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RESUMEN

Con el objetivo de determinar la histocompatibilidad y las propiedades de
osteoconduccion y biodegradacion del Biograft-G (beta fosfato tricalcico sintético)
obtenido por el Centro de Biomateriales de la Universidad de La Habana, se usaron
para esta experiencia, 10 perros Beagle, a los cuales se les realizaron implantes de
Biograft-G en fémur y mandibula, con sus correspondientes controles. Estos
animales fueron sacrificados en los siguientes periodos: a los tres y seis meses; y al
afio y dos afios de implantados. Se obtuvo muestras de tejido en bloque del hueso
implantado las cuales se fijaron en formol neutro y posteriormente procesadas,
previa descalcificacion, por el método de inclusion en parafina y coloreadas con
Hematoxilina y Eosina. El estudio se realizé6 con microscopio éptico. Los resultados
permitieron determinar que el Biograft-G resulté ser un material histocompatible,
osteoconductor y biodegradable.
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ABSTRACT

With the aim to determine the histocompatibility, osteoconduction properties and
biodegradation of synthetic tricalcium beta phosphate (Biograft-G) obtained in the
Biomaterials Centre of Havana University we developed an experimental study
using 10 Beagle dogs in which were placed Biograft-G implants in femur and jaw
bones with their corresponding controls. The animals were sacrificed in three
different periods: 3, 6 months, one and two years time of implantation. Block bone
samples were obtained, fixed in 10 % neutral formalin, decalcified and processed
with the paraffin inclusion method and stained with Haematoxylin and Eosin. The
study was carried out with optical microscope. We conclude that, according to the
results obtained, Biograft-G is a histocompatible, osteoconductor and biodegradable
material.

Key words: Tricalcium beta phosphate, implant.

INTRODUCCION

Las ceramicas de fosfato de calcio (FTC) han sido utilizadas como materiales de
implantes en tejido 6seo desde hace varias décadas. De estos materiales, ademas
de la hidroxiapatita, uno de los mas estudiados es el beta fosfato tricalcico (beta-
FTC).™ Entre otras caracteristicas, el beta-FTC tiene la propiedad de ser
biodegradable,®® cualidad ésta que lo convierte en un material muy Gtil para los
implantes temporales. El empleo del beta-FTC como material de relleno de defectos
y cavidades éseas, se ha extendido en diferentes especialidades como:
Estomatologia, Cirugia Maxilofacial, Ortopedia y Oncologia.”*°

El Centro de Biomateriales de la Universidad de la Habana acometid la tarea de
desarrollar biomateriales ceramicos basados en beta-FTC, obtenidos por métodos
de sintesis quimica por via hUmeda y ceramizaciéon. Uno de los materiales
desarrollados en esta linea es el Biograft-G (granulado denso de beta-FTC),
disenado para el relleno de defectos éseos. Aunque estudios "in vitro" han
demostrado que, el Biograft-G no provoca reaccién téxica en los niveles celular y
sanguineo, surge la interrogante de cual seria la reaccion del tejido 6seo al ser
implantado con Biograft-G y su interaccion con el mismo.

El presente estudio tiene el propdsito de determinar la respuesta histica del
Biograft-G, respecto a la osteoconduccién, biocompatibilidad, bioestabilidad, asi
como su toxicidad in vivo, en diferentes periodos de tiempo, mediante su
implantacién en hueso, en animales de experimentacion.

METODO

Se emplearon 10 perros Beagle machos sanos, con una masa corporal entre 10 y
12 kg. Todos los animales, fueron controlados por un médico veterinario. La
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cantidad total de animales implantados fue de 10, distribuidos por periodos de
implantacién de acuerdo con lo que se refleja en la tabla 1.

Tabla 1. Cantidad de animales de ensayo vy periodos de implantacian

Periodos de implantacion {semanas) | Cantidad de animales

12 2

26 2

52 2
104 4

{*y Como medida de precaucion, se implantaron 2 animales adicionales
en este periodo.

