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Resumen

La apatita carbonatada (CAp) constituye uno de los principales componentes del tejido éseo. Después
de sintetizar CAp por precipitacién de soluciones acuosas y por reaccién del estado sélido, se tomé
material poroso de CAp de sintesis seca previamente embebido con células de medula dsea, y se
implanté subcutédneamente y en defectos éseos creados en porcinos. En este articulo se muestra la
descripcion y el andlisis de los cortes histolégicos de muestras del material implantado. Los resultados
obtenidos indicaron que el material no genera rechazo, es reabsorbido por actividad de los osteoclastos
del individuo receptor y es reemplazado por tejido éseo neoformado. El tipo de osificacién con el que
se regenera el tejido éseo en las perforaciones creadas y reemplazadas y no reemplazadas con CAp, es
la osificacién membranosa la cual se describe. Las diferencias cuantitativas observadas en los contro-
les y tratamientos respecto del &rea total del material indican su alta biodegradacién, aparentemente
explicable por una mayor actividad osteoclastica y/o una respuesta de asimilacién mejorada por la
presencia de células potencialmente osteogénicas del propio individuo. Esta hipétesis se refuerza por
el mayor nimero de vasos sanguineos encontrados en los implantes subcutédneos previamente em-
bebidos con células madre de la médula ésea. Segin los criterios evaluados, CAp poroso de sintesis
seca presenta excelente biocompatibilidad, osteoinduccién y osteoconduccidn, caracteristicas que se
potencian cuando el material es pre-embebido con células de médula ésea.

Palabras clave: reaccién del estado sdlido, apatita carbonatada, células osteoprogenitoras, material
de reemplazo 6seo.

HISTOLOGICAL ANALYSIS OF IMPLANTED
PORUS CARBONATED APATITE OF DRY SYNTHESIS
EMBEDDED WITH PORCINE BONE MARROW CELLS

Abstract

Carbonated apatite (CAp) constitutes one of the principal inorganic components of the osseous tissue.
After synthetising of CAp by reaction of the solid state, the ceramic was treated with porcine bone
marrow progenitors and then implanted subcutaneously and in created osseous defects. This article
shows the description and analysis of histological samples. Results indicated that the material does not
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generate rejection; it is re-absorbed by the recipient’s osteoclasts activity and then is replaced by biolo-
gically synthesised bone. Membranous ossification is described to be responsible for the regeneration
of osseous tissue in artificially created defects, with or without being filled with CAp. The quantitative
differences between controls and treatments in respect of the total area covered by the material indicate
its high biodegradability, probably due to a major osteoclastic activity and/or an improved assimilative
response, given the presence of potentially osteogenic cells of the own individual. This hypothesis is
reinforced by the observation of more blood vessels in subcutaneous implants previously treated with
bone marrow cells. According to the evaluated criteria, porous CAp of dry synthesis shows excellent
biocompatibility, osteoinductivity and osteoconductivity, characteristics that are promoted when the
material is pre-treated with osteoprogenitors from the bone marrow.

Keywords: solid state reaction, carbonated apatite, osteoprogenitor cells, bone substitutes

ANALISE HISTOLOGICA DE IMPLANTES DE APATITA CARBONATADA
POROSA DE SINTESE SECA E CELULAS DA MEDULA OSSEA DE SUINOS

Resumo

A apatita carbonatada (CA,) é um componente importante do tecido ésseo. Depois de sintetizar CA,
por precipitagao a partir de solugdes aquosas e reagao em estado sélido, foi colhido material poroso de
CA, de sintese seca previamente embebidas com células da medula éssea, e foi introduzida no tecido
subcutaneo e em defeitos 6sseos criados em suinos. Este artigo mostra a descrigao e a andlise dos
cortes histolégicos de amostras do material implantado. Os resultados obtidos indicaram que este nao
gera rejeicao, é reabsorvido pela atividade dos osteoclastos do receptor individual e é substituido por
tecido 6sseo neoformado. O tipo de ossificacdo com que € regenerada o tecido 6ssea nas perfuragoes
criados e substituido e nao substituido com CA,, é a ossificacdo membranosa que se descreve. As
diferengas quantitativas observadas nos controles e tratamentos ao respeito da area total do material
indicam sua alta biodegradacao, aparentemente explicavel por uma maior atividade osteoclastica
e/o uma resposta de assimilacdo melhorada pela presenca de células potencialmente osteogénicas
do prépio individuo. Esta hipétese é reforcada pelo maior niimero de vasos sanguineos encontrados
nos implantes subcutédneos previamente embebidas com células madre da medula 6ssea. Segundo os
criterios de avaliagéo, CA, poroso de sintese seca mostra excelente biocompatibilidade, osteoinducao
e osteocondugao, caracteristicas que aumentam quando o material é pré-embebida com células da
médula 6ssea.

