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Estudio de las caracteristicas ultraestructurales y de composicién del
tejido o6se0 de modelos animales empleados en pruebas de
biocompatibilidad.

Restimen: En este trabajo se determinaron Ias caracteristicas ultraestructurales de los
distintos modelos amimales (rata, cobayo, conejo, perro y humano) mediante ia aplicacion
de técnicas instramentales de caracterizacidn (DRx, FT-IR, MRx y Microanalisis de Rx)
que pernutié determinar jas similitudes y diferencias en textura, tamafio de poro,
densidad y la composicion quimica de los especimenes. Los resultados muestran que no
existe diferencia en la composicion quimica, ya que la fase inorgdnica predominante es [a
hidroxiapatita. Las principales diferencias se observardn en el tamafio y la densidad del
poro en las diferentes especies, siendo el perro la especie que posce mayor similitad con
las caracteristicas del hueso humano.

Paralabras clave: Hueso, Biocompatibilidad, porosidad, deﬁsidad, cormposmféinr
quimica.

Ultrastructural and chemical caracterization of bone tissue from
different animal models used in biocompatibility test.

Absetract: The physicochemical characterization technigques (Drx, FT-IR, MEB and X-
Ray microanalysis) were applyed in order to determine the ultracstructural characteristics
of several animals (rat, guineapig, rabbit, dog and human) used as models in
bigcompatibility test. Femur of each animal model were selected and specific procedures
were made to determine pore diameter density, texture and chemical composition. The
results obtained showed that was not possible to identify significant differences upon the
chemical composition because the predomimant inorganic phase was identify as
hidroxiapatite. The most important differences were observed in pore size, and density on
all of specimens, because there were present different parameters of distribution and size
between animals. The dog was the species that showed characteristics most similar
towards the human bone.

Keywords: Bone, biocompatibility, porosity, density, chemical composition



INTRODUCCION.

El estudio y validacion de materiales que serén utilizados como reemplazo
de estructuras o tejidos en el cuerpo humano, no solamente deben de cumplir
con cualidades de composicion o de estructura, también deben tener un
comportamiento biolégico aceptable ya que de ello dependers el éxito o
fracaso de su utilizacion (Black 3, 1991).

Como fase de preparacion de los biomateniales, es imprescindible la
realizacién de pruebas y ensayos preclinicos en los sitios donde seran
colocados. En ¢! caso de los matedales empleados como sustitute y
reemplazo de tejido 6seo, uno de los ensayos mas comunes es la
implantaciéon intramedular y cortical en modelos animales de diversa
-especie, dando por entendido que las caracteristicas de respuesta pueden ser
extrapolados a la que tendra cuando sea aplicado en humanos (Hench LL,
1998). La informacion sobre las caracteristicas de ultraestructura y de
composicion del tejido oseo de los modelos animales empleados para las
pruebas de biocompatibilidad no se encuentra concentrada en alguna fuente
que nos permita conocer cuales son las diferencias, si es que las hay, o las
similitudes de dichas caracteristicas.

Debido a las situaciones descritas anteriormente, el objetivo de este estudio
es la determinacion de las caracteristicas ultraestructurales y de composicion
del tejido dseo de distintos modelos animales empleados en las pruebas de
biocompatibilidad de materiales de sustitucion y reparacion gsea.



ANTECEDENTES.

El huese es un tejido mineralizado, que a pesar de su dureza y fuerza es un
material vivo y dindmico, que esta siendo renovado continnamente y gue
experimenta una permanente reconstruccién a lo largo de la vida del
mdividuo. (Fawcett DV, 1988). Desde el punto de vista de la ciencia de
materiales se le considera como un material compuesto, 0 composite, esto se
relaciona al hecho de que esta constituido de una matniz celular variable y un
componente mineral. En condiciones normales la materia orgnica y los
componentes minerales se encuentran en un equilibrio dinAmico donde los
procesos de aposicion y resorcion de material calcificado son determinados

por las condiciones de homeostasis o enfermedad presentes en el organismo
(Gage, JP.et.al 1989).

En conjunto, el tejido 6seo es un sistema que provee de soporte al cuerpo, de
esta manera ¢l esqueleto estd compuesto tejido conjuntivo mineralizado,
ligamentos, tendones y un sisterna de distribucion completo y eficiente de
abastecimiento sanguineo (Kent GC., 1978). El esqueleto sirve como un
deposito para el calcio (Ca®) que es vital para el funcionamiento apropiado
de las membranas celularcs, y para el fosforo (P*) que se necesita en el
metabolismo imtermedio. Ademas, los huesos largos del sistema esquelético
son importantes por la produccion de células sanginea. (Junqueira LC,
1996).

En los huesos que crecen activamente se distinguen cuatro tipos de células
Oseas: células osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos v osteoclastos. Los
tres primeros se consideran ordinariamente como tipos celulares distintos, es
decir, son estadios funcionales diversos de un mismo tipo celular y se les

considera también como ejemplos de modulacion celular. (Fawcett DV,
1988).

El hueso se desarrolla a partir del mesénquima embrionario, las células
osteoprogenitoras tienen ntcleos alargados u ovales, palidos, y un
citoplasma acidofilo poco Hamativo o levemente baséfilo. Se les encuentra
sobre y cerca de las superficies libres del hueso: en el enddstio se les
encuentra en la capa méas interna del periostio, limitando los canales
haversianos y sobre las trabéculas de matriz cartilaginosa de la metéfisis de



los huesos en crecimiento. Estén activas durante el crecimiento normal de
los huesos y pueden ser estimuladas durante toda 1a vida adulta debida a la
reorganizacion interna del hueso, la curacién de las fracturas o en la
reparacion de otras formas de lesiones. Bajo cualquiera de estas condiciones,
se multiplican y se transforman en osteoblastos formadores de huesos, donde
un paso preliminar en la formacion de tejido esquelético es la sintesis de
colageno por fibroblastos (Paulsen DF, 1981).

Aparte de las células del sistema hematopoyético dentro de 1a médula dsea,
fas células especificas del hueso son los osteoblastos, osteoclastos y
osteocitos. El osteoblasto es una céiula formadora de hueso derivada de una
célula precursora. Entre sus funciones importantes estan la formacion y
secrecion de sustancias colagenas y no colagenas para formar la matriz 6sea
ofrganica, y- la subsecuente -mineralizacion de-la- mawriz. Eos osteoblastos
producen hueso, son productores de la parte organica de la matriz, ademas
de colagena tipo I, proteoglicanos y glucoproteinas. Se disponen siempre en
la superficie 6sea, de lado a lado en forma similar al epitelio simple.
(Junqueira LC, 1996).

Los osteoblastos son responsables de la formacion de la matriz 6sea y se
encuentran invariablemente al frente del avance del hueso que crece o se
desarrolla. Durante el dep0sito activo de nueva matriz, se dispone en una
capa epitelioidea de células cuboideas o cilindricas bajas, conectadas unas
con ofras mediante expansiones cortas y finas. En las micrografias
electrénicas se ve que los osteoblastos tienen la estructura esperada de
células encargadas de las sintesis de proteinas. (Copenhaver WM, 1981).

Los osteocitos pueden ser encontrados dentro del hueso mineralizado
lacunar. Las lacunas de los osteocitos separados estin conectadas por
canaliculos, a través de los cuales corren los procesos de los osteocitos que
unan un osteocito con otro. El osteocito no es inerte, pero su presencia en €l
hueso perilacunar es controvertida (Gage, JP.et.al. 1989). Las observaciones
coit microscopia electrénica muestran que las expansiones de los osteocitos
vecinos se ponen en contacto por sus extremos, de esta forma parecen estar
en comunicacion unas con otras y en ultimo término con las situadas mas
superficialmente a través de una serie de uniones de baja resistencia



eléctrica, que permiten el flujo de iones y quizd también ¢l de moléculas
pequeilas. Los osteocitos juegan un papel importante en 1a liberacion del
calcio del hueso a la sangre y por ello participan en la regulacion
homeostatica de la concentracion de calcio en los liquidos del cuwerpo
(Borysenko M, 1985).

Los osteoclastos son células gigantes, méviles y polinucleadas, que
reabsorben el tejido dseo participando en los procesos de remodelacidon de
los huesos. Secretan acidos (H"), colagenasa y otras enzimas que atacan la
matriz y liberan calcio (Ca’"), ademas de participar en la eliminacién de los
restos del tejido Oseo que se forman durante la absorcion de hueso
(Junqueira LC, 1996).

