ORIGINALES

REV ESP PATOL 2005; Vol 38, n.° 1: 14-20

Implante 6seo de la espuma de hidroxiapatita-09
Estudio experimental en conejos

Osseous implant of hydroxiapatite foam (HA-09). Experimental study in rabbits

Angel Lax Pérez!, Vicente Vicente Ortega?, Luis Meseguer!, Miguel Alcaraz Bafios?, Pilar Sepulveda!,
Manuel Clavel-Nolla Sanz!

RESUMEN

Objetivos: Realizamos el estudio experimental de la
respuesta 0sea al implante de un nuevo biomaterial, «espu-
ma de hidroxiapatita» 09, en conejos.

Material y Métodos: Para ello colocamos en ambas
tibias posteriores implantes de la espuma HA-09. Los ani-
males fueron sacrificados a la semana, al mes, cinco y ocho
meses pos-implante realizandose el estudio radiologico y
morfoldgico (microscopia Optica y electronica de barrido).

Resultados: Observamos crecimiento 6seo en el interior
de los poros y alrededor de los implantes, en todos los peri-
odos del estudio. El material provoco una reaccion inflama-
toria precoz y poco relevante. Durante el tiempo de implan-
tacion observamos una reabsorcion parcial del material.

Conclusiones: La espuma de hidroxiapatita 09 puede
ser considerada como un nuevo material: biocompatible,
bioreabsorbible y osteoconductor, y por tanto posible susti-
tuto dseo.

Palabras clave: Hidroxiapatita; Espuma de Hidroxiapa-
tita; Ceramica porosa; Biomaterial; Vectores Biodegrada-
bles; injerto de hueso.

SUMMARY

Objectives: An experimental study of the osseous res-
ponse to a new biomaterial, hydroxyapatite foam (HA-09)
in rabbits was carried out.

Material and Methods: Implants of HA-09 were made
in both hind tibia of rabbits, which were sacrificed one
week, one month, five months and eight months post-
implant for radiological and morphological study (optical
and electron microscopy).

Results: Bone growth was observed within the pores
and around the implants at all post-implant times. The mate-
rial implants provoked an early inflammatory response of
little consequence. Partial re-absorption of the material was
found during the observation period.

Conclusions: HA-09 can be considered for use as a pos-
sible bone substitute. It is biocompatible, bioreabsorbable
and bone-generating material.

Key words: hydroxyapatite, gel-cast foam, porous cera-
mics, biomaterials, biodegradable carriers, bone implants.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha incrementado de forma
exponencial la utilizacidon de tejido 6seo en la practica
habitual de la cirugia ortopédica. No obstante, las com-
plicaciones vinculadas a la toma de injertos autdlogos:
la limitada cantidad de hueso a extraer y la morbilidad
en el lugar de extraccion, (dolor, infeccidon, hematoma,
hernias abdominales, sd femoro-cutaneo, etc.), por una
parte, y los potenciales riesgos de caracter infeccioso e
inmunologico (hepatitis [VIH], priones, etc.) en rela-
cion con los alo y heteroinjeros, por otra, han impulsa-
do la busqueda de alternativas a los injertos 6seos. Los
sustitutos 6seos constituyen una alternativa y deben ser
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biocompatibles, osteoconductores y permitir la forma-
cién progresiva de hueso a través de un proceso de
resorcion lento (1).

La utilizacion progresiva de los materiales de fosfato
calcico como implantes dseos (englobados en el concep-
to de biomateriales ceramicos, propuesto por la Sociedad
Europa de Biomateriales [S.E.B.]), a lo largo de las dos
ultimas décadas ha permitido el estudio sistematizado de
los mecanismos de la respuesta bioldgica que suscitan
(2). En este sentido, las ceramicas de hidroxipatita poro-
sa han demostrado clinica y experimentalmente propie-
dades osteoconductivas, por lo que el uso de un com-
puesto basado en una ceramica de hidroxiapatita ha de
tener una respuesta biologica del hueso muy favorable y



ser por tanto un firme candidato a su utilizacién como
sustituto de los injertos dseos (3,4).

En este trabajo realizamos el estudio experimental de
la respuesta dsea a los implantes de «espumay de hidro-
xiapatita (HA-09) de elevada porosidad, obtenida por el
método de «gelcasting» (5-7) comprobando si dicha
espuma cumple los requisitos de biocompatibilidad y
biofuncionalidad, y por tanto, su idoneidad como sustitu-
to de los injertos dseos.