Palabras-chaves: reacao de estado sélido, apatita carbonatada, células osteoprogenitoras, material
de substituigao éssea

Introduccion

La reparacioén, correccién y manejo de defectos 6seos
usando autoinjertos y aloinjertos ha venido en aumen-
to en los Gltimos anos; sin embargo, estos tratamientos
pueden conllevar efectos deletéreos para el paciente
que no permiten su correcta recuperacion e inciden en
su calidad de vida (1); a esto se suma una larga lista
de contraindicaciones que implica grandes retos para
el equipo tratante (2, 3). El desarrollo y uso de bioma-

teriales se ha planteado como una buena alternativa
en la solucién de algunos de estos inconvenientes, con
la idea que reemplacen, aumenten o soporten tejidos
u 6rganos. En los Gltimos 30 anos los materiales bio-
compatibles han tenido gran auge para su utilizacién
en los humanos, sobre todo los materiales para protesis
6seas y dentales (4,5,6).

Las caracteristicas que deben tener los materiales de
reemplazo éseo son la osteoinduccién, la osteocon-
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duccién y la biocompatibilidad. La osteoinduccién
se refiere a la capacidad de una sustancia de inducir
el crecimiento éseo, mientras la osteoconduccién se
refiere a la capacidad de mantener el crecimiento
6seo va iniciado (4), y la biocompatibilidad se define
como la capacidad del material para aceptar células
competentes y permitir su desarrollo (5). Los princi-
pales materiales de reemplazo éseo que se han venido
desarrollando durante los dltimos diez afios incluyen
los polimeros sélidos, coral natural, hidroxiapatita, fos-
fato B- tri-calcio, membranas de colageno entre otros,
obteniéndose resultados prometedores al haberse de-
mostrado que aceleran la regeneracién dsea (6,7,8,9).

La CAp es uno de los principales componentes inorga-
nicos de la dentina y el hueso y cumple un importante
papel en el metabolismo 6seo facilitando la tasa de
resorcién (9,10). El carbonato constituye entre el 2 al
8% del peso de la hidroxiapatita carbonatada, reem-
plazando el OH (tipo A) y/o el fosfato (tipo B) dentro
del cristal. Tanto el tipo A como el B hacen parte del
hueso natural encontrandose que el Gltimo predomina
en el hueso humano joven y el primero se incrementa
con la edad (11).

El objetivo de la ingenieria de tejidos es desarrollar
materiales hibridos compuestos de sustratos sintéticos
y células tejido especificas; en el caso del reemplazo
Oseo, las células mesenquimales cumplen una funcién
esencial en la reparacién ésea, que es su migracién
hacia sitios especificos en los huesos que han sufri-
do traumas, fracturas, necrosis o inflamacién, para
encargarse de la reparacion tisular diferencidndose
en células de tejido conectivo (12). Por estas razones
desde hace varios anos, en nuestros trabajos se han
utilizado como potenciadoras de las funciones de los
materiales de reemplazo 6seo; también se ha hecho
la sintesis de CAp por sintesis hiimeda y por reaccién
del estado sélido y se ha utilizado el cultivo de células
osteoprogenitoras de porcino para evaluar la citotoxi-
cidad, genotoxicidad y biocompatibilidad del material
sintetizado (13,14,15). En este articulo se describen y
analizan cortes histolégicos de muestras de material
poroso de CAp de sintesis seca, embebido con células
de medula ésea de porcino y sometido a un proceso
experimental in vivo de ocho semanas de duracién, du-
rante el cual se realizaron implantaciones subcutaneas
e implantaciones en defectos 6seos creados y luego
se evaluaron las caracteristicas de biocompatibilidad,
osteoinduccién y osteoconduccién de CAp poroso
pre-embebido con células de médula 6sea.