Los osteoclastos se presentan como células gigantes de 20 a 100um de
diametro y queé pueden tener hasta 50 nicleos, se encuentra en areas de
reabsorcién Osea, y generaimente en cavidades poco profundas de la
superficie del hueso, Hamadas lagunas de Howship, las cuales se forman
gracias a la accion de los osteoclastos. (Fawcett DV, 1988). Estas céhulas
especializadas provienen de otras menos diferenciadas del mesénquima.

La matriz orgénica del hueso es 90% colagena la cual es la principal proteina
extracelular en el cuerpo (mds del 50% esta en el esqueleto) v la resistencia
del hueso depende de ella. El 10% remanente de Ia matriz dsea contiene una
variedad de sustancias no-colagenas. Estas incluyen osteocalcin (proteina
G1la), proteoglicanos y varias fosfoproteinas de las cuales la osteonectina
pueden ser importantes. El hueso puede coniener sustancias no colagenas
concentradas aparentemente del plasma tal como la ¢,HS-glicoproteina
(Gage, JP et.al. 1989).

El componente inorganico del tejido 0seo esta inmerso en una matriz de
fibras coldgenas, donde la unidad fundamental mineral esta representada por
cristales de hidroxiapatita [Ca;g (POy)s (OH).], este compuesto quimico es
un mineral altamente estable cuyos componentes son el calcio, iones hidroxy
(OH), y el fosfato (PO,). El mineral es depositado sobre la matriz coligena
de hueso el cual adiciona la rigidez estructural y contribuye cerca del 99%



del calcio corporal. Inicialmente una fraccion puede ser amorfo pero
rapidamente se vuelve cristalino (LeGeros RZ, 1991).

En el hueso la disposicién de la colagena es tal, que existen espacios 0 zonas
huecas dentro de la disposicion tri-dimensional de las moléculas en los
cuales se deposita el primer cristal de mineral 6seo. Los factores que
controlan la mineralizacién son probablemente tanto quimicos como
celulares. Las concentraciones de calcio y fosforo normalmente presentes en
el fluido extracelular podrian ser suficientes para mantener la cristalizacion
(Gage, JP.er.al. 1989).

TIPOS DE HUESO.

Existen dos formas de hueso que pueden distinguirse al observarlos a simple
vista 0 con la ayuda de una lupa, estos son: el hueso compacto y el
esponjoso. (Fawcett DV; 1988). En los-huesos largos tipicos; tales como el
fémur o el himero, la di4fisis (tallo} es un cilindro de pared gruesa hecha de
hueso compacto, con una cavidad medular central voluminosa ocupada por
la médula dsea. Los extremos de los huesos largos estan formados
fundamentalmente por hueso esponjoso recubierto por una corteza delgada
de hueso compacto. (Fawcett DV, 1988).

En el animal en crecimiento, los extremos de los huesos largos, llamados
epifisis, nacen de centros de osificacion independiente y estan separados de
la diafisis por la placa epifisaria cartilaginosa que se une a la diéfisis gracias
a una columna de hueso esponjoso de la region intermedia llamada
metafisis. (Murray, 1978). En las superficies articulares de los extremos de
los huesos largos, la delgada capa de la cortical de hueso compacto ests
recubierta por una capa de cartilago hialino, el cartilago articular. (Hayes.
et.al, 1992).

El hueso compacto es una masa solida continua, en la cual con la ayuda del
microscopio solo se ven espacios. Las dos formas del hueso se contintian
una con oftra sin un limite pitido que la separe. Esta formado
fundamentalmente por sustancia intersticial mineralizada, la matriz gsea esta
depositada en capas o laminillas de 3 a 7um de grosor, también existen
cavidades lenticulares llamadas lagunas, cada una de las cuales esti ocupada
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por una célula de hueso, el osteocito. (Weiss L, 1977). Desde cada laguna
irradian en ofras direcciones los canaticulos, unos conductilios
extraordinariamente delgados y ramificados que penetran en la sustancia
mtersticial de las laminillas y se anastomosan con los canaliculos de las
lagunas vecinas; se piensa que estos canaliculos son esenciales para la
nutricion de las células dseas. (Ham AW, 1984).

Las laminillas de hueso compacto se disponen de tres formas diferentes. 1)
Osteonas o sistemas haversianos: La gran mayoria estan dispuestas
concéntricamente en tomo a un conducto vascular del interior del hueso,
para formar unas unidades estructurales cilindricas. Su tamafio es variable y
pueden estar compuestas por un némero de laminillas que va de cuatro a
veinte. 2) Sistemas intersticiales: Entre los sistemas haversianos hay
fragmentos angulosos de hueso laminar que tienen forma y tamafio irregular,
Los™ -limites - entre los sistemas ~haversianos * y~ los ~intersticiales estan
nitidamente marcados por unas lineas refringentes llamadas lineas de
cemento. 3) Laminillas circunferenciales externas e internas: En la
superficie externa del hueso cortical, inmediatamente por debajo del
periostio, y sobre su superficie interna, por debajo del endostio, hay varias
laminillas que se extienden de modo ininterrumpido en torno a la mayor
parte de la circunferencia del tallo. (Borysenko M, 1985).

Los conductos haversianos comunican unos con otros y con la superficie o la
cavidad medular por medio de unos canales transversales u oblicuos,
ltamados canales de Volkmann. (Fawcett DV, 1988).

El hueso compacto consiste de lamelas mineralizadas de colageno,
concentraciones alrededor de los conductos de Havers, como en ¢l eje de
huesos largos o en mayor o menor hojas con disminucion de canales como
en hueso peridstico. Los conductos de Havers contienen una arteriola, una
vénula, un vaso linfatico y fibras nerviosas. El conducto y su circunvalacion
lamelar, constituye un ostedn o sistema de Havers. Los vasos sanguineos son
responsables de la configuracion de los sistemas de Havers. Los vasos en los
conductos son continuos en la médula del hueso. En el eje de huesos largos
los sisternas de Havers son mas o menos paralelos al eje largo del hueso, un
aspecto arquitectonico que minimiza Ja probabilidad de fractura bajo tension



exirema normal. El plano lamelar de hueso periostico es formado por
osteoblastos sobre la superficie intertor del periostio, la membrana fibrosa
densa que adjunta a todos los huesos exceptiian a sus superficies articulares.
{Kent GC, 1978).

El hueso esponjoso estd compuesto también de laminillas, pero sus
trabéculas son relativamente delgadas y de ordinario no contiene vasos
sanguineos en su interior, por ello no contiene vasos sanguineos haversianos,
sino que son simplemente un mosaico de piezas angulares de hueso laminar.
Las células dseas se nutren por difusion a partir de la superficie endéstica a
través de Jos diminutos canaliculos que interconecian las lagunas y que
liegan hasta ia superficie. Durante ¢l desarrolic embrionario y el crecimiento
postnatal, existe una capa interna de células formadoras en contacto directo
con el hueso, los osteoblastos. En el adulto, los osteoblastos asumen una
- forma de reposo (células osteoprogenitoras), y-no se distinguen de otras
células fusiformes del tejido conjuntive. Sin embargo, si un hueso es
lesionado se reactiva la capacidad formadora de hueso de esta estas células,
toman la apariencia de osteoblastos tipicos y participan en la neoformacion
del hueso. (Michael H, 1992).

Los huesos esponjosos, son semejantes en sus elementos esenciales pero
diferentes en su aspecto cuando se observa detenidamente. Fl hueso
esponjoso consiste de hueso trabecular y médula de hueso. Las trabéculas
son un ensamblaje que emite, y excluye varillas, que como atados
arquitectonicos forman una estructura rigida que provee una fortaleza
maxima en areas de tensidn. Ellos se componen de arreglos iregulares de
lamelas sin sistemas de Havers. La médula ocupa las cavidades entre
trabéculas. Esto consiste de un reticulo de fibras conjuntivas de tejido que
apoyan vasos sanguineos, fibras nerviosas y tejido adiposo (médula
amarilla) y, en algunos huesos tejido hematopoyético que es la fuente de
hematies de sangre y algunos tipos de células blancas. (Borysenko M, 1985).

La cavidad medular estd compuesta con una membrana delgada de tejido
conjuntivo formando el endostio. Estos tienen algunos aspectos de periostio
y la capacidad para depositar hueso, o remodelarlo bajo condiciones seguras.
(Kent GC, 1978).



Matriz 6sea

La sustancia intersticial del hueso estd constituida por dos componentes
principales: uno es la matriz organica; y el otro las sales inorganicas, cada
uno constituye el 50% del peso seco de la matriz. La matriz organica esta
formada por fibras colagenas embebidas en la sustancia fundamental. En los
mamiferos adultos, alrededor del 90% de la matriz organica corresponde al
colageno. (Gage, JP.et.al 1989).

