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ORIGINAL

Implantacion de hidroxiapatita-lignina en canal medular
de conejos: evaluacion macroscopica y difractografica

Implantation of hydroxyapatite-lignin in the medullary canal of
rabbits: macroscopic and difractografic evaluation
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RESUMEN

Objetivo. Evaluar macroscépica y difractograficamente la respuesta dsea al compuesto hidroxiapatita-
lignina implantado en canal medular tibial de conejos. Materiales y métodos. Se utilizaron 20
conejos de raza Nueva Zelanda, en cada uno, la tibia izquierda fue tratada con compuesto vy la
tibia derecha no fue, sirviendo como control. Se realizé una falla ésea de 4 mm de didmetro en la
superficie lateral proximal tibial, hasta alcanzar el canal medular. Del compuesto, 1000 mg fueron
ablandados con 10 gotas de solucidén salina utilizando parte de la masa para revestir la rosca del
clavo intramedular de Schanz en acero F 138, de didmetro 2.5 mm para hueso cortical y la otra parte
introducida en el canal medular con el auxilio de catéter calibre 16 y jeringa. El clavo revestido se
introdujo al canal medular por la falla ésea. Los planos anatémicos fueron suturados. Lo mismo fue
realizado en el control, sin utilizacién del compuesto. La evaluacién macroscopica y difractografica del
contenido medular y del material que crecié en las rocas de los clavos se hizo a los ocho, 30, 60, 90
y 120 dias pos-cirugia. Resultados. Con cada fecha de evaluacidon la tendencia de la medula dsea
en los tratados fue a regenerarse y la del compuesto a perder visibilidad, lo que se demostré con la
difraccion de rayos X, encontrandose tejido con cristalinidad compatible con el componente mineral del
hueso. Conclusiones. El compuesto puede guiar la formacion de hueso hasta el clavo intramedular
sin afectar la regeneracion de médula ésea.

Palabras clave: Clavos, evaluacién, hidroxiapatita, médula ésea (Fuente:CAB).
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ABSTRACT

Objective. Macroscopically and diffractografically evaluate bone response to hydroxyapatite - lignin
compound implanted in rabbit tibial medullary canal. Materials and methods. 20 New Zealand rabbits
were used. Each of their left tibias was treated with the compound; the right tibias were not treated,
serving as control. Bone fracture of approximately 4 mm in diameter in the lateral proximal tibia was
performed, reaching the medullary canal. From the compound, 1000 mg were dissolved in 10 drops
of saline solution using part of the mass to cover the twisted end of the intra-medullary pin, (Schanz
steel F 138, size 2.5 mm for cortical bone) and the rest was introduced in the medullary canal of the
group treated with the help of a catheter size 16 and disposable syringe. After introduction of 7 cm
in length of the pin in the medullary canal, the anatomical blueprint was closed. The same was done
in the control tibias, without use of the compound. Macroscopic and difractographic evauation of the
medullary content which grew at the base of the pins was assessed at eight, 30, 60, 90 and 120 days
post-surgery. Results. Each macroscopic evaluation date showed that the tendency of bone marrow
in the treated rabbits was to regenerate and lose compound visibility, which was shown through X-ray
diffraction, where crystalline tissue was found to be compatible with the mineral component of the
bone. Conclusion. The compound can lead bone formation of intra-medullary nail without affecting

the regeneration of bone marrow.

Key Words: Bone marrow, evaluation, hydroxyapatite, pins (Source:CAB).

INTRODUCCION

Los substitutos 6seos deben ser inertes,
degradables o absorbidos, ademas de favorecer
el crecimiento dseo por conduccion y si es posible
por induccion. Estas caracteristicas dependen de
las propiedades fisicas y quimicas del biomaterial,
que debe ser compatible con las reacciones
fisioldgicas del hueso (1-3). En la actualidad,
uno de los biomateriales mas investigados es
la hidroxiapatita que puede ser obtenida de
diferentes formas: a partir de corales marinos, del
propio hueso o sintetizada en laboratorio (4-6).

La hidroxiapatita ha sido utilizada en la correccion
de defectos éseos en el hombre y en varias
especies animales, con resultados satisfactorios
lo suficiente para ser indicada como alternativa
para la injerta dsea en la rutina clinica (7-9).