Materiales y métodos

Tratamiento in vitro de las piezas de CAp embebidas
con células de médula dsea

Se fabricaron piezas cilindricas (didmetro x altura =
1x 0,5 cm) de material poroso de CAp, sintetizado
por el método de reaccién del estado sélido (16).
Primero, se lavaron los cilindros con una solucién
de acido acético 5 mM por 24 horas para neutralizar
residuos de la reaccién, seguido de enjuagues con
agua destilada hasta obtener pH 7,2-7,4. Posterior-
mente, el material se esterilizé6 en autoclave y se
hizo reaccionar a 37°C por cinco dias con solucién
de fluido corporal simulado (SBF) para facilitar la
deposicion de cristales amorfos (17). Finalmente,
las piezas se lavaron con agua destilada estéril y se
colocaron en placas de cultivo de poliestireno de 24
pozos (1,75 cm?/pozo). Los pozos con el material,
se inocularon con una suspension de 1x10° células
extraidas de médula ésea de cada porcino (CM),
siguiendo las metodologias de trabajos previos (15).
Las piezas a ser implantadas se dividieron en dos
tratamientos: subcutaneo (SC) y reemplazo éseo
(OS); el control recibid el mismo tratamiento previo,
excepto la inoculacién de células.

Modelo in vivo para evaluar osteoconduccion, osteoin-
duccion y biocompatibilidad del material poroso

Se tomaron cuatro cerdos de raza PigxLandrace, tres
machos y una hembra, de cuatro meses de edad y
peso aproximado de 40 kg, a los que se les implantd
el material SC y OS en sitios especificos. Basados
en el protocolo de la legislacién Colombiana para el
mantenimiento de animales de experimentacién, se
hizo el disefio del procedimiento a realizar, el cual fue
aprobado por el comité de ética de la Universidad
Militar Nueva Granada. El proceso de implantacién
del material se hizo en tres tiempos correspondientes
a las semanas dos, cuatro y ocho. En cada tiempo se
indujo anestesia general con inyeccién intramuscular
de zolazepam-tiletamina (0,5 mg/kg) y se mantuvo con
fluotano inhalado. Las incisiones para los implantes en
tejido SC se realizaron bajo condiciones de asepsia y
antisepsia en distintas localizaciones: regién del cuello
dorsal, regiéon del dorso, regién escapular y regiéon
axilar, en las cuales se introdujeron piezas con CM
(grupo SC-CM) vy piezas sin células (grupo SC-Cont).
Para la implantacién de CAp en hueso se realizaron
perforaciones de 1x0,5 cm en las diéfisis de las tibias

34 rev. fac. med



Ropricutz E., PINzON L., GARZON D., CABRERA L., BERNAL C., ZAKARIA F., MIIKAN |.

izquierda y derecha, en la lamina neurocraneal del
hueso frontal y en el cuerpo de la mandibula de los
porcinos, dejando en cada localizacién un agujero
vacio (grupo OS-Cont) y en el otro se colocaron las
piezas de CAp (grupo OS-CM). En la primera cirugia
realizada 56 dfas antes del sacrificio, se implantaron
las muestras correspondientes a la octava semana, 28
dias después se implantaron las muestras de la cuarta
semana, y 14 dias despues se implantaron las muestras
correspondientes a la sequnda semana. Finalmente los
animales fueron sacrificados y se extrajeron todas las
muestras para analisis histolégico.

Preparacion histoldgica

Las piezas fueron lavadas con PBS v fijadas en una
solucién de glutaraldehido 3% en PBS por 24 horas,
después se lavaron con PBS v se decalcificaron con
una solucién de EDTA 12% pH 7,2 hasta obtener
muestras gelatinosas (entre dos y cinco semanas). Las
muestras blandas fueron deshidratadas en soluciones
de acetona de concentracién ascendente, embebidas
en parafina y cortadas en secciones de 5 um de grosor.
Todos los cortes fueron divididos en dos grupos: uno
para la tincién de Hematoxilina-Eosina (HE), como
tincién primaria para observar todos los detalles gene-
rales de un corte seo y otro con Tricromico de Masson
(TM), para observar la distribucién del coldgeno en las
distintas muestras (18).

