de los componentes solidos reacciona primero y totalmente. En
cambio el vidrio es el menos reactivo y el Ultimo en reaccionar, por lo que al afiadir p-TCP
en exceso se garantiza que todo el vidrio afiadido quede sin reaccionar. EI B-TCP se afiade
para completar la cantidad de monetita requerida y ademdas se afiade en exceso para
disminuir la reabsorcion del material final.

Las reacciones que ocurren en el caso del material J son:

CaSiO; Ol H;PO, n— CaHPO, Ok HzSiOg(s)
Cag(PO4)2(5) + H3PO, n— 3CaHPO, ©)

En el caso del material K las reacciones que ocurren son similares al del material J
pero con la incorporacion del carbonato basico de magnesio para obtener monetita
parcialmente sustituida por magnesio:

0,97 CaSlO:; ) + (0,006) 4MgC03 Mg(OH)stzo (s) + H3PO4 n— Cao‘g7Mgov()3HPO4 () +
0,97 H,Si0g + 0,066 H,0 ¢ + 0,024 CO;

O.3233C3.3(PO4)2(S) + (0,006) 4MgC03Mg(OH)25H20 () + 0,3534 H3PO4 n—
Caoyg7Mgov()3HPO4 ©T 0,066 H20(9)+ 0,024 COz(g)

GRUPO lIlIlI:

A este grupo pertenecen aquellos materiales que estan formados por altos contenidos
de monetita y solo un 7% de compuestos de silicio. En este caso el silicio esta presente solo
como gel de silice.

Este es un sistema mas sencillo que los anteriores, donde el objetivo era estudiar la
influencia de sustituciones idnicas como el Zn?*, asi como la influencia de la sustitucion de
parte de la monetita por la CDHA que presenta una reabsorcion menor que la monetita. Los
materiales M y O presentan sustituciones iénicas parciales del 3% de Ca®* por Zn** en la
monetita.

Tabla 5. Composicion final de los materiales del grupo Il1.

GS (%)

93 7
78 15 7
78 15 7
63 30 7
63 30 7

GRUPO IV:

Formado por dos materiales caracterizados por presentar poca cantidad de monetita y
un alto contenido de CDHA, junto a un alto contenido de gel de silice y ps-wollastonita. El
objetivo en este caso era obtener un material con una mayor proporcion de ps-wollastonita
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residual que los obtenidos en el grupo |, por lo que este material se disefié para obtener una
composicion final de 60% Mn, 17% GS y 23 % de ps-W. Dada la estequiometria de la
reaccion entre la ps-wollastonita y el acido fosférico, no es posible obtener esta composicién.
Para ello fue necesario utilizar otro componente acido, el MCP (Ca(H,PQy),) con el que se
podia obtener una menor cantidad de gel de silice y un alto contenido de ps-wollastonita. En
este caso es necesario usar agua como liquido, ya que tanto el componente acido como
béasico son sdlidos.

Al caracterizar los materiales obtenidos se observé que estos contenian mucho
menos cantidad de monetita y ps-wollastonita que lo previsto, asi como un alto contenido de
CDHA (ver Tabla 6). Este comportamiento se explica debido a que en este sistema hay un
gran exceso de ps-W gue en contacto con agua provoca un aumento del pH del medio, esto
unido a que la reaccidn entre la ps-W y el MCP es algo més lenta que con el &cido fosférico
hace gue durante el fraguado hayan aumentos locales de pH que hace que se favorezca la
precipitacion de la CDHA en lugar de monetita. Por otra parte, durante el envejecimiento la
ps-wollastonita en exceso reacciona con la monetita transformandose en CDHA.

Los materiales P y Q son similares, salvo que en el Q la monetita se encuentra
sustituida por Zn?*. En este caso fue necesario afiadir el i6n en forma de cloruro de zinc, ya
que el CBZn utilizado en el resto de los materiales es insoluble en agua.

La reaccién de sintesis del material P se detalla a continuacion:

CaSiO; et Ca(H,POy), ¢ 2CaHPO, Ohd HzSiOg(s) (pH<4,2)
CaSiO, et Ca(H2P04)2 et H,O n— CagHPO4(PO4)5OH e 7T 6H28i03(5) (pH>4,2)
6CaHPO, o 7T 3C3.Si03(5) + H,0O n— CagHPO4(PO4)5OH(5) +3 HgSiOg(s)

La reaccion principal en el caso del material Q es la siguiente:

0,94C3.Si03(5) + Ca(HQPO4)2 ot (0,0G)ZnClz(s) — 2C30'97zn0'03HPO4(5)+ 0,94H28i03(3) +
0,12HCl,,

Las otras reacciones de formacion de CDHA, son similares a las que ocurren en el
material P, pero incorporando el Zn.

Tabla 6. Composicion final de los materiales del grupo IV.

35 22 24 18
20 27 46 7
Tabla 7. Compuestos de partida, en exceso y formados en la sintesis de los materiales del
grupo IV.
ps-W MCP ps-W M, CDHA, GS

ps-W MCP ps-W M-Zn, CDHA, GS ZnCl,
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1.2. Caracterizacion fisico-quimica:

Una vez esterilizados los materiales, éstos fueron evaluados mediante diferentes técnicas
para determinar su composicion, porosidad, area superficial especifica, microestructura, pH,
etc.

La composicion de los materiales se determind mediante difraccion de rayos X y analisis
cuantitativo de Ca, P, Si, Zn y/o Mg en aquellos materiales donde se afiadieron dichos
elementos.

La porosidad se determind mediante porosimetria de mercurio, el area superficial
especifica mediante porosimetria de absorcion de nitrdgeno y la microestructura se analizo
mediante microscopia electronica de barrido.

- Porosidad: La porosidad intrinseca de los materiales (porosidad intragranular) es de
gran importancia, ya que influye en la reabsorcion del mismo, en la capacidad de
liberar iones al medio e interactuar con los fluidos circundantes. Por otra parte la
porosidad intergranular es fundamental para la formacion de nuevo hueso. Esta
porosidad debe ser lo suficientemente grande como para que pueda ocurrir la
colonizacion 6sea. El porcentaje medio de porosidad intergranular de los materiales
utilizados en este trabajo es del 50%, mientras que la porosidad intragranular es del
60%.

- Tamafo de granulo: el tamafio de los granulados utilizados en este trabajo esta entre
1y 0,25 mm. Se selecciond esta fraccion teniendo en cuenta los tamafios de los
materiales comerciales existentes. Area superficial especifica (ASE): esta
directamente relacionada con la capacidad de que se produzcan reacciones
superficiales. Por lo que a valores elevados de este parametro son indicativos de un
mayor contacto ente la superficie de los granulos y el medio que los rodea. En
general los materiales estudiados tienen un alto valor de area superficial especifica,
aumentando el valor con el contenido de gel de silice. El valor medio del ASE de los
granulos de monetita evaluados en este trabajo es: en el grupo I, materiales A, B, C y
D 100m?/g y materiales E y F 50m?/g, en el grupo 11 80m%g, en el grupo 111 55m?/g
y en el grupo IV 100m?/g.

- pH: es importante determinar este parametro ya que la hidrélisis de la monetita con
el agua es ligeramente &cida produciendo un descenso del pH hasta valores de 5,5.
Se ha estudiado el pH de los materiales en contacto con agua y en fluido biolégico
simulado (FBS). En agua el pH suele ser inferior a 7 y en FBS el pH se mantiene sin
variacion (7,4).
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2. ANIMAL DE EXPERIMENTACION.-

De acuerdo con la bibliografia existente, la oveja constituye un modelo reproducible
para la valoracion de la osteointegracion. Ademas, presenta facilidad en el abordaje para la
colocacion de los implantes siendo un animal docil y relativamente econémico.

Las ovejas utilizadas en este estudio fueron obtenidas de un centro de cria de especie
ovina. Se emplearon 27 animales hembras, adultas, de la raza Merina precoz y con un peso
medio de 46,2 £ 6,7 Kg. Todas presentaban un buen estado de salud y permanecieron como
minimo 14 dias en periodo de aclimatacién antes de iniciar el estudio. La oveja adulta
presenta una mayor semejanza en cuanto a peso y dimensiones de huesos largos al humano,
siendo adecuados para la implantacion de implantes humanos y protesis (152), lo cual no es
posible en razas mas pequefias.

La composicion mineral no difiere significativamente entre el humano y los
animales (153), considerandose la oveja como un modelo valido para evaluar la regeneracién
Osea y la actividad de remodelacion en humanos (154).

3. INSTALACIONES.-

Las instalaciones que se han utilizado para los ensayos de implantacién han sido las
del Centro de Cirugia Minima Invasiva Jests Usén (CCMIJU) (Céceres). Este centro esta
acreditado por la Consejeria de Agricultura y Medio Ambiente de la Junta de Extremadura
como establecimiento usuario y de cria de animales de experimentaciéon (No.: ES
100370001499). El animalario del CCMIJU cuenta con una superficie de 2.000 m?. En el
postoperatorio las ovejas fueron distribuidas en una sala del animalario, manteniendo 2
ovejas por cubiculo, y posteriormente permanecieron en salas con salida a un patio para que
estuviesen juntas y de este modo, mas comodas, todo ello debido a su caracter gregario.

Las condiciones mantenidas en el animalario son:

- Luz: ciclo de 12 horas.

- Humedad: 55+/-10 %.

- Temperatura sala: 21°C, sometida a control constante.
- Calidad de agua: control cada 6 meses.

- Aire: exterior con renovaciones controladas.

Se realiza una limpieza y administracion de alimento diarias por parte de personal de
la Unidad de Animalario. La alimentacion suministrada a los animales fue Unifeed (Coop.
Ganadera Casar de Céceres), paja para aportarles volumen (Coop. Ganadera Casar de
Céceres) y blogues de sales (Piensos Gaydi). La cama para el suelo pertenecia al mismo
proveedor. Los animales disponen de agua de grifo ad libitum en bebederos metélicos de tipo
chupete. Todos los animales estaban sujetos a un control diario de su estado general por
parte de un veterinario, para poder instaurar el tratamiento correspondiente en caso de signos
de dolor o patologia. El dia previo a la implantacion los materiales se esterilizaron mediante
autoclave, a 121°C, 0,96 atmosferas y durante 30 minutos.
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4. PROTOCOLO QUIRURGICO.-

4.1. Material quirurgico:

- Bisturi con hoja del n® 11 y 22.

- Pinzas de Adson sin dientes.

- Pinzas sin dientes.

- Pinzas con dientes.

- Tijera de diseccion.

- Porta-agujas.

- Tijera de hilo.

- Pistola de motor neumatico con brocas de distinto tamafio: 2.5, 4, 5.5, 6.5y 8 mm.

4.2. Técnica quirurgica:

Todos los sujetos del estudio fueron sometidos al mismo protocolo bajo anestesia
general y de forma aséptica. La zona de implantacion fue el hueso esponjoso de la epifisis
proximal de la tibia, la epifisis distal del fémur y la diafisis proximal del himero. Se
disecaron los planos epiteliales y musculares, y bajo irrigacion con suero salino fisiologico
frio, se practicaron seis orificios transversales de 8 mm de diametro y 13 de profundidad
(Figs. 2 y 3). Estos orificios se marcaron inicialmente con una guia y se fueron ampliando
progresivamente con varias brocas de menor a mayor tamafio. Posteriormente se procedié al
relleno de defectos éseos con granulos de 6 materiales distintos y localizacion aleatoria. En
algunos casos uno de los defectos 6seos se dejé vacio (Fig.4), sin rellenar, como control y asi
comprobar que el tamarfio del defecto es critico y que no se pueda producir una regeneracion
Osea espontanea.

Fig.2. Realizacion del defecto (13 x 8mm) refrigerando con suero salino frio.
Fig.3. Medida de las dimensiones del defecto.
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Fig.4. Orificio control vacio.

En caso de sangrado se introducia una pieza de Espongostan® (Nycomed Pharma)
retirdndose a los 2 minutos. Posteriormente se rellenaron con el material correspondiente
(Fig. 5) compactandolo constantemente con la superficie lisa de la broca para asemejar la
cantidad de material colocado en todos los orificios.

Fig.5. Vista del orificio una vez rellenado el defecto 6seo con el material granulado.

Tras la implantacion del material se colocé 1 cm? de una membrana de colédgeno
(ACE Surgical Supply Co., Inc.). Los planos musculares se suturaron con sutura
monofilamento absorbible de 3/0 (Biosyn™, Covidien) (Fig. 6). El tejido subcuténeo y la
piel (Fig. 7) se cerraron con material trenzado absorbible 2/0 (Polysorb™, Covidien) y 0
(Polysorb™, Covidien), respectivamente.

Fig.6. Cierre del tejido muscular
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Fig.7. Sutura simple discontinua en piel.

Los animales se vendaron (Fig.8) inmediatamente después de la intervencion para
restringir el movimiento, principalmente de la articulacion del hombro, y se retird dicho
vendaje a los 7 dias.

Fig.8. Animal con vendaje realizado el dia después de la intervencion.

Durante la primera semana del estudio los animales fueron controlados diariamente y
se les administré una terapia antibiotica con Ceftiofur (Excenel®RTU 50mg/ml. Pharmacia
Spain, S.A.) via IM a dosis de 1mg/kg/dia durante 7 dias, analgésica con buprenorfina
(Buprex®. Shering-Plough, S.A.) via IM a dosis de 0.01mg/kg/12h durante 3 dias y anti-

inflamatoria con Carprofeno (Rymadil®. Pfizer S.A.) via IM a dosis de 2mg/kg/12h durante
7 dias.
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5. PROTOCOLO ANESTESICO.-

5.1. Anestesiay analgesia:

Tras un periodo de acondicionamiento, los animales se anestesiaron mediante
isoflurano dosificado para obtener 1 CAM (Etlso: 1,58), como analgesia intraoperatoria
utilizamos carprofeno por via IV (4 mg/kg) y buprenorfina por via IM (300 pg/animal) como
analgesia postoperatoria. Dichos animales, debido a su docilidad y gracias a un método de
estabulacion poco estresante fueron inducidos directamente con tiopental a dosis-efecto,
aproximadamente 15 mg/kg, segln nuestra experiencia en estos animales. Posteriormente los
animales fueron intubados con tubos endotragueales con neumotaponamiento (Sims Portex
Inc., Keene, USA). Tras la intubacién endotraqueal, el tubo endotraqueal se conecté a un
circuito circular semicerrado unido a un ventilador (Ohmeda, Madrid, Espafia). Para todos
los grupos la mezcla del mantenimiento anestésico se realizé con oxigeno al 100% con un
flujo de gas fresco de 1 L/min.

Se emple6 ventilacion controlada mediante un ventilador mecéanico para mantener
valores de normocapnia (35-45 mmHg). La vena cefalica se cateteriz6 para administrar una
solucidn de suero salino fisioldgico a una dosis de infusion de 5 ml/kg/h.

Como antibioterapia preventiva se administro ceftiofur a una dosis de 1 mg/kg/24
horas.

Una vez realizado el procedimiento de implantacién y el cierre de los planos
quirdrgicos, se cerr6 el vaporizador de isoflurano y comenzé la etapa de recuperacion
anestésica.

5.2. Monitorizacion:

Durante el mantenimiento anestésico se registraron los siguientes parametros en
diferentes tiempos a lo largo del estudio:

- Pardmetros ventilatorios: frecuencia respiratoria, presion en vias aéreas,
concentracion de agente inhalatorio inhalado y exhalado, saturacién de oxigeno de la
hemoglobina, concentracion al final de la espiracion de dioxido de carbono y oximetria.

- Parametros hemodinamicos: frecuencia cardiaca medida a través del ECG
(derivacidn 1) y el pulsimetro colocado en la lengua.

- Durante la recuperacion anestésica se valoré la calidad de la misma mediante el
registro de tiempos de recuperacion de reflejos (reflejo corneal, reflejo palpebral, reflejo
deglutorio y reflejo doloroso), cambios posturales, etc. para proceder a la extubacion.
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6. SEGUIMIENTO Y RECOGIDA DE MUESTRAS.-

Durante la primera semana del periodo postoperatorio se observéd 2 veces al dia el
estado general y la marcha del sujeto de estudio. Posteriormente y hasta el final del estudio
se realiz6 una revision diaria del estado general de los animales.

Ademas, se realiz6 un estudio de la evolucidn de los defectos mediante tomografia
axial computerizada (TAC) (Philips Brilliance CT-6). Se obtuvieron TACs en el
postoperatorio inmediato, a las 4, 8, 12 y 16 semanas de la implantacion (Fig. 9), después de
la eutanasia, para obtener una secuencia temporal del estado del &rea implantada, ver cdmo
evoluciona la regeneracion del defecto y la densidad del material. Para la correcta realizacién
de los TACs los animales fueron anestesiados.

=0 4 sem 8 sem 12sem 16sem

Fig.9. Ejemplo de secuencia de iégenes de TAC tomadas en todos los tiempos de
estudio.

Una vez finalizado el periodo de estudio, 16 semanas, los animales fueron
sacrificados humanitariamente procediendo a la extraccion en bloque del tejido 6seo de las
zonas implantadas en cada animal. EI método eutanasico que se utiliz6 consistié en una
inyeccion intravenosa de cloruro potasico una vez anestesiado el animal por via intravenosa.

Una vez aisladas las partes de estudio donde estan implantados los materiales, tanto
del fémur, tibia y humero, se realiza la limpieza de las partes blandas y se fijan en formol
salino al 4%.

Las muestras fueron introducidas individualmente en frascos de plastico y enviadas
al Departamento de Anatomia e Histologia Humanas de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Salamanca.

7. GRUPOS EXPERIMENTALES.-

El orden de la colocacion de los implantes y de los orificios control fue aleatorio en
cada sujeto. En la siguiente Tabla (Tabla 8) se muestran las localizaciones 6seas de cada
material y el nimero de muestras en cada lugar de implantacion. (T.D: tibia derecha, T.I:
tibia izquierda, F.D: fémur derecho, F.I: fémur izquierdo, H.D: himero derecho y H.I:
hamero izquierdo). EI nimero total de implantes estudiados fueron: 150 y el nimero de
ovejas: 27. Algunos de los casos han sido descartados debido a diversas complicaciones,
como infecciones graves, seromas o efectos totalmente inadecuados de los materiales; de
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forma que no se han tenido en cuenta a la hora de realizar este trabajo. Sin embargo si se han
tenido en cuenta los casos adversos, mostrados en el apartado de resultados.

Tabla 8. Materiales implantados y localizacion anatémica.

MATERIAL T.D T.1 F.D F.l H.D H.1
A 1 1 1 1
B 2 1 2 2
Bio-Oss® 3 2 3 1 2
C 1 1 1 1 1 1
Cerasorb® 1 1 1 1 1 1
D 1 1 2 1 1
E 1 1 1 1 1 1
F 1 1 1 1 1
G 1 1 1 1 1 1
H 1 1 1 1 1 1
| 1 1 1 1 1 1
J 1 1 1 1 1 1
K 1 1 1 1 1 1
L 2 2 1 2
M 1 2 1 2 1 3
N 2 1 2 1 1
N 1 2 1 1 2
0] 1 1 2 1 1 1
P 1 1 1 2 1 1
Q 2 2 1 1 1 1
Vacio 1 2 1 1 2 1

8. ESTUDIO RADIOLOGICO.-

Una vez recibidas las muestras 6seas, se lavaron con agua para eliminar restos de
formol y se realizaron las radiografias. Primero se hicieron radiografias de la pieza entera
(Fig. 10a) y después se hicieron cortes, obteniendo 3 partes del hueso, para tomar una
segunda radiografia de la loncha que presenta el defecto (Fig. 10b), para una mejor
demostracion del lugar de implantacién.

b

Fig.10. Ejemplo de imagenes radioldgicas realizadas una vez terminado el tiempo de
experimentacion, 16 semanas, sacrificadas las ovejas y aisladas las piezas 6seas con los
defectos implantados. (a) pieza entera. (b) loncha.
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9. PROTOCOLO HISTOLOGICO.-

Una vez radiografiados, los huesos se post fijan en formol salino al 10%. Una vez
gue se va a comenzar el procesado de las muestras, no descalcificadas, para su estudio
histoldgico, las piezas Oseas se vuelven a lavar con agua y se realiza un serrado
macroscopico en porciones que incluyan hueso normal, hueso neoformado y material
implantado. Las porciones 6seas se introducen en cassettes, adecuadamente etiquetados, y se
deshidratan empleando disoluciones de graduacion creciente de etanol (70, 80, 90 y 95),
estando embebidas cada dia en una de las disoluciones, hasta llegar a etanol absoluto, donde
permanecieron durante dos dias.

9.1. Inclusion:

A continuacién se procede a la inclusion de las muestras éseas en metilmetacrilato
en estado liquido durante 15 dias a 4°C en agitacion.

Por otro lado, se preparan unos cilindros de vidrio con una base de metilmetacrilato
polimerizado que se van a utilizar como soporte para la posterior inclusion de las muestras
de tejido dseo. Para ello, los tubos de vidrio se rellenan con la mezcla de metilmetacrilato
hasta una altura de 2,5 cm, se cierran herméticamente con parafilm y se dejan en la estufa a
32°C, para que polimerice. Una vez transcurrido el tiempo de polimerizacién, que esde 2 a 3
dias, se sacan las bases de la estufa y se tiene de reserva para la inclusion.

Componentes del metil metacrilato:

= 800mL M-metacrilato (mondmero estabilizado de hidroquinona).

= 160mL Nonifenol poliglicol-éter acetato (Plastoid N).

= 16mL Dibutil-ftalato.

= 40gr Peroxido de benzoilo (este catalizador se adiciona de inmediato).

Una vez preparada la mezcla se guarda en un frasco cerrado en nevera a 4°C. Antes
de abrir la botella se espera a que esté a temperatura ambiente.

Transcurridos los 15 dias, durante los cuales las piezas 6seas han sido incluidas en
metilmetacrilo liquido, se pasan a los cilindros con bases de metilmetacrilato ya
polimerizado. Utilizando un tubo con la base de metacrilato se introduce la pieza désea junto
con una etiqueta de papel cebolla con la referencia de la muestra, se recubre de
metilmetacrilato liquido, se etiqueta el tubo por fuera, y se tapa con parafilm para que no
entre aire. Se meten los tubos en la estufa a 32°C para su polimerizacién durante 5 y 6 dias.
Seguidamente se rompe el tubo de vidrio quedando el blogue polimerizado con la muestra
Osea, que va a ser cortado con una sierra de cinta para desbastar la muestra, antes de realizar
los cortes definitivos.
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=
Fig.11. Fotografias las piezas 6seas embebidas en los bloques de metilmetacrilato.

9.2. Corte de las muestras:

Una vez serrado el bloque para tener un tamafio que permita su manejabilidad, se lija
y se coloca en el microtomo (Microm HM 350 S) (Fig.11).

s

Fig.12. Microtomo.

Tanto el blogue como la cuchilla se pincelan con alcohol de 70° constantemente, al
objeto de que esté humedecido. Los primeros cortes se realizaran con un grosor de 30 um
hasta llegar a la pieza 6sea, vigilando y mojando con alcohol. Una vez se llega a la pieza, se
empieza a cortar a 5um, desechando los primeros cortes que salen. Los cortes de 5 um se
colocan sobre un portaobjetos previamente gelatinizado con gelatina de Haupt. Se echan por
encima unas gotas de alcohol de 95° y, pasado unos 5 minutos, se cubren con un film de
polietileno y se aplanan con el dedo o con un rodillo de goma. El film cubre toda la
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superficie del portaobjetos, donde se encuentra el corte. Los portas se van apilando uno
encima del otro y se colocan en una prensa con soportes de madera 0 metacrilato de 5 a 8
mm de grosor. Se aprieta la prensa hasta encontrar resistencia y permanecen en la estufa 24h
a 60°C. Transcurrido ese tiempo, se quita el film de polietileno que cubre el portaobjetos, y
se desplastifica el corte hasta agua destilada introduciendo los portas en una solucion de
metil-acetato durante 55 minutos. Posteriormente, se lavan en soluciones decrecientes de
alcohol (100 — 70%) hasta agua destilada. Por ultimo, se procede a la tincion de las
muestras.

Gelatinizado de portaobjetos:
Composicidn gelatina de Haupt:
= 1gr de gelatina.

= 100mL de agua destilada.

= 15mL de glicerina.

= 2gr de fenol.

Pasos a seguir:

Calentar el agua a 55°C y echar la gelatina.

Cuando se enfrie afadir la glicerina y el fenol.

Para gelatinizar el porta se pone una gota de gelatina sobre él y se extiende
ayudandonos con otro porta.

10. PROTOCOLO TINCIONES.-

Las microfotografias que se presentan en este trabajo estan realizadas con las
técnicas que se exponen a continuacion, por lo que se obviara su descripcion en cada una
de las figuras presentadas.

10.1. Tricromico de Goldner:

- Hematoxilina férrica de Weigert 5”: formada por dos compuestos:
Weigert A (concentrada x2): Hematoxilina (2gr) + Alcohol 96° (100mL).
Weigert B: Percloruro de hierro (1,16gr)

HCI (10mL) + Agua destilada (5mL): 1mL
Agua destilada 98mL.
Mezclar a partes iguales las soluciones A 'y B s6lo antes de su uso.

- Agua corriente 10",

- Ponceau de xilidina 40":
200mL agua destilada
2gr Ponceau de xilidina
0,4mL &cido acético glacial
1gr fucsina &cida

- Lavado répido en acido acético al 1%.

- Lavado rapido en agua destilada.

- Diferenciar en acido fosfotungstico-Orange G 10":
200mL agua destilada
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2gr acido fosfotungstico

1grorange G
- Lavado répido en acido acético al 1%.
- Lavado réapido en agua destilada.
- Verde luz 15":

200mL agua destilada

0,4gr verde luz

0,4mL acido acético glacial
- Lavado répido en acido acético al 1%.
- Lavado rapido en agua destilada.
- Deshidratar y montar.

10.2. Von Kossa:

- Nitrato de plata al 3%, 5 min.
- Agua destilada x2 veces, 5 min.
- Formol-carbonato de sodio, 5 min:
10mg de carbonato de sodio
150mL de agua destilada
50mL de formaldehido al 37%.
- Agua corriente 10 min.
- Sulfato de sodio al 5%, 5 min.
- Agua corriente, 10 min.
- Ponceau de xilidina 45 min.
- Lavado rapido en acido acético al 1%.
- Lavado réapido en agua destilada.
- Diferenciar en acido fosfotlngstico-Orange G 15 min.
- Lavado répido en acido acético al 1%.
- Lavado rapido en agua destilada.
- Deshidratar y montar.

11. TECNICA FOTOGRAFICA.-

Las radiografias digitales se capturaron en el Hospital Universitario de Salamanca
con un equipo SIEMENS FD-X.

Se realizaron fotografias de las preparaciones histologicas tefiidas mediante una lupa
Zeiss Stemi 2000-C con una fuente de luz Zeiss KL1500 electronic acoplada a una camara
Nikon digital camera DXm 1200, para poder obtener una imagen completa del corte
histolégico.

Las imagenes microscopicas de las muestras histoldgicas se captaron utilizando una
méquina fotografica Nikon digital Sight DS-smc acoplada a un microscopio dptico Nikon
eclipse 90i, y digitalizadas directamente por un programa capturador de imagenes
MetaMorph Meta Imaging Series 6.1.
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V.~ RESVITADOS:

Los biomateriales granulados basado en monetita estudiados en este trabajo se han
organizado en diferentes grupos atendiendo a su composicién. La clasificacion de los
materiales es la siguiente:

e Control 1: Defectos dseos de tamafio critico sin ningln tipo de material, se dejan
vacios.

e Control 2: Defectos rellenos de Bio-Oss® (hidroxiapatita de origen bovino).

e Control 3: Defectos rellenos de Cerasorb® (B-TCP sintético).

e Grupo I: Formado por granulos de monetita, que pueden presentar 0 no sustitucion
iGnica, y como fuente de silicio presentan ps-wollastonita y/o gel de silice. Alguno
de ellos esta formado ademas por otro tipo de fosfato de calcio, como es el B-TCP. 6
materiales: A, B,C,D,Ey F

e Grupo Il: Formado por granulos de monetita, con o sin sustitucion idnica,
combinados con otro tipo de fosfato de calcio, o bien CDHA o B-TCP. Pero todos
presentan en comun vidrio en pequefas cantidades y gel de silice, que puede estar
tanto en grandes como en pequefias cantidades. 5 materiales: G, H, I, J y K.

e Grupo IlI: Formado por granulos de monetita, con o sin sustitucion idnica, y gel de
silice, como Unica fuente de iones de silicio. Cuatro de los materiales presentan
ademas CDHA afiadida. cinco materiales: L, M, N, N'y O.

e Grupo IV: Formado por dos materiales cuya reaccién de sintesis es diferente a la del
resto de materiales, tal y como se ha explicado en el apartado de material y métodos.
Se trata de los materiales P y Q los cuales en su composicion muestran un porcentaje
muy bajo de monetita (sustituida por zinc en el material Q), una gran cantidad de
CDHA'y como fuente de silicio, un alto contenido de gel de silice y ps-wollastonita.

La exposicion de los resultados correspondientes a los distintos grupos experimentales se
realizard por separado contemplando las posibles variaciones que se puedan encontrar dentro
de cada grupo, de forma que en primer lugar se describirdn aquellos casos cuyo
comportamiento sea la norma y a continuacion aquellos casos cuyo comportamiento
constituye una desviacion del proceso general. Al final de la exposicion de los resultados de
cada grupo se adjuntan unas tablas resumen de cada material perteneciente a cada grupo y
otra tabla de la valoracion histoldgica de cada grupo, exponiendo los pardmetros valorables
maés relevantes en relacion a la respuesta tisular desarrollada y regeneracion o6sea. El estudio
de los diferentes grupos se realizard siguiendo como guia los criterios detallados a
continuacion:

1. Valoracion de imagenes TAC: se muestran las imagenes correspondientes a la parte
central de la pieza 6sea donde se ha realizado la implantacion, analizando los
distintos tiempos de experimentacion.

2. Valoracion radiolégica: aparecen las radiografias realizadas una vez finalizado el
tiempo de experimentacion, es decir 16 semanas; los animales han sido sacrificados
y las piezas 6seas han sido cortadas en rodajas para facilitar la localizacion de los
defectos.
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3. Imagenes de lupa: correspondientes a las secciones histolégicas una vez tefiidas con
las técnicas de Tricromico de Goldner y/o Von Kossa.

4. Valoracion histologica: atendiendo a los pardmetros de evaluacién de la respuesta
biolégica del tejido dseo frente a los diferentes materiales.

CONTROL 1:

Corresponde al grupo de defectos dseos (n=7) de tamafio critico a los que no se les ha
colocado ningln tipo de material de relleno, de modo que se han dejado vacios. De esta
forma nos permite realizar el anélisis de la evolucion de las cavidades, en relacién con la
posible regeneracion Gsea espontanea que puedan sufrir, sin influencia de ningun tipo de
material. La relacién de los 7 casos y su correspondiente localizacion 6sea es la siguiente:
Caso 1: F.l., Caso 2: F.D., Caso 3: T.l,, Caso 4: T.D., Caso 5: H.l., Caso 6: H.D. y Caso 7:
H.D.

ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

A continuacion se muestran las secuencias de iméagenes de TAC de la parte central de la
pieza Gsea, mas representativas de la evolucion mostrada por los defectos vacios.

Postoperatorio 8 sem 12 sem 16 sem

Fig.1. a) TACs caso 1. b) TACs caso 3.

La Fig.1 pone de manifiesto los dos posibles comportamientos encontrados en los
defectos vacios. La Fig.1a muestra en la secuencia de imagenes la ausencia de regeneracion
0sea, ya que los defectos se encuentran vacios, no existen zonas radiodensas dentro de las
cavidades, son radiolucidas. Sin embargo, en 3 de los 7 casos (Casos 3, 5y 7), se observan
pequefias modificaciones respecto a la tendencia general de encontrar los defectos vacios.
Tal y como aparece en la Fig.1b, la imagen de TAC del caso 3 presenta, en la zona externa
del defecto que corresponderia a la zona cortical, a las 8 semanas de estudio, una fina y leve
linea radiodensa desde los laterales del defecto, que a las 12 y 16 semanas aumenta su
intensidad, uniendo sus extremos y formando una especie de puente 6seo que cierra la
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cavidad. El resto del defecto es radiotransparente. Ademaés, en el caso 6, aunque no se
muestran los TAC, se aprecia también esta formacion radiodensa que evoluciona a lo largo
del experimento, pero con una localizacion diferente, ya que en este caso aparece hacia la
mitad de la cavidad del defecto. En el caso 6 los extremos de las prolongaciones Gseas
formadas no se unen entre si, por lo que no llegan a dividir totalmente el defecto en dos
cavidades.

VALORACION DE LAS IMAGENES RADIOLOGICAS Y DE LUPA DE LOS
CORTES HISTOLOGICOS.-

Las imagenes radiologicas mostradas a continuacion corresponden a las lonchas
cortadas de las piezas Gseas donde se han realizado los defectos de los casos 1y 5 (Fig.2 y
Fig.3), puesto que son los casos mas representativos.

Fig.3. Imagen radioldgica y foto de lupa del corte histoldgico del caso 5.

La radiografia del caso 1 (Fig.2) muestra la cavidad dsea completamente
radiotransparente, tratdndose de un defecto dseo no regenerado. Sin embargo, la radiografia
del caso 5 (Fig.3), corrobora lo analizado mediante las imagenes de TAC, en donde se
apreciaba una formacion dsea con captacion radioldgica en la zona superficial del defecto,
correspondiente a la zona cortical. Se observa la cavidad del defecto vacia, radiolicida y en
la zona externa una linea radiodensa heterogénea que cierra el defecto.

Por otro lado, mediante la observacion de las fotografias de lupa de los cortes
histolégicos (Fig.2 y Fig.3) podemos hacer una valoracion de la evolucién de los controles
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vacios. Como era de esperar, lo defectos al tener un tamafio critico, no se han regenerado de
forma espontanea.

Al igual que lo observado en los TACs y radiografias del caso 5, los casos 3y 7
(aunque no se muestren las imagenes), presentan una formacion dsea en la zona externa del
defecto cerrdndolo. En la Fig.3 el hueso formado en la zona cortical aparece con cierta
coloracién roja indicando que se trata de un hueso inmaduro, ain no mineralizado.
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Fig.4 (caso 3).- Panoramica donde se puede apreciar la formacion de un puente 6seo en la
zona superficial de la cavidad del defecto. Se trata de un hueso neoformado, no compacto,
desorganizado y con zonas aun no mineralizadas, que aparecen de color rojo al tratarse de
una tincion con la técnica de Von Kossa. Por debajo de la formacion Gsea se aprecia la
cavidad del defecto vacia, sin hueso, con desarrollo de tejido adiposo. (2x, VK).

Fig.5 (caso 3).- Panoramica del hueso que rodea los laterales de la cavidad del defecto. Se
aprecia como la respuesta del hueso es minima frente al defecto producido. Se observan
trabéculas finas y quiescentes, tipicas del hueso de la oveja, que adquieren algo mas de
grosor segun se encuentren mas préximas a la cavidad. (2x, VK)

Fig.6 (caso 3).- Detalle del hueso que rodea a la cavidad del defecto. En esta imagen se
aprecia un hueso con una notable deficiencia en mineralizacion, pero muy poca actividad
osteogénica, debido a que préacticamente no encontramos lineas de osteoide. Los espacios de
la cavidad presentan tejido adiposo. (4%, TG).

Fig.7 (caso 5).- Detalle de la zona superficial regenerada. Se aprecia también en la zona mas
externa la formacion de tejido conectivo en respuesta a la realizacion del defecto. El hueso
formado es inmaduro, con abundantes zonas con deficiencia de mineralizacion, con gruesas
lineas de osteoide y osteocitos inmaduros. (4x, TG).

Fig.8 (caso 3).- Otra imagen en detalle del hueso regenerado en la zona externa del defecto.
Se trata de un hueso inmaduro, desorganizado, con grandes cavidades vasculares, osteocitos
inmaduros y en donde la mayor porte de la matriz orgdnica no se encuentra aln
mineralizada. (4x, TG).