La estructura porosa de la hidroxiapatita funciona
como soporte pasivo para la neoformacién
vascular que llevan factores inductores de la
aposicion o6sea (1). La superficie porosa de
la hidroxiapatita parece proveer un substrato
adicional a la proliferacién del tejido éseo.
Ademas; permite la union, proliferacion,
migracion y expresion fenotipica de células
Oseas, resultando en formacion de nuevo hueso
(8, 10-12).

La lignina es un componente de la pared celular
de las plantas lefiosas que les provee rigidez
y actla como agente permanente de unién
entre las células. Es un polimero complejo de
elevado peso molecular constituido por unidades
de fenilpropano (13-15). Un compuesto de
hidroxiapatita asociado a la lignina, podria unir

la excelente bio-actividad de la primera que no
posee cohesion y resistencia suficiente, con las
propiedades mecanicas y de adhesién celular de
la ultima (13).

Con el desarrollo de la difraccién de rayos X,
se confirmd en 1926 que la fase inorganica del
hueso era una apatita (10,16,18). La difraccion
de rayos X es la principal técnica analitica
utilizada para identificar fases mineraldgicas
y para estudiar estructuras cristalinas. La
técnica hace uso de la periodicidad con que los
atomos se distribuyen al formar la estructura
cristalina de los minerales y las distancias
entre los planos atémicos. Las difracciones son
facilmente obtenidas con el uso de los actuales
difractdmetros de rayos X. La hidroxiapatita es
un fosfato de calcio que se cristaliza en el sistema
hexagonal con pardmetros de red a=b=9.417&
ec=6.875A, lo que genera picos caracteristicos
en los diversos planos atdémicos dentro de su
estructura, conforme muestra la figura 2 (fuente:
Laboratorio de mineralogia - Departamento de
Suelos - UFV-Brasil).

Teniendo en cuenta la propiedad éseo-conductora
de la hidroxiapatita y frente a los efectos
adversos que tiene la resina acrilica sobre el
tejido 6seo a la hora de la fijacion de protesis
articulares en la ortopedia veterinaria y humana,
un grupo de investigadores de la UFV-Brasil en
trabajo conjunto con investigadores del sector
privado, se dispusieron en la tarea de conseguir
un biomaterial que pudiera guiar el proceso
de regeneracion ésea hasta el canal medular
y que favoreciera la unién bioldgica del clavo
intramedular en este local.
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Por tal razon, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar a la hidroxiapatita asociada a
lignina (HAP-91 - L) en el proceso de bio-
conduccion dsea hasta un implante metalico
en canal medular tibial de conejos adultos de
la raza Nueva Zelanda. El estudio se basé en
la observacion de los canales medulares y del
material que se adhirié a las roscas de los clavos
implantados como también, en la caracterizacion
de la cristalinidad del tejido que se formd en
ambos locales utilizando la técnica de difraccién
de rayos X.

MATERIALES Y METODOS

Animales. Fueron utilizados 20 conejos
machos de la raza Nueva Zelanda Albina,
esqueléticamente maduros a la confirmacion
radiografica, con edad entre 10 y 12 meses y
pesando entre 4-5 kg, oriundos del bioterio del
Departamento de Veterinaria de la UFV. Tuvieron
2 meses para aclimatacion al nuevo ambiente,
en jaulas individuales donde recibieron una
dosis Unica de ivermectina 0.2 mL a 1% por la
via subcutanea, alimento 2 veces al dia y agua
a voluntad.

Compuesto. La hidroxiapatita sintética HAP
91® (JHS, Belo Horizonte-Br.) fue producida por
precipitacion, después de adicionar gota a gota
H,PO, sobre el Ca(OH), obtenido a partir de la
calcinacion de la calcita y su posterior hidratacion
por agitacion constante. El precipitado fue
calcinado a 900°C. El Ca de la HAP-91 fue
determinado por volumetria y espectroscopia de
UV-V (1). Después de este proceso, de acuerdo
con el fabricante fue adicionado a la HAP-91, 1%
de lignina derivada del eucalipto para formar el
compuesto de HAP-91 - L. Con este material
se obtuvieron bloques circulares de 4.5 mm de
didmetro con peso de 200 mg con proporcion de
99% de HAP-91 y 1% de lignina, que después
fueron esterilizados en oxido de etileno a 10% y
embalados en material plastico.

