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RESUMEN

La investigacién se trata de la obtencién de un biocompuesto a partir de una matriz
ceramica y un polimero, con el fin de utilizarlo como relleno 6seo. Se mezclo la
matriz ceramica, fosfato tricalcico Ca (OH). y quitosana, polimero de origen natural.
En el estudio se realizaron pruebas preliminares de mezclas para escoger 4 tipos de
biocompuestos (BC1, BC2, BC3, BC4), con diferentes proporciones de los elementos
de la matriz ceramica. Se trabajoé en la preparacion del biocompuesto con un pH
entre 6,5y 8,5 y un tiempo de secado entre 7 y 20 min. Se seleccionaron las
mezclas 6ptimas para analizar sus propiedades mecanicas a partir de la prueba de
la resistencia a la compresiéon. Se determinaron los valores de pH, los cuales
estuvieron en un rango de 7,05y 7,6. Igualmente se hallaron unos tiempos de
secado que oscilaron entre 7 y 15 min, la pasta mantuvo una temperatura
constante de 25 °C y consistencia moldeable, condiciones que son apropiadas para
su utilizacidn como sustituto 6seo. La muestra que obtuvo mejores propiedades en
cuanto a pH, temperatura y tiempo de secado fue seleccionada para ser implantada
en tibias de conejo para determinar la respuesta histolégica después de 60 dias.

Palabras clave: regeneracion 6sea, sustituto 6éseo, biocompuesto, fosfato
tricélcico, quitosana.
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ABSTRACT

The research deals with the development of a biocomposite from a ceramic matrix
and a polymer with the purpose of using it as bone filler. A mixture was made of
the ceramic matrix, tricalcium phosphate Ca (OH)2 and chitosan, a polymer of
natural origin. The mixtures underwent preliminary testing to choose 4 types of
biocomposites (BC1, BC2, BC3, BC4) with varying proportions of ceramic matrix
elements. The biocomposite was prepared at a pH between 6.5 and 8.5. Drying
time ranged between 7 and 20 minutes. Optimal samples were chosen and their
mechanical properties analyzed by means of compression resistance testing. PH
measurements showed values between 7.05 and 7.6, and drying times ranged
between 7 and 15 minutes. The paste remained at a constant temperature of 25 °C
and maintained molding consistency. These properties are required for use as bone
substitute. The sample exhibiting the best pH, temperature and drying time values
was chosen for implantation in rabbit tibiae to verify the histological response after
60 days.

Key words: bone regeneration, bone substitute, biocomposite, tricalcium
phosphate, chitosan.

INTRODUCCION

La ingenieria de tejidos se define como el uso de los principios y métodos de la
ingenieria, la biologia y la bioquimica orientados a la comprension de la estructura y
funcién de los tejidos normales y patoldgicos de los mamiferos, y el consecuente
desarrollo de sustitutos biolégicos para restaurar, mantener o mejorar su funcion.*

Los ingenieros utilizan conocimientos en la elaboracion y caracterizacion de
materiales que puedan ayudar a solucionar problemas concretos como el de la
regeneracion 6sea.

Tradicionalmente, los problemas de pérdida de tejido éseo se han resuelto con el
empleo de injertos del mismo paciente (autoinjertos), con material tomado de
donantes o de banco de huesos (homoinjertos o aloinjertos), o de otras especies
(xenoinjertos).

Sin embargo, la utilizaciéon de tejido 6seo genera algunas complicaciones como
disponibilidad en cantidades adecuadas, y necesidad de otra intervenciéon quirdrgica
como en el caso de los autoinjertos; posibilidades de transmision de enfermedades
como en el caso de los homoinjertos, y riesgo de generar problemas transgénicos
en el caso de los xenoinjertos.

