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Resumen

Las técnicas comunmente empleadas para regenerar y reparar el tejido
0seo dafiado, cuando su capacidad de auto-regeneracion es superada por el
grado de lesion, tienen grandes limitaciones debido a causas tales como: el
rechazo inmunoldgico, las complicaciones de una intervencion quirdrgica, la
incapacidad de proporcionar una recuperacion total de la funcionalidad del teji-
do o el elevado costo econémico.

Dentro del &mbito de investigacion de la regeneracion 6sea, actualmen-
te, una de las lineas de estudio que se desarrolla es la creacién de distintos
tipos materiales compuestos que promuevan la regeneracién del tejido al in-
corporarlos en la zona de lesion.

La evaluacion de los biomateriales utilizados para tratar la pérdida de te-
jidos requiere la realizacion de ensayos de distinta indole que pueden ser reali-
zados in vivo o in vitro siguiendo la normativa de los entes reguladores de ca-
da pais.

En el presente trabajo se propone la sistematizacion de un modelo ex-
perimental para evaluar Titanio poroso y Titanio con Hidroxiapatita, comparan-
dolo con Titanio denso, como material de reemplazo en un modelo animal, in
vivo. Para ello, basandose en la normativa competente, implementando mejo-
ras en las técnicas e instrumentacion utilizadas, aumentando el numero de
sujetos experimentales e incorporando otro tipo de biomaterial, se elaboraron
piezas de titanio denso, titanio poroso y titanio con hidroxiapatita mediante la
técnica de Pulvimetalurgia desarrollada en el Laboratorio de Materiales de la
FCEFyN. Las probetas fabricadas fueron implantadas en 24 fémures de ratas,
siguiendo el modelo experimental del Laboratorio de Fisiologia Animal.

Las piezas para sustitucion fueron estudiadas metalograficamente previo
a la implantacion. La evaluacion de la interfase implante-hueso, se llevé a cabo
mediante estudio peri-implantar con radiografias, analisis macroscopico, mi-
croscopia Optica y microscopia electréonica de barrido (SEM) sumado a la
técnica de espectrometria de energia dispersiva de rayos X (EDS). En todos
ellos se comprobo6 presencia de tejido 6seo nuevo y ausencia total de tejido
fibroso. Ademas, los resultados de los estudios se utilizaron para el calculo del
porcentaje del perimetro del implante en contacto con tejido 6seo (BIC) y de-
terminacion de la calidad del hueso formado mediante la relacion de elementos
Ca/P.

Finalmente, para evaluar el desempefio en cuanto a osteoconductividad
y osteoinducciéon de los distintos tipos de compuestos para implantes, y a su
vez determinar si las diferencias encontradas entre los porcentajes de BIC de

-3-




los mismos eran estadisticamente significativos, se realizaron estudios con
estadisticos descriptivos, prueba ANOVA y prueba t para muestras apareadas.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de elementos quimicos, en las
relaciones Ca/P y en el porcentaje de contacto hueso-implante indicaron que
hubo una mayor biocompatibilidad en las piezas de “Ti poroso” y de “Ti -
Hidroxiapatita” comparadas con las de Ti Denso, aunque no estadisticamente
significativo. En ambos casos se evidencié una tendencia de mayor induccion a
la formacion de matriz ésea logrando crecimiento de hueso compacto en los
poros internos e interconectados de todos los implantes y mostrando, ademas,
indicios de mejoras en la calidad de la constitucién (>Ca/P). Como conclusion
se puede advertir que los implantes en tejido 6seo de Titanio Poroso o Titanio
con Hidroxiapatita, tienen mejor performance que el Titanio Denso. La falta de
significacion estadistica se corregiria con un aumento del “n” muestral.




Abstract

The most commonly techniques used in order to regenerate and fix the
bone tissue, when their self-regeneration capacity is overcome by the degree of
injury, submit major limitations because of: an immune rejection, a surgical
complications, a disability for a fully recovery of the functionality of the tissue or
a high cost.

Currently, inside the research area of osseous regeneration, the creation
of differents tips of composite materials that promote tissue regeneration by in-
corporating at the site of injury was developed as a line of study.

The evaluation of the biomaterials used for the treatment of the loss of
tissue demand the realization of different kind of tests that may be made in vivo
or in vitro, following the regulations of the regulatory bodies of every country.

This paper proposes the systematization of an experimental model to as-
sess porous Titanium and Titanium with Hydroxyapatite, in comparison with
dense Titanium, as a replacement material in an animal model, in vivo. For this,
pieces of dense Titanium, of porous Titanium and Titanium with Hydroxyapatite
were made using the powder metallurgy technique developed in the Laboratory
of Materials FCEFyN; based on the appropiate normative, implementing impro-
vement in the techniques and the instrumentation used, increasing the number
of experimental subjects and incorporating other kind of biomaterial. The manu-
factured test pieces were implemented in 24 femur’s rats, following the experi-
mental model of the Laboratory of Animal Physiology.

The parts for replacement were studied in a metallographic way, earlier
to the implementation. The assessment of the interfase implant-bone, was car-
ried out by peri-implant X-ray, macroscopic analysis, optical microscopy and
scanning electron microscopy (SEM) coupled with spectrometry technique en-
ergy dispersive X-ray (EDS) study. In all of them, the presence of new bone
tissue and a complete absence of fibrous tissue were proved. Also, the results
of the studies were used to calculate the percentage of the perimeter of the im-
plant connected with bone tissue (BIC) and to determine the quality of bone
formed by the ratio of Ca / P elements.

Finally, studies with stadistical descriptions, ANOVA test y t test for
paired samples were performed to assess the performance in terms of
osteoconductive and osteoinductive of different types of compounds for im-
plants, and at the same time, to identify if the differences founded between the
percentages of BIC of them were statistically significant.

The results obtained in the evaluation of chemical elements, in the Ca / P
ratios and in the perc, and entage in the contact bone-tissue indicated that there
was higher biocompatibility in the parts of "porous Ti" and "Ti - Hydroxyapatite"
compared with those of Ti Denso, although not statistically significant. In both
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cases a trend of higher induction to bone matrix formation was evident achie-
ving growth of compact bone in the internal pores interconnected all implants
and also showing signs of improvement in the quality of the constitution (> Ca /
P). In conclusion it can be observed that the implants in bone tissue Titanium or
Titanium Porous Hydroxyapatite have better performance than Titanium Denso.
The lack of statistical significance was corrected with an increase of "n" sample.
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Introduccioén

La sistematizacion es la interpretacion critica de una o varias experien-
cias que, a partir de su ordenamiento y reconstruccion, descubre o explicita la
I6gica del proceso realizado, los factores que han intervenido en dicho proceso,
coémo se han relacionado entre si y por qué lo han hecho de ese modo.

La idea de sistematizacion se relaciona con los espacios cientificos de
investigacion porque todo proceso investigativo debe contar con una estructura
o sistema de pasos que respetar y seguir a fin de obtener resultados particula-
res.

En el presente Proyecto Integrador se evallan y ajustan los pasos se-
guidos en el disefio de Boezio-Amietta [1]. En dicho trabajo se deline6 e imple-
mentd un modelo experimental in vivo para evaluar Titanio como material de
reemplazo 6seo, aqui se ejecutaron cambios tendientes a lograr una sistemati-
zacion del ensayo de manera tal de que pueda ser reproducible y aplicable pa-
ra cualquier biomaterial de reemplazo 6seo. Ademas se busco realizar un ana-
lisis de datos de manera tal que se pueda contar para el futuro con resultados
de referencia y basados en una correcta estadistica.

Un requisito fundamental para sistematizar un modelo experimental es
gue el mismo cumpla con la normativa vigente y exigida por el centro regulador
pertinente. Los fabricantes e investigadores del sector tienen la responsabilidad
legal y el compromiso social de garantizar seguridad y eficacia en los productos
médicos incluyendo los biomateriales, por lo cual, todos los ensayos que reca-
en sobre ellos deben estar acreditados y certificados.

Como primer paso en la sistematizacion se estudio el encuadre legal y
regulatorio para luego poder comparar y realizar, en lo posible, cada etapa ba-
jo norma con el objetivo final de poder lograr un modelo experimental sistemati-
co, eficiente y valido.

Se disefid y se fabricé una nueva matriz para salvar los errores cometi-
dos en el acabado y en el tamafio de las piezas del modelo anterior [61]. Se-
guidamente, con pulvimetalurgia se crearon las probetas, se estudiaron me-
diante metalografia y por altimo se limpiaron con ultrasonido y esterilizacion.

La implantacion se realizé en 12 ratas macho de la cepa Wistar, las cua-
les recibieron dos tipos de piezas cada una, siendo las patas izquierdas el “con-
trol” y las derechas el “problema”. Luego de 4 semanas pertenecientes al post-
operatorio, se sacrificaron y extrajeron los fémures para su estudio.

La evaluacién de la interfase hueso-implante se llevé a cabo de manera
macroscopica y microscopica, de manera tal que sus resultados nos permitie-
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ron sacar conclusiones prematuras y analizarlas luego mediante estadistica
para finalizar.
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Capitulo 1: Marco teorico

En este punto se desarrollan las bases que dan sustento y facilitan la
comprensién del presente proyecto integrador, asi como el estado actual del
tema.

Se analizan primeramente el encuadre legal y regulatorio presente en
nuestro pais o exigido por el mismo para las practicas y ensayos in vivo en el
area de los productos médicos implantables.

Luego se propone adentrar en el tema de biomateriales para implantes
0seos, estudiando consecutivamente la estructura y biologia 6sea, fundamen-
tando los procesos regenerativos, diferencidndolos de los reparativos y, segui-
damente evaluando las técnicas y materiales utilizados hasta el momento con
el fin de obtener una adecuada regeneracion de hueso.

Por ultimo, se explican brevemente las técnicas a utilizar para la evalua-
cion de la osteointegracion y para contrastar resultados mediante la estadistica.

1.1 Marco legal y regulatorio para productos meédicos
implantables

El analisis de seguridad y control de los equipos médicos se basan en la
informacion recogida en todas las etapas del ciclo de vida, donde participan
una amplia y compleja red social de instituciones, que engloba a especialistas
de diferentes profesiones, tales como: reguladores, fabricantes, distribuidores,
investigadores y evaluadores (fisicos, quimicos, bidlogos, bioingenieros), médi-
cos y pacientes (Vea llustracion 1).

Las distintas agencias reguladoras dedicadas a la autorizacién de pro-
ductos sanitarios en cada pais, exigen que se lleve a cabo una evaluacion ex-
haustiva sobre cada uno de ellos antes de la certificacion [2].

Para los equipos médicos implantables tanto €l como los materiales utili-
zados para su fabricacion como su disefio, deben cumplir requisitos de resis-
tencia y composicion que los hagan aptos para el uso. Los requerimientos que
deben satisfacer no son sélo fisicos y mecéanicos, sino también de indole bio-
I6gica, quimica y biomecanicas. Se debe satisfacer estrictamente para todos
los implantes biocompatibilidad, biofuncionalidad y bioestabilidad.

Estos datos de seguridad se pueden obtener mediante ensayos de
acuerdo a ciertas recomendaciones, incluyendo documentos de orientacién
como los elaborados por la Organizacion Internacional para la Estandarizacion
(1ISO), la FDA (EEUU), BS (Inglaterra), entre otros.
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Agencias
Reguladoras

: — Productos nfarmes
Profesionales médicos Certificacip sistemas
Informacidn de calidad Acreditacion
del cliente
Consultas

Fabricantes de _
empresas y Laboratorio de
Ensayos

suministradoras Informes
de Ensayos

Informacidn del cliente

llustracion 1: Ciclo de vida del producto médico’

En Argentina, la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT) es quién garantiza que los medicamentos, ali-
mentos y dispositivos médicos a disposicion de los ciudadanos posean eficacia
(que cumplan su objetivo terapéutico, nutricional o diagnostico), seguridad (alto
coeficiente beneficio/riesgo) y calidad (que respondan a las necesidades y ex-
pectativas de la poblacion). Para ello, se encarga de llevar adelante los proce-
sos de autorizacion, registro, normatizacion, vigilancia y fiscalizacion de los
productos de su competencia en todo el territorio nacional [3, 4].