Valoracion cualitativa

La valoracién histolégica fue realizada por tres obser-
vadores, y se tuvo en cuenta el tiempo de implantacién,
la tincién v los distintos tipos celulares encontrados en
los grupos SC y OS, haciendo énfasis en la compa-
racién de los cortes control con los del tratamiento.

Valoracion cuantitativa

Se cuantificé el area ocupada por material, el nimero
de vasos sanguineos y células mesenquimales en las
muestras del grupo SC; se eligieron dos placas de
cada semana con tincién HE y se observaron por
microscopia de luz a magnificacién de 100x, con una
reglilla cuadrada instalada en el ocular de area 1u?. De
cada placa se observaron seis cortes y de cada corte se
observaron diez campos. El andlisis se realiz6 teniendo
en cuenta el tiempo de implantacién y la comparacién
entre los grupos control y tratamiento. Se determiné
realizar los conteos de la siguiente forma: (i) cuantificar

las &reas cubiertas con material en la fila de la mitad de
la reglilla (quinta fila de arriba hacia abajo), (ii) contar
el nimero de células mesenquimales en los cuatro
cuadrantes las esquinas de la reglilla y (iii) contar los
vasos sanguineos en toda la rejilla.

Para comprobar las diferencias de la cuantificacién
del area ocupada por el material, el nimero de
células mesenquimales y nimero de vasos sangui-
neos entre las distintas muestras, se utiliz6 como

estimador el intervalo de confianza: Etl_%[j_]
para una p= 0,05y 1-alfa = 0,95. #

Resultados
Implantacion subcutanea

La valoracién cualitativa de los cilindros de CAp im-
plantados SC en las diferentes localizaciones permitié
determinar cambios de estructura del material y su
resorcién, asi como la determinacién de los tipos tisu-
lares que invadieron y se desarrollaron dentro de los
poros de las piezas, encontrandose diferencias entre
los tratamientos y sus respectivos controles.

Hallazgos Histoldgicos: Generalidades

Con la tincién HE se observé material poroso total-
mente infiltrado por distintos tipos celulares y con
desarrollo de tejido dseo. Se vio que en todos los
poros del material analizado, se desarrollaron en el
centro del poro capilares sanguineos. Al rededor de
los capilares se observé un infiltrado linfo-monocitario
abundante constituido por linfocitos indiferenciados,
plasmocitos y macréfagos; en la mayoria de los casos
se observé monocitos en los vasos tanto en los de la
periferia, como en los de dentro del material. Ade-
mas de este infiltrado, en direccién hacia el material
se encontrd una zona de tejido conectivo inmaduro
con fibrocitos, fibroblastos y células mesenquimales
indiferenciadas, o mesénquima embrionario, pero
con fibras de colageno maduras (19) (Figura 1A). Las
areas ocupadas por cada tejido en los tratamientos
variaron con el tiempo de implantacién y en relacién
con el control. En la periferia del material se encontra-
ron células dseas e inmunitarias de diversos tamarios,
las cuales se describe en detalle méas adelante. Con
la tincién de TM igualmente se observé la misma
disposicién de los tejidos y las células. Se determiné
ademas la distribucién del tejido colageno, compo-
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nente principal de la matriz secretada por osteoblastos
(Figura 1B). El coladgeno se encontré en su mayoria
dentro de la zona del tejido conectivo inmaduro simi-
lar al mesénquima embrionario previamente descrito,
siendo claramente méas abundante en las placas del
tratamiento (Figura 1C).