Fig.9 (caso 3).- Detalle del desarrollo de tejido adiposo que encontramos en todos los casos
de control vacio ocupando la totalidad de la cavidad del defecto. En esta imagen se aprecia la
asociacidn con tejido conectivo de tipo laxo. (10x, VK).
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La respuesta tisular desarrollada en los defectos vacios, de tamafio critico y sin
relleno de ningun tipo de material, es homogénea, no se ha regenerado. En todos los casos se
aprecia la formacion de tejido adiposo, que ocupa la totalidad de las cavidades Oseas.
Asimismo cabe apreciar la inexistencia de médula 6sea hematopoyética en ninguno de los
casos.

En relaciéon al hueso adyacente, encontramos un hueso que practicamente no ha
reaccionado frente a la generacion del defecto. Se aprecian trabéculas finas y quiescentes.
Las zonas donde podemos encontrar trabéculas algo mas gruesas con cierto grado de
actividad osteogénica son escasas y las encontramos en el caso 3, como muestran las Figs. 5

y 6.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que en los casos 3, 5y 7 se aprecia una
formacién Gsea en la zona cortical de los defectos cerrandolos. Podemos afirmar que las
dimensiones de los defectos realizados son las adecuadas y criticas ya que en ninguno de los
casos se produce una regeneracion espontanea.
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Tabla resumen del CONTROL 1: Vacio.-

VACIO | Ubi TAC 8 sem TAC 16 sem

Radiografia Foto Lupa Histologia
Cason | £ Cavidad totalmente Cavidad totalmente Cavidad totalmente Defecto no regenerado ocupado Defecto no regenerado. Tejido
o radiotransparente. radiotransparente. radiotransparente. por tejido adiposo. adiposo en toda la cavidad.
Caso2 |FD Cavidad totalmente Cavidad totalmente Cavidad totalmente Defecto no regenerado ocupado Defecto no regenerado. Tejido
o radiotransparente. radiotransparente. radiotransparente. por tejido adiposo. adiposo en toda la cavidad.
En la zona cortical se distingue una , : Aparece una linea radiodensa | Regeneracion de hueso en la zona | Defecto no regenerado aunque la
Aparece una linea radiodensa en la

fina y leve linea radiodensa desde

. X en la zona cortical que cierra | cortical, cerrando la cavidad, que cortical se ha cerrado por la
zona cortical que cierra por

Caso3 | T.I |los laterales del defecto, que llegan ) por completo la cavidad. | esta vacia rellena de tejido adiposo. | formacidn de hueso neoformado e
A X completo la cavidad. Resto de la K ) ) . .
a unirse. Resto de la cavidad X X Resto de la cavidad Hueso regenerado muy inmaduro y inmaduro. Tejido adiposo
. cavidad radiotransparente. . L ) o, A
radioldcida. radiotransparente. deficiente en mineralizacion. ocupando toda la cavidad.
Cavidad totalmente . . » "
. Radiotransparente. Alcanza canal Cavidad totalmente Defecto no regenerado,formacion Defecto no regenerado. Tejido
Caso4 |T.D.| radiotransparente. Alcanza canal : - A , )
medular medular. radiotransparente. de tejido adiposo. adiposo ocupando toda la cavidad.
En la zona externa se distingue una , : , i Regeneracion de hueso en la zona | Defecto no regenerado aunque la
) , , Aparece una linea radiodensa en la| Aparece una linea radiodensa R . R
fina y leve linea radiodensa desde L. . R R cortical, cerrando la cavidad, que |cortical se ha cerrado, formada por
zona superficial que cierra por | en la zona cortical que cierra ) . ) .
Caso5 [ H.l.| loslaterales del defecto, que no . . estd ocupada por tejido adiposo. hueso neoformado e inmaduro.
X A completo la cavidad. Resto de la por completo la cavidad. K . )
llegan a unirse. Resto de la cavidad X X h Hueso regenerado muy inmaduroy | Tejido adiposo ocupando toda la
L cavidad radiotransparente. Resto radiotransparente. L. . o, K
radioldcida. deficiente en mineralizacion. cavidad.
. . En la zona media del defecto
En la zona media del defecto se En la zona media del defecto se . .
- . | o N se distinguen unos pequefios
distingue una fina y leve linea distinguen unos pequefios ) » "
X . ' salientes levemente Defecto no regenerado formacion Defecto no regenerado. Tejido
Caso 6 [H.D.| radiodensa desde los laterales del | salientes levemente radiodensos, , b , X . ,
K ) radiodensos, que no llegan a de tejido adiposo. adiposo en la cavidad dsea.
defecto, que no llegan a unirse. | que no llegan a unirse. Resto de la unirse. Resto de la cavidad
Resto de la cavidad radiollcida. cavidad radioltcida.

radioltcida.

Regeneracién de hueso en la zona
cortical, cerrando la cavidad, que
estd pcupada por tejido adiposo.
Hueso cortical regenerado muy
inmaduro y deficiente en
mineralizacion.

En la zona superficial se distingue
una fina y leve linea radiodensa
Caso 7 |H.D.|desde los laterales del defecto, que
no llegan a unirse. Resto de la
cavidad radioltcida.

Aparece una linea radiodensa

en la zona cortical que cierra

por completo la cavidad.
Resto de la cavidad
radiotransparente.

Defecto no regenerado aunque la
cortical se ha cerrado por la
formacién de hueso neoformado e
inmaduro. Tejido adiposo
ocupando toda la cavidad.

Aparece una linea radiodensa en la
zona cortical que cierra por
completo la cavidad, el resto es
radiotransparente.

RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA CONTROL 1 Vacio

Tejido conectivo: Material ; ) . Células
Hueso neoformado Particulas material Vascularizacion .
denso / laxo remanente multinucleadas
* _ _ _ * _
En zona superficial,
cerrando la cavidad.
Casos: 3,5y 7.
. . | Osteocitos inmaduros Médula " e - o2
Deficiencia de Calcio . Médula hematopoyética Osteoclastos Osteointegracion
/maduros Adiposa
* * *ok ok k ok _ _ -
Inmaduros. Casos: 3,5| Entodos los
Escasa. Casos: 3,5y 7.
y7. €asos.
Respuesta Células
Macroéfagos P ) L. Necrosis Osteoide Granulomas
Inflamatoria plasmaticas

Leyenda: -: Nulo o inexistente/ *: minimo o leve/ **: moderado/ ***: frecuente/ ****:
abundante/ *****: intenso.
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CONTROL 2: BioOss®

Se han considerado granulos de BioOss® (HA bovina) como uno de los grupos control
en la evaluacion de los materiales estudiados en este trabajo.

ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

A partir de técnicas de diagndstico mediante imagenes de TAC podemos realizar el
estudio obteniendo una secuencia temporal de la regeneracion dsea. Se evalla la evolucion
del relleno de los defectos 6seos (n=11) con granulos de BioOss®. A continuacion se
muestra, como ejemplo representativo de los casos que han presentado una respuesta
favorable (n=7), los TACs del caso 1 realizados a lo largo del periodo de experimentacion
(Fig.10). La relacién de los 11 casos y su correspondiente localizacién 6sea es la siguiente:
Caso 1: F.1., Caso 2: FE.D., Caso 3: F.D., Caso 4: F.D., Caso 5: T.l., Caso 6: T.l., Caso 7: T.D.,
Caso 8: T.D., Caso 9: T.D., Caso 10: H.D. y Caso 11: H.D.

implantacion de los granulos del BioOss® y a intervalos de 4 semanas, hasta las 16 semanas
de estudio, antes y después del sacrificio.

Las fotografias de TAC que se muestran corresponden a la parte central de la pieza
6sea. En todas las imagenes se percibe la gran capacidad de captacion radiolégica del
material BioOss®, ya que aparece como una estructura méas radiodensa que las trabéculas
Oseas adyacentes y ocupa toda la cavidad del defecto, adquiriendo una mayor radiodensidad
a lo largo del tiempo de experimentacién (Fig.10). Dado que se ha encontrado que la
manifestacion radiolégica, tanto en los cuatro casos de implantacién en fémures (casos 1, 2,
3y 4) como en los dos casos de tibias derechas (casos 7 y 8), se ha considerado como
ejemplo representativo el caso 1 y por ello se muestran sus imégenes de TAC; donde cabe
destacar que la zona radiodensa correspondiente al BioOss® dentro del defecto, se presenta
inalterada a lo largo del periodo de experimentacion.

Al contrario que los casos de implantacion producidos en los fémures, donde se apreciaba
un comportamiento homogéneo entre las diferentes muestras, en el caso de la implantacion
del BioOss® en las tibias, encontramos un comportamiento heterogéneo. Aquellos casos en
los que se han producido reacciones adversas, casos 5 y 6, se detallaran en un apartado al
final de la evaluacion histolégica.
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VALORACION RADIOLOGICA E IMAGEN DE LUPA -

El anélisis radiolégico de las piezas 6seas con los implantes, una vez sacrificadas las
ovejas y cortadas en laminas, nos permite corroborar lo observado hasta ahora con las
imagenes de TAC. En los casos 1, 2, 3 y 4, correspondientes a los fémures, en todos los
defectos se denota una zona altamente radiodensa y homogénea, continua con los laterales
del defecto; estableciéndose un &rea mas o menos definida, de mayor densidad que el hueso
normal adyacente, caracteristica del BioOss®. Se muestran la radiografia del caso 4 (Fig.11).

Fig.11. Imagen radioldgica y foto de lupa correspondiente al Caso 4.

De la misma forma en que encontramos una correlacion entre las imagenes de TAC y
las radioldgicas en los casos de implantacion realizados en fémures, en las tibias aparece la
misma correlacion. Una de las tibias, concretamente el caso 8, muestra una respuesta similar
a otras localizaciones, como los fémures, donde el defecto esta relleno por un material que
tiene gran afinidad radioldgica. No obstante cuando el defecto quirdrgico se extiende hasta la
cavidad medular, normalmente se presentan restos de material en el interior del mismo.

A partir de las fotografias de lupa de las secciones histolégicas de cada muestra,
podemos realizar una valoracion general de cuél ha sido la respuesta tisular frente al material
BioOss® implantado. En el caso de los fémures (casos del 1 al 4), podemos afirmar que el
defecto se encuentra regenerado, mostrando un entramado trabecular que ocupa toda la
cavidad y que se encuentra en continuidad con el hueso adyacente. Ademas la zona externa,
correspondiente a la cortical Gsea, también se ha regenerado, sin desarrollar la formacion de
tejido conectivo (Fig.11).

En el caso de las tibias, encontramos respuestas muy dispares, algunas de las cuales
se detallaran mas adelante, en el apartado de comportamientos adversos. En los casos 7 y 8
el defecto se ha regenerado, del mismo modo que en los fémures. El caso 8 llama la
atencidn, ya que la cavidad del defecto entra en contacto con el canal medular y se aprecia
cémo se ha formado hueso incluso dentro de la médula. Cabe destacar que este hueso
neoformado presenta trabéculas muy delgadas, irregulares y de arquitectura poligonal.
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Fig.13 (2x)

Fig.12 (2x)

Fig.15 (4x)

Fig.14 (2x)
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Fig.12 (caso 3).- Panordmica de la cavidad del defecto rellena por hueso neoformado. Se
muestra un hueso trabecular desorganizado, con trabéculas anastomosadas y aciculares.
Presentan estructuras poligonales debido a los fragmentos de BioOss® integrados en las
trabéculas 6seas. Se observan algunas superficies trabeculares con lineas de osteoide. (2x,
TG).

Fig.13 (caso 10).- Imagen de la zona externa del defecto, donde se pone de manifiesto la
formacion de hueso cortical. Se trata de un hueso inmaduro, con grandes y numerosas
cavidades vasculares. Se muestran espacios en blanco dentro del hueso correspondiente a
zonas de integracion del BioOss®. Se aprecian zonas con osteoide y en los espacios
intertrabeculares encontramos médula adiposa. (2x, TG).

Fig.14 (caso 4).- Panoramica de uno de los laterales del defecto donde se aprecia claramente
la transicion entre las trabéculas neoformadas, que se muestran desorganizadas y finas, y las
trabéculas normales, tipicas de la oveja, que presentan una organizacion paralela entre si y
con grosor mayor. En las cavidades 0seas esta presente la médula adiposa. (2x, TG).

Fig.15 (caso 4).- Imagen de hueso trabecular regenerado donde se reconoce la capacidad de
osteointegracion del material BioOss® en las trabéculas neoformadas. Los espacios en
blanco de las trabéculas corresponden a las zonas de integracion del material y presentan
formas angulares rodeadas de hueso regenerado. Las cavidades trabeculares presentan
médula adiposa. (4x, TG).

Fig.16 (caso 1).- Detalle de una trabécula 6sea neoformada donde se pone de manifiesto la
integracion del material BioOss® en el hueso. La superficie del material que no esta rodeada
por hueso, sino que se encuentra expuesta hacia el espacio medular, se encuentra rodeada por
células gigantes multinucleadas. Del mismo modo, la particula de BioOss® que aparece en
el espacio medular, dentro del tejido adiposo, se encuentra rodeada por células
multinucleadas. Hay zonas en el hueso no mineralizadas, zonas de color rojo, y lineas de
osteoide. (10x, TG).

Fig.17 (caso 1).- Osteointegracion del material BioOss® en las trabéculas dseas
regeneradas. La cavidad medular es de tipo adiposo y encontramos vasos con delgadas
paredes y luces dilatadas. (10x, TG).
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En el caso del BioOss®, la estructura del hueso regenerado que apreciamos mediante
la observacion de las secciones histoldgicas presenta un aspecto singular. Tal y como se
puede apreciar en las imagenes panordmicas tomadas con microscopia Optica (Fig.12-15), el
hueso trabecular regenerado muestra una gran osteointegracion con los restos de material.
Las trabéculas neoformadas no son gruesas, sino que son muy delgadas, de aspecto acicular,
de geometrias muy irregulares y poligonales. Se aprecian grandes huecos en blanco, dentro
de las trabéculas 6seas, debido a que por el proceso de manipulacién y corte de las muestras,
se han levantado los restos de BioOss® integrados en el hueso. Las lineas de osteoide estan
presentes aunque no son muy abundantes. La Fig.13 representa la regeneracion de la parte
cortical del hueso, ya que el entramado dseo presenta una estructura mas compacta y gruesa
que la del hueso trabecular. La Fig.14 evidencia la transicién entre el hueso trabecular
regenerado y el hueso trabecular normal de la oveja, caracteristico al presentar las
trabéculas con una disposicion paralela y ser mas gruesas.

Las Fig.16 y Fig.17 son representativas de la notable osteointegracion que muestra el
BioOss® en asociacion con el hueso trabecular regenerado. En los espacios intertrabeculares
encontramos médula adiposa.

La cavidad medular presenta una vascularizacion abundante en todos los casos de
este grupo.
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CASOS ADVERSOS DE BioOss®.-

Todo lo comentado anteriormente se refiere a la respuesta tisular que provoca el
material BioOss® en los distintos defectos 6seos, con diferente localizacion. Sin embargo,
en 4 de los casos, concretamente los casos 5 y 6 (ambos de tibia) y 9 y 10 (ambos de
hamero), se manifiestan unas reacciones adversas y opuestas a la tendencia general, que se
describiran en este apartado.

ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

A continuaciéon se muestran secuencias de imagenes de TACs (Fig.18 y Fig.19)
realizadas durante el periodo de experimentacion, correspondiente al caso 6 (tibia izquierda)
(Fig.18) y caso 10 (humero derecho) (Fig.19) como ejemplo representativo de las respuestas
adversas (n=4) encontradas en los casos con material BioOss® implantado.

Postoperatorio 8 sem 12 sem 16 sem

Fig.19. Imagenes de TAC del caso 10 durante el tiempo de ensayo.

Encontramos un comportamiento heterogéneo en los defectos realizados en las
tibias izquierdas (casos 5 y 6). De modo que en el caso 5 el defecto se encuentra totalmente
radiotransparente, es decir vacio, donde no se advierten restos de material y el caso 6, tal y
como se muestra en las imagenes de TACs (Fig.18), aunque si que se reconocen restos de
material, debido a su fuerte radiodensidad, en el centro de la cavidad del defecto se distingue
un hueco radioldcido, vacio, ya a las 4 semanas de implantacion.

En relacion a los casos 9 y 10 correspondientes a los himeros, podemos exponer que
se tratan de dos casos excepcionales; en los que, seguramente debido a alguna complicacion
quirargica, ambos casos han desarrollado una pérdida de masa 6sea. Se ha desarrollado una
respuesta tisular que ha provocado gue los defectos aumenten sus dimensiones y no se hayan
regenerado. En estos casos, las imagenes de TAC exponen unos defectos radiotransparentes
(Fig.19).
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VALORACION RADIOLOGICAY FOTOS DE LUPA -

El andlisis radioldgico de los casos que presentan alguna incidencia corrobora lo
observado en las iméagenes de TAC. El caso 6, donde por TAC distinguiamos la cavidad
rellena por BioOss® salvo en la parte central que estaba vacia; en la imagen radiolégica
efectivamente aparece un agujero vacio, radiotransparente, rodeado por un entramado
trabecular mas radiodenso que el hueso adyacente (imagen radiolégica no mostrada).

En relacion a las muestras de los materiales implantados en los humeros,
reconocemos una respuesta tisular no favorable. De forma que se distinguen defectos de gran
tamafio. Uno de ellos vacio, pues se aprecia una zona grande radiotransparente (Fig.20) v el
otro (caso 9) presenta un proceso de encapsulacién del BioOss®, ya que se observa en el
centro del defecto restos de material con cierto grado de radiodensidad dentro de una cavidad
radioldcida, vacia y rodeado por la parte mas externa, por una red irregular y desestructurada
altamente radiodensa.

Fig.21. Imagen radioldgica del Caso 10. Fig.20. Fotografia de lupa del corte histologico
correspondiente al Caso 6.

Por otro lado, mediante la evaluacion de las fotos de lupa de los cortes histolégicos
de los casos adversos encontrados en BioOss®, se confirma que se han producido
complicaciones. Respecto al caso 6, con las técnicas anteriores contemplabamos un hueco
vacio en el centro del defecto. En la imagen de lupa (Fig.21) efectivamente encontramos, en
el centro de la preparacion, restos de material delimitado por tejido conectivo denso. El
encapsulado estd rodeado por hueso trabecular regenerado, incluso llega a cerrar la parte
cortical de la pieza désea. En el caso 5 el defecto ni se ha regenerado ni muestra restos de
material. Encontramos un hueco de gran tamafio, con apenas hueso adyacente y con
formacidn de tejido conectivo denso, donde se reconocen fibras de colageno, rellenando todo
el defecto.

Por dltimo, las imégenes de lupa de los dos humeros ponen de manifiesto las
reacciones adversas que se han producido. En el caso 9, parte del defecto presenta hueso
regenerado con la apariencia caracteristica que provoca el material BioOss® pero también
observamos zonas sin regeneracion 0sea, vacias, que estan rellenas por tejido conectivo. Y en
el caso 10, el defecto presenta grandes dimensiones, sin apenas hueso adyacente y relleno
por tejido conectivo denso.
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Fig.22 (caso 6).- Fotografia panordmica en la que se ponen de manifiesto, los procesos de
encapsulacion de restos de material BioOss®. Se aprecia la formacién de fibras de colageno
dispuestas concéntricamente alrededor del material. Se distingue una formacion de tejido
conectivo que divide en dos el hueco donde se encuentra el material residual. El tejido
conectivo desarrollado es de tipo denso y muestra una gran vascularizacion. (2x, TG).

Fig.23 (caso 6).- Imagen donde se aprecia la transicion entre la cavidad del defecto que no se
ha regenerado y se encuentra ocupada por tejido conectivo denso, y parte la cavidad que se
ha regenerado, mostrando la imagen caracteristica del hueso trabecular neoformado con
restos de BioOss integrados. Las trabéculas Gseas regeneradas muestran una morfologia
acicular, caracteristica de los procesos de osteointegracion de BioOss®. En el tejido
conectivo se distinguen restos de material, de menor tamafio, rodeados por células
multinucleadas. También se hace evidente la alta vascularizacién presente en el tejido
conectivo. (2x, TG).

Fig.24 (caso 5).- Reaccion desmoplésica que ocupa la totalidad del defecto. El tejido
conectivo predominantemente es de tipo denso. En el centro de la imagen se advierte una
reaccion granulomatosa de tipo inflamatorio en relacion con restos de material. (2x, TG).

Fig.25 (caso 9).- Panoramica de una parte del defecto donde se aprecia una de las zonas en
donde se ha desarrollado la formacion de tejido conectivo de tipo denso y no se ha
regenerado. El resto de la imagen muestra un hueso trabecular regenerado, inmaduro, con
gruesas franjas de osteoide, mas notables en aquellas superficies dseas en contacto con el
tejido blando. Cabe destacar que en el entramado trabecular regenerado encontramos
numerosas cavidades 6seas, relacionadas siempre con un vaso sanguineo. Estas cavidades, se
encuentran con gran frecuencia delimitadas por lineas de osteoide. En los escasos espacios
intertrabeculares encontramos tejido conectivo. (2x, TG).

Fig.26 (caso 9).- Otra imagen panoramica de otra zona de la cavidad del caso 9 donde
aparece otra zona sin regenerar, de mayor tamafio, en donde se ha desarrollado la formacién
de tejido conectivo. También se distingue, en la zona superior de la fotografia, una reaccion
granulomatosa con una elevada celularidad de tipo inflamatorio. Alrededor de este hueso
relleno por tejido conectivo encontramos hueso trabecular neoformado. Las trabéculas 0seas
regeneradas son inmaduras y presentan abundantes huecos blancos dentro del entramado
trabecular correspondientes a zonas donde se han integrado restos de BioOss®. En este caso
las cavidades Oseas relacionadas con vasos sanguineos son escasas. Las superficies dseas en
contacto con el tejido blando son las que presentan franjas de osteoide. Los espacios
intertrabeculares estdn ocupados por tejido adiposo y se distingue algin pequefio foco
inflamatorio. (2x, TG).

Fig.27 (caso 10).- Panordmica que muestra la formacion de tejido conectivo que ocupa la
totalidad de la cavidad. Existe una transicion de tejido conectivo de tipo denso, parte derecha
de la imagen, a tipo laxo, en la parte izquierda. Se distinguen numerosos focos de células de
tipo inflamatorio. También se aprecian algunas luces de vasos. (2x, TG).



RESVITADOS

Fig.28 (caso 6).- Imagen a gran aumento donde se ven espiculas 6seas con osteointegracion
de restos de BioOss® dentro del tejido conectivo denso formado en las zonas no regeneradas
mostradas en las Figs.1 y 2. La superficie de BioOss® en contacto con el tejido blando se
encuentra rodeada por células multinucleadas. Es destacable la alta vascularizacién
desarrollada, apareciendo vasos con paredes delgadas y luces dilatadas. (10x, TG).

Fig.29 (caso 5).- Detalle del severo infiltrado de células de componente inflamatorio
desarrollado en el tejido conectivo que ocupa toda la cavidad del defecto. (10x, TG).
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Los casos 5 y 10 muestran el desarrollo de tejido conectivo denso, que ocupa toda la
cavidad del defecto y por lo tanto no hay ninguna sefial de regeneracién dsea. Ademas las
fotos de lupa ponen de manifiesto que el defecto se ha hecho mas grande, han aumentado sus
dimensiones. Por otro lado, los casos 6 y 9, también presentan una respuesta anomala a la
tendencia general. De modo que aungue parte del defecto se ha regenerado, y el hueso
trabecular neoformado presenta la morfologia caracteristica presente cuando se emplea el
material BioOss®, en la parte central de la cavidad no hay hueso. En el hueco aparece tejido
conectivo, incluso se ha desarrollado la formacion de reacciones granulomatosas, debido a la
presencia de abundantes restos de material en contacto con el tejido blando. Debido a esto
encontramos un numeroso componente celular de tipo inflamatorio. Ademas, es notable la
presencia de células gigantes multinucleadas en asociacién a los restos de BioOss® que se
encuentran en contacto con el tejido conectivo, el cual a su vez presenta numerosos vasos
dilatados. En estos dos casos, incluso se ponen de manifiesto procesos de reabsorcion dsea,
demostrada por la presencia de osteoclastos sobre la superficie trabecular 6sea.

Lo que si que podemos afirmar en todos los casos es que el material BioOss®
implantado en los defectos dseos no presenta procesos de necrosis ni tampoco ha
desarrollado médula dsea de tipo hematopoyético.



Tabla resumen del CONTROL 2: BioOss®.-

RESVITADOS

BioOss® | Ubi TAC 8 sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
Regenerado: h.cortical maduro. H.trabrecular:
casol | FI Fuertemente Fuertemente Defecto regenerado Regenerado, trabéculas delgado, poco osteoide, gran osteointegracion.
h radiodenso radiodenso incluso zona cortical. delgadas. Material no osteointegrado rodeado por
células multinucleadas.
, Regenerado: cortical mas evolucionada, mas
Fuertemente Fuertemente Defecto regenerado Regenerado, trabéculas ¢ .
Caso2 | F.D. . . . . delgada. H.trabrecualar acicular, gran
radiodenso radiodenso incluso zona cortical. delgadas. . - . .
osteointegracion de material, poco osteoide.
Caso3 | FD Fuertemente Fuertemente Defecto regenerado Regenerado, trabéculas Regenerado, trab.aciculares, notable
o radiodenso radiodenso incluso cortical. delgadas. osteointegracion, poco osteoide.
Casod | FD Fuertemente Fuertemente Defecto regenerado Regenerado, trabéculas Regenerado, trab.aciculares, notable
o radiodenso radiodenso incluso cortical. delgadas. osteointegracion, poco osteoide.
Radioldcido, de | Radiol(cido, de No regenerado, tejido No regenerado, tej.conectivo denso,
Caso5 | T.I N N No se ve claro. . . .
gran tamafio. gran tamafio. conectivo. granulomas, resp. inflamatoria.
S Gran hueco central con deposito de material
Radiollcidoenla |  Zona central . .
L Regenerado incluso | 1/2 superficial regenerada + 1/2 encapsulado, abundantes osteoclastos,
parte central, | radiollcida. Zona . . , . . .
Caso6 | Tl . - cortical pero hueco | interna: granuloma, abundantes |cél.multinucleadas y resp.inflamatoria. Muchos
cortical levemente superficial - )
. . central. restos de material. vasos. Resto del defecto reg. con hueso mas
radiodensa radiodensa -
compacto con cavidades vasculares.
Fuertemente Fuertemente No regenerado gran | No hay corte, pieza del defecto
Caso7 | T.D. . . ¢ . d y P . No evaluable.
radiodenso radiodenso zona radiodensa. vacia.
- 3/4 superficie . .
1/2 superficial . P , N Se ha cogido una parte pequefia del defecto.
. radiotransparente S6lo aparece una pequefia parte ) . -
Caso8 | T.D. | radiolucida + 1/2 . No evaluable. Regenerado, trab.finas, osteointegracion de
. . +1/4int. del defecto. Regenerado. N .
interna radiodensa. ; material, médula adiposa.
radiodensa.
Defecto llega al canal .
) g - ) Regenerado: h.cortical notablemente
Fuertemente Fuertemente médular, radiodenso | Regenerado. Hueso trabécular . . .
Caso9 | T.D. . . vascularizado. H.trabecular fino, acicular.
radiodenso radiodenso pero no con estructura delgado. L ) .
Espacio intertrab. con médula adiposa.
trabecular.
- - Cortical fuertemente
Zona superficial | Zona superficial . Regenerado aungue con huecos con
. . radiodensa, zona poco . . ) . .
radiodensa, el radiodensa, el . Regenerado, aungue con huecos tej.conectivo y células inflamatorias.
Caso 10 | H.D. radiodensa en el centro, .
resto levemente | resto levemente lo dems con restos mat. Granulomas. Predominio h.compacto con abundantes
radiopaco. radiopaco. . cavidades vasculares.
radiotransparente
Radiollicido, de gran | Grantamafio, no regenerado No regenerado, te.conectivo denso, resp.
Caso 11 | H.D. | Radioltcido. Radioldcido. 069 ' g ' inflamatoria. EI hueso adyacente presenta

tamafio.

Tejido conectivo denso.

osteoclastos, gran reabsorcion.
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CONTROL 3: Cerasorb® (3-TCP)

Corresponde al grupo de defectos (n=6) rellenos con el material comercial
denominado Cerasorb®, cuya composicion es la ceramica sintética p-TCP. La utilizacion del
TAC nos permite realizar el analisis de la evolucion de las cavidades, en relacion con los
signos de regeneracion 6sea debido al empleo del Cerasorb®. Del mismo modo que en el
resto de grupos, a continuacion se muestra la secuencia de imagenes de TAC (Fig.30)
representativas de la respuesta que encontramos en los defectos con granulos de Cerasorb®
implantados, correspondientes al caso 6 (humero derecho). La relacién de los 6 casos
estudiados y su correspondiente localizacion ésea es la siguiente: Caso 1: F.I., Caso 2: F.D.,
Caso 3: T.l., Caso 4: T.D., Caso 5: H.l., Caso 6: H.D.

Postoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem

Fig.30. Secuencia de imégenes centrales de TACs del caso 6 realizadas durante todo
el periodo de experimentacion con intervalos de 4 semanas, representativas del
comportamiento que presenta el material Cerasorb® colocado en los defectos 6seos.

Las imagenes de TACs de los defectos dseos con el material Cerasorb® implantado
son similares en todos los casos, salvo en el caso 5, el cual se ha descartado debido a que la
lesion dsea se realizo en la zona metafisaria, afectando el cartilago articular y modificando
por tanto la respuesta tisular, provocando un efecto adverso. Por todo ello, no se va a evaluar.
El resto de los casos, en la imagen de TAC de la 4% semana de estudio, muestran elevados
signos de radiodensidad, mucho mayores que los del hueso normal adyacente. Esta
radiodensidad, debida al material Cerasorb®, puede ocupar por completo la cavidad, como
ocurre en los casos 1 y 6, o casi por completo en los casos 2, 3 y 4, donde la zona externa,
correspondiente a la cortical, es radiollcida. A las 8 semanas de experimentacion,
encontramos niveles de radiodensidad menores, como ocurre en los casos 1 y 6, donde la
cavidad del defecto a las 4 semanas de estudio era en su totalidad radiodensa, en este tiempo
de experimentacion Unicamente la mitad mas profunda del defecto es radiopaca, siendo la
mitad externa radiotransparente. Esta sefial radioldgica indica una pérdida inicial de material
en la parte externa del defecto. Mientras que por otro lado, las imagenes de TAC de los casos
2, 3 'y 4 practicamente no muestran diferencias a lo largo del tiempo, mostrando en la parte
superficial del defecto una pequefia zona radiotransparente, presentando elevados niveles de
radiopacidad en resto de la cavidad. (Imégenes no mostradas). La leve diferencia que
podemos apreciar es que en las imagenes de TAC a las 8 semanas de experimentacion, la
distribucién de la radiodensidad es homogénea, mientras que a las 16 semanas, se aprecian
pequefias zonas radiotransparentes dentro de las cavidades radiopacas debido a la
desaparicion de restos de material y la progresiva formacién 6seo trabecular.
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VALORACION RADIOLOGICA E IMAGEN DE LUPA -

Las radiografias nos permiten realizar un diagndstico mediante imagen y
relacionarlas con los signos radiolégicos presentes en los TAC. Tal y como se observo en las
imagenes de TAC del caso 6 a las 16 semanas, la imagen radioldgica del caso 1 muestra
como se ha restablecido la continuidad radiol6gica entre el hueso regenerado en el defecto y
el hueso adyacente, presentando el defecto con una radiodensidad similar al hueso normal,
con organizacion trabecular (Fig.31). Aunque en el caso 1 y 6, encontramos estos signos
Unicamente en la mitad mas interna del defecto, ya que la mitad yuxtacortical se muestra
radiotransparente, el resto de los casos también muestran una zona radiollcida en la zona
maés externa del defecto, de menor extension, presentando una proporcion mayor del defecto
radiodenso.

Fig.31. Imagen radiolégica y foto de lupa del corte histolégico correspondiente al caso 1.

Por otro lado, mediante la observacién de las fotografias de lupa de los cortes
histoldgicos podemos hacer una valoracion de la respuesta tisular provocada en los
diferentes casos. En todos los casos se ponen de manifiesto procesos de regeneracién 6sea en
mayor o en menor medida. Comenzando por los que mayores niveles de reparacion muestran
encontramos los casos 1, 2 y 3. Como ejemplo representativo de la respuesta tisular
provocada frente a la implantacion del material Cerasorb® se muestra la imagen del lupa del
caso 1. Se diferencia un hueso trabecular neoformado, cuyas trabéculas son gruesas,
desorganizadas y estan en continuidad con el hueso adyacente. Se distingue la transicion
entre las trabéculas del hueso normal adyacente y las regeneradas. La formacion de hueso
trabecular ocupa Unicamente la mitad mas interna del defecto, desarrollando en la zona
superficial la formacién de tejido conectivo de tipo laxo (Fig.31), o denso, como ocurre en el
caso 3.
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EVALUACION HISTOLOGICA.-

Fig.33 (2x)

Fig.32 (2x)

Fig.35 (2x)

Fig.34 (2x)
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Fig.38 (10x) Fig.39 (10x)
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Fig.32 (caso 1).- Panordmica en donde se puede apreciar la regeneracion 6sea del defecto.
Encontramos hueso neoformado trabecular, con trabéculas muy gruesas sin apenas cavidades
vasculares en transicion con trabéculas algo mas finas y con mas espacios entre ellas. Se
diferencian algunas superficies 6seas con franjas de osteoide, aunque no es muy abundante.
En los espacios medulares hayamos tejido conectivo de tipo laxo. (2x, TG).

Fig.33 (caso 2).- Imagen panordmica que muestra hueso cortical regenerado, con unidades
de remodelacién, ya que encontramos cavidades asociadas a vasos sanguineos. Se aprecia
una transicion a un hueso regenerado con gruesas trabéculas. En la zona méas externa del
defecto se ha desarrollado tejido conectivo de tipo laxo y la superficie 6sea en contacto con
él presenta una franja de osteoide. (2x, TG).

Fig.34 (caso 3).- Imagen donde se pone de manifiesto la notable deficiencia de
mineralizacion del hueso trabecular neoformado. El hueso regenerado estd formado por
trabéculas gruesas, desorganizadas y anastomosadas. (2x, TG).

Fig.35 (caso 2).- Panordmica que muestra la transicion entre las trabéculas normales, que
son delgadas y tienen una distribucion paralela, a trabéculas regeneradas, que son gruesas y
desorganizadas. En los espacios intertrabeculares encontramos tejido conectivo de tipo laxo.
(2%, TG).

Fig.36 (caso 4).- Imagen del centro de la cavidad del defecto, en el que predomina la
formacién de tejido conectivo de tipo laxo. Se distinguen pequefias espiculas dseas
neoformadas con abundantes franjas de osteoide en su superficie y zonas con deficiencia en
mineralizacion. (2x, TG).

Fig.37 (caso 6).- Panoramica donde aparece el desarrollo de tejido conectivo de tipo denso
en la mitad externa del defecto. Este tejido conectivo se encuentra altamente vascularizado.
El hueso que lo rodea muestra trabéculas gruesas, cuyas superficies dseas en contacto con el
tejido dseo tienen lineas de osteoide. (2x, TG).

Fig.38 (caso 1).- Imagen a gran aumento de la zona superficial tefiida con la técnica de Von
Kossa. De este modo los restos de material adquieren un color negro-marrén, y se
encuentran rodeados por escasas células multinucleadas, dentro del tejido conectivo de tipo
laxo formado. Se distingue también algun vaso sanguineo. (10x, VK).