MATERIAL Y METODOS

Hemos utilizado 12 conejos albinos Nueva Zelanda
de 3.900-4.500 g, de 30-35 semanas de edad. La coloca-
cion del implante se realizé en la zona proximal metafi-
saria de las tibias traseras, utilizando 24 implantes cilin-
dricos de 4 mm X 3,5 mm de espuma de HA, con porosi-
dad abierta, obtenida a través de una técnica novedosa
denominada «Gelcasting» (5-7) con un rango de porosi-
dad de 72 al 90%, y poros esféricos de 50 pm de tamaiio,
interconectados a través de pequeias ventanas (10 pum),
comprobado a través de la porosimetria de mercurio.

TABLA 1. Caracteristicas fisico-quimicas del material HA-09

. Porosidad Resistencia a la
Densidad (g/cc) . .y
Relativa Compresién (MPa)
Espuma HA-09 0,417 0,867 1,93+0,43

Bajo anestesia general con clorhidrato de Ketamina
(50 mg/kg/im.) (Merial®), Clorpromacina (10 mg/kg/im.)
y Atropina (0,3 mg/kg/im.) y previa profilaxis antibioti-
ca mediante Amoxicilina (Clamoxyl* LA® laboratorios
Pfizer) 0,1 ml/kg peso im, realizamos el abordaje inter-
no en la zona metafiso-diafisario proximal de la tibia, a
varios mililetros por debajo de la tuberosidad tibial ante-
rior, donde realizamos un defecto 6seo utilizando una
broca quirargica de 4,5 mm de didmetro, rellenandolo
con un bloque cilindrico de la espuma de HA. Los 3
conejos de cada grupo fueron sacrificados con una
sobredosis de Thiopental intracardiaco: a 1 semana (Gru-
po I), 1 mes (Grupo II), 5 meses (Grupo III) y 8 meses
(Grupo 1V) después de la implantacion.

Estudio radiolégico: Se realizaron las dos proyec-
ciones radiograficas habituales (anteroposterior y late-
ral), de las piezas 6seas que contenian los implantes. Para
ello, utilizamos la técnica mamografica tipo MAMMO-
DIAGNOST UC (Philips, Madrid) con pelicula Min-R
Screen (Kodak®, Madrid), realizdndose radiografias dse-
as iniciales con 32 Kv, 40 mA, foco grueso y exposime-
tria automatica, para proceder posteriormente a la obten-
cion de imagenes magnificadas 1: 1,7 con 20 Kv, 16 mA,
foco fino y expositometria automatica sin rejilla antidia-
fragma.
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Estudio microscopico éptico: Posteriormente, las
muestras extraidas (tibias) se fijaron en formol neutro
tamponado al 10° y fueron decalcicadas utilizando dos
métodos: 1.°) el tradicional de decalcificacion con for-
mol nitrico al 10° y 2.°) Mediante la técnica de TBD-1
(Termo-Shandon SA, Pittsburg,USA) durante 2 horas
(Acido hidroclérico 14% y polyvinylpyrrolidone), y con
el TBD-II (Acido férmico 26% + Citrato sodico 8,5% +
polyvinypyrrolidone) durante 17 dias, realizando un
cambio de liquido cada 24 horas. A continuacion se
incluyeron en parafina por el método habitual, obtenién-
dose secciones de 5 pm que fueron tefiidas con las técni-
cas de Hematoxilina-Eosina, Tricromico de Masson, y
Gordon-Sweet para fibras de reticulina.

Estudio con microscopia electrénica de barrido
(MEB): Las muestras utilizadas para MEB fueron fija-
das segiin método tradicional y posteriormente se realizo
el recubrimiento con oro con un metalizador BIO-RAD
POLARON DMSION (200 Amstrong), y la observacién
de las muestras se realizé en Microscopio Electronico de
Barrido Jeol JSM-6.100, con una aceleracion de 15 a
20 Kv. Las imagenes se obtuvieron sobre pelicula Kodak
Plus-X Pan 5-PXP 120 ¢ digitalizados mediante un pro-
grama (LINK ISIS).

Microanalisis: Se realiz6 por el sistema de disper-
sion de energia (EDS), comparando el espectro que ori-
ginaba el biomaterial antes y después de su implantacion
en cada uno de los periodos del estudio.

RESULTADOS
A) Estudio radiologico

GRUPO [I. Las caracteristicas radiologicas del mate-
rial implantado correspondian con la imagen de un ele-
mento cilindrico de tamafio 4 mm X 3,5 mm de diametro
con elevada densidad radiologica superior a la del hueso
esponjoso adyacente (fig. 1a).