La ciencia ha buscado soluciones a los problemas de disponibilidad de tejido
adecuado, y ha recurrido a la ingenieria de tejido 6seo. Se han planteado
estrategias como utilizar materiales biocompatibles que sirvan como sustitutos
6seos y/o matrices, (aloplasticos). También se ha trabajado en la obtencion y
aplicacidon de proteinas morfogenéticas que puedan inducir la diferenciacion de
células osteoprogenitoras.
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Como sustitutos 6seos se han utilizado diferentes materiales como las ceramicas;
de estas, la primera en aplicarse fue el sulfato de calcio,? y con usos actuales como
relleno, barrera y vehiculo en regeneracion ésea. En este grupo también estan los
biovidrios, considerados como una ceramica bioactiva clase A, por su alta tasa de
intercambio idnico, y las hidroxiapatitas o ceramicas bioactivas clase B, con baja
tasa de intercambio i6nico. Igualmente estan los fosfatos tricalcicos, considerados
como ceramicas reabsorbibles.

En general los fosfatos de calcio muestran facilidad para unirse a proteinas séricas
y a factores de crecimiento.?

Otro grupo de materiales utilizados son los polimeros, como el acido polilactico y el
acido poliglicélico. La gran versatilidad que muestran estos polimeros, por la
posibilidad de modificar sus propiedades fisicoquimicas, permite obtener materiales
con una consistencia tan suave como una silicona, o tan dura como el hueso, con
una cualidad adicional, la termoplasticidad, situacion que es permitida debido a que
los polimeros tienen una temperatura de transicion vitrea.

El desarrollo de la bioingenieria ha hecho posible la produccién de una serie de
materiales sintéticos con caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad,
porosidad, estabilidad, entre otros, que facilitan la colocacién de células dseas y
otras sustancias como factores de crecimiento y moléculas de adhesion, que
optimizan el proceso de cicatrizacion 6sea y facilitan la técnica de regeneracion
6sea guiada. Para que esto ocurra, la matriz debe permitir el transporte de fluidos y
nutrientes para la expansion celular y la organizacion tisular.

Entre las ceramicas utilizadas estan la hidroxiapatita y el fosfato tricalcico. Estos
materiales se usan cuando los requerimientos mecanicos no son muy altos y se
desea obtener superficies biomiméticas.

El fosfato tricalcico es un material que lleva mas de 2 décadas siendo utilizado
como sustituto 6seo con numerosas aplicaciones y es considerado el fosfato
biodegradable por excelencia.

El quitosano, derivado de la quitina, es un biomaterial que ha sido reportado por
mas de 40 afios en la literatura cientifica como biocompatible y biorreabsorbible,
con aplicaciones para transporte de medicamentos,*® y también como cicatrizante
en procedimientos quirtrgicos.®’ Sus cualidades en los procesos cicatrizantes han
sido reportadas en numerosos modelos animales y en estudios con pacientes
humanos.®*?

En este trabajo se utilizé una ceramica reabsorbible, el fosfato tricalcico, y un
polimero natural, el quitosano, derivado de la quitina; y se pretende mostrar que al
combinar estos 2 productos se puede tener un efecto sinérgico en el cual el fosfato
tricalcico actuaria como elemento osteoconductor y, a la vez, seria una fuente de
fosfato y calcio para el ensamblaje 6seo. Por su parte, el quitosano optimiza el
proceso regenerativo al participar en el aporte de colageno tipo I, y seria fuente de
glucosamina, la cual suministra materia prima para la elaboracién de la matriz
extracelular.

METODOS
Esta investigacion se realizé en 4 fases:

Primera fase: Obtencion y caracterizacion del producto en el laboratorio de
Ingenieria de la Universidad Autdnoma, Cali, Colombia.
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A. Obtencion del biocompuesto

Los biocompuestos estan formados por dos componentes: una fase sélida de
material ceramico fosfato tricalcico, y una fase liquida compuesta por quitosana; las
dos fases se combinan para obtener una mezcla homogénea, a la cual se le mide el
pH, y cuando se convierte en una pasta moldeable y consistente, se procede a
depositarla en moldes cilindricos, con diametro interno= 9 mm y altura de 18
mm**?*° disefiados con el fin de obtener probetas cilindricas para ensayos de
compresion. Se hicieron 100 mezclas a las cuales se les midié del pH, con el
propdsito de escoger un rango de mezclas 6ptimas; se realizé un analisis
estadistico por disefio de mezclas, con componentes: formulaciéon y relacion P/L.