Procedimiento quirdargico. En el preoperatorio
los conejos recibieron 40.000 UI/kg de penicilina
sodica y procainica por via intramuscular, 30
minutos antes de la induccién anestésica.
Después fueron sedados con levomepromazina
en dosis de 2 mg/kg y anestesiados con
tiletamina/zolazepam en dosis de 20 mg/kg,
ambos por via intramuscular. El tercio proximal
del fémur hasta el tercio distal de la tibia fueron
depilados y la grasa cutanea removida con éter.
La anestesia disociativa se complementd con
la técnica epidural lumbo-sacra utilizandose
lidocaina a 2% en asocio con epinefrina a dosis
de 1 mL/4kg. En seguida los animales fueron
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posicionados en decubito lateral izquierdo. Se
realizd la antisepsia del campo operatorio, se
aislo la parte distal del miembro con venda
estéril y la zona quirdrgica se aislé con pafios
de campo estériles. El abordaje quirtrgico fue
basado en la técnica descrita por Piermattei et al
(17) para perros y gatos y adaptada para conejos
de la siguiente forma: se realizd una incisidn
cutanea parapatelar lateral desde el tercio distal
del fémur hasta la diafisis proximal de la tibia.
Seguidamente y en el mismo sentido se cortd
con bisturi el tejido subcutaneo y la fascia lata,
quedando visibles y siendo separadas de la tibia
la musculatura craneo-lateral. Inmediatamente
se desbridé el periostio de la zona para realizar
un defecto circular en la parte central de la
faceta lateral proximal de la tibia, a 2 cm de la
meseta, de aproximadamente 4 mm de diametro
y profundad suficiente para alcanzar el canal
medular con el auxilio de un taladro manual y
broca de igual didmetro.

En un mismo animal se consideré la tibia
izquierda como tratada y la tibia derecha como
control.

En el grupo tratado se introdujo por el defecto
cortical un clavo intramedular de Schanz en
acero de calibre 1 mm con el que se practicaron
movimientos de friccion repetitivos con el
proposito de irritar el endostio, desprender la
médula dsea vy facilitar su salida, para lo que se
inyectaron unos 10 cm de aire dentro del canal
medular con el auxilio de jeringa desechable y
catéter venular calibre 16, retirando la mayor
cantidad posible.

En un recipiente, cinco comprimidos del
compuesto de HAP-91 - L (1000 mg) fueron
ablandados con solucion fisiolégica 0.9% en una
relacion de dos gotas por comprimido, resultando
una masa que se utilizé para revestir la rosca
del clavo intramedular de Schanz en acero de
didmetro 2.5 mm, donde la cantidad se determind
como aquella que se necesitd para que la rosca
no fuera visible, dejandola secar por 10 min al
ambiente. Al resto de la masa se le adiciono
solucidn salina 0.9% en volumen suficiente para
completar los 2 mL, para ser introducida en el
canal medular por medio de jeringa desechable
y catéter calibre 16. La longitud del clavo fue
medida por medio de radiografia previa de la
tibia, desde el local determinado para el defecto
hasta la epifisis distal tibial, determinandose un
largo de 7 cm para todos los animales. Después
de cortado el clavo se introducido por el defecto
cortical y su calibre fue suficiente para ocupar
aproximadamente 90% de la cavidad medular.
Los tejidos separados e incisionados se suturaron
con naylon.
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El grupo control pasé por los mismos
procedimientos que el tratado con la excepcion
de que no se utilizd HAP-91 - L. De esta forma el
espacio entre el clavo y el endostio fue ocupado
por el coagulo que se formd normalmente.

En el pos-operatorio los animales recibieron
morfina 3 mg/kg/12h/2dias/sc y 40.000
UI/kg/24h/2dias/im de penicilina sodica y
procainica como analgésico y antibidtico-terapia
respectivamente y las heridas cutaneas se
curaron con solucién salina a 0.9% diariamente
por 10 dias.