De este modo, en lo que respecta a productos médicos, ANMAT esta-
blece disposiciones con el objetivo de que el fabricante pueda clasificarlo y
luego “orientarse” en la fabricacion y trazabilidad del mismo. Las disposiciones
establecen requisitos a cumplir a la hora de presentar el producto médico al
ANMAT para su certificacion; en ellas se pide que cada paso involucrado (dise-
Ao, elaboracion, ensayos, entre otros) concuerde con la norma internacional de
competencia.

En el caso de dispositivos médicos “implantables”, para lograr su certifi-
cacion y la de la empresa fabricante, se deben llevar a cabo todos los tipos de
ensayos que comprueben el cumplimiento de los requisitos previstos por los
reglamentos técnicos especificos MECORSUR que resultaren aplicables, emi-
tidos por laboratorios oficiales o privados acreditados por el Organismo Argen-
tino de Acreditacion (OAA).

Dentro de todos los tipos de ensayos que deben realizarse sobre pro-
ductos implantables (mecanicos, quimicos, fisicos, de envejecimiento, etc), las

2 lustracion adaptada de Mayelin Guerra Bretafia R. Gestidn de la calidad de los materiales y
dispositivos médicos: requisitos, normativa y regulaciones, Ciudad de La Habana: Editorial
Universitaria 2009; ISBN 978-959-16 1144-4: 121 p.
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“pruebas biolégicas” son las mas importantes e implican un estudio de biocom-
patibilidad [5]. El conjunto de Normas internacionales que se ocupan de regu-
lar los ensayos de biocompatibilidad son las ISO 10993.

La Norma ISO 10993 (Biologial evaluation of medical devices, 1991)
consta de 20 partes de las cuales en la primera [6] se establece que, para una
evaluacion completa de seguridad biol6gica, se deben clasificar los dispositivos
de acuerdo con la naturaleza y la duracion de su contacto con los tejidos
humanos cuando estd en uso. De esta manera, en funcion del tiempo de expo-
sicion y la forma de contacto se presenta una “Matriz de Seleccion de Ensayos”
(Vea Anexo N° 1, tabla n°® 9) que indica las pruebas a realizar para la evalua-
cion de biocompatibilidad, a saber: citotoxicidad, sensibilizacion, irritacion cuta-
neas o intracutaneas, toxicidad sistematica, toxicidad cronica, genotoxicidad,
Implantacién hueso o Masculo y hemocompatibilidad. Los datos biol6gicos se
clasifican en: superficie, implante o dispositivo externo.

Para la prueba de dispositivos destinados a actuar como reemplazos
0seos, segun el tiempo de contacto con el tejido, si supera los treinta dias es
indispensable un ensayo de “implantacion”, que es el corresponde al modelo
experimental desarrollado en el presente proyecto integrador. Este tipo de en-
sayo se encuentra regulado por la 1ISO 10993-6 [7].

Otras de las disposiciones de ANMAT a seguir ademas de las normas
internacionales, son:

o Disposicion 2318/02: Reglamento Técnico Mercosur de Registro
de Productos Médicos [8]. Establece las definiciones de “producto médico
implantable”, “producto médico quirdrgicamente invasivo” y su conjunto se
somete a una regla que lo divide en clases. En el caso de dispositivos invasivos
de uso prolongado de tipo quirdrgico, la regla 8 lo ubica en la CLASE III.

o Disposicion 2303/14: Sistema de Trazabilidad de Productos
Médicos [9], basado en ISO 14630: Implantes quirdrgicos no activos —
Requisitos generales [10].

o Disposicion 3266/13: “Reglamento Técnico MERCOSUR de
Buenas Practicas de Fabricacion de Productos Médicos y Productos para
Diagndstico de uso In Vitro” [11]. Describe las buenas practicas de fabricacion
(BPF) para métodos y controles usados en el disefio, compras, fabricacion,
envasado, rotulado, almacenamiento, distribucioén, instalaciéon y asistencia
técnica de los productos médicos y productos para diagnostico de uso in vitro.
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1.1.1 Laboratorios acreditados para ensayos de biocompatibili-
dad

Actualmente en Argentina, algunos de los laboratorios que prestan servi-
cios a empresas y universidades para la realizacion de ensayos biolégicos son:

e CNEA (Comisién Nacional de Energia Atdmica);

e BioAplicada S.A., CABA,

e Laboratorio de Biocompatibilidad, FCEFyN, Cdérdoba;
e Laboratorios de CONICET

En todos ellos, se llevan a cabo estudios experimentales que incluyen ci-
totoxicidad (ISO 10993-5), genotoxicidad (ISO 10993-3), hemocompatibilidad
(ISO 10993-4), irritacion (ISO 10993-10), toxicidad sistémica, entre otros, pero
no se encontrd ningun establecimiento que realice el ensayo del cual trata el
presente proyecto integrador que es la “implantacion” (ISO 10993-6).

1.2 Dispositivos meédicos parareemplazo 6seo

Una de las aplicaciones mas antiguas de dispositivos en el cuerpo
humano esta relacionada con su empleo en la sutura y cierre de heridas. En la
actualidad, los mas utilizados son para la reparacion de fracturas como placas
oseas, tornillos, barras, alambres, etc.

Los dispositivos para las fracturas éseas requieren un soporte mecanico
adicional para la fijacion del hueso. Tienen dos funciones fundamentales, des-
de un punto de vista biomecanico, para que el hueso pueda curar sin complica-
ciones: el mantenimiento de la continuidad y de la alineacion de las partes frac-
turadas, y la transmision de la fuerza durante la formacién del callo 6seo.

Existen diversos tipos de medios de osteosintesis y pueden dividirse en
dispositivos de fijacién externa y dispositivos de fijacion interna .Los fijadores
externos consisten en clavos o tornillos metalicos de una longitud tal que pue-
dan atravesar el hueso fracturado y los tejidos muscular y cutaneo. Implica el
mantenimiento de un acceso a través del tejido cutaneo, donde existe el riesgo
de infecciones. Los fijadores internos son implantados en contacto con el hueso
del paciente y aseguran una remodelacion 0sea primaria rapida (sin formacion
de callo).

Para la elaboracion de cualquier producto médico destinado a estar en
contacto con tejido humano, como los mencionados anteriormente, se requiere
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un estudio previo de la regién bioldgica en cuestién, de su composicién, estruc-
turas y de las reacciones a diferentes estimulos.

1.3 Tejido 6seo

El tejido 6seo es un tejido conectivo especializado que se caracteriza por
su rigidez y gran resistencia, tanto a la traccion como a la compresion [12, 13,
14, 15]. Estd compuesto por minerales, proteinas, agua, células y otras ma-
cromoléculas, que varian de acuerdo a las diferentes partes del esqueleto,
edad del individuo o presencia de alguna enfermedad.

Mas de un 99% en volumen de la matriz 6sea se halla mineralizado por
lo que posee dos tercios de sustancias inorganicas (65%), constituida en su
mayor parte por fosfato calcico en forma de cristales de hidroxiapatita, y un ter-
cio de sustancias organicas (30%) con el Colageno tipo | como el mas abun-
dante (Vea llustracion 2).

La matriz 0sea es la responsable de las extraordinarias propiedades
biomecanicas del hueso. Las fibras colagenas le proporcionan flexibilidad y re-
sistencia a la tension mientras que las sales minerales le confieren dureza, rigi-
dez y resistencia a la compresion.

Las principales células que conforman la fase organica del hueso son los
Osteoblastos, Osteocitos y Osteoclastos.

Los osteoblastos son las células responsables de la formacion de tejido
0seo. Es una célula capaz de producir osteoide o matriz ésea. Produce colage-
no de tipo |, ademas de proteinas constitutivas de la matriz extracelular ésea.
Estan localizados particularmente en el periosteo, una membrana que envuelve
la parte externa de los huesos medianos y grandes y en la membrana endoste-
al, la cual se desarrolla sobre la pared interna del canal medular.

Una vez que los osteoblastos han alcanzado el final de su actividad y la
matriz 6sea se mineraliza, se convierten en osteocitos. Estas células repre-
sentan la poblacién de células vivientes estables con la tarea de mantener al
hueso como un tejido vivo y mantener constante el equilibrio entre la fraccion
mineral y la organica.

Los osteoclastos son los principales causantes de la reabsorcion 6sea.
Se caracterizan por ser células de gran tamafio que derivan de células pluripo-
tenciales de la médula 6sea, las cuales son precursoras hematopoyéticas. Se
encuentran en regiones de reabsorcion 6sea llamadas lagunas de Howship.
Estas células se unen a la superficie del hueso mediante proteinas encargadas
de la unién, aislan la zona a la cual se han unido y bajan el pH local incremen-
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tando la solubilidad de los cristales de hidroxiapatita, para eliminar la fase mine-
ral.

Hidroxiapatita (295%)
Fase inorganicao Apatita osea impura con alta concentracion de
mineral (265%) carbonato

Magnesio, sodio, potasio, fluoruro y cloruro
Tejido

3 ~ o
P Colagenotipol (#95%)

Fase organica Matriz (298%) Proteinas no colagenas (=5%)
(=30%) Osteoblastos
Ceélulas (22%) 4 Osteocitos
Osteoclastos

Agua (=5%)

llustracion 2: Conformacion del tejido 6seo a nivel microsc()pico3

Segun la estructura macroscopica del tejido, existen dos tipos de hueso,
el esponjoso o trabecular y el compacto o cortical. El hueso esponjoso posee
travéculas y cavidades, se encuentra principalmente en la epifisis (extremos de
huesos largos) pero también en huesos cortos como las vértebras.

1.3.1 Osteogénesis, remodelado y reparacion 6sea

La osteogénesis es el proceso de desarrollo del hueso, donde los os-
teoblastos segregan sustancias para formar el tejido osteoide, que posterior-
mente se convierte en denso y fibroso. Los cristales de fosfato de calcio son
depositados en el tejido osteoide, cambiando asi la matriz 6sea. Los osteoblas-
tos tienden a ser atrapados y al endurecerse se transforman en osteocitos.

La secrecion de los osteoblastos no se convierte totalmente en fibras, si-
no que también hay una especie de cemento entre las fibras. Ambos, cemento
y fibras, se combinan con los cristales de fosfato de calcio y los osteoides,
formandose asi el hueso.

El Remodelado 6seo es un proceso que se lleva a cabo en todos los
huesos del organismo a lo largo de toda la vida cuyos principales objetivos son
mantener la fortaleza 6sea y la homeostasis mineral. Este mecanismo comien-
za con la reabsorcion de pequefias porciones 6seas debido a la actividad oste-
oclastica, luego se deposita matriz extracelular, que posteriormente se minera-

® llustracion extraida de Toribio Olea M. Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de
fosfato de calcio para la regeneracion de tejidos. [Tesis Doctoral] Universitat Politécnica de
Catalunya, Barcelona; 2014.
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liza debido a la actividad osteoblastica (Vea llustracion 3). El proceso puede
reparar microfracturas, evitando su acumulacion.

QUIESCENCIA ACTIVACION
e -

~ " g !
-~ e

QUIESCENCIA RESORCION

=

MINERALIZACION FORMACION
llustracion 3: Remodelado 6seo”

Reparacion 6sea: El tejido 6seo es el Unico tejido capaz de repararse a
si mismo desde el momento en que se produce el dafio y sin dejar cicatrices
[16, 17]. La regeneracion de defectos en el tejido 0seo esta influenciada por
diferentes factores entre los cuales se pueden mencionar el tipo de hueso, es
decir, si se trata de hueso cortical o trabecular, el lugar y el grado de severidad
de la fractura o defecto, el grado de fijacion durante el periodo de curacion, la
especie y edad del individuo.