Finalmente se escogen las 4 mejores composiciones para efectuar ensayos de
resistencia a la compresién y biocompatibilidad, con base en los criterios siguientes:

B. Observacién para el tiempo de secado

Fue evaluado el tiempo de secado de las muestras preparadas; se asumié como
tiempo de secado el momento en que se pierde la adherencia de la muestra sobre
una superficie metalica (que no se sienta humedo al contacto), esto se hace,
provocando ligeras presiones del palo de madera sobre el cemento en forma de
pasta, el tiempo de secado mas corto debe estar entre 8 y 15 min, por contacto con
una espatula.*®

C. Estudio de pH

Se elaboraron 4 réplicas por muestra y se procedi6 a realizar la medicién del pH,
con un pHmetro (Accumetr Basic Ab15/15).

Mediante un modelo estadistico se evaluaron las formulaciones posibles que
cumplieron con caracteristicas de plasticidad, tiempo de endurecimiento,
endurecimiento, temperatura, en las condiciones descritas anteriormente, pero
ademas presentaran un pH que estuviera en un rango de 7 a 8.

En la figura 1 se aprecia el rango de muestras que menores de 6,5 poseen un
caracter acido, y mayores de 8,6 presentan un caracter basico, para nuestro interés
se trabajaria con las mezclas que estan dentro de este rango. Esta prueba se
realizé a una temperatura de 22 °C y una humedad relativa de 100 %.

D. Estimacion de la resistencia a la compresion

Para determinar la resistencia a la compresion se prepararon probetas cilindricas de
los cuatro tipos seleccionados del biocompuesto, con un diametro de 9 mm y

18 mm de altura, las que fueron incubadas a 37 °©C. Las probetas fueron sometidas
al ensayo de compresion segun la norma, utilizando una maquina universal de
pruebas Instron [Modelo 3360 Software Serie 1X/s], con una celda de 25 kNy a
una velocidad de 1 mm/min.

Segunda fase: las muestras seleccionadas fueron implantadas en la tibia de
30 conejos machos de acuerdo a la norma 1SO 10993-6, [6.4.1 Animals Test].'"*®
Etapa prequirurgica: Para la adecuacion del bioterio, seleccién de los animales, vy el
aspecto ético de la investigacién, se contd con la colaboracién de profesional
zootecnista.
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Se determiné una muestra de 5 conejos (Orictolagus cuniculus), machos, raza New
Zealand, de 3 meses de edad, de acuerdo con la norma.
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Fig. 1. El pH inducido por las formulaciones de las mezclas,

Etapa quirdrgica:

1. Anestesia y sedacion: Se utilizé tranquilan (maleato de aceptomicina), 0,3 mg
por kg via parenteral y ketalar (ketamicina), 0,5 mg por kg via parenteral.

2. Procedimiento quirdrgico: Previa preparacion del campo quirdrgico, y siguiendo
protocolos universales, se procedié a realizar una incisiéon longitudinal en la tibia de
cada conejo con unas dimensiones de 6 mm de largo por 3,5 mm de ancho y 4 mm
de profundidad. Para la creaciéon del defecto quirdrgico se utilizé un fisiodispenser
Nouvag MD-10, con torque controlado, con pieza de mano 32:1 y fresas de titanio
con irrigacion interna y externa. En la secuencia de fresas: Redonda de 1,8 mm,
TTPD de 2,3 mm, TTD 2,8 mm, y SVD de 3,2 mm.

3. Colocacién del material: Se preparé el material y se colocé en la cavidad
utilizando una espatula para injertos, se sostuvo en posicion hasta que seco.

4. Confrontacion de tejidos y cierre: Con sutura reabsorbible 4x0, en puntos
simples.

5. Cuidados posquirurgicos:
a) Analgésico: Tramal 0,25 mg
b) Antibidtico: Penicilina procainica 400 000 Ul .

¢) Proteccioén del area: Antibidtico tépico (gentamicina) y curagan aplicados
localmente.
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d) Elemento restrictivo: Cuello isabelino.

6. Sacrificio: Se realiz6 a los 60 dias de la implantacion del material de relleno
6seo. El procedimiento (técnica de contusidon y degollamiento) sera realizado
siguiendo la normatividad nacional e internacional y bajo la supervisiéon directa del
zootecnista.