Estudio macroscopico y difractografico. Para
los estudios macroscoépicos y difractograficos de
los canales medulares a los ocho, 30, 60, 90 y
120 dias posteriores a las cirugias fue necesaria
la eutanasia de cuatro conejos por fecha de
evaluacion con sobredosis de tiopental sodico
por via intravenosa, previa tranquilizaciéon con
levopromacina por via intramuscular.

Para la evaluacion macroscépica del canal
medular fue necesario un corte longitudinal de
todas las tibias con cierra manual, donde un
observador determind el color y distribucion de
la medula ésea, ademas; en el grupo tratado se
observo la distribucion del compuesto, siendo los
resultados presentados descriptivamente.

Las caracteristicas observadas en el material
adherido a la rosca del clavo de todas las tibias
de ambos grupos, fueron el color (metalico, rojo,
blanquecino y oscuro) y la visibilidad del fondo de
las roscas y su superficie; siendo los resultados
presentados descriptivamente.

La medicion del material adherido a la rosca
del clavo intramedular fue realizada con el
auxilio de un pie de Rey digital y los resultados
fueron interpretados comparando cada fecha de
observacién entre los grupos tratado y control,
con analisis estadistico realizado por la prueba
de Friedman, significancia fijada en p<0.05. La
comparacion de las evaluaciones dentro de cada
grupo fue analizada por la prueba de Dunn’s,
también con significancia estadistica fijada en
p<0.05. El comportamiento de las medias para
ambos grupos se representd por medio de una
linea de tendencias.

Con el objetivo de determinar la naturaleza
(organica e inorganica) del tejido presente
en la superficie rosqueada de los clavos
intramedulares y en los canales medulares de
las tibias de los conejos a los ocho, 30, 60, 90
y 120 dias, se utilizé la prueba de difraccion de
rayos X (DRX). Para tal, fue necesario el secado
de las tibias en estufa eléctrica a 70°C por 72
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horas, para posterior retirada por raspado del
material contenido en el canal medular y en la
superficie rosqueada del clavo. Este material fue
molido para ser reducido a particulas menores
y colocado en lamina de vidrio escavada. Con
el proposito de evitar pérdidas de material, se
adiciono pegante comercial que permanecid por
12 horas a temperatura ambiente para su secado.

Después de este periodo, fue realizada la prueba
de DRX en un difractdmetro de marca Rigaku
D-Max modelo Geiger Flex equipado con tubo de
cobalto (radiacién Co-Ka, A = 1.79026 R), con
un monocromador de cristal curvo de grafito en
el eje difractado, operado con una diferencia de
potencia de 40 kV y una corriente eléctrica de 30
mA. Los barridos fueron realizados en el modo
paso a paso en intervalos de 15 a 50° 206 con 0.05°
y 2 seg de conteo de tiempo en cada paso. Este
procedimiento fue realizado en la muestras de los
grupos control y tratado. Los resultados obtenidos
de los difractogramas fueron presentados por medio
de graficos y analisis descriptivo.

RESULTADOS

Al corte longitudinal de las tibias del grupo tratado
a los ocho y 30 dias posteriores a las cirugias, se
observé en la evaluacion macroscoépica del canal
medular una distribucion desigual del compuesto,
con mayor localizacidon en la mitad proximal,
que se corresponde con la diafisis proximal de
la tibia, siendo el espacio restante ocupado por
médula ésea (Figura 1). El compuesto dio al canal
medular una coloracién blanca hidroxiapatita por
estar en mayor proporcion que la medula 6sea.

Alos 60, 90 y 120 dias posteriores a las cirugias
se observo en las tibias tratadas una distribucion
mayor de médula 6sea y menor presencia del
compuesto, dando al canal una coloracion rojisa
propia de médula.

Es importante destacar que en uno de los
canales medulares a los 120 dias de evaluacion,
no fue visible el compuesto (Figura 1E). Esta
observacién permite presumir que con el pasar
del tiempo, el compuesto puede ser absorbido en
el local de implantacién y la medula dsea tiende
a regenerarse y retomar su normal distribucién
dentro del canal medular.

