Formacion 6sea mediada
por mineral de hidroxiapatita:
Estudio experimental en conejos*

INTRODUCCION

Con el aumento de los traumatismos de alta energia
que presentan pérdida 6sea, asi como el cambio radi-
cal y mas agresivo en el tratamiento de distintas
patologias ortopédicas (infecciones, tumores, mal-
formaciones congénitas), la necesidad de encontrar
un sustituto 0seo adecuado, practico y econémico
han motivado la investigacion ortopédica.

Inicialmente, se manejaron las técnicas de auto-
injertos, definiendo su utilizacion, ventajas y desven-
tajas; sin embargo, en aquellos pacientes en que se
requiere mayor cantidad de hueso para el trata-
miento de grandes defectos, se ve con frecuencia
como sus zonas dadoras no estan en capacidad de
cubrir las necesidades.

La frecuencia de estos casos ha hecho que se
experimente con el uso de aloinjertos; poco a poco, se
han creado técnicas de extraccion, preparacion vy
conservacion de huesos tomados de donantes vivos o
cadaveres; en la medida que esta técnica se ha depu-
rado, los costos de produccidén y mantenimiento tam-
bién aumentan.

Ya en nuestro pais, se puede encontrar servicios
con aloinjertos preparados y conservados con técni-
cas similares a la de los grandes bancos de hueso de
Norteameérica; sin embargo, la disponibilidad de los
mismos se limita a un pequefio sector de la poblacién
colombiana, que posee los recursos suficientes para
Su consecucion.
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En la actualidad, y a raiz de las enfermedades de
transmision sexual que generan un riesgo potencial
para el uso de aloinjertos, se ha renovado el estudio
de sustitutos 6seos con diferentes sustancias como
las ceramicas, fosfato calcico e Hidroxi-apatita deri-
vada del coral, como otros recursos disponibles en el
armamentario quirurgico, con el fin de lograr la neo-
formacion osea.

Sin embargo, a pesar de existir incluso bajo for-
mas comerciales en los paises mas desarrollados, no
se han realizado estudios experimentales en Colom-
bia, que permitan mostrar la viabilidad de su utiliza-
cién en el medio.

El punto de partida de la investigaciéon béasica
sobre el uso de estos minerales, debe comenzar con
la experimentacion para transformar el mineral cora-
lino, con los recursos que se cuenta, en un sustituto
O0sea capaz de integrarse y reemplazar al hueso
cuando existan grandes defectos.

Es por esto, que la presente investigacion parte
de la toma de segmentos de mineral coralino, que
mediante una reaccién hidrotérmica con fosfato
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puedan transformarse en un mineral de Hidroxi-
apatita similar al del hueso, para posteriormente ser
colocados en forma de segmentos de tamafo cons-
tante (6 mm cubicos), en el tejido esponjoso de hue-
sos largos, para el caso la metéfisis proximal de cone-
jos machos de la cepa Nueva Zelanda, cuyas variables
en cuanto a peso, edad, caracteristicas generales y
medio ambiente donde van a ser controlados, se
mantengan en valores constantes, con el fin de per-
mitir valorar su capacidad de integracion, biodegrabi-
lidad y poder de formacion 6sea, mediante un analisis
macroscoépico, histo-patolégico y radiolégico durante
tiempos establecidos de dos, seis semanas y cuatro
meses.

Estos hallazgos sirven como punto de partida
para subsecuentes estudios, cuyo propésito final sea
la implementacién de esta técnica en el medio, como
método alternativo adecuado para el tratamiento de
pacientes que por uno u otro motivo requieran de
injertos o sustitutos 6seos.

Tema

Formaciéon Osea Mediada por Mineral de Hidroxiapa-
tita: Extudio experimental en conejos:

Problema

Al intentar buscar un sustituto 6seo diferente a los
aloinjertos, se ha investigado con materiales biologi-
cos inertes, como los equinodermos y el coral. Este
altimo, por sus condiciones de trabeculaciéon simila-
res a las del hueso humano, ha sido fuente de innu-
merables tratamientos con el fin de lograr unas
caracteristicas biomecanicas similares a las del tejido
6seo. Sin embargo, las técnicas de recambio hidro-
térmico con altas presiones y altas temperaturas, no
permite que sea un método economico ni facilmente
alcanzable en nuestro medio.

Es por esto, que pretendiendo realizar una trans-
formacién sencilla y econémica, facilmente realiza-
ble con nuestros recursos en cada hospital, se estu-
diara la capacidad de este mineral coralino para
integrarse al hueso dentro de un proceso de forma-
cion osea.

Objetivos

Evaluar la capacidad del mineral coralino, como posi-
ble sustituto del mineral éseo, en defectos metafisa-
rios de hueso esponjoso.

Verificar la capacidad del mineral coralino de

Hidroxi-apatita para integrarse al hueso esponjoso
del animal en estudio, mediante el andlisis radiol6-
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gico, macroscopico e histo-patolégico de las zonas
intervenidas quirargicamente en valores de tiempo
constante de dos, seis semanas y cuatro meses.

Evaluar si existe sustitucion de este mineral de
Hidroxi-apatita por un proceso de formacion ésea.

Diferenciar los procesos de integracion depen-
diendo de las caracteristicas trabeculares del hueso
(hueso esponjoso vs. hueso cortical).

Evaluar la presencia microscépica de células
osteoprogenitoras en los injertos colocados de Hidro-
xi-apatita, asi como su diferenciacion en el tiempo.

Evaluar radiolégicamente la capacidad de inte-
gracion de los injertos y su comportamiento en el
tiempo.

Propésitos

Se pretende mediante este estudio experimental,
analizar la viabilidad del mineral coralino como susti-
tuto 6seo en los seres vivos; si se puede reproducir
una técnica sencilla de preparacion y conservacion
de este mineral, adecuada a nuestros recursos y facil
de implementar, se podra adquirir un recurso tera-
péutico diferente a los anteriormente dados por los
bancos de hueso o los auto-injertos.

Por otra parte, la comprobacién histolégica y
macroscopica del proceso de formacion 6sea a partir
de un modelo trabecular coralino, basados en la apa-
ricion de células y tejido 6seo neoformado, asi como
la evaluacién de los cambios radiolégicos en el
tiempo, que permite valorar la integracion y diferen-
ciacion trabecular de este sustituto 6seo, pueden
brindar pautas objetivas sobre la real utilidad y los
beneficios de su uso en el ser humano.

La aplicaciéon de sustitutos 6seos podria repre-
sentar un beneficio para aquellos pacientes en quie-
nes no se disponga de auto-injertos, evitando los
riesgos de los aloinjertos. Asi mismo, la implementa-
cion en nuestra institucion brindara otro campo
abierto en la investigacién y en nuestro arsenal
terapéutico.

Variables

Variable Dependiente

Medira el resultado final en cuanto a integracion del
injerto de Hidroxi-apatita, biodegradabilidad y poder
de formacién ésea, mediante la presencia o ausencia
macroscopica de interfase hueso-injerto al cabo de
cuatro meses de implantacion.



Disminucion en milimetros del tamafo del injerto
de hidroxi-apatita colocado en las metéfisis de tibia
proximal de conejos, dado por la invasion del mismo
por tejido 6seo neoformado.

Aparicion histolégica de células osteoprogenito-
ras y tejido forme 6seo, dentro del injerto de Hidroxi-
apatita.

Cambios microscopicos en la trabeculacion de la
hidroxi-apatita coralina y su semejanza con la trabe-
culacion ésea normal.