Existen dos tipos de consolidacion ésea:

e Reparacion 0sea primaria: ocurre cuando existe un contacto di-
recto e intimo entre los fragmentos de la fractura. No tiene forma-
cion de callo 6seo (no se evidencia radiograficamente). Se logra
con fijacion rigida interna, ya que de ese modo el proceso normal
de la reparacion se acorta en una etapa. Se requiere de un con-
tacto directo con la corteza y de una vascularizacién intramedular
intacta. Ademas, la consolidacion primaria requiere una inmovili-
zacion rigida para permitir a los fragiles vasos medulares recana-
lizar el hueso necrético y atravesar la fractura.

e Reparacién 6sea secundaria: hay formacién de callo éseo. Es la
reparacion clasica, la que se realiza fisiolégicamente cuando un
hueso se fractura y sélo se coloca en posicién con medios or-

* llustracién extraida de SEBBM. [En linea]. 2014 [Fecha de acceso: 17 de julio de
2016]. URL disponible en:  http://www.sebbm.es/web/es/divulgacion/rincon-profesor-
ciencias/articulos-divulgacion-cientifica/305-especial-sobre-regeneracion-osea-3-articulos.
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topédicos, sin fijacion rigida. Cuanta mas movilidad tenga el foco
de fractura, mayor tamafio tendra el callo de fractura.

La primera etapa luego de la lesion (ruptura del hueso causada
por fractura, o por algun procedimiento de implantacién) abarca la
inflamacién, hemorragia y hemostasia la cual resulta en la forma-
cion de un codgulo de sangre o hematoma, que conlleva a la for-
macion de un codagulo de fibrina y permanece usualmente por po-
cos dias (Vea ilustracion 4). Al cesar la circulacion hay una falta
de oxigeno, disminuye el pH y se da la necrosis (muerte celular)
del tejido circundante por neutréfilos y macrofagos. En los dias si-
guientes se produce la formacién de un tejido de granulacién (va-
sos, colageno y células) y, cuando una red de tejido esponjoso,
une los bordes externos, aparece un callo interno, y un callo ex-
terno de cartilago y hueso estabiliza los bordes externos. Luego,
el cartilago del callo externo queda sustituido por hueso y los es-
polones del hueso esponjoso unen los extremos fracturados, eli-
minando y sustituyendo los fragmentos de hueso muerto y las zo-
nas O0seas cercanas a la rotura. Con el tiempo ocurre la remode-
lacion del callo quedando pocos indicios de su existencia.

Hueso espojoso /,--—\\\ .
del callo interno / | DIENER S\~ Periosteo

___,'"7 - Cartilago del callo
‘ interno

/_ Hueso neoformado

| e R ——— 'L-Fragmentos V\ |
‘_ poay | Oseos T

N X J Hematoma

~__| .~ " Hueso necrosado

- A

llustracion 4: Formacion de hematomay callo éseo tras lesién o fractura®

® Jlustracién adaptada de Fisioterapia-Online. ¢Cémo cura nuestro organismo una fractura o
fisura 6sea? [En linea] 2009 [Fecha de acceso 26 de julio de 2016]. URL disponible en:
https://www.fisioterapia-online.com/articulos/como-cura-nuestro-organismo-una-fractura-o-
fisura-osea.
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A nivel celular, la formacién del nuevo hueso requiere la diferenciacion
de las células maduras y secretoras. Las células migraran hasta alcanzar los
bordes rotos del hueso o el implante en el lugar de la herida. Una vez que las
células han alcanzado la superficie sélida, se inicia el proceso de sintesis de
matriz extracelular en la superficie alcanzada. Finalmente se inicia el proceso
de mineralizacion a partir de la proteinas adsorbidas en la superficie sélida, el
cual es continuado por el crecimiento de cristales de fosfato de calcio, y el
ensamblaje de las capas de matriz de colageno con las mineralizadas, dando
como resultado el nuevo hueso. Si la fractura es inestable, los osteoblastos se
diferencian a condrocitos para formar una capa de colageno que actida como
puente en los extremos de la fractura, constituyendo el callo blando. Este luego
es calcificado para formar un callo éseo.

1.4 Biomateriales para reparacion y regeneracion 6sea

Un Biomaterial es “un material ideado para interaccionar con los siste-
mas biologicos para evaluar, tratar, aumentar o substituir cualquier tejido, érga-
no o funcién del cuerpo” segun la Second Consensus Conference on definitions
in Biomaterials (Segunda Conferencia para el Consenso de definiciones en
Biomateriales), que tuvo lugar en el Reino Unido en 1992.

Entre los compuestos mas importantes utilizados como biomateriales pa-
ra la regeneracion o reemplazo 6seo se encuentran algunos metales y aleacio-
nes, ceramicas, vidrios biologicos, polimeros naturales y sintéticos, asi como
farmacos biodegradables [18].

La formacion 6sea inducida por biomateriales, sea cual fuere el meca-
nismo que la provoca, refleja principalmente una modificacion en el microam-
biente celular. En general, después del establecimiento de un tejido conjuntivo
inmaduro y bien vascularizado, la formacion 6sea continda con un reclutamien-
to, proliferacion y diferenciacion de células osteoblasticas con secrecién de
colageno, proteinas de la matriz y mineralizacion posterior.

Autores como IKADA [14], ESTRADA [15] y BARRERE [16] describen
gue los materiales para implantes 6seos deben observar las siguientes propie-
dades:

o Biocompatibilidad: integrarse al organismo hospedero sin
gue haya efectos citotoxicos, genotdxicos o respuesta inmune.

o Biodegradabilidad: degradarse (mediante hidrélisis) a tasas
gue sean lo mas cercanas posibles a las tasas de formacion de nuevo
hueso.
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o Resistencia y compatibilidad mecénica: resistir cargas
mecénicas segun sea la posicion del tejido 6seo que reemplaza. Las
propiedades mecanicas como el médulo de elasticidad, la resistencia a
la traccion, a la fractura, a la fatiga y porcentaje de elongacion, entre
otros, deben ser lo mas cercanas posibles al hueso para evitar la
osteopenia o "stress shielding”.

o Osteoinductividad: Estimulacion a la osteogénesis. Esto se
logra al reclutar células madre mesenquimales y osteoprogenitoras.

o Osteoconductividad: el material provee un ambiente,
estructura o matriz fisica apropiada para la aposicion de hueso nuevo.
Los materiales osteoconductivos son guias para el crecimiento 6seo.

o Radiolucidez: diferenciarse radiograficamente con respecto
al tejido donde se implanto.

1.4.1 El Titanio como reemplazo 6seo

Dentro de los biomateriales de eleccion en el campo de la implantologia
y disefio de protesis, se encuentra el titanio quimicamente puro con sus 6xidos
de superficie, sus propiedades mecanicas (Vea llustracion 5) y biocompatibili-
dad [19, 20, 21].

Propiedades Grodo 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Cargade rotura (MPa) 240 345 450 550
Limite eldstico (0,2%) (MPa) 170 275 380 485
Elongacion (%) 24 20 18 15
Estriccion (%) 30 30 30 25

llustracion 5: Propiedades mecanicas del Ti puro paraimplantes quirtrgicos®

® llustracion extraida de Gutiérrez Limén R. Materiales Biocompatibles, sus propiedades y ca-
racteristicas. [En linea]. 2008 [Fecha de acceso 19 de junio de 2016]. URL disponible en:
http://www.monografias.com/trabajos-pdf5/materiales-biocompatibles-sus-propiedades-y-
caracteristicas/materiales-biocompatibles-sus-propiedades-y-caracteristicas2.shtml.
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El factor fundamental que hace que el Ti sea el material bioinerte
elegido para la fabricacién de prétesis e implantes es que con él es posible
alcanzar la osteointegracion [22, 23, 24]. Ello esta directamente vinculado con
su excelente biocompatibilidad, la cual se caracteriza por la ausencia de
corrosién y deterioro del material que puede conducir a respuestas
inflamatorias indeseables, muerte del tejido circundante o la formacion de
trombos por efectos de coagulacion sanguinea inesperada. Implica ademas
gue el organismo no genere respuestas inmunoldgicas indeseadas como el
aumento en el numero de anticuerpos, y que no existan fenémenos de
mutacion celular o aparicién de células cancerigenas.

Algunos autores sitian también al Ti como un material bioactivo, por el
hecho de que sostienen que es capaz de generar la respuesta fenotipica del
osteoblasto cuando éste esta sobre su superficie, 0 porque es capaz por si
mismo de adsorber calcio y fésforo en su superficie, lo que permite la creacion
de un compuesto de fosfato de calcio de tipo cementante que aprovechan las
células para expresar su fenotipo.

1.4.2 Tratamiento superficial en implantes de Ti

En los primeros tiempos de la oseointegracion se utilizaron principalmen-
te implantes de superficie obtenida por maquinado del titanio, sin embargo se
observo que en huesos de poca densidad el comportamiento de los mismos no
era tan eficiente como en huesos densos. Para modificar esto se comenzo a
investigar la influencia de la microtopografia en relacion al proceso de cicatriza-
cion, advirtiéndose que la textura superficial podia ser tan importante como el
enlace quimico del titanio [25, 26, 27, 28].

En la actualidad existen diferentes formas de preparar la superficie de
los implantes osteointegrados de titanio. Estas son:

e Superficie pulida sin tratamiento [29]
e Con recubrimientos:

- HA hidroxiapatita [17, 30, 31, 32, 33, 34]
-TPS plasma de titanio

-SLA grabado con arenado y &cido
-Grabado acido simple y doble

-Oxido de titanio poroso [35, 36, 37, 38, 39].
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Numerosos estudios [40, 41, 42] han demostrado que la aposicion de
hueso se produce en un mayor porcentaje en implantes que tienen una superfi-
cie rugosa, en comparacion con los mecanizados de superficie lisa, ya que es-
tos ultimos tienen menor capacidad de retener el nuevo osteoide en compara-
cion con los implantes con tratamientos superficiales, con lo cual, la linea de
cementacion se convierte en la frontera que asegura la osteointegracion entre
el biomaterial y el tejido vivo.

Por otra parte, son ideales tanto la rugosidad como la superficie desarro-
llada, de forma tal que aseguran muy buena aposicién del tejido 6seo de
acuerdo con su topografia micromorfolégica.

Finalmente, se han creado en la superficie poros en forma de crateres
gue favorecen el asentamiento y fijacion de las células de osteoblastos, desen-
cadenando la sintesis en la formacion del tejido 6seo. XUE W. [43] mostré que
los efectos como el aumento de la union celular, la diferenciaciéon celular y la
expresion de la fosfatasa se producen cuando se utilizan muestras porosas de
Ti con poros mas grandes que 200um. KARAGEORGIOU y KAPLAN [44] con-
sideraron que el tamafio minimo de los poros debia ser 100um debido al tama-
fio celular y las caracteristicas de la migracion celular y el transporte. Sin em-
bargo, los poros de 300um se consideran ideales, ya que facilitan la formacion
de capilares. También es posible correlacionar estos datos con el tamafio de
los canales de Havers de aproximadamente 100-200um de diametro. Los poros
pequefios podrian favorecer la hipoxia, que puede resultar en la formacion de
tejido osteocartilaginosa, mientras que los poros grandes ricamente vasculari-
zados permiten osteogénesis directa.

Estas superficies producen efectos diferentes a nivel de la oseointegra-
cion, especialmente en lo que se refiere al porcentaje de contacto entre hueso
e implante (BIC). Estudios que evaluaron el porcentaje de la BIC después de la
osteointegracion del implante, reportaron una correlacion positiva entre topo-
grafias especificas de superficies de implantes y cantidad de hueso que con-
tacta con las mismas. Un aumento en la BIC favorece el entrelazado mecéanico
entre la superficie del implante y el hueso circundante, dando mayor resistencia
a la carga durante la funcién del mismo. En este aspecto, la superficie hueso-Ti
ha demostrado ser muy eficaz, tanto clinica como histolégicamente.