FIGURA 1. Cortes de CAp poroso de sintesis seca. A) Cortes a las
dos semanas de implantacién SC con tincién de EH B) Cortes a las
cuatro semanas de implantacién SC con tincién TM. Tejido coldgeno
rodeando capilares (flechas) en un poro del material. C) Cortes a las
cuatro semanas de implantacién SC con tincién TM mostrando la
distribucion del tejido coldgeno en placa con tratamiento. LM: tejido
linfo-monocitario, M: material, TM: drea de tejido mesenquimal y
tejido fibroso. Barra 100 micrémetros.
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Cambios en e CAp y tipos celulares observados

En todas las muestras con tincién de HE, se observd
que el material tomé un color baséfilo sin perder su
estructura microscopica cristalina (Figura 2A), a ex-
cepcién del material que se encontré en la periferia de
los poros y dentro de células fagociticas, que no tomé
la tincién, mostrando mayor grado la birrefringencia,
caracteristica del cristal de hidroxiapatita. También se
pudo evidenciar la presencia de células poco eosiné-
filas dentro del material, a las cuales la mayoria de las
veces no se les pudo evidenciar el niicleo caracteristico
de los macréfagos (Figura 2B). También se encontraron
osteoblastos de morfologia cuboide, de tamario aproxi-
mado de 10 micras, con un nucleo heterocromético
excéntrico y poco citoplasma unidos a la periferia del
material (Figura 2C); algunas veces tienen un halo
alrededor del citoplasma correspondiente a la matriz
osteoide. Cerca de la periferia del material (borde
de la matriz 6sea), se encontraron preosteoblastos,
de morfologia menos cuboide, con nicleo grande y
menor cantidad de citoplasma (Figura 2C). Se obser-
varon osteoclastos unidos a la periferia del material,
de forma alargada caracteristica o en media luna, de
tamano variable desde 15 hasta 60 micras, siempre
multinucleados (de dos a mas de 15 nucleos) con cito-
plasma eosindfilo vacuolado abundante y con borde
ondulado, el cual muestra forma plana o céncava en
el segmento de contacto con el material, semejante a
las lagunas de Howship (Figura 2D). Se observaron
abundantes células mesenquimales indiferenciadas, de
morfologia fusiforme, gruesas, ligeramente més gran-
des que los fibroblastos con un tamafo aproximado de
20 micras, con nucleo concéntrico grande heterocro-
matico, poco citoplasma eosindfilo y en algunas oca-
siones se evidencian prolongaciones de su citoplasma
dandole un aspecto de célula estrellada (Figura 2E). A
partir de la sequnda semana se observaron células del
infiltrado linfo-monocitario. Los linfocitos en su ma-
yorfa se observaron como células mononucleares de
tamanio aproximado de 9 micras, con nicleo baséfilo
grande redondo que ocupa la mayor parte de la célula
(Figura 2F) y en algunas ocasiones se observaron con
una morfologia caracteristica de plasmocitos (19).

Valoracion cuantitativa

Se cuantificaron las areas ocupadas por el material
de CAp, el tejido mesenquimal y nimero de vasos
observados en los campos analizados; estos valores
se compararon entre las placas control y las del trata-
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FIGURA 2. Cortes de las muestras después de cuatro semanas de implantacién SC. Se observa: A) el aspecto moteado del material de
CAp v B) macréfagos (Ma) en la periferia de un poro. Cortes de las muestras después de dos semanas de implantacién SC. Se observan:

C) osteoblastos (o) y preosteoblasto (po), D) un osteoclasto caracteristico (0s); E) Células mesenquimales v F) células del infiltrado linfo-
monocitario. Barra de 10 micrémetros.
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miento. Como lo muestra la Figura 3, el area ocupada
por CAp en los controles y los tratamientos disminuyd
progresivamente a través del tiempo (control de 75%
a 45% y tratamiento de 50% a 40%); los valores de
los controles se mantuvieron siempre por encima de
los valores en las muestras del tratamiento.

Como se muestra en la figura 4, en la segunda semana
el nimero de cuadriculas cubiertas por células mesen-

quimales en los tratamientos (8+1,01) es mayor que la
del control (5+0,25). Sin embargo, a la semana cuarta
se observa que la situacion se invierte, observandose
en las placas control un mayor nimero de cuadriculas
ocupadas por células mesenquimales alcanzando un
pico (control 18+1,73, tratamiento14+1,01). Final-
mente, a la octava semana la cantidad de tejido me-
senquimal fue equivalente en controles y tratamientos
(91,7 y 9+2,02 respectivamente).