Fig.39 (caso 3).- Fotografia a gran aumento donde aparecen trabéculas dseas neoformadas,
con gruesas lineas de osteoide en su superficie. En el espacio intertrabecular se ha
desarrollado una respuesta celular de tipo inflamatorio, ademas de aparecer vasos
sanguineos. (10x, TG).
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Podemos concluir diciendo que el material comercial Cerasorb® en todos los casos
ha provocado la regeneracién del defecto, aunque Unicamente el caso 2 es el que presenta
casi la totalidad de la lesién regenerada. En los demas casos, en mayor o en menor medida,
la zona externa del defecto, correspondiente a la zona cortical, se ha desarrollado la
formacién de tejido conectivo, provocando una diferencia de altura entre el hueso cortical
del hueso adyacente al defecto y el hueso cortical regenerado. Es preciso destacar que el
material Cerasorb® provoca la formacién de una especie de hueso cortical inmaduro, en la
zona mas externa del defecto. Este hueso cortical inmaduro se caracteriza por presentar
escasos espacios medulares, pero no obstante tiene abundantes cavidades dseas, relacionadas
siempre con un vaso sanguineo. Estas cavidades, se encuentran con gran frecuencia
delimitadas por lineas de osteoide. Ademas se aprecia la transicion desde el hueso cortical
regenerado a un hueso con trabéculas gruesas, desorganizadas y anastomosadas. En los casos
2, 4y 6 ademas se observan procesos de osteointegracion de restos de material dentro de la
matriz 6sea, aunque debido al procesado de las muestras, en las imagenes microscopicas las
zonas donde estaria integrado el material aparecen en blanco, al desprenderse los restos de
Cerasorb®. Al presentarse esta transicion entre dos tipos de tejido 6seo, podemos afirmar
que se trata de un estadio de regeneracion avanzado, ademas de que hemos encontrado
procesos de remodelacion. En los casos 1, 4 y 6 se han detectado procesos de reabsorcion
6sea mediados por hileras de osteoclastos, acoplados a frentes osteoblasticos encontrados
debajo de las franjas de osteoide. Los casos 2 y 3 son los que muestran mayor actividad
osteogénica ya que se aprecian numerosas superficies dseas con franjas de osteoide.

El hueso trabecular regenerado muestra otros signos de inmadurez como puede ser
las abundantes zonas deficientes de mineralizacion, mayoritarias en el caso 3.

La continuidad 6sea con respecto al hueso adyacente es correcta y apreciable sobre
todo en los casos 1y 2.

En el caso 4 la regeneracién del defecto se ha producido de una manera heterogénea
y descompensada, ya que la zona cortical presenta un hueso cortical regenerado e inmaduro
y por debajo de esta formacidn la cavidad ha desarrollado la formacion de tejido conectivo
laxo, donde encontramos pequefias espiculas 6seas neoformadas. Estas espiculas muestran
lineas de osteoide y zonas aln no calcificadas. Se aprecia una transicion desde tejido
conectivo laxo a adiposo. Esta formacion anémala puede deberse a que dentro del tejido
conectivo se han encontrado abundantes restos de material que han tardado mas en
reabsorberse y han retardado los procesos de regeneracion 6sea.

En relacion al desarrollo del tejido conectivo formado en la zona exterior, suele
encontrarse en él restos de material de pequefio tamafio, asociado a escasas células
multinucleadas. En todos los casos excepto en el caso 2, se han detectado pequefios focos
celulares de componente inflamatorio, como leucocitos y linfocitos. Ademas hay que
destacar la notable vascularizacion presente en el tejido conectivo, sobre todo en los casos 3
y 6. Incluso se han distinguido numerosos hematies en el interior de los vasos.

Es caracteristico de este material, que incluso macroscopicamente los restos son
apreciables y translucidos.
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Tabla resumen CONTROL 3: Cerasorb®.-

Cerasorb®| Ubi TAC 8 sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
Mitad interna del defecto regenerada,
Formacion de hueso resto desarrollo de tejido conectivo.
. . Defecto regenerado en la . .
Radiodenso mitad . . o trabecular que ocupa Aparecen restos de material. Espacios
- Radiodenso mitad mitad interna del L . : - A
interna del . Gnicamente la mitad intertrabeculares con tejido conectivo
X interna del defecto. defecto.Presenta un . o
Casol |F.l.| defecto. Mitad . interna del defecto, laxo y elevada vascularizacién. Procesos
Mitad externa entramado trabecular. i , =
externa - . desarrollando en lazona | de remodelacién. Algin pequefio foco
. radiotransparente. Resto de la cavidad . " . . . . .
radiotransparente. . superficial tejido conectivo | inflamatorio y células multinucleadas.
radiotransparente . o
de tipo laxo. Transicion hueso regenerado a hueso
normal adyacente.
Se ha restablecido la Regeneracion que llega Regenerada aunque no se recupera la
continuidad radiol6gica | hasta la zona cortical. Se | cortical. Hueso trabecular neoformado,
Radiodenso casi | Radiodenso completo | del fémur, presentando el diferencia un hueso cuyas trabéculas son gruesas,
Caso2 |FD completo, menos | menos zona superior defecto con una trabecular neoformado. Se | desorganizadas, con osteoide y estan en
en la zona algo embebida y radiodensidad similar al distingue la transicion continuidad con el hueso adyacente.
superficial. radioltcida. hueso normal, con un entre las trabéculas del |Zona interna: zonas sin hueso, con tejido
aspecto trabecular hueso normal adyacentey | adiposo, debido a que llega al canal
organizado. las regeneradas. medular.
Radiodenso casi . . L
Radiopacidad similar a la
completo, menos una
~ del hueso adyacente, .
pequefia parte en la Regenerado menos en la zona cortical
aunque con una . -
. . zona externa. La L . Formacién de hueso que se encuentra embebida,ocupada por
Radiodenso casi . . organizacion heterogénea. " .
radiodensidad no ; trabecular que ocupa los tejido conectivo. Hueso regenerado
completo, menos X Se intuye un entramado . . X °
- homogénea, presenta . 2/3 de la zona interna del inmaduro. Trabéculas dseas
Caso 3 | T.l |una pequefa parte trabecular radiodenso A
un entramado . defecto, desarrollando en | neoformadas gruesas, desorganizadas y
en la zona . L desorganizado que ocupa . L P
radiopaco similar al : R la zona externa tejido actividad osteogénica. Elevada
externa. casi la totalidad del . . N "
trabecular, con huecos conectivo de tipo denso. vascularizacion. Pequefios focos
. defecto, excepto en la . . i .
radiotransparentes . inflamatorios. Células mutlinucleadas.
- - zona externa, que es mas
debido a los espacios
tenue.
trabeculares.
En la mitad externa se
muestra una franja con
- Zona externa aparece una
altos niveles de -
. . . . franja ancha formada por
Radiodenso casi radiopacidad en - [
L un hueso regenerado Zona superficial: formacion 6sea, resto
completo, menos una continuidad con los K . . .
. . o i - predominantemente de tipo|  desarrollo de tejido conectivo con
Radiodenso casi | pequefia parte en la rebordes 6seos. Sin - - . .
cortical, debido a las espiculas 6seas, ya que alcanza el canal
completo, menos | zona externa. Presenta embargo en la zona . . L .
Caso4 |T.D. . . . . escasas cavidades medular. Gran interaccion material-
en lazonamas | menor radiodensidad, interna del defecto, en . .,
vasculares. Debajo de esta hueso. Procesos de remodelacion.
externa. sobre todo en la zona contacto con el canal L B o - . .
formacion 6sea, la cavidad | Pequefios focos inflamatorios. Células
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GRUPO I:

RESVITADOS

El grupo 1 esta formado por seis materiales A, B, C, D, E y F en los que los granulos
de monetita pueden presentar o no sustitucién ionica, y como fuente de silicio presentan ps-
wollastonita y/o gel de silice. Estos materiales tienen en comun que la fuente de monetita y
gel de silice son la ps-wollastonita y el cido fosforico. En este grupo se estudi6 la influencia
de sustituir parcialmente el calcio de la monetita por Mg o por Zn, asi como la influencia de
sustituir parte de la monetita por fosfatos de calcio menos solubles como la CDHA o el -

TCP.

Tabla 9. Composici(’)n de cada material perteneciente al grupo 1.

60
59
60
63
46

34 6
31 3
34 6
19
14

Tabla 10. Namero de casos realizados de cada material y su localizacion Gsea.
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H.l 10 H.1Y 11: H.D.
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.5 H.IY 6: H.D.
.5 H.IY 6: H.D.
.5 H.IY 6: H.D.
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ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

A continuacion se van a mostrar las imagenes de TAC de la parte central de las
piezas 6seas de las respuestas mas representativas presentes en los materiales pertenecientes
a este grupo. La tendencia general es la de encontrar imagenes de TAC con escasa captacién
radioldgica desde la 8% semana de experimentacion.

Postoperatorio 8 sem 12 sem 16 sem

Postoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 16 sem

Fig. 41. Imagenes de TAC del caso 4 del material D.

Se han seleccionado estos dos casos como ejemplos representativos de la respuesta
general encontrada en los materiales pertenecientes al grupo I. De esta forma, tal y como se
aprecia en la Fig.40, a la 8% semana de experimentacion, la sefial radioldgica es muy tenue,
mostrando un pequefio punto radiodenso y difuso en la zona central de la cavidad 6sea que
es radiolucida. A la 12% semana, el defecto no presenta ninguna sefial radiodensa,
mostrandose completamente radiotransparente y por lo tanto vacio, manteniéndose asi hasta
las 16 semanas de estudio.

La otra manifestacion radioldgica que presentan parte de los materiales del grupo |,
mostrada en la Fig. 41, es que el punto radiodenso que aparece en la imagen de TAC a las 8
semanas, en comparacién con el caso anterior, es de mayor tamafio, ocupando gran parte de
la cavidad. Este punto radiopaco se encuentra aislado, sin continuidad con el reborde 6seo
adyacente. Esta captacion radiolégica se mantiene durante todo el ensayo, aunque su tamafio
disminuye progresivamente de forma paulatina, de modo que a las 16 semanas, Unicamente
se distingue un pequefio punto radiopaco en el centro, mostrandose el resto de la cavidad
radiotransparente.

Por lo tanto, este conjunto de imagenes de TAC resumen el comportamiento de todos
los materiales pertenecientes al grupo |, incluso el de los materiales E y F cuyas
composiciones quimicas difieren del resto al presentar B-TCP. De esta forma podriamos
indicar que en el anlisis de imagenes de TAC no encontramos diferencias entre los
materiales.
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VALORACION DE LAS IMAGENES RADIOLOGICAS Y DE LUPA DE LOS
CORTES HISTOLOGICOS.-

A partir de las imagenes radioldgicas de las lonchas de las piezas Gseas ya extraidas,
y disecadas una vez sacrificadas las ovejas, podemos ver si existe una correlacion con la
valoracion realizada mediante las imagenes de TAC en distintos tiempos y la imagen
radiolégica una vez finalizado el tiempo de experimentacion. Ademas las fotos de lupa de las
secciones histol6gicas mostradas a continuacion, ponen de manifiesto las respuestas tisulares
méas comunes provocadas frente a la implantacion de los materiales pertenecientes al grupo 1.
De este modo podemos relacionar los signos radioldgicos encontrados hasta ahora con los
procesos biologicos que se manifiestan en los defectos a las 16 semanas de experimentacion.

Fig.42. Imagen radiologica correspondiente al caso 3 del material F y su correlativa
fotografia de lupa del corte histoldgico.

FR/ /)
Fig.43. Imagen radioldgica correspondiente al caso 3 del material A y su correlativa
fotografia de lupa del corte histoldgico.

Como ejemplo se han escogido las radiografias correspondientes a las respuestas
mas representativas de los materiales del grupo I. En la Fig.42 la radiografia muestra una
cavidad totalmente radiotransparente, sin ningln tipo de captacion radioldgica, simbolo de
que no se ha regenerado el defecto. La imagen de TAC correspondiente a este caso, seria la
misma que la presentada en la Fig.40. Por otro lado, la imagen de lupa de la Fig.42
demuestra que la formacién de hueso es nula y que la cavidad se encuentra ocupada por la
formacidn de tejido conectivo. En el hueso adyacente se puede distinguir una cierta respuesta
a la generacion del defecto éseo, de forma que ha reaccionado formando hueso, mostrando
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trabéculas regeneradas méas gruesas, anastomosadas y con cierta actividad osteogenica, al
apreciarse lineas de osteoide (de color rojo).

En relacién a la Fig.43 pone de manifiesto el comportamiento radiolégico y la
imagen de lupa que presentarian aquellos casos que mostraran las imagenes de TAC de la
Fig. 41. La radiografia de la Fig.43 presenta ausencia de radiodensidad debida a la nula
captacién del calcio en el defecto dseo, signo de que no se ha regenerado, de modo que se
distinguen las lesiones oOseas radiollcidas, con forma cilindrica y pequefios puntos
radiodensos repartidos homogéneamente, que pueden corresponder a restos de material.
Ademas se puede diferenciar el contorno del defecto dseo debido a que existe una gruesa
linea radiodensa que lo delimita. Finalmente la imagen de lupa, corrobora lo observado
previamente en la radiografia, al mostrar defectos no regenerados, donde se ha desarrollado
tejido conectivo y se distinguen numerosos restos de material dentro del tejido blando. Estos
restos corresponden a los puntos radiopacos que aparecen en la radiografia.

Por lo tanto, la respuesta general de estos materiales es que no presentan reparacién
radiolégica de los defectos Gseos, ya que se distingue o bien una cavidad completamente
radioldcida, o bien pequefios puntos levemente radiodensos aislados, manteniéndose el resto
radiotransparente. Este comportamiento implica que no se ha producido una regeneracion
Osea del defecto, hecho evidente al observar en las fotos de lupa la formacién de tejido
conectivo que ocupa la totalidad del defecto.
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VALORACION HISTOLOGICA -

A continuacién se van a mostrar las imagenes microscépicas mas representativas de
los cortes histolégicos correspondientes a los materiales pertenecientes al grupo |. De esta
forma veremos que las respuestas bioldgicas predominantes en este tipo de materiales, en su
mayor parte, son comunes para todos ellos, al igual que hemos visto comportamientos
similares mediante la evaluacion de imagenes de TAC, radioldgicas y de lupa. Sin embargo,
para algunos comportamientos, se pueden hacer dos subgrupos dentro del grupo I. Al final de
este apartado agruparemos por un lado los materiales A, B, Cy D y por otro E y F, ya que en
relacion a la respuesta biologica muestran leves diferencias, importantes de resefiar a nuestro
juicio.

A partir de la evaluacion histoldgica de la respuesta tisular desarrollada frente a la
implantacion de los materiales del grupo I, podemos afirmar que no existe regeneracion 0sea
del defecto. La cavidad del defecto se encuentra ocupada por tejido conectivo de tipo laxo o
denso, con una gran vascularizacion, mas abundante en la zona superficial del defecto. El
componente celular presente en el tejido conectivo es elevado y en su mayor parte de tipo
inflamatorio. Algunos de ellos han desarrollado procesos inflamatorios crénicos, por la
presencia de células plasmaticas aungue en los materiales B 'y D no se han encontrado
procesos inflamatorios de tipo crénico, aunque si agudos. También son destacables las
formaciones granulomatosas formadas en relacion a restos de material no reabsorbidos. Otra
de las respuestas tisulares destacables es que en todos los materiales, salvo en los materiales
Dy F, ha habido algun caso que mostraba signos de necrosis tisular,

Por otro lado, se van a mostrar imagenes histologicas que van a poner de manifiesto
las diferencias, en relacion a las respuestas tisulares, encontradas entre los materiales que
conforman el grupo 1.
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Fig.44 (caso 5, F).- Fotografia que muestra diversas formaciones granulomatosas, con un
elevado componente celular inflamatorio. El tejido conectivo formado presenta una notable
vascularizacion sobre todo en la zona superficial del defecto. Los vasos presentan finas
paredes con luces grandes y dilatadas. (2x, TG).

Fig.45 (caso 1, B).- Imagen representativa del centro de la cavidad donde se ha desarrollado
tejido conectivo denso, donde se aprecian las fibras de colageno (de color rosado) y focos
localizados de componente inflamatorio. (4x, TG).

Fig.46 (caso 3, F).- Muestra el tejido conectivo formado, donde se distingue alguna fibra de
colageno (color rosado) y un importante infiltrado inflamatorio. (4x, TG).

Fig.47 (caso 1, F).- Detalle de una prominente respuesta inflamatoria con abundante
celularidad que rodea a un resto de material. Todo ello desarrollado dentro de un tejido
conectivo denso. (10x, TG).

Fig.48 (caso 5, E).- Detalle de una zona de tejido necrosado, donde se observan los nicleos
picnéticos de las células apoptéticas. (20x, TG).

Fig.49 (caso 5, C).- Imagen de gran aumento que pone de manifiesto la presencia de células
plasmaticas, que son un indice de respuesta inflamatoria de tipo crénico, presente en la mitad
de los casos 3, 4 y 5 del material A. (40x, TG).

Fig.50 (caso 2, B).- Imagen panordmica de la zona central del defecto, en donde se ha
desarrollado la formacién de tejido conectivo y se localizan grandes restos de material.
Ademas aparece un abundante componente celular de tipo inflamatorio, sobre todo alrededor
del material remanente. (2x, TG).

Fig.51 (caso 5, E).- Panoramica que representa la parte central se distingue una zona de
tejido necrosado, dentro del tejido conectivo formado. Aparecen también fibras colagenas
delimitando la zona necrosada y una elevada celularidad. (2x, TG).

Fig.52 (caso 6, B).- Detalle del tejido conectivo formado, con fibras colagenas. Aparecen
particulas de material remanente, algunas de ellas en el interior de los macrofagos ya que han
sido fagocitadas. (10x, TG).

Fig.53 (caso 4, D).- Detalle de una célula gigante multinucleada que rodea casi por completo
un resto de material de gran tamafio. Ademas aparecen numerosas células multinucleadas, de
menor tamafio, ocupando todo el espacio de la cavidad, en asociacion con particulas de
material. Se observa también un vaso sanguineo. Imagen del caso 4. (20x, TG).

Fig.54 (caso 11, A).- Imagen en detalle donde se aprecia un gran resto de material delimitado
por células multinucleadas. El tejido conectivo esta totalmente ocupado por una severa
infiltracion de células multinucleadas. (10x, VK).
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Fig.55 (caso 6, A).- Aparecen restos de material de gran tamafio y células multinucleadas
rodeando restos de material mas pequefios. También se diferencian macréfagos con
particulas de material en el interior de su citoplasma. (10x, TG).

A partir de la evaluacion histoldgica podemos apreciar algunas diferencias entre los
materiales E y F del resto. Se distinguen, por un lado grandes restos de material que aln no
han sido reabsorbidos y por el otro, la ausencia de pequefias particulas, a la vez que también
es escasa 0 casi nula la presencia tanto de macrdfagos como de células gigantes
multinucleadas. En ambos casos destaca que el predominio celular es del tipo mononuclear
inflamatorio, siendo de tipo cronico en la mayoria de los casos, con presencia de células
plasmaticas.

Sin embargo en el resto de los materiales pertenecientes al grupo |, encontramos una
respuesta celular totalmente opuesta en donde predomina la presencia de células gigantes
multinucleadas y macrdfagos en asociacion con restos de material de pequefio tamafio. De
hecho, se pueden diferenciar restos de material en el interior del citoplasma de los
macrdfagos debido a procesos de fagocitosis.

A pesar de estas diferencias, ninguno de estos materiales ha inducido la regeneracion
del defecto 6seo. Sin embargo hemos considerado oportuno hacer una consideracion en
relacién a tres de los casos (1, 7 y 9) del material A y dos de los casos (2 y 4) del material B;
ya que en estos casos se han encontrado signos de regeneracion dsea. Los defectos en estos
casos presentan areas ocupadas por hueso regenerado, en las que la mayor parte adquieren
una organizacion de hueso trabecular, aunque la regeneracion dsea también se ve
representada por la formacion de espiculas 6seas. Estos casos se detallaran a continuacion
como casos excepcionales y se analizaran siguiendo la misma dindmica que para los
anteriores casos, comenzando con la valoracion de las iméagenes de TAC.

ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

A continuacién presentamos las imagenes de TAC tomadas de la parte central de la
pieza 6sea donde se implanté el material A durante el periodo de experimentacion. Estas
iméagenes son representativas de aquellos casos en donde se han producido méximos signos
de regeneracion 6sea, tal y como se han detectado en los casos 1,7 y 9 del material A y caso
2 y 4 del material B.

Postoperatorio 8 sem 12 sem 16 sem

Fig.56. Secuencia de imagenes de TAC correspondientes al caso 1 del material A.
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En la Fig.56 vemos como el defecto presenta una elevada captacion radioldgica a lo
largo de todo el ensayo, mostrando toda la cavidad radiodensa de mayor intensidad que el
hueso normal y continua entre los extremos del defecto; aunque progresivamente, en la zona
externa del defecto se va perdiendo radiodensidad a lo largo del experimento. De este modo,
a las 16 semanas la imagen de TAC presenta la cavidad del defecto con una elevada
radiopacidad excepto en la parte méas externa, donde aparece una zona radiotransparente que
se invagina levemente hacia el interior de la cavidad.

VALORACION DE LAS IMAGENES RADIOLOGICAS Y DE LUPA DE LOS
CORTES HISTOLOGICOS.-

A partir de las imagenes radioldgicas podemos ver si existe una correlacion con la
valoracién realizada mediante las imagenes de TAC en distintos tiempos y la imagen
radiolégica una vez finalizado el tiempo de experimentacion.

En la radiografia que muestra la Fig.57 se detectan signos de reparacion dsea
radioldgica, de forma que el defecto muestra una radiodensidad homogénea y contina con
el hueso adyacente, en toda la cavidad del defecto. Estos signos son tan similares a la
radiopacidad del hueso normal que en la imagen radioldgica no es posible discriminar
facilmente la localizacion los defectos 6seos regenerados, por eso se ha encuadrado.

Fig.57. Imagen radiol6gica y foto de lupa del corte histolégico correspondiente al
caso 1 del material A.

Las fotos panoramicas de lupa de las secciones histoldgicas permiten obtener una
vision conjunta y general de la apariencia del defecto. En relacion a la foto de lupa de la
Fig.57, es muy ilustrativo ver como se aprecia la formacion de un entramado trabecular
desorganizado. Las trabéculas regeneradas muestran osteointegracion de material y se
encuentran en continuidad con el hueso adyacente. Sin embargo, la zona superficial del
defecto, correspondiente a la zona cortical, tal y como se apreciaba en las imagenes de TAC
mediante una zona radiotransparente, no se ha regenerado, si no que se ha desarrollado la
formacién de tejido conectivo.
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VALORACION HISTOLOGICA -

Seguidamente se van a analizar las imagenes microscopicas de los cortes
histoldgicos de aquellos casos que presentan signos regeneracion désea. En estos casos el
hueso trabecular neoformado ocupa casi la totalidad de la cavidad menos en la zona
superficial, donde se ha formado tejido conectivo de tipo laxo. En el caso 7 del material A
aunque también apreciamos la formacion de trabéculas regeneradas, ésta no se encuentra tan
desarrollada, ya que solo aparece regeneracion en la mitad interna del defecto,
manteniéndose el resto ocupado por tejido conectivo. El hueso trabecular regenerado en
estos casos, presenta trabéculas desorganizadas, anastomosadas, con gran osteointegracion
del material y zonas con grandes depoésitos de matriz organica ain no mineralizada. Sin
embargo, en los espacios intertrabeculares encontramos tejido conectivo con una infiltracién
severa de células multinucleadas y macréfagos asociados a numerosas particulas de material
remanentes. Es preciso destacar, que en todos los casos donde el defecto se encuentra
regenerado, la zona cortical no lo esta. Presenta un hundimiento, encontrandose la formacion
6sea en un nivel mas bajo que el nivel en el que se encuentra la cortical del hueso normal
adyacente. Esta diferencia de altura en la zona del periostio esta ocupada por la formacion de
tejido conectivo.

En dos de los casos del material A, el 1y 7 la vascularizacion es destacable (Fig.60);
y en los casos 7 y el 9, se distingue la transicion de tejido conectivo a adiposo (Fig.61).
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Fig.58 (caso 4, B).- Panordmica que muestra un hueso desorganizado, con trabéculas
gruesas, anastomosadas, en cuyas superficies dseas presenta lineas de osteoide. Dentro de las
trabéculas aparecen zonas blancas, correspondientes al lugar que ocupaba el material
integrado en ellas, que debido a los procesos de manipulacion se ha perdido. En los espacios
intertrabeculares se ha desarrollado tejido conectivo donde aparecen particulas de material.
(2x, TG).

Fig.59 (caso 4, B).- Corresponde a una imagen panoramica tefiida con la técnica de Von
Kossa. Se puede apreciar el correcto grado de mineralizacion del hueso trabecular
neoformado, ya que presenta una coloracién negra homogénea. Las zonas en rojo indican
una deficiencia de mineralizacion del hueso. Al igual que la Fig.58, las zonas blancas dentro
de las trabéculas corresponden a los lugares de integracion del material. (2x, VK).

Fig.60 (caso 7, A).- Detalle del hueso trabecular neoformado. Se aprecia una gran actividad
osteosintética ya que toda la superficie trabecular presenta zonas ain no calcificadas. Las
trabéculas estan muy desorganizadas. En los espacios medulares encontramos numerosas
células multinucleadas y macréfagos con restos de material fagocitados. Se percibe algin
vaso de pequefio diametro. (10x, TG).

Fig.61 (caso 9, A).- Imagen a gran aumento que presenta una espicula dsea regenerado, con
notable osteointegracion de restos de material. Gran parte del material presenta zonas con
matriz organica aun no calcificada. La espicula 6sea se encuentra rodeada por tejido adiposo.
(10x, TG).

En resumen, podemos considerar que la respuesta comin encontrada entre los diferentes
materiales que conforman el grupo | es la ausencia de regeneracion dsea, ya que predominan
las cavidades con desarrollo de tejido conectivo. Dentro del grupo | podemos hacer dos
subgrupos, discriminando por un lado aquellos materiales (E y F) compuestos por un
elevado contenido de B-TCP y una menor concentracion de gel de silice, en comparacion con
el resto de materiales pertenecientes al grupo | (A, B, C y D). La respuesta encontrada frente
a la implantacion de los materiales E y F es la formacion de tejido conectivo pero que no
llega a ser de tipo denso como en el resto de los materiales. En estos casos encontramos
grandes restos de material, tanto de pequefio como de gran tamarfio asociado una respuesta
celular de tipo inflamatorio. Por el contrario, en los materiales A, B, C y D, aunque también
encontramos restos de material, éstos son de pequefio tamafio y estan asociados a células
gigantes multinucleadas y macrofagos. Es preciso destacar que en algunos de los casos de los
materiales A y B se han encontrado signos de regeneracion 6sea como se ha comentado con
detalle anteriormente.
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Tabla resumen del GRUPO I: material A.-

Grupo I: . . " q -
p_o Ubi TAC 8 sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
material A
No se ve muy clara, pero . . Zona cortical: tejido conectivo con restos de
Defecto con una Defecto con una Y p Zona cortical embebida . . ido .
i . s " parece regenerado, . L. material, células multinucleadas y macréfagos.
region radiodensa | region radiodensa hacia dentro, con formacién .
presenta un entramado . . Resto del defecto: hueso trabecular regenerado,
Caso 1 F.l. | que ocupa toda la que ocupa toda la o de tejido conectivo. Resto . . . .
. . trabecular similar al hueso gran integracion material-hueso, Abundantes lineas
cavidad menos la | cavidad menos la - del defecto presenta hueso N N .
L L adyacente y en continuidad de osteoide y particulas de material.
zona superficial. zona superficial. trabecular regenerado. S . o
con este. Zonas con deficiencia en mineralizacion.
. . Defecto no regenerado. Restos de material. Alguna
P . " . La orientacion del bloque no . . . L
Defecto radioltcido, Radiografia de la pieza . espicula 6sea con osteoide y deficiencia en
. h . es adecuada, ya que sélose | . o = .
se aprecia un punto Defecto entera: se ve el orificio ! U mineralizacion. Defecto con tejido conectivo laxo.
Caso 2 F.D. . " aprecia la zona mas interna . N " S .
radiodenso en el radiotransparente. del defecto, la parte . Se aprecia una cierta osteointegracion de material
. L del defecto, que no esta . . i
centro de la cavidad. superficial. en las espiculas 6seas. Abundantes células
regenerado. . ~ . .
multinucleadas. Pequefios focos inflamatorios.
Se aprecia el Defecto
contorno del defecto radioltcido.
porque presenta una | Paredes del defecto - No regenerado, tejido conectivo, con abundantes
o No regenerado. Tejido " . N
linea gruesa presentan una gruesa N restos de material y células multinucleadas.
Caso 3 F.D. . P " No regenerado. conectivo con restos de - . s .
radiodensa. Defecto |linea radiodensa. En material Espiculas 6seas con material integrado, con lineas
radiotransparente, el interna se . de osteoide y zonas no mineralizadas.
con un punto aprecian granulos
radiodenso aislado. radiodensos.
Zona cortical: desarrollo de tejido conectivo
Mitad superior no denso, con abundantes células multinucleadas y
Radiltcido. Mancha regenerada. Mitad interna macroéfagos con material fagocitado.
muy difusa levemente presenta un entramado Zona externa:no regenerada, Zona interna: hueso regenerado, trabéculas
Caso 4 F.D.| radiodensaenla Radiotransparente. | trabecular desorganizado, hay tejido conectivo. gruesas, con osteointegracion de material,
parte més interna del radiodenso, aunque no en | Zona interna: regenerada. deficiencia de calcio y osteocitos inmaduros.
defecto. continuacion con el hueso Espacios intertrabeculares con numerosas células
adyacente. multinucleadas asociadas a particulas. Tejido
adiposo. Material integrado: 2 fases.
Defi
El contorno del P e-_ ecto
radioltcido. Gruesa
defecto presenta una | . .
. linea radiodensa que - .
gruesa linea S . Defecto no regenerado, - No regenerado. Tejido conectivo denso con
. delimita la cavidad No regenerado. Tejido - .
Caso 5 TI radiodensa. Defecto del defecto. Se aparece un punto conectivo denso. Ha grandes depdsitos blanco de material en el centro
" | radioldcido, conun . ' radiodenso en el centro de A de la cavidad. INFLAMACION CRONICA.
= aprecia un punto . grandes restos de material.
pequefio punto h " la cavidad. NECROSIS.
X mas radiodenso en
radiodenso en el
centro de la cavidad el centro del
: defecto.
Radiotransparente,
de gran tamafio,
Radiollcido, de gran| alcanza el canal Defecto no regenerado, . .
= . . . No regenerado. Tejido conectivo con numerosos
tamafio, alcanza el | medular. La médula | gran mancha radiodensa No regenerado. Tejido . . N
. . restos de material. Muchas células con material
Caso 6 T.I.| canal medular. La aparece muy que ocupa toda la cavidad | conectivo. Hay numerosos h
. N 2 . fagocitado. Gran respuesta INFLAMATORIA
médula aparece muy radiodensa. Se del defecto y estd en la restos de material. -
. ) ) CRONICA.
radiodensa. observan granulos médula.
aislados
radiodensos.
Radiotransparente. Zona superficial: tejido conectivo, vascularizado,
El contorno de la con abundantes restos de material y particulas,
cavidad presenta . - macréfagos con material fagocitado, células
P p Mitad externa: tejido : d d .
una linea gruesa . L multinucleadas. Respuesta INFLAMATORIA.
) No se ve claro.No se conectivo. Mitad interna: N
. radiodensa. En los . o Zona interna: hueso trabecular regenerado,
Caso 7 T.l. | Radiotransparente. - aprecia la localizacion del hueso regenerado, con L -
laterales y el interna . osteocitos inmaduros, deficiente en
defecto. abundantes lineas de . L X
aparecen unas . mineralizacion, con abundante osteoide. En los
. osteoide. s p
manchas difusas espacios intertrabeculares hay células
levemente INFLAMATORIAS, particulas de material y tejido
radiodensas. adiposo.
- No regenerado. Tejido conectivo denso muy
Ya no se aprecia la . .
Contorno del defecto| . . vascularizado, muchos restos de material
B linea radiodensa. . . N
presenta una linea ! asociados a células multinucleadas. Hueso que
. ) Aparece en la mitad .
radiodensa. La mitad | . rodea a la cavidad del defecto, en contacto con el
N interna del defecto No regenerado, desarrollo de| _ .. . 2 N
Caso 8 T.D.| interna muestra una No regenerado. I N tejido conectivo muestra regeneracion, trabéculas
) una zona levemente tejido conectivo denso. . n .
mancha difusa n gruesas y desorganizadas, osteointegracion
radiodensa en S " .
levemente o material, Iinea de osteoide. Cavidades
" continuidad con el . .
radiodensa. intertrabeculares hay muchos restos de material y
hueso normal. ) . - .
células gigantes dentro de tejido conectivo laxo.
Defecto regenerado. También hay muchas
Defecto relleno por | Defecto relleno por espiculas dseas con abundante osteoide. Gran
P p REGENERADO. Hueso osteointegracion. Espacio intertrabecular con
completo por una completo por una " . e o
Caso 9 H.1. N " No se ve clara. trabecular neoformado con tejido conectivo laxo. Centro de osificacion:
mancha radiodensa | mancha radiodensa . . N N . .
] . material osteointegrado. | espiculas con material osteointegrado, con células
homogénea. homogénea. . : .
y zonas deficientes de calcio. Células
multinucleadas.
Defecto de gran
Defecto no tamafio, No regenerado, de gran | Defecto de gran tamafio, no No regenerado.Notable respuesta
Caso 10 H regenerado, aparece radioltcido. tamafio. Se ve un punto regenerado, con tejido INFLAMATORIA. NECROSIS. Abundantes
“| un punto radiodenso | Pequefias manchas |radiodenso en el centro de | conectivo denso y restos de | depdsitos de material. Tejido conectivo. Células
grande aislado. radiodensas en la la cavidad. material. gigantes asociadas a restos de material.
cavidad.
Radiotranspar . . Teji nective n r la cavidad. N
adiotransparente, Radiollcido. Hay Radiotransparente. No regenerado. Tejido ¢jido conectivo denso po Igd_a a cavidad R 0
con una mancha muy . . . regenerado. Abundantes dep6sitos de material.
. granulos Aparecen granulos conectivo denso, con R
Caso 11 H.D.| difusa levemente radiodensos en la | radiodensos dentro de la abundantes restos de Zonas de elevada vascularizacion.
radiodensa dentro de . . . INFLAMACION. Células con material fagocitado,
cavidad. cavidad. material.

la cavidad.

células multinucleadas.
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RESVITADOS