1.4.3 Titanio e Hidroxiapatita

Para que un material sea bioactivo en el tejido 6seo, es condicién indis-
pensable que se forme in vivo una capa de hidroxiapatita (HA) sobre su super-
ficie, la cual en Ultima instancia se enlaza con el hueso.
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La hidroxiapatita es un material bioactivo para el tejido 6seo debido a
que es la fase mineral del hueso. Este hecho hace que las células la reconoz-
can como un material biolégicamente no ajeno y esto lleva a la union quimica
entre ella y el tejido, es decir, se produce biointegracion.

Su principal inconveniente son sus propiedades mecanicas, ya que es
un material excesivamente fragil. Por esta razén, luego de muchas investiga-
ciones, en el desarrollo de implantes se emplea en conjunto con un metal [17,
30, 31, 32, 45, 46, 47]. Actualmente las tendencias mas importantes son im-
plantes de Titanio (bioinerte, con propiedades de osteointegracién) recubierto
con una capa de hidroxiapatita (bioactivo con biointegracion).

Generalmente se acepta que la pureza de la HA deberia ser lo mas alta
posible (superior al 90%), con una relacién de peso atémico calcio/fésforo de
1,67. Pero no existe consenso respecto a su grado de cristalinidad, que varia
del 50 al 90% en los diferentes tipos de implantes disponibles en el mercado.

1.5 Pulvimetalurgia aplicada al desarrollo de Implan-
tes quirdrgicos

La pulvimetalurgia o metalurgia de polvos es un proceso de fabricacion
gue, partiendo de polvos finos y tras su compactacion para darles una forma
determinado compactado, se calientan en atmodsfera controlada para la obten-
cion de la pieza [48, 49, 50]. Este proceso es adecuado para la fabricacion de
grandes series de piezas pequefias de gran precision, para materiales o mez-
clas poco comunes y para controlar el grado de porosidad o permeabilidad.

En el presente trabajo se utiliza una variante de este proceso desarrolla-
do en el Laboratorio de Materiales de la FCEFyN. La técnica comienza cuando
polvo suelto se mezcla y posteriormente se comprime mediante prensas meca-
nicas o hidraulicas en una matriz, resultando una forma que se conoce como
“pieza en verde” o compactado crudo. Las prensas mas utilizadas son uniaxia-
les, en la que la presion se aplica al polvo en una sola direccion.

El Udltimo paso es el sinterizado, que consiste en el calentamiento
en horno con atmoésfera controlada a una temperatura en torno al 75% de la de
fusidon. Si el sinterizado se efectia durante un tiempo prolongado puede elimi-
narse los poros naturales que quedan del polvo y el material se hace mas den-
so. La velocidad de sinterizado depende de la Temperatura, energia de activa-
cion, coeficiente de difusion, tamafio de las particulas originales.

Esta técnica posee muchas ventajas al ser utilizada para la creacion de
prétesis, como el tiempo corto de fabricacion y los costos reducidos en materia-
les, ademas de posibilidad de realizar combinaciones de distintos materiales y
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mantener control sobre su conformacién y porosidad. En cuanto a las desven-
tajas, se encuentra como principal la limitacion en el disefio del implante debido
al alto costo de las matrices (vea llustracion 6).

Wntajas _

No se desperdicia material. Elevado costo de las matrices de compactado.

Precision dimensional y buen acabado. Caracteristicas mecanicas inferiores debido a la

Tiempo de fabricacion corto y costos reducidos. e

Limitaciones de disefio: seccion uniforme en la
direccion de compactado, esbeltez limitada, etc.

Piezas imposibles por otros medios: porosidad controlada,
mezcla de metales y no metales (ceramicos).

llustracion 6: Ventajas y Desventajas de la Pulvimetalurgia7

1.6 Estudios del desempeiio de biomateriales realiza-
do en animales.

Antiguamente los nuevos descubrimientos eran simplemente evaluados
en humanos para observar si eran biocompatibles, pero desde hace algun
tiempo, los materiales deben ser sometidos a una serie de pruebas antes de
gue puedan justificar su empleo inocuo en los seres humanos, estas pruebas
estan especificadas por la norma ISO 10993 [6], pero solo dos de ellas se reali-
zan en animales, las pruebas de irritacion y de implantacion (ver tabla n° 9,
Anexo N° 1).

Histéricamente, el avance técnico y cientifico en el area de Biomateriales
provoca que nuevos elementos surjan dia a dia en concordancia con nuevas
técnicas y procedimientos terapéuticos. Los analisis de la reaccion de distintos
materiales conllevan diferentes estudios que se realizan de dos maneras distin-
tas: in vitro e in vivo.

Las pruebas de biocompatibilidad son las pruebas iniciales o primarias
las cuales incluyen las pruebas de citotoxicidad (evaluacion del efecto de los
materiales sobre poblaciones celulares para evaluar la respuesta inflamatoria o
inmunoldgica) y las de mutagenicidad o carcinogénesis (valoran los efectos de
los materiales sobre el material genético celular) [5].

Las pruebas intermedias o secundarias son aquellas que permiten medir
los niveles de reacciones inflamatorias o de respuestas inmunitarias frente a un
material (pruebas de irritacion de mucosas, sensibilidad cutdnea e implanta-

" Imagen extraida de Wikipedia. Pulvimetalurgia. [En linea] 2007 [Fecha de acceso 12 de mayo
de 2016]. URL disponible en: https://es.wikipedia.org/wiki/Pulvimetalurgia.
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cion); las pruebas de uso o terciarias se realizan en animales y humanos una
vez se hayan realizado las pruebas primarias, las pruebas secundarias y la
aprobacién de un comité de ética certificado.

In vitro In vivo Pruebas de uso

=

. Citotoxicidad: 1. Imitacion de mucosas 1. En animales
= Crecimiento celular
- Permeabilidad de la membrana celular
- Biosintesis enzimatica
- Pruebas indirectas (bareras)

= Pruebas de barrera dentinal

2. Cardnogeénesis 2. Sensibilidad cutanea 2. En humanos

3. Mutagénesis 3. Implantacion

llustracion 7: Pruebas de compatibilidad biolégica8

Segun Norma ISO 10993-2 [51], para pruebas in vivo puede utilizarse
cualquier vertebrado vivo no humano, con exclusion de las formas fetales o
embrionarias y solo se justifica su uso cuando:

Han demostrado ser relevantes y fiables para los fines para los
gue se llevan a cabo,

Cuando los datos resultantes son esenciales para caracterizar y
evaluar el material de ensayo que va a ser utilizado en dispositi-
vos médicos,

Cuando ningan método de prueba cientificamente valido, que no
requiere el uso de animales vivos, es razonable y factible,

En el caso en que todas las otras estrategias pertinentes para re-
ducir al minimo el dolor, sufrimiento, angustia y dafio duradero
causado a los animales que se utilizan, se han identificado y
puesto en practica.

Los animales de mayor uso para test in vivo por su similitud con el orga-
nismo humano en cuanto a respuesta de tejidos son los ratones, las ratas, los
hamsteres, los hurones y los conejos [24, 52, 53]. También se han utilizado
ovejas, monos [23], bovinos, cerdos [21], perros [46, 54] y gatos.

En la FCEFyN el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL) es quien tiene la tarea de revisar, aprobar y supervi-
sar todos los protocolos de investigacion que incluyen animales de laboratorio

[55].

® llustracién extraida de Villegas A, Naranjo E, Gémez D, Pruebas de biocompatibilidad de los
materiales de uso odontoldgico: Revision de la literatura. Revista Estomatologia 2008; 16 (2):

38-44.
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1.7 Interfase Hueso-Implante

La osteointegracion es la conexidn estructural y funcional entre el hueso
y un implante (Vea llustracién 8). Cuando un implante se inserta en el hueso,
se crea la denominada interfase hueso-implante, una zona de unién entre la
superficie del biomaterial del implante y el hueso circundante. Esté indicando
una aposicion 6sea directa sobre la superficie del implante, sin que exista inter-
posicién de tejido blando [56, 57, 58, 59]. Sin embargo nunca existe un 100%
de contacto entre ambas superficies. La cicatrizacion de esta interfase depende
de las condiciones biologicas del hueso, las caracteristicas de disefio del im-
plante y la distribucion de cargas entre hueso e implante.

Tras una lesion, como la producida por el procedimiento de insercién de
un implante, la matriz 6sea mineralizada se recupera siguiendo cuatro etapas,
1. Formacién del hematoma (sangrado y coagulacién); 2. Degradacion del coa-
gulo y limpieza de la herida (fibrindlisis); 3. Formacion de tejido granular (an-
giogénesis) y 4. Formacion de nueva matriz 6sea (modelado 0seo).

En el caso de los implantes, tanto la sintesis de nuevo osteoide como su
mineralizacién estan relacionadas con la topografia superficial de la pieza im-
plantada. Los implantes en su superficie deben tener la habilidad de soportar
las tensiones ejercidas por las células que migran sobre la red de fibrina y
colageno y que restauran los tejidos lesionados.

Implante

Comonducgin] o | »  [Oteoginess]

;'h " d}
i;i o
Implante — II
. 5 [B0CRD

llustracion 8: Interfase hueso-implante®

El motivo de fracaso de la mayoria de los sistemas de implantes es que
éstos se encapsulen en un tejido de cicatrizacién fibroso (fibrointegracion) mal
diferenciado lo que crea movilidad, que lleva a reacciones desfavorables vy fi-
nalmente a la pérdida [56].

% llustracion extraida de Vanegas C, Landinez NS, Garzén-Alvarado DA, Generalidades de la
interfase hueso-implante dental. Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2009; 28(3):
130-146.
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La fibrointegracion puede estar causada por muchos factores dado que
dicho implante reacciona por un proceso de 6xido-reduccion y este proceso
depende de la solubilidad de la superficie, la superficie del implante altamente
reactiva, las bacterias, el pH, fluido intercelular y factores biomecanicos.

1.7.1 Calidad de la interfase Hueso-Implante

A pesar que la osteogénesis de contacto forma tejido 6seo a una veloci-
dad 30% mayor que la osteogénesis a distancia, la formacién desde la superfi-
cie del implante implica que dicha superficie permita su colonizacién por parte
de células de origen mesenquimal. Esta colonizacion (osteoconduccion), co-
rresponde a la formacién de hueso sobre una superficie de material bioactivo.

Para evaluar la calidad se deben analizar varios factores que contribu-
yen a la osteointegracion, ellos son:

-Carga por fuerzas externas: tanto hueso como implante, deben estar
sometidos a cierta cantidad de esfuerzo dentro de un rango de equilibrio. En el
caso del implante, los esfuerzos deben ser tales que se evite la fatiga del mate-
rial y su posible fractura. Por su parte, en el hueso es sabido que el sobre-
esfuerzo puede causar resorcion, mientras que un esfuerzo muy bajo puede
dar lugar a atrofia por desuso y la consecuente pérdida del hueso.