Hueso membranoso.

El hueso depositado directamente dentro de un blastema membranoso sin
tener que haber sido precedido por un modelo cartilaginoso es el hueso
membranoso. Entre los procesos fisiologicos que ocurren en el hueso, la
neoformacién de tejido mineralizado depende de la existencia de células
mesenquimatosas diferenciadas que respondan a una estimulacion humoral y
“celular para que ocurra ¢l proceso de reparacién o neoforinacion. (Michael
H, 1992).

Componente mineral.

En cuanto al componente mineral del hueso, esta conformado principalmente
por fésforo y calcio integrados en cristales de hidroxiapatita [(Ca);o (PO4)s
(OH),]. Este fosfato de calcio constituye cerca del 95% del componente
mineral del hueso, el resto lo constituyen otras sales de calcio,
principalmente en forma de carbonato (CaCO;), ademas de contener
elementos en cantidad variable de Na'', K™, Mg™, Zn*?, Mn™ y Cu™
(LeGeros RZ, 1991).

El andlisis quimico del hueso determina que estd constituido por los
siguientes elementos :

Ca Mg Na K S P F C CO  Summ
2670 044 073 006 004 1247 0.07 008 3.48 44.06

Cuando se le agrega el dcido citrico y el nitrégeno, Ia suma de los elementos
es ligeramente menor al 50%. Estos porcentajes son para los elementos
(excepto el CO, y el 4cido citrico), y pueden ser convertidos a porcentajes de
peso de 6xido (Mc Connel, 1970), tal como sigue:



Ca0 MgO Na0 K0 SO POs CO, F C  Sum*
3756 072 099 007 004 2858 348 0.07 0.08 71.54

La estequiometria de la hidroxiapatita en ¢l hueso humano se ha
determinado en un cociente (Ca/P) de 1.67, encontrando situaciones donde
se podria determinar una relacion de 1.3:1 a 2.0:1 donde la condiciéon
nutricional participa de manera directa en la constitucion y disposicion del
contenido mineral de los tgjidos (LeGeros RZ, 1991).

La significancia de la proporcion Ca/P de la dieta, ha sido discutida por
muchos afios. En el pasado se¢ ha enfatizado que la proporcion ideal de
calcio-fosforo para los seres humanos se encuentra entre los rangos de 2:3 y

Por sus caracteristiscas quimicas y cristalogréficas, la hidroxiapatita es un
compuesto de alta estabilidad, insotuble en medio fisiolégico y de gran
dureza, es por ello que su presencia en los tejidos les confiere gran
resistencia y dureza (esmalte, dentina y hueso), pero se ve afectada por la
presencia de medios acidos (Williams, Rad, Elliot JC, 1982). En el ambito
biologico, la hidroxiapatita juega un papel determinante para el disefio y
elaboracién de materiales que seran utilizados como sustituto o relleno de
hueso (Holmes RE, 1988).

Los tejidos caicificados en el cuerpo pueden ser divididos en dos, conocidos
como mesodermo y ectodermo. El hueso dentina y cemento se encuentra en
el primer grupo, mientras que en el esmalte es parte del segundo.

El hueso es el tejido del cuerpo muy importante, su signo biologico y
estructura es muy amplio. Biologicamente actia como un reservorio del
calcio, ademas de servir en la produccién de células dseas. Estructuralmente
el hueso provee la arquitectural del hueso humano. (Narasaratu, TSB; 1996).

Hasta ¢l momento se ha llevado a cabo pocos estudios involucrando la forma
y constitucion del hueso en los distintos modelos animales empleados en

pruebas de biocompatibilidad, de hecho uno de ellos ha abordade el estudio
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desde el punto de ciencia de materiales, ya que trata de determinar la
influencia del tamafto del cristal de la hidroxiapatita y la respuesta que
desencadena en el tejido &seo, determinandose una influencia directa cuando
los cristales estdn en un rango microscépico (Frank RM, er.a/,1991).

La aproximacion del estudio del hueso desde el punto de vista de Ciencia de
Materiales se ha dirigido al estudio de las interfases formadas entre los
implantes y el tejido 6seo (Martin M, et.al | 1990; Hayes A, et.al. , 1992), o
bien para demostrar algunas de las cualidades fisicas del hueso que debera
recibir prétesis que descansaran sobre €l. (Doherty MJ, 1994).

Las referencias anteriores dan perspectiva de la aproximacién que se ha
hecho del estudio del hueso. Sin embargo, no hay una fuente donde se
mencione si el tejido 6seo de los modelos \a;limglqs tienen caracteristicas
“ultraestructurales y de composicién similares o diferentes, estos titimos
conceptos adquicren importancia ya gue es conocido que para que ocurra un
adecuado desempeito bioldgico, es necesario que ocurra un buen
funcionamiento entre el material, el huésped y la respuesta (Black, 1991).
Por lo antes revisado no hay un estudio que muestre cuales son las
caracteristicas de los diferentes modelos animales. A continuacion se
mencionaran algunas cualidades que deben considerarse para el uso y
seleccion de los animales para un modelo experimental.

Modelos animales empleados en pruebas de biocompatibilidad

Los animales han servido para realizar test o pruebas de materiales que luego
seran empleados en ¢l cuerpo humano, la conveniencia y seguridad de estas
pruebas dependen del modelo animal empleado (Stanley, HR, 1990). De esta
manera, s importante distinguir las ventajas, desventajas y condiciones en
las cuales se utilizan los distintos modelos animales. Entre las ventajas que
se pueden citar con respecto a los modelos animales se encuentran:

1. Periodos de vida cortos. Reaccionan y envejecen rapidamente

2. Pueden ser sacrificados y se puede estudiar un proceso completo de
cualquier enfermedad

3. Disponible en niimero suficiente (estadisticas)

4. Se pueden usar agentes infecciosos sin restricciones de moral
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5. Interaccién de varios factores

Los modelos animales pueden ser utilizados tan especificamente como sea
necesario, sin embargo, es conveniente tomar en cuenta que basicamente los
modelos animales se pueden clasificar en base al fenomeno que se les piensa
observar. (Melby EC, 1974)

1. Experimental, este tipo es inducido quirirgicamente, debe imitar la
enfermedad que esta siendo estudiada, y ser facilmente manipulable y
facilmente reproducible. Si este modelo no reproduce la enfermedad
exactamente, ia correlacion entre animal vy humano debe ser significativa,
verificable y predecibie.

2. Negativo, este tipo de modelo no desarrolla la enfermedad y usuaimente
es evitado. Puede ser itil para determinar por que algunas especies son
resistentes, por ejemplo el Herpes saimirii no afecta al mono ardilla, la rata
de campo es resistente a la mordida de la serpiente y la zarigiieya es
resistente a la rabia.

3. Huérfano, este tipo de modelo incluye enfermedades de anmimales, las
cuales no se encuentran en su contraparte humano, o enfermedades similares
a estas en el hombre con etiologias o patogenesis diferentes. Por ejemplo el
Sarcoma de Rous en el pollo fue descubierto en 1910 y ha sido usado de
manera extensa desde la inmunologia hasta investigaciones del cancer, pero
este no tiene una contraparte humana conocida.

4. Espontdneo, en estos casos la enfermedad ocurre naturalmente.
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FACTORES QUE DEBEN SER CONSIDERADOS CUANDO SE
SELECCIONA UN ANIMAL PARA INVESTIGACION.

A continnacién se mencionan las caracteristicas que deben cumplir los
animales que participaran en ensayos que pretendan llevarse a cabo.
{Mitruka BM, 1976)

1. Disponibilidad de especies, se selecciona una especie la cual debe ser
facilmente disponible o pueda ser ficil de suministrar tos animales al mismo
investigador para que el trabajo pueda ser confirmado y/o sobre ampliado.

2. Patogénesis, comprender el proceso que se pretende estudiar.

3. Periodo de vida de las especies y el mejor segmento del proceso cada una
de las fases de vida puede responder de manera diferente que las otras.

4. Caracteristicas anmtOmicas, las caracteristicas anatbmicas propias,
tamafio del animal, conformacién, especialimente donde la restriccion en el
largo plazo esta comprometida.

5. Requerimientos y habitos nutricionales, pueden variar con la edad, sexo,
gestacion, lactancia, embarazo, enfermedad, estacion del afio, temperatura,
humedad relativa, ventilacion algunos mecanismos psicologicos internes ¢ la
experimentacion del estrés, por esta razén en el presente estudio se prefieren
especimenes machos con Ia finalidad de evitar alteraciones hormonales.