control
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tratamiento

sem 2
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FIGURA 3. Porcentajes de las dreas cubiertas por CAp en los cortes histolégicos (ordenadas) vs. semanas del experimento (abscisas). Los
histogramas corresponden a los promedios y las barras los intervalos de confianza de 1-alfa = 0,95 en diez campos observados.
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FIGURA 4. Numero de cuadriculas cubiertas por células mesenquimales en los cortes histolégicos (ordenadas) vs. semanas del experimento
(abscisas). Los histogramas corresponden a los promedios y las barras los intervalos de confianza de 1-alfa = 0,95 en diez campos observados.
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FIGURA 5. Numero de vasos sanguineos observados en los campos del ocular de los cortes histoldgicos (ordenadas) vs. semanas del
experimento (abscisas). Los histogramas corresponden a los promedios v las barras a los intervalos de confianza de 1-alfa = 0,95 en diez

campos observados.

En cuanto a la cantidad de vasos sanguineos se evi-
dencié un aumento progresivo con el tiempo, con un
promedio de 45 a 150 vasos por campo en los controles
y de 110 a 120 vasos por campo en los tratamientos
(Figura 5). Al comparar el control con los tratamientos
se ve un mayor nimero de vasos en los tratamientos
hasta la cuarta semana, cifra que se invierte en la octava
semana, cuando los controles muestran un aumento
significativamente mayor (140 vs 120, respectivamente).

Implantacion en perforaciones dseas creadas

La valoracion cualitativa de las muestras implantadas
en perforaciones 6seas creadas (diafisis de ambas ti-
bias, lamina neurocraneal del hueso frontal y el cuerpo
de la mandibula y sus controles respectivos), permitié
determinar las diferencias en los tipos celulares pre-
dominantes en cada caso y observar el reemplazo del
material por tejido 6seo neoformado.

Hallazgos Histoldgicos: Generalidades
Los cortes de las lesiones creadas mostraron una cla-

ra zona de transicién, la cual corresponde a la zona
limitante entre el depdsito de tejido fibroso dentro del

defecto intencionalmente causado y el tejido dseo
antiguo. Este tejido conectivo denso irregular se com-
pone principalmente de fibras colédgenas con infiltrado
principalmente linfocitos, monocitos, fibroblastos y
fibrocitos; sin embargo, también alberga células con
morfologia similar a las mesenquimales indiferencia-
das, que predominan cerca al tejido éseo, zona en la
cual los capilares sanguineos son escasos. El hallazgo
mas importante es que en la zona de transicién se
observan trabéculas éseas neoformadas pequenas,
rodeadas de osteoblastos y células mesenquimales, sin
osteocitos y se encuentran adyacentes al tejido éseo
antiguo. Con la tincién TM se destaca la maduracién
de la matriz en las trabéculas, desde azul intenso rico
en colageno hasta rojo, color caracteristico de la matriz
calcificada (Figura 6).

Evolucion de las perforaciones dseas creadas con reemplazo
de CAp

En los cortes histolégicos de las perforaciones éseas
con reemplazo de CAp, se pueden observar desde la
segunda semana, cristales irregulares fusionados con
células multinucleadas irregulares que han crecido
entre los cristales refringentes. La zona de transicién
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FIGURA 6. Andlisis microscépico de los cambios en las perforaciones 6seas creadas: A) Coloracién de H-E donde se observan las diferentes
secciones del hueso con el defecto creado: (i) interior del defecto donde se observan fibroblastos (F), fibras coldgenas (fc) e infiltrado linfo-
monocitario (im), con algunos vasos (v); (ii) Zona limitante donde se observan la formacién de trabéculas (t) v (iii) Hueso maduro donde se
destacan los osteocitos (o) vy la matriz (M). Barra de 10 micrémetros. B) Tinciones con TM que muestra la evolucién del defecto 6seo a 2, 4
y 8 semanas, donde se destaca la maduracién de las trabéculas (azul: abundante coldgeno) a matriz calcificada madura (rojo). Las flechas
muestran la interfase del hueso vy el drea de corte. Barra de 100 micrémetros.