-Accion fisioldgica: existe un contacto adicional creado por la presencia
de fluidos fisiologicos durante las etapas tempranas de la cicatrizacion. Estos
fluidos crean una capa aislante entre el implante y el medio circundante que
depende de las caracteristicas del implante, en especial, la tension interfasial,
el potencial zeta y la hidrofobicidad. La tensién interfasial relaciona las fuerzas
de adhesion de las células y las fuerzas de cohesion de los atomos al interior
del material, de manera que si las fuerzas de cohesion son mayores que las
fuerzas de adhesién habra muy poca o nula interaccion fisica entre el material y
su medio. El potencial zeta es la diferencia de potencial en la superficie de con-
tacto entre un material y su medio externo. Bajos potenciales zeta estimulan la
diferenciacion de células osteogénicas en la superficie del material y las super-
ficles cargadas negativamente poseen una excelente biocompatibilidad. Por
ultimo, la hidrofobicidad es la neutralidad de carga en la superficie del implante
gue impide su interaccién con las moléculas de agua. Si el material con el que
se fabrica un implante tiene una carga superficial tal que exista una polaridad
superficial, entonces dicho material se denomina hidrofilico, mientras que si el
material posee poca 0 ninguna polaridad superficial se denomina hidrofébico.
Se prefieren los materiales hidrofilicos porque reaccionan mas rapidamente a
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las proteinas presentes en el plasma sanguineo y porque aumentan la respues-
ta de las células osteoprogenitoras en la superficie del material.

-Recubrimientos superficiales: La tension interfasial toma mayor im-
portancia cuando se tiene el caso de implantes con recubrimientos superficia-
les. La idea detrds de esta estrategia es hacer la superficie metélica, comun-
mente de titanio, mas favorable para las células éseas, lo que permite una me-
jor cicatrizacion en reemplazo del encapsulamiento fibroso. Sin embargo, el uso
de recubrimientos superficiales es exitoso si los materiales utilizados permiten
la osteoconduccion y soportan las tensiones interfasiales producidas durante la
carga del implante.

1.8 Meétodos evaluativos de la osteointegracion

Las técnicas aplicadas en la actualidad para evaluar biocompatibilidad y
oseointegracion, pasado un periodo considerable luego de la implantacion, son
variadas. La Norma ISO 10993-6 [7] plantea propuestas a seguir, sin embargo
existen otras que si bien no son nombradas alli, fueron llevadas a cabo en dis-
tintas investigaciones que trataron la actuacion de ciertos implantes [59, 60, 61,
62, 63, 64]. Se clasifican en invasivas y no invasivas, in vivo 0 ex Vvivo.

Los estudios in vivo son principalmente placas radiograficas y estudios
tomograficos con reconstruccion 3D. En cuanto a los analisis ex vivo se utilizan
microscopia optica, microscopia confocal, microscopia electronica y estudios
histolégicos bajo tincion, de los cuales la Norma 1SO 10993-6 solo recomienda
un estudio macroscopico para estudiar las zonas de contacto implante-tejido y
uno histologico para analizar la presencia de ciertas células.

La evaluacion ex vivo ofrece mayores posibilidades de interpretacion de
la oseointegracion que los realizados in vivo.

1.8.1 Radiografias

Una forma de analizar el grado de oseointegracion de un implante, que
puede ser hecho in vivo o in vitro, es mediante la realizacion de una placa ra-
diografica donde se puede evaluar el hueso de manera cualitativa y cuantitati-
va.

El “analisis cualitativo” se realiza evaluando la escala de graduacion
de imagenes radiograficas [65]. La presencia de una imagen radiollcida peri-
implantaria indica la existencia de tejido blando circundante y esto constituye
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un signo de fracaso del implante. En la mayoria de los casos cuando se obser-
va una imagen radiolucida apical el implante presentara movilidad.

Ademas con las placas radiograficas se puede distinguir el tipo de repa-
racion que se esta llevando a cabo en el hueso, ya sea 1° o 2° segun haya for-
macion o no de callo.

El “andlisis cuantitativo” se hace con densitometria 6sea [66], que es
una prueba para determinar la densidad mineral 6sea. Se puede realizar
con rayos X, ultrasonidos o is6topos radiactivos. El test se realiza con el apara-
to que mide las imagenes y da una cifra de la cantidad mineral 6sea por super-
ficie (Vea ecuaciéon 1). Trabaja midiendo un hueso especifico, 0 mas, usual-
mente de la columna vertebral, cadera, antebrazo. La densidad de esos huesos
es comparada con un valor promedio basado en edad, sexo, tamafio ya deter-
minado (vea llustracion n° 9).

Bone Sites Mean Diameter Values and
Standard Deviation (nm)

Female Male[13]
Front tibia 3M5+71 471 +104
Rear tibia 3B1£65 488 +122
Femoral 3B5+£65 504 +11.8

llustracion 9: Media de valores de diametro de fibrillas de colageno en ratas™®

La comparacion de resultados se usa para determinar el riesgo de frac-
turas y el estado de osteoporosis en un individuo.

CMH
DPH = - [g/cm?]

Ecuacioén 1: Densidad Promedio del Hueso

Siendo: CMH = contenido mineral del hueso (g/cm) y A = ancho de la
linea escaneada.

Otro método de analisis, poco utilizado, donde se utilizan dos energias
de rayos X es para la determinacion in vivo de la relacion de Hyp/Col. EI méto-
do supone que el hueso es un componente de tres sistema: hidroxiapatita,
colageno, y agua, y que la composicidon de la hidroxiapatita es constante. En-

' |magen extraida de Berillis P, Emfietzoglou D, Tzaphlidou M. Collagen Fibril Diameter in Re-
lation to Bone Site and to Calcium/Phosphorus Ratio. Scientific World Journal 2006; 6:1109—
1113.
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tonces, como el hueso es una forma especializada de tejido conectivo formado
por cristales de hidroxiapatita dentro de una matriz de coldgeno, el cociente
hidroxiapatita/colageno podria ser utilizado como un indice de calidad de los
huesos.

1.8.2 Analisis Histologico

La norma ISO 10993-6 [7] recomienda evaluar mediante técnica histol6-
gica la extension de la fibrosis y la inflamacion, la degeneracion por cambios en
la morfologia de los tejidos, los tipos de células inflamatorias (polimorfonuclea-
res, leucocitos, linfocitos, células plasmaticas, eosindfilos, macréfagos y células
multinucleadas. También se debe evidenciar la presencia de necrosis (determi-
nada por los desechos nucleares y/o averia de la pared capilar) y otros para-
metros tales como restos de material, infiltracion grasa, granuloma.

En la tabla n°® 8 del Anexo N° 1, se muestra un modelo de evaluacién
histologica siguiendo las recomendaciones de la ISO 10993-6.

1.8.3 Evaluaciones mediante Microscopia Electréonica de barri-

do (SEM)

Los distintos trabajos realizados actualmente sobre implantes 0seos
plantean su andlisis en base a estudios microscopicos del tipo confocal y
electronico [22, 40, 68, 69].

Entre las aplicaciones en oseointegracion que se pueden obtener a
través del microscopio confocal se destacan la posibilidad de deteccion de os-
teoblastos sembrados en el metal, analisis fisiologico de respuesta de Ca2+,
estudio de interacciones entre proteinas, entre otras.

El microscopio electronico de barrido (SEM) se utiliza para obtener ima-
genes de gran resolucion de los rasgos topograficos superficiales. Su funda-
mento consiste en hacer interaccionar un haz primario de electrones sobre un
area del objeto que se pretende estudiar, por lo cual la muestra, si no es con-
ductora, debe estar recubierta de un material conductor como el oro o el carbo-
no).

En la valoracién de osteointegracion mediante imagenes SEM y EDS se
aplican generalmente dos métodos:
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e BIC (Bonet to Implant Contact): Es el porcentaje de la longitud
del implante en el que hay contacto con el hueso directamente,
sin intervencion del tejido fibroso. Que exista BIC sugiere que hay
oseointegracion [70, 71]. Para su calculo se mide la longitud total
del implante (biomaterial a estudiar) y la longitud que se encuen-
tra en contacto con el hueso.

Este tipo de prueba se realiza sobre las imagenes microscépicas
de la regién a 40X de aumento y con ayuda de un procesador de
imagenes adecuado para el tamafio de dicha imagen.

e Andlisis de presencia de minerales a través de EDS-SEM: Se
trata de la determinacion de la composicion quimica del area de
contacto entre el tejido y el biomaterial en cuestién realizada con
la técnica EDS del microscopio electrénico de barrido.

En cuanto al contenido mineral 6seo, en general se acepta que su
medicion es una apropiada estimacion de la resistencia 6sea (de-
pendiente de la masa y geometria del hueso).

Ademas segun diversas investigaciones, la determinacion de la
relacion Ca/P puede proporcionar una medida sensible para de-
terminar la “calidad del hueso” tomando como referencia que la
relacion Ca/P para la HA (componente fundamental) es de 1,67
[72, 73, 74].

1.9 Estudios estadisticos

Los resultados de las investigaciones experimentales necesitan de la es-
tadistica como herramienta para lograr una buena interpretacion.

Una afirmacion empirica es posiblemente verdadera y posiblemente fal-
sa. Para poder establecer su veracidad se procede a la recolecciéon de datos en
una muestra de participantes o unidades experimentales para establecer con-
clusiones sobre una poblacién. Se trata de un proceso de inferencia estadistica
desde la muestra a la poblacion.

Cuando se quiere evaluar el grado de asociacion o independencia entre
una variable cuantitativa y una variable categorica (que clasifica o diferencia a
los individuos en grupos, tantos como categorias tiene dicha variable), el pro-
cedimiento estadistico inferencial recurre a comparar las medias de la distribu-
ciones de la variable cuantitativa en los diferentes grupos establecidos por la
variable categoérica. Si ésta tiene solo dos categorias (es dicotomica), la compa-
raciéon de medias entre dos grupos independientes se lleva a cabo por el test t
de Student; si tiene tres 0 mas categorias, la comparacion de medias entre tres
0 mas grupos independientes se realiza a través de un modelo matematico
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mas general, el Andlisis de la Varianza (ANOVA) o test de muestras apareadas
cuando el control y el problema se encuentran en el mismo animal. En todos
los casos, las pruebas estadisticas son exigentes con ciertos requisitos previos:

e Distribucion normal de la variable cuantitativa en los grupos que
se comparan.

e Homogeneidad de varianzas en las poblaciones de las que pro-
ceden los grupos;

El no cumplimiento de las condiciones nombradas conlleva la necesidad
de recurrir a pruebas estadisticas “no paramétricas”.

Ademas se consiguen evidenciar los datos relacionados a cada tipo de
implante de manera general mediante estadisticos descriptivos como la media,
mediana, varianza y desviacion estandar, que sirven de ayuda para luego reali-
zar un andlisis mas profundo.
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Objetivos

Objetivos Generales

Sistematizar el modelo experimental in vivo para evaluar biomate-
riales como reemplazo 6seo disefiado en Proyecto Integrador de
FCEFyN en el afio 2015 [1]. Para ello encuadrar el procedimiento
experimental en el marco de regulacién para productos médicos
nacionales y realizar los cambios pertinentes para su adaptacién
a las normas vigentes. Luego, ejecutar la implantacion, evaluar y
comparar desempefio y resultados de osteointegraciéon en dos ti-
pos de muestras: Titanio poroso y Titanio-Hidroxiapatita, com-
parandolos con Titanio Denso.

Objetivos Especificos

Estudiar la implementacion del modelo experimental para evaluar
biomateriales in vivo, desarrollado en el afio 2015, y proponer
mejoras en técnicas e instrumentacion utilizadas en cada etapa.
Disefar y fabricar nueva matriz para la produccion de implantes
adaptados a las nuevas necesidades.

Evaluar calidad de interfase hueso-implante para cada tipo de
material constituyente mediante distintos métodos micro y ma-
croscopicos.
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Capitulo 2: Materiales y Métodos

En el presente Proyecto Integrador se desarrollaron todos los pasos ne-
cesarios para lograr una sistematizacién del modelo experimental que fue ela-
borado en el afio 2015 para evaluar titanio como reemplazo 6seo [1].

Para lograr dicha sistematizacién se tomé al modelo experimental como
parte de uno de los requisitos de la norma ISO 10993-1 [6] para comprobar la
biocompatibilidad de un producto médico implantable.