La colocacion del material de prueba se realizé en tres sesiones quirurgicas. Estas
fueron las siguientes: para ser evaluados a las 104 semanas se intervinieron
quirdrgicamente para implantar 4 animales; para las 52 y 26 semanas a 4
animales; y para ser evaluados a las 12 semanas a 2 animales. Cada animal se
implanté en fémur y en mandibula; un sitio por cada fémur y uno por cada
hemimandibula, para un total de dos sitios en fémur y dos en mandibula por
animal.

Mediante diseccion anatdmica de la zona, se abordd el tercio medio del fémur, se
crearon dos cavidades de 3 mm de didmetro en la corteza lateral, en direccién
transversal al eje longitudinal del hueso hasta la zona medular, pero sin dafiar ésta,
lo que dejé una separacion de 20 mm entre ellas. Para ello se empled una fresa de
3 mm de didmetro, y se aplicé irrigacién abundante con suero fisioldgico. Se rellend
una de las cavidades con beta-FTC (Biograf-G). Para la segunda cavidad, tanto en
el fémur como en la mandibula, el proceder fue el mismo, con la Unica excepcién de
que, no se colocd ningun implante y se tomd ésta como referencia o sitio control,
para determinar la capacidad de respuesta reparativa natural del tejido 6seo del
animal en los distintos periodos de implantacion.

El procedimiento de implantacién en la mandibula fue similar al desarrollado en el
fémur. Al finalizar cada periodo de portar el implante, los animales fueron
anestesiados e intervenidos quirdrgicamente, para la extraccion de los bloques de
hueso implantados, los que se fijaron en formol neutro al 10 % y se identificaron
respectivamente con las claves segun el animal, el sitio y el periodo. Al concluir la
Ultima extraccion, se sacrificé el animal con una sobredosis de anestesia. Los
especimenes obtenidos se estudiaron macroscépicamente, y las piezas
seleccionadas fueron sometidas a un proceso de descalcificacion mediante una
solucion de acido férmico-citrato de sodio. Se aplicé el método de inclusion en
parafina y, seguidamente, se hicieron cortes seriados en un micrétomo horizontal.

Se seleccionaron para el estudio, los cortes alternos 1, 3, 5, 7 y 9. Las laminas
obtenidas fueron coloreadas con hematoxilina y eosina. Las observaciones
histomorfolégicas se realizaron por un solo especialista, con el uso de un
microscopio binocular de luz. Para determinar la posible reaccién téxica local, se
observo si hubo presencia de infiltrado inflamatorio en el tejido vecino al material
implantado, y las caracteristicas de la misma; ademas, la presencia o no de
necrosis.
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Para determinar la propiedad de osteoconduccion y de histocompatibilidad, se
observo si hubo crecimiento del hueso entre los granulos del material en contacto
directo con el mismo, y si cubrid el defecto. Ademas, se observd la presencia o
ausencia de tejido fibroso entre el implante y el hueso vecino.

Para determinar la bioestabilidad, se observé si hubo o no biodegradacién del
material en las zonas de crecimiento 6seo. En relacidon con los sitios control, se
observaron las caracteristicas de la reparacion natural del defecto 6seo en cada
periodo.

Para precisar las observaciones microscépicas se establecié un sistema de
puntuacion de 0 a 3, el cual, se basd en el nUmero de elementos observados al
microscopio con mayor aumento (470 x), en un promedio de 5 campos examinados
(Anexo).

Las observaciones microscépicas fueron registradas, procesadas y llevadas a
cuadros para su representacion. Por las caracteristicas de los resultados no se hizo
analisis estadistico por lo que éstos fueron representados en forma descriptiva.

RESULTADOS

Dentro de los principales hallazgos microscépicos observados se aprecié que en los
sitios de control, a las 12 semanas, se observd formacion de tejido 6seo que cubrid
parcialmente el defecto, con algunas areas de tejido fibroso en la cavidad (Fig. 1).
En el resto de los periodos, la reparacion 6sea de los defectos fue casi total, lo que
evidencio la capacidad de respuesta reparativa de los animales. No obstante, la
reparacidn en estos sitios fue mas lenta que en los implantados. En ninguno de
ellos, se observod respuesta inflamatoria, ni de otro tipo, que evidenciara
anormalidad en la reparacién (tabla 2).