Integracion radiologica del injerto de Hidroxiapa-
tita coralina, medido en la disminucion de su tamanio,
continuacion de la trama trabecular del hueso adya-
cente en el mismo injerto y cambios en su radioden-
sidad.

Variable independiente

En el injerto de coral, modificado por reaccion hidro-
térmica para su conversion en hidroxiapatita similar
a la dsea, para ser colocado en los sujetos de la
investigacion.

Variable de control

Se tratara de mantener constantes los factores de
sesgoy error dados por las caracteristicas propias del
mineral coralino, la poblacion de estudioy la locacion
donde se ha de llevar la investigacion:

Coral: Se utilizard un tipo de Coral, pertene-
ciente a los “"Corales Esponjosos’ o Goniopora, con
trabeculacion similar en sus espacios al hueso espon-
joso humano, preparado y cortado en bloques iguales
de 6 mm cubicos, para colocar en la metafisis proxi-
mal de la tibia derecha de los conejos del grupo de
estudio; por factores éticos, el coral fue dado por el
Inderena, tomado de aguas donde sélo hay coral
muerto, esdecir sin p162lipos animales, con el finde
preservar el equilibrio ecologico.

Conejos: Para mantener valores constantes, se
controlaran las variables correspondientes a:

Cepa: Se tomaran conejos de la cepa Nueva
Zelanda, adquiridos en un criadero de Fusagasuga,
donde se garantiza su mismo origen, sin cruces.

Sexo: Conejos machos.

Edad: De dos meses de nacidos.

Peso: Entre 2.500 y 3.000 gramos.

Extremidad: Se tomaran las metafisis proxima-
les de la tibia derecha en cada uno de los sujetos.

Actividad: Durante el tiempo de la investigacion,
seran mantenidos en jaulas que cumplen con el
tamano especificado para tener de a tres conejos por
jaula.

Alimentaciéon: Tendran acceso al mismo tipo de
alimentacion y agua fresca que ingeriran ““Ad Li-
bitum™.

Medio Ambiente: Se mantendran en situaciones
similares de temperatura (15 a 20 grados centigra-
dos). El primer dia post-operatorio se mantendran en
un cuarto cerrado para favorecer su recuperacion.

Procedimiento Quirdrgico: En éste se incluyen
variables experimentales dadas por la diferencia
inherente a cada procedimiento quirdrgico en si, y las
no experimentales como:

Antibioticoterapia: Recibiran dos dosis de cefa-
losporina de primera generacion, laprimera una hora
antes del procedimientoy la segunda seis horas des-
pués del mismo.

Técnica Anestésica: Se utilizara el mismo agente
inductor y anestésico, a sus dosis establecidas (8
mg/kg de ketamina y goteo intraperitoneal del Pen-
thotal).

Técnica Quirdrgica: Se realizara el mismo pro-
cédimiento en cada conejo, mediante el mismo abor-
daje quirdrgico, extraccion del defecto con el mismo
instrumental y cierre con igual tipo de sutura absor-
bible (catgut 2-0).

Medicion de Resultados: Para tratar de objetivi-
zar estas variables, se utilizaran valores del mismo
metrico decimal, asi:

Valoracion macroscopica: Dada por la disminu-
cion del tamafo en milimetros del injerto de hidro-
xiapatita, en la medida que transcurra el tiempo y en
los diferentes intervalos de corte de la observacion (2,
6 semanas y 4 meses).

Valoracién microscopica: Con criterios objetivos
en valores de niumero de células osteoprogenitoras y
osteoblastos por campo microscopico estudiado, to-
mando en cada observacion el promedio de diezcam-
pos al azar y criterios subjetivos del examinador, que
determine la aparicion de elementos formes del
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tejido 6seo en el segmento del injerto examinado
(fibras de colageno, vasos, etc.).

Valoracion radiolégica: Medida mediante pro-
yecciones A.P. y lateral, el tamafio en milimetros del
injerto en los diferentes cortes de tiempo (2, 6 sema-
nas y 4 meses), y subjetivamente la aparicion de
continuidad en la trama radiolégica del hueso espon-
joso adyacente y el injerto.

Hipotesis

La técnica de transformacion del mineral coralino en
hidroxiapatita (de caracteristicas similares al mineral
6seo) y la comprobacion radiolégica, macroscopica e
histopatolégica de su integracién, biodegradabilidad
y poder de formacién 6sea, la utilizacion de este bio-
material inerte, permite que como sustituto 6seo se
integre al hueso esponjoso de los conejos en estudio.

Metodologia

Tipo de investigacion

Se realizé un estudio de tipo experimental.

Sujetos y muestra

Se utilizé la metafisis proximal de la tibia derecha de
15 conejos machos de la cepa Nueva Zelanda, de dos
meses de edad y aproximadamente 2.500 a 3.000 kg
de peso.

El tamafo de la muestra fue consultado en el
Departamento de Investigaciones de la Universidad
Militar Nueva Granada, considerado como el minimo
estadisticamente significativo, debido a las restric-
ciones que sobre experimentacion en animales ha
sentado la Declaracion de Helsinki, en conjunto con
la Sociedad Protectora de Animales.

Estos animales se mantuvieron en condiciones
similares de alimentacion y bebida “Ad Libitum™,
bajo condiciones ambientales estables de tempera-
tura y ruido.

Las caracteristicas del manejo prequirurgico,
intra y post-operatorio se mantuvieron constantes
para evitar errores y sesgos; en cada sujeto se realizo
la extraccién de un segmento ¢seo de 6 milimetros
cubicos en la metéfisis proximal de la tibia derecha,
que sera reemplazado por un fragmento de Hidroxi-
apatita coralina de iguales dimensiones; se utilizoé la
metéafisis proximal de tibia izquierda como grupo
control.

Tanto en el post-operatorio inmediato como a las
dos, seis semanas y cuatro meses, se hicieron estu-
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dios radiol6gicos midiendo el tamafio del injerto, asi
como su incorporacion al hueso esponjoso del conejo,
con ayuda de una técnica estandarizada y medicio-
nes secuenciales del mismo.

El estudio se complementé mediante reseccion
de la tibia proximal donde previamente se habia colo-
cado el injerto de Hidroxi-apatita coralina, para ser
sometido a mediciones y estudios anatomo-patolégi-
cos con los mismos intervalos de tiempo.

Técnicas y Procedimientos

Técnica Quirdrgica. Previa limpieza de la region glu-
tea con alcohol, se procede a inyectar una dosis
Intramuscular de Ketamina a razén de 8 mg/kg.

Se rasura zona quirurgica y se realiza asepsia y
antisepsia del campo operatorio.

Se canaliza vena de oreja derecha para conti-
nuar infusion de Ketamina I.V.

Incisién longitudinal de 2.5 a 3 cm en cara
antero-interna de metafisis proximal de tibia.

Divulsién muscular y seccién longitudinal del
periostio. Exposicion de metéafisis proximal de tibia.

Toma de segmento 6seo de 0.6 centimetros
cubicos con ayuda de pieza de mano (Motor tool Dre-
mel haciendo perforaciones con brocade 1.5 mmy
regularizando los bordes del defecto).

Comprobaciéon del tamano de la ventaja y regula-
rizacion de la misma.

Colocacion de injerto de hidroxi-apatita de igual
tamano, rellenando el defecto.

Lavado, hemostasia y cierre de piel con puntos
separados en sutura absorbible (Catgut Cromico 2-0).

Transoperatorio. Se administré una dosis pre-
quirdrgica y una dosis seis (6) horas post-operatorio
de cefalosporina de primera generacion a razén de
100 mg/kjg.