es mas difusa en las placas tratamiento, donde se
destacan trabéculas en formacién entre los poros del
material, fibroblastos, fibras colagenas e infiltrado lin-
fomonocitario (Figura 7A). Semejante a lo observado
en las placas control para las semana 4, se observa
la presencia de trabéculas dseas inmaduras ricas en
colageno (distintivo color azul de la tincién TM) entre
los grénulos de CAp, los cuales disminuyen en tamaro
y son reabsorbidos, mientras que las trabéculas éseas
engrosan y tiflen de rojo caracteristico de calcifica-
cién hacia la semana octava. Esto implica osificacién
membranosa, con la presencia de vasos sanguineos
abundantes, tejido coldgeno organizado al rededor de
los agujeros donde estaban los implantes, ausencia de
material, zona de transicién no aparente, trabéculas
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en crecimiento con osteoblastos alrededor y en mayor
cantidad trabéculas 6seas maduras con osteocitos en su
interior. En contraste, en la semana ocho en el control
(sin material) aun se observa tejido colageno organiza-
do al rededor de la interfase del hueso creciendo hacia
el defecto, el cual no se ha llenado completamente y
por tanto, el borde de la seccién esta aun bien dife-
renciado. Se observan claramente trabéculas 6seas
no diferenciadas, con menor cantidad de osteocitos y
menor cantidad de vasos sanguineos.

Discusion

De acuerdo a las observaciones realizadas se puede
concluir que el material poroso de CAp de sintesis seca
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FIGURA 7. Andlisis microscépico de los cambios en las perforaciones éseas creadas v reemplazadas con CAp. A) Tincién HE de los cortes
de los implantes de dos semanas de evolucién: (i) interior del defecto cubierto con cristales refringentes de CAp v células (C); (ii) Zona
limitante donde se observan fibroblastos (F), fibras coldgenas (fc), infiltrado linfomonocitario (im) y con la formacién de trabéculas (T); (iii)
Hueso maduro donde se destacan los osteocitos (o) y la matriz (M) vy (iv) Detalle de osteoclasto sobre CAp. Barra de 10 micrémetros. B)
Cortes mostrando: (i-ii) engrosamiento de las trabéculas (T) que crecen entre los granos CAp vy pasan de hueso inmaduro rico en coldgeno
(hrc-azul) a dos semanas, a trabéculas calcificadas maduras (rojo-azul) a cuatro semanas, mientras CAp es reabsorbido (rCp) con tincién de
TM; v (iii) detalle de con tincién H-E grdanulos de CAp siendo resorbidos y reemplazados con trabéculas 6seas (T) a 4 semanas. Barra de
100 micrémetros. C) Cortes a ocho semanas mostrado: (i-ii) restos de CAp (rCp) entre trabéculas completamente calcificadas (T) con tincién
TM; v (iii) con tincién de H-E. Barra de 100 micrémetros.
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no genera rechazo por parte del organismo después de
su implantacién subcuténea, ya que en todos los poros
del material se encontraron vasos sanguineos y tejido
conectivo inmaduro, del cual se podrian derivar tejidos
conectivos como el tejido éseo (21). Es posible que
la respuesta inmunitaria observada sea una respuesta
celular adaptativa, especifica y crénica, considerando
la presencia de linfocitos indiferenciados, plasmocitos
y macréfagos, los cuales generan células multinuclea-
das. La presencia de capilares en todos los poros del
material es de gran importancia ya que el éxito del
implante depende de la llegada de nutrientes, oxigeno
y la detoxificacién (2).

Las observaciones histolégicas evidencian la osteoin-
duccién en piezas de CAp porosas de sintesis seca,
solas o embebidas con células de la medula 6sea,
implantadas en tejido subcutaneo, el cual no esta en
contacto con el tejido éseo del porcino. Esto lo indica
la presencia de células precursoras, observadas como
tejido conectivo inmaduro y que probablemente
derivan de células madre mesenquimales presentes
en el tejido subcutéaneo o que viajaron por el torrente
sanguineo, con capacidad de diferenciarse en células
bseas como los osteoblastos (6).