[}

Fig. 1. Aspecto microscopico del hueso gue
ha reparade la cavidad control (X 200 H y E).
Se gbserva aun persistencia de fibrosis en |a
cavidad a las 26 semanas de implantacién.
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Tabla 2. Hallazgos histopatologicos del control por cada perioda de implantacion

Hallazgos | Periodos de implantacion
histopatoldgicos | 12 semanas | 26 semanas | 52 semanas | 104 semanas
| Necrosis | a | a | a | 1]
| Inflamacion | a | a | a | 0
| Fibrosis | z | 1 | 0,5 | 0
| Toxicidad | 0 | 0 | 0 | 0

Debido a que las caracteristicas histopatoldgicas alrededor de los implantes a las 12
semanas fueron muy semejantes a las del periodo de 26 semanas, las
describiremos en conjunto.

En los sitios donde se implanté el Biograft-G, tanto en la mandibula como en el
fémur, se observd reabsorcién parcial del material implantado, y sustitucion del
mismo por una fina trama de tejido conectivo fibroso en la zona mas profunda del
defecto. Se pudo apreciar ademas la formacion de tejido 6seo joven alrededor de
los espacios ocupados por los granulos del implante, e intimamente relacionado con
el mismo; principalmente en la cortical del hueso donde se observé continuidad de
la cortical a dicho nivel. No se identificaron elementos que indicaran reaccion de
rechazo, ni fibrosis entre el implante y el huevo hueso formado (tabla 3 y Fig. 2).

Fig. 2, Aspecto microscapico del hueso medular
de fémur a las 26 semanas de implantade can
Biograft-G. (X 200 H y E). Se puede observar
ausencia de respuesta inflamatoria en la
interfase huesoimplante.

Los resultados a las 52 y 104 semanas de implantacion, por presentar
caracteristicas similares entre si, también seran descritos en conjunto. En los sitios
donde se implantd el Biograft-G, se observo sustitucion del material por tejido
0seo, tanto en el fémur como en la mandibula; este fue mas marcado en las
regiones corticales del hueso, donde la biodegradacion del implante fue casi total
(Eig. 3). En estos sitios, no se observaron reacciones del tejido que indicaran
rechazo al material implantado (tabla 3).
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Fig. 3. Aspecto microscopice del hueso formado
alrededor del Biograft-G a las 104 semanas de
implantacién en mandibula. (X 200 H y E).
Obsérvese la biodegradacidn y ostecconduccian del
materal que cubrla la cavidad, sustituldo por el
tejido dsen,

DISCUSION

En la literatura revisada, hemos podido apreciar estudios preclinicos y clinicos,
sobre el uso del beta-FTC como material de implantacion 6sea, y los resultados de
los mismos han sido por lo general satisfactorios.!!'** El Biograft-G (beta-FTC), se
presenté como un material histocompatible en todos los implantes estudiados. Eggli
y otros,** observaron en su estudio, que los osteoclastos atacaban la superficie del
implante, sin embargo, en nuestro trabajo no encontramos actividad osteoclastica
en ninguno de los sitios de implantes estudiados. Se observd que el Biograft-G se
degradd con cierta intensidad, esto coincide con los resultados de otros autores
revisados en la literatura como Mayr'> y Klein.'®

La biodegradacion no es frecuente en otros materiales para implantes, puede
mencionar el Apafill-G (hidroxiapatita), el cual se presentdé no biodegradable en los
resultados del estudio de Delgado y otros.'” Segun la revisién hecha, el mecanismo
de biodegradacion no esta claro, en sentido general, se plantea que el medio
acidico disuelve el beta-FTC in situ.'® Como el beta-FTC es un material que tiene la
propiedad de reabsorberse, el hueso nuevo que se forma ocupa el espacio donde
estaba el implante;!° este fenémeno fue observado en nuestro trabajo a partir de
los 12 semanas de implantacion. Sin embargo, al igual que se plantea en la
literatura,’® si bien el Biograft-G se reabsorbe a partir de etapas tempranas,
pudimos observar que una parte del material, en algunos de los implantes,
permanecio en su sitio por largos periodos, incluso, se pudo ver a las 104 semanas
de implantacidn, principalmente en la region medular del hueso implantado.