Asi mismo, se manejé el dolor P.O.P. colocando
una dosis I.M. de Ketorolaco Trometamina (Acdol) a
razén de 2 mg/kg.

Zontroles Radiolégicos. Se tomaron en el post-
operatorio inmediato, a las dos y seis semanas y al
cumplir cuatro meses pop, proyecciones A.-P. y late-
ral de la tibia, valorando:



Integracién radioldgica del injerto, dada por el
tamano radiolégico en milimetros del mismo y su
variacion en el tiempo. Aparicion de trabéculas 6seas
que vengan del hueso adyacente normal y pasen al
injerto de Hidroxi-apatita.

Estudio Macroscépico Anatémico. Se estudiaron
las secciones anatdmicas macroscépicamente, valo-
rando su integracion mediante la desaparicion de la
interfase existente entre el hueso esponjoso y el
injerto de Hidroxi-apatita, asi como mediante la
medicién en milimetros del tamafo del injerto en el
momento de realizar los cortes observacionales a las
dos, seis semanas y cuatro meses.

Estudio Microscopico. Se estudiaron las mues-
tras tomadas en las diferentes etapas de tiempo,
mediante cortes histolégicos tefiidos con Hematoxili-
na-Eosina, tinciones de Giemsa, Azul de Toluidina y
preparacion por desgaste, comprobando la existencia
de células osteoprogenitoras y de osteoblastos/os-
teocitos, valorados en nimero de células por campo
examinado, asi como determinando la aparicién o no
de elementos formes del tejido 6seo, como son las
fibras de colageno y otros elementos celulares.

Los parametros de medicion adoptados son vali-
dos y confiables, ya que pueden ser facilmente com-
probados por cualquier sujeto y estan libres de erro-
res sistematicos; la sensibilidad es buena, ya que
permite establecer las diferencias existentes enrela-
cion con los sujetos y durante las diferentes etapas
de tiempo dadas por los cortes observacionales a las
dos, seis semanas y cuatro meses; asi mismo, este
estudio es facilmente reproducible y comparable.

GENERALIDADES Y ESTUDIOS SOBRE EL CORAL

Biologia del Coral

Este animal invertebrado Celenterado, del “Filo”
Cnidario, al que pertenecen por igual distintas clases
de polipos y medusas, se agrupa entre la Clase Anzo-
zoario, donde se encuentran las anémonas de mary
los Alcionarios o corales valiosos (1, 2, 3).

La formaciéon esquelética que producen mediante
la excrecion de Carbonato de Calcio, da lugar a for-
mas variadas que semejan hongos, cuernos de ani-
males e incluso el cerebro humano. Su desarrollo se
limita a regiones de aguas calidas, de mas de 20
Grados Centigrados, cercanos a la franja ecuatorial
(no mas de 20 grados de latitud Norte o Sur); su
proporcién de crecimiento varia entre 2 a 10 cm por
afo, lo que da lugar a que sélo se encuentren colo-
nias de animales vivos sobre la superficie de una

gran masa calcarea que puede llegar a tener varios
metros de altura (1, 4, 5, 6, 7).

Asi mismo, las formaciones coralinas no se
encuentran a grandes profundidades, generalmente
en los primeros 20 metros, aunque ocasionalmente y
segun la especie, podemos encontrarlos incluso
hasta los 20 m. Dichas formaciones se pueden dividir
en tres categorias:

* Arrecifes Costeros
* Grandes Barreras
*Atolones.

De estas, los mas conocidos con los arrecifes
costeros, de donde se extraen las muestras necesa-
rias para nuestro estudio(8,9,10,11,12,13, 14, 15).

Formacion del exoesqueleto mineral

Dada la admirable simbiosis existente entre péliposy
algas microscépicas captadoras de luz, se puede
entender la conformacion de un exoesqueleto de
carbonato célcico de disefio trabecular semejante al
hueso esponjoso; por medio de la captacion de luz
solar, el CO, producto del metabolismo de la colonia
de polipos, se incorpora, fija y posteriormente se con-
vierte en radicales de carbonato, combinandose luego
con radicales de Calcio, captados del medio marino
(7, 8).

Estos iones son acumulados en vesiculas que
posteriormente se fusionan y cristalizan, para depo-
sitarse sobre una matriz organica protéica, que sirve
como molde o templete, dando origen a un exoesque-
leto de conformacion similar al hueso humano,
denominado ARAGONITA, cuya funcién es proteger
a la colonia. La conformacién quimica como tal,
queda entonces compuesta por una estructura polié-
drica en donde cada i6n de Calcio esta rodeado por
seis iones carbonados, coordinados con nueve ato-
mos de oxigeno; en muchas de las especies, se pue-
den incorporar en menor proporcién otros minerales
como el Estroncio, cuya funciéon es mejorar la cohe-
sion de la molécula (1, 2, 6, 7, 9).

Ca + 2HCO; Ca (HCO3),
Ca (HCO3), CaCO; + H,CO4
H,CO; H + HCO,3
H,CO, CO, + H,0

Para la Biosintesis del exoesqueleto mineral, es
importante recordar el papel que cumple la tempera-
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tura como regulador del proceso de calcificacion;
existe una correlacién entre la tasa de calcificacion y
las altas temperaturas, encontrando los mayores
niveles de calcificacién entre los 25 y L31 Grados
Centigrados y bloquedndose a temperaturas mayo-
res de 33 y menores de 17 grados (3, 5, 6, 7).

La conformacion basica de este exoesqueleto es
el CALICE, estructura asi denominada por su forma
de copa, generalmente de forma circular, con una
serie de proyecciones laminares radiadas, dirigidas
hacia el centro, llamadas SEPTAS (1, 8).

Crecimiento del Coral

El crecimiento de las colonias coralinas se realiza
mediante la formaciéon de “‘Disepimentos’’ o tabiques
de apoyo; por medio de una pequefa contraccion en
su borde medial y mediante la secrecion de una
pequefa porcion de Aragonita, se crea un reborde en
forma de anillo; es entonces, cuando el pélipo des-
prende su base del cédlice e inicia su movimiento
trepando sobre el borde del anillo a la vez que va
secretando mas aragonita para aumentar la altura de
las paredes laterales y cerrar el anillo formando el
“Disepimento’” sobre el cual reposara durante un
tiempo hasta que nuevamente se repita el ciclo (2, 9,
13).

El espacio que ocupa el pdlipo, hace que exista
un espacio vacio entre cada disepimento, lo cual da
las caracteristicas de porosidad y regularidad de las
trabeculaciones a cada especie en particular. La
mayoria de los estudios muestran como los corales
del género GONIOPORA tienen trabeculacion similar
al hueso esponjoso humano (Aproximadamente 500
micras), mientras que el género PORITES cuenta con
espacios menores (alrededor de 200-250 micras) lo
cual lo hace mas semejante a la trabeculacion del
hueso cortical humano, prefiriéndose estos corales
para su uso experimental como material sustituto
6seo (16,17, 18, 19).

Biomateriales como sustituos o6seos

Desde inicios de los afos 70, se empezé a estudiar
con ahinco las microestructuras porosas de ciertos
seres vivos, con el fin de evaluar su potencial aplica-
cion en el area médica; para poder ser compatibles, el
requisito béasico inicial era el poseer propiedades
especificas como eran su "alta fuerza y compatibili-
dad con los tejidos humanos y sus fluidos™ (20).

Asi mismo, la estructura del medio poroso debe

cumplir requisitos basicos, como es el que estos
poros deben estar interconectados, tener el tamafo
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adecuado, una forma y uniformidad que permitan el
crecimiento y unién al tejido corporal. Cumplir al
mismo tiempo este sinnamero de requisitos, impli-
caba un material en que existiera una combinacién
6ptima entre alta fuerza vs. peso, manteniendo su
bioinercia.