GRUPO II: El defecto dseo de la cortical externa pre-
sentaba menor tamafio que en el grupo anterior, con den-
sidad calcio menor que la de la cortical adyacente. El
material implantado presentaba un aumento de densidad
osea alrededor y en el interior no pudiéndose definir per-
fectamente los limites del cilindro implantado (fig. 2b).

GRUPO III: Destacaba la disminucidon importante de
la densidad dsea tanto en la periferia como en el interior
del material, que mostraba forma ovalada y menor volu-
men, con limites poco definidos. A nivel cortical se
observaba la reparacion completa de la cortical externa
con densidad igual al hueso adyacente. So6lo se delataba
en el orificio de entrada la presencia de un engrosamien-
to en la cara interna de la cortical (fig. 1c).

GRUPO 1V: Como caracteristicas distintivas del
periodo anterior observamos a nivel del implante una
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densidad menor, que en algunas radiografias parecia rea-
lizar una canalizacién medular. La imagen del implante
no guardaba una estructura geométrica definida.. No se
observaban alteraciones oseas residuales atribuibles a la
presencia del implante (fig. 1d).

B) Estudio microscopico optico y electrénico
de barrido

GRUPO I: Las secciones histoldgicas demostraban, a
nivel de la zona del implante y el area del defecto dseo
creado en la cortical, la sustitucion del hueso por tejido
de granulacion que se extendia hacia la zona del implan-
te introduciéndose en los poros del material implantado,
a los que rellenaba parcialmente (fig. 2a). Estaba consti-
tuido por numerosas yemas endoteliales y vasos sangui-
neos de calibre capilar asi como abundantes células
mesenquimales de morfologia irregular con citoplasmas
amplios y numerosos fibroblastos dispuestos al azar en el
seno de abundante sustancia fundamental, fibras colage-
nas, macrofagos y linfocitos de distribucion dispersa.
Con la técnica de Gordon-Sweett (fig. 2b) destacaba el
entramado reticulinico a nivel de la costra fibrino-hema-
tica del orificio cortical y las interconexiones entre los
poros por el tejido de granulacion, asi como frecuentes
depdsitos de osteoide y trabéculas neoformadas que des-
de el borde del defecto dseo periférico se extendian por
la periferia del implante rodeandolo casi en su totalidad
y ocasionalmente también en el interior de los poros
como se observaba de forma mas detallada en las sec-
ciones tenidas con Tricrémico de Masson, entre los que
se observan espacios vacios correspondientes a la espu-
ma que ha sido disuelta en el proceso de decalcificacion.
(fig. 2¢).

Las imagenes de microscopia electronica de barrido
(MEB) concuerdan con lo descrito anteriormente, desta-
cando en la cortical perforada para introducir el material,
la costra fibrino-hematica descrita con anterioridad, asi
como abundante tejido de granulacion rodeando al
implante (con abundantes fibras y celularidad entre
ellos, macréfagos, linfocitos, hematies,...) y ocupando
parcialmente los poros (fig. 3a).

GRUPO II: Destacaba la reparacion dsea casi com-
pleta de la cortical perforada para la implantacion del
cilindro, a expensas de tejido 6seo neoformado o inma-
duro. Asimismo, la sustitucion de aproximadamente el
50% del volumen del cilindro implantado a expensas de
trabéculas 6seas que eran mas extensas y de mayor espe-
sor que las observadas en el periodo anterior, que con-
fieren un aspecto reticular a la zona del implante. No
observamos respuesta inflamatoria marcada (fig. 2d).

Con el MEB destacaba respecto al grupo anterior, la
mayor abundancia de tejido dseo alrededor del implante
(fig. 3b) asi como en el interior de los poros, como tam-
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Fig. 1: Radiologia. 1A: Radiografia A-P de tibia: Observamos la lagu-
na Osea artificial realizada para la colocacion del implante. 1B: Radio-
grafia lateral de tibia: Implante cuyos bordes son mas redondeado y
crecimiento 6seo alrededor. 1C: Radiografia lateral de tibia: Repara-
cion de la cortical interna. Trabéculas dseas que contactan con la super-
ficie inferior y superior del implante. 1D: Radiografia lateral de tibia:
Implante con disminucion de volumen y con aspecto redondeado que
parece incorporarse a la formacion trabecular del hueso adyacente.

bién se observaba en las muestras estudiadas con micros-
copia dptica.