Los ensayos requeridos por dicha norma, en su primera parte [6], para
dispositivos de reemplazo 6seo con un contacto de mas de 30 dias son:. Este
trabajo corresponde a una de las pocas que se desarrollan in vivo, la “Implan-
tacion”. De este modo, en cada paso de este trabajo, se realizé una compara-
cion del modelo experimental in vivo elaborado en la FCEFyN con el propuesto
por la norma en su parte 6: “Biological evaluation of medical devices - Tests for
local effects after implantation” [7].

En este capitulo se detallaran e identificaran los materiales, equipos,
software y espacios utilizados durante los pasos seguidos a lo largo de todo el
proyecto integrador.

2.1 Eleccion del modelo animal

La sexta parte de la Norma ISO 10993 [7] expresa que para la implanta-
cion se debe seleccionar una especie animal con la debida consideracion del
tamafo de las muestras de ensayo, la duracion prevista de la prueba en rela-
cion con la vida util esperada de los animales, asi como las diferencias de las
especies en la respuesta bioldgica de los tejidos. Ademas, para las pruebas de
largo plazo en el tejido subcutaneo, masculo y hueso, se recomiendan anima-
les tales como ratas, cobayas, conejos, perros, ovejas, cabras y cerdos.

Debido a la disponibilidad de la Catedra de Fisiologia Animal pertene-
ciente a FCEFyN y continuando con el modelo experimental disefiado en Pro-
yecto Integrador en colaboracion de la catedra mencionada anteriormente y el
Laboratorio de Materiales de la FCEFyN [1], se utilizaron para el procedimiento
experimental doce ratas macho de la cepa Wistar nacidas en los dias 11 y 12
del mes de marzo de 2016, las cuales fueron sometidas a cuidado extremo pre
y post-quirdrgico.

El lugar de implantacién elegido, al igual que el trabajo anterior [1], fue el
fémur, debido a que generalmente cuando se trabaja con animales pequefios,
los huesos largos son apropiados para estudiar la reparacion del tejido 6seo y




Bianchi Julian
Maturana, Stefania Ayelén

dentro de dicho tipo, el fémur es el hueso tubular que posee mayor diametro.
Su ventaja radica en la aplicacion de implantes de mayores dimensiones.
Ademas el paquete muscular que lo rodea le aporta la contencidon necesaria
para mantener la pieza en su sitio luego de la implantacion.

La fecha de las cirugias fueron programadas desde el dia de nacimiento
de los animales para que coincidieran con las once semanas de vida, dado que
segun investigacién [66, 75], las ratas macho presentan un dltimo incremento
dimensional de fémur en el periodo de juventud-adultez (entre las semanas 11
y 14 de vida), a partir de la cual comienza a disminuir la talla.

2.1.1 Usos v cuidados

Las doce ratas se mantuvieron en el Bioterio perteneciente a la Céte-
dra de Fisiologia Animal de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Natu-
rales, sede centro. Fueron sometidas a ciclos de luz y oscuridad de 12 hs. y
temperatura de 22 °C con agua y comida ad libitum.

Se programO una limpieza cada 48 hs donde se realiz6 el recambio
de viruta y la manipulacién manual de los animales ya que, segun investiga-
cion [76], éstos deben ser manipulados diariamente con el fin de disminuir el
estrés en el momento de ser utilizados para los experimentos o sacrificio.

2.2 Diseiio y fabricacion de la matriz

En las conclusiones del proyecto realizado en el afio 2015 [1], se propu-
so disminuir el tamafio de los implantes a 1,8 mm de diametro (20% menor al
usado anteriormente) con el objetivo de que la trepanacién del fémur sea me-
nos traumatica y asi evitar fracturas. Ademas se plante6 eliminar el paso de
terminacion manual de la pieza para conservar la superficie del sinterizado y
reemplazar el material constitutivo de la matriz (cerdmica) por otro que permi-
tiera la compactacion de las piezas a presiones mayores.

En consideracion a dichas propuestas se comenzo el proyecto con el di-
sefio de una nueva matriz que pudiese reunir todas las caracteristicas. Se con-
fecciono6 un listado de requerimientos en base a lo que se necesitaba cambiar
de la elaboracién anterior y se apuntdé a una herramienta que permitiera lograr
la pieza en verde lista para el sinterizado mediante el llenado con polvo y la
compactacion:

Pagina 35 de 159




Sistematizacion de modelo experimental in vivo para evaluacion de biomateriales como reemplazo 6éseo

e Cilindro para pieza de 1,8 mm o menos,

e Material resistente a compresion

e Disefio que permita la realizacion de una pieza por vez y en me-
nor tiempo.

e Desmolde de la pieza sin utilizar elemento adicional luego de so-
meterse a alta presion de compactacion. .

El software utilizado para el disefio fue “PRO ENGINEER” (vea llustra-
cion 10). Mediante su uso fue posible elegir el material, trazar la geometria y
visualizar los cortes determinando angulos necesarios para un desmolde facil
de la pieza y dimensiones que permitieran lograr una probeta objetivo de 1,7
mm de diametro y 1,5 mm de alto.

el 1A TRIXHEM PRT

llustracion 10: Disefio de matriz en software.

Una vez que se concluyo con el disefio de la matriz, la fabricacion de la
misma fue derivada a la empresa de José M. Alladio e Hijos S.A., lider en Ar-
gentina en la fabricacion de lavarropas automaticos, semiautomaticos, compo-
nentes y secarropas y que se ofrecid a colaborar poniendo a disposicion una
maquina que trabaja por el método de electroerosion.

En la empresa se realizaron los planos de cada componente de la matriz
con las medidas exactas y necesarias para ser introducidos en el software de
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control numeérico de la maquina realizadora. Los planos estan disponibles en el

Anexo N° 2.

La matriz fue lograda en Acero n°® 4140 resistente a la alta compresion.
Consta de cinco partes (vea ilustracion 11):

Porta Matriz, cuyas medidas son: cilindro exterior de 30 mm de
diametro y 50 mm de alto, cilindro interno para alojamiento del
vastago de 10 mm de diametro y 25 mm de alto, cilindro interno
para hembra y disco de apoyo de 17 mm de diametro y 12,1 mm
de alto y cilintdro para rosca de 30 mm de diametroy 12, 9 mm de
alto.

Vastago: cilindro de 9,95 mm de diametro y 27 mm de alto,
punzoén de 1,75 mm de didmetro y 2 mm de alto, vertiente de 4,1
mm entre cilindro y punzon.

Hembra (base de apoyo para vastago y punzon): Cilindro de
16,95 mm de diametro externo y 7,1 mm de altura, orificio interno
de 1,8 mmy 3,05 mm de alto para depdsito de punzén.

Disco de soporte para la hembra: 16,9 mm de diametro por 7 mm
de alto.

Tapa de cierre a rosca.

llustracion 11: Matriz con sus cuatro partes.
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2.3 Fabricacién de “Implantes en verde”

La técnica de fabricacion de piezas bioimplantables utilizada en este
proyecto, llamada Pulvimetalurgia, comienza con la mezcla de los polvos de
materiales constituyentes y se prosigue con su compactacion en frio en matriz
para formar la llamada “pieza en verde” (vea Anexo N° 3).

2.3.1 Mezcla de polvos- Primeras pruebas

Aplicando la técnica de pulvimetalurgia desarrollada en el Departamento
de Materiales de la FCEFyN para la obtencion de las piezas, se elaboraron las
primeras pruebas a fin de poder medirlas y determinar la cantidad de polvo a
utilizar para lograr dicho tamafio en las siguientes.

Se comenzd determinando los parametros de elaboracion. Segun
otras experiencias realizadas [49], se definid una presion de compactacion
para la pieza en verde de 390 MPA.

Posteriormente, con el dato de la presiéon se calculd que la fuerza de
compactacion a utilizar seria de 101,1 kgf (vea ecuacion 2) y por altimo que
la masa de Hidruro de Titanio debia ser de 20 mg, siendo la densidad del
hidruro de titanio utilizado de 3,91 g/ml (vea ecuacion 5).

A =nmr? = n(0,9mm)? = 2,54 mm?

Ecuacion 2: Area de la pieza

N
Fuerza =P * A = 390,106W * 2,54 %107°m? = 992,43 N = 101,1 Kgf
Ecuacion 3: Calculo de Kgf parala compactacion

v=mxrxh=m+(0,9mm)* * 2mm = 5,89mm? = 5,89 * 10 °ml

Ecuacion 4: Volumen de la pieza

m= 3,91% * 5,89« 1073ml = 20 mg

Ecuacion 5: Masa del implante
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Luego de conocer los valores expuestos anteriormente, se elaboraron
los implantes haciendo uso de matriz y maquina de compresion (Tensile Tes-
ting Machine, B1/E Type,Cometech).

Las proporciones y materiales usados para la fabricacion de las pastillas
fueron:

e Para piezas de titanio denso (Ti): polvo de Hidruro de Titanio (TiH2),
Sigma-Aldrich, 3,91 g/mL a 25°C

e Para piezas de titanio poroso (Ti-P): 40% de Bicarbonato de Amonio
(NH4HCO3)- 60% de Hidruro de Titanio (TiH2)

e Para piezas de Titanio con Hidroxiapatita (Ti-HA): 20% HA previamente
tamizada- 80% de Hidruro de Titanio (TiH2).

2.3.2 Determinacion de dimensiones y pesos de las piezas

Una vez fabricadas las pruebas piloto, se procedi6é a tomar las medidas
de cada una mediante lupa (x20, x40), cAmara para conexion a pc y software
(Motic Image Plus 2.0) (vea Anexo N° 4).

Segun medidas del fémur del modelo animal en la semana 11 de vida,
definimos, luego de varias pruebas, que las dimensiones Optimas del implante
serian 1,6 mm de diametro y 1,5 mm de alto/espesor.

Luego de la eleccién de la pieza cuyas medidas eran adecuadas para
el hueso elegido del animal, se determiné que el peso de polvo a utilizar pa-
ra la fabricacién de una unidad seria de 21,4 mg.

Se realizé posteriormente el fraccionamiento necesario para la elabora-
cion de 18 piezas de Titanio denso, 12 piezas de titanio poroso y 12 piezas de
TI-HA. Para ello se utilizé una balanza adecuada para pesaje en miligramos
perteneciente al departamento de Quimica Organica y Bioldgica de la FCEFyN.

El fraccionamiento permitié lograr todas las piezas de forma y tamafio
homogéneo, que luego del desmolde estuvieron listas para el proximo paso de
la linea de produccién, eliminando uno de los problemas del proyecto anterior
[1] donde se perdian las propiedades superficiales por disminuir manualmente
las dimensiones.
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2.4 Sinterizado

El dltimo paso en la técnica de pulvimetalurgia es el sinterizado de la
pieza, el cual se siguié segun investigacion realizada en el departamento de
Materiales [49].

Este procedimiento se llevd a cabo en un horno de alta resistencia bajo
una atmoésfera de gas Argon 5.0 de alta pureza. Como camara de sinterizado
se utilizé un tubo de acero inoxidable cerrado, de 50 mm de diametro y 500 de
longitud con una canastilla para soporte de las piezas. Ademas se incluyé de-
ntro de la camara una termocupla que nos permitio realizar un seguimiento de
los ciclos térmicos establecidos.

Para implantes de titanio denso y de titanio con Hidroxiapatita se aplicé
500 °C durante 30 minutos para deshidrurar y 800 °C durante 45 minutos para
sinterizar (vea ilustracion 12).

Para piezas de titanio poroso, 200 °C durante 30 minutos para eliminar
el Bicarbonato de amonio (NH4HCO3), 500 °C durante 30 minutos para des-
hidrurar y 800 °C durante 45 minutos para sinterizar (vea ilustracion 13).

