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RESUMEN

Es bien conocido en el mundo el uso de la hidroxiapatita como material de implante
para la restauracion de defectos 6seos. El presente estudio experimental tuvo como
objetivo determinar la histocompatibilidad y las propiedades de osteoconduccion y
biodegradacion del APAFILL-G: hidroxiapatita sintética obtenida por el método de
ceramizacion, desarrollada por el Centro de Biomateriales de la Universidad de La
Habana. Para esta experiencia, se emplearon 10 perros Beagle, a los cuales se les
realizaron implantes de APAFILL-G en fémur y mandibula, con sus corres-pondientes
controles; fueron sacrificados a los tres y seis meses y al afio y dos afios de implantados;
se obtuvieron muestras de tejido del &rea de implantacion que fueron fijadas en formol
neutro y procesadas, previa descalcificacion, por el método de inclusion en Parafina y
coloreadas con Hematoxilina y Eosina. El estudio se realiz6 con microscopio optico.
Los resultados permitieron determinar que el APAFILL-G result6 ser histocompatible,
osteoconductor y no se observaron signos de biodegradacion en ninguna de las muestras
en los diferentes periodos estu-diados. Estos resultados corroboran los estudios
realizados por otros autores en el mundo.
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INTRODUCCION

Las ceramicas de fosfato de calcio han sido utilizadas como materiales de implantes en
tejido 6seo desde hace aproximadamente 30 afios. De estos materiales, uno de los mas
estudiados ha sido la hidroxiapatita (HA).

El interés por el uso de estas sustancias es bien simple: la hidroxiapatita es el
componente mayoritario de la parte mineral del tejido 6seo y dental, por lo cual es de
esperar que materiales preparados a partir de esta sustancia fuesen mas biocompatibles
al ser implantados en hueso que el resto de los ensayados hasta entonces. Los rasgos
genéricos de la accion bioldgica de estos materiales al ser implantados, han sido
descritos en el mundo: 1 1) Carencia de toxicidad local o sistémica; 2) Carencia de
respuesta inflamatoria o de cuerpo extrafno; 3) Ausencia de tejido fibroso entre el
implante y el hueso y 4) Capacidad de enlazarse directamente al tejido éseo viviente
mediante mecanismos naturales de cemen-tacion 6sea.

El empleo de granulados de hidroxiapatita como material de relleno de defectos y
cavidades 6seas, se ha extendido en especialidades como Estomatologia, Cirugia y
Ortopedia.

En Estomatologia, se ha reportado su uso clinico en la elevacion y mantenimiento del
reborde alveolar, tratamiento de defectos 6seos periodontales, colocacion de implantes
intradseos, relleno de cavidades quisticas y recubrimientos pulpares 2, 3 .

En Cirugia craneo-facial, se han usado exitosamente los granulados de HA en el relleno
de defectos quisticos, siendo también ésta la aplicacion principal que han encontrado en
el campo de la Cirugia Ortopédica y Oncoldgica; 4 Gltimamente, ha tenido interés su
aplicacion en la estabilizacion de implantes ortopédicos intra-medulares.



El Centro de Biomateriales de la Universidad de La Habana acometié la tarea de
desarrollar, evaluar, producir y registrar biomateriales ceramicos basados en
hidroxiapatita, obtenidos por métodos de sintesis quimica por via himeda y
ceramizacion. Uno de los materiales desarrollados en esta linea es el Apafill-G:
granulado denso de HA, disefiado para el relleno de defectos dseos.

Este material ha sido estudiado desde el punto de vista de su composicién quimicay
propiedades fisicas; se ha demostrado su similitud con otros materiales comercia-
lizados por distintas firmas extranjeras.

Por otra parte, estudios in vitro han demostrado que el Apafill-G no provoca reaccién
toxica alguna en los niveles celular y sanguineo. 5

El presente estudio tiene el proposito de demostrar la respuesta histica, atendiendo a la
osteoconduccion, biocompatibilidad, bioestabilidad, asi como la toxicidad in vivo del
Apafill-G, en diferentes periodos de tiempo, mediante su implantacion en hueso, en
animales de experimentacion. Los resultados de esta evaluacién posibilitaran iniciar los

correspondientes ensayos clinicos, establecidos en las normas interna-cionales, de modo
que permitan obtener el registro correspondiente para su generalizacion.