6. Genéticas, tamafio de 10s genes comparados con los humanos.

7. Polimorfismo, cada una de las especies tienen caracteristicas Unicas que
los separa de otros.

8. Reproduccion, las caracteristicas reproductivas incleidas como son el
estatus endocrino segin el sexo, periodo de gestacion, tipo de placentacién,
tamaiio de la camada y velocidad de desarrollo en el atero.

9. Factores indigenas, peculiares de una especie, cepa 0 repuesto.



10. Tipo de agente debe ser definido con su posible accién metabélica y
productos su efecto en un érgano final y su modo de excrecion, este debera
llevar especial cuidado y manejo.

11. Cédula de administracién, frecuencia , cantidad v ruta tomada de dicho
medicamento,

12 Estado de salud de los animales deben estar tan saludables como el
experimento designado se lame, dentro de las restricciones monetarias.

13. Requerimientos ambientales, temperatura, humedad, luz, limpieza, ruido,
asi bien como otros numerosos factores deben ser considerados.

En este contexto, la prueba y validacién de materiales de injerto dseo se
lleva a cabo en animales de laboratorio tomados como ideales, sin embargo
es probable que existan diferencias anatémicas y estructurales que puedan
mfluir para que se manifieste una respuesta diferente a la esperada, es por
ello que el propésito del presente estudio es la determinacion de las
caracteristicas  ultraestructurales de los diferentes modelos animales
empleados para pruebas de biocompatibilidad. (Murray FE, 1978).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.
El estudio y desarrollo de materiales que seran considerados como
biomateriales debe seguir los lineamientos de las organizaciones reguladoras
del uso y validacién de este tipo de recursos. La International Standard
Organization (ISO), la American Standard for Testing Matenals (ASTM) y
la Bristish Standad Institute (BSI) son las entidades encargadas de dar los
parametros de prucba para los nuevos matertales, esto tltimo es importante
porque una de las ctapas fundamentales para la validacion, la constituye su
prueba en tejido Gseo vivo, va sea humano o de anmmales, siendo hasta la
fecha que no existe un estudio comparativo -de las caracteristicas de
ultraestructura entre las diferentes especies empleadas para las prucbas de
regeneracién y neoformacion 6sea. La cuestion mds importante radica en
que los resuitados que se obtienen en un estudio se tienden a extrapolar a
modelos humanos, sin tomar _en cuenta que pueden. existir diferencias

" morfométricas en los componentes celulares de las distintas especies, lo cual
se reflejara en la respuesta que se presente ante materiales porosos y no
porosos, y aun puede influir la relacion del tamafio y componente celular, y
el tamaiio y forma de particula del material.

La elaboracion de pruebas de materiales que serdn sustitutos de tejidos
mineralizados, se ha desarrollado en modelos en los cuales no existe una
evidencia de similitudes o diferencias entre las distintas especies empleadas,
a esto debe agregarse que las caracteristicas propias del material juegan un
papel importante en ia respuesta expresada en las prucbas in vivo. Para
comprender mejor la diversidad de los mecanismos y de la respuesta
bioldgica presente en las prucbas de biccompatibilidad, es necesario llevar a
cabo la caracterizacion de los materiales para conocer las similitudes y las
diferencias que puedan existir entre los distintos modelos, esto permitiria
hacer una discriminacion entre la eficacia y la utitidad de los diferentes
modelos cumndo se pretenda valorar matenales con caracteristicas
especificas.
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HIPOTESIS:

H1: Existen diferencias ultraestructurales y de composicién quimica en el
tejido 6seo de distintas especies animales empleadas como modelos in vivo
de prueba de biocompatibilidad de materiales.

HO: No existen diferencias ultraestructurales y de composicion quimica en €l
tejido 6seo de distintas especies animales empleadas como modelos in vivo
de prueba de biocompatibilidad de materiales.

OBJETIVO  GENERAL: Determinar  las  caracteristicas
ultraestructurales de distintos modelos animales (cobayo, conejo, rata, perro,
humano) empleados para evatuar la respuesta de tejido dseo ante materiales
de relieno y reconstrucci6n de tejido duro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS: -
I. - Conocer las caracteristicas de la superficie y textura del tejido dseo en ¢l
fémur de las especies seleccionadas (MEB)

2. - Establecer las similitudes y diferencias de estructura de los componentes
esponjoso y compacto del tejido dseo de las distintas especies animales

(MEB).

3. - Analizar la composicion quimica del mineral constituyente del tejido
éseo de las distintas especies. (MRx)

4. - Determinar la existencia de las fases minerales presentes en el tejido
0seo de las distintas especies (DRx).

5. ~ Conocer ¢l contenido de CaCO; y de HA en la composicion del hueso de
las distintas especies (FT-IR).
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MATERIAL Y METODO.

Universo de Trabajo: En este estudio se utilizaron las muestras
obtenidas de animales sanos, que no tenjan antecedentes de enfermedades
cronicas i adquiridas del tejido conectivo, y que su sacrificio haya sido
determinado con fines experimentales o que hayan sufrido algin
traurnatismo que les cause la muerte, pero sin involucrar el fémur derecho o
izquierdo.

Muestra: Sé utilizaron tres especimenes de cada modelo animal,
haciendo un total de 15 muestras. Por consideraciones éticas, los
especimenes humanos sé obtuvieron de un anfiteatro (Facultad de Medicina
UNAM) que contaba con material disponible, ieniendo cuidado de obtener
mformacion referente a las caracteristicas propias del especimen.

... Hdentificacion y definicion de variables: En este estudio se considerd
como variable independiente al tejido 0seo de modelos animales. Esta
variable es de tipo nominal y con fines de operatividad se le consideré como
aquel tejido obtenide del fémur de rata, cobayo, congjo, perro y humano.

La variable dependiente fue considerada como las caracteristicas
ultraestructurales y de composicion quimica, esta es una variable de tipo
cuantitativo que debido a las diferentes etapas y pruebas tendra valores y
significados diferentes. Con fines de operatividad, a continuacion se describe
cada una de las variables.

Textura: Es la caracteristica de superficie que se determina por la
continuidad de la misma, observandose Ia existencia de porosidad.

Composicion Quimica: Es la constitucion mineral expresada por la
existencia de elementos quimicos, esta se determinara por el microanalisis
de Rx.

Grupos funcionales.- Es la organizacién de los elementos expresada
por los enlaces quimicos identificados por las intensidades de absorbancia en
el espectro infarrojo en ¢l rango de 400 a 4000 cm™.

Preparacién de las muestras:
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Todos los especimenes fuer6n almacenados en solucién de formaldehido al
10%, después se cortaron con un disco de diamante y refrigeracion con agua
desionizada, el sentido del corte fu€ longitudinal y trasversal para obtener las
observaciones segin la cara que deseaba analizarse. La orientacién de los
cortes se encuentran esquematizados en la figura 1.

Fig. 1. Corte de hueso observado en sentido transversal (3} y longitudinal (2). (Barks W1, 1986)

En la realizacién de este trabajo se tomaron en cuenta las distintas técnicas
instrumentales (Willard H, et.al, 1991). A continuacion se describe cual es la
caracteristica estudiada y el medio empleado.

Textura: Para ¢l estudio de esta caracteristica se empleé un microscopio
electronico de barrido (MEB) marca JEOL-5200. Los materiales en su forma
original se colocaron en portamuestras y adheridos mediante cinta recubierta
de carbdn, después se llevaron a evaporar y fueron recubiertos de oro para
ser observados posteriormente en un microscopio electronico de barrido, los
datos que se obtuvieron son: tamafio y forma de los poros.

Porosidad: Los materiales en su forma granular original se colocaron en el
recipiente portamuestras del MEB sc¢ tomardn fotografias en aumentos
variables, y posteriormente se calculd la distribucion, densidad y tamafio de
los macroporos, tomando como medida individual ia escala de cada

fotografia.
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Presencia de grupos funcionales CO; y PO,.- Los materiales s¢ trituraron
mediante un molino de bolas y luego en un mortero de dgata. Después I mg
de este material se mezclé con 300 mg de KBr y en un pastillador se
sometieron a una presion de 10 a 12 mil kg/em®. Las pastillas que se
obtuvieron se corrieron én un espectroscopio infrarrojo de Transformada de
Fourier, observando las bandas de absorcién con modo de absorbancia en
605 cm™ que corresponden a las bandas del PO, y al de 1410 em’ que
corresponde a ta det CO4.

Composicidn elemental - Esta determinacion se llevé a cabo mediante el
microanalisis de rayos-X, el cual esta incorporado en el microscopio
electronico de transmision, donde se hizo el analisis medianie el EDAX.