Teniendo en cuenta que los porcinos tratados eran
juveniles en crecimiento activo, donde hay extenso
desarrollo de adipocitos, los cuales tienen progenitores
comunes con las células dseas (células madre mesen-
quimales), resulta factible que el material implantado
no embebido con células de la medula ésea, atraiga y
permita el desarrollo de células mesenquimales, ya pre-
sente en tejido subcutaneo, en tejido 6seo; de manera
semejante, la respuesta inmunitaria inicial, permite la
invasiéon desde el torrente sanguineo de monocitos
que se diferencian posteriormente en preosteoclastos,
inducidos por los minerales de CAp (19, 22). La acti-
vidad de estos osteoclastos podria explicar la resorcién
y por tanto la disminucién de la cantidad de material
(22) y la observacién de abundante matriz extracelular
compuesta en su mayoria de colédgeno (probablemente
tipo [ y sintetizado por osteoblastos).

Analisis de cuantificacion

La comparacién temporal de los resultados nos permite
observar una disminucién progresiva del area ocupada
por CAp y un aumento importante de las células me-
senquimales en ambas muestras, lo que esta a favor
del recambio del material de osteosintesis por tejido
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de aparente capacidad osteogénica, lo que demostra-
ria una capacidad osteoinductiva de CAp de sintesis
seca. En cuanto a los vasos sanguineos, se observa un
aumento en el nimero de los mismos, especialmente
para la octava semana en las muestras control, mien-
tras en los tratamientos el nimero se mantiene a lo
largo del tiempo. Estos resultados nos permiten pensar
que el material con células podria generar una mayor
biocompatibilidad con el tejido receptor.

La comparacién de las muestras control y tratamiento
permite determinar que la resorcién del material se
ve favorecida por el tratamiento previo de CAp con
células de la medula 6sea. Sin embargo, no es evidente
la variacién en el nimero de células mesenquimales
en las observaciones histoldgicas, ya que se observé
mayor cantidad de estas en las muestras control en las
semanas cuatro y ocho. Esto podria explicarse con la
disminucién de células precursoras concomitante con
el proceso de diferenciacién de las mismas a células
bseas (preosteoblastos y osteoblastos), lo que estaria
a favor de la osteoinducciéon (23). También se podria
explicar por un efecto de resorcién ésea, debida a la
diferenciacién a osteoclastos a partir de progenitores
hematopoyéticos que llegan por medio de la vascula-
rizacién observada.

Cortes de implantes dseos

La observacién del proceso de regeneracién del de-
fecto 6seo creado mostré que la reparacién de tejido
hasta las ocho semanas, se llevé a cabo por osificacién
membranosa. Se observé la presencia de células me-
senquimales indiferenciadas v fibroblastos, las cuales
probablemente migraron desde el tejido sano contiguo
y/o de la circulacién sanguinea (24); estas conformaron
un enramado de tejido conectivo inmaduro similar al
embrionario, para posteriormente diferenciarse a trabé-
culas 6seas jévenes con matriz osteoide (confluencia de
osteoblastos que secretan sustancia eosinofilica), la que
luego se calcifica (engrosamiento de las trabéculas en
color rojo en la coloracién TM). En la octava semana
fue aparente una mayor cantidad de trabéculas 6seas
maduras en las muestras tratamiento, lo que indicaria
una mejoria en la osteoconduccién relacionada con la
presencia del material de CAp (24). Sin embargo, en
ambas muestras los defectos no han sido totalmente
reparados. Para obtener una mejor evidencia del papel
osteoconductivo de CAp poroso, se hace necesario
realizar defectos 6seos del tamario critico, es decir, el ta-
mano en el cual ya no alcanza a reparacién por si sola.
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Las observaciones de los tratamientos con CAp poro-
so permiten evidenciar que el proceso fisiolégico de
reparacién ésea no se disminuye por la presencia de
la cerédmica. Por el contrario, esta estaria mejorando el
proceso ya que se observé un aumento en el nimero
de vasos sanguineos y al mayor nimero de células os-
teogénicas observadas en los cortes de los tratamientos
comparados con las placas control durante el tiempo
del experimento. Sin embargo, es necesario realizar
estudios similares con un mayor tiempo de observacién
y como ya se menciond, con perforaciones de mayor
tamano, donde se evidencie el papel de CAp poroso
de sintesis seca en la regeneracién 6sea de defectos
con perdida de hueso significativo.
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