Inicialmente, se experimentd con ceramicas,
materiales bioinertes, con gran fuerza compresiva,
que no sufren corrosion y con un peso similar al del
hueso humano (20, 21, 22); sin embargo, la dificultad
para crear un poro ideal similar al del hueso humano
de manera artificial hizo que se estudiara la microes-
tructura de los elementos de carbonato cédlcico en los
Equinodermos; sin embargo, este carbonato tiene
condiciones de dureza mucho menores a las de la
Hidroxi-apatita Osea (escala de dureza de Mohs H=3
vs. H = 5) ademas de presentar otros efectos inde-
seables, como son su alta solubilidad y descomposi-
cion en presencia de acidos. Para obviar estos incon-
venientes se utilizaron reacciones de intercambio
exotérmico a altas temperaturas y presiones, con el
fin de transformar este mineral blando y poco resis-
tente, en Hidroxi-apatita similar a la de los huesos y
dientes, permanenciendo quimica y mineraldgica-
mente idénticas, ademas de manteniendo sus pro-
piedades bioinertes y trabeculares (23. 24, 25, 26).

Realizando analisis espectrograficos semi-cuan-
titativos, asi como micropruebas de analisis de elec-
trones de Calcio, se pudo comprobar que los valores
para estas Hidroxi-apatitas asi formadas, eran estoi-
cimétricamente similares (22, 25). El espectro de
absorcion de rayos infrarrojos también confirma esta
transformacién, quedando unos pequenos picos da-
dos por la presencia de carbonato residual, que no
interfieren en las propiedades biomecéanicas de los
sustitutos (25, 26, 27).

El progreso en el estudio y posterior aplicacion
clinica de estos implantes, ha hecho que se llegue a
un punto de la investigacion que se pueda experi-
mentar sin riesgo en el ser humano (22, 26, 27, 28,
29,30).

Estudios en animales con implantes coralinos

Los primeros estudios experimentales con Hidroxia-
patita derivada del coral fueron realizados hacia
1975 por Chiroff (30), quien implanto cilindros cora-
linos de 1 x 5 mm en metéafisis distales de fémur y
proximales de tibia en perros, observando que los
defectos eran rellenados paulatinamente con hueso
nuevo; en ese momento comparando la mejor incor-
poracion de este material con otras ceramicas implan-



tadas, el autor lo atribuyé a la regularidad de las
fenestraciones del coral, que permitian una mejor
suplencia vascular y nutricional para regenerar la
masa osea (30).

Posteriormente, Flatley, Bucholz y Holmes con-
tinuaron investigando, comparando distintos tipos de
implantes en ratas, conejos y perros, comparandolos
con auto-injertos, haciendo estudios histolégicos y
mediante microrradiografias (19, 31, 32).

Degradacion del injerto de Coral

Durante la bio-reabsorcién del implante de hidroxia-
patita coralina, se liberan iones de Calcio y Fosfato
por un proceso de disolucion mediado por células
(Fagocitosis osteoclastica).

La rata de biodegradacion depende de la compo-
sicion quimica del cristal, su densidad, el area de
superficie expuesta y su proximidad al tejido blando
adyacente. Latasa de reabsorcion del injerto de coral,
deberia corresponderse con la necesidad biomeca-
nica de la zona injertada; es por esto que la vida
media de un implante deberia ser mayor en aquellas
zonas donde se requiera fuerza mecanica y menor
donde soélo se utilice como “‘espaciador’’ (33, 34, 35).

Eventualmente la totalidad del implante deberia
ser biodegradable, permitiendo una adecuada y gra-
dual remodelacion de nuevo hueso; sin embargo,
ninguno de los implantes estudiados tienen propie-
dades quimicas y estructurales definidas y estandari-
zadas que permitan predecir de manera precisa la
tasa de biodegradacion. Aunque ya estan comerciali-
zados ciertos tipos de implantes de Hidroxiapatita,
estos problemas no han sido resueltos (16, 18, 33,
36:37).

Configuracion del Coral

A pesar de la multitud de estudios, todavia existe
controversia sobre el tamafio ideal de los poros en los
implantes substitutos 6seos.

Desde 1970, Klawitter y Hulbert, estudiando
ceramicas porosas demostraron que era necesario
un tamano minimo de 100 micras de didametro de los
poros para que existiese crecimiento 0seo; desde
entonces se ha recomendado que estas sustancias
sustitutas tengan un tamafio de poro de mas de 150
micras. De igual manera, se han estudiado las distin-
tas configuraciones de estos materiales, con el fin de
hallar la ideal, comparando estructuras uniformes vs.
al azar y cerradas vs. fenestradas; sin embargo, la
mejor opcion se desconoce.

En teoria, la Hidroxiapatita derivada del coral
tiene ventajas por el tamaio de sus poros, su confi-
guracion uniforme y la interconexion de sus fenes-
traciones; sin embargo, no se han hecho muchos
estudios en humanos que soporten estas ventajas
tedricas (16, 19).

En cuanto a la diferencia del didmetro de los
poros, sus propiedades mecanicas y su tasa de
degradacion, se pueden identificar dos grupos selec-
tivos de implantes de acuerdo a la semejanza morfo-
légica con el hueso que ha de ser reemplazado.

GONIOPORA: con espacios mas amplios, simila-
res al hueso esponjoso, en promedio de 500-600
micras, paredes de 130 micras de didametro, e inter-
conexiones de 220. Comercialmente se puede con-
seguir en E.E.U.U. con el nombre de Interpore 500.

PORITES: con espacios mas estrechos, similares
al hueso cortical, en promedio de 200-250 micras
{1617 19 .21, 38}

Osteoinduccion

La Osteoinduccion se produce cuando dos o mas
tejidos de diferente naturaleza y/o propiedades que
se han asociado intimamente, alteran el curso de los
resultados interactivos. Segun Urist, es el “Recluta-
miento de las células de tipo mesenquimal hacia
cartilago y/o hueso, bajo la influencia de una pro-
teina morfogénica 6sea difusible” (30).

Desde este punto de vista, no existe aun eviden-
cia de que estos implantes sean osteoinductores; en
ningun estudio experimental se ha podido mostrar el
crecimiento de hueso al colocar implantes en tejido
celular subcutdneo o musculo; ademas, existen limi-
taciones en el crecimiento de nuevo hueso, de
acuerdo al tamano y profundidad del implante; de ahi
que se esté experimentando con dichos materiales,
agregandoles factores osteoinductores, tales como
colageno, proteina morfogénica osea, aspirado de
médula y/o estimulacion eléctrica (16, 17, 31, 32,
39, 40).

Osteoconduccion

Se entiende por Osteoconduccion, la similitud morfo-
I6gica que comparten materiales bioldgicos e inertes,
poseyendo una microestructura tridimensional sobre
la cual pueden crecer capilares, tejido perivasculary
células osteoprogenitoras; la Hidroxiapatita derivada
del coral, al igual que el fosfato tricélcico, tubos de
vidrio, ceramica o plasticoy los aloinjertos estériles y
desproteinizados, nos sirven como matriz sobre la
cual puede crecer hueso nuevo (17, 18, 32, 35).
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Valorando las capacidades de estos materiales
bio-inertes, nos podemos dar cuenta que existen
menos problemas de antigenicidad que con los aloin-
jertos frescos, que pueden favorecer la producciéon de
anticuerpos e inmunidad mediada celular, con la pos-
terior reaccion inflamatoria y destruccion por parte
del receptor (17, 31, 32, 35).