La presencia del compuesto en mayor cantidad en
la mitad proximal del canal medular, posiblemente
se debid a diferentes razones: a la técnica de
introduccion de aire a través de la jeringa que
no permitié retirar la suficiente medula ésea
de la mitad distal del canal medular, dejando
poco espacio para el compuesto; a la presion
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Figura 1. Fotografias del canal medular de las tibias de conejos del grupo tratado con hidroxiapatita-lignina ilustrando
la distribucidn y coloracion dentro del canal medular — A- a los ocho dias, B- a los 30 dias, C- a los 60 dias,
D- alos 90 dias y E- a los 120 dias posteriores a las cirugias. Flecha roja: indica la presencia de hidroxiapatita-
lignina en el canal medular. Flecha azul: indica la médula ésea. Flecha amarilla: indica presencia de tejido
blanquecino semejante al tejido dseo revistiendo la rosca del clavo intramedular.

interna del canal que actio como fuerza negativa
repeliendo al compuesto durante su introduccién,
hecho favorecido por el ablandamiento previo
del compuesto con solucién salina 0.9%;
a la desituacion fisica del compuesto como
consecuencia de la introducciéon del clavo
intramedular que provocd su salida parcial; a
la hemorragia intra-operatoria del canal que
produjo desituacién del compuesto blando o
a la combinacién de razones anteriores que
imposibilitaron la distribucion homogénea y en
cantidad suficiente en toda la extensién del canal
medular.

En las tibias del grupo control se observéd
normalidad en la distribucién y coloraciéon de
la médula 6sea en todos los dias del estudio,
demostrando una recuperacién rapida de la
misma.

En la evaluacidon macroscépica de las roscas de
los clavos intramedulares de las tibias tratadas
y control, a los ocho dias de la evaluacion, no
hubo adherencia de tejido sobre su superficie,
permitiendo la visibilidad de las mismas, teniendo
el clavo su color caracteristico. Se observé solo
diferencia en el fondo de las roscas, donde el
grupo tratado tuvo presencia del compuesto.
Como la media de la circunferencia de los clavos
intramedulares tratados fue igual a la de los no
tratados, se sugiere que no hubo adherencia de
ningun tipo de tejido en ellas (Tabla 1).

A los 30, 60, 90 y 120 dias de evaluacidon
posteriores a las cirugias en 75% de las roscas de
los clavos del grupo tratado y control se observé

Tabla 1. Medias de la circunferencia del punto
correspondiente a la rosca de los clavos
intramedulares (mm) después de su
extraccion del canal medular de tibias
de conejos en los dias de la evaluacion,
donde; G.T. representa al grupo tratado
con hidroxiapatita sintética-lignina y G.C.
representa al grupo control.

Dias después de las cirugias

Grupos
[} 8 30 60 20 120
G.T. 1.18 1.18 1.39 1.35 1.40 1.59
G.C. 1.18 1.18 1.24 1.50 1.51 1.48

presencia de tejido con caracteristicas de tejido
medular de coloracidn rojisa amarillenta, que
impedia ver el fondo de la misma y parcialmente
su superficie, sugiriendo una posible adherencia
de tejido. Solamente en dos roscas del grupo
tratado a los 90 dias y dos a los 120 dias
(25%,) se observaron presencia de tejido duro
de coloracion blanquecina y dureza al tacto
compatible con hueso.

Al comparar estadisticamente las mediciones de
las circunferencias de las roscas de los clavos
intramedulares después de retirados del canal
medular, se encontrd que en los dias del estudio
entre los dos grupos, no hubo diferencia de
acuerdo con la prueba de Friedman. El analisis
estadistico entre dias de un mismo grupo tanto
para o grupo tratado como para el control,
tampoco mostré diferencias de acuerdo con la
prueba de Dunn’s.
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Al analisis difractografico del compuesto
de hidroxiapatita-lignina se observd que la
cristalinidad de la apatita produce picos delgados
con una linea de base casi recta (Figura 2).

Intensidade cps
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[} 10000 20.000 20000 40.000 50.000 60.000
Graus 2 Teta

Figura 2. Difractograma del compuesto de hidroxiapatita
- lignina. *Picos de hidroxiapatita. (Fuente:
Laboratorio de Mineralogia - Departamento de
Suelos - UFV - Brasil).