Tabla resumen del GRUPO I: material B.-

Grupol: |y TAC 8 sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
material B
Desarrollo de tejido conectivo
Defecto no regenerado con . .
No regenerado, No regenerado, . L - denso.Granuloma. Resp. inflamatoria.
Caso 1 F.I. . . g - Defecto vacio. formacion de tejido L
grandes dimensiones. | grandes dimensiones. - Abundante vascularizacion. Remanente de
conectivo. . .
particulas de material.
Defecto regenerado, S -
- . Zona cortical: tejido conectivo junto con
Todo el defecto aunque cortical embebida . - )
Todo el defecto relleno . . restos de material particulado. Trabéculas
relleno por una masa X hacia el interna con - L -
Caso 2 F.D. . por una masa homogénea | No se ve clara. - neoformadas, osteointegracion del material.
homogénea - desarrollo de tejido . .
. radiodensa. - Células multinucleadas.Granulomas.
radiodensa. conectivo en la zona del S
- Osteocitos inmaduros.
periostio.
No regenerado, zona No regenerado, zona \(acm, zona Defecto no regfnerado, de Resp. inflamatoria aguda. Macréfagos con
. . radiodensa en la gran tamafio, todo . . i
Caso 3 T.I. |radiodensa en la parte | radiodensa en la parte - . material fagocitado. Restos de material.
. . parte superficial ocupado por tejido - .
superficial central. superficial central. - Tejido conectivo.
central, conectivo.
Zona cortical: tejido conectivo junto con
. Zona radiodensa con Defecto regenerado, restos de material particulado. Trabéculas
Gran zona radiodensa L -
dispersa. no se forma c6nica ocupando aunque cortical formada a neoformadas, anastomosadas y gruesas.
Caso4 |(TD.| . . persa, todo el defecto, menos la | No se ve clara. una altura mas baja con Osteointegracion del material. Lineas de
distingue el contorno X . . L ]
parte cortical que es desarrollo de tejido osteoide. Espacio intertrabecular: restos de
del defecto. - - - 3 - )
radiotransparente. conectivo. material con células multinucleadas en médula
adiposa.
No regenerado, zona No regenerado, zona Vacio, zona Defecto no regenerado, de Ab,undantes r?StOS de materlal.'Granqunl.as.
R . . . - . Células multinucleadas. Resp.inflamatoria.
radiodensa en la parte | radiodensa en la parte | radiodensa difusa | gran tamafio, con tejido L o .
Caso 5 H.I. - . . . Espacio intertrabecular: tejido conectivo y
superficial central, de | superficial central, de | enla parte interna | conectivo y restos de . R )
~ o . adiposo. Vascularizacion de la médula
gran tamafio. gran tamafio. del defecto. material. X
amarilla.
No regenerado, con Vacio, con zonas | Defecto no regenerado, de . . .
~ . : > Resp. inflamatoria. Granulomas. Macro6fagos
pequefios y numerosos | 1/2 exterior del defecto radiodensas gran tamafio, todo . . . .
f -, . . . con material fagocitado. Tejido conectivo
Caso 6 | H.D. | puntos radiodensos en| radiolucido.1/2 interna |desorganizadas en ocupado por tejido ] . |
. . X denso. Células multinucleadas. Algun vaso
la parte més interna zona radiodensa. los laterales del | conectivo, con restos de . .
. sanguineo. Necrosis.
del defecto. defecto. material.
RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA GRUPO I: material B
Hueso Tejido conectivo: Material Particulas L Células
. Vascularizacion .
neoformado denso / laxo remanente material multinucleadas
* *kx (denso) *kkk *kkkk *kkk
. Respuesta Células . . Deficiencia de
Macrofagos P . fe Necrosis Osteoide -
Inflamatoria plasmaticas Calcio
* k%%
falaiakalel Caso 3 Caso 6 - -
(todos menos caso 4)
Osteocitos Médula
inmaduros Médula Adiposa - Osteoclastos | Osteointegracion | Granulomas
hematopoyeética
/maduros
* * _ . ** *kkk
Caso 2 Casos 2y 4 Casos1,2,5y 6
Encapsulacion




RESVITADOS

Tabla resumen del GRUPO I: material C.-

Grupo I: . . p n .
P Ubi TAC 8 sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
material C
Linea radiodensa Lo
L Igual que 8 sem | Defecto radiolucido,
que delimita el .
pero lazonaes | aunque se distingue
contorno del . - . .
Caso 1 F.I. defecto. Zona | Mas Pequeiay de un entramado No se ha podido evaluar. No se ha podido evaluar.
. ) menor trabecular levemente
radiodensa en el . . -
radiodensidad. radiodenso.
centro del hueco.
Debido al corte lateral, parece que
se ha estrechado el defecto, como
Defecto no regenerado. si se hubiera regenerado
Cavidad Defecto El hueso adyacente ha parcialmente. Pero el defecto
Linea radiodensa radiotransparente. | mayoritariamente reaccionado y se ven | presenta tejido conectivo laxo, con
L Gruesa linea radioltcido, aunque procesos de células multinucleadas en relacién
que delimita el . s .
Caso2 |F.D. contorno del radiodensa que | se ve un entramado | remodelacion, presenta a restos de material. Zona del
delimita el trabecular levemente cierta actividad periostio abundantes vasos
defecto. - . - .
contorno del radiodenso en el | osteogénica. Formacion |dilatados. Zona de hueso, lateral al
defecto. interior. de una prolongacién defecto: integracion material-
6sea en forma de puente. hueso, notable osteoide,
deficiencia en calcio y osteocitos
inmaduros.
Defecto no regenerado.
Inflamacién crénica. Gran resto de
Defecto Defecto .
S . Defecto no regenerado. | material en el centro. Numerosas
radioldcido, de |radiotransparente, - . .
Desarrollo de tejido células multinucleadas en
grandes algo estrechado - S .
. . Defecto conectivo denso, con asociacion con particulas
Caso 3 T.I. | dimensiones. Con |lateralmente. Parte . .
= radiotransparente. grandes restos de remanentes de material. Gran
una pequefia zona profunda . L o
: A material.Formacion de vascularizacion en la zona del
radiodensa en el radiodensa e N "
A granulomas. periostio. Desarrollo de tejido
centro del hueco. irregular. .
conectivo denso. Respuesta del
hueso adyacente similar al caso 5.
Defecto no regenerado. Necrosis.
Defecto Cavidad Gran deposito de material.
radiolicido radiotransparente, Defecto no regenerado, | Inflamacién crénica. Transicion de
' llega al canal  |En la zona superficial | desarrollo de tejido tejido conectivo a adiposo. Zona
alcanza el canal s - . . .
Caso4 |T.D. medular. Zona medular. Zona hay una region conectivo. En la parte | interna presenta espiculas dseas,
L radiodensa en la radiodensa. interna existe alguna con osteointegracion de material,
mas interna . B . . L
. profundidad del espicula 6sea. osteoide y deficiencia en
radiodensa. . L
defecto. mineralizacién. Numerosas
particulas de material.
. . Defecto no regenerado. Gran
Linea radiodensa - . -
L deposito de material. Inflamacion
que delimita el Defecto no regenerado. L. s
. cronica. Elevada vascularizacion.
contorno del Defecto . Desarrollo de tejido " -
Caso 5 H.1. s A Defecto radiollcido. . Desarrollo de tejido conectivo
defecto. Region radioldcido. conectivo denso y .
A laxo. Notables restos particulados
radiodensa en el granulomas. . R
de material en asociacion a las
centro. ) . .
células inflamatorias.
Defecto con
No regenerado. Numerosas
contorno . .
. . espiculas 6seas con abundante
radiodenso ténue | Defecto conun | No se ve muy claro, | Defecto no regenerado, - -
. A S . . osteoide, rodeadas por tejido
irregular. Amplia entramado apariencia de con tejido conectivo . P
L . . conectivo laxo y muchas particulas
Caso6 |H.D. region irregular, entramado trabecular | laxo. Se distinguen L .
. . 3 de material junto con células
fuertemente levemente levemente radiodenso espiculas 6seas . -
) A multinucleadas. Integracion
radiodensa en el radiodenso. dentro del defecto. neoformadas. .
material-hueso. Muchos centros
centro del e -
de osificacion. Presencia de vasos.
defecto.




RESVITADOS

RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA GRUPO I: material C

Tejido conectivo: . Particulas L Células
Hueso neoformado Material remanente . Vascularizacion .
denso / laxo material multinucleadas
* *kkkk *kkkk *hkkkk *kkk *kkk
Todos los casos
Casos 4y 6 menos el 3 (denso)
presentan espiculas . Grandes dep0sitos. Casos 2, 3,4,5y6.
neoformadas presentan conectivo
' laxo.
. Respuesta . " . . Deficiencia de
Macréfagos puesta Células plasmaticas Necrosis Osteoide -
Inflamatoria Calcio
_ *hkkk EE * * -
Casos: 3,4y5 Casos: 3,4y5 .
L y . L y . Caso 6: espiculas
Inflamacion cronica | Inflamacidn crénica Caso 4.
neoformadas
profusa. profusa.
Osteocitos Médula
inmaduros Médula Adiposa - Osteoclastos Osteointegracion Granulomas
hematopoyética
/maduros
- - - - *% *kkhk
Caso 4 Casos 4y 6. Casos 3,4y5

Encapsulacion




RESVITADOS

Tabla resumen del GRUPO I: material D.-

Grupo I: . . ’ . .
p. Ubi TAC 8sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
material D
Defecto no regenerado.
Linea radiodensa gruesa No regenerado, gran desarrollo de tejido
Defecto no o Defecto no regenerado, con . L L, .
que delimita el contorno del L conectivo. Numerosa infiltracion de células
regenerado, enel Defecto desarrollo de tejido . . X
Casol |F.L . defecto. Aparecen . multinucleadas y material fagocitado. Notable
centro zona radiotransparente. o conectivo denso y restos de L L . -
. pequefios puntos X vascularizacion. Transicion de tej-conectivo a
radiodensa. . - material. -
radiodensos en el interior adiposo.
del defecto.
Defecto no regenerado.
Defecto vacio, Linea radiodensa gruesa No regenerado, todo tejido conectivo. Zona del
Defecto no . L Defecto no regenerado de L o
aunque se aprecia |que delimita el contorno del o periostio abundante vascularizacion, con vasos
regenerado, en el gran tamafio, desarrollo de | . L .
Caso2 |F.l una mancha muy defecto. Aparecen . . dilatados. Inflamacion. Grandes restos de material
centro zona . X o tejido conectivo denso, con L ) .
. difusa lligeramente pequefios puntos - y también particulas. Abunantes células
radiodensa. . . - grandes restos de material. - . .
radiodensa. radiodensos en el interior multinucleadas con material fagocitado.
del defecto.
Defecto no " .
Defecto no regenerado, parte | 1/2 externa no regenerada: tejido conectivo,con
regenerado, mancha 1/2 externa del . Lo . ) .
. . I 1/2 superficial radiolucida, | externa con desarrollo de abundantes particulas, células multinuceladas y
difusa ligeramente | defecto radioltcido. X . - ) R . . .
Caso3 |F.D.| . . 1/2 interna traza irregular |tejido conectivo.Parte interna macrdfagos con material fagocitado, vasos
radiodensa entodo el | 1/2 interna zona . - . . K .
. levemente radiodensa. | aparecen pequefias espiculas | dilatados. 1/2 interna: trabéculas neoformadas con
defecto menos en la radiodensa. . .
- oOseas. material integrado.
zona cortical.
Linea gruesa
radiodensa que Defecto no regenerado.
Amplia zona delimita el contorno | Contorno del defecto se | Defecto no regenerado, con Defecto no regenerado, relleno por tejido
caso4 |TD radiodensa que de la cavidad del aprecia por una linea desarrollo de tejido conectivo. Notable inflamacion. Células
"7| ocupa casi todo el | defecto. Se aprecia [radiodensa gruesa. Pequefio [conectivo denso, con grandes| — multinucleadas rodeando restos de material.
defecto. la mancha depésito radiodenso en el restos de material. Abundantes restos de material.
radiodensa, pero es centro del defecto.
mas ténue.
Defecto no regenerado de
ran tamafio, no ha
Defecto Defecto Defecto vacio de gran grécticamente hues)(;
Caso 5 |H.l.|radiotransparente, de |radiotransparente, de N g P INFECCION. NECROSIS.
A . i X tamafio. adyacente, con desarrollo de
grandes dimensiones. [grandes dimensiones. 2 .
tejido conectivo denso, con
grandes restos de material.
Radiotransparente . .
. p, . . . No regenerado, desarrollo de tejido conectivo, con
Radiotransparente con un depésito Defecto vacio, se aprecia | Defecto no regenerado de . ) :
. . . . « numerosas células multinucleadas y material
salvo por ungran |radiodenso, reducido| conuna linea radiodensa | gran tamafio, con desarrollo X
L ] ~ s . fagocitado (menos que el caso 1). Hueso que rodea
Caso 6 |H.D/| depdsito radiodenso en tamafio en gruesa el contorno del de tejido conectivo denso, R .
L e . al defecto muestra osteoide y alguna espicula
enel centrode la | comparacioncon 8 |hueco. Depdsito radiodenso con grandes restos de X L
. . inmadura. Periostio con abundantes vasos y
cavidad. sem, enel centro de | enel centro del defecto. material. L
a cavidad grandes luces. Inflamacion. Granulomas.

RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL D (GRUPO I)

Tejido conectivo: Material Particulas L Células
Hueso neoformado . Vascularizacion .
denso / laxo remanente material multinucleadas
- *khkkkk *kkk *kkkk *kk*k *khkk*k
Zon | periosti
Denso: en todos los ona de _pe ostio,
casos luces dilatadas.
' Casos 1,2,3y6.
. Respuesta Células . . Deficiencia de
Macro6fagos pueste " Necrosis Osteoide .
Inflamatoria plasmaticas Calcio
*kkk *khkk - * (Caso 5) - -
Osteocitos , . Médula . .,
. Médula Adiposa s Osteoclastos | Osteointegracion Granulomas
inmaduros /maduros hematopoyética
- * - * * _
Abundantes en el
Caso 1 caso 5 Leve enel caso 3.
(infeccion).

Encapsulacion




RESVITADOS

Tabla resumen del GRUPO I: material E.-

Grupo I: . . . A a
P Ubi TAC 8 sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
material E
Defecto no regenerado. Tejido conectivo con restos de
Defecto no regenerado, con . L, L
S . . material. Granulomas. Inflamacién cronica. El hueso que
Defecto radiollcido. tejido conectivo y restos de . .
R Igual que a las Defecto no . rodea al defecto ha reaccionado, presenta trabéculas
Casol | F.I. | Gran punto radiodenso material. Hueso adyacente X e
. 8 sem. regenerado. R remodeladas, anastomosadas, con osteoide y deficientes en
en la profundidad. con notable deficiencia de ; S 3 .
. o calcio. En espacios intertrabeculares médula y amarilla.
mineralizacion. N,
Vascularizacion.
S Defect . . o
Defecto radiollcido. No se ve muy clara, electo no regene_r _ado Defecto no regenerado. Granulomas e inflamacion cronica.
R Igual que a las . Desarrollo de tejido e . o .
Caso2 |F.D.| Gran punto radiodenso aunque se intuye el . Grandes depdsitos de material remanente. Tejido conectivo
. 8 sem. conectivo con restos de
en la profundidad. defecto no regenerado. . laxo.
material.
Defecto
radiotransparente, de Defecto no Defecto de grandes . .
o . Igual que a las . . . Necrosis. Inflamacion crénica. Granulomas. Abundante
Caso3 | T.I. [grantamafio. Zona difusa regenerado, alcanzael| dimensiones con tejido ;
. 8 sem. . material remanente.
pobremente radiodensa canal medular. conectivo.
en la zona interna.
Defecto radioltcido de
grandes dimensiones. N,
Caso con una localizacion
Contorno del defecto anatémica no adecuada:
delimitado por una  |Igual que a las| No se ve muy clara, . ' Defecto en metéfisis. Osificacion endocondral. No
Caso4 |[T.D. p . defecto realizado en la
gruesa linea radiodensa. 8 sem. parece no regenerado. . evaluable.
. metéfisis, aparece el
Zona difusa levemente . .
. cartilago articular.
radiodensa en la parte
interna del defecto.
Defecto no regenerado.Inflamacién cronica. Tejido
Defecto no conectivo laxo. Necrosis. Restos de material encapsulados.
Defecto Defecto no regenerado, con
. Igual que a las| regenerado, con un s . Abundantes vasos. El hueso que rodea el defecto ha
Caso5 | H.l. |radiotransparente. Punto . tejido conectivo y restos de . .
. 8 sem. punto radiodenso en el . reaccionado, ya que presenta trabéculas remodeladas,
radiodenso en el fondo. material. . -
fondo. anastomosadas, con osteoide y deficientes en
mineralizacion.
Defecto radioltcido, de Defecto no L.
- regenerado, presenta Defecto no regenerado. Inflamacidn. Grandes restos de
gran tamafio. Gran zona |Igual que a las Defecto no regenerado, con . . . L .
Caso6 |[H.D. . zonas levemente . - material. Alguna célula multinucleada. Tejido conectivo
radiodensa en parte 8 sem. . tejido conectivo. . L L .
interna radiodensas en la laxo vascularizado con transicion a tejido adiposo.
) parte interna.
RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL E (GRUPO 1)
Hueso Tejido conectivo: Material . . L Células
Particulas material Vascularizacion -
neoformado denso / laxo remanente multinucleadas
- *kKkk *khk - *% -
Predominio de tipo
laxo, aunque se No hay particulas No son muy
. q Grandes dep06sitos. o yp . abundantes. Casos:
aprecian algunas pequefias de material. 15y6
fibras colagenas. ' '
. Respuesta Células . . Deficiencia de
Macréfagos P . Lo Necrosis Osteoide .
Inflamatoria plasméticas Calcio
- *kkkk *kkkk *% * *%
Todos los casos Aparece enhueso | Aparece en hueso
. L, - Casos: 3y 5.
inflamacion cronica adyacente al defecto. |adyacente al defecto.
Osteocitos p
) . . Médula . -
inmaduros Médula Adiposa o Osteoclastos Osteointegracion Granulomas
hematopoyética
/maduros
- * * - - Khkkk
Caso 6 Caso 1 Casos: 1,2y 3.
Encapsulacion
* (Caso 5)
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Tabla resumen del GRUPO I: material F.-

Grupo I: . . . . .
P Ubi TAC 8 sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
material F
. Radiolucido. Zona R
Radiotransparente, - Caso con localizacion
~ lateral superficial S
de gran tamafio, . anatomica alterada: . e
o . con lineas gruesas No se ve el . e Defecto en metéfisis. Osificacion
Caso 1 F.l. | pequefia nebulina . realizado en metéfisis,
- muy radiodensas, defecto. . endocondral.
radiodensa en la - aparece el cartilago
. casi cierran la .
mitad del defecto. . articular.
cortical.
Defecto no regenerado. Tejido
conectivo. Granulomas. Inflamcaién
Radiotransparente, crénica. Transicion tejido conectivo a
con dos pequefios adiposo. El hueso que rodea la
peg Defecto no regenerado, pe g
puntos levemente . . ] cavidad del defecto presenta
Caso2 |F.D. . Igual que a 8 sem. |Radiotransparente.| con tejido conectivo. L - R
radiodensos en el . . deficiencia en mineralizacion con
o Escasas espiculas dsea. .
interior del trabéculas gruesas remodeladas.
defecto. Alguna célula multinucleada, aunque
predominan las células inflamatorias.
Tejido conectivo vascularizado.
Defecto no regenerado. Tejido
S conectivo. Reaccidn inflamatoria.
Radiltcido con o
una pequefia zona Defecto no regenerado. | Gran Vascularizacion en zona del
Caso 3 T.IL levemente Raditransparente. |Radiotransparente.| Desarrollo de tejido | periostio. Tejido conectivo denso con
. conectivo. transicion a adiposo. Pocas células
radiodensa. .
multinucleadas y pocos restos de
material.
Raditransparente
P L Defecto no regenerado.Desarrollo de
con una pequefia Defecto no regenerado. " . -
. . tejido conectivo vascularizado.
Caso4 |T.D.| zonalevemente | Igual que a8 sem. |Radiotransparente.| Desarrollo de tejido . NP
. . Granulomas e inflamacion cronica.
radiodensa en la conectivo. . .
L Alguna célula multinucleada.
parte interior.
Defecto no regenerado.
Desarrollo de tejido | Defecto no regenerado.Desarrollo de
Lo . conectivo. Aunque tejido conectivo. Granulomas e
Radiolucido con | Radiotransparente. . ~ ; L -
- parece mas pequefio. Se inflamacion crénica. Zona del
una pequefia zona | Bordes del defecto . . L I o
Caso 5 H.IL Radiotransparente.| aprecia la reaccion del |periostio con notable vascularizacion.
levemente con aspecto
. . hueso adyacente al Hueso adyacente al defecto presenta
radiodensa. irregular. . .
defecto con trabéculas trabéculas regeneradas,
regeneradas, gruesas y desorganizadas y con osteoide.
anastomosadas.
Defecto no regenerado. Formacion de
tejido conectivo. Inflamacion crénica
y granulomas. Zona del periostio con
Radiotransparente, | Radiotransparente. notable vacularizacion. Restos de
~ No regenerado. | Defecto no regenerado, . S
de gran tamafio y | Bordes del defecto L - material en la parte interior.
Caso6 [H.D. Bordes del defecto| formacion de tejido L - .
los bordes con con aspecto - . Transicion de tejido conectivo a
. . irregulares. conectivo. . .
aspecto irregular. irregular. adiposo. Hay una zona con tejido
conectivo y abundantes células
multinucleadas y otra zona con
tej.conectivo denso.
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RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL F (GRUPO 1)

Hueso Tejido conectivo: Material Particulas o ) .
. Vascularizacion Células multinucleadas
neoformado denso / laxo remanente material
- *kkkk *kkk * *kkkk *%x
Zona del periostio | Pocas en todos los casos
Predominio denso. Caso 5 muchos vasos con menos en el caso 6 que
luces dilatadas. son mas abundantes.
) Respuesta . - . . L .
Macrofagos . Células plasmaticas| Necrosis Osteoide Deficiencia de Calcio
Inflamatoria
- *kkk *kkkk - * *kk
Todos los casos
- En el hueso adyacente. | En el hueso adyacente.
Es focal. crénica menos en
Caso 5 Casos 2y 3.
caso 3.
Osteocitos Médula
inmaduros Médula Adiposa - Osteoclastos| Osteointegracion Granulomas
Irmaduros hematopoyética

*

*khkkk

Casos 3y 6 transicion
conectivo-adiposo.

Escasa: casos 3y 6.

En todos los casos menos
enel 3.

Encapsulacion
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GRUPO II:

El grupo Il esta formado por cinco materiales G, H, I, J y K que se diferencian en su
composicion quimica, de los otros grupos por la presencia de un vidrio bioactivo
(70%Si0,/30%Ca0). De este modo, el objetivo ha sido la evaluacién de estos materiales en
presencia de este vidrio y estudiar su influencia como precursor del gel de silice en lugar de
un silicato de calcio, como la ps-wollastonita, utilizada en el grupo I. Se estudio también la
influencia del contenido de gel de silice y monetita, asi como las sustituciones ionicas
parciales de Ca** en la monetita por Zn** y Mg?*, asi como la sustitucién de parte de la
monetita por fosfatos de calcio menos solubles como el B-TCP, en altas concentraciones, o la
CDHA, en menor cantidad.

Estos materiales tienen en comdn que la fuente de monetita y gel de silice son el vidrio
bioactivo y fosfatos calcicos como ¢l B-TCP y CDHA, ademas del acido fosférico. Hay que
destacar, aunque ya se ha comentado anteriormente en el apartado de material y métodos,
que en el caso de los materiales J y K, para el proceso de sintesis si se emple6 como
precursor de la monetita y el gel de silice, la ps-wollastonita, y que ademés se afiade vidrio
bioactivo en exceso a la reaccion.

Tabla 11. Composicién de cada material perteneciente al grupo I1.

II

6 2

H 55 5 37 3
51 7 39 3

45 36 14 5

45 35 15 5

Tabla 12. Namero de casos realizados de cada material y su localizacion 6sea.

GRUPO | N° de casos S
¥ Localizacion
G

6 Caso 1: F.I.2: F.D.3: T.I.4: T.D. 5: H.Iy 6: H.D.
7 Caso 1: F.I.2:F.D.3:T.1.4: T.D.5: T.D.6: H.ly 7: H.D.
7 Caso L: F.I.2:F.I.3: T.1.4: T.D.5: T.D. 6: H.ly 7: H.D.
6 Caso1: F.I.2: F.D.3:T.I.4: T.D.5: H.ly 6: H.D.
6 Caso 1: F.I.2: F.D.3: T.I.4: T.D. 5: H.ly 6: H.D.
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ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

Las iméagenes de TAC que se muestran a continuacion corresponden a la parte central
de las piezas Gseas donde se han realizado los defectos 6seos. Presentan las respuestas mas
representativas encontradas frente a la implantacion de los materiales pertenecientes al grupo
Il

Postoperatorio 8 sem 12 sem 16 sem

P2y

Fiig.63. Iméagenes de TAC del caso 1 del material J.

Se han seleccionado estos dos casos como ejemplos representativos de la respuesta
encontrada en los materiales pertenecientes al grupo Il. La tendencia general encontrada tras
la observacion de las imégenes de TAC, es que las cavidades 6seas se muestran radioltcidas
a partir de la 82 semana de experimentacion (Fig.62). Las imagenes ponen de manifiesto una
nula captacion radioldgica en la zona del defecto, presentando cavidades radiotransparentes,
signo de que estan vacias de biomaterial y tejido dseo. Este comportamiento se mantiene ya
a lo largo de todo el ensayo, hasta llegar a las 16 semanas de estudio, tal como se aprecia en
la secuencia de imagenes de TAC de la Fig.62.

La otra manifestacion radiologica presente, aunque en menor medida que la
comentada anteriormente, se muestra en la Fig.63. En la imagen de TAC correspondiente a
las 4 semanas desde la implantacién, la cavidad se muestra totalmente radiodensa, aunque
con una capacion radiolégica muy difusa y en donde se aprecia una discontinuidad entre la
radiopacidad dentro de la cavidad y la correspondiente al hueso adyacente. A partir de la 82
semana de experimentacion y en adelante, la captacion radiologica presenta un patrén
totalmente diferente. La cavidad del defecto es radiolucida pero en el centro se distingue un
pequefio punto radiopaco. El contorno del defecto éseo se encuentra delimitado por una linea
gruesa radiopaca.

Este conjunto de iméagenes de TAC resumen el comportamiento de todos los
materiales pertenecientes al grupo Il, poniendo de manifiesto que este tipo de materiales se
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reabsorben rapidamente Fig.62. S6lo algunos casos presentan la manifestacion radioldgica
gue aparece en la Fig.63. De esta forma podriamos indicar que el analisis de imagenes de
TAC no muestra grandes diferencias entre los distintos materiales del grupo Il.

VALORACION DE LAS IMAGENES RADIOLOGICAS Y DE LUPA DE LOS
CORTES HISTOLOGICOS.-

Mediante las imagenes radioldgicas, realizadas una vez sacrificadas las ovejas y
cortadas en lonchas las piezas 6seas, podemos comprobar si existe una correlacion entre la
valoracién realizada mediante las imagenes de TAC en distintos tiempos y la imagen
radiolégica obtenida una vez finalizado el tiempo de estudio. Por otro lado, a partir de las
fotos de lupa de las secciones histoldgicas, se ponen de manifiesto las respuestas tisulares
méas comunes provocadas frente a la implantacién de los materiales pertenecientes al grupo
I1. De este modo podemos relacionar los signos radioldgicos encontrados hasta ahora con los
procesos bioldgicos que se manifiestan en los defectos a las 16 semanas de experimentacion.

Fig.64. Imagen radiologica correspondiente al caso 2 del material H y su
correlativa fotografia de lupa del corte histoldgico.

Fig.65. Imagen radioldgica correspondiente al caso 2 del material J.
Fig.66. Fotografia de lupa del corte histoldgico del caso 4 del material G que
presenta el mismo patrén radioldgico.
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Las iméagenes mostradas ilustran las respuestas predominantes presentes en los
materiales del grupo Il. La radiografia de la Fig.64 corresponde a aquellos materiales que
presentan las manifestaciones radioldgicas de TAC expuestas en la Fig.62. En esta
radiografia se distingue una cavidad totalmente radiotransparente, sin ningun tipo de
captacion radioldgica, simbolo de que no se ha regenerado el defecto. Concretamente en este
caso, se pude discernir la captacion radioldgica correspondiente al entramado trabecular, que
es radiopaco y que rodea a la cavidad del defecto. Ademas en la zona externa del defecto se
aprecian zonas difusas radiodensas, pudiendo ser un indicativo de una posible reaccién del
hueso adyacente frente a la practica del defecto 6seo.

Por otro lado, la imagen de lupa de la Fig.64 demuestra que la formacion de hueso es
nula y que la cavidad no se encuentra regenerada sino que se ha desarrollado la formacién de
tejido conectivo. En este caso concreto, tal y como se habia puesto de manifiesto en la
radiografia en forma de zonas difusas radiodensas; en la imagen de lupa se distinguen
formaciones 6seas en la zona superficial del defecto, procedentes del hueso adyacente,
intentando cerrar la cavidad. Estas manifestaciones indican que se han producido leves
procesos de regeneracion Osea frente a la generacion del defecto 6seo.

Por otro lado se muestran las imagenes de las Fig.65 y Fig.66 que estarian en
concordancia con aquellos casos de los materiales que presentaban las manifestaciones de
TAC mostradas en la Fig.63. En la radiografia de la Fig.65 se distinguen las lesiones éseas
radioldcidas, de forma cilindrica y con una pequefia zona fuertemente radiodensa en la
cavidad del defecto. Esta captacion radiolégica puede corresponder a restos de material que
no se han reabsorbido. Se observa una mayor captacion radioldgica en el contorno del
defecto 6seo en forma de linea radiodensa que lo delimita. Finalmente la imagen de lupa,
corrobora lo observado previamente radiol6gicamente, al mostrar defectos no regenerados,
donde la cavidad del hueso se ha rellenado por tejido conectivo denso. En la cavidad
aparecen restos de material. Ademas se aprecia la respuesta del hueso adyacente al defecto
debido a presencia de zonas de color rojo en las trabéculas 6seas, indice de deficiencia de
mineralizacion.

De este modo, mediante la valoracion de las iméagenes radioldgicas y las fotografias
de lupa de las secciones histologicas, podemos considerar que la respuesta general de los
materiales del grupo Il es la de no presentar fendmenos de reparacion de los defectos 6seos.
Este comportamiento implica que no se ha producido una regeneracion ésea del defecto, sino
que se ha producido la formacion de tejido conectivo que rellena la totalidad del defecto.
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VALORACION HISTOLOGICA -

A continuacién se van a mostrar las imagenes microscpicas mas representativas de
los cortes histologicos de los materiales pertenecientes al grupo Il. Se ponen de manifiesto
las respuestas biol6gicas predominantes en este tipo de materiales, comunes en su mayor
parte a todos ellos. Una de ellas es la formacion de tejido conectivo, sobre todo de tipo
denso, que ocupa por completo la cavidad del defecto Gsea y muestra una profusa
vascularizacion. Los restos de material encontrados son escasos, indicando que los
materiales sufren rapidos procesos de reabsorcion. Aunque en algunos de los casos del
material J se han encontrado ciertos restos de material, asociados a células multinucleadas.
En relacion al componente celular presente en el tejido conectivo, es elevado vy
mayoritariamente de tipo inflamatorio, como leucocitos y macrofagos. En todos los
materiales encontramos algun caso en el cual los procesos inflamatorios son de tipo crénico
diagnosticado por la presencia de células plasmaticas, aunque en el caso del material G esta
respuesta cronica estaba presente en todos los casos. Asi mismo se han detectado numerosos
macrofagos sobre todo en los materiales G, H e 1.

En el tejido conectivo que ocupa la cavidad, también se encuentran frecuentes
formaciones granulomatosas, en algunos casos, en todos los materiales pertenecientes al
grupo Il

Hay que tener en cuenta que al realizar el defecto Gseo, se produce una cierta
respuesta del hueso adyacente, provocando procesos de regeneracion dsea. En el grupo Il la
respuesta es minima, detectando en todos los materiales algun caso donde se distingue una
leve neoformacion Gsea, con trabéculas que presentan zonas deficientes en mineralizacion,
con osteocitos inmaduros y superficies 6seas, sobre todo las que se encuentran en contacto
directo con el tejido conectivo desarrollado, con depdsitos de matriz 6sea no mineralizada y
lineas de osteoide. En el material J, asociados a restos del material, encontramos procesos de
osteointegracion del mismo en trabéculas 6seas neoformadas.

Dejando a un lado las respuestas bioldgicas generales que son comunes a todos los
materiales del grupo Il, hay que destacar ciertas respuestas biolégicas que sélo se ponen de
manifiesto en alguno de ellos. Por un lado encontramos en todos los casos del material H una
transicion de tejido conectivo a adiposo en la cavidad del defecto. Aunque también se ha
encontrado la formacion de tejido adiposo en algunos casos de los materiales K y I. En los
materiales J y I, ciertos casos muestran el desarrollo de procesos de encapsulacion de restos
de material. Por altimo, en uno de los casos del material G se han producido procesos de
necrosis tisular.
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Fig.68 (2x)

Fig.67 (2x)

Fig.70 (2x)

Fig.69 (2x)
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Fig.73 (10x) Fig.74 (10x)
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Fig.67 (caso 3, H).- Imagen panoramica del centro del defecto donde restos de material
remanentes han sido rodeados por un profusa formacion de tejido conectivo, vascularizado y
con un notable componente celular. La superficie trabecular ésea en contacto con el tejido
blando presenta una gruesa linea de osteoide. (2x, TG).

Fig.68 (caso 2, G).- Imagen panoramica de la cavidad del defecto donde se ha desarrollado
la formacién de tejido conectivo. Presentan focos con un alto contenido celular, indicando
reacciones granulomatosas. Ademas se aprecia una elevada vascularizacion, ya que se
distinguen numerosas luces de vasos dilatados, que aparecen un blanco o rojo, debido a la
tincion de los hematies, que hace que se contemplen de una forma muy clara dentro de los
vasos. (2x, TG).

Fig.69 (caso 7, 1).- Imagen panoramica representativa de la respuesta del hueso trabecular
adyacentes a la cavidad del defecto. Las trabéculas regeneradas son gruesas, desorganizadas,
anastomosadas y cuyas superficies Oseas presentan lineas de osteoide. Se aprecian
abundantes cavidades vasculares y osteocitos inmaduros, rodeados por lagunas aun no
mineralizadas. En los espacios intertrabeculares se detecta la formacion de tejido conectivo
de tipo laxo. (2%, TG).

Fig.70 (caso 4, G).- Desarrollo de una reaccion granulomatosa con un elevado componente
celular de tipo inflamatorio rodeando restos de material. Ademas las fibras de colageno del
tejido conectivo denso, adquieren una distribucion orientada de tal forma que rodean al
material. (2x, TG).

Fig.71 (caso 3, J).- Detalle de una reaccion granulomatosa. Se aprecia la formacion de un
foco concéntrico de numerosas células de tipo inflamatorio alrededor de pequefios restos de
material. Se diferencia una pequefia espicula ésea inmadura, debido a su coloracion roja,
puesto que no se ha mineralizado ain su matriz. (4x, TG).

Fig.72 (caso 7, 1).- Imagen donde se ponen de manifiesto signos de reabsorcion 6sea en el
tejido déseo, debido a la presencia de una hilera de osteoclastos en la superficie trabecular. En
el espacio medular encontramos tejido adiposo. (10x, TG).

Fig.73 (caso 6, 1).- Detalle de la elevada vascularizacion que presenta el tejido conectivo de
tipo denso. Incluso se pueden diferenciar los hematies dentro de los vasos sanguineos.
Encontramos pequefios focos de células inflamatorias. Aparece una trabécula Osea
neoformada del hueso adyacente, con una linea gruesa de osteoide y osteocitos inmaduros.
(10x, TG).

Fig.74 (caso 3, H).- Detalle de la desmoplasia desarrollada en todos los casos y se encuentra
asociada a una notable celularidad. Se puede apreciar una transicion de tejido conectivo a
tejido adiposo, presente en todos los casos del material H. (10x, TG).

Fig.75 (caso 3, J).- Detalle de una reaccién granulomatosa a gran aumento donde se
distinguen restos de material, delimitado por escasas células gigantes multinucleadas y una
profusa respuesta inflamatoria aguda. (20x, TG).
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Fig.76 (caso 6, G).- Detalle a gran aumento del componente celular de una reaccion
granulomatosa de tipo crénico, ya que predominan las células plasmaticas. (20x, TG).

Fig.77 (caso 5, K).- Detalle del componente celular de tipo inflamatorio. Aparecen también
Vasos sanguineos con hematies en su interior. (20x, TG).

Fig.78 (caso 4, K).- Detalle a gran aumento de células plasmaticas, tipicas de una respuesta
inflamatoria crénica. Aparecen en el tejido conectivo formado y se ve alguna fibra de
colageno. (40x, TG).

La evaluacién histoldgica constata algunas diferencias leves en el comportamiento
de los distintos materiales. Por un lado, como se ha comentado anteriormente, el desarrollo
de tejido adiposo es mas notable en los materiales |1 y K, y en menor medida en H. La
presencia de macrdfagos es destacable en los materiales G, H e I, que son los que presentan
menor contenido de B-TCP en comparacion con los materiales J y K. Siguiendo con la
celularidad presente en las preparaciones histoldgicas del grupo I, hay que destacar que en
el caso del material G, en cual presentaba el contenido méas elevado de monetita en su
composicion de todo el grupo I, junto con un escaso contenido de gel de silice, presenta en
todos sus casos una marcada reaccion inflamatoria cronica. En algunos de los casos de los
materiales G, | y K presentaban procesos de remodelacion ésea asociados a osteoclastos en el
hueso limitrofe a la cavidad. En un caso del material G la reaccion granulomatosa fue muy
marcada y se asociaba a una necrosis.