RESPUESTA BIOINERTE DE LA HIDROXI-APATITA

Con el auge de los aloinjertos ha hecho que se
empiecen a presentar casos indeseables de transmi-
sion de enfermedades tales como la Sifiles, Hepatitis
y Sida. Aun a pesar de estas posibles complicaciones,
los aloinjertos presentan propiedades (nicas, como
su estructura natural, forma, fuerza y la capacidad de
osteoinduccion (41, 42, 43). Esto hace que cierta-
mente sean un recurso invaluable que seguira siendo
utilizado en la cirugia Ortopédica; sin embargo, han
proliferado publicaciones recientes sobre la inmuno-
genicidad de los aloinjertos.

Se ha investigado y complementado los meca-
nismos celulares y moleculares de rechazo a un
aloinjerto; este tipo de trasplante, hace que su
rechazo sea mas dificil de identificar y cuantificar
comparativamente con otros oérganos del cuerpo
humano como el corazén o los rifiones, en donde
existen marcadores cuantificables de su funcion,
tales como la creatinina sérica o las biopsias, dificiles
de interpretar en los injertos 6seos, donde el infil-
trado celular generalmente no es uniforme.

De manera general, se asume que el rechazo
desde el punto de vista 6seo se manifiesta como
resorcion 6sea o la falla si el injerto es tendinoso
(Tendén Patelar-Hueso, por ejemplo).

La secuencia de eventos histoldgicos en la incor-
poracion de los injertos 6seos se ha estudiado y des-
crito municiosamente (40, 42, 43, 44).

La fase inicial de un segmento no vascularizado,
inicia con la formacién de un hematoma, rico en
derivados plaquetarios, factor de crecimiento y otras
citoquinas. Se inicia una respuesta inflamatoria con
proliferacion linfo-histiocitaria, con un pico maximo
hacia la segunda y tercera semanas, pero que per-
siste incluso hasta los 8 meses.

Pasados unos dias, el injerto empieza a cubrirse
por estroma fibro-vascular, que lleva vasos sangui-
neos y células precursoras osteogénicas al mismo.
La invasion por estos vasos, se realiza aprovechando
en los aloinjertos los canales haversianos preexis-
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tentes; estos canales se amplian por la actividad
osteoclastica que acompania a la respuesta neovascu-
lar.

La actividad osteoclastica se continia en la
superficie endéstica del injerto, en su superficie
periéstica y en la interfase con el hueso del huésped
(42, 45, 46, 47).

Una vez que el injerto es revascularizado, se
inicia la fase de remodelacién, caracterizada por una
fase de activacion, seguida por resorcién y formacion
de hueso nuevo (41, 45, 47, 48). Esta respuesta
depende en definitiva de la solicitud mecéanica del
injerto, su revascularizacion y su unién con el hueso
del huésped; si persiste la interfase y no hay buena
circulacién en el injerto, éste fallara, existira resor-
cién, dolor o fractura (42, 43, 46, 47, 48, 49, 50).

Aunque el mecanismo de integraciéon de los
biomateriales inertes ha sido poco estudiado, su
secuencia le es completamente similar; en la fase
inicial existe el hematoma producto del trauma qui-
rurgico, y las células osteoprogenitoras (Fibroblastos,
linfocitos e histiocitos) van ocupando la celdas de la
Hidroxi-apatita (21, 24, 36, 40, 47). El estroma fibro-
vascular aumenta este aporte y se realiza la neofor-
macioén vascular.

Sin embargo, a diferencia de los estudios con
aloinjertos, se ve como va desapareciendo la res-
puesta linfocitica, mientras que en estos ultimos, su
presencia continua, aunada a la presencia de macroé-
fagos, determina una respuesta inmune de tipo
desconocido.

Ultimos estudios demuestran como los aloinjer-
tos llevan antigenos que estimulan una respuesta
dependiente de linfocitos T y macréfagos, que a su
vez secretan citoquinas (Interleuquina 1, Factor Alpha
de Necrosis Tumoral y Linfotoxinas), que producen
activacion de los osteoblastos e inducen resorcion
osteoclastica antes de que incluso se forme hueso
nuevo (41, 46, 48, 49, 50).

Otra ventaja que tienen los biomateriales iner-
tes, como la Hidroxi-apatita derivada del coral, es la
ausencia de genes polimorficos del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (H.M.C.), que se expresa en
las células que viajan con el aloinjerto, y que produ-
cen antigenos Clase |y ll, que aunque son dificiles de
determinar en el aloinjerto, producen mecanismos
de rechazo que se pueden evaluar de manera indi-
recta. Asi, los mecanismos del rechazo pueden ser
multiples, bien sea por: Cito-toxicidad mediada celu-



lar, Cito-toxicidad mediada por Anticuerpos y Cito-
quinas (40, 41,42, 44, 47, 49, 50).

Todos estos estudios, han hecho que se empiece
a tomar en serio la busqueda de una terapéutica
alternativa en aquellos pacientes que requieran el
uso de aloinjertos. Los materiales bioinertes empie-
zan a tener cabida importante en la investigacion
ortopédica y posiblemente sean en el futuro, utiliza-
dos con seguridad y confianza en la gran mayoria de
pacientes (40, 42, 46, 49).

ESTUDIOS BIOMECANICOS DE LA HIDROXIAPATITA
CORALINA

Propiedades mecanicas del Coral de Hidroxiapatita

Para que un implante tenga éxito, debe poseer carac-
teristicas mecdnicas similares al materia que se va a
reemplazar; este es un problema dificil cuando se
pretenden utilizar sustitutos del hueso humano, ver-
dadera obra arquitectonica, con propiedades meca-
nicas especificas.

Propiedades mecanicas del hueso esponjoso

El hueso esponjoso esta compuesto por trabéculas
dispuestas en forma de marcos, con espacios entre si
y orientadas siguiendo las lineas principales de
stress (4, 5). A nivel microestructural, las trabéculas
se componen de hueso lamelar, lo que le da sus
caracteristicas anisotropicas, es decir, diferentes
propiedades estructurales segun las distintas orien-
taciones (4, 40, 50, 51, 52, 53).

A lo largo de los canales principales, el hueso
esponjoso posee un comportamiento. “Eldstico”, que
falla subitamente cuando se sobrepasa su resisten-
cia tensil. Cuando se somete a una fuerza tensil cuya
linea de accién es oblicua con respecto al eje de los
canales del hueso, el comportamientode la resisten-
ciadel hueso se puede asemejar a una curva parabo-
lica, presentando deformidad plastica y una gran
capacidad de absorcion de energia (52, 53, 54, 55,
56).

Estas propiedades del hueso esponjoso son im-
portantes porque le permite actuar de tal manera que
pueda absorber impactos, distribuyendo mejor la
carga en la vecindad de las superficies articulares.

Cualquier material que se pretenda utilizar como
sustituto del hueso esponjoso, debe ser capaz de
permitir una deformidad elastica, asi como una
o6ptima distribucion de la carga; por otra parte, no
debe permitir concentraciones de stress, particular-

mente si éste se centra bajo las superficies articula-
res, donde el cartilago articular puede llegar a lesio-
narse (52, 57, 58).

Propiedades mecanicas del coral de hidroxiapatita
(goniopora)

Este material, tiene una estructura similar en dimen-
siones al hueso esponjoso; diferentes pruebas meca-
nicas han demostrado una resistencia a la compre-
sion de aproximadamente 412 N/cm?, si la carga
compresiva se aplica de forma paralela al eje de los
canales, y de 84 N/cm?, si la carga es aplicada de
manera perpendicular (16, 31, 58).