MATERIAL Y METODO

Para el desarrollo de este estudio, se utiliz6 el método que establece la norma
internacional 1ISO 10993-6. 6

Se emplearon 10 perros Beagle machos sanos, con una masa corporal entre 10 y 12 kg.
Todos los animales fueron sometidos, como minimo, a un periodo de adaptacion de 7
dias antes de la implantacion, y su estado de salud fue controlado por un médico
especialista en Medicina Veterinaria.

El material de prueba fue identificado con un nimero clave, cuyo significado soélo lo
conocia el coordinador del ensayo.

La cantidad total de animales de ensayo empleados fue de 10, distribuidos por periodos
de implantacion de acuerdo con la Tabla 1.

La implantacion del material de prueba se realizo en tres sesiones quirurgicas:

1 Se implantaron animales para ser evaluados a las 104 semanas (4 animales).

2 Se implantaron los animales para la evaluacion en los periodos
correspondientes a las 52 y 26 semanas (4 animales).

3 Se implantaron los correspondientes al periodo de evaluacion de 12 semanas (2

animales).



Cada animal se implantd en fémur y en mandibula; un sitio por cada fémur y uno por
cada lado en la mandibula, para un total de dos sitios en fémur y dos en mandibula por
animal.

En el procedimiento de implantacion, se les administraron a los animales 30 mg/kg de
pentobarbital sddico como anestésico y 1,200, 000 U.I de penicilina por via
intramuscular, inmediatamente después de ser anestesiados.

Mediante diseccion anatomica de la zona, se abordo el tercio medio del fémur, y se
crearon dos cavidades de 3 mm de diametro en la corteza lateral, en direccion
transversal al eje longitudinal del hueso hasta la zona medular, pero sin dafar ésta; se
dejo una separacion de 20 mm entre ellas. Para esto, se emple6 una fresa de 3 mm de
didmetro, aplicando irrigacion abundante con suero fisioldgico. Se rellend una de las
cavidades con el material de prueba correspondiente. En la segunda cavidad, tanto en el
fémur como después en la mandibula, el proceder fue el mismo, con la Gnica excepcion
de que no se colocd ningun implante, y se tom6 como referencia (sitio control), para
determinar la capacidad de respuesta reparativa natural del tejido 6seo del animal en los
distintos periodos de implantacion.

Al concluir la implantacion, se colocd nuevamente el periostio en su posicién, se
afrontaron los planos musculares y se suturo la piel.

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 y,
seguidamente, fueron intervenidos quirdrgicamente y se extrajeron los bloques de hueso
implantados, los que se fijaron en formol neutro a 10% y se identificaron
respectivamente con las claves del animal, del sitio y el periodo.

Al concluir la tltima extraccién, se sacrifico 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 solucién de acido
férmico-citrato de sodio. Se aplico 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 ldminas obtenidas fueron coloreadas con
Hematoxilina y Eosina. Las observaciones histomorfoldgicas se realizaron por un solo
especialista, empleando un microscopio binocular de luz. Para determinar la posible
reaccion toxica 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
ausencia de necrosis (Leyenda).

Para la determinacion de las propiedades osteoconductivas y de histo-compatibilidad, se
observo si hubo crecimiento del hueso entre los granulos del material en contacto
directo con el mismo, y cubriendo el defecto. Ademas, se observo la presencia o
ausencia de tejido fibroso entre el implante y el hueso vecino.

Para determinar la bioestabilidad, se observé si hubo o no degradacién del material en
las zonas de crecimiento 0seo.



En relacién con los sitios control, se observaron las caracteristicas de la reparacion
natural del defecto 6seo en cada periodo.

RESULTADOS

Este estudio histopatoldgico permitio determinar la toxicidad local de las muestras de
ensayo del material, asi como la capacidad de la respuesta histica reparativa de los sitios
control de cada animal en los respectivos periodos de tiempo. Estos resultados aparecen
resumidos en las tablas 1 y 2, en las que se registran las evaluaciones cuantitativas y
cualitativas, segin el método empleado.