Tempeératura (*C)

200

Sinterizado

200

700

&600

500

400

200

200

100

0 50 100 150 200 250 300 350

Tiempo imiri)

llustracion 12: Ciclo térmico aplicado a piezas de Ti y de Ti-HA
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llustracion 13: Ciclo térmico aplicado a piezas de Ti-P

2.4.1 Prototipos de soportes para sinterizado

La camara que se decidio utilizar en una primera instancia de sinterizado
fue un tubo de acero inoxidable cerrado, de 50 mm de diametro y 500 de longi-
tud con una canastilla para soporte de las piezas (vea ilustracion 14). Pero, el
problema radicaba en que la canastilla contenia perforaciones para el paso del
gas Argon gque eran mas grandes que el diametro de los implantes fabricados.

Se elaboré como primer prototipo un soporte de acero inoxidable con
doble perforacion de 0,5 mm en la base y 1 mm en la superficie (vea ilustracion
15). El objetivo era que el gas ingresara por debajo y por arriba de la pieza lo-
grando una atmosfera que mantuviese las probetas en contacto con el gas du-
rante todo el ciclo térmico.

La experiencia no tuvo un buen resultado ya que al finalizar el ciclo
térmico las piezas se encontraban azules por la oxidacion y se hacian polvo al
aplicarle una pequefia presion manual.

La segunda opcion era cambiar de cAmara por otra que poseia en su ex-
tremo una cajita de acero inoxidable lisa en su superficie. El inconveniente en
esta ocasidn era que la separacion entre el tubo que proveia de Argén y la caja
de sustento era mayor que la altura de la pieza, por lo que se disefiaron luego
dos prototipos de soportes posibles donde alojar los implantes y donde el gas
pudiera crear una atmosfera permanente y no circulante.
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Se fabrico primeramente un estuche cilindrico de acero inoxidable cerra-
do en uno de sus extremos y dentro de él una cerdmica de termocupla con do-
ble orificio donde se introdujeron las piezas en filas (vea llustracion 16).

Nuevamente el resultado no fue el esperado, en este caso las pastillas
fueron sinterizadas correctamente ya que no se desarmaban al ser sometidas a
presion pero el grado de oxidacion superficial era alto.

El otro prototipo fabricado se hizo en el Laboratorio del Vidrio de FCE-
FyN donde se logré6 moldear un estuche de cuarzo en forma de gota que iria
adherido directamente al tubo proveedor del gas (vea llustracion 17).

El sinterizado en este caso tuvo buen resultado, el material no se des-
compuso Y la superficie no evidencié oxidacion en la mayoria de los casos, el
resto presentd solo una fina capa que fue eliminada con lija al agua de 1000.
Por lo tanto, todas las piezas a implantar fueron sometidas a los distintos
ciclos térmicos utilizando este Gltimo prototipo.

llustracion 14: Canastilla de la camara llustracion 15: Soporte de Acero Inoxidable
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llustracion 16: Vaina de ceramica con soporte de Al llustracion 17: Estuches de cuarzo

2.5 Analisis metalogréafico

Para realizar la técnica matalografica se eligieron al azar tres piezas de
cada tipo de composicion (Ti, Ti-P y Ti-HA) las cuales debieron someterse a
una preparacion previa. En dicha preparacion se utilizaron como materiales
Resina preacelerada 101510 (Todo Droga), Catalizador para resina, soportes
metalicos para molde y arcilla para contener la resina liquida donde fue alojada
la pieza.

Luego de 24 hs, la resina pas6 a su estado sélido y se procedio al pulido
de la muestra mediante pulidora metalografica (vea ilustracion 18), lijas al agua
de granulosidad decreciente (240, 360, 400, 600, 1000, 1200, 1500, 2000), tela
libre de polietileno y alimina tipo CR libre de aglomerados (calidad Premium,
Prazis).

llustracion 18: Pulido de muestra para Metalografia
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Las muestras listas fueron observadas con Lupa estereoscoépica (x20,
x40) y luego con Microscopio Leica (x100, x200, x500, x1000). Se analizaron
mediante software por medio de camara para comunicacién con pc.

2.6 Limpieza por ultrasonido y esterilizacion

Para que los implantes puedan estar en condiciones para la cirugia, se
realizé primero un lavado ultrasénico en agua destilada (Lavador Ultrasénico,
Testlab) durante 30 minutos seguido de un bafio en alcohol de 70 °C también
de 30 minutos.

Ante la sospecha de que la pieza de Ti-HA no iba a soportar las vibra-
ciones sin desintegrarse liberando las particulas de Hidroxiapatita, se decidio
someter solo una al proceso, comprobando finalmente la hipétesis al observar
la pieza mediante lupa y ver las grietas y poros resultantes (vea ilustracion 19).
Por tal motivo, los implantes de Ti-HA solo fueron esterilizados.

llustraciéon 19: Pieza de Ti-HA sometida a lavado ultrasénico

La esterilizacion se realiz6é a calor seco, ya que de este modo se produ-
ce la destruccion de los microorganismos por oxidacion de sus componentes
celulares.

El proceso se llevé a cabo en un horno especial que permite la distribu-
cion uniforme del calor en su interior. El tiempo de esterilizacién se debe de-
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terminar para cada tipo de material. Segun guia del Ministerio de Salud de la
Nacion [77], la temperatura puede ser de 160 °C por 2 hs, 170 °C por 1 hs o
180°C por 30 minutos. La opcion elegida fue la de mayor temperatura por un
tiempo mas corto (180 °C durante 30 minutos).

Las piezas fueron empaquetadas individualmente en papel aluminio y
luego envueltas por tipo de composicion en paquetes mas grandes.

2.7 Procedimiento quirdrgico

Cumplidas las 11 semanas de vida de las ratas, se procedi6 a la inter-
vencion quirdrgica para realizar los implantes.

El modelo seguido fue el establecido en el afio 2015 por el Proyecto In-
tegrador realizado con las catedras de Materiales y Fisiologia Humana de
FCEFyN [1] donde se busco procurar el bienestar animal basandose en los
conceptos de 3R y cinco Libertades [78]. El protocolo de implementacion fue
aprobado por CICUAL, quien comprobo que el proyecto cumple con las norma-
tivas dictadas en relacion al manejo y tratamiento de animales de laboratorio.

Los pasos aplicados en general fueron los mismos, solo se realizaron
pequefias modificaciones que pueden verse en el Anexo N° 5 en forma detalla-
da acomparfados de ilustraciones.

En cuanto a los materiales la unica diferencia se encuentra en la fresa
utilizada para la trepanacion del fémur que debidé ser de dimension inferior
(aproximadamente la mitad) de la usada el afio anterior por la disminucién de la
pieza a implantar.

El lugar elegido para las cirugias fue el Laboratorio de la Catedra de Fi-
siologia Animal de FCEFyN sede centro. El lugar fue calefaccionado previo a
las intervenciones ya que generalmente los animales entran en hipotermia lue-
go de someterse al procedimiento quirdrgico. Ademas fueron trasladados hacia
alli 30 minutos antes para lograr adaptacion y tranquilidad de los mismos.

2.7.1 Prueba preliminar

Una semana antes de la fecha dispuesta para el comienzo de las cirug-
ias, se realiz6 una prueba de las partes mas importantes del procedimiento
guirdrgico sobre una rata muerta en estado de congelacion.
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El objetivo de esto fue elegir el diametro necesario de la fresa a utilizar
de modo que el implante se pueda introducir sin ejercer presion alguna sobre el
hueso.

2.7.2 Sujetos experimentales

Fueron utilizadas 12 ratas de la cepa Wistar nacidas y criadas en el Bio-
terio de la FCEFyN. El numero de animales a intervenir se eligié en base al “n”
necesario para establecer una estadistica adecuada. Se determind implantar
dos piezas por animal, una en cada pata, de las cuales las 12 izquierdas serian
los “controles” de Titanio denso mientras que las 12 patas derechas alojarian a
los “problemas”, 6 de Titanio poroso y 6 de Titanio e Hidroxiapatita.

Al momento de realizar los implantes todas poseian una edad de 11 se-
manas y un peso entre 350-500 gr.

Las cirugias fueron programadas para ser completadas en una semana,
de lunes a viernes, donde dos dias se operaron 3 animales en cada uno y el
resto 2 ratas por dia.

2.7.3 Materiales usados en la cirugia

Los animales fueron anestesiados con Hidrato de Cloral al 6%, el cual
debio ser calculado para cada rata segun el peso (470mg/kg). La inyeccion fue
intraperitoneal y luego de aproximadamente 5 minutos se realizd prueba de
ausencia de reflejo palpebral y de ausencia de respuesta motora ante estimulo.

Para realizar el acceso por la cara anterolateral del muslo, primero se
utilizé alcohol para la desinfeccion y luego se rasur6. Para el corte, incision y
separacion de los musculos Biceps femoral y Gluteo mayor se usaron Pinzas
de campo, bisturies y tijeras de diseccion.

La trepanacion del hueso fue realizada con un torno odontolégico eléctri-
co adosado a una fresa esférica de 1,5 mm de diametro.

Para finalizar, fueron empleadas Agujas y Nylon para la sutura y también
Ibuprofeno inyectable como analgésico para la recuperacion.

Estando aun bajo efecto de la anestesia y luego de realizados los im-
plantes en ambas patas, se procedio a la realizacion de cortes de forma trian-
gular en las orejas de los animales con el fin de identificacion, segin método
utilizado por la catedra de Fisiologia Animal [79] (vea llustracion N° 20).
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Orejaderecha \ /  Orejalzquierda

(Dos digitos) 4 (Un digito)

N

llustracion 20: Marcaje™*

2.7.4 Cirugia

En forma paralela al procedimiento quirdrgico (Vea Anexo N° 5) se ela-
boré una tabla para identificacion de los animales, su peso, su edad, el tipo de
pieza implantado en cada pata, la anestesia recibida y todas las observaciones
detectadas en cada una. Asi, a la hora del analisis de los huesos, luego del
sacrificio, se sabria con exactitud lo sucedido en cada una (Ver Tabla 1).

Como se observa en la tabla 1, la pata izquierda de la rata 4 no posee
implante, esto se debié a que accidentalmente se rompi6é una vena en el area
incision por lo cual el animal se encontraba con una gran hemorragia durante el
procedimiento, lo que llevd a tomar la decision de suspender la cirugia del lado
izquierdo para que la rata se pudiese recuperar favorablemente.

Los animales n° 44, 45 y 60 poseen dos piezas de Ti denso del lado iz-
quierdo, ya que luego de la trepanacién y colocacion de uno de los implantes,
este no se podia visualizar a simple vista y surgio la duda de si se encontraria
en la médula del fémur o se habia perdido entre los masculos del area abierta.
Por lo tanto se dispuso en el momento agregar otra pieza en el mismo lugar. Lo
mismo ocurrio en la pata derecha de las ratas n°® 6 y 56 ambas con dos piezas
Ti-P cada una.

! De Los Santos Hernandez R, Toquero Elizalde LA, Urban Cruz LA. Normatividad en el uso
de animales. [En linea] 2005 [Fecha de acceso 2 de julio de 2016]. URL disponible en:
http://bioetica-fez.wikispaces.com/Anexos.
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RATA

PESO

i EDAD @ PATA IZQUIERDA | PATA DERECHA | ANESTESIA OBS.
4 11 | 440 . Ti-P Hidrato de
Cloral
5 1 | 350 Ti Ti-HA Hidrato de
Cloral
Presién
. . Hidrato de ejercida
© 11 380 Ti 2Ti-P Cloral + Eter | sobre pata
derecha
Presiéony
. . Hidrato de mas tiem-
. 11 410 Ti Ti-HA Cloral + Eter | po de ci-
rugia.
a4 | 11 | 370 2Ti Ti-P Hidrato de
Cloral
Mayor
45 1 385 oTi Ti-HA Hidrato de presion
Cloral sobre pata
izquierda
46 | 11 | 344 Ti Ti-P Hidrato de
Cloral
50 11 | 403 Ti Ti-HA Hidrato de
Cloral
. . Hidrato de Demora en
>4 11 497 Ti T-P Cloral + Eter cirugia
55 11 | 357 Ti Ti-HA Hidrato de
Cloral
56 11| 442 Ti 2Ti-P Hidrato de
Cloral
60 o | 397 2Ti Ti-HA Hidrato de
Cloral

Tabla 1: Datos quirargicos

En los animales n°® 6, 40 y 45 se aplicé una presion manual en el hueso
para que pudiese entrar la pieza debido a que probablemente la trepanacion no
fue realizada longitudinalmente. En cada una de ellas el tiempo de cirugia fue
casi el doble de lo normal. También se utiliz6 mas tiempo en la rata n° 54.