Pruebas adicionales han mostrado que la resis-
tencia compresiva del coral disminuye rapidamente a
medida que el angulo entre el eje longitudinal de los
canalesy lafuerzaaplicadaaumenta(31,52,57,58).

El coral posee un comportamiento anisotropico
similar al del hueso esponjoso; sin embargo, no es
tan resistente como este mismo, que puede llegar a
soportar cargas de hasta 754 N/cm2. Asi mismo,
tampoco posee un comportamiento pldstico en nin-
guna orientacion, lo cual es de esperar ya que a
diferencia del hueso, que es un compuesto natural
mixto, con una matriz de coldgeno organico que se
entremezcla con cristales minerales de hidroxiapa-
tita, el coral es un compuesto de carbonato calcico
que pierde todo su componente organico durante el
proceso de fosforilaciéon hidrotérmica para su con-
version en hidroxiapatita.

La rigidez “Elastica’’ del Coral es casi igual a la
del hueso, cuando la carga se aplica en forma para-
lela al eje de los canales; sin embargo, la capacidad
de absorciéon de energia es mucho menor que la del
hueso esponjoso, déficit que se explica por la falta de
colageno, con sus propiedades mecanicas especifi-
cas (53, 56, 58).

Estudios de coral vs. injertos

Se encuentran estudios realizados en perros, en los
que se produjeron defectosde 1T.0x 1.0x 1.0 cm en
las metafisis proximales de ambas tibias, siendo
reemplazados por autoinjertos de cresta en un lado,
mientras se colocaban implantes de coral derivado de
hidroxiapatita (Goniopora) en el lado contralateral
(16).

Dichos implantes y autoinjertos se evaluaron a
los seis meses, encontrando que ambos eran mas
fuertes y rigidos que el hueso esponjoso normal; la
causa basica, era la formaciéon de hueso nuevo en las
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trabéculas de los injertos e implantes, dando origen a
una estructura densa, que posteriormente disminuye
con el tiempo en su resistencia y rigidez, producto de
los fenémenos de remodelacion y degradacion del
implante.

En la medida que ocurre invasion ésea de los
implantes de hidroxiapatita coralina, este ha mos-
trado ser mas fuerte que los auto-injertos de espon-
josa, pero no tan rigido. La razén de esto aun no es
clara; sin embargo, se ha visto que muchos materia-
les rigidos no son tan resistentes como otros materia-
les flexibles, ya que cualquier carga en los primeros
puede producir un stress localizado que conlleve a la
fatiga y posterior falla de un material (16, 17,19, 32).

El Coral posee 1.68 veces la capacidad de absor-
cién de energia que posee el injerto de esponjosa y
esto es debido a su mayor rigidez, lo cual indicaque a
pesar de ser mas fuerte, es también mas flexible,
permitiéndole mayor absorcién de energia, con lo
que podria asegurar mayor protecciéon al cartilago
articular subyacente (16, 32, 59, 60).

Hueso cortical y sustituto coralino (Porites)

El hueso cortical se compone de un conglomerado
denso de sistemas haversianos; aunque se hanreali-
zado infinidad de estudios sobre su comportamiento
mecanico, los resultados varian de acuerdo con el
tipo de carga (compresiva vs. tensil), su rango de
aplicacion, factores que aumentan el stress local
como la variabilidad en la deshidratacion de cada
especimen y multitud de variables mas (50, 54).

Se puede decir que, en términos generales, el
hueso cortical se comporta como un material con
elasticidad lineal, aunque existen estudios que com-
prueban su capacidad de sufrir deformidad platica
con pruebas de tension.

Propiedades mecanicas del Porites

La Hidroxiapatita derivada del coral Porites, al ser
sometida a fuerzas compresivas perpendiculares al
eje de sus canales, es aproximadamente 4.4 veces
mas fuerte que la hidroxiapatita derivada del coral
Goniopora, sometida a la misma carga. Asi mismo, el
Porites absorbe 4.7 veces mas energia que el segun-
do; sin embargo, comparado con el hueso cortical
humano (Fémur) sélo posee el 2.2% de sus resisten-
cia total (38).

Implantes de Porites vs. injertos de cresta

En estudios realizados en perros, en quienes realiza-
ron defectos segmentarios de 2 cm en ambos radios,
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que posteriormente fueron reemplazados por autoin-
jertos de cresta iliaca e implantes de hidroxiapatita
derivada del coral Porites en el lado contralateral,
fijos con placas DCP y evaluados a los 6 meses, se
comprobd mediante pruebas torsionales que la rigi-
dez, resistenciay cantidad de energia a la que fall6 el
material fueron mayores en los lados en que se habia
colocado injerto de creta iliaca (16).

Asi mismo, dichos injertos fueron mas fuertes y
tuvieron mayor capacidad de absorcion de energia
que el hueso cortical intacto, lo cual indica que el
proceso de remodelacién 6sea no es completo a los
seis meses en ninguno de los dos implantes (16, 32).

La inferioridad biomecdanica de los implantes de
Porites puede ser debida en gran parte a la incom-
pleta invasién 6sea del implante en el momento de
las pruebas (17, 32, 38, 52).

Aplicacién clinica de los implantes de hidroxiapatita

Los defectos producidos por trauma en los huesos
largos, representan una potencial indicacion ideal
para el uso de sustitutos 6seos; en estos casos, la
necesidad de una estabilizacion rigida del hueso cir-
cundantey laimportancia de conseguir una estrecha
aposicion del implante al huésped, han hecho que se
estudien dos modelos clinicos principales:

* Defectos Metafisarios
* Defectos Diafisarios.

Los resultados preliminares de estos trabajos
experimentales son alentadores; en los casos de frac-
turas metafisiarias de huesos largos, secundarios a
fuerzas compresivas, en los que con frecuencia que-
dan defectos subcondrales importantes, luego de la
restitucion de las depresiones articulares por frag-
mentos colapsados, hace que se requiera de injertos
para rellenar el defecto (16, 17, 19, 31, 32).

En estos casos en las que persisten zonas de
trabéculas colapsadas, después de utilizar los princi-
pios quirdrgicos bésicos de reduccion anatémica,
elevacion de la depresion articular asociada a fijacion
interna estable, podemos utilizar fragmentos de hi-
droxiapatita derivada del coral Goniopora como susti-
tuto 6seo (16, 17, 35, 39).

Se debe tener cuidado en el moldeamiento y
tallado de estos implantes, con el fin de que su acople
se haga a presion sobre el tejido dseo sano adya-
cente, verificando radiolégicamente que el defecto se
llene por completo, antes de realizar el cierre de la
herida quirtrgica. El manejo postoperatorio debe



realizarse de manera idéntica al protocolo estable-
cido para el uso de auto-injertos (16, 19, 39, 50).

En los casos de fracturas diafisarias conminutas,
que comprometen un tercio o mas de su circunferen-
cia cortical, es casi imperativo el uso de injertos
durante el proceso de fijacion interna; en estos casos,
se han utilizado con éxito los implantes de hidroxia-
patita derivada del coral Porites, asociado a multitud
de materiales de osteosintesis; en estos casos, un
buen cierre de tejidos blandos, mantiene los implan-
tes en posicion, evitando su desplazamiento (19).

En diversos estudios, tanto en animales como en
humanos, se ha podido evidenciar la utilidad de los
implantes, con adecuada consolidacién, sin existir
resorcion 6sea adyacente al coral y sin reacciones
adversas tales como infeccion profunda y/o fractu-
ras del mineral de hidroxiapatita (19, 30, 35, 39).