Determinacion de fases.- Esta se llevo a cabo mediante la observacién por
técnica de polvos en un difractometro. De la muestra triturada se tomo una
cantidad suficiente para ser colocada en el portamuestras, y se hizo un
barrido de 0° a 70° del 26 para observar la los picos de difraccidn en los
hkl 00y correspondientes a la hidroxiapatita y al carbonato de calcio.

MATERIAL:

Recursos Materiales: Portamuestiras para MEB, mortero de igata, espatlas
de acero inoxidable no magnéticas, portamuestras para difraccién de polvos,
cajas de petri, frascos de 100 mi. y 500 mi. con boca ancha.

Recursos quimicos: Bromuro de potasio (KBr) grado infratrojo, acetona,
hipoclorito de sodio al 15%, pintura de plata.

Egquipo: Espectroscopio Infrarrojo Nicolet, Microscopio Electrénico de
Barrido JEOL.5200, Difractometro Siemmens D-5000, Microscopio
Electrénico de Transmision, Computadora personal € impresora.

Biologicos: Tejido oseo de animales que cumplan con los criterios de
participacién ya establecidos y obtenido en condiciones donde se conozea su
procedencia.



Infraestructura. Para el desarrollo de este proyecto se contd con el
Laboratorio de Biomateriales de la Divisién de Estudios de Posgrado e
Investigacion, de la Facultad de Odontologia, y de los Laboratorio de
Microscopia Electrénica, Materia Condensada y Fisica Aplicada y
Tecnologia Avanzada, todos ellos del Instituto de Fisica de la UNAM.

TECNICAS DE CARACTERIZACION.

Microscopio electrénico de barrido (MEB): El microscopio electrénico de
barrido, es un e¢lemento poderoso que permite la observacién y
caracterizacion de materiales organicos e inorgénicos heterogéneos; se
emplea eficazmente para analizar y explicar correctamente los fendémenos

gque ocurren en escala microscopica y submicroscépica {Goldstein,
JL.,1981)

El mecanismo fundamental de funcionamiento del MEB es que e} 4rea que
se va a examinar es iradiada con un haz de electrones finamente enfocados,
¢l cual es arrastrado sobre la superficie del especimen. Los tipos de sefales
producidos cuando el haz de electrones se encuentra con la superficie del
especimen incluyen clectrones restrodispersados y secundartos, rayos X
caracteristicos v fotones de varias energias. Estas sefiales son obtenidas de
volumenes de emisién especificos dentro de muestras y pueden ser
utilizados para examinar muchas caracteristicas de las mismas. {Barrios-
Paredes, R A., 1982; Jenkins, R. 1976).

En el microscopio electronico de barrido (MEB), las seiiales de mayor
interes son las emisiones secundarias, porque varian como un resuitado de
diferencias en la topografia superficial y composicional. Como el haz de
electrones es bamrido a través del especimen la emision secundaria es
confinada a un volumen cercano al area de impacto del haz, permitiendo que
las imagenes sean obtenidas en resolucion relativamente alta. La apariencia
tridimensional de las imagenes es debida a la gran profundidad del campo
del microscopio electronico de barrido asi como al efecto de sombra del
contraste secundario de electrones. (Goldstein, J. 1981; Qatley, C.W., 1972).
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Preparaciéon de la muestra:

Los especimenes se prepararon en forma granular y otros en fragmentos
grandes obtenidos por la fractura de los huesos, una vez determinados los
tamarios de los especimenes que se observaron, se lavaron y desengrasaron
con un solvente contenido en un limpiador ultasénico, en nuestro método ¢}
sotvente utilizado fue la acetona de 99.5% de pureza, aunque también podria
haberse utilizado el alcohol o el leno por poseer las mismas caracteristicas,
Fué necesaria la remocion de contaminantes organicos ¢ inorganicos que
pudieran tener un efecto adverso en la emision secundaria de electrones; ia
materia organica se etiminé desde la primera etapa cuando se le sumergié ¢n
mpociorito de sodio.

Se cubrié la superficie de la muestra con una pelicula delgada de oro,
mediante la técnica de evaporacion al alto vacio. Las muestras se observaron
en - el “microscopio electidnico de” barrido (JEOL, JSM-5200) del
Departamento de Fisica Experimental del IFUNAM.

1 Electrones Secundarios 5 Electrones Auger

2 Electrones Retrodispersados 6 Rayos-X

3 Haz Incidente 7 Electrones Absorvidos

4 Muesira 8 Electrones Difractados
3 Electrones Tranamitidos

Fig. 2. Esquema de las sefiales formadas en el microscopio electrénico de Barrido cuando
el haz de electrones incide en la superficie de la muestra.
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Microanalisis de Rx (MRx): Este aparato utiliza un detector de rayos-X de
estado solido en un microanalizador de haz de electrones. Esta basado en ia
determinacion del flujo de rayos-X por un desconocido relativo a otro de un
estandar adecuado, para determinar la composicidn quimica presente en
regiones tan pequeiias como unas micras de diametro. Los estandares mas
facilmente obtenibles son aquellos de los elementos puros.

Los principios operativos son que la sefial de la muestra pasa a través de una
ventana delgada de berilio en un detector. La clave para comprender como
trabaja un especttometro de energia-dispersiva (Energy-Dispersive
Spectrometer, EDS) es reconocer que los pulsos del voltaje producidos por
el detector son un promedio proporcional en tamafio para atraer la energia
foton de rayos-X.

Preparacién de las muestras:

Se prepararon especimenes de rata, cobayo, conejo, perro y humane para ser
llevados a un microanalizador contenido en un microscopio electrénico de
Transmision (TEM, JEOL-100CX) con aditamento EDS (Energy-Dispersive
Spectrometer) Kever, del Laboratorio de Microscopia Electronica del
IFUNAM, se obtuvierén las graficas en las cuales se cotejaron los resultados
con los datos del sofware de la microsonda.

Analisis de difraccion de Rayos-X (DRx): Los anilisis de rayos X, se
considera como un procedimiento espectroscopico, porque en términos
generales, fundamentan su estudio en la comelacién de la composicién
elemental como las variaciones de la intensidad especificas en el espectro de
emision o absorcién del especimen excitado (Jenkmns, R. 1976); esto
significa que, el principio basico de este anlisis es que los materiales estin
constituidos de diversos compuestos que se organizan en cristales, los cuales
tienen un comportamiento caracteristico cuando son expuestos a un haz de
rayos X, por lo que se establece que una muestra cristalina difractara los
rayos X, obedeciendo a la ecuacion de Bragg (Davison, 1980):

2dp5end = nA



Esta ecuacion mvolucra cuatro variables: La distancia interplanar dyy que
normalmente se desea determinar; el angulo (8), la longitud de onda (A) y n,
que en un experimento es un ndmero natural que puede tomar cualquier
valor. Las reflexiones de orden superior pueden ser detectadas siempre y
cuando se mantenga la relacion:

para angulos muy pequeiios los valores de dyy se vuelven muy grandes; las
reflexiones de mayor orden estan en angulos mas grandes que los
correspondientes a reflexiones de mayor orden. La duy més pequeiia que se
puede detectar se puede inferir a partir de ia densidad de n<2dy / n<2d,; / A
haciendo n=1; obteniendo una minima det orden de A2

Preparacién de las muestras: - - - -

El analisis del material por medio de los rayos X se realizd en muestras
preparadas en forma de polvo, las muestras se molieron en un mortero y se
trifuraron con un pistilo de agata hasta lograr polvo fino. Los polves asi
preparados se colocaron en un portamuestras de vidrio.

Para el analisis de las muestras en este estudio se empleo un Difractometro
Siemens D 5000 con dnodo de cobre del Departamento de Estado Solido det
IFUNAM.

Espectroscopia infrarroja (FT-IR): El espectro infrarrojo (IR) es causado
por los diferentes modos de vibraciones y rotacion de grupos funcionales de
un compuesto. La banda de absorcidn en el espectro IR se origina cuando
una molécula es elevada de un nivel de energia a ofro de energia mas alta
debido a la absorcion de la radiacion (Parker, FS., 1983). Las posiciones de
las bandas , estin expresadas en centimetros reciprecos (cm™) y son
proporcionales a la fuerza constante, f, entre los 4tomos o grupos de Atomos
habiendo reducido la masa, p (LeGeros R.Z., 1991).