El material J presentaba algunos restos de material bien en procesos de
osteointegracion o asociados a algunas células gigantes.

Como se ha descrito hasta ahora la respuesta biol6gica promovida por los materiales
del grupo Il no es favorable, no provoca regeneracion 6sea, sino que sobre la lesién ha
originado tejido conectivo, de tipo denso en la mayoria de los casos, asociado a una gran
respuesta inflamatoria. Sin embargo, es preciso indicar que en el caso 4 del material J vy el
caso 1 del material K, encontramos una respuesta totalmente opuesta, encontramos defectos
0seos regenerados, donde se ha formado nuevo hueso trabecular. Por ello, a continuacién
detallaremos el comportamiento de estos dos casos excepcionales siguiendo el mismo orden
expositivo. Recordaremos que estos dos casos pertenecen a aquellos materiales que
presentan un elevado contenido de B-TCP.
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ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

Se han evaluado las imagenes de TAC (Fig.79 y Fig.80) tomadas de la parte central
de la pieza d6sea donde se implantd el material a estudio, durante todo el periodo de
experimentacién y que corresponden a aguellos casos en donde se han producido maximos
signos de regeneracion 0sea, tal y como se han detectado en el caso 4 del material Jy el caso
1 del K.

Posoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem

Fig.80. Secuencia de imagenes de TAC correspondientes al caso 1 del material K.

En relacion a las imagenes de la Fig.79, la correspondiente a las 4 semanas desde la
implantacion del material J, la cavidad se muestra ligeramente radiopaca, y su contorno
presenta una gruesa linea fuertemente radiodensa que la delimita. En la imagen de la 82
semana de estudio, la captacion radioldgica es mayor y localizada, presentando sobre todo en
los laterales de la parte externa zonas radiopacas, y zonas mas difusas radiodensas en el
interior de la cavidad, manteniendo también la linea radiodensa que rodea al defecto. Las
imagenes de TAC a partir de la octava semana de estudio, presentan las misma caracteristicas
pero aumentando la captacion radioldgica, siendo las zonas mas grandes y mas radiodensas,
llegando a ocupar casi la totalidad de la cavidad del defecto como aparece en la imagen de
las 16 semanas de experimentacion. Unicamente se distingue una pequefia zona algo mas
tenue, mas radioltcida en comparacion con el resto de la cavidad en el centro del defecto.

En el caso 1 del material K (Fig.80) la dindmica es similar al material J aunque
presenta menor captacion radiolégica. En la imagen de la 4% semana de estudio se aprecia
una cavidad de grandes dimensiones, radiotransparente, con pequefios puntos radiodensos
repartidos de forma heterogénea en el interior del defecto. En el TAC de la 8% semana, los
puntos radiodensos han desaparecido, y la cavidad se muestra radiolicida. Encontramos
cambios radioldgicos en los laterales de la cavidad, donde encontramos una mayor
radiodensidad, aunque difusa, rodeando el defecto. A partir de este momento, esta
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manifestacion radioldgica se hace més evidente, aumentando la radiodensidad del contorno
del defecto, reduciendo el tamario de la cavidad que se presenta radiotransparente.

VALORACION DE LAS IMAGENES RADIOLOGICAS Y DE LUPA DE LOS
CORTES HISTOLOGICOS.-

Junto con las iméagenes de TAC comentadas anteriormente, las radiografias permiten
establecer una correlacidn entre las distintas iméagenes radioldgicas.

Fig.81. Imagen radiol6gica y foto de lupa del corte histolégico correspondiente al
caso 4 del material J.

Fig.82. Imagen radiol6gica y foto de lupa del corte histolégico correspondiente al
caso 1 del material K.

En la radiografia que muestra la Fig.81 se detectan signos de reparacion dsea
radioldgica sobre todo desde los laterales de la cavidad. Se muestra un entramado trabecular
desorganizado mas radiodenso que el hueso adyacente. Esta traza se encuentra en
continuidad con el hueso adyacente. Se puede decir que se ha producido procesos de
regeneracion. Al igual que en los TACs, en la radiografia se puede ver en la parte central del
defecto, una pequefia zona radiolucida, vacia, sin regenerar. La foto panordmica de lupa de la
seccidn histoldgica permite obtener una vision de conjunto de la apariencia del defecto. En la
foto de la Fig.81 se muestra neoformacién de tejido éseo, debida a la formacion de un hueso
trabecular, muy desorganizado, con trabéculas gruesas y numerosas uniones entre ellas. El
defecto se encuentra regenerado en su totalidad salvo en la zona central donde no hay hueso
y se ha formado tejido conectivo. Ademas se aprecia una transicion con el hueso trabecular
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normal, el cual presenta trabéculas més finas de disposicion paralela.

En relacion a la Fig.82, la radiografia muestra una cavidad ocupada por un
entramado irregular, apretado, mas radiodenso que el hueso adyacente, y que ocupa por
completo la cavidad menos en la zona cortical, que es radiotransparente. En la imagen de
lupa se ve perfectamente la transicion de hueso trabecular normal de la oveja, con trabéculas
finas y paralelas entre si, y el hueso regenerado. Se distingue hueso trabecular neoformado,
con trabéculas gruesas, desorganizadas y anastomosadas. Aunque, como se puede apreciar la
parte externa del defecto, no se ha regenerado por completo, se ha quedado a una altura por
debajo de la normal de la cortical adyacente y este espacio ha sido ocupado por tejido
conectivo denso.

VALORACION HISTOLOGICA. -

Seguidamente se van a analizar las imagenes microscopicas de los cortes
histoldgicos de aquellos casos que presentan regeneracion Osea. En estos casos el hueso
trabecular neoformado ocupa casi la totalidad de la cavidad exceptuando la zona superficial
del defecto del caso 1 del material K donde se ha formado tejido conectivo de tipo laxo con
notable vascularizacion (Fig.83 (2x)).

En el caso 4 del material J aunque también apreciamos la formacién de trabéculas
regeneradas, se distingue una pequefia zona en el interior del defecto, que no muestra hueso
regenerado sino que presenta el desarrollo de tejido conectivo con un infiltrado de células de
componente inflamatorio.

El hueso trabecular regenerado en estos casos, presenta trabéculas desorganizadas,
anastomosadas y cuyas superficies 0seas presentan lineas de osteoide (Fig.84 y Fig.85). En
estos casos se distinguen zonas en las trabéculas dseas regeneradas con osteointegracion de
restos de material, méas abundante en el caso 4 del material J. Los escasos restos de material
remanente, no integrados en el hueso, estan rodeados por células multinucleadas (Fig.86).
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Fig.85 (4x) Fig.86(10x)
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Fig.83 (caso 1, K).- En la zona cortical, ésta no se ha formado a la misma altura que la del
hueso adyacente, si no que se encuentra embebida hacia dentro debido a la formacion de
tejido conectivo denso, que se produce ocupando esta diferencia de altura. El tejido
conectivo formado se encuentra altamente vascularizado. Por otro lado, encontramos un
hueso trabecular neoformado, desorganizado, con trabéculas gruesas y abundantes canales
vasculares dentro del hueso. Se observa que predomina la formacion de tejido 6seo ya que
practicamente son imperceptibles los espacios intertrabeculares. (2x, TG).

Fig.84 (caso 4, J).- Panordmica donde se distingue la neoformacion de hueso trabecular
inmaduro. Sus trabéculas son gruesas y anastomosadas. Se aprecian superficies dseas con
una linea gruesa de osteoide, zonas con deficiencia de calcificacion e integracion de restos de
material en las trabéculas. El espacio intertrabecular presenta tejido conectivo. (2x, TG).

Fig.85 (caso 1, K).- Detalle donde se muestra una trabécula Osea regenerada, gruesa, con
cavidades Oseas asociadas a vasos sanguineos y gruesas lineas de osteoide. (4x, TG).

Fig.86 (caso 4, J).- Detalle de una trabécula neoformada, con integracion de restos de
material, los cuales estdn delimitados por células gigantes multinucleadas cuando se
encuentran en contacto con el tejido blando. (10x, TG).

En resumen, podemos considerar que la respuesta comln encontrada entre los
diferentes materiales que conforman el grupo Il es la ausencia de regeneracion Gsea, ya que
predominan las cavidades con desarrollo de tejido conectivo, sobre todo de tipo denso. Este
tejido presenta siempre un elevado componente celular inflamatorio leucocitario
mononuclear. En todos los casos del material K, esta respuesta inflamatoria es tan severa que
es de tipo cronico, al distinguir células plasmaticas, caracteristicas de este tipo de
inflamacion. La notable vascularizacion desarrollada, la presencia de numerosos macrofagos
y las formaciones granulomatosas, son algunas de las respuestas biol6gicas comunes que se
manifiestan en los materiales del grupo Il. Los escasos restos de material son un indicativo
de la rapida reabsorcién medida por estos materiales. Es preciso destacar que en dos de los
casos de los materiales J y K se han encontrado signos de regeneracion 6sea como se ha
comentado con detalle anteriormente.
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Tabla resumen del GRUPO II: material G.-

Grupo II: . . p . .
P Ubi| TAC 8sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
material G
Defecto Defecto
. . No hay. Defecto tan
radiotransparente, radiotransparente,
grande que los cortes
de grandes de grandes No regenerado.
Casol [F.I . . . . S salen rotos. No evaluable.
dimensiones pues dimensiones pues  Radioldcido. .
Macrocdpicamente se
alcanzael canal  alcanza el canal
osbervan restos blancos.
medular. medular.
No regenerado.
Formacion de tejido Desarrollo de tejido conectivo
No regenerado, . .
. conectivo denso, altamente vascularizado.
radiotransparente.
S o ocupando toda la Granulomas. No hay restos de
Caso2 |[F.D. Radiollcido. Radiolucido. Cerca del A s
. cavidad. Hueso material (Unicamente en el centro
cartilago - .
L adyacente presenta zonas del granuloma). Focos inflamatorios
metafisario. L -
con deficiencia en cronicos.
mineralizacion.
Tejido conectivo. Abundantes restos
No regenerado. de material delimitados por
Lo Lo No regenerado, Formacion de tejido Granulomas. Componente celular:
Caso3 |[T.I. Radiolucido. Radiolucido. . 9 . ! , . P .
radiotransparente.  conectivo, que ocupa células multincleadas, leucocitos,
todo el defecto. macrofagos y plasmaticas.
Inflamacion cronica.
Tejido conectivo, zona cortical
inmaduro. Restos de material.
. No regenerado. Granulomas. Abundantes células
Raditransparente. = " . -
S Formacion de tejido multinucleadas. Inflamacion.
Laterales Radiolucido. . .
. conectivo denso, en la Necrosis. Hueso adyacente al
irregulares. Punto Laterales del L .
Caso4 ([T.D. . No se ve clara.  zona superficial. Hueso defecto presenta signos de
raidodenso en la defecto L
- . adyacente presenta zonas remodelacion: osteoclastos y
parte superficial irregulares. L h
. con deficiencia en osteoblastos. Abundante osteoide y
de la cavidad. . L L .
mineralizacion. gran deficiencia en calcio.
Osteocitos inmaduros.
Vascularizacion.
Raditransparente. " . .
P Tejido conectivo denso inmaduro
Laterales del Lo .
Radiolucido. No regenerado. vascularizado.Granulomas. Defecto
defecto > " . . .
. Laterales del No regenerado, Formacién de tejido realizado cerca de la articulacion,
Caso 5 [H.l. irregulares. Punto . . . . . .
. defecto radiotransparente. conectivo, de tipo denso  zona de insercion del tendon. La
raidodenso en la . - .
o irregulares. en la zona superficial. patologia puede deberse a la
parte superficial L .
- localizacion anatomica.
de la cavidad.
. . No regenerado, . .
Radiotransparente. Radiotransparente. ra diotra?nsparente No regenerado. Tejido conectivo denso. No se
Existe unazona  Existe una zona " Formacion de tejido aprecian restos de material.
. - Laterales del . N
difusa levemente  difusa levemente conectivo, denso enla  Granulomas. Inflamacion cronica
. . defecto muestran - L
Caso6 [H.D. radiodensa radiodensa un entramado  2°"@ superficial. Hueso  focal. Hueso adyacente: deficiencia
alrededor de los  alrededor de los trabecular adyacente presenta zonas  en calcio, osteoide, osteocitos
laterales del laterales del . con deficiencia en inmaduros. Alguna célula
irregular. Gran . o .
defecto. defecto. - mineralizacion. multinucleada.
tamafio.
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RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL G (GRUPO II)

Tejido conectivo: Material Particulas . Células
Hueso neoformado . Vascularizacion -
denso / laxo remanente material multinucleadas
* *kkk * - *kk *
Casos 4y 6, Denso abundante en la
reaccion en el hueso | parte superficial, casos: Caso 4. Caso 4.
adyacente. 2,4y5. Algoen3y6.
L Osteocitos
Respuesta ) - . . Deficiencia de -
. Células plasmaticas Necrosis Osteoide . inmaduros
Inflamatoria Calcio
/maduros
*hkkkk *khkk * * * *
Todos. Todos menos caso 5. Caso 4. Hueso adyacente. | Hueso adyacente. | Hueso adyacente.
Médula adiposa Osteoclastos Osteointegracion| Granulomas Encapsulacion Macrdéfagos
- * - *kkkk - *kk
Caso 4, en hueso
Todos.
adyacente.
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material H.-

Tabla resumen del GRUPO 11
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RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL H (GRUPO II)

Tejido . .
Hueso ] . . Particulas L Células .
conectivo: | Material remanente . Vascularizacion . Macrofagos
neoformado material multinucleadas
denso / laxo
* *kk*k ** - *kkk * *kkkk
Formacion de
puentes dseos y Denso. Casos 3y 5.
espiculas.
) S Osteocitos )
Respuesta Células . . Deficiencia de . Médula
. o Necrosis Osteoide . inmaduros i
Inflamatoria plasmaticas Calcio Adiposa
/maduros
*kk*k **% - *k%k *kk ** *kkkk
Predominio Hueso adyacente |Hueso adyacente | Hueso adyacente y
macrofagos y Casos 3y 4. yescasoenel | yescasoenel escaso en el Todos.
leucocitos. h.regenerado. h.regenerado. h.regenerado.
Médula

hematopoyética

Osteoclastos

Osteointegracion

Granulomas

Encapsulacion

*k%k
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material I.-

Tabla resumen del GRUPO 11
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RESVITADOS

RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL | (GRUPO II)

Tejido . . a
1 Material Particulas L Células .
Hueso neoformado conectivo: X Vascularizacion . Macréfagos
remanente material multinucleadas
denso / laxo
*% *kkk * - *kkk - Kk
Caso 3 (pero es la insercion del
tendon, osificacion condral). Escasa Denso Zona periostio.
regeneracion en casos 4, 5y 6.
Osteocitos
. Células . . Deficiencia de . 5 -
Respuesta Inflamatoria o Necrosis Osteoide . inmaduros Médula Adiposa
plasmaticas Calcio
/maduros
*kkk **k **% **k **k *kk
Casos 4y 6. Inmaduros Casos 4,5y 7.
Meédula hematopoyética Osteoclastos | Osteointegracion [ Granulomas Encapsulacion
- **x - **% *
Casos: 3,4y 7 Casos: 1,4y6. Caso 1.
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radiodensa.

radiodensa.

Grupo II: . ; . ; p
p_ Ubi TAC 8 sem TAC 16 sem Radiografia Foto Lupa Histologia
material J
No regenerado. Tejidoconectivo.
Defecto Defecto Defecto g L ) .
. . . Defecto no regenerado Encapsulacion de restos de material.
radiotransparente  radiotransparente  radiotransparente - . N
y de gran tamafio.  Gran respuesta inflamatoria cronica.
Casol |F.L con una zona con una zona con una zona . -
. - . Desarrollo de tejido  Lesion granulomatosa. Se observan
radiodensa en el radiodensaen el  radiodensa en el . . . .
conectivo. ademés macrofagos, células
centro. centro. centro. " .
plasmaticas y multinucleadas.
Defecto radioltcido
Defecto no
Contorno conuna  con un contorno
. regenerado, . .
gruesa linea marcado con una . Defecto no regenerado,  No regenerado. Tejido conectivo
. . radiotransparente. " . -
radiodensa. Mancha gruesa linea o ocupado por tejido denso vascularizado. Inflamacion
Caso2 |F.D . . . Pequefio punto . - . .
radiodensa que  radiodensa. Pequefio radiodenso en el conectivo. Presentaun  cronica. Células multinucleadas.
ocupa casi por  punto radiodenso en tamafio reducido. Restos de material.
centro de la
completo el defecto. el centro de la .
A cavidad.
cavidad.
No regenerado. Tejido conectivo
- - vascularizado. Encapsulacion.
Radilucido, alcanza Radillcido, alcanza P
, , Granulomas. Hueso adyacente
el canal médular. el canal médular. No regenerado, de gran . .
- - py presenta notables lineas de osteoide,
Pequefia mancha Pequefia mancha tamafo. Desarrollo de L - o
Defecto . . deficiencia en mineralizacion y
Caso3 | T.L levemenete levemenete . tejido conectivo. Se Lo .
. - radiolucido. . osteocitos inmaduros. Inflamaciadn.
radiodensa en el radiodensa en el aprecian restos de . .
o S - Las espiculas 6seas muestran
interior de la interior de la material. - -
. - procesos de osteointegracion de
cavidad. cavidad. . X :
material. Células multinucleadas
que rodean restos de material.
Defecto o .
Todo el defecto  Defecto con elevada Regeneracion 6sea. Trabéculas
. . regenerado, traza A
muestra una fuerte radiodensidad, A 6seas neoformadas gruesas,
. . irregular .
radiodensidad, destacando en los o desorganizadas y con notables
fuertemente Regeneracion 6sea. . . . -
destacada en los laterales del defecto, . lineas de osteoide. Osteointegracion
radiodensa que Hueso trabecular . o
laterales del donde a las 16 sem A material-hueso. Hay una pequefia
Caso4 |T.D. . ocupa casi por neoformado, con
defecto. Se aparecen zonas mas ) zona no regenerada, desarrollo de
. . ) completo el trabéculas grusesas y o ; o
distingue un amplias radiodensas. f tejido conectivo con infiltrado
o - defecto. Se desorganizadas. - .
pequefio hueco Pequefio hueco L Inflamatorio. Células
. S distingue un .
radiotransparente en  radiolucido en la equenio hueco multinucleadas rodeando restos de
la parte central. parte central. P _q material.
radiotransparente.
No regenerado, formacién de tejido
Defecto conectivo denso vascularizado.
Defecto . o
. radiotransparene, Granulomas. Pequefios focos
radiotransparene, Defecto . . .
con grandes o inflamatorios. Células
con grandes . . radioltcido, no . . .
. - dimensiones y No regenerado, multinucleadas gigantes delimitando
dimensiones. . regenerado y de " .
Caso5 |H.L o contorno irregular. 2 desarrollo de tejido los restos de material. Hueso
Pequefia mancha - gran tamafio. . .
- Pequefia mancha conectivo. adyacente presenta deficiencia en
radiodensa en el - Contorno del . L .
L radiodensa en el . mineralizacion, osteocitos
interior de la L defecto irregular. . . )
. interior de la inmaduros, lineas de osteoide y
cavidad. ) . .
cavidad. trabéculas desorganizadas.
Osteointegracion material-hueso.
No regenerado, o
g " No regenerado, de gran tamafio.
desarrollo de tejido " .
Lo Lo . . Tejido conectivo denso
Radiolucido con  Radiolucido con una conectivo. Se aprecia : - ..
= o S vascularizado. Notable inflamacion
Caso 6 |[H.D. unapequefiazona pequefia zona No se ve clara.  una diposicion circular

de las fibras de
colageno alrededor de
restos de material.

crénica. Predominio leucocitos.
Encapsulacién. Granulomas. Gran
tamafio.
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RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL J (GRUPO I1)

Tejido . . ,
Hueso ) . Material Particulas L, Células
conectivo: . Vascularizacion .
neoformado remanente material multinucleadas
denso / laxo
** *k%k ** *%* ***k **
Caso 4 defecto
Denso

regenerado.

: L Osteocitos

Respuesta Células . . Deficiencia de .
. " Necrosis Osteoide . inmaduros
Inflamatoria plasmaticas Calcio
/maduros
*kkk **k*k - ** * *
En todos los
casos menos en el En el hueso En el hueso
. Casos1,2y6. adyacente al adyacente al
4, que esta
defecto. defecto.
regenerado.
Médula . ., . .
fr: Osteoclastos | Osteointegracion Granulomas Encapsulacion Macréfagos
hematopoyeética
- - *% KkKkk *% _
Casos: 1, 3y 5,
ero se daenel |[En todos los casos
P Casos: 1, 3y 6.

hueso adyacente
sobre todo.

menosen 2y 4.
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material K.-

Tabla resumen del GRUPO 11
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RESVITADOS

RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL K (GRUPO II)

Tejido conectivo:

Material

Casos: 2,4y5.

Particulas L, Células
Hueso neoformado . Vascularizacion .
denso / laxo remanente material multinucleadas
*%x *kk * * *k*k *
Caso 1 regenerado, Zona cortical:
aunque en TAC se . tejido conectivo
(aung Denso inmaduro. Escaso. Escaso. .J Escasas.
mostraba inmaduro muy
radiotransparente). vascularizado.
. Osteocitos
Respuesta ) " . . Deficiencia de .
. Células plasmaticas Necrosis Osteoide . inmaduros
Inflamatoria Calcio
/maduros
*kkk * - * *% *
En todos los casos | Inflamacion crénica
Hueso
menos en el casol, en los casos 2 Hueso adyacente.
) - adyacente.
que esta regenerado. (difusa) y 4.
Médula adiposa Osteoclastos Osteointegracion | Granulomas Encapsulacion Macrofagos
*% * _ *kk - -
Caso 5y sobre todo 6. Caso 6.
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GRUPO III:

A este grupo pertenecen aquellos materiales que estan formados por elevadas
concentraciones de monetita (superiores al 60%) y un contenido fijo del 7% de compuestos
de silicio, presente en forma de gel de silice. Dentro de este grupo formado por 5 materiales
de diferente composicion, podemos establecer una subdivision, atendiendo a la presencia o
no de CDHA. Uno de los subgrupos estaria formado por un Unico material, el L, que esta
formado por un elevado contenido de monetita (93%). Mientras que el otro subgrupo, esta
formado por los restantes 4 materiales (M, N, N'y O), en los que su contenido en monetita es
menor debido a que presentan cantidades variables de CDHA. Estas concentraciones pueden
ser del 15 o el 30% de CDHA, manteniendo constante la concentracion del 7% de gel de
silice y variando, por tanto, el porcentaje de monetita.

Tal y como se muestra en la siguiente tabla (Tabla 13), en los casos de los materiales
M y O, la monetita presenta sustitucién iénica del Ca** por Zn®* al 3%. En este grupo
encontramos sistemas mas sencillos que en los grupos estudiados anteriormente, de forma
que tratamos de estudiar el comportamiento de un material formado Unicamente por monetita
en altas concentraciones y gel de silice, y por otro lado, la influencia de la combinacién de
dos compuestos de fosfato de calcio, como son la monetita y la CDHA, frente a minimas
cantidades de gel de silice; ademas tratar de estudiar la influencia de las sustituciones iénicas
parciales de la monetita por Zn*".

Tabla 13. Composicion de los materiales del grupo IlI.

GRUPO I CDHA (%

93 7
78 15 7

78 15 7

63 30 7

63 30 7

Tabla 14. Namero de casos realizados de cada material y su localizacion 6sea.

GRUPO | N°de
Localizacion
I 1 casos

Caso1: F.D.2: F.D.3: T..4: T.L.5: H.I. 6: H.I'Y 7: H.D.

1o CasoLliFl2:FIL3:FD.4TL5TIL6TD 7:HI8HILOHIy
10: H.D.

7 Caso 1: F.D.2:F.D.3: T.I.4: T.D.5: T.D. 6: H.ly 7: H.D.

7 Caso 1:F.I. 2:F.D.3: T.1.4: T.I.5: T.D. 6: H.ly 7: H.I.

[ o0 P Caso 1: F.I.2: F.D.3:F.D.4: T.1.5:T.D. 6: H.ly 7: H.D.
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ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

En este apartado, a partir de la secuencia de imagenes centrales de los TACs
correspondientes a la pieza 6sea donde se realizé el defecto, tomadas cada 4 semanas desde
la implantacion del material, se pone de manifiesto el comportamiento radiol6gico opuesto
existente entre el material L y el resto de materiales del grupo Il1. En el subgrupo de aquellos
materiales que conjugan monetita y CDHA presentan TACs similares. La tendencia general
de estos materiales es la de proporcionar imagenes con una captacion radiolégica elevada y
progresiva, que a las 16 semanas de estudio, se traduce por una gran radiodensidad de la
cavidad. Sin embargo, la manifestacion radioldgica del material L es totalmente distinta,
encontrando de forma generalizada, la cavidad del defecto con escasa o nula captacién
radiolégica.

A continuacion se van a mostrar tres secuencias de imagenes de TAC, dos de ellas
(Fig.87 y Fig.88) son representativas de la mayoria, mientras que la tercera secuencia
corresponde al material L (Fig.89), cuyo comportamiento difiere del resto de los materiales
del grupo IlI.

Postoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 16 sem

Postoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 16 sem

Fig.88. Iméagenes de TAC del caso 1 del material N.

En relacion a las Fig.87 y Fig.88, se han seleccionado estos dos casos como ejemplos
representativos de la respuesta encontrada en los materiales pertenecientes al grupo Ill. El
comportamiento general es homogéneo encontrando leves diferencias entre las dos
secuencias mostradas. A lo largo de todo el experimento, el defecto presenta una fuerte
captacion radiologica, manifestindose como una mancha mas radiodensa que el hueso
adyacente, pero en continuidad con éste. Unicamente, ambas secuencias, difieren en que en
la Fig.88, la radiopacidad del defecto no alcanza la altura normal del hueso, apareciendo una
franja superficial deprimida con respecto a la cortical del hueso adyacente. Hecho que se
manifiesta radiol6gicamente por una mayor claridad en el TAC (Fig.88).
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Postoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 16 sem

Fig.89. Secuencia de imagenes de TAC correspondientes al caso 5 del material L.

En la figura Fig.89, las imagenes de TAC de los estadios mas avanzados del ensayo
se detectan leves y escasas zonas radiodensas irregulares en las cavidades dseas, sobre todo
en la zona mas profunda. Desde el momento de la cirugia, donde se aprecia la completa
radiodensidad del defecto 6seo que se encuentra relleno del material implantado, se produce
una progresiva pérdida de radiopacidad a lo largo del experimento, de forma que a las 16
semanas el defecto es radiolucido.

VALORACION DE LAS IMAGENES RADIOLOGICAS Y DE LUPA DE LOS
CORTES HISTOLOGICOS.-

Mediante la observacion de las radiografias realizadas una vez que las ovejas fueron
sacrificadas y las piezas 6seas, que contienen el defecto dseo, fueron aisladas y cortadas en
rodajas, podemos comprobar si existe una correlacién entre la valoracion previa realizada
mediante las imagenes de TAC en distintos tiempos y la imagen radioldgica obtenida una vez
finalizado el tiempo de estudio. Ademas, a partir de las fotos de lupa de las secciones
histoldgicas, podemos realizar una valoracion previa de las respuestas tisulares provocadas
frente a la implantacion de los materiales pertenecientes al grupo Ill.

Primeramente, hablaremos de la respuesta homogénea encontrada en el resto de
materiales del grupo Ill. La Fig.90, corresponde a aquellos materiales que presentan las
manifestaciones radioldgicas de TAC expuestas en la Fig.87. Se presenta una radiografia en
la que se localiza muy bien el defecto ya que éste presenta un entramado trabecular
fuertemente radiollcido, en comparacion con el hueso trabecular normal que lo rodea,
apreciando ademas la continuidad désea entre ambos. La manifestacion biolégica de este
comportamiento se traduce en la formacién de nuevo hueso, con trabéculas gruesas y
anastomosadas, recuperando las dimensiones previas a la realizacion del defecto éseo. Cabe
destacar la apreciacién de procesos de osteointegracion de restos de material en las
trabéculas regeneradas (Fig.90).

Por otro lado, y siguiendo la correlacion establecida con las imégenes de TAC, a
continuacion se muestra en la Fig.91 la radiografia correspondiente a aquellos casos del
grupo Il que mostraban leves diferencias en relacion a la respuesta homogénea encontrada
(Fig.88). En la Fig.91 se aprecia de forma clara la localizacion del defecto debido a su gran
radiopacidad del mismo modo que ocurre en la Fig.90. Pero en este caso el entramado
trabecular radiodenso no ocupa la totalidad del defecto, sino que la zona superficial de éste
es radiotransparente. Asi se pone de manifiesto una pequefia zona deprimida en la parte
externa del defecto. En la imagen de lupa esta manifestacion se traduce en la formacion de
hueso trabecular ocupando la cavidad menos en la zona cortical, donde se desarrolla la
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formacion de tejido conectivo.

Fig.90. Imagen radioldgica correspondiente al caso 5 del material M y su correlativa
fotografia de lupa del corte histoldgico.

Fig.91. Imagen radioldgica correspondiente al caso 2 del material N y su correlativa
fotografia de lupa del corte histoldgico.

Por ultimo analizaremos una radiografia representativa del material L que se
corresponde con la Fig.89 analizada en el apartado anterior. La imagen radioldgica (Fig.92)
muestra la cavidad del defecto completamente radiotransparente y que por lo tanto no se ha
producido la regeneracion Gsea. Unicamente, en la zona mas profunda del defecto se
distingue una ligera radiopacidad en el hueso trabecular que rodea al defecto. Esta
manifestacion radioldgica, se traduce como una respuesta bioldgica de desarrollo de tejido
conectivo de tipo denso altamente vascularizado, que ocupa la totalidad del defecto (Fig.93).
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Fig.92. Imagen radioldgica correspondiente al caso 1 del material L.
Fig.93. Imagen de lupa del corte histoldgico del caso 5 del material L que presenta el

mismo patrdn radioldgico.

Las imagenes mostradas ilustran las respuestas mas representativas correspondientes
a los materiales del grupo Ill. De este modo, mediante su valoracion podemos hacer una
consideracion previa de que la respuesta general inducida por los materiales del grupo Ill,
salvo el material L, es la de presentar reparacion radiolégica de los defectos dseos y por lo
tanto, regeneracion dsea del defecto.

VALORACION HISTOLOGICA -

A continuacion se muestran las imagenes microscopicas mas representativas de los
cortes histolégicos de los materiales pertenecientes al grupo Ill. De este modo, se ponen de
manifiesto las respuestas biolégicas predominantes en este tipo de materiales, comunes a
todos ellos en su mayor parte, salvo en el caso del material L. Por ello se continuaré con la
subdivision que se ha realizado al comienzo con la valoracion de las imégenes radiologicas.
Asi por un lado se agruparan la mayor parte de los materiales que componen el grupo Il y se
expondra aparte el comportamiento caracteristico que presenta el material L.

Comenzado con la valoracion histolégica de la mayoria de los materiales
pertenecientes al grupo I, revela un avanzado proceso de regeneracion del defecto Gseo
(Figs.94-105). Se ha desarrollado la formacién de hueso trabecular e incluso se ha
conseguido restablecer la cortical, aunque el hueso que lo forma no es de tipo compacto, sino
trabecular. La morfologia de las trabéculas pone de manifiesto una gran actividad
osteogénica, debido a que son trabéculas gruesas, anastomosadas y con una disposicién
irregular. La actividad osteogénica se pone de manifiesto al detectar sobre las superficies
trabeculares largas hileras de osteoblastos, que van depositando la matriz orgéanica
sintetizada formando gruesas lineas de osteoide. La trabéculas presentan numerosas
cavidades vaculares, rodeadas por osteoide y asociadas siempre a vasos sanguineos. Escasas
son las zonas donde encontramos una deficiencia de mineralizacion del hueso trabecular.

Los procesos de osteointegracion son numerosos, encontrando grandes fragmentos
de material embebidos dentro de la matriz 6sea trabecular. En aquellos casos en los que la
superficie del material osteointegrado se encuentra en contacto con el tejido blando, en vez
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de estar rodeado por tejido 6seo, esta delimitado por células multinucleadas. Algunos restos
de material, no osteointegrados, se encuentran rodeados por células multinucleadas, que los
aislan del medio que los rodean e intentan fraccionarlos y fagocitarlos.

Una respuesta bioldgica caracteristica de estos materiales es que en los espacios
intertrabeculares se ha desarrollado médula de tipo adiposo altamente vascularizada.

De forma puntual, en alguno de los casos de cada material perteneciente al grupo il
se han detectado pequefios focos inflamatorios, muy focalizados, por lo que no se han
considerado como respuestas adversas.

Lo comentado anteriormente, hace referencia a la tendencia general presente en
todos los materiales del grupo 11, con excepcidn del material L; aunque es preciso indicar
gue se han encontrado escasos casos en los que no se ha regenerado la cavidad del defecto,
desarrollando la formacion de tejido conectivo, o casos en los que debido a complicaciones
quirdrgicas no han permitido la correcta evolucion de los defectos. Cabe destacar, que en
otros casos (Figs.102-105), aunque se ha producido la regeneracion ésea del defecto, esta no
es completa, ya que en la zona superficial, correspondiente a la zona cortical, se ha formado
hueso trabecular a un nivel inferior que el hueso normal adyacente y esta diferencia se
encuentra rellena por la formacion de tejido conectivo vascularizado.

Por ultimo, en ninguno de los casos se han detectado procesos granulomatosos o
necrosis celular, al igual que no se han encontrado procesos inflamatorios generalizados.

Por otro lado, en la evaluacion histolégica del material L, la manifestacion
mayoritaria y comin en todos los casos, es el desarrollo de tejido conectivo denso en la
cavidad del defecto 6seo (Fig.106 y Fig.107). Las fibras de colageno presentes adquieren una
coloracién azul, debido a la tincién con tricrdmico de Goldner, indicando que se trata de un
tejido conectivo inmaduro. Otra de las caracteristicas de la desmoplasia desarrollada es la
elevada vascularizacién detectada en todos los casos, donde predominan vasos con paredes
delgadas y luces dilatadas, aungue existen algunos vasos con paredes gruesas (Fig.106). En
relacion al componente celular presente en el tejido conectivo, cabe destacar la presencia de
macrdfagos y la asociacion de estos, formando células multinucleadas. Aunque los restos de
material encontrados son escasos, indicando que los materiales sufren rapidos procesos de
reabsorcion, encontramos remanentes de material asociados a éste componente celular,
encontrandose en el interior de su citoplasma, debido a procesos de fagocitosis (Fig.108). En
ciertas zonas se puede distinguir una transicion entre tejido conectivo y tejido adiposo
(Fig.109). Es preciso destacar, que aunque se ha desarrollado tejido conectivo en todos los
casos, y encontramos una elevada celularidad, donde predominan macréfagos con material
fagocitado, la respuesta inflamatoria encontrada es muy escasa, presente Unicamente
formando pequefios focos inflamatorios agudos en los casos 1y 4 0 como en los casos 2 y 3,
los cuales no se han tenido en cuenta para realizar la valoracion histolégica ya que presentan
una respuesta tisular adversa debido a complicaciones quirdrgicas.
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Fig.94 (caso 4, M).- Imagen histologica panordmica donde se muestra el hueso trabecular
regenerado. Se trata de la zona externa del defecto, cuya cortical se ha restablecido mediante
la formacién de trabéculas gruesas, anastomosadas y notable osteointegracion de restos de
material (éstos corresponden a las zonas blancas, angulares e irregulares que aparecen dentro
de las trabéculas dseas debido a que se han levantado en el proceso de corte con el
microtomo). Se distinguen cavidades vasculares asociados a gruesas lineas de matriz
organica no mineralizada, osteoide (zonas de color rojo). Desarrollo de médula adiposa en
los espacios intertrabeculares. (2x, TG).