ESTANDARIZACION DE TECNICAS

Preparacion de Hidroxiapatita Coralina

Gracias a los estudios encontrados en la literatura, se
pretendio realizar una reaccién quimica de recambio
hidrotérmico que se ajustara a los recursos de nues-
tro medio.

Por intermedio del Inderena en Santa Marta,
pudimos conseguir varias especies de coral, sobre las
que se realizaron pruebas quimicas tratando de
lograr hidroxiapatita derivada de coral, que tuviera
caracteristicas optimas para ser implantada en los
conejos del estudio; la técnica, una vez estandarizada
se puede condensar en los siguientes pasos:

1. Seccion de fragmentos de coral de un (1) centi-
metro cubico y seis (6) milimetros cubicos, con
ayuda de pieza de mano (Motor-tool Dremel).

2. Colocacion de los fragmentos de coral en Hipo-
clorito de Sodio al 5% durante 24 horas.

3. Lavado del coral con Solucién Salina estéril y
secado de la misma en horno a 100 Grados Cen-
tigrados durante una hora.

4. Preparacion de una solucion mezclando a partes
iguales Fosfato acido de diamonio y agua destila-
da.

5. Colocacion de los fragmentos de coral con la
solucion anteriormente preparada a partes igua-
les por peso, en un recipiente de laumnio que
posea cierre hermeético.

6. Colocacion del recipiente en autoclave durante
24 horas.

El intercambio hidrotérmico bajo condiciones
favorables, puede convertir el Carbonato de Calcio de
la Aragonita coralina en Hidroxi-apatita de caracte-
risticas fisico-quimicas muy similares a la del mine-
ral 6seo; la reaccion quimica se puede representar
asi:

10CaCO; + 6(NH4)2HPO4 + 2H20
Ca10(PO4)6(0OH)2 + 5 (NH4)2CO3 + 4H2CO3

De esta forma y gracias a la colaboracion del
personal de esterilizacion del Hospital Clinica San
Rafael, quienes gentilmente colaboraron en el uso
del autoclave, se obtuvo la Hidroxi-apatita derivada
del coral que posteriormente fue utilizada como
injerto en las metéfisis tibiales de los conejos en
estudio (20, 24, 25, 26, 30, 34, 35, 36).

Estandarizacion de la técnica quirargica

Los procedimientos quirdrgicos se llevaron a cabo en
el Instituto Franklin Delano Roosevelt, donde conta-
mos con la posibilidad de tener una Sala de Cirugia
adecuada, ademas de la infraestructura y experien-
cia previa en este tipo de trabajos con conejos.

Técnica Anestésica

En cuanto a la técnica anestésica en si, tuvimos la
colaboracion para el manejo anestésico tanto intra
como en el postoperatorio, del Dr. Hernan Charris,
Instructor de Anestesia del Hospital Militar Central,
quien nos asistid en todos los procedimientos quirdr-
gicos; su invaluable ayuda facilité en mucho nuestra
labor.

Se utilizé sedacion con Ketamina I.M., dosis ini-
cial de 8 mg/kg, con lo cual podiamos iniciar el pro-
ceso de rasurado, asepsia y antisepsia del campo
operatorio. Una vez rasurado, nuestro anestesiélogo
procedia a canalizar lavenade |la oreja derecha, para
mantener una infusion anestésica constante de Keta-
mina, a razon de 4 mg/kg/min. Sélo en contadas
ocasiones yde acuerdo con la respuesta dolorosa del
conejo, se hizo necesario aplicar bolos de refuerzo
para finalizar los procedimientos quiruargicos, que
duraban en promedio 8 minutos.

Técnica Quirdrgica

Se prefirio el abordaje antero-medial, ya que ofrece la
cara tibial inmediatamente subcutanea, lo que hace
mas facil y rapido el procedimiento; una vezrasurada
el area quirurgica, asi como realizada una adecuada
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asepsia y antisepsia, se inicia el procedimiento qui-
rargico, que podemos estandarizar asi:

1. Incisién antero-medial longitudinal de 3 cm, que
va distal a la interlinea articular y que compro-
mete piel y T.C.S., hasta llegar a periostio.

2. Incision de periostio en igual sentido, exponiendo
la metéfisis proximal de la tibia.

3. Con ayuda de un mini motor (Motor-tool Dremel)
y una broca de 2.0 mm, se realizan perforaciones,
formando una ventana metafisaria de 6 mm
sobre la cual se colocara el injerto de Hidroxi-
apatita derivada de coral.

4. Lavado de la ventana con 30 c.c. de S.S.N.

5. Colocaciéon del injerto a presion en la ventaja
metafisaria y regularizaciéon de sus bordes pro-
minentes con el Motortool.

6. Lavado con 20 c.c. de S.S.N.

7. Cierre en un solo plano con sutura absorbible
(Catgut Cromico 2/0), puntos separados.

8. Secoloca apésito de gasa estéril sobre la zona qui-
rurgica.

Manejo farmacolégico

Se utilizo Antibioticoterapia profilactica con Cefalos-
porinas de primera generacion tipo Cefazolina Sédica,
a razén de 100 mg/k por dos dosis: la primera en la
hora previa al acto quirurgico y la segunda, 6 horas
después de realizado el mismo por via |.M.

Asi mismo, se utilizé analgesia post-operatoria
con Ketorolaco Trometamina arazén de 2 mg/k dosis
anica por via |.M., colocada inmediatamente termina
el procedimiento quirurgico.

Ninguno de los conejos requirié otro tipo de
medicacidn, aparte de estas dosis y las anestésicas.

Manejo post-operatorio

Utilizamos dos calentadores de ambiente disponibles
en el Instituto Franklin Delano Roosevelt, para man-
tener los conejos a 37° Centigrados durante las dos
primeras horas. Una vez ya recuperados, se colocan
en sus jaulas y se realiza su transporte hacia el sitio
definitivo, donde se mantienen con iguales caracte-
risticas de ambiente y comida "“Ad Libitum™.

La recuperacion de los animales ha sido rapida,
incorporandose entre media horay una hora después
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de la cirugia, incluso siendo capaces de levantarse
sobre sus patas traseras a partir del primer dia POP.

No existieron complicaciones postoperatorias en
cuanto a infeccién de la herida quirurgica (como se
pudo confirmar macro y microscdépicamente) y/o
deshiscencia de la sutura. Los mismos conejos entre
si, retiraban progresivamente el apésitoy la herida se
evidenciaba cicatrizada hacia el 52 dia.

Sacrificio

Una vez cumplido el tiempo establecido para cada
conejo, se envian a su criadero de origen, donde
personal especializado les da muerte mediante un
golpe en regién cervical. Inmediatamente y por parte
nuestra, extraemos la tibia derecha, que se coloca en
Formol Bufferizado al 10% para realizar los posterio-
res estudios anatémicos, histolégicos y radiolégicos.

Analisis y estudio anatémico

Cada extremidad obtenida se numera, rotula y se
toman fotografias, tanto en papel como en diaposi-
tiva. Posteriormente, con ayuda de un calibrador
milimétrico, se toman 10 medidas del tamarno actual
del injerto y se saca su promedio, que se anota en la
tabla de datos para su andlisis estadistico. De cada
medicidon se valora asi mismo la interfase de manera
subjetiva (su existencia o no) por tres evaluadores
independientes y se anotan los resultados.