Todos los espectrometros de IR tienen una fuente de radiacién infrarroja, la
que es comunmente utilizada para algunos materiales solidos calentados a la
incandescencia por una corriente eléctica (Coithup N.B., Daly LH &
Wilberley, 1990).
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Preparacién de las muestras:

Para ¢l analisis de espectroscopia inframroja, se utilizo el FT-IR del
laboratorio de Caracterizacion Optica del departamento de Fisica Aphicada y
Tecnologia Avanzada del INFUNAM. Las muestras fueron trituradas y
molidas con un mortero de agata para obtener moliendas muy finas de los
huesos. Las muestras fueron suspendidas en bromure de potasio (KBr) para
ser llevadas al aparato y ser analizadas con técnica de reflectancia difusa.
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RESULTADOS.

En esta investigacion se analizarén 15 especimenes, 3 de cada modelo
animal. En todos los casos el andlisis por las distintas técnicas
instrurnentales fué realizada cada muestra, es decir no se hizo la mezcla
entre los distintos especimenes.

* l.os modelos animales utilizados fueron el fémur de la rata, el cobayo, el
conejo, el perro v el humano. La seleccidén y obtencién de cada uno de los
especimenes implicéd dificultades debido a que deberian tomarse en
cuenta las consideraciones éticas y biologicas para obtenerlos, de esta
manera, ios especimenes de rata, cobayo, conejo y perro ne fué dificil
obtenerlo de bioterios que aseguraban la catidad de fa muestra. En el caso
del hueso humano, éste fué obtenido del anfiteatro de la Facultad de
Medicina de la UNAM.

Microscopia de Barrido (MEB):

» RATA

En su parte interna, el tejido éseo de la rata presenta una textura lisa a bajos
anmentos (X200). El tejido es compacto tomando en cuenta que ¢l fémur de
este especimen es el mds pequefio de todos los estudiados. En la
fotomicrografia la. se observa que los poros estan muy delimitados
(circulares) y en abundancia, la densidad en estas muestras fué de 52
poros/mmz, (tabla 1), esto fué constante en estas muestras. La distribucién
es uniforme y la distancia entre los poros se encuentra en un rango de 50 a
190um, interpretandose la primera como la distancia minima y la segunda
como la maxima entre la separacion entre los poros. El diametro de los poros
es variable (foto 1b), ya que observan poros pequeflos de 8um de didmetro,
unos medianos de 10um y unos mas grandes de 15pm. En todas las
muestras observadas la forma esta bien definida.

En la parte externa se aprecia una variabilidad en el tamafio y forma de los
poros (foto 1¢) la densidad de la misma fué determinada en 56 poros/mm’, y
la distribucién no se observa dentro de un patrén, es mds, la distancia entre
los poros, se encuentra en un rango desde 25um hasta 250pm (tabla 2). El
tamafio de los poros vano al igual que en la parte interna, observandose en
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este caso diametro de hasta Sum de los mas pequefios; los medianos de
15um y los mas grandes de 40pm.

El andlisis de la superficie porosa reveld una apariencia irregular (foto 1d)
caracteristica del hueso medular; en la distancia de los poros no se determina
mientras que el didmetro variaba desde unos muy pequefios de menos de

10pm hasta unos muy grandes de mas de 100um. Los poros pequefios se
encontraban sobre las paredes del hueso.
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1. Fotomicrografia del tejido seo de rata visto en microscopio electrénico de barrido
(JEOL-5200) en diferentes aumentos y zonas.

1a. Parte interna del fémur de rata visto a un aumento de X200 donde se observa poros
circulares bien delimitados.

1b. Parte interna vista a un aumento de X1000 donde se observa sus poros pequefios v
variables con forma delimitada.

Ic. Parte externa vista un aumento de X200 donde se observa variabilidad en el tamafio de
SUS poros.

1d. Parte porosa vista a un aumente de X200 donde se observa con apariencia frregular y de
diametro variable.
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» COBAYO

En su parte interna presentd una textura menos lisa, se observa entre
esponjoso y compacto el material 6seo. A bajo aumento el tamafio del hueso
es un poco mas grande comparado con el de la rata, sus conductos estan
delimitados y el hueso se observa distinto al descrito con anterioridad. En la
fotomicrografia (foto 2a) sus poros presentan una forma muy irregular, y son
ovalados, la densidad que presento en esta muestra fué de 120 poros/rmnz.
En su superficie se observa muy irregular. La distancia de Jos poros se
encuentra entre un rango de 50 a 90pm. El didmetro de los poros varia ya
que observamos que los mas pequefios miden 10um y los mas grandes
25pm, en estos poros no se aprecia una forma muy bien definida.

En la parte externa se observa una superficie rugosa vy el hueso se ve menos
compacto que el de la rata y mas esponjoso que el de congjo, el cual se
describira posteriormente. La densidad de la muestra es de 32 poros/mm’
(foto 2b). Sus poros son menos delimitados y no se observa una
circunferencia muy notable. La distancia de los poros presenta un rango
entre 220 a 350um. Su tamafio de poro tiene una medicion de 30um de
diametro los mas grandes, y de 10pm los mas pequefios. En su forma son

muy iregulares, y ovalados con superficie irregular.

En su parte porosa, el hueso es muy ¢sponjoso, el tamaifio del poro varia, ya
que presenta distintos tamafios de longitud midiendo los mas grandes de
300um (foto 2c), los poros medianos miden 150um, y los poros mas
pegueiios que miden 30um. Se observa que los poros son muy delimitados,
tienen una forma circular que en comparacion con el hueso de rata cambia
en la delimitacion de los conductos y el tamaiio; presenta una superficie muy
wregular al igual que en su parte externa, vy la distancia entre los poros se
encuentra entre 250pm.
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2. Fotomicrografia del tejido dseo de cobayo visto en microscopio electrnico de
barrido (JEOL. -5200) en diferentes aumentos y zonas.

2a. Parte interna del fémur de cobayo visto a un aumento de X200 donde se observa
con poros de forma irregular y ovalados.

2b. Parte externa vista a un aumento de X200 donde se observa una superficie rugosa
y poros bien delimitados.

2¢. Parte porosa vista un aumento de X75 donde se observa hueso muy esponjoso y
variacion del tamafio del poro.
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» CONEJO.

La parte interna de este especimen presenta una supetficie irregular y rugosa
(foto 3a) en comparacién de los huesos de rata y cobayo, y en su tamaiio es
mas grande que los anteriores. Tiene una densidad de 80 poros/mm’
observandose tres diferentes tamafios de poros. La distancia entre los poros
se encuentra en un rango de 80 a 100um. Los més grandes mudieron 50um,
los poros medianos tuvieron una medicion de 25um, y los poros mas
pequefios presentarén un didmetro de 12um con una forma irregular En
cuanto al tejido 6seo es muy e€sponjoso, sus poros no presentan una
delimitacion, ya que como describimos anteriormente el hueso es demasiado
€sponjoso.

En la parte externa, s¢ observa un tejido 6seo muy compacto, s le ve poco
trabeculado 6seo y sus conductos son mas difusos en comparacion de las
muestras anteriores (foto 3¢). En los poros se observa una densidad de 72
poros/mm’. La distancia entre los poros se encuentra en un rango de 50 a
100pm con una longitud de 40pum de didmetro en sus poros mas grandes, y
de 3um de diametro en sus poros més pequefios, en algunas zonas la
superficie se ve mas lisa (foto 3b).

En su parte porosa es muy semejante al hueso del cobayo, sin deferencias

muy notables en cuanto a sus poros y tamaio de los mismos (foto 3d).
Presenta una distancia entre los poros de 50 a 100pm aproximadamente.
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3. Fotomicrografia del tejido dseo de conejo visto en microspcopio electrénico de
barrido (JEOL-5200) en diferentes aumentos y zonas

3a. Parte interna del fémur de conejo visto a un aumento de X200 observandose los tres
tamafios diferentes de poros.

3b. Parte externa vista a un aumento de X1000 observandose con algunas zonas de
superficie lisa.

3c. Parte externa vista a un aumento de X200 donde se observa conductos muy difusos.
3d. Parte porosa vista a un aumento de X200 donde se observa una semejanza al hueso
de cobayo.
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» PERRO.

La parte interna de este especimen presenta mucha semejanza al hueso de
humano debido a que tienen la misma textura y forma del tejido éseo. Su
superficie es mas esponjosa en comparacion con los otros especimenes,
presenta muchas trabéculas al igual que el hueso de humano, y aunque tiene
poros menos simétricos, presenta una densidad de 72 poros/mm’” (foto 4a), y
una distancia de los poros de 80pm con un tamafio de 100um de diameto en
los poros mas grandes, de 25pm de didmetro en los poros medianos y de
10um en los poros mas pequefios (foto 4b).