GRUPO III: Destacaba la reparacion dsea completa
de la cortical a nivel del orificio del implante, a expensas
de hueso trabecular bien ordenado a nivel de la cortical
con aumento de los fenomenos de la remodelacion 6sea
(fig. 2e). También observamos menor formacién de tra-
béculas 6seas y el aumento marcado de la médula 6sea



Fig. 2: Microscopia Optica. 2A: Seccién Panordmica: Implante en la
porcion superior central, solucion de continuidad de la cortical con cos-
tra fibrinohematica y neoformacion osea rodeandolo (HE-25x). 2B:
Detalle de la costra fibrinohematica ocupando la cortical perforada
(Gordon Sweet, 125x). 2C: Detalle del tejido de granulacion que ocu-
pa los poros del implante y espacios en blanco correspondientes a la
espuma disuelta por el procesado. (HE-312,5x). 2D: Detalle de la repa-
racién 6sea en el seno del tejido de granulacion que rodea al implante,
extendiéndose a los poros de la espuma (HE-312,5x). 2E: Detalle de la
zona de reparacion de la cortical (T. Masson, 312,5x).

hematopoyética y adiposa en la zona central, que sustitu-
yen parcialmente al tejido de granulacion.

Con MEB destacaba la mayor presencia de médula
osea que en el grupo anterior (fig. 3c).

GRUPO 1V Este periodo se caracterizaba por la pre-
sencia de hueso 6seo maduro en la cortical de la zona de
entrada del implante, de modo que no podia diferenciar-
se de la cortical adyacente. También observamos remo-
delacion o6sea con reordenacion de trabéculas oseas alre-
dedor del implante, fendmenos que eran mas destacadas

Grafica 1 Grafica 2
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Grificas 1 y 2: Espectro obtenido por EDR de las muestras pre-
implantacion HA-09 (1) y Post-implantacion (2).
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en las proximidades de la cortical. Los implantes en este
periodo han disminuido de volumen de forma apreciable,
persistiendo en la porcion central el tejido de granula-
cion, parcialmente sustituido por médula dsea. Asimis-
mo, destacaba la reordenacion del conducto medular
caracterizada por la orientacion en laminillas bien dife-
renciadas de las fibras de colagena del hueso cortical.

Con MEB las imagenes eran totalmente superponi-
bles a las descritas (fig. 3d).

C) Estudio microanalitico

El microanalisis realizado por el sistema de disper-
sion de energia (EDS) en la espuma HA 09 en los cuatro
periodos del estudio mostraba un espectro idéntico al del
producto original antes de su implantacion (graficas 1y
2). Destacaba la disminucion de la concentracion de cal-
cio (Ca) y fosforo (P).en la segunda grafica respecto a la
grafica primera.

DISCUSION

Tradicionalmente se ha utilizado el formol nitrico
como técnica de decalcificacion dsea; recientemente se
estan introduciendo la utilizaciéon de dos soluciones
comerciales denominadas TBD-I® que contienen acido
hipocloridrico 14% y polyvinylpyrrolidone, y TBD-II®
(Acido férmico 26% + Citrato sodico 8,5% + poly-
vinypyrrolidone) que son de uso habitual desde hace unos
afios en la practica clinica de diversos hospitales. En
nuestro trabajo hemos utilizado ambos métodos, mos-
trando la técnica del TBD caracteristicas morfologicas de
mayor calidad. Por ello, y a pesar que son escasas las refe-
rencias existentes en la bibliografia sobre estudios con las
soluciones TBD-I y II (8), consideramos que el TBD,
constituye un método que presenta mejores resultados
que el del formol nitrico en los estudios del tejido dseo.

Nuestro grupo ha demostrado en diversos experi-
mentos previos la eficacia de las ceramicas de fosfato
calcico como potenciales sustitutos de los injertos ose-
o0s, tanto como matrices osteoconductoras, como para el
crecimiento de células de estirpe osteoblastico (9,4,10).
Los materiales osteoconductores son capaces de propor-
cionar el andamiaje que facilita el crecimiento del tejido
oseo en su interior. Uno de los principales factores que
influyen en la osteoconduccion es la porosidad del mate-
rial (el tamafio de poro, el volumen total de poros e
interconexion entre los poros). En este sentido, reciente-
mente hemos desarrollado un biomaterial denominado
«espuma de hidroxiapatita», mediante un procedimiento
denominado «gel-casting», que emplea la formacion de
espuma en suspension antes de producirse la polimeri-
zacion de los mondmeros organicos contenidos en su
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Fig. 3: Microscopia electrénica de barrido: 3A: Costra fibrinohematica con filamentos de fibrina y células sanguineas (1000x). 3B: Poros de

la espuma HA-09 tapizados por abundante celularidad (750x). 3C: Detalle de las células de estirpe osteoblastica en la superficie del implante
(1100x). 3D: Detalle de la intercomunicacion de los poros de la espuma implantada (850x).

composicion, (6,7), que presenta una elevadisima poro-
sidad (proximas al 90%), muy superiores a todas las
desarrolladas en los ultimos afios, que no llegaban al
70% (11-14), y ademas con propiedades mecanicas
importantes caracterizadas por una gran resistencia a las
fuerzas de compresion con valores de 1,93+0,43. Ade-
mas, esta resistencia aumenta de forma exponencial tras
la implantacion (15).