Los principales hallazgos microscopicos observados en los sitios de implantacion y en
los de control en los periodos establecidos, son los siguientes:

En los sitios control, a las 12 semanas, se observd formacion de tejido 6seo cubriendo
parcialmente el defecto, quedando algunas areas de tejido fibroso cubriendo la cavidad.
En el resto de los periodos, la reparacion dsea de los defectos fue casi total, lo que
evidencio la capacidad de respuesta reparativa de los animales. No obstante, la
reparacion en estos sitios fue mas lenta que en los implantados. En ninguno de ellos, se
observa respuesta inflamatoria ni de otro tipo que evidenciara anormalidad en la
reparacion (Tabla 2).

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 descri-biremos en
conjunto.

En el hueso mandibular, en los sitios de implantes, se observo en las areas mas
superficiales o corticales la formacion de hueso joven alrededor de los espacios
ocupados por los granulos del implante, e intimamente relacionados con los mismos; no
se observaron elementos microscopicos de respuesta inflamatoria ni de rechazo en los
sitios implantados. Por su parte, el fémur presento proliferacion de tejido 6seo rodeando
los espacios ocupados por el material, existiendo continuidad de la cortical a dicho
nivel, aqui tampoco se observaron evidencias de reacciones histicas adversas.

Los resultados a las 52 y 104 semanas de implantacion, por presentar caracteristicas
similares entre si, también seran descritos en conjunto.

Tanto en el fémur como en la mandibula, donde se implanté el Apafill-G se observé
tejido 6seo con mayor grado de madurez rodeando los espacios que ocupaba el material,
principalmente en los implantes de dos afios. No se observaron elementos histicos de
rechazo en el tejido vecino.

En ninguno de los sitios donde se implanté el Apafill-G se observé biodegradacion del
material (Tabla 1).



DISCUSION

En la literatura revisada, hemos podido apreciar numerosos estudios, tanto preclinicos
como clinicos, sobre el uso de la (HA) como material de implantacion ésea en
diferentes afecciones de los maxilares y la mandibula, y los resultados han sido por lo
general satisfactorios. En nuestro estudio sobre el Apafill-G, podemos plantear que se
presentdé como un material histocompatible y osteoconductor, por no presentar respuesta
inflamatoria ni de rechazo, facilitando el crecimiento del tejido éseo entre los granulos
del material, lo que esté en correspondencia con lo planteado por otros autores en la
literatura revisada, donde aparecen demostradas estas propiedades en estudios
preclinicos. 7-9 Por otra parte, resultados similares se han encontrado en estudios
clinicos hechos sobre implantes metalicos recubiertos por HA, 10, 11 asi como
reconstruccion y levantamiento de rebordes alveolares y pisos de senos maxilares. 12-
15

El periodo de mayor consolidacion 6sea se observo a partir de las 52 semanas,
coincidiendo con los resultados de Rungcharassaeng y col., 16 donde todos los
implantes colocados presentaron muy buena consolidacion dsea. Una caracteristica que
siempre estuvo presente en todos los implantes de Apafill-G fue su bioestabilidad, al
menos hasta las 104 semanas de realizados; esta caracteristica puede ser debida al alto
contenido de calcio de la HA.

Como es conocido, los osteoclastos puede atacar la superficie del implante; sin
embargo, en nuestro trabajo no encontramos actividad osteocléstica en ninguno de los
sitios de implantes estudiados. El Apafill-G practicamente no mostré biodegra-dacion;
esto coincide con los resultados de otros autores como Le Geros y col. 17 Segun la
revision hecha, el mecanismo de biodegradacion no esta claro; en sentido general se
plantea que el medio acidico disuelve el Beta Fosfato Tricélcico in situ. 18

Se pudo apreciar que en los sitios control, donde las cavidades no tenian ningun
material, la osificacion total del defecto se demord mas que en los sitios implantados.

Los resultados de este estudio evidenciaron que el Apafill-G se presenté como un
material histocompatible y osteoconductor, que posibilitaba la proliferacién de tejido
6seo en cavidades previamente hechas en el fémur y la mandibula; estas propiedades
hacen que las grandes cavidades 0seas, resultantes de extirpaciones quirurgicas por
tumores o quistes, se puedan reparar con mas rapidez que si se dejan sin rellenar,
reparandose por la via natural sin otro tipo de soporte. Ademas, no se observé respuesta
histica desfavorable que indicara rechazo a los implantes.