Analisis y estudio radiolégico

Se ha contado con la valiosa ayuda del equipo de
radiologia del Hospital Militar, con sus técnicos y la
ayuda inicial de la Dra. Maria Clara Salguero, para
estandarizar la técnica quirurgica. Una vez ya des-
piertos los conejos, se toman las proyecciones inicia-
les que serviran de control; posteriormente, luego del
sacrificio, se llevaron las extremidades estudiadas y
se toman las proyecciones A.P. y Lateral. De cada
radiografia se proceden a realizar las mismas medi-
ciones con el calibrador, tomando el promediode 10y
anotando su resultado en la tabla. Asi mismo, la
valoracion subjetiva en cuanto a la interfase o no, se
logra con la ayuda de tres evaluadores independien-
tes, que examinan las radiografias meticulosamente,
tratando de encontrar la existencia de trabeculacion
6sea que pase hacia el injerto.

Evaluacion microscopica

Contamos con la valiosa ayuda de la Dra. Maria
Helena Astorquiza, quien desde su inicio mostré un
graninterés en el trabajo. Ella mismay por su cuenta,
recolectd material bibliografico que soportaré las tin-
ciones ejecutadas e hiciera mas objetiva la evalua-



cién. Una vez realizadas las preparaciones, tomo
cuenta de la medida microscopica, y de cada muestra
inicié un conteo exhaustivo secuencial en 10 campos
de alto poder (100x), con el fin de evaluar el tipo de
células y su nimero, la presencia de tejido conectivo
y material forme, asi como las etapas en la madura-
cién dsea y la aparicién de vasos sanguineos en la
muestra. Todos los datos se presentan en las siguien-
tes tablas.

VALORACION ESTADISTICA Y RECOLECCION DE
DATOS

Valoracion Estadistica

Con la colaboracién del Departamento de Investiga-
cién Cientifica de la Universidad Militar Nueva Gra-
nada y su personal especializado en estadistica, se
definieron las variables a tener en cuenta para la
recoleccion de datos. Se asignaron variables cuanti-
ficables (Sistema Métrico Decimal o numeraciéon
ordinaria), dividiendo el grupo en tres muestras,
dadas por los cortes observacionales realizados a las
dos, seis semanas y cuatro meses; asi conformados,
se disefié una hoja de recoleccion de datos, teniendo
como parametros:

Valoracion macroscopica

Objetiva. Medicién del injerto en milimetros en cada
corte observacional (promedio de 10 mediciones).

Subjetiva. Presencia o ausencia de interfase
entre el hueso adyacente y el injerto (3 evaluadores
independientes).

Valoracion radiologica

Objetiva. Medicién del injerto en milimetros en las
proyecciones A.P. y lateral.

Subjetiva. Presencia o ausencia de trabecula-
cién que pase del hueso normal al injerto de Hidroxi-
apatita coralina (tres evaluadores independientes).

Valoracion microscopica

Objetiva. Numero promedio de células propias de
tejido 6seo normal (Osteocitos, Osteoblastos, Osteo-
clastos) por 10 campos microscoépicos de alto poder
tomados secuencialmente.

Subjetiva. Presencia o ausencia de elementos
formes del tejido 6seo normal en los mismos campos
estudiados (colageno, vasos sanguineos).

Los datos recolectados se presentan en tablas
especiales.

Analisis Estadistico

Una vez completada la muestra y recolectados todos
los datos, se inicia el andlisis de cada variable, con
ayuda del Departamento de Investigacion Cientifica
de la Universidad Militar Nueva Granada.

Con este fin, se utilizaron pruebas estadisticas
no paramétricas que permiten estudiar y comparar
mejor muestras pequefas, como la del presente
estudio.

Inicialmente, se recolectaron los datos represen-
tativos en una Hoja Electrénica de un programa de
computador (Q-PRO); posteriormente, se utilizo el
programa de manejo estadistico S.P.S.S. y princi-
palmente dos pruebas:

Wilcoxon

Permite comparar dos muestras relacionadas, con lo
que se puede estudiar la evolucion del tamafio del
injerto en los distintos grupos y determinar su signifi-
cancia estadistica, cuyo valor significativo debe ser
menor del 5% (p * 0.05).

Kruskal-Wallis

Tanto simple como corregido “por pares’’, que per-
mite comparar tres 0 mas muestras no relacionadas,
con la que se estudi6 el comportamiento histolégico
de las muestras tomadas durante su evolucién en el
tiempo, por medio de los distintos grupos, asi como
su significancia estadistica, que debe ser menor del
5% (p " 0.05).

Las variables obtenidas en cada conejo de los
diferentes grupos, se unieron para sacar promedios,
medianos con su respectiva desviacion Standar, asi
como los rangos que permitian evaluar la significan-
cia estadistica.

Sobre estos datos, se elaboraron diferentes gra-
ficos.

DISCUSION

Las necesidades diarias de un servicio de Ortopedia,
han hecho que aumente el niumero de procedimien-
tos en los cuales se requiere la utilizacidon de injertos
d6seos; la limitacion en la cantidad disponible de
autoinjerto, asi como los costos y la disponibilidad de
los aloinjertos, han motivado la investigacion en bus-
queda de nuevas alternativas de tratamiento en este
tipo de pacientes.

El aumento en las publicaciones recientes sobre
los riesgos de transmision de enfermedades y anti-
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genicidad de los aloinjertos que determinan en dlti-
mas su resorcion y un mal resultado, han incremen-
tado el interés por los biomateriales inertes, como es
la Hidroxi-apatita derivada del coral, que transfor-
mada por una reaccion de recambio hidrotérmico, le
da caracteristicas biomecanicas similares e incluso
superiores a las del hueso, favoreciendo su integra-
cion como material osteoconductor.

Estas ventajas teodricas, han hecho que se reali-
cen trabajos experimentales en distintos modelos
animales a lo largo del mundo con resultados satisfac-
torios.

Existe incluso una preparacion comercial (Inter-
pore) que se esta empezando a utilizar con éxito en
humanos, con costos similares a los de los aloinjertos
masivos, situacion que limitaria su uso y difusiéon en
nuestro medio.

Se tomé coral muerto, donado con fines investi-
gativos por el Inderena, y con ayuda de Ingenieros
Quimicos se pudo reproducir el proceso de recambio
hidrotérmico, con recursos que estan al alcance de
cualquier medio hospitalario, disminuyendo nota-
blemente los costos. El problema consistia en evaluar
cual era la real capacidad de este mineral para inte-
grarse al hueso dentro de un proceso de formacion

6sea. Se disefio un modelo experimental en conejos
Nueva Zelanda como primer peldafio en un proceso
investigativo que posteriormente permita su evalua-
cion en el ser humano.

Mediante el anélisis secuencial desde el punto
de vista anatémico, radioldgico e histolégico, se com-
probé la capacidad de integracién de la Hidroxi-
apatita derivada del coral en defectos 6seos metafi-
sarios de manera estadisticamente significativa.

Asi mismo, se pudo comprobar la resorcién pro-
gresiva del injerto en los diferentes cortes segtn el
tiempo, con disminucién real de su tamafio y adqui-
riendo progresivamente caracteristicas similares a
las del hueso sano adyacente.

Microscépicamente, no se observaron cambios
inflamatorios que sugirieran infeccién o una posible
respuesta inmune de rechazo, lo cual concuerda con
estudios publicados que refuerzan la ventaja de ser
un material bioinerte, que por sus mismas caracteris-
ticas de preparacion asgura su esterilidad.

Estas ventajas, asi como los resultados positivos
hallados en el estudio, abren las puertas para su
posible implementacion como alternativa en el tra-
tamiento de pacientes que requieran injertos 0seos.
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