Hirota y otros'® comprobaron que el hueso alogénico unido al beta-FTC reduce la
reabsorcion temprana de éste lo cual facilita la regeneracion ésea. Otra propiedad
observada por el Biograft-G, fue la de ser osteoconductor y representa un soporte
para la regeneracion ésea; esta caracteristica ha sido observada con frecuencia en
estudios anteriores.'? Sin embargo, se debe destacar que la actividad
osteoconductora del Biograft-G, no es tan manifiesta como la de la hidroxiapatita,
quizas debido a la gran bioestabilidad de la misma.'” Takeuchi y otros,*°
demostraron que la osteoconduccion es mas efectiva cuando se implanta el beta-
FTC con proteina morfogénica de hueso (PMH). En el sitio donde se implanté el
Biograft-G, la osificacion fue mas rapida a nivel cortical que en la zona medular y
persistié en este ultimo sitio por mas tiempo la fibrosis alrededor del implante.
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Se pudo apreciar, en los sitios controles, donde las cavidades no tenian ningan
material, que la osificacion total del defecto se demordé mas que en los sitios
implantados.

Los resultados de este estudio, evidenciaron, que el Biograft-G, se presentd como
un material histocompatible, osteoconductor y bioidegradable, lo que posibilitd la
proliferacion de tejido dseo en cavidades previamente hechas en el fémur y la
mandibula. Dichas propiedades, posibilitan que las grandes cavidades 0seas,
resultantes de extirpaciones quirdrgicas por tumores o quistes, se reparen con mas
rapidez si se rellenan. Ademas no se observo respuesta histica desfavorable que
indicara rechazo a los implantes. Todos estos elementos, nos permiten inferir, que
el Biograft-G se puede valorar como no téxicos localmente, con ausencia de
inflamacion o respuesta a cuerpo extrafio en el tejido.

CONCLUSIONES

En este estudio se comprobo que, el Biograft-G es un material histocompatible y
osteoconductor cuando se utiliza en el relleno de defectos 6seos. Es no téxico
localmente, al no causar respuesta histica desfavorable, después de ser implantado
en el hueso mandibular y en el fémur. El Biograft-G se presentdé como un material
biodegradable.

Anexo. Sistema de puntuacién de 0 a 3, el cual, se basa en el nUmero de
elementos observados al microscopio con mayor aumento (470 x), en un promedio
de 5 campos examinados.

Para la inflamacion, la puntuacién se basé en el nimero de células inflamatorias
observadas por campo como sigue:

0 - No se observaron células.
1,5-de 1 a5 células.

1 - de 6 a 15 células.

2 - de 16 a 25 células.

3 - de 26 0 mas células.

Para la necrosis y fibrosis, la puntuaciéon de 0 a 3 fue:

0 - Ausente.

0,5 - Minimo (presente en menos de un cuarto del area implantada).

1 - Ligero (presente en un cuarto del area implantada sin llegar a dos).
2 - Moderado (presente en dos cuartos del area implantada).

3 - Intenso (presente en mas de dos cuartos del drea implantada).
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Para la toxicidad local, se empled el siguiente intervalo de puntuacion:

- No téxico (ausencia de inflamacién, de necrosis u otro tipo de alteracién).
- Toxicidad muy ligera (escala 0,5 de la inflamacion).

- Toxicidad ligera (escala 1 de la inflamacion y hasta 1 de la fibrosis).

- Toxicidad moderada (escala 2 de la inflamacion y hasta 2 de la fibrosis).

- Toxicidad intensa (escala 3 de la inflamacién y desde 0,5 hasta 3 de la necrosis).
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