Fig.95 (caso 1, N).- Fotografia panoramica donde se refleja hueso trabecular neoformado,
constituido por gruesas trabéculas, anastomosadas y con pequefias zonas internas ain no
mineralizadas. Se aprecian restos de material osteointegrados. Desarrollo de médula adiposa.
(2x, TG).

Fig.96 (caso 5, N).- Trabéculas Gseas regeneradas, gruesas y con grandes restos de material
perfectamente osteointegrados. Se aprecian hileras de osteoblastos, en las superficies
trabeculares 6seas, con grandes depdsitos de material organica, formando osteoide. Se
diferencian osteocitos inmaduros en sus lagunas no mineralizadas, al igual que pequefias
zonas dentro de las trabéculas ain no calcificadas (ambas de color rojo). Espacios
intertrabeculares ocupados por médula adiposa y alguna célula multinucleada en asociacién a
pequefios restos de material no osteointegrados. (4x, TG).

Fig.97 (caso 1, N).- Se muestra hueso trabecular regenerado con material osteointegrado. En
aquellas superficies del material que no se encuentran rodeadas por tejido dseo, se
encuentran delimitadas por células multinucleadas. Encontramos también amplias hileras de
osteoblastos con lineas de osteoide asociadas y el desarrollo de médula adiposa
vascularizada. (4x, TG).

Fig.98 (caso 2, M).- Detalle de las trabéculas regeneradas con material osteointegrado. Las
superficies Oseas muestran hileras de osteblastos activos sintetizando matriz organica,
mientras que la superficie de material en contacto con el espacio medular se encuentra
rodeado por células multinucleadas. Espacio medular adiposo con un vaso de gruesas
paredes. Se distinguen cavidades remodeladoreas y zonas de hueso inmaduro, ain no
mineralizadas. (10x, TG).

Fig.99 (caso 2, M).- Imagen donde se pone de manifiesto la notable actividad osteosintética
de los osteoblastos al evidenciar de forma clara gruesas lineas de osteoide, (lineas rojas) en
contraste con la buena mineralizacion de las trabéculas regeneradas (color negro). También
se advierten las lagunas de los osteocitos inmaduros, que aparecen como puntos rosados
dentro de las trabéculas. En los espacios intertrabeculares se ha desarrollado médula adiposa
vascularizada. En las trabéculas dseas se diferencias zonas internas blancas con contornos
muy irregulares, que se debe a los fragmentos de restos de material, osteointegrados, que se
han perdido en el proceso de corte de las muestras. (10x, VK).
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Fig.100 (caso 5, N).- Detalle del hueso trabecular regenerado con considerable
osteointegracion de material, que se muestra con una coloracion tintorial de color azul,
ligeramente mas oscuro que el azul con el gue se tifie el hueso. Se aprecian escasas lineas de
osteoide, pequefias zonas de matriz 6sea no mineralizada y médula adiposa. (10x, TG).

Fig.101 (caso 3, N).- Detalle de una espicula 6sea neoformada con material osteointegrado,
cuya superficie se encuentra delimitada por células multinucleadas. Estas presentan
fragmentos de material dentro de su citoplasma. La espicula dsea se encuentra rodeada por
médula de tipo adiposo, con algln resto de material y escasa células multinucleadas. (10x,
TG).

Fig.102 (caso 5, N).- Imagen histol6gica panoramica representativa de aquellos casos en los
gue la zona cortical no se regenerd. Se aprecia el desarrollo de tejido conectivo en la zona
superficial del defecto. Se advierte una profusa vascularizacién del tejido, mostrando vasos
con paredes delgadas y grandes luces dilatadas. (2x, TG).

Fig.103 (caso 2, N).- Imagen a mayor aumento de otros de los casos con el mismo
comportamiento que el observado en la Fig.102. Donde también se pone de manifiesto la
formacion de tejido conectivo altamente vascularizado en la zona superficial del defecto. En
los vasos se advierte hematies. EI hueso trabecular regenerado adyacente, presenta zonas de
material osteointegrado (aunque se ha desprendido de la muestra al cortarla) y gruesas lineas
de osteoide en sus superficies 6seas. (4%, TG).

Fig.104 (caso 3, O).- Detalle de la transicion entre la zona cortical con desarrollo de tejido
conectivo vascularizado y el hueso trabecular regenerado. Existen gruesas lineas de osteoide
sobre las superficies trabeculares dseas y en las cavidades remodeladoras. Se aprecian restos
de material osteointegrados (aunque se han desprendido por el corte). (4x, TG).

Fig.105 (caso 3, O).- Mismo caso que la Fig.104, pero con diferente tincion, para poner de
manifiesto las zonas de depdsito de materia organica por parte de los osteblastos sobre las
superficies Oseas regeneradas, al igual que en el contorno de la unidades remodeladoras. En
contraste se presenta el hueso maduro, correctamente mineralizado, que aparece de color
negro. Se distinguen zonas blancas con contornos irregulares que corresponderia a las zonas
de integracion de material, desprendido por el procesado de la muestra. (4x, VK).

Fig.106 (caso 6, L).- Imagen panoramica del defecto 6seo donde se aprecia la profusa
desmoplasia desarrollada altamente vascularizada. Se distinguen las luces de los vasos. La
tincion es caracteristica, adquiriendo una coloracién azul, que implica la presencia de fibras
de colageno inmaduro. Se aprecia ciertas zonas con notable componente celular. (2x, TG).

Fig.107 (caso 1, L).- Corte histoldgico donde se ha desarrollado la formacion de tejido
conectivo denso. Presentan pequefios focos con un alto contenido celular y restos de
material. Se distinguen las luces de algunos vasos. Las superficies Oseas trabeculares en
contacto con el tejido conectivo presentan cierta actividad osteogénica, representada
mediante gruesas lineas de osteoide. (2x, TG).
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Fig.108 (caso 5, L).- Detalle del tejido conectivo desarrollado con una elevada celularidad,
formada por células multinucleadas y macr6fagos con material fagocitado en el interior de su
citoplasma. Existen vasos con delgadas y finas paredes y grandes luces dilatadas. La
superficie trabecular 6sea muestra una gruesa linea de osteoide y una pequefia zona
deficiente en mineralizacion. (10x, TG).

Fig.109 (caso 6, L).- Zona donde se aprecia una pequefia formacién de tejido conectivo con
alta celularidad compuesta por macréfagos y en transicién con la formacion de tejido
adiposo. (10x, TG).
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RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL L (GRUPO I1I)

Tejido conectivo: Material Particulas o Células .
Hueso neoformado ; Vascularizacion . Macraéfagos
denso / laxo remanente material multinucleadas
*x *kk k3 E *kk *khk *x
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RESVITADOS

RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL N (GRUPO III)

Hueso Tejido conectivo: Material Particulas ., Células ,
. Vascularizacion . Macréfagos
neoformado denso / laxo remanente material multinucleadas
*kk * _ _ *% * -
Caso 3,5, 4 (en
Casos 1y 4: En la zona No hay, se No hay, se o (
. . ) tejido conectivo
estadio avanzado. |superficial. Casos: encuentra encuentra y médula Caso 4 escasas.
Caso 3y5. 1,3,4y5. osteointegrado. osteointegrado. .
y y g g adiposa).
. L Osteocitos .
Respuesta Células . . Deficiencia de . Médula
. s Necrosis Osteoide . inmaduros i
Inflamatoria plasméticas Calcio Adiposa
/maduros
* - * * ** **
Pequefios focos Casolyd4:
. . Caso 4: abundante.
inflamatorios en el Caso 3. maduros. Caso 3: | Caso 3,4y 5.

caso 4.

Caso 5: escaso.

inmaduros.

Médula
hematopoyética

Osteoclastos

Osteointegracion

Granulomas

Encapsulacion

*%k

*kk

Casos 1,3 y4.

Casos 1, 3,4y5.
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RESVLTADGS

RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL N (GRUPO I1I)

Tejido conectivo: Material Particulas . Células .
Hueso neoformado . Vascularizacion . Macrofagos
denso / laxo remanente material multinucleadas
*kKhk *% * _ Kk *% -
Zona cortical: casos: Escasas: casos 1,
2y 3. Caso 1 mitad En tejido conectivo: | 2,3y5. Caso 7
Casos: 1,2, 3,5. | superior del defecto. Caso 7. casos: 2,3y 7.En en asociacion
Caso 7: todo el tejido adiposo: caso 5. | con restos de
defecto. material.
Osteocitos .
Respuesta_t Células plasmaticas Necrosis Osteoide Deficiencia de Calcio inmaduros Mgdula
Inflamatoria Adiposa
/maduros
* * - - - *k *kk
, No m
Algun foco: caso 2. Wy . Inmaduros: casos| Casos 1, 2, 3,
Profusa en caso 6 Caso 2 abundante: 2y3 5y7
' casos 2,3y 5. ye. yie
Medulal . Osteoclastos Osteointegracion | Granulomas Encapsulacion
hematopoyética
* _ *k _ *
Caso 3. Caso 2. Casos 1, 2,3y5. Caso 6
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RESVITADOS

RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL O (GRUPO Il

Hueso T.ej ido . . . L Células .
conectivo: denso| Material remanente |Particulas material | Vascularizacion . Macro6fagos
neoformado multinucleadas
/ laxo
*khk *% * _ *k *% _
Escaso, en zona En tejido
superficial: casos adiposo: caso 1.
Casos: 1, 2,3, 4, . Escasas: casos
2,3y5. Zona | Escaso: casos 3,4, 5 En tejido
56y7 - . 1,2,3,4,5y6
superficial: caso conectivo: casos
6y7 3,6y7.
Respuesta Células . . Deficiencia de _Osteocnos Médula
- e Necrosis Osteoide . inmaduros .
Inflamatoria plasmaticas Calcio Adiposa
/maduros
* _ - *% * * *hKk
En canales
3 ) En hueso
Pequefios focos vasculares oseos: trabecular de la
. S casos: 1,5y6. En Casos: 1, 2, 3,
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GRUPO IV:

El grupo IV esta compuesto por dos materiales: P y Q, caracterizados por presentar una
escasa cantidad de monetita y un alto contenido de CDHA, junto a una elevada
concentracion de gel de silice y ps-wollastonita. Estos materiales se sintetizaron a partir de
modificaciones realizadas del material A perteneciente al grupo I, de forma que se
obtuvieron materiales con una mayor proporcion de ps-wollastonita residual y CDHA, a
expensas de un descenso de la concentracion de monetita.

Tabla 15. Composicién de los materiales P y Q pertenecientes al grupo IV.

35 22 24 18

20 27 46 7

Tabla 16. Namero de casos realizados de cada material y su localizacion ésea.

Caso 1:F.I. 2: F.I. 3: F.D. 4: T.I.5: T.D.6: HIY 7: H.D.

Caso1:F.I.2:F.D.3: T.1.4:T.I.5:T.D.6: T.D. 7: H.I Y 8:
H.D.

ESTUDIO DE IMAGENES DE TAC.-

A continuacion se muestran las imagenes de TAC correspondientes a la parte central
de las piezas 6seas donde se han realizado los defectos Gseos. Se van a exponer un conjunto
de 3 blogues de imagenes representativas de las manifestaciones radioldgicas mas frecuentes
encontradas en los materiales P y Q que conforman el grupo IV. Se han seleccionado 3
grupos de imégenes de TAC en funcion de si la radiodensidad de las lesiones 6seas ocupa
toda la cavidad del defecto, la mitad o no existe tal radiodensidad.

En primer lugar expondremos las imagenes de TAC de los casos en los que
encontramos maximos signos de reparacion radiolégica, siendo la norma hallar los defectos
fuertemente radiopacos, en comparacion con el hueso adyacente (Fig.110). La imagen de
TAC a las 4 semanas desde la implantacién del material P, es la Gnica que presenta una
menor captacion, mostrando la cavidad del defecto levemente radiodensa. A medida que pasa
el tiempo, las imagenes de TAC ponen de manifiesto una mayor radiopacidad, menos en la
zona externa.



RESVITADOS

Postoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 16 sem

Otro de los comportamientos que encontramos, son aquellos en los que las imagenes
de TAC muestran bajos niveles de radiopacidad por toda la cavidad, menos en los rebordes
del defecto, donde se presentan signos de reparacién 6sea con una mayor radiodensidad y un
crecimiento centripeto desde los bordes del defecto (Fig.111).

Posoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 16 sem

N 5l ' /
Fig.111. Imagenes de TAC del caso 2 del material Q.

Por ultimo, se encuentra la manifestacion mas desfavorable, ya que corresponde a
aquellos casos en los que la cavidad del defecto al final del ensayo, presenta la ausencia de
captacion radiologica, siendo totalmente radiotransparente (Fig.112). Se distinguen los
defectos 6seos cilindricos radioltcidos.

Posoperatorio 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 16 sem

Se han seleccionado estas tres manifestaciones como ejemplos representativos de la
respuesta general encontrada en los diferentes casos de los materiales P y Q del grupo IV.
Por un lado, tal como observamos en la Fig.110, encontramos un aumento de captacion
radioldgica del defecto 6seo a lo largo del ensayo. La cavidad 6sea presenta un progresivo
aumento de radiodensidad, con una distribucion homogénea y con un aspecto granulado. La
sefial radioldgica no ocupa por completo la cavidad, ya que en la zona superficial se
discrimina una pequefia zona radiollcida.

En relacion a las imagenes de la Fig.111, podriamos decir que representa la respuesta
intermedia entre las tres respuestas seleccionadas, ya que, al igual que ocurria en las
imagenes de TAC de la Fig.110, encontramos un aumento progresivo de la radiodensidad del
defecto, pero llegando a ocupar sélo la mitad més profunda del defecto. La lesion dsea se
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muestra radiotransparente en todos los periodos estudiados, salvo en la zona més interna del
defecto, donde encontramos los mayores niveles de radiopacidad en comparacién con el
hueso adyacente y en continuidad con este, en las imagenes de TAC a las 16 semanas de
estudio.

Por ultimo, se exponen las imagenes de TAC que muestran una respuesta opuesta a
lo observado anteriormente, la radiodensidad es mas intensa en las primeras semanas de
estudio y va disminuyendo con el tiempo. En los casos en los que se ponen de manifiesto
estas sefiales radioldgicas, a las 4 semanas de ensayo se distingue una mancha radiodensa en
el centro del defecto, asilada y sin continuidad con el hueso adyacente (Fig.112). Esta sefial
radiodensa sigue siendo fuerte a las 8 semanas, pero va disminuyendo su intensidad de forma
progresiva hasta que a las 16 semanas Unicamente distinguimos pequefios puntos
radiodensos dentro de la cavidad del defecto, que se es completamente radiotransparente. El
contorno del defecto se encuentra delimitado por una gruesa linea radiopaca.

A partir de la evaluacion de estas imagenes de TAC, podemos exponer que el
comportamiento de los materiales del grupo IV es heterogéneo, ya que hemos podido
agrupar las respuestas mas frecuentes en tres. A continuacion realizaremos el estudio
radiolégico e histologico para correlacionar las respuestas biologicas con estos
comportamientos.

VALORACION DE LAS IMAGENES RADIOLOGICAS Y DE LUPA DE LOS
CORTES HISTOLOGICOS.-

Mediante las imagenes radioldgicas, realizadas una vez sacrificadas las ovejas y
cortadas en lonchas de las piezas dseas, podemos comprobar si existe una correlacion entre
la valoracion realizada mediante las imagenes de TAC en distintos tiempos y la imagen
radioldgica obtenida una vez finalizado el tiempo de estudio. Por otro lado, a partir de las
fotos de lupa de las secciones histoldgicas, se ponen de manifiesto las respuestas tisulares
mas comunes provocadas frente a la implantacién de los materiales pertenecientes al grupo
IV. De este modo podemos relacionar los signos radiol6gicos encontrados hasta ahora con
los procesos bioldgicos que se manifiestan en los defectos a las 16 semanas de
experimentacion.

2mm v.’ (4 .}"‘

Fig.113. Imagen radioldgica correspondiente al caso 1 del material P y su correlativa
fotografia de lupa del corte histoldgico.
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Fig.115. Imagen radioldgica y foto de lupa del corte histoldgico correspondiente al
caso 7 del material Q.

Las iméagenes mostradas ilustran las respuestas predominantes presentes en los
materiales del grupo IV. La radiografia de la Fig.113 corresponde a aquellos materiales que
presentan las manifestaciones radiologicas de TAC expuestas en la Fig.110. En la radiografia
se aprecia una elevada radiodensidad, mayor que la del hueso adyacente, que ocupa la
totalidad del defecto menos la zona externa, en donde se distingue una invaginacion
radiotransparente. El entramado radiodenso es difuso y con aspecto granulado. La imagen de
lupa de la Fig.113 pone de manifiesto que esta sefial radioldgica difusa radiodensa
corresponde al hueso trabecular regenerado que ocupa la totalidad del defecto, salvo la zona
superficial, que se mostraba radiotransparente, y en donde apreciamos el desarrollo de tejido
conectivo. Podemos afirmar que se trata de manifestaciones de procesos de regeneracion
6sea de los defectos 6seos.

Por otro lado se muestran las imagenes de la Fig.114 que estarian en concordancia
con aqguellos casos de los materiales que presentaban las manifestaciones de TAC mostradas
en la Fig.111. La radiografia presenta en la Fig.114 se distingue la lesion dsea donde la mitad
interna del defecto es radiodensa, con aspecto desorganizado y donde se diferencia un
entramado trabecular en continuidad con el hueso adyacente. Sin embargo, la mitad externa
del defecto no presenta reparacion radioldgica, ya que es radiolicida. La observacion de la
imagen de lupa del corte histolégico de este caso evidencia la presencia de signos de
regeneracion 6sea, aunque en menor medida que el caso anterior, ya que el hueso trabecular
regenerado sélo aparece en la mitad interior del defecto. Las trabéculas 6seas regeneradas
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son pequefias, desorganizadas y el espacio medular se encuentra ocupado por tejido
conectivo. Esta formacion de tejido conectivo también se ha producido en la mitad externa
del defecto.

Por ultimo se muestran las manifestaciones radioldgicas y la foto de lupa de aquellos
casos en los que presentaban las imagenes de TAC de la Fig.112. La radiografia presenta la
cavidad del defecto totalmente radiollcida, en donde podemos apreciar el entramado
trabecular radiodenso correspondiente al hueso adyacente que rodea la cavidad (Fig.115). La
imagen de lupa pone en evidencia la usencia de regeneracion oOsea, ya que el defecto se
encuentra ocupado por la formacion de tejido conectivo de tipo denso con abundantes restos
de material.

De este modo, mediante la valoracion de las imagenes radioldgicas y las fotografias
de lupa de las secciones histolégicas, podemos considerar que las respuestas de los
materiales del grupo IV son bastante homogéneas, si no tenemos en cuenta aquellos casos en
los que no se ha regenerado la lesion 0sea. En general encontramos defectos regenerados casi
en su totalidad, donde o bien en la zona superficial o bien en la mitad externa del defecto se
ha formado tejido conectivo, pero el resto del defecto se encuentra ocupado por hueso
trabecular regenerado. Y por otro lado, apreciamos defectos 6seos donde no se produce una
reparacion radioldgica y se forma tejido conectivo ocupando la totalidad del defecto.

VALORACION HISTOLOGICA. -

Mediante la observacion microscopica de las secciones histoldgicas podemos evaluar
cual ha sido la respuesta biolégica frente a la implantacion de los materiales pertenecientes al
grupo V. Del mismo modo que se ha seguido hasta ahora, se van a presentar imagenes
representativas de los tres comportamientos diferentes presentes en este grupo. La respuesta
méas favorable encontrada ha sido el casi completo restablecimiento del defecto 6seo
mediante el desarrollo de hueso trabecular menos en la zona cortical, donde se ha formado
tejido conectivo. De hecho la mayoria de los casos de ambos materiales presentan esta
respuesta menos los casos 2 y 8 del material Q y el caso 2 del P, en donde Unicamente se ha
regenerado la mitad interior del defecto; y los casos méas adversos en los que no se ha
regenerado nada el defecto, casos 3y 7 del material Q y casos 3, 4y 6 del P.

Comenzando con las respuestas tisulares mas favorables, encontramos defectos
6seos regenerados, con la formacion de hueso trabecular neoformado, bien ocupando casi la
totalidad del defecto, menos la zona cortical, o bien ocupando la mitad méas profunda. Las
trabéculas Gseas regeneradas se encuentran desorganizadas, con lineas de osteoide y con
pequefias zonas con deficiencia de mineralizacion. Ademas presentan una notable
osteointegracion de restos de material. En los espacios medulares encontramos un infiltrado
severo de células multinucleadas junto con restos de material.

La zona cortical no regenerada o aquellos casos en los que la mitad externa de la
cavidad no se ha regenerado, presentan el desarrollo de tejido conectivo donde se produce
una respuesta celular notable. Encontramos numerosas células multinucleadas en asociacion
con restos de material, los cuales también son abundantes. Otro tipo celular destacable son
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los macrdfagos, que incluso presentan restos de material en el interior de su citoplasma
debido a procesos de fagocitosis. Ademas, el tejido conectivo estd altamente vascularizado,
mostrando vasos con paredes delgadas y grandes luces dilatadas.

Por otro lado, aquellos casos que presentan una respuesta tisular opuesta han
desarrollado la formacion de tejido conectivo ocupando toda la cavidad del defecto. En el
tejido conectivo encontramos numerosos restos de material y una gran infiltracion de células
multinucleadas. Ademas existen macréfagos con material fagocitado y reacciones
granulomatosas de tipo inflamatorio. Se trata de un tejido conectivo con una vascularizacion
notable y numerosos restos de material. Por otro lado se aprecia una transicion entre tejido
conectivo y tejido adiposo. Debido a la desmoplasia desarrollada, se han detectado signos de
remodelacion en el hueso adyacente al defecto, ademas de zonas inmaduras, con deficiencia
en mineralizacion y osteocitos inmaduros, en lagunas no calcificadas.

La Unica pequefa diferencia encontrada entre el material P y el Q es que en los casos
4,5y 6 del material Q se han detectado pequefios focos inflamatorios, mientras que ninguno
de los casos del material P en los que se han producido procesos de regeneracion 6sea los
encontramos.

En ninguno de los casos se han encontrado procesos de necrosis tisular, ni procesos
inflamatorios de tipo cronico. Al igual que tampoco se ha desarrollado médula 6sea
hematopoyética.

Podemos concluir que la respuesta tisular de los materiales pertenecientes al grupo
IV muestra una caracteristica, que consiste en presentar un elevado nimero de células
multinucleadas.
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Fig.118 (2x) Fig.119 (2x)
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Fig.120 (4x)

Fig.123 (20x)

Fig.122 (10x)
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Fig.116 (caso 4, Q).- Panoramica del hueso regenerado con una notable osteointegracion de
material. Se distinguen grandes restos de material ocupando asi la totalidad de las trabéculas
Oseas regeneradas. Predominan los restos de material frente al hueso trabecular regenerado.
Aparecen numerosas células multinucleadas en los espacios intertrabeculares, en asociacion
con los restos de material. Las trabéculas presentan pequefias zonas con deficiencia de
mineralizacion. (2x, TG).

Fig.117 (caso 5, Q).- Se muestra el grado de mineralizacion del hueso trabecular regenerado.
Las trabéculas neoformadas son gruesas, con una distribucién desordenada y con numerosas
uniones entre ellas. Se aprecian también las zonas de osteointegracién de material dentro de
las trabéculas dseas. (2x, VK).

Fig.118 (caso 2, Q).- Imagen de la zona externa del defecto. En la zona cortical apreciamos
la formacion de tejido conectivo altamente vascularizado y con un infiltrado severo de
células multinucleadas, junto con restos de material. El resto de la cavidad del defecto se ha
regenerado, presentando trabéculas neoformadas, desorganizadas y en continuidad con las
trabéculas normales del hueso adyacente. (2x, TG).

Fig.119 (caso 4, P).- Fotografia panordmica representativa de aquellos casos en los que la
totalidad del defecto se encuentra ocupado por tejido conectivo altamente vascularizado. Los
vasos presentan grandes luces dilatadas. Se distinguen numerosas células multinucleadas y
grandes restos de material. Las trabéculas éseas que aparecen muestran restos de material
osteointegrados. (2x, TG).

Fig.120 (caso 1, P).- Trabéculas 6seas neoformadas, gruesas y anastomosadas, con restos de
material osteointegrados. Existen pequefias zonas dentro de las trabéculas que indican
deficiencia de mineralizacion (color rojo). Los espacios medulares estan ocupados por un
profuso infiltrado de células multinucleadas. (4x, TG).

Fig.121 (caso 5, P).- Imagen de un defecto no regenerado, en donde la cavidad presenta el
desarrollo de tejido conectivo con una copiosa cantidad de células multinucleados y
macrofagos con restos de material de gran tamafio. (4%, TG).

Fig.122 (caso 5, P).- Detalle de las trabéculas Gseas regeneradas, con pequefias lineas de
osteoide. En los espacios intertrabeculares se ha desarrollado tejido conectivo donde se
aprecian grandes restos de material delimitados por células multinucleadas, que se disponen
alrededor de su superficie, aislandolos. (10x, TG).

Fig.123 (caso 7, P).- Detalle de un espacio intertrabecular, donde se distinguen células
multinucleadas rodeando grandes restos de material y macr6fagos con particulas fagocitadas.
Ademas se pueden observar vasos sanguineos. (20x, TG).
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material P.-

Tabla resumen del GRUPO IV
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RESUMEN VALORACION HISTOLOGICA MATERIAL P (GRUPO IV)
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El disefio y fabricacion por AzureBio S.L.(Madrid) de los biomateriales basados en
diferentes tipos de fosfatos de calcio, sobre todo monetita, y compuestos de silicio en
proporciones determinadas estudiados en este trabajo, se ha llevado a cabo con el objetivo de
conseguir biomateriales sintéticos reabsorbibles, osteoconductores, osteogénicos 'y
osteoinductores como alternativa a los materiales ya existentes en el mercado, como son los
controles utilizados en este trabajo Bio-Oss® (155, 156, 157) y Cerasorb® (158),
ampliamente aplicados en la cirugia dental y maxilofacial y comercializados en forma de
granulos de diferentes tamafios comprendidos entre 150 y 2000 um. El Bio-Oss® es una
matriz mineral Gsea, porosa, no antigénica y natural. Se produce mediante la extraccion de
todos los componentes orgéanicos del hueso bovino. Debido a su estructura natural, Bio-Oss®
es fisica y quimicamente comparable a la matriz mineralizada del hueso humano. La
capacidad osteoconductora del Bio-Oss® en humanos, se ha puesto de manifiesto en
procesos de regeneracion de defectos periodontales, en la reconstruccion dsea peri-implante
y en el aumento del cresta alveolar, aunque en estos dos Gltimos procesos se pueden
encontrar reacciones adversas que hacen peligrar el éxito del tratamiento. En relacion a la
reparacion désea posterior a la extraccion de piezas dentarias, pocos son los trabajos que
demuestren que el Bio-Oss® pueda reducir la reabsorcion de la placa bucal y consiga
mantener el volumen dseo (159). Ademas, hay que destacar la escasa reabsorcion que sufre
el material Bio-Oss®, ya que en trabajos realizados en procedimientos de elevacion del seno
maxilar en humanos, aln se detectan restos 10 afios después (160). Por otro lado, la
aplicacion clinica del Cerasorb®, material sintético compuesto por una fase pura de B-TCP,
muestra su reabsorcién y capacidad de regenerar hueso en humanos en los defectos
alveolares causados por la extraccion de dientes (161) y en procesos de aumento del suelo
sinusal (162).

Los materiales de este trabajo se han sintetizado en forma de granulos, de tamafio
comprendido entre 250 y 1000 um, para su posible aplicacion en clinica odontolégica. Este
tipo de materiales son demandados para el relleno de cavidades dseas provocadas por
extraccion de piezas dentarias, por deficiencia en la cantidad Gsea requerida para la
colocacion de implantes o puentes dentales, o incluso para el relleno de defectos dseos
debido al desarrollo de quistes o tumores.

Uno de los factores clave en el desarrollo de biomateriales aplicados en regeneracion
Osea reside en la porosidad. Los granulos sintetizados en este trabajo presentan una
porosidad intragranular, de forma que el propio grano tiene poros, e intergranular, constituido
por los espacios libres que quedan entre los granulos. La porosidad intergranular es la que
proporciona la interconexién entre los poros y es de gran importancia, de manera que
permite la distribucién y migracién de las células, y la formacion in vivo de vasos
sanguineos necesarios para sustentar la neoformacion del tejido 6seo y su remodelacion
(163). Un tamafio de poro entre 200 y 400 pum es suficiente para permitir la osteogénesis
(164). Una macroporosidad interconectada superior a 100 pm es la que permite la
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colonizacion de células (57, 165). Por lo tanto no es solo importante el tamafio de poro sino
también las caracteristicas de las interconexiones; el tamafio de las interconexiones, mas que
el tamafio de poro, puede determinar el grado de osteoconduccion (55). Como nuestros
materiales son granulados, la interconexion esta garantizada de forma natural.

Por otra parte, la porosidad intragranular es la que permite que se produzca un
intercambio de fluidos e iones con el medio. En sistemas reabsorbibles tanto la densidad de
poro como de interconexiones es mas importante que el tamafio de las mismas (57). La
forma granulada de los materiales proporciona porosidad aumentando considerablemente la
superficie de contacto del material en el lugar de implantacion, y la superficie susceptible de
interaccionar con las células de los tejidos circundantes. Ademéas la forma granulada
proporciona un area superficial especifica elevada, proporcionando a los materiales una
elevada solubilidad y reactividad. Materiales con mayor area especifica, tendran mayor
reactividad y por tanto mayor reabsorcion, provocando una mejora en la capacidad de
osteoinduccion (166).

Ademas, la porosidad afecta al grado de osteointegracion ésea del material in vivo, de
forma que la macroporosidad afecta al volumen final de hueso regenerado, y por otro lado, el
tamafio de poro, la fraccion del volumen de porosidad y el tamafio y densidad de
interconexion afectan a la calidad de hueso neoformado (167).

Todos estos factores influyen en que los biomateriales puedan presentar una propiedad
importante a la hora de conseguir la regeneracion Osea, que es la osteoinduccion. Los
materiales derivados de fosfatos de calcio son osteoconductores y en general no se
consideran osteoinductores. Sin embargo algunos trabajos (168) ponen de manifiesto que
poseen la capacidad de formar hueso en tejidos extraesqueléticos, sin la adicién de factores
osteogénicos, si se combinan adecuadamente caracteristicas como la topografia, geometria,
composicion, tamafio de macroporo y porcentaje de porosidad del fosfato de calcio. Esta
geometria seria la responsable de captar y de concentrar a los factores de crecimiento y
células osteoprogenitoras circulantes, proporcionando las propiedades osteoinductoras a los
fosfatos de calcio (165).

El proceso de sintesis de monetita utilizado en este trabajo, basado en una reaccion de
cementacion acido-base, es igual que el empleado por Gbureck y cols. (169). Estos autores
en su trabajo utilizan un proceso que combina la impresion tridimensional de polvos con la
reaccion cementacion de B-TCP y &cido fosférico. En primer lugar obtienen brushita, la cual
mediante una conversion hidrotérmica es transformada en monetita. El proceso de
conversion se realiza en un autoclave por esterilizacion con vapor (20 min a 121°C)
consiguiendo la deshidratacién de la brushita y por lo tanto su transformacion en monetita.
Este proceso de sintesis ha sido probado en un trabajo de Dorozhkin y cols. (170), donde se
han estudiado las transformaciones quimicas de tres materiales de fosfato de calcio, como
son la Brushita, BCP y CDA.

El proceso de autoclavado utilizado en este trabajo para convertir la brushita en
monetita, hace que obtengamos un biomaterial con propiedades mejoradas. De forma que,
mediante el proceso de deshidratacion térmica de la brushita, se mantienen las condiciones
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de presion y temperatura elevadas, previniendo la contraccion del material, sin alterar la
geometria macroscépica de la brushita. Ademas de la deshidratacion, el proceso de
autoclavado que transforma la brushita en monetita, induce un aumento de la densidad, la
porosidad y el area superficial especifica (169). Todo ello conlleva a que presente un mayor
grado de reabsorcién in vivo. Tamimi y cols. (78) evaluaron si la aplicacion local de granulos
de monetita, conseguidos mediante la conversion térmica de un cemento de brushita, podria
inducir la regeneracion 6sea en defectos 6seos de tamafo critico en la boveda craneal de
conejo, logrando resultados positivos a las 8 semanas de experimentacion.

La obtencion de la monetita por este procedimiento presenta ciertas limitaciones a la
hora de su aplicacion clinica, ya que disminuye sus propiedades mecanicas y no permite su
administracion como una pasta inyectable o como relleno 6seo, ya que tiene que ser
prefabricada, impidiendo su uso en defectos 6seos irregulares segiin Tamimi y cols. (171).

El material ideal en la regeneracién Osea debe combinar las propiedades de
osteogénesis, osteoconduccién y osteinduccion, del mismo modo que debe de ser
reabsorbido in vivo para ser reemplazado por hueso regenerado. Ademéas deben ser
reabsorbidos y gradualmente reemplazados por el nuevo hueso formado (18) . Los
biomateriales de fosfato de calcio son candidatos excelentes para la regeneracion Osea
debido a su probada biocompatibilidad, osteoconduccién y algunas veces osteoinduccion.
Sin embargo, a menudo su capacidad de reabsorcion in vivo es reducida, de modo gue es un
factor limitante en procesos de restauracion ésea donde el material tiene que ser reemplazado
progresivamente por hueso autélogo funcional. Por ello en este trabajo se han combinado
diferentes composiciones de fosfato de calcio, intentando asi modular la progresiva
reabsorcion del material empleado.

Los distintos compuestos basados en silicio, como la ps-wollastonita, el gel de silice
y el biovidrio, se han elegido por las propiedades bioactivas e osteoinductivas que presentan,
al ser capaces de liberar iones al medio, formando un capa de HA sobre su superficie y asi
favorecer la formacién 6sea (25, 42, 172).

Por Gltimo, se han realizado sustituciones i6nicas de Zn** o Mg?* en la monetita,
porgue en materiales basados en fosfato de calcio se ha postulado que la adicién de estos
iones puede mejorar las propiedades bioldgicas y favorecer la regeneracién 6sea (173). Sobre
todo se ha estudiado el efecto de las sustituciones iénicas de Zn** y Mg?* en la HA, que
inhiben la cristalizacion de la HA, de forma que en el caso de los cementos de brushita,
conlleva a que disminuya su cristalinidad y aumente la solubilidad del material (174).

Debido a las distintas combinaciones posibles entre los diferentes componentes
comentados anteriormente, los candidatos a estudio se agruparon, atendiendo a su
composicion, en 4 grupos. Todos ellos tienen en comun la presencia de monetita, que puede
presentar 0 no sustituciones ionicas parciales, y gel de silice. A continuacion se exponen las
bases de formulacion y el criterio de seleccion de los distintos materiales.
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GRUPO I:

La composicion de los materiales del grupo | estd basada en la formacion de
granulados de monetita a partir de la reaccion de la ps-wollastonita con el &cido fosforico.
Como se ha comentado anteriormente, al tratarse de materiales granulados, hace que
presenten una elevada area superficial especifica. Un aumento de este &rea provoca una
mayor expresion de genes osteogenicos in vitro (175). Asi mismo, la liberacion de iones al
medio al solubilizarse el material, puede influir en la expresion de estos genes. Se ha
estudiado que la monetita obtenida mediante la conversion hidrotérmica de cementos de
brushita se reabsorben mas rapidamente in vivo que los cementos originales de brushita,
mostrando una mayor infiltracion 6sea; aunque hay que tener en cuenta que el nimero de
animales utilizados fue reducido (171). A su vez la monetita presenta una mayor solubilidad
que otros fosfatos de calcio como OCP, TCP e HA. De hecho el interés que recae sobre el
uso de la monetita, se debe a que cementos de monetita presentan una mayor reabsorcion in
vivo que los cementos de HA (176).