En la parte externa se observa bastante trabeculado éseo, con algunas zonas
de hueso compacto en la mayor parte de la muestra y pocas zonas de
esponjoso. Sus poros se ven menos delimitados que, en el de humano;
presenta una densidad de 30 poros/mm2 con una distancia de los poros en un
rango de 30 a 60um; se observan dos tamafios de poros en donde los mas
grandes tienen una medicion de 150um de didmetro y comparandolos con
los mas pequefios se observa una diferencia muy notable ya que los
pequeiios tienen una medicion de 40um dedidmetro (foto 4c).

En la parte porosa presenta semejanza al hueso de humano, ya que tiene una
apariencia esponjosa y los poros no son simétricos, €n esta parte €s muy
diferente al de los demas especimenes. La distancia de los poros se
encuentra entre 15 y 40um, el tamafio de! poro es muy varable ya que
presenta poros grandes y ovalados con un didmetro menor de 250um y
diametro mayor de 500um, en los poros medianos miden 150pm de
diametro o mayor de 200um, en los poros pequefios miden 70um de
diametro (foto 4d) y son mas difuses comparado con el humano.
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4. Fotomicrograia del tejido 6seo de perro visto en microspopio electronico de barrido
(FJEOL-5200) en diferentes aumentos y zonas

4a. Parte interna del fémur de perro visto a un aumento de X200 donde se observa una
superficie esponjosa y poros asimetricos.

4b. Parte interna vista a un aumento de X50 donde se observa poros mas pequefios.

4c. Parte externa vista a un aumento de X350 donde se observa algunas zonas de hueso
compacto y detras hueso esponjoso.

4d. Parte porosa vista a un aumento de X50 donde se observa tamafio del poro variable.



> HUMANO.

En ia parte interna como se mencion6 en la descripcion anterior, el hueso del
humano tiene semejanza con ¢l del perro, de acuerdo a su textura y forma.
Presenta una superficie muy plana. En cuanto a sus poros guarda cierta
similitud al del perro, sélo que en este especimen son més simétricos y
presentan mayor delimitacién, tienen una densidad de 96 poros/mm’. (foto
5a). La distancia de los poros se encuentra en un rango de 20 a 30um,
presenta distintos tamafios de poros en donde los poros chicos miden 10pm
de didmetro, y los poros grandes tienen una diferencia muy notable de
didmetro en la que mide hasta 100pm de didmetro. Su superficie es muy
irregular como se presenta en la foto 5b.

En la parte externa el hueso prenta una densidad de 108 poros/mm? (foto 5¢),
presenta didmetros variables mayor de 200pm y menor de 50pum en sus
poros mas grandes, mientras que en sus poros més pequefios miden 10pm de
didmetro. La distancia de los poros es de 100pm. El hueso es muy compacto
con mucho trabeculado 4seo, se observa una superficie muy lisa y forma
irregular.

En la parte porosa al igual que la muestra anterior (perro), presenta una
apariencia muy esponjosa y los poros son mucho mas amplios y definidos
(que en cualquiera de las ofras especies analizadas) y sus delimitaciones son
mas notables, presentan un diametro de 500um, con una forma uregular,
llegando a medir inclusive cerca de Imm, la pared de los conductos es
compacta, y la distancia entre los poros llega a ser de 30 a 120um. -

En ia tabla 1 se encuentran concentrados los datos relativos a la densidad de
los poros en cada especie animal, encontrandose su distribucién tanto en Ia
parte interna como en la externa de cada una de las especies. La tabla 2
contiene los datos relativos al tamafio del poro, se encueniran descritos en
base a los parametros de: poros chicos, medianos y grandes. En la tabla 3 se
observan los datos relacionados a la distancia entre los poros. Es importante
mencionar que estos pardmetros son arbitrarios, ya que desde el punto de
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5. Fotomicrografia del tejido 6seo de humano visto en microscopio electronico de barrido
(JEOL-5200) en diferentes aumentos y zonas

Sa.Parte interna del fémur de bumano visto a un awmento de X200 observandose poros
simetricos y delimitacion de distintos tamafios.

$b. Parte externa vista a un aumento de X200 donde se observa una superficie irregular.

5C. Parte externa compactra vista a un aumento de X200, donde se observa hueso muy
compacto, de superficie lisa e irreguiar.

5d. Parte porosa vista a un aumento de X50 donde se observa poros amplios y definidos.
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Modelo {Densidad (/mm>

Animat Parte Parte
interna extema
Rata 52 56
Cobayo 120 32
Conejo 80 72
Pemmo 72 30
Humano 96 108

Tabla 1. Distribucion de la densidad
de los poros en los distintos
modelos al_)imaies.

Modelo Tamaio del Poro }
Animal Chico | Mediano | Grande
-8 10 15
Rata (E--5 15 40
P—10 nd 100
10 nd 25
Cobayo 1E-10 nd 30
P30 150 300 :
12 25 50
Conejo {E-3 nd 40
P-nd nd n.d
1-10 25 100
Pemro |E-40 nd 150
P70 150 200
110 nd 100
Humano |E-10 50 200
P nd n.d nd

Tabila 2. Tamatio de los poros de distintos
modelos de anEnates.
I: Parte intema
E : Paste Externa
P : Parte Porosa
n.d : no determinada
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Modelo

Distancia de los Poros

Animal (um)

- " P.interna { P.Externa | P.Porosa
Rata 50-190 25-250 nd
Cobayo 50-90 220-350 250
Conejo 80-100 50-100 50-120
Perro 80 30-60 15-40

Humano 20-30 100 30-120

Tabla 3. Distancia de los poros de distintes
modelos animales
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Difraccion:

El andlisis de estos especimenes, se Hevéd a cabo en corridas de § a 70°. En
cada uno de ellos se determind la relacion de cuentas por segundo (cps) vy la
distancia con respecto af dénguio 26, independientemente de los resultados que
se obtuvieron, éstos fueron cormparados con los parametros establecidos para
la hidroxiapatita (JCPDS 9-0432), revisandose €l Akl y el 4ngulo 20 y las
cuatro principales intensidades caracteristicas, es decir 100 (31.774), 60
(32.197), 60 (32.902), 40 (25.879) y 30 (46.713) asi como también la
correspondiente al 10CaCO,; (JCPDS 5-586), 6CaCO; (JCPDS 41-1475),
CaCO;-Mg (JCPDS 43-697) y el Cas(PO4)OH (JCPDS 9-77).

Los difractogramas obtenidos en un difractémetro Siemmens D5006 con
anodo de Cu y lambda de 1.54056, mostrarén poca diferencia entre las
distintas especies, encontrando las intensidades caracteristicas para la
hidroxiapatita segfm ¢l JCPDS de referencia. En el caso del especimen de
rata, la ligera desviacion de las distancias no representa una desviacion arriba
de una déctma con respecto a la referencia (figura 3).

Tanto en el cobayo (figura 4) como et conejo, los difractogramas obtenidos
muestran los picos caracteristicos de la hidroxiapatita, aunque también hay
una variacibn de menos de una décima con respecto a los valores de
referencia.

En los especimenes de conejo asi como en el de la rata no se observa la
presencia de mtensidades diferentes a la hidroxiapatita (figura 5), aunque la
intensidad de los principales picos en estos especimenes no es tan manifiesta,
1o que puede ser debido a una diferencia a la cristalinidad como en ¢l caso del
conejo y la rata (figara 6).

Los difractogramas del perro muestran que la composicién es hidroxiapatita
sin la presencia de alguna otra fase cristalina. En la figura 7 comrespondiente,
se muestran las distancias con respecto a 206 en las que hay una
correspondencia idéntica con fos picos de referencia.
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El hueso humano fu el especimen en el cual se obtuvierén los picos més
representativos y marcados que en Ias otras especies, en la figara 6 se aprecia
gran cristalinidad del material y la composicion Gnica correspondiente a la
hidroxiapatita.

Infrarrojo:

Los espectros obtenidos en el espectrometro de FT-IR muestran la presencia
de grupos funcionales correspondientes al (POy), COs y OH . El comrido de
las muestras se hizo en un rango de 400cm™ a 4000cm™ y en todos los casos
se observar6n la presencia de bandas de absorcion caracteristicas para dichos
grupos funcionales. Los espectros no variaron de una a ofra especie, sin
embargo lo mas notable entre los espectros fué la diferencia entre la
mtensidad cuando se observaba en transmitancia.

Enla ﬁgﬁa 9 se encuentra representada la comparacion entre la muestra de
rata, cobayo y conejo, en ¢lla se puede apreciar la gran similitud entre estas
especies.