La espuma de HA utilizada en nuestro trabajo pre-
senta poros esféricos con tamafio de 50 um e intercone-
xién entre los poros a través de pequeias ventanas que
favorecen el crecimiento 0seo en su interior., como
demuestra nuestro estudio y que coinciden con las requi-
sitos propuestos en los estudios cldsicos de (16). Segin
estos autores los implantes porosos de fosfato calcico
debian presentar poros interconectados para poder favo-
recer el crecimiento 6seo en su interior.

Nuestro experimento ha confirmado la biocompati-
bilidad de la espuma HA-09 puesto que solo observa-
mos la existencia de una respuesta inflamatoria poco
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relevante y en los primeros periodos del estudio, que al
mes del implante estaba representada exclusivamente por
escasos macrofagos dispuestos de forma aislada, sin
constituir granulomas, y por linfocitos dispersos.
Tampoco hemos observado fibrosis en el limite entre
la ceramica y el hueso huésped lo que junto al hecho de
observar crecimiento 6seo tanto en la periferia como en
el interior de los implantes, confirma la capacidad de
osteointegracion de la espuma HA-09. La biocompati-
bilidad y capacidad de osteointegracion de otras formas
de hidroxiapatita ya habia sido definida previamente, en
estudios sucesivos por distintos autores clasicos (17-23).
En nuestro experimento también hemos podido
demostrar la capacidad osteoconductora de las espu-
mas de HA, que ha actuado de andamiaje para las célu-
las 6seas y ademas con poros de diametro 50 pm. De esta
forma confirmamos lo que habia sido descrito previa-
mente por otros autores como por Klawitter (24), Eggli
(25) y mas recientemente por Galois (26) quienes afir-
maban que el crecimiento 6seo era posible en ceramicas



con poros por debajo de 100 um de diametro e incluso
del orden de 40 pm.

También hemos confirmado los resultados obtenidos
por Klawitter y Hulbert (16) y Schepers (27) quienes
consideraban que la existencia de interporo facilita el cre-
cimiento dseo en su interior. Este hecho lo hemos podido
constatar en nuestro experimento, al observado creci-
miento 6seo no solo en los poros de la superficie sino en
los poros del interior del implante, hechos comprobados
en la HA, tanto con microscopia dptica como con MEB y
que también han sido descritos recientemente (15).

Las imagenes radioldgicas indicativas en los dos
ultimos periodos, 5 y 8 meses, de una disminucion apre-
ciable del volumen del material, junto a las descripcio-
nes realizadas con microscopia optica que indicaban
sustitucion de tejido osteoide por médula 6sea adiposa y
hematopoyética, demuestran la existencia de un feno-
meno de reabsorcion parcial y progresiva de la espu-
ma que se hacia mas patente a partir del quinto mes des-
pués de su implantacion. Esta caracteristica habia sido
descrito en la hidroxiapatita, con anterioridad por otros
autores (28-31,2,4).

El microanalisis de la espuma de HA utilizando el
sistema de dispersion de energia (EDS) en las distintas
fases del estudio, demostré un espectro superponible al
del producto original antes de su implantacion; la dismi-
nucion del nivel de calcio (Ca) y fésforo (P) observada es
debida al intercambio i6nico que se realiza en superficie
cuando entra en contacto con los fluidos organicos, pro-
ceso caracteristico de los materiales bioactivos, y previo
a la colonizacién por tejidos reparadores. Estos resulta-
dos confirman el proceso de reabsorcion de la espuma
y donde no se originan productos intermedios de
degradacion. Dicho proceso de reabsorcion se realiza
mediante un mecanismo de fagocitosis por macréfagos
localizados en la periferia del implante.

CONCLUSION

La espuma de hidroxiapatita HA-09 se ha comporta-
do en nuestro estudio como un material: biocompatible
al provocar exclusivamente una respuesta inflamatoria
leve y precoz; osteoconductor al permitir la rapida for-
macién de tejido de granulacion que es sustituido por
tejido dseo trabecular, tanto en la periferia como en el
interior del implante, y también bioreabsorbible, por lo
que puede considerandose como sustituto del tejido
oseo.
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