La reaccion entre la ps-wollastonita y el acido fosférico es muy rapida, provocando
la formacién de elevadas cantidades de gel de silice (cercanas al 30% en peso), consiguiendo
Unicamente concentraciones de monetita de alrededor del 60% en peso. Estudios
preliminares in vitro de la ps-wollastonita demostraron que se trata de un material
potencialmente bioactivo ya que promueve la formacién de una capa de HA en contacto con
fluido bioldgico simulado (FBS) con una concentracion de iones, pH y temperatura
virtualmente idénticos a lo que tiene el plasma sanguineo humano. Los cristales de HA se
formaban sobre una capa intermedia de silice amorfa (177, 178). Asi mismo se comprob0 in
vitro su bioactividad en saliva de humanos (179) e in vivo en tibias de rata (49). La
formacion de la capa de HA es un requisito esencial para que un biomaterial sea utilizado
como un sustituto 6seo bioactivo. Por otro lado Sarmento y cols. (48) demostraron la
biocompatibilidad y osteoconduccion de la ps-wollastonita al realizar ensayos in vitro con
cultivos celulares de osteoblastos. Sin embargo, otro trabajo (180) pone de manifiesto que,
debido a la rapida disolucién de la superficie de la capa de gel de silice y el aumento local
del pH, previo a la formacién de la capa bioactiva de apatita, dificulta la adhesion de
osteoblastos en los primeros periodos de inmersion en el medio de cultivo en estudios in
vitro; ya que la formacién de la capa de apatita favoreceria la adhesion celular (47).

El material A (monetita 58% en peso, gel de silice 34% en peso y ps-wollastonita 8%
en peso), ha sido considerado en este grupo como el material de referencia. Los materiales B,
C y D presentan una composicion muy similar a la del material A, exceptuando la
presentacion de sustituciones i6nicas en la monetita. En los materiales B y C, la monetita
presenta la sustitucion parcial de Ca?* por Zn?*, mientras que el material D, la monetita
presenta Mg?*. Se seleccionaron estos iones porque intervienen en el metabolismo celular. El
magnesio es un cation intracelular esencial, que interviene en muchas funciones celulares,
como el transporte de iones (K* y Ca®"), y modula el metabolismo energético y la
proliferacion celular (181). Una deficiencia de magnesio puede llevar a una disfuncion
celular, pudiendo alterar el metabolismo 6seo (182). Ademas interviene en los procesos de
deposicion y mineralizacion ésea (88). En relacion al zinc, este forma parte de 300 enzimas,
incluida la fosfatasa alcalina (182). Se ha comprobado que in vitro estimula la proliferacion y
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diferenciacion osteogénica hacia células osteoblasticas e inhibe la reabsorcion mediada por
los osteoclastos (90) e in vivo estimula la formacién y mineralizacion 6sea (91).

Asi mismo se ha demostrado que la presencia de diversos iones (estroncio,
pirofosfato o silicio), durante la reaccion de sintesis de cementos puede tener efectos tanto en
la propia reaccién como en las propiedades finales del material (183, 184). En el proceso de
sintesis de nuestros materiales, los iones metalicos han sido incorporados a los componentes
solidos de la reaccién en forma de sales, que contienen el id6n deseado, siendo este mismo
método el utilizado en la adicién de Sr** y Mg?* a sistemas cementantes (77). Hay trabajos
en los que se han probado distintas sustituciones idnicas en otros fosfatos de calcio, como la
HA y el B-TCP, mostrando la influencia sobre su biodegradabilidad. En el caso de la
incorporacién de iones como el Mg®* y el Sr** en HA'y CDHA, aumentaban su solubilidad, y
por lo tanto la biodegradacién de ambos (174). Pero, al contrario de lo que sucede en las
apatitas, la solubilidad del p-TCP disminuye al incorporar iones de Mg®* o Zn®* (91, 165). En
el disefio de los materiales estudiados en este trabajo, se pensd que sustituciones idnicas
parciales de la monetita podrian mejorar las propiedades osteoinductoras y osteoconductoras,
al igual que una solubilidad menor en comparacién con la monetita sin sustituir.

En el material C existe una diferencia adicional, consistente en que en la reaccion de
sintesis se incorpord en exceso CDHA para obtener un material con menor grado de
solubilidad y asi poder estudiar su posible efecto. Se seleccion6 CDHA porque es una HA no
estequiométrica, siendo mas parecida a la HA bioldgica en cuanto a su estequiometria y
cristalinidad, caracteristicas que hacen que sea mas reactiva en medio biolégico (84). La HA
biolégica es nanocristalina, deficiente en calcio y con varias sustituciones ionicas; sin
embargo, la HA estequiométrica suele ser mucho maés cristalina, con menor desorden
estructural y menos reactiva. Ademads, la HA estequiométrica comercial suele estar
sinterizada (tratada a altas temperaturas), de forma que son muy poco reabsorbibles y
reactivas, por lo que si la usdramos no se obtendria un material reabsorbible.

Al hilo de esta idea, y para evitar la formacién excesiva de gel de silice, se incorporé
a la reaccion de sintesis otro fosfato de calcio, el B-TCP, obteniendo el material E (monetita
63% en peso, gel de silice 19% en peso y B-TCP 18% en peso) y el material F (monetita 49%
en peso, gel de silice 14% en peso, B-TCP 30% en peso y CDHA 2% en peso). Ambos
materiales presentan una concentracion de gel de silice menor que A, B, C y D,
contrarrestada por la presencia de B-TCP, proporcionando asi distintos grados de solubilidad,
ya que en el caso del material F, la concentracion de B-TCP es mayor que en E. Se ha
elegido la combinacion de diversos fosfatos de calcio, como la monetita, B-TCP y CDHA,
por sus diferentes ratios de solubilidad (CDHA< TCP< DCPA) (27, 98, 185), que permite
modular la solubilidad del material final, por composicion, que es similar al componente
mineral 6seo, y por sus propiedades osteoconductoras (186).

Por dltimo, en el material F se observd la formacién de una pequefia cantidad de
CDHA (2% en peso). Esta CDHA puede haberse formado como resultado de un aumento
local del pH debido a la hidrolisis de la ps-wollastonita, ya que en el rango de pH entre 6,5-
9,5 la CDHA es la fase menos soluble, siendo mas estable a estos pH que la monetita, que
precipita a pH mas acidos (187).
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GRUPO II:

El grupo I, formado por los materiales G, H, I, J y K, se caracteriza por utilizar un
biovidrio bioactivo como precursor de la formacién de monetita y gel de silice, en lugar de la
ps-wollastonita empleada en el grupo |, ademas de por presentar este biovidrio como parte de
su composicion final. Concretamente se utiliza el biovidrio con la formula 70%Si0,/30Ca0O
(% mol) obtenido por el método de sol-gel, debido a la simplicidad de su composicion y a su
bioactividad comprobada (188). Del mismo modo que en el grupo anterior, se estudi6 la
influencia de las sustituciones i6nicas parciales del Ca®* en la monetita por Zn** o Mg**, asi
como la combinacién de monetita con fosfatos de calcio menos solubles como el B-TCP y la
CDHA.

El material G estd compuesto por un elevado contenido en monetita (74% en peso),
debido a que en su reaccién de sintesis se llevaron a cabo dos reacciones. Por un lado el
vidrio, afiadido en exceso, reacciona con el acido fosforico y el agua, formando una minima
parte de la monetita y todo el gel de silice (18% en peso) presente en este material, quedando
una pequefia cantidad de vidrio sin reaccionar (2% en peso). Este vidrio presenta mucho mas
silicio que calcio en su composicion por lo que su reaccion con el &cido fosférico da lugar a
materiales con un alto contenido de gel de silice y poca monetita. Para compensar las
pequefias concentraciones de monetita, se incorpora al proceso de sintesis una reaccién con
un fosfato de calcio, el B-TCP con el &cido fosforico, obteniéndose asi una mayor
concentracion final de monetita.

Los materiales H y | se sintetizaron, al igual que el material G, partiendo de un
exceso de vidrio bioactivo que daria lugar a la formacién pequefias cantidades de monetita
(alrededor del 50% en peso), y en mayor medida gel de silice, (alrededor del 38% en peso).
Pero en estos materiales, para aumentar la concentracion de monetita, se realiza una reaccion
entre la CDHA y el &cido, de forma que es posible aumentar la cantidad de monetita
obtenida. Los materiales H y | son iguales salvo que en el caso del material | el Ca?* de la
monetita esta parcialmente sustituida por Zn®*, para asi poder estudiar sus posibles afectos,
como se ha comentado previamente en el grupo 1.

En los materiales G, H y | la reaccion entre el vidrio y el &cido provoca un aumento
de pH, alcalinizando el medio, llegando a formar pequefias cantidades de CDHA como
producto final de la reaccidn, al ser mas estable a este pH la CDHA que la monetita, como se
ha comentado anteriormente (187).

Sin embargo, como los materiales H y | presentaban un contenido en gel de silice
elevado (alrededor del 38% en peso), se realiz6 una modificacién en el proceso de sintesis
obteniendo los materiales J y K, que presentan un contenido de gel de silice (alrededor del
15% en peso), similar al material G. En la sintesis de los materiales J y K se busco la
combinacion de monetita con B-TCP, y asi tener sistemas con diferente grado de solubilidad.
Esto se llevo a cabo también mediante dos reacciones en donde se utiliz6 ps-wollastonita
como precursor del gel de silice y de la monetita (45% en peso) en lugar del vidrio. Con la
ps-wollastonita se garantiza que se forme el gel de silice (15% en peso), ya que es mas
reactiva, como se ha comentado anteriormente. Y por otro lado, el B-TCP fue utilizado como
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precursor de la monetita y, al afiadirlo en exceso, se presenta también como parte de la
composicion final (B-TCP 35% en peso), pues queda sin reaccionar junto con el vidrio (5%
en peso), afiadido también en exceso. El material K tiene la misma composicion que el
material J, salvo que en K el Ca*" de la monetita esta parcialmente sustituido por Mg?*.

GRUPO IlIlI:

Este grupo se disefio con el fin de sintetizar materiales cuyo componente mayoritario
fuera la monetita, con o sin sustituciones parciales del Ca** por Zn*, y presentaran una
cantidad minima y constante de gel de silice (7% en peso), siendo ademas la Unica fuente de
silicio. Ademas se combiné la presencia de monetita con CDHA para asi obtener materiales
con diferente grado de solubilidad. Con estos sistemas podiamos estudiar el efecto de
elevadas cantidades de monetita (entre 63 y 93% en peso), bajas concentraciones de gel de
silice, y ademaés, la influencia de la CDHA en la composicion final a mayores
concentraciones que en grupos anteriores (el 15 o el 30% en peso).

Dentro de este grupo, el material L es el mas sencillo ya que esta formado
Unicamente por monetita (93% en peso) y gel de silice (7% en peso). Los demé&s materiales
del grupo 1lI, M, N, N'y O presentan en su composicion monetita (63 o 78% en peso) y
CDHA, en un 15% en peso en los materiales M y N y en un 30% en peso en Ny O. Los
materiales M y N, presentan la misma composicion, salvo que en M la monetita presenta
sustituciones iénicas parciales de Zn*"; y lo mismo ocurre entre los materiales N y O, donde
la monetita en O es la que presenta Zn*".

GRUPO IV:

Este grupo se caracteriza porque en el proceso de sintesis se utilizd el fosfato
monocalcico (MCP) en vez del acido fosférico. La razén de este cambio es poder obtener
materiales con una mayor proporcion de ps-wollastonita residual que los obtenidos en el
grupo |. Este grupo IV se disefi¢ para obtener una composicion final de monetita (60% en
peso), gel de silice (17% en peso) y ps-wollastonita (23% en peso). Dada la propia
estequiometria de la reaccion entre la ps-wollastonita y el acido fosférico, no es posible
obtener esta composicion, por lo que se utilizé como alternativa el MCP, con el que se podia
obtener una menor cantidad de gel de silice y un alto contenido de ps-wollastonita. En este
caso es necesario afadir agua a la reaccion de sintesis, ya que tanto el componente acido,
MCP, como basico, ps-wollastonita, son sélidos.

Sin embargo, el prop6sito de mantener concentraciones de monetita alrededor del
60% en peso no pudo conseguirse y los materiales presentaron una composicion muy
diferente a la deseada, es decir, una menor proporcién de monetita, la formacién no esperada
de CDHA y un contenido de ps-wollastonita menor de lo esperado. Después de estudiar la
causa de este resultado, parece que la formacion de CDHA se debe al aumento local de pH
producido por la hidrolisis de la ps-wollastonita, como se ha comentado en los grupos 1y 11,
y cuya concentracién es elevada, dando lugar a la precipitacion de CDHA en lugar de
monetita. Asi mismo, este proceso se ve favorecido en este grupo ya que se utilizé MCP
como é&cido y la reaccion entre la ps-wollastonita y el MCP es mas lenta que con el acido
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fosférico, favoreciendo que estos aumentos locales de pH se mantuvieran por méas tiempo.
Ademas, el contenido de CDHA puede aumentar durante el envejecimiento, ya que la ps-
wollastonita en exceso reacciona con la monetita transforméndose en CDHA. La
composicion final de los materiales fue la siguiente: P (monetita 35% en peso, gel de silice
22% en peso, CDHA 24% en peso y ps-wollastonita 18% en peso) y Q, que presenta la
sustitucion iénica parcial del Ca** de la monetita por Zn** (monetita 20% en peso, gel de
silice 27% en peso, CDHA 46% en peso y ps-wollastonita 7% en peso).

Resumiendo, en este trabajo se han sintetizado materiales con diferentes
composiciones basadas en distintos fosfatos de calcio, como la monetita, B-TCP y CDHA,
gue presentan diferentes grados de solubilidad, compuestos basados en silicio, como el gel
de silice y la ps-wollastonita, que se caracterizan por ser bioactivos, y se han realizado
sustituciones iénicas parciales del Ca?* en la monetita por Zn** y Mg*".

Modelo experimental:
Animal de experimentacion:

El animal de experimentacion, utilizado para realizar el estudio in vivo de la
respuesta tisular que provocan los materiales sintetizados en esta tesis, es adecuado para
responder las cuestiones de biocompatiblidad, velocidad de reabsorcion del material,
formacién de nuevo hueso y estudiar las reacciones celulares producidas frente a la
implantacién de los materiales (189, 190, 191, 192). Las ovejas son consideradas como una
buena especie para la investigacion dsea, ya que su metabolismo 0seo es comparable al
humano, permitiendo su comparacion con los humanos; Willie y cols. (193) describen un
patron de crecimiento dseo en implantes porosos en oveja similar al humano, si bien la
composicion 6sea y la regeneracion probablemente sean diferentes en funcion de la
localizacion en el esqueleto de la oveja, al igual que sucede en otras especies (194). Se
considera un modelo prometedor en el area de la investigacién por varias razones, ya que
son déciles, faciles de manipular y albergar, son relativamente econémicas y estan
disponibles en grandes cantidades (152). Las diferencias en la formacién de nuevo hueso y
reabsorcion del material entre cada oveja entra dentro de las variaciones bioldgicas. Pueden
esperarse incluso diferencias en relacion a la localizacion 6sea de cada material, debido a la
diferente vascularizacion en el lugar de la implantacion. Areas con una gran vascularizacion,
como es el caso de la metéfisis proximal del himero, puede acelerar el proceso, como se ha
comprobado al compararlo con otros estudios donde la implantaciéon se realizd en los
condilos femorales que presentan un patron vascular més pobre (190).

La oveja es un ejemplo de modelo animal con una actividad de remodelacion 6sea
haversiana similar a la de los humanos. La distribucién de los canales de Havers en la oveja
normalmente es menos densa y mas irregular en comparacion con la de los humanos (195).
Se han realizado estudios de comparacion de mineralizacién secundaria en hueso cortical y
trabecular de oveja, poniendo de manifiesto que los procesos de remodelacion entre ambos
de tipos de hueso son diferentes, sin embargo no existen diferencias en relacion a los
procesos de mineralizacion secundaria. El ratio de aposicion de mineralizacion secundaria es
el mismo en el hueso cortical y trabecular de la oveja (196).
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Otra de las ventajas del uso de ovejas en experimentacion es que permite realizar un
mayor numero de defectos 6seos, de forma que en un mismo animal se pueden evaluar
diferentes materiales, en comparacién, por ejemplo, con los roedores que requieren un mayor
namero de ejemplares por estudio, debido a la limitacion anatémica y su tamafio, no
permitiendo realizar una valoracion de mdltiples materiales a la vez. Ademas los roedores
tienen un ciclo de remodelacion méas rapido en comparacion con el de los humanos;
asimismo no sufren procesos de remodelacién cortical y presentan un déficit de hueso
trabecular (197). Estos factores hay que tenerlos en cuenta a la hora de realizar ensayos con
estos animales, ya que presentan un metabolismo 6seo diferente al del humano.

Ademas, debido al tamafio de la oveja se pueden realizar defectos de gran tamafio en
comparacién con los que se podrian hacer en animales mas pequefios, como los conejos.

Los mamiferos tienen una temperatura y una concentracién de iones en suero
estables, de modo que cuando un biomaterial es implantado in vivo, su velocidad de
reabsorcion puede depender de su propia solubilidad, su geometria (porosidad y area
superficial), y del intercambio i6nico. Por lo tanto, la reabsorcién de un biomaterial in vivo
puede estar influenciado tanto por el material en si como por el intercambio de agua
especifico de la especie animal en donde el material se ha implantado. La reabsorcion parece
ser mayor en animales pequefios con masas 6seas pequefias ya que implica un ratio de
intercambio de agua mayor, que depende de su demanda caldrica. Por ello se explica el
comportamiento variable pueden presentar los materiales al implantarse en diferentes
especies animales o en humanos (81) . Aunque en nuestro caso, al utilizar ovejas, las
diferencias no son tan marcadas, en comparacion con los humanos. El uso de primates en
experimentacion se ve reducido debido a cuestiones éticas, econdémicas, problemas de
estabulacion y escasa disponibilidad de centros experimentales, ademas de que hay que dar
preferencia al empleo de animales alternativos, en la medida de lo posible.

Tipo de lesién y cirugia:

Las zonas anatdmicas de implantacion de los materiales seleccionadas fueron la
epifisis proximal de la tibia, la epifisis distal del fémur y la diéafisis proximal del himero, ya
que a la hora de realizar los defectos 6seos en los extremos de los huesos encontramos los
dos tipos de hueso, tanto cortical como trabecular.

Los defectos Oseos realizados en este trabajo, que presentaron procesos de
regeneracion 0sea, ésta se manifiesta mediante la formacion de hueso de tipo trabecular. En
ninguno de los casos, a las 16 semanas de estudio, se consigue la regeneracion completa del
defecto, apareciendo en la zona superficial el desarrollo de tejido conectivo. Asimismo, en
ese tiempo de experimentacion no se alcanza la diferenciacion a un hueso de tipo cortical.
Esta respuesta tisular la encontramos en el trabajo de Patel y cols. (198) donde realizaron
defectos déseos en el condilo femoral de ovejas y se implantaron granulos de HA e HA
sustituida por silice durante 6 y 12 semanas. La regeneracion ¢sea de estos defectos dseos se
realiz6 desde la profundidad del defecto y las paredes laterales del defecto. No obstante, en
las zonas media y superficial, se produjo una infiltracion de médula activa impidiendo la
regeneracion completa del defecto, no formando hueso de tipo cortical. Sin embargo, en el
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trabajo de Braye y cols. (199) defectos dseos realizados en el hueso cortical del fémur de
ovejas donde se implantaron cilindros porosos de HA, presentaban la completa
osteointegracion de la HA y la formacion de hueso maduro en los poros situados en la zona
de la corteza a las 20 semanas de estudio. A los 7y 9 meses de experimentacion, todos los
poros se encontraban rellenos de hueso maduro. Debido a esto, cabe pensar que el proceso de
formacién de hueso maduro cortical a las 16 semanas de estudio en nuestro trabajo aun no se
ha producido, y que con el tiempo llegaria a formarlo.

Ademas del tamarfio del defecto 6seo, existen otros factores que también regulan la
calidad y cantidad de hueso regenerado en condiciones experimentales. De hecho el lugar
anatémico donde se realiza el defecto 6seo y su estabilidad son factores importantes, ya que
la fuerza muscular y de cargas junto con el grado de movilidad, pueden alterar el resultado.
En relacion a la localizacién anatomica del defecto éseo, Gnicamente se podria indicar que de
forma bastante frecuente en los defectos de las tibias, éstos alcanzan el canal medular, por lo
que los materiales implantados entran en contacto con la médula dsea. Esto se debe a que en
la epifisis proximal de la tibia donde se han realizado los defectos, encontramos ademés del
estrecho hueso cortical, escaso hueso trabecular, siendo més accesible el canal medular a la
hora de realizar los defectos Gseos. Este fendbmeno ha llevado a descartar aquellos casos
implantados en tibia que presentaran un comportamiento diferente a la tendencia general del
resto, debido a la posible influencia del contacto directo con la médula 6sea.

A pesar de la posible influencia de la localizacion anatémica dsea donde se han
realizado los defectos, la capacidad de reparacién del defecto 6seo depende principalmente
del tamafio de la herida Osea. Tedricamente, un dafio 6seo experimental realizado para el
estudio de mecanismos de reparacion debe ser lo suficientemente grande como para no
permitir una regeneracion espontanea del defecto. Por ello se recurre a la creacion de
defectos 6seos de tamafio critico, el cual se define como “la herida dsea de menor tamafio
que se realiza en un hueso y una especie animal en particular, la cual no sufrird una
regeneracion espontanea durante la vida del animal” (200). El defecto de tamafio critico es
aquel que presenta una regeneracién 6sea menor al 10% durante la vida del animal. En el
trabajo de investigacién de Nuss y cols. (201) se confirma la utilidad del uso de ovejas con
defectos dseos de tamafio critico de 8 mm de didmetro y 13 mm de largo realizados en la
parte proximal y distal de himero y fémur, para el estudio de la biocompatibilidad de
biomateriales aplicados a la regeneracion dsea. Estas dimensiones del defecto 6seo coindicen
con las de los defectos realizados en este trabajo.

Por otro lado, para realizar una correcta evaluacion de los procesos de reparacion
6sea sin interferencia de los procesos de crecimiento fisiologicos, la reparacion de los
defectos 6seos deben estudiarse en animales esqueléticamente maduros (202). El hueso
compacto inicial formado en la oveja es predominantemente plexiforme, el cual se
mineraliza a medida que el animal crece, alcanzando la madurez esquelética entre los 3 y 4
afios de edad (203). En nuestro trabajo, la edad media de las ovejas es de 4 afios.

En relacién a la cirugia de la realizacion de los defectos dseos, hay que tener en
cuenta factores que puedan afectar a la respuesta tisular frente al material implantado. Estos
factores pueden ser: desviaciones anatomicas de la localizacion de los defectos, que el
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defecto no se encuentre en un lecho 6seo lo suficientemente vascularizado, debido a
procesos de abrasidn o que no hayan sido bien lavados, o que incluso a la hora de implantar
los granulos de material, este se haya compactado demasiado, reduciendo su porosidad.
Algunos de los defectos 6seos se han realizado en las proximidades de la zona metafisaria
del hueso, mostrando osificacion endocondral y por lo tanto interfiere a la hora de realizar
una valoracion adecuada. Este fendmeno ocurre en: material E (caso 4), material F (caso 1),
material G (caso 5), material | (casos 3 y 6) y material K (caso 3). Es preciso resefiar que
todos los casos corresponden a defecto 6seos realizados en tibias, menos los de los
materiales G y K, que fueron realizados en himeros.

Técnicas de estudio:
Radiologia: TAC y Rx:

Estas técnicas de diagnostico por imagen no invasivas realizadas, en el caso de los
TAC, en el postoperatorio inmediato, mensuales hasta las 16 semanas de experimentacion y
después del sacrificio de los animales, nos ha proporcionado una secuencia temporal de
imagenes mediante las cuales hemos podido ver como ha evolucionado el relleno del defecto
0seo a distintos tiempos a lo largo de todo el experimento. Aun teniendo las imagenes de
TAC, que nos proporcionan una mayor resolucion en comparacion a las radiografias,
también se ha recurrido a la realizacion de radiografias, una vez extraidas las piezas dseas
con los defectos Gseos y finalizado el tiempo de experimentacion, como un sistema de
control rutinario con fines de orientacion para la toma de muestra. Ademas de los TACs, las
radiografias nos han permitido establecer una correlacién con los resultados obtenidos
mediante la evaluacion histoldgica de los defectos 6seos, ya que la valoracién de la respuesta
tisular se ha realizado en un Unico tiempo de estudio, correspondiente a 16 semanas de
implantacion de los materiales, duracion final del ensayo. Esta combinacién de técnicas no
se ha encontrado en otros trabajos, aunque otras técnicas como U-CT si (81, 204), pero se ha
considerado que las técnicas empleadas en este trabajo son suficientes para poder realizar
una evaluacién completa de la respuesta tisular 6sea frente a los materiales implantados.

De este modo se establece una relacion entre la presencia de radiodensidad en las
imagenes, indice de la presencia de calcio, con una distribucion homogenea y continua con
el hueso adyacente a los bordes del defecto 6seo, siendo por lo tanto un signo de
regeneracion 6sea. O de lo contrario, la ausencia de radiopacidad en el defecto dseo, es un
signo de ausencia de calcio y por lo tanto se trata de un defecto no regenerado.

Técnica histoldgica:

El propésito de realizar el estudio histolégico sobre muestras incluidas en
metilmetacrilato (205, 206) que no estuvieran descalcificadas se debe a diversas razones.
Una de ellas es debido a la composicion quimica de los granulados estudiados en este
trabajo. Al ser compuestos basados en fosfato de calcio, requieren que las muestras no se
encuentren descalcificadas, puesto que si lo estuvieran ademas de eliminar el componente
célcico del hueso, perderiamos también nuestro material, tanto si estuviera integrado en el
hueso regenerado o como si hubiera material remanente, impidiendo por lo tanto realizar una
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adecuada valoracion y estudio. Otra de las razones por las que las muestras se han incluido
en metilmetacrilato es por su capacidad de infiltracion de muestras de gran tamafio y la
Gltima razdn se debe a la gran versatilidad de tincidn de este tipo de muestras. Ademas, las
muestras 6seas no descalcificadas incluidas en metilmetacrilato pueden cortarse en secciones
de 3-5 um de grosor, utilizando equipos relativamente convencionales como los empleados
en este trabajo, tales como sierras de cadena y microtomo (207).

Por otro lado, la preparacion de muestras 6seas descalcificadas incluidas en parafina
(206) por ejemplo, ha sido durante mucho tiempo una técnica histologica rutinaria en
hospitales y centros de investigacion, pero presenta el inconveniente de modificar la
estructura de la fase mineral del tejido 6seo. Por ello, la utilizacion de muestras dseas
calcificadas permite mantener intacta la fase mineral del tejido 6seo y realizar tinciones
especificas, como las realizadas en este trabajo, tincion de Von Kossa y tincion de tricromico
de Goldner (208). La tincion de Von Kossa, especifica para tejidos mineralizados, nos
permitio discriminar el tejido calcificado que adquiere una coloracion negra del resto que no
lo estd y se tifie de rojo. La técnica de Von Kossa esta basada en la reaccion de la plata que
tifie las calcificaciones, y utiliza las reacciones quimicas entre los iones de calcio y los
reactivos, adquiriendo un color entre negro y marrén oscuro (209). Mientras que la técnica
de tricromico de Goldner permite distinguir la matriz organica, denominada osteoide, tefiida
de rojo, de la matriz dsea madura mineralizada, tefiida de verde. Ademas discrimina fibras
colagenas, el tejido conectivo y los conductos vasculares, que adquieren una tonalidad roja.
Po ultimo proporciona una buena tincion del componente celular del hueso como los
osteoblastos y osteoclastos debido a uno de los componentes de la tincion, la hematoxilina
férrica (208) .

Valoracion histologica:
Respuesta tisular frente a los granulos implantados:

Para comparar la capacidad regeneradora de nuestros materiales y su
bioreabsorbilidad, se ha realizado el estudio teniendo como control dos materiales
ampliamente utilizados en odontologia y que presentan una reabsorcion muy dispar. El
BioOss®, al tratarse de una HA de origen bovino, es muy estable y es el menos reactivo de
todos los materiales estudiados en este trabajo. EI BioOss® presenta una topografia rugosa
gue favorece la unién de osteoblastos, su proliferacion y la sintesis de matriz 6sea sobre su
superficie (210). En la valoracion histologica se observa perfectamente la notable
osteointegracion de particulas de BioOss® en las trabéculas Oseas neoformadas. Las
trabéculas regeneradas adquieren una morfologia caracteristica debido a la forma artificial de
este material, siendo irregulares, abruptas y con formas poligonales. La notable
osteointegracion de los granulos de BioOss® en el hueso se debe a que es un material muy
estable, un biomaterial basado en HA, y por tanto menos susceptible a sufrir los procesos de
reabsorcion. Este comportamiento se ha puesto de manifiesto en numerosos articulos (211),
(212) donde se refleja el potente poder osteoconductor de BioOss®, sirviendo
mayoritariamente como soporte y no como promotor de la neoformacién 6sea. Se trata de un
material que se integra en el hueso regenerado pero que debido a su baja tasa de reabsorcion,
se mantiene durante largos periodos de tiempo (213, 214). Hay trabajos en donde no se
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aprecian, o son limitados los fendmenos de biodegradacién de BioOss® después de 15
meses, en casos de elevacion del piso del seno alveolar, en defectos de tamafio critico, y en
boveda craneal (215). En otro trabajo, Tamimi y cols. (81), implantaron granulos de HA
bovina y monetita en defectos 6seos alveolares de pacientes humanos, después de 6 meses de
estudio, se observaron numerosos granulos remanentes de HA bovina, mientras que no se
encontraron granulos de monetita. Ademas, los estudios histolégicos mostraban signos de
reabsorcion por macréfagos u osteoclastos en la superficie de los granulos de monetita,
mientras que los de HA bovina no presentaban estos signos. La monetita al tratarse de un
biomaterial més reabsorbible, proporciona tanto la liberacion de iones (Ca** y PO,*) como el
espacio suficiente para permitir la formacién de nuevo hueso. Por contra, la HA bovina es
practicamente no reabsorbible in vivo y por lo tanto deja un espacio limitado para la
formacién 6sea. Asi, Orsini y cols. (216), pusieron de manifiesto la nula reabsorcion de
particulas de BioOss® aplicadas en la cirugia de elevacion del seno maxilar en humanos,
donde tanto a los 20 meses como a los 7 afios de estudio, encontrando granulos de BioOss®
perfectamente osteointegrados. Las diferencias entre los dos tiempos de estudio era el tipo de
hueso neoformado que rodeada a los granulos integrados, siendo inmaduro a los 20 meses de
estudio, mientras que a los 7 afios de implantacion, el hueso era de tipo laminar. Las
particulas en ambos tiempos de estudio se encontraban en contacto directo con el hueso y sin
ningun tipo de gap en la interfase hueso-particula.

Los casos adversos del control BioOss®, descritos en el apartado de resultados,
pueden atribuirse a posibles complicaciones en la cirugia, a la hora de realizar los defectos
0seos, localizados en la tibia, zona descrita anteriormente como susceptible de provocar
reacciones adversas al poder influir el contacto directo del material con el canal medular, y
en hamero, localizacién anatémica con una gran vascularizacion asociada. Ambos factores
han podido provocar que en las iméagenes de TAC a las 4 semanas de estudio no existan
zonas radiodensas, al haber desaparecido completamente los granulos de BioOss®, que son
altamente radiodensos. Ademas encontramos defectos 6seos de grandes dimensiones, quizas
debidos a procesos asociados de osteolisis.

Sin embargo, por otro lado, disponemos del material Cerasorb® utilizado también
como control. El Cerasorb® esta compuesto por -TCP, completamente reabsorbible y cuya
disolucion, al ser B-TCP en fase pura, no presenta impurezas como HA o a-TCP que
pudieran provocar cambios en la degradacion y reabsorcion del material (217). Esta
composicion, garantiza una respuesta celular adecuada (218) y su completa reabsorcion in
vivo, permitiendo la formacion de hueso de forma simultinea a la reabsorcion del material
(219). En el estudio histoldgico de forma homogénea se han puesto de manifiesto procesos
de regeneracion dsea, aunque no se ha conseguido regenerar el defecto 6seo por completo.
En todos los casos, la imagen de TAC a partir de la 82 semana de experimentacién presenta
una acusada pérdida de radiodensidad, mostrando Unicamente la zona interior radiodensa,
gue se mantiene asi hasta las 16 semanas de experimentacion. Esta manifestacidn radioldgica
se traduce en el estudio histoldgico en que la zona exterior del defecto ha desarrollado tejido
conectivo, altamente vascularizado, con escasos restos de material, en asociacion con células
multinucleadas. En relacion a la formacion de tejido éseo, encontramos procesos de
regeneracion avanzada, formandose hueso cortical inmaduro con abundantes cavidades
vasculares, en transicion con hueso trabecular, con trabéculas regeneradas gruesas,
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desorganizadas y anastomosadas. Algunas particulas de Cerasorb® se encuentran
osteointegradas en las trabéculas dseas neoformadas. La causa de que no se haya conseguido
la completa regeneracion del defecto 6seo podria ser atribuida a la pérdida del material en la
zona superficial del defecto, tal y como se pone de manifiesto radiolégicamente ya a la 8?
semana, a diferencia de la manifestacion radiol6gica del control BioOss® que se mantiene
fuertemente radiodensa durante todo el ensayo. Ademas el Cerasorb® es un biomaterial
altamente radiopaco, y debido a su alto contraste en radiografias, se puede seguir
perfectamente la dindmica del proceso de la regeneracion 6sea (220).

Cabe indicar que sélo uno de los casos, el 4, del control con implantacion de
Cerasorb® muestra una respuesta tisular dispar, formando tejido conectivo en la zona interna
del defecto con abundantes restos de material. Esto es debido a la localizacion anatémica del
defecto realizado en la tibia. La tibia presenta escaso hueso trabecular, por lo que al realizar
el defecto se ha alcanzado el canal medular, alterdndose asi la respuesta celular.

Ambos controles son materiales utilizados clinicamente como relleno y
reconstruccion de defectos 6seos principalmente en cirugia oral y maxilofacial, como se ha
comentado anteriormente. El uso de estos controles nos permite evaluar y comparar la
respuesta tisular de nuestros materiales a estudio frente a estos controles que presentan
diferentes grados de reabsorcion, siendo mas similares el comportamiento de los materiales
estudiados en este trabajo a los granulos de Cerasorb®, ya que son mas reabsorbibles que el
BioOss®.

El tercer control empleado en este estudio consiste en dejar el defecto dseo vacio, sin
implantar ningln biomaterial granulado, para poder confirmar que las dimensiones del
defecto creado (13x8mm) presenta propiedades de defecto 6seo critico (200), y por lo tanto
no sufre procesos de regeneracion espontanea. Tras el estudio histolégico del control vacio
se ha confirmado que en ninguno de los casos se ha producido la regeneracién del defecto y
Unicamente se ha desarrollado tejido adiposo. En algunos casos se ha apreciado una
neoformacién dsea en la zona superficial del defecto, desde la superficie peridstica, cerrando
la cavidad; se trataria por tanto, posiblemente de un proceso de osificacién peridstica.

Los mecanismos que llevan a la induccion de la formacion 6sea mediante el uso de
materiales sintéticos son complejos, ya que puede deberse a mdultiples factores como:
procesos de disolucion/ precipitacion, la porosidad, la quimica, el area superficial especifica,
la topografia superficial y/o la geometria.

Bioceramicas de monetita preparadas a partir del proceso de autoclavado de
cementos de brushita, han mostrado la estimulacion del aumento vertical 6seo y la
regeneracion de defectos 6seos en conejos (78, 221) al igual que en humanos (81). En los
Gltimos afios se han publicado diversos trabajos realizados in vivo donde se ponen de
manifiesto las propiedades osteoconductoras y osteoinductoras de la monetita, ademas de su
capacidad de ser reabsorbida por el animal implantado (78, 169, 222).
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Seguidamente se discutirdn los resultados experimentales de cada grupo de
materiales, obtenidos tras la valoracién histoldgica de la respuesta tisular producida frente a
los granulos estudiados en este trabajo.