Los espectros obtenidos para las muestras de hueso de perro y humano
muestran un espectro similar a los especimenes, siendo notable la expresion
de las bandas correspondientes al COs y al PO,.(Figura 10y 11)
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Microanilisis.

El analisis elemental realizado en las muestras del hueso de los distintos
modelos animales permitié determinar el contenido porcentual en peso de los
principales clementos del hueso, entre estos se determiné el Ca”, P*, Mg,
Na, ya que son los que se encuentran ¢n mayor proporcion en este tejido.

Las graficas muestran las relaciones de las longitudes de onda caracteristicas
de cada una de los elementos. En la grafica 9 se encuentran los espectros de
la longitnd de onda para el Ca™, P, Mg*? y Na tanto del hueso del perro,
cobayo, rata y congjo; en todos ¢llos se identifican facilmente la precencia de
Ca'? y P*, sin embargo la presencia de elementos extrafios tales como Na y
CI™! parecen ser consecuencia del proceso de preparacion de la muestra, més
que parte integrante del hueso. En la tabla 3 se encuentra concentrada la
. proporcién porcentual cualitativa de la concentracion del Ca/P, es decir el
cociente de la relacion elemental de estos dos componentes de la
hidroxiapatita.

En dicha tabla se aprecia que la media de la relacién Ca/P se encuentra en un
rango de 1.97 a 2.25 entre las distintas especies, siendo el perro la especie
(1.97) que se acercé mas a la proporcion de 1.67 de Ia estequiometria de fa
hidroxiapatita.

El espectro del microandlisis del hueso de humano también tmostrd los
clementos basicos de la hidroxiapatita. Sin embargo, también se observaron
trazas de Al”, Si**y CI"*, los cuales pueden intepretarce como contaminantes
de la muestra que se incorporaron durante la preparacion. El cociente Ca/P en
el hueso humano fué de 2.245, lo cual estd muy alejado del 1.67 de la
hidroxiapatita de referencia. (Tabla 4).
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Modelo Relacion Total Media

Animal CaK PK CakiPK CalP

Rafta 4292 19.01 2.25 2.25
38.09 18.22 2.09

Cobayo 2155
4 - - 40.48 18.23 2.22
41.38 18.75 22

Conejo 2.27
43.03 18.35 2.34
27.86 14.34 1.92

Perro 1.97
29.44 14.51 2.02
31.85 13.77 2.31

Humano 2.245
36.6 16.74 2.18

Tabla 4. Composicion cualitativa del hueso de los

distintos modelos animales
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DISCUSION:

El desarrollo de material de injerto mvolucra necesariamente la prueba de
estos materiales en los tejidos donde seran colocados, es decir la realizacion
de prucba de boicompatibilidad ya sean en modelos in vive o in vitro (Stanley
HR, 1990). En el caso de los modelos in vivo no se ha determinado alguna
diferencia en cuanto la respuesta que puede provocar la colocacion de un
material extrafio, es decir, que el mismo material puede establecer diferencias
de respuesta en funcion de las diferencias de composicion quimica y de
propiedades fisicas del tejido Gseo en cada especie anmmal.

La respuesta observada en los materiales de reparacion y sustitucion Osea
claborados ya sea de recursos naturaies, como en el caso de la hidroxiapatita
y coralina (Interpore™, Osteon™) (Holmes RE, 1988), la hidroxiapatita
derivada de algas (Arglpore ) o de cualquier otro recurso natural (Araiza
MA, etal, 1996), asi como las elaboradas por via sintética (SyntograﬁTM _

Ostegraftm) han sido probados en animales presentan aceptacion, sin
embargo, en ninguno de los casos se ha determinado la influencia que pueden
gjercer las caracteristicas fisicas y quimicas de cada una de la especies que
han sido utilizadas. Esto aspecto adquiere gran relevancia cuando
considerando que aunque quimicamente todos los especimenes estan
compuestos de la misma sustancia, es decir la hidroxiapatita, la presencia de
compuestos adicionales puede conferirles propiedades distintas. En la
cornpracion del analisis quimico obtenido por MRx se aprecia primero una
diferencia en la media del cociente Ca/P entre las distintas especies, es decir
se encuentran alejados de 1.67 determinado por la hidroxiapatita de
referencia. Esta variacién puede ser explicada por la presencia de fases
calcicas difrentes a la hidroxiapatita, es decir la existencia de especies de
carbonato, que en cantidades significativas puedan estar presentes. El Mrx se
detecta muy debilmente la presencia de C, y es por ello que podemos
interpretar su presencia en el matenal. Esta diferencia puede ser significativa
para la composicion de la hidroxiapatita, el comportamiento biolégico podria
ser afectado cualitativamente por la presencia de los carbonatos y otras fases
cristalinas, aunque sus valores se encuentran dentro de los parametros ya
reportados por LeGeros (1991) y Mc Connel (1970).
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La diferencia en la presencia de carbonato lo comprobamos al analizar los
espectros de infrarrojo de cada una de las especies ya que en todos ellos es
evidente la presencia de la banda de intencidad en el 1410 a 60 cm’, fo cual
demuestra la existencia de carbonatos en cada una de las especies.

Uno de los principales factores considerados para el desarrollo de los
biomateriales es la porosidad que deben poseer, es decir que reproduzcan el
diametro promedio observado en ci tejido 6seo humano, el cual considera
enire 100 y 150 um (Holmes RE, 1988). Sin embargo, apesar de que existen
materiales que consideran este diametro de poro, tal como el Interpore y el
Proosteon, algunos otros consideran que el didmetro minimo debe oscilar
entre 30 y 50 pm (Algipore) (Kasper KC, 1988). Esia variabilidad en ios
materiales podria ser explicada por {a diferencia en la respuesta celular que se

puede provocar. En este estudio se determino el didmetro promedio del tejido
" 6seo asi como la distribucién y densidad del mismo encontrando-diferencias -
importantes entre cada especie. Este aspecto es importante por qué aunque
los modelos animales pequefios han sido muy utilizados, la distribucién de
los poros asi come su tamafio es muy variable y alcanzan muy cercanamente
los parametros del hueso bumano sélo cuando son animales maduros, esto
quiere decir que el momento en que deben ser empleados es cuando son
adultos y sus procesos celulares son maduros. La especie animal que mostré
mas similitudes en 1a distribucion y tamafio de los poros en €l tejido dseo fue
el perro, es por ello que es el modelo que mas se asemeja, por lo menos en
estas caracteristicas, en cuanto al nitmero de poros al hueso humano, también
es el que presentd mayor densidad en la superficie externa que cualquier otra
especie. Estas caracteristicas corroboran la informacién respecio a la
confiabilidad del perro como modelo animal en pruebas de
histocompatibilidad {Vriesendorp, HM, 1986). Sin embargo cuando se
determiné hacia la parte interna, el cobayo fue [a especie que mostro mayor
densidad (120 p/mm’). Es importante recordar que la densidad, asi como el
tamatio de los poros, son los determinantes de la regeneracion y paso de
componentes y sustancias celulares.

Una de las principales caracteristicas gue determinan la respuesta ya sea del
material o del tejido receptor es la superficie, y ésta estara relacionada con la
densidad y tamaiio de los poros. En este estudio, el analisis de la textura entre
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las diferentes especies bajo el microscopio ¢lectronico de barrido mostrd las
caracteristicas de superficie estan en contacto con los materiales que son
implantados, aunque la composicion quimica fundamental del hueso en las
diferentes especies es la hidroxiapatita, como principal constituyente,
también pudieron ser establecidas diferencias en cuanto a la distribucion,
densidad y tamaiio del poro, asi también como diferencia en la composicion
elemental del hueso, encontrandose cocientes Ca/P muy por arriba de 1.67
descrito para la hidroxiapatita, interpretandose el exceso de calcio como la
existencia de fases cilcicas en forma de carbonato, y la presencia de trazas de
A1, Si*, y CI'! como contaminantes incorporados durante la preparacion de
las muestras. En conimto estas diferencias fisico-quimicas podrian
determinar diferencias en el comportamiento del huésped en relacién con los
materiales de implante es por ello que es necesario continuar con lineas de
_investigacion dirigidas a clarificar esta posible relacion.
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CONCLUSIONES:

1. Se determinaron diferencias en las caracteristicas fisico-quimicas en las
distintas especies animales.

2. El perro es ¢l modelo animal que posee las caracteristicas fisico-quimicas
més cercanas al humano.

3. El cociente de la relacion Ca/P en todos los modelos animales fue mayor
al.67

4. En todos los especimenes estudiados existe una gran proporcion de
CaC03_
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