Tercera fase: Una vez obtenidas las muestras se realizaron pruebas en el
departamento de patologia de la Universidad del Valle (Colombia) con instrucciéon
de realizar 3 cortes en cada espécimen uno a nivel crestal, otro a nivel medio, y el
tercero en proximidad al canal medular y describir los hallazgos histolégicos, sin
informar al patélogo el tipo de material que se utilizé, tiempo de permanencia del
material, ni el objetivo de la investigacion.

RESULTADOS
A. Determinacion del pH:

Los valores obtenidos oscilaron entre 6,5 y 8,5. Para las etapas siguientes se
definié trabajar con 4 biocompuestos, con valores de pH neutro o ligeramente
basico (tabla 1).

Tabla 1. pH vy tiempo de secado de biocompuestos

Mombre del biocompuesta pH Tiempo de secado (min)

BC 1 7,00 100,22
BC 2 7,30 12+0,2
BC 2 7,50 14+0,2
BC 4 7,60 12+0,2

B. Resistencia a la compresion

La figura 2 muestra la resistencia a la compresiéon de las muestras a 37 °C y 98 %
de humedad. Ademas, se observa que la composicion del polvo y la resistencia
compresiva de cada BC aumentan con el tiempo, al mismo tiempo la resistencia
BC1 fue de (0,95) MPa.

La resistencia compresiva se obtuvo en el orden siguiente: BC1>BC2>BC3>BC4
(figura 2).

C. Resultados histolégicos

Los resultados histolégicos e histomorfométricos a 60 dias, muestran ausencia total
de respuesta inflamatoria aguda, crénica o a cuerpo extrafio (tablas 2 y 3).
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PROMEDIO RESISTEMCIA A LA COMPRESION {MPa)
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Fig. 2. Resistencia a la compresidn.

Tabla 2. Porcentaje de respuesta celular a 60 dias (promedios)

Sectaor
Células

PrM
Ba=ofilos
Mastocitos
Macrofagos
Linfocitos
Eosinofilos

Ceélulas gigantes

Cortical

ol o ol o o o a oa

Medio

2,5
0
0
0
0

0,5
0

Medular

1,5

ol o ol o o O

Promedio

3,75
0
0
0
0

0,5
0
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Tabla 3. Descripcion histomorfométrica a 60 dias

Hallazgo Cortical | Medio | Medular

Tamafio del defecto (mm) g 3,5 2,25

Reabsorcion material (%) 31,25 37,5 31,25

Formacion asea {9 14 38,75 485

Presencia de vasos sanguineos {9 17 30 53, 3

Cristales medula { %) 100
DISCUSION

El biocompuesto que presenta mejores caracteristicas de biocompatibilidad es el
BC1, tiene un tiempo de secado de 10 min y un valor de pH de 7,0.

El producto, obtenido mediante la combinacién de un material ceramico bioactivo
como es el fosfato tricalcico con un polimero biocompatible y biodegradable como el
quitosano, presenta caracteristicas fisicoquimicas que le permiten actuar como
sustituto 6seo.

Este biocompuesto esta propuesto para ser aplicado en técnicas de regeneracion
6sea, por lo tanto, podra tener aplicaciones concretas en el area de la odontologia,
en situaciones en las que el hueso de los maxilares, debido al trauma sufrido, o por
el proceso fisiolégico normal de reabsorcion 6sea, no sea suficiente para la
colocacién de los implantes dentales, o para mejorar la estética o la funcién de una
prétesis dental. También se puede utilizar en traumatologia y ortopedia, cuando
debido al trauma hay pérdida considerable de tejido 6seo, que haga necesaria la
utilizacién de injertos o sustitutos 6seos, y en cirugia 6sea en el tratamiento de las
secuelas de procesos patoldgicos o infecciosos, como los defectos causados por
tumores benignos y malignos, asi como la osteomielitis, en los cuales quedan
cavidades 6seas que dificilmente cicatrizarian en forma espontanea.

Este biocompuesto presenta buenas propiedades fisicas y quimicas que permiten
una aplicacidn segura y facilitan su manejo in situ, ya que inicialmente es
moldeable y luego endurece (fraguado) en un tiempo adecuado a las necesidades
operatorias adquiriendo una consistencia rigida suficiente para permanecer en el
sitio sin ser disuelto por los fluidos tisulares.
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