GRUPO I:

Los materiales que conforman el grupo | se pueden subdividir en dos grupos
atendiendo a la cantidad de B-TCP que presentan en su composicion. Asi, agrupamos por un
lado los materiales A, B, C y D, y por otro a los E y F. Es preciso recordar que tanto en la
valoracién de las imagenes de TAC como radioldgicas, la respuestas eran similares en todos
los materiales del grupo I, pero en relacion a la evaluacion histologica se encontraron ligeras
diferencias. En los materiales A, B, C y D se encontraron las particulas de material, asociadas
a una respuesta celular, constituida fundamentalmente por macrofagos y células
multinucleadas. En ocasiones se observaron procesos de fagocitosis de material como
atestigua la presencia de restos de éste dentro del citoplasma de estas células.

El otro subgrupo compuesto por los materiales E y F, presenta un mayor contenido
en B-TCP, a expensas de un descenso en la concentracion de monetita. Como es sabido, la
monetita presenta un mayor grado de solubilidad que el B-TCP (98), y puede que debido a
esto, en los materiales E y F, detectemos restos de material de mayor tamafio. Esto conlleva a
que la respuesta tisular encontrada presente ademas de macrdfagos y células multinucleadas,
células plasmaticas. De hecho, hay que destacar que en caso del material F se han
encontrado fendmenos mas marcados que en E, pudiendo influir el hecho de que F presenta
en su composicion una mayor cantidad de B-TCP.

Los procesos de biodegradacion de los compuestos de fosfato de calcio se pueden
dividir en dos procesos: primero, una disolucidn fisicoquimica que depende de la solubilidad
del material, y el segundo consiste en la desintegracion en pequefias particulas, en donde
seglin sea su diametro puede inducir una respuesta por parte de los macréfagos o inducir una
respuesta inflamatoria (217). La ausencia de osteoconductividad del B-TCP en estos casos, se
puede deber a que el tamafio de particula del B-TCP fuese demasiado pequefio, y al estar en
mayor concentracion hace que los materiales tengan una cohesién menor, provocando este
comportamiento.

La reabsorcion de los materiales de fosfato de calcio in vivo se realiza mediante la
combinacién de mecanismos de disolucion pasiva, que libera iones, y reabsorcion mediada
por células (223).

En el trabajo de Xu y cols. (204) se comparan materiales porosos de silicato de
calcio, como la ps-wollastonita y el B-TCP, poniendo de manifiesto que la capacidad de
formacion 6sea, a lo largo de 16 semanas de estudio, en la reconstruccion de defectos 6seos
en boveda craneal de conejos, es mayor para compuestos como la ps-wollastonita que para el
B-TCP. Del mismo modo, también es mayor el grado de reabsorcion de la ps-wollastonita,
encontrando una menor cantidad de material remanente de ps-wollastonita que de B-TCP, a
las 16 semanas. Se ha comprobado que esta reabsorcion estd mediada, ademas de por
procesos quimicos de disolucion, por células gigantes multinucleadas, que se han detectado
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sobre la superficie de materiales con silicio. Ademas la ps-wollastonita es capaz de regenerar
hueso no solo a partir de los laterales 6seos sino también de la parte central, debido a su
capacidad bioactiva y osteoinductiva, al liberar iones calcio y silicio, y formar una capa de
HA sobre su superficie, la cual favorece la formacidon dsea sobre esta capa, al favorecer la
proliferacion de osteoblastos.

Otra consideracion en relacion a las diferencias entre los subgrupos del grupo | es
gue los materiales B, C y D han formado tejido conectivo mayoritariamente de tipo denso,
siendo esto un indice de que la reabsorcion del material ha sido répida, y ha evolucionado
mas el tejido conectivo, formando fibras colagenas organizadas. En el caso de los materiales
E y F, al presentar mas restos de material y de mayor tamafio asociados a la respuesta celular
inflamatoria, el desarrollo del tejido conectivo de tipo denso no ha tenido lugar.

En el grupo | se han encontrado reacciones bioldgicas adversas graves, ya que en
alguno de los casos de todos los materiales, menos en D y F, se han producido procesos de
necrosis tisular. La ausencia de procesos de necrosis en los materiales D y F es signo de
diferente evolucion de los procesos inflamatorios, Ilegando a ser mas acusados en el resto de
materiales, que puede provocar fenémenos necraticos.

Tal y cdmo se indicd en el apartado de resultados, es preciso comentar la respuesta
encontrada en algunos de los casos de dos de los materiales del grupo |, concretamente los
casos 1, 7y 9 del material A, y casos 2 y 4 del material B. En estos casos se han producido
fenébmenos de regeneracién Osea, sin llegar a rellenar la totalidad del defecto, ya que en la
zona superficial encontramos tejido conectivo, también detectable en los espacios medulares.
En el tejido conectivo siempre se encuentran numerosos macrofagos y células
multinucleadas asociados a restos de material de pequefio tamafio. EIl desarrollo de esta
respuesta diferente a la que presenta el resto de los casos de los mismos materiales y en
definitiva, de los demas materiales del grupo I, hace pensar que puedan haber influido
factores bioldgicos intrinsecos de la oveja en la que se realizaron los defectos ¢seos. En el
caso del material B coincide que todos los casos se han realizado en dos ovejas distintas, de
forma que los casos 2 y 4 se han realizado en la misma oveja. Dos de los restantes casos
realizados en esta misma oveja, junto con los casos 2 y 4 del material B, son defectos
realizados como controles vacios, en cuyos casos la zona superficial del defecto se encuentra
cerrada por la formacién de un puente dseo. Esto lleva a pensar que factores propios de esta
oveja, hayan favorecido la formacion 6sea frente a la aparicion de fendmenos adversos.

GRUPO II:

A este grupo pertenecen aquellos materiales que presentan en su composicion un
vidrio bioactivo, monetita y gel de silice; ademas de ps-wollastonita y combinaciones con
diferentes fosfatos de calcio, como la CDHA o el B-TCP.

Salvo por el contenido de vidrio, los materiales del grupo 1y Il difieren muy poco en
relacion a su composicion quimica. De tal forma que también se pueden hacer subdivisiones
dentro del grupo Il atendiendo a la presencia de CDHA (materiales G, H e I) o B-TCP
(materiales J y K) en su composicion final. Los materiales Jy K tienen concentraciones de
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B-TCP similares a las del material F del grupo I (35% en peso).

A diferencia del comportamiento de los materiales del grupo I, en el grupo Il los
restos de material son escasos; Unicamente se han encontrado restos de material asociados a
células multinucleadas en algunos de los casos del material J. Sorprende la inexistencia de
restos en el material K, aunque su contenido de B-TCP es elevado. Tal y como se comento
anteriormente en relacion al grupo I, la presencia de restos de material en el material J puede
ser debido a su elevado contenido en B-TCP, el cual presenta un grado de solubilidad menor
(98), que el del resto de sus componentes, provocando su permanencia hasta las 16 semanas
de experimentacion y su asociacion a células multinucleadas. Este comportamiento también
se observd en el trabajo de Frayssinet y cols. (224), donde se implantaron cilindros de B-TCP
en fémures de ovejas durante 1, 2, 4 y 9 meses. No se encontrd una gran reabsorcion del
material y la degradacién de los implantes de B-TCP se realiz6 mediante dos procesos:
disolucion, debido a la naturaleza y superficie del material, y biodegradacion, mediante la
actividad de células multinucleadas.

Las manifestaciones tanto de las iméagenes de TAC como las radiolégicas del grupo
Il son idénticas a las que presentan los materiales del grupo I, de forma que en los TAC a
partir de la 8% semana de estudio, el defecto era totalmente radiotransparente o bien se
apreciaba una progresiva pérdida de radiodensidad hasta Gnicamente presentar un pequefio
punto radiodenso en el centro de la cavidad a las 16 semanas, detectable también en las
radiografias.

La respuesta tisular predominante frente a la implantacién de los materiales del
grupo Il es la de la formacion de tejido conectivo de tipo denso, sobre todo, y con un gran
componente inflamatorio, con predominio de leucocitos y macrofagos, éstos dltimos muy
abundantes en los materiales G, H e I, estos materiales son los que presentan un mayor grado
de reabsorcion debido a que en su composicién quimica encontramos monetita y elevados
valores de gel de silice. Esta respuesta coincide con los materiales analogos del grupo |,
materiales A, B, D y sobre todo el C, que presentaba ademas pequefias cantidades de CDHA
en su composicion. EI material G es el que difiere un poco en relacién a la composicién ya
que presenta un elevado contenido en monetita y menor cantidad de gel de silice. En relacion
a la respuesta bioldgica provocada en todos los casos del material G cabe destacar que se han
producido procesos inflamatorios de tipo crénico, debido a la presencia de un elevado
infiltrado perivascular de células plasmaticas.

Ademas los grupos | y Il muestran en comun respuestas tisulares como el desarrollo
de granulomas y una notable vascularizacion del tejido conectivo formado.

En relacion a los dos casos en los que se han encontrado procesos de osteogénesis,
casos 4 (J) y caso 1 (K), ambos se han realizado en la misma oveja, junto con el caso 3 del
control Cerasorb®, que también muestra signos de regeneracién 6sea y osteointegracién de
material; sin embargo en relacion a los otros 3 defectos 0seos restantes, realizados en esa
misma oveja, no presentan esta evolucion, sino que han desarrollado una respuesta tisular
distinta, ya que se ha formado tejido conectivo. Por lo que no es de esperar que factores
debidos al animal de experimentacién puedan haber influido en el desarrollo de esta
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respuesta. Ademas, las localizaciones anatémicas, en el caso 1(K) y 3 (Cerasorb®)
coindicen, ambos han sido realizados en tibias, mientras que el caso 4 (J), fue realizado en
el fémur, por tanto no podemos establecer una relacion en funcion del lugar anatémico donde
se realizaron los defectos 0seos.

GRUPO lIlIlI:

Dentro de este grupo encontramos aquellos materiales que presentan elevados
contenidos de monetita, con o sin sustitucion i6nica parcial de Zn**, un contenido fijo de gel
de silice (7% en peso) y concentraciones variables de CDHA (15% 6 30% en peso). El
material mas simple, en relacién a su composicion, es el L, y es el Gnico que presenta una
respuesta tisular desfavorable, no habiendo regenerando el defecto 6seo, sino que se ha
formado tejido conectivo fibrovascular y con escasos restos de material asociados a
macrofagos y células multinucleadas. Lo curioso, es que a diferencia de los materiales de
otros grupos, que presentaban también desarrollo de tejido conectivo, no se han encontrado
procesos inflamatorios extensos, sino que se manifiestan en forma de pequefios y escasos
focos de células inflamatorias. Esta escasa respuesta celular puede deberse a que el material
L, al estar formado mayoritariamente por monetita, esta se ha reabsorbido rdpidamente de tal
forma que no ha proporcionado un medio adecuado para desarrollar la osteoconduccion, no
permitido el crecimiento dseo. Ademas, debido al bajo contenido de gel de silice presente, no
ha provocado una respuesta inflamatoria marcada, tal y como ocurria en los materiales de los
grupos anteriormente descritos. El resto de materiales del grupo Il no presentan procesos
inflamatorios hecho que podria atribuirse a que la CDHA disminuye el proceso de
reabsorcion del material y, al ser similar a la HA bioldgica, es biocompatible. Ademas
podemos resefiar que el contenido de gel de silice en estos materiales es escaso, no pudiendo
promover respuestas adversas de los tejidos.

El andlisis de las imagenes de TAC y radioldgicas de los materiales del grupo 1ll, a
excepcién del L, muestra manifestaciones distintas en comparacion con lo comentado sobre
los grupos anteriores; en el grupo Il la cavidad del defecto presenta una fuerte
radiodensidad, mayor que la del hueso adyacente y en continuidad con este, bien ocupando
todo el defecto o todo menos la zona superficial, donde se distinguia una zona radiolucida.

Estas caracteristicas radiolégicas diferentes se deben a que los materiales
pertenecientes al grupo 111 (M, N, N y O), han promovido la regeneracion dsea del defecto.
La respuesta tisular encontrada frente a la implantacion de estos materiales esta caracterizada
por procesos de osteogénesis y neoformacion de hueso trabecular, con una notable actividad
osteosintética y restos de material osteointegrados. Hay que resefiar que en ninguno de los
casos la regeneracion del defecto es completa en el periodo evaluado, ya que no se consigue
restituir el hueso cortical y en algunos casos en la zona superficial, existe tejido conectivo
vascularizado.

Estas respuestas tisulares ponen de manifiesto que la combinacién de diferentes
fosfatos de céalcio, como son la monetita y la CDHA, al presentar distintos grados de
solubilidad, permiten un equilibrio entre los procesos de disoluciéon y bioreabsorcion,
mediada por células, de forma que proporcionan el soporte y el espacio suficiente que
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permite el crecimiento 6seo.
GRUPO IV:

Este grupo estd formado por los materiales P y Q que presentan una reducida
concentracion de monetita, a favor de mayores cantidades de CDHA, que son superiores, en
el caso Q, a las de los materiales del grupo Ill. También estdn compuestos por ps-
wollastonita y un elevado contenido en gel de silice, similar a los grupos 1 y 1.

La respuesta tisular encontrada frente a la implantacion de estos materiales es la
regeneracion dsea, con neoformacién de hueso trabecular con abundantes restos de material
osteointegrados. Sin embargo, los espacios medulares estan ocupados por una gran cantidad
de macréfagos y células multinucleadas junto con numerosos restos de material. A pesar del
bajo contenido en monetita, esté se ve compensado con elevadas concentraciones de CDHA,
siendo quizés, este equilibrio entre ambos fosfatos de calcio el que haya permitido le
regeneracion del defecto 6seo. La gran respuesta celular de cuerpo extrafio desarrollada hace
pensar en que los compuestos de silicio como son el gel de silice y la ps-wollastonita, sean
los responsables de la reaccion celular. De hecho, en todos los grupos, excepto el Il que no
presenta ps-wollastonita en su composicion y la cantidad de gel de silice es minima y
constante (7% en peso), se han encontrado grandes reacciones celulares. Este factor comun
hace que seflalemos a estos compuestos como una posible causa de reacciones tisulares
desfavorables.

Una vez discutida la reaccion histolégica de los diferentes grupos pasamos a
relacionar el comportamiento de los distintos grupos entre si, haciendo constar la limitacion
que supone la escasez o ausencia de fuentes previas en la bibliografia.

En nuestro trabajo, la aplicacion de compuestos basados en silicio con propiedades
bioactivas busca favorecer una uniéon mas rapida entre el hueso y los materiales implantados,
asegurando la osteintegracion del material y reduciendo el riesgo de que falle el implante
(225). Sin embargo, la presencia de silicio, presente en la ps-wollastonita, en el vidrio y/o en
el gel de silice, ha desencadenado respuestas desfavorables, apreciables en aquellos grupos
en los que se encontraban en mayor concentracion, como son los grupos I, 11y IV.

En relacion a las sustituciones ionicas parciales del calcio de la monetita por Mg o
Zn®*, no se han encontrado referencias bibliograficas relacionadas con las que comparar
nuestros resultados, y debido a que en la evaluacion histoldgica, no hemos podido determinar
diferencias en funcién de una posible influencia de estas sustituciones ionicas, no podemos
concluir que hayan tenido algin efecto en relacién a la modificacién de su biodegradabilidad
ni a la capacidad osteoconductora ni osteogénica.

La elevada solubilidad de la mayoria de los materiales estudiados en este trabajo,
reduce la habilidad regeneradora del hueso local mediante tres vias: por una persistencia
insuficiente del soporte osteoconductor que permita la aposicion del hueso, desestabilizacion
de la aposicion del hueso temprano debido a la desintegracion del soporte, y la estimulacion
de una respuesta inflamatoria debida a elevados niveles de productos de degradacion (226).
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Los procesos de bioreabsorcion, mediada por la actividad celular, dependen del
tamafio de particula, de su composicion y de la porosidad del material. Si el grado de
reabsorcion es elevado, aungue los materiales de fosfato de calcio sean osteoconductores, al
reabsorberse rapidamente no es posible la unidn de las células a su superficie, provocando
una infiltracion linfoide, que conlleva a resultados insatisfactorios, relacionados con
procesos inflamatorios (227).

Estas respuestas bioldgicas son las que encontramos en los materiales de los grupos |
y 11, que presentan la combinacion de la monetita con otro fosfato de calcio, el B-TCP. Entre
ambos fosfatos de calcio existe diferente grado de solubilidad, aunque con menor diferencia
que la que existe entre la monetitay CDHA, ya que el B-TCP es mas soluble que la CDHA, y
por la tanto este sistema se reabsorbe antes que la combinacion presente en el grupo Ill.
Como el B-TCP es menos reabsorbible que la monetita, a las 16 semanas de estudio adn
encontramos restos de material en estos grupos. Debido al grado de reabsorcién y al tamafio
de particula pequefio, el B-TCP ha podido desencadenar las respuestas adversas encontradas
en los grupos | y 11, en donde la tendencia general es la formacion de tejido conectivo por
todo el defecto 6seo, sin provocar procesos de osteosintesis. Estos factores pueden, por tanto,
inducir una respuesta inflamatoria que puede desencadenar la formacion de tejido cicatricial
provocando una escasa formacion dsea (228).

En el trabajo de Nery y cols. (229) se estudid la respuesta tisular frente a ceramicas
de fosfatos de calcio bifasicas implantadas en defectos 6seos periodontales en perros durante
6 meses, y el estudio histoldgico revel6 que segin se aumentaba la proporcion de B-TCP,
llegando incluso hasta el 100% de composicion de B-TCP, se formaba tejido conectivo. En
combinaciones de HA y B-TCP se conseguia la unién de células, revascularizacion y
osteogénesis, mientras que esto no ocurria en los casos con 100% de B-TCP. Esto era debido
a que la disolucion de la ceramica era tal que no permanecia en el tejido el tiempo suficiente
como para permitir la uniéon de células y la revascularizacién, es decir no presentaba
propiedades osteoconductoras apropiadas. Ademds presentaban procesos de reabsorcién
mediada por células multinucleadas.

Por otro lado, Frayssinet y cols. (230) estudiaron la capacidad de osteointegracién de
un fosfato de calcio bifasico (75% HA-25% B-TCP) en forma de cilindros implantados en
defectos realizados en condilos de ovejas. A los 60 dias de estudio los defectos presentaban
tejido conectivo y macrdfagos fagocitando los cristales de fosfato de calcio. Estas ceramicas
se probaron también en combinacién con un cemento de brushita, no presentando estas
respuestas, sino promoviendo la formacion 6sea.

El grado de reabsorcién debe de ser idealmente el mismo que el grado de formacién
de nuevo hueso, con el fin de conseguir una reparacion estable, constante y un defecto éseo
completamente reparado sin restos de material sintético. Se produce una mayor reabsorcién
del material en zonas donde no se ha formado o se ha formado poco hueso (222). Este
fendmeno origina que al reabsorberse mas rapido el material, no ejerce su funcion de soporte
para permitir el crecimiento 6seo, y por lo tanto conlleva a un desequilibrio, que se inclinara
hacia una mayor reabsorcion y desencadenara respuestas indeseables, como la formacion de
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tejido conectivo en vez de tejido 6seo. Aunque la necesidad de tener una superficie reactiva
es obvia también lo es que sea lo suficientemente estable para facilitar el crecimiento 6seo.

El comportamiento encontrado en la mayoria de los casos en los que el defecto se ha
regenerado, en los grupos Il y IV, es que la zona superior del defecto no se ha regenerado,
sino que se encuentra ocupada por tejido conectivo. Esta respuesta tisular, concuerda con la
expuesta en el trabajo de Cacchioli y cols. (231) donde a las 6 semanas de producirse un
defecto 6seo de tamafio critico la regeneracion es parcial, desarrollandose tejido Gseo
primario, tejido fibroso y granulomatoso. La formacion de hueso se produce desde las
superficies del endostio y del periostio mas que desde los margenes del defecto dseo. De
hecho en la zona mas interna del defecto éseo encuentra el predominio de la proliferacion
Osea endostica, mientras que en la zona mas superficial del defecto predomina la formacidn
de tejido fibroso altamente vascularizado originado desde la capa del periostio. De hecho la
formacién de tejido conectivo puede originarse desde la superficie periostica y penetrar
dentro del defecto 6seo (200). Ademas, la aparicion de tejido conectivo se debe a que éste se
regenera mas rapido que el hueso ya que el tejido conectivo presenta una mayor plasticidad.

La aparicion de células multinucleadas esta relacionada con la quimica superficial de
biomaterial y la adsorcién de proteinas que ocurre sobre la superficie del material antes de la
adhesion celular. En relacion a estas proteinas, influye tanto su conformacién como su
composicion a la hora de proporcionar ligando o sefiales que provoguen la unién de
monocitos o0 macrofagos a su superficie, o la union de macréfagos entre ellos formando
células gigantes multinucleadas (232).

En el trabajo de Vogel y cols. (233) se estudia la respuesta tisular frente al material
Bioglass® implantado con diferentes grados de solubilidad y expone que el nimero de
células multinucleadas esta relacionado tanto con el tiempo de implantacion del material
como de la solubilidad de éste. De forma que a mayor solubilidad del material mayor es el
namero de células multinucleadas. Las células gigantes multinucleadas se desarrollan tanto
en superficies formadas por Ca y P como aquellas que presentan Si, mientras que los
osteoclastos Unicamente se encuentran sobre superficies formadas por Ca y P. Ademas de la
composicion quimica, también influye el tamafio de la particula. De esta forma los
osteoclastos reabsorben particulas pequefias, de tamafio similar a los cristales de HA dsea,
mientras que las células gigantes se pueden encontrar sobre superficies de particulas de
mayor tamafio, no reabsorbibles por los osteoclastos. Asi se pone de manifiesto la influencia
del tamario de particula frente a la reaccion celular de los macréfagos.

En relaciéon a los casos adversos encontrados en la evaluacion de los diferentes
materiales, pensamos que estas respuestas en algunos de los casos podrian deberse a la
localizacién anatémica 6sea donde se ha realizado la implantacion del material, ya que
defectos realizados en tibias y himeros han sido méas susceptibles de presentar respuestas
desfavorables, debido a que en la tibia el hueso trabecular es escaso, el defecto 6seo puede
alcanzar el canal medular, alterando por tanto la respuesta celular. En cuanto al hdmero, se
trata de una zona altamente vascularizada, fendmeno que también puede influir en la
respuesta biolégica. Otra de las causas que pueden desencadenar estas respuestas
desfavorables, podrian ser variaciones en la precision quirdrgica o complicaciones asociadas
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a la cirugia, sin descartar también la posible influencia de factores intrinsecos del animal de
experimentacién en particular, que hacen que los defectos evolucionen hacia respuestas
biolégicas indeseables, incluso en casos donde se implantaron materiales control como el
BioOss®, que deberia presentar una respuesta favorable.

Una vez analizada la respuesta in vivo de los biomateriales basados en monetita
estudiados en este trabajo mediante la evaluacion histologica de los distintos grupos, se ha
observado que el grupo 111 es el que presenta las respuestas mas favorables, promoviendo la
regeneracion 6sea del defecto. EI grupo Ill, sin tener en cuenta el material L el cual ha
presentado una respuesta opuesta al resto de materiales integrantes del grupo, esta formado
por materiales en cuya composicion presentan la combinacion de dos fosfatos de calcio
diferentes, la monetita y la CDHA. La principal diferencia entre ambos fosfatos de calcio
esta en relacién con su solubilidad (187), siendo méas soluble la monetita que la CDHA. Esta
combinacién ha llevado a que estos biomateriales presenten adecuadas propiedades
osteoconductoras, permitiendo que el ritmo de disolucién sea tal, que permita un equilibrio
entre la disolucion del material dentro del defecto y la formacién de nuevo hueso, al rellenar
los espacios que van quedando vacios dejando al degradarse el material. Ambos compuestos
son biocompatibles y presentan propiedades osteoconductoras y osteogénicas. La monetita es
un material biocompatible, como demuestran los estudios in vitro (80), al no desencadenar ni
respuestas inflamatorias ni formacién de tejido conectivo, y biodegradable, ya que se han
detectado marcas de reabsorcion sobre su superficie (78). La CDHA presenta una
composicion muy similar a la HA biol6gica, provocando una respuesta tisular favorable en
respuesta a la implantacion de los materiales M, N, N'y O (grupo 111).

La solubilidad de los materiales, conlleva a que al disolverse estos se produce un
intercambio de iones que junto con la reactividad superficial, hace que se vaya degradando el
material. La solubilidad del material depende de la composicién del material, del medio en
contacto con él y del lugar de implantacion (98). Se cree que a mayor &rea especifica
superficial los compuestos proporcionan una mejor respuesta bioldgica de los fosfatos de
calcio (52). El area superficial especifica, que depende de las caracteristicas de la superficie
y del tamafio particula, en los granulos de BioOss® es de 60m?%g (234), ya que contiene
hueso trabecular con una superficie rugosa, y la de los granulos de monetita evaluados en
este trabajo es de media en el grupo |, materiales A, B, C y D 100m?/g y materiales E y F
50m?/g, en el grupo |1 80m?/g, en el grupo 111 55m?/g y en el grupo IV 100m?/g; presentando
valores superiores aquellos grupos con un contenido de gel de silice mayor.

En materiales del grupo Il las respuestas adversas encontradas son leves y escasas,
encontrando pocos y pequefios focos inflamatorios. Los escasos restos presentes aun a las 16
semanas de experimentacion, se encuentran osteointegrados formando parte del componente
6seo de las trabéculas neoformadas, o0 asociados a procesos de biodegradacion mediada por
macrofagos y procesos de fagocitosis, y/o por células multinucleadas, que los rodean y
delimitan, aislandolos del tejido adyacente.

Con las técnicas utilizadas en este estudio y en este modelo animal, no nos ha sido
posible determinar si presentar una mayor concentracion de CDHA, como en el caso de los
materiales N y O, o menor, en materiales M y N, potencia la capacidad osteosintética, ya que
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todos los materiales presentan una respuesta tisular favorable, con procesos de regeneracion
Osea, y similar en todos ellos.

Ademas de conseguir una adecuada combinacion entre dos fosfatos de calcio con
diferente grado de solubilidad, consideramos que presentar ademas una concentracién baja y
fija de gel de silice, hace que se liberen menos iones al medio al implantar los materiales, lo
cual evita las respuestas indeseables debidas a la gran reactividad asociada al gel de silice.

En el caso de los materiales del grupo IV, aunque también presentan la combinacion
de fosfatos de calcio (monetita y CDHA), estos se encuentran en menor concentracién que
en los materiales del grupo Ill, ya que la proporcion de gel de silice es mayor y presentan ps-
wollastonita. Ademas, la respuesta tisular del grupo IV es méas heterogénea que la que hemos
encontrado en el grupo Ill, ya que el grupo IV presenta tanto procesos de osteogénesis como
formacién de tejido conectivo. El elevado nimero de macrofagos y células multinucleadas
asociados a restos de material y ocupando la totalidad del espacio medular, ha provocado que
los procesos de osteogenesis hayan sido menores, formando hueso con trabéculas
neoformadas delgadas, al no encontrar espacio suficiente para su crecimiento debido a los
restos de material y elementos tisulares presentes. Esto hace que se descarten estos
materiales como buenos candidatos a la hora de aplicarlos en procesos de regeneracion dsea.

La presencia en mayor concentracion de compuestos de silicio, como son el gel de
silice y la ps-wollastonita, hace pensar que es la liberacion de estos iones, de forma
demasiado rapida debido a la alta reactividad del gel de silice, los que provocan que se
desencadenen respuestas adversas en este grupo. Al no desarrollar respuestas inflamatorias
hace pensar que el severo infiltrado de células multinucleadas esta relacionado con la
composicion del material remanente, que es probable que sea CDHA, al ser menos soluble
que la monetita, al no haber sido reabsorbida por completo después de 16 semanas de
experimentacion. Hay que resefiar que aunque el grupo IlI también presenta en su
composicion CDHA, esta gran infiltracion de células multinucleadas no se ha desarrollado.

En relacion al estudio histolégico de los controles, el caso del control vacio confirma
que las dimensiones de la cavidad dsea realizada pueden considerarse de tamafio critico
(200, 201) , ya que no se ha producido una regeneracion espontanea del defecto. Por otro
lado los materiales considerados como controles que inducen la regeneracion Gsea, se
aprecian distintos patrones de formacion dsea. En el caso de la implantacion de los granulos
de Bio-Oss® observamos que el defecto queda relleno practicamente por completo,
alcanzado incluso la zona superficial. EI hueso regenerado es muy diferente al hueso normal,
presentando trabéculas finas con gran presencia de material osteointegrado, adquiriendo una
morfologia caracteristica del Bio-Oss®, con bordes afilados y aciculares (235). Sin
embargo, en el caso de implantacion de granulos de Cerasorb®, la regeneracion que se
consigue no es total, ya que en la mayoria de los casos la zona externa se encuentra ocupada
por la formacion de tejido conectivo. El hueso regenerado presenta una morfologia normal,
con gruesas trabéculas anastomosadas y con cierta osteointegracion de material, aunque es
menos pronunciada que la que presenta el Bio-Oss®.
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Por lo que, en definitiva, en relacién a la regeneracion ésea de los controles,
encontramos comportamientos opuestos, ya en aquellos casos donde se ha empleado el
material Bio-Oss®, se consigue un relleno casi completo del defecto y no se desarrolla tejido
conectivo; aungue existe gran cantidad de material remanente, osteointegrado, que aln no se
ha reabsorbido. Por otro lado, el Cerasorb® no regenera por completo la cavidad del defecto,
desarrollando tejido conectivo en la zona superficial, pero sin embargo, las trabéculas 6seas
regeneradas son mas gruesas, la actividad osteogénica ha sido mayor, en comparacion con el
Bio-Oss® y la osteointegracion de material es mucho menor, predominando la osteogénesis.

Una de las ventajas que presentan los materiales estudiados en este trabajo, en
concreto los pertenecientes al grupo Ill, a excepcién del material L, en relacion al control
BioOss® es, que este Ultimo esta considerado como un material no reabsorbible ya que
necesita varios afios (3-6 afios) de implantacién para que se reabsorban debido a la actividad
osteoclastica (236). La presencia de granulos no reabsorbibles dentro del hueso neoformado
es indeseable porque interfiere con el crecimiento del nuevo hueso, con el proceso de
remodelacion 6sea y compromete las propiedades del tejido resultante, afectando a su
capacidad de osteointegracion en la implantacion dental (237).

Por otra parte Tamimi y cols. (71) compararon el comportamiento de granulos
compuestos por una combinacion de brushita y B-TCP, con granulos de BioOss®
implantados en cilindros de titanio en defectos 6seos realizados en bdveda craneal de
conejos. Dado que la brushita-B-TCP combina dos materiales con diferente solubilidad, al
igual que se ha hecho en los materiales de esta tesis. EI material resultante presentd mayor
reabsorcion in vivo y un aumento de la neoformacion Osea de estos materiales en
comparacion con BioOss®. En otro trabajo también se compararon granulos de monetita con
granulos de HA bovina, siendo los de monetita méas porosos, con mayor area superficial
especifica y mayor porosidad, poniendo de manifiesto su capacidad de reabsorberse y
presentar propiedades osteconductoras y osteoinductoras (81). Ademas se ha demostrado que
bloques tridimensionales de monetita presentan valores similares a los que presentan los
injertos de hueso aut6logo en formacion de hueso vertical (221).

La seleccion del biomaterial 6ptimo de entre todos los estudiados en este trabajo,
incluirfa los pertenecientes al grupo 11l (M, N, N'y O), ya que su evaluacion histolégica
demuestra una gran capacidad de regeneracion Osea en ausencia de procesos de toxicidad
local, inflamacién aguda o crénica, reacciones de cuerpo extrafio y/o procesos de necrosis
tisular. Se puede concluir que los biomateriales compuestos por monetita, CDHA y gel de
silice en las proporciones de los materiales M, N, N y O, son biocompatibles, biodegradables,
osteoconductores, osteogénicos y osteoinductores, y por lo tanto pueden proponerse como
candidatos prometedores en la practica clinica.
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VI.

CONCLVSIONES

Se ha conseguido un material que cumple los requisitos planteados inicialmente: Ser
biocompatible, no provocando efectos adversos como procesos inflamatorios,
fibrosos 0 necrosis tisular. Ser osteogénico, osteoinductor, osteoconductor,
osteointegrable y reabsorbible, permitiendo un equilibrio entre los procesos de
formacidn 6sea y reabsorcion del biomaterial.

Estas propiedades las presentan los materiales M, N, N'y O, pertenecientes al grupo
I, cuya composicion es: monetita (de 63 a 78% en peso), CDHA (de 15 a 30% en
peso) y gel de silice (7% en peso).

La monetita es un derivado de fosfato de calcio adecuado como material de
regeneracion ésea.

El aumento relativo de gel de silice, resultante del proceso de sintesis en algunos
materiales, incrementa notablemente la velocidad de reabsorcién del biomaterial,
que desparece precozmente y provoca reacciones tisulares desfavorables.

La incorporacion de B-TCP, menos reabsorbible que la monetita, disminuyé
ligeramente la capacidad de reabsorcién del biomaterial, pero provocé el desarrollo
de tejido conectivo fibrovascular, reacciones de cuerpo extrafio y respuestas
inflamatorias. Disminuyendo asi la capacidad osteoconductora e impidiendo el
crecimiento 0seo.

Los materiales a los que se afiadio6 CDHA presentaron una velocidad de reabsorcion
adecuada, lograndose un equilibrio entre el proceso de formacion y mineralizacion
Osea y la reabsorcidn del material. Ademas de observarse angiogénesis y una buena
osteointegracion del material remanente.

En aquellos materiales que presentaban sustituciones idnicas parciales del calcio en
la monetita por Zn** 0o Mg®*, no ha sido posible objetivar una potenciacién de la
osteoconduccidn y/u osteoinduccidn de estos materiales.



CONCLVSIiONES









Viii.~ ABREVIATVRAS:

1, 25-(OH)2 D: Vitamina D bioldgicamente activa.
ACP: Fosfato de calcio amorfo.

BCP: Fosfato de calcio bifésico.

BMP: Proteina morfogenética dsea.

Ca*": Calcio.

CDA: Apatita deficiente en calcio.

CDHA: Hidroxiapatita deficiente en calcio.
CFU-F: Unidades formadoras de colonias fibroblasticas.
CMM: Células madre mesenquimales.

CSF-M: Factor estimulante de colonias de macrdfagos.
DCP: Fosfato dicalcico.

DCPA: Fosfato dicalcico anhidro o Monetita.
DCPD: Fosfato dicélcico dihidratado o Brushita.
DMP1: Proteina de la matriz dentaria 1.

FBS: Fluido biol6gico simulado.

HA: Hidroxiapatita.

IGF: Factor de crecimiento tipo insulina.

IL: Interleucina.

INF: Interferdn.

MCPM: Fosfato monocalcico monohidratado.
Mg?*: Magnesio.

MMP: Matriz metalo-proteinasas.

MSC: Célula madre mesenquimal.

OCP: Fosfato octacalcico.

OCPs: Precursores de osteoclastos.

OPG: Osteoprotegerina.

OSF-1: Factor estimulador de osteoblastos.

P: Fésforo.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PGE: Prostaglandina.

PHA: Hidroxiapatita precipitada.

PMMA: Polimetilmetacrilato.

PNT: Pleitropina.

Ps-wollastonita (ps-W): pseudo-wollastonita.
PTH: Hormona paratiroidea.

RANK: Receptor activador del factor nuclear k B.
RANKL: Ligando de RANK.

Si: Silicio.

TCP: Fosfato tricalcico.

TG: Tincion de Tricrdmico de Goldner.

TGF-B: Factos de crecimiento transformante tipo .

ABREVIATVRAS



ABREVIATVRAS

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TRAP: Acido fosfatasa tartrato resistente.
TTCP: Fosfato tetracalcico.

UBM: Unidad basica multicelular.

VK: Tincién de Von Kossa.

Zn?*: Zinc.

Leyenda de las tablas resumen de la valoracidn histoldgica:

-: nulo o inexistente.

*: escasa.

**- minimo o leve.

***- frecuente.

*x**- abundante.

F*x***- intenso.
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