En la Figura 3 se observa el grupo control en los
diferentes dias de la evaluacion, en los que se
puede notar la ausencia de material cristalino
y si apenas una hombrera tipica de materiales
organicos de baja cristalinidad.
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Figura 3. Difractogramas del material obtenido del
canal medular y de las roscas de los clavos
intramedulares tibiales de los conejos del
grupo control en los dias después de las
cirugias. *hombrera.

La Figura 4 muestra que a los ocho y 30 dias de
la evaluacién pos quirdrgica, la hidroxiapatita
sintética - lignina mantiene su integridad
cristalina por la presencia de todos sus picos
caracteristicos. A los 60 dias después de su
implantacion, existe una pérdida gradual de
algunos picos y el desaparecimiento de otros. A
los 90 y 120 dias se observa pérdida total de su
cristalinidad.
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Figura 4. De abajo-arriba: difractograma del compuesto de hidroxiapatita - lignina, difractograma del material obtenido
del canal medular de las tibias y de las roscas de los clavos intramedulares de los conejos del grupo tratado
con HAP-91®- L en los dias después de las cirugias y difractograma de la cortical tibial de conejo. *picos de
hidroxiapatita, **picos de hueso tibial, ***hombrera.



Martinez - Implantacion de hidroxiapatita-lignina en canal medular de conejos

DISCUSION

La no presencia del compuesto de hidroxiapatita
- lignina en algunos canales medulares tratados
a los 120 dias puede ser indicativo que este se
absorbe semejante a lo reportado por Borges et
al. (2) en analisis cuantitativos en perros donde
observaron que la hidroxiapatita se degrada,
a pesar de ser considerada clinicamente no
degradable (2). Segun Overgaard et al. (21), en
un estudio experimental en humanos demostré
que los revestimientos con hidroxiapatita son
absorbidos a un ritmo de aproximadamente
20% anual, especialmente en locales en que
el revestimiento estd en contacto directo con
médula 6sea mas no cuando se implanta en
hueso trabecular.

A los 30, 60, 90 y 120 dias de evaluacién
posteriores a las cirugias en 75% de las roscas
de los clavos del grupo tratado y control se
observé presencia de tejido con caracteristicas
de médula dsea de coloracion rojisa amarillenta,
que impedia ver el fondo de las mismas y
parcialmente su superficie, sugiriendo una
posible adherencia de tejido medular. Solamente
en dos roscas del grupo tratado a los 90 dias
y dos a los 120 dias (25%,) se observaron
presencia de tejido semejante al hueso por
su color blanquecino y dureza al tacto. Este
hecho sugiere una posible 6seo-conduccion
del compuesto de hidroxiapatita-lignina hasta
la rosca del clavo intramedular, semejante a
la conseguida por Vidigal y Goisman (22) que
utilizando implantes de titanio puro e implantes
de titanio revestidos con hidroxiapatita por
la técnica de aspersion térmica a plasma,
observaron que hubo mayor formacion de tejido
0seo en torno de los implantes revestidos con la
hidroxiapatita.
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En cuanto a la pérdida de la cristalinidad del
material analizado por difraccion de rayos X en
los Ultimos dias de evaluacion (90 y 120 dias)
(figura 4) y el hecho que los picos registrados
semejen a los registros difractograficos de hueso
compacto, permiten presumir que el compuesto
posiblemente fue absorbido y que posiblemente
posibilité el crecimiento de hueso hasta la
superficie rosqueada de los clavos, estando de
acuerdo con Borges et al. (2) quien dice que
la hidroxiapatita funciona como soporte pasivo
para la formacion de tejido dseo. La superficie
porosa de la hidroxiapatita parece proporcionar
una matriz para el desarrollo del tejido éseo,
permitiendo la migracion y proliferaciéon de
células dseo-progenitoras (8, 13, 18, 19).

El compuesto del estudio presenta picos muy
semejantes a los obtenidos con la hidroxiapatita
sintetizada a 950°C por Londoio et al. (10), que
formo cristales pequefios que la hacen absorbible
cuando es implantada en tejido dseo, reforzando
la posibilidad de absorcion dsea de la HAP-91-L.
La evaluacién macroscopica y difractografica del
compuesto de hidroxiapatita-lignina permitio
concluir que el compuesto no interrumpe
la regeneracién de médula 6sea y ademas;
posibilita el crecimiento de hueso hasta el
implante metalico.
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