Todos estos elementos nos permiten inferir que el Apafill-G se puede valorar como no
toxico localmente, no provocando inflamacién o respuesta a cuerpo extrafio en el tejido,
lo cual posibilita su valoracion para futuros ensayos clinicos en pacientes y,
posteriormente, la generalizacion del uso de este producto cubano, de gran utilidad en
las practicas médica y estomatologica en general.



CONCLUSIONES
En este estudio se comprobd que el Apafill-G presenta las siguientes caracteristicas:
- Es histocompatible y osteoconductor cuando se utiliza en el relleno de defectos 6seos.

- Es no toxico localmente, al no causar respuesta histica desfavorable después de ser
implantado en el hueso mandibular y en el fémur.

- Es bioestable.

ABSTRACT: Experimental study of the installation of the synthetic hidroxiapatita
(APAFILL-G)

It is very well-known in the world the use of the hidroxiapatita like material useful for
implants in the restoration of bony defects. The present experimental study had as
objective to determine the histocompatibility and the osteocondution properties and
biodegradation of the APAFILL-G: synthetic hidroxiapatita obtained by the
ceramization method, developed by the Center of Biomaterials of the University of
Havana . For this experience, 10 dogs Beagle was used, to which were carried out you
implant of APAFILL-G in femur and jaw, with their run-pondientes controls; they were
sacrificed to the three six months and the year and two years of having implanted;
samples of fabric of the installation area were obtained that were fixed in formol neuter
and processed, previous decalcification, for the inclusion method in Paraffin and
colored with Hematoxilina and Eosina. The study was carried out with optic
microscope. The results allowed to determine that the APAFILL-G turned out to be
histocompatible, osteoconductor and biodegradation signs were not observed in none of
the samples in the different studied periods. These results corroborate the studies carried
out by other authors in the world.

Words key: Hidroxiapatita, Toxicity, Implant.
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ANEXOS
Tabla 1

Hallazgos histopatoldgicos y toxicidad local del material de ensayo, en todos los
periodos de implantacion (12, 26, 52 y 104 semanas)

Material APAFILL

Hallazgos 0.5 1 2 3
Necrosis
Inflamacién
Fibrosis
Toxicidad

XIXIXX]<

Tabla 2

Hallazgos histopatol6gicos del Control, por cada periodo de implantacion

Periodos
Hallazgos 12semanas |26 semanas 52 semanas 104 semanas
Necrosis 0 0 0 0
Inflamacion 0 0 0 0
Fibrosis 2 1 0,5 0
Toxicidad 0 0 0 0




LEYENDA:

El sistema de puntuacion de 0 a 3 se basé en el nimero de elementos observados al
microscopio con mayor aumento (470x), en un promedio de 5 campos examinados.

« Para la inflamacion, la puntuacion se baso en el nimero de células inflamatorias
observadas por campo, como sigue:

0 - No se observan.

1.5-delab células.

1 - de 6 a 15 células.

2 - de 16 a 25 celulas.

3 - de 26 0 mas células.

« Para la Necrosis y Fibrosis, la puntuaciéon de 0 a 3 es:

0 - Ausente

0.5 - Minimo (presente en menos de un cuarto del area implantada).

1 - Ligero (presente en un cuarto o méas 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 area implantada).

« Para la Toxicidad local, se empled el siguiente intervalo de puntuacion:

0- No toxico (Ausencia de elementos inflamatorios, de necrosis u otro tipo de
alteracion).

0.5 - Toxicidad Muy ligera (Escala 0.5 de la inflamacion).

0 - Toxicidad Ligera (Escala 1 de la inflamacion y hasta 1 de la fibrosis).

1 - Toxicidad Moderada (Escala 2 de la inflamacidn y hasta 2 de la fibrosis).
2- Toxicidad Intensa (Escala 3 de la inflamacion y desde 0.5 hasta 3 de la

Necrosis).



Figuras

E.

Fig. 2. Aspecto microscépico del hueso cubriendo la cavidad del control. Se observa
persistencia de fibrosis a las 26 semanas. X 100 Hy E.