2.7.5 Postoperatorio mediato e inmediato

La recuperacion de la anestesia por Hidrato de Cloral debe de ser relati-
vamente rapida, aproximadamente entre 30 y 45 minutos. La pérdida de la
temperatura corporal durante la anestesia produce gue el animal tarde mas en
recuperarse.
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La temperatura ambiente debe ser constante de 28 grados centigrados,
y puede agregarse una fuente adicional, mas directa, durante las primeras
horas. En cuanto a la disposicion, es importante que las cajas no queden en el
piso, sino que se coloquen sobre una mesada.

En esta experiencia, para contrarrestar los problemas de tiempo de re-
cobro de reflejos, se debié mantener un &rea chica bien calefaccionada con
estufa que permiti6 mantener la temperatura corporal a niveles no tan bajos,
generandose de esta manera una recuperacion mas rapida.

En cuanto al seguimiento postquirargico de las semanas siguientes (se-
guimiento mediato), luego de las primeras 24 horas, los animales pasaron a ser
alojados en el Bioterio de la FCEFyN, manteniéndose el régimen de temperatu-
ra constante y alimentacion balanceada.

Se propuso realizar un seguimiento en base al peso de las ratas, a la
cantidad de agua que bebian, a la ingesta de comida, apariencia del pelaje y
por sobre todo del andar y el apoyo de las patas sobre el piso de la caja donde
estaban alojadas.

2.8 Sacrificio

Transcurridas las 4 semanas posteriores a las cirugias, donde el tiempo
es necesario para probar el material del implante, se procedié al sacrificio de
las ratas en el mismo orden en que fueron operadas.

El método empleado fue una sobredosis de anestesia inyectable (Hidrato
de Cloral) de forma intraperitoneal, que a los pocos minutos hace efecto de-
tectandose por la ausencia de signos vitales.

El siguiente paso fue la extraccion del fémur comenzando por cortar la
pata muslo y luego la articulacion de la rodilla.

La muestras (hueso con implante) se almacenaron en tubos con formol e
identificados con nombre y fecha (vea llustracion 21).

llustraciéon 21: Muestras en formol
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2.9 Primera valoracion de las muestras

La evaluacion de la muestras tiene como fin detectar si hay adhesioén o
no de la pieza al hueso, ademas de valorar el estado del hueso segun se en-
cuentre normal, con callo éseo o callo fibroso.

Para dicha evaluacion se utilizd el tacto, estudios radiograficos y por
ultimo la observacién con lupa estereoscopica.

2.9.1 Radiografias

Se realizaron radiografias en la Facultad de Odontologia de la Universi-
dad Nacional de Cérdoba utilizando un Equipo Odontologico de RX.

Se efectuaron 24 en total (una para cada fémur intervenido) las cuales
se mantuvieron bajo las mismas condiciones, siendo la distancia del emisor a la
placa de 8 cm, el tiempo de exposicion de 1s, el amperaje de 10 mA y voltaje
de 80 kV (Vea Anexo N° 6).

Las placas radiograficas utilizadas fueron de 3cm x 4 cm (para radiograf-
ias intraorales).

Este paso sirvid para visualizar el lugar y adherencia de la pieza dentro
del hueso, detectar tipo de reparacion 6sea por presencia de callos y fracturas,
y por ultimo analizar area de peri-implantacion por radiolucidez.

2.9.2 Analisis con Lupa estereoscopica

Las 19 muestras seleccionadas para ser analizadas por el microscopio
electronico, fueron observadas antes mediante lupa estereoscoépica (ST-30-2L,
Konus, China). Alli se pudo detectar adherencias entre el implante y la corteza,
entre el implante y la médula y entre la HA y el tejido.

Se tomaron tres imagenes representativas a 40x para ilustrar (vea llus-
traciones 40, 41 y 42). La mismas fueron digitalizadas mediante una camara de
video (Moticam3, Motic, China) y conectada a una computadora.
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2.10 Preparado de muestras para Microscopia Electro6-
nica

Para la observacion de muestras mediante lupa estereoscoépica y la eva-
luacion de la interfase hueso-implante por medio de la determinacién del BIC y
del analisis de elementos quimicos, se debieron someter las muestras a un
proceso de preparacion con el objetivo de dejarlas aptas para la obtencién de
imagenes mediante el Microscopio Electrénico de Barrido.

El procedimiento empleado (vea tabla 2) se extrajo de distintas investi-
gaciones donde fueron utilizadas piezas biol6gicas para analisis microscopico
[22, 40, 68, 69, 80, 81]. Ademas se tom6 como referencia el método adaptado
en el proyecto integrador precedente [1].

Luego de la extraccion de los huesos del animal, se procedio a la “fija-
cion” en formol durante 20 dias, lo cual se realiz6 en tubos plasticos bien identi-
ficados.

El siguiente paso fue la “deshidratacion” (Vea llustracion n°® 22) que se
llevé a cabo en tubos de vidrio y en cuatro dias consecutivos, donde en el pri-
mero las muestras reposaron en Acetona (Pro Analisis A.C.S., Cicarelli Labora-
torios, San Lorenzo, Argentina) y agua destilada al 50% v/v y el segundo dia en
acetona al 100%. En el dia tres la acetona fue mezclada con monémero (50%
v/v) y al siguiente con mondmero 100% concluyendo esta etapa del procedi-
miento.

Seguidamente, la “inclusién” se realizd en resina poliéster (Resina pre-
acelerada P101510, Todo Droga, Cordoba, Arg.), conteniendo 1% v/v de catali-
zador en un recipiente plastico de 13 mm de diametro (Vea llustracion n° 23).

llustracién 22: Deshidratacion de las muestras
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llustracion 23: Inclusién de las muestras

Luego se procedi6 al corte de las muestras con sierra de mano y fresado
a maquina (José M. Alladio e Hijos S.A.). Una vez cortadas y fresadas se co-
menzo6 con el pulido por el método de desgaste utilizando papel abrasivo de
granulometria decreciente (220, 600, 800, 1200 y 2000) con pulidora automati-
ca (Pulidora metalografica, PUL-01, Prazis, Argentina). Se desbastd hasta des-
cubrir una seccion de la pieza implantada y luego se trabajo con la vista de la
misma observando al mismo tiempo con lupa estereoscoépica (Vea llustracion
24).

PROCEDIMIENTO DESCRIPCION DURACION
Fijacion Formol 10% Aprox. 20 dias
Deshidratacion Acetona- Agua destilada 50% 24 hs
Acetona 100% 24 hs
Acetona- Mondmero 50% 24 hs
Monomero 100% 24 hs

Inclusion Resina poliéster 24 hs
(mondémero y catalizador)

Corte Sierra de mano -
Torno

Pulido Lija al agua (tamafio de grano -
decreciente 220-2000)

Tabla 2: Pasos para la preparaciéon de muestras®?

! Tabla adaptada de Amietta J, Boezio L. Disefio e implementacién de modelo experimental in
vivo para evaluar Ti como material de reemplazo 6seo. FCEFyN-UNC; 2015 [1].
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Debido a las dimensiones de la platina del microscopio electronico y del
tiempo empleado por el mismo para hacer vacio, las dimensiones de las mues-
tras debian ser de 14 mm de didmetro por 6 mm de alto (Vea llustracion 25).

Una vez preparadas las muestras en el laboratorio, se realiz6 el ultimo
paso antes de que las muestras puedan ser observadas en SEM. Este consis-
tio en la aplicacion de una cubierta de carbono con el objetivo de agregar con-
ductividad que permita la obtencién de imagenes.

llustracion 24: Muestras desbastadas y pulidas Ilustracion 25: Muestra de 14mm diam. x 6mm alto

2.11 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Anali-
sis Elemental (EDS)

Posterior al metalizado y a la ejecucion de vacio sobre las muestras, se
aplico la técnica de deteccion de electrones retrofundidos (BS-SEM) para la
obtencién de imagenes (Anexo N° 7) seguido de la realizacion del analisis ele-
mental (EDS-SEM) para la caracterizacion de elementos quimicos presentes
(Anexo N° 8).

El proceso completo fue llevado a cabo en el Laboratorio de Microscopia
Electronica y Andlisis por Rayos X (LAMARX) de la Facultad de Astronomia,
Matematica y Fisica (FaMAF) [82], utilizando el microscopio electrénico dispo-
nible (FE-SEM Zigma, Carl Zeiss, Alemania).
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2.11.1 Medicién de BIC

A partir de las imagenes SEM a 50x y mediante el empleo de un softwa-
re libre para procesamiento de imagenes cientificas llamado Fiji, se tomaron los
perimetros de todas las piezas implantadas y luego sobre cada una se tomo la
longitud de contacto implante-hueso (Vea ilustracion n° 26).

El siguiente paso fue la determinacién del BIC [%)] sobre cada uno
haciendo uso de la formula n°® 6.

llustracion 26: Medicion de perimetros en muestra 44dP

Perimetro de implante en contacto con hueso
%BIC = ~ , * 100
Perimetro total del implante

Ecuacion 6: Ecuacion para el calculo porcentual del BIC

2.11.2 Analisis de EDS vy relacion Ca/P

Como se menciond en la seccion 1.3, las células responsables de la
formacion de nuevo hueso se conocen como osteoblastos y las responsables
de la reabsorcion del hueso son los osteoclastos (destructoras del hueso). Los
osteoblastos secretan los componentes organicos del hueso (osteoide) que
posteriormente, siempre que exista una cantidad suficiente de calcio y fosfato
en el liquido extracelular, se mineralizan.




Bianchi Julian
Maturana, Stefania Ayelén

Por lo tanto en la realizacién de las imdgenes mediante analisis EDS se
propuso buscar los elementos quimicos que componen la matriz mineral. La
aplicacion del mapeo de elementos quimicos es util para demostrar como se
efectla la distribucion del calcio y fésforo en el callo 6seo, en comparacion con
el hueso cortical en el que hay una distribucién densa y homogénea, mientras
que en el callo hay zonas aun sin osificar, debido a que no ha terminado el pro-
ceso de la consolidacion 6sea [83, 84, 85, 86].

Para caracterizar el hueso formado en la cercania de la pieza calcula-
mos la relacion Ca/P tomando como referencia el valor para la hidroxiapatita
(1,67) y considerando que valores por encima de él corresponden a la forma-
cion de nuevo hueso, mientras que por debajo significaria resorcién.

Para cada material implantado se calcul6 la media de las relaciones
Ca/P con el fin de poder establecer que biomaterial utilizado cumplié en mayor
o menor grado con dos de sus propiedades, la osteoinductividad (estimula-
cion a la osteogénesis) y la osteoconductividad (provision de un ambiente,
estructura o matriz fisica apropiada para la aposicion de hueso nuevo).

2.12 Evaluacion mediante analisis estadistico

En el punto 1.9 se describieron algunas de las técnicas estadisticas que
se usan actualmente y de las cuales hicimos uso para comparar el desempefio
de las piezas “control” con las piezas “problema”.

Luego de la obtencion de los porcentajes de BIC para cada muestra,
donde los resultados cuantitativos de la oseointegracion, observados a simple
vista, evidenciaban una tendencia hacia el Ti-P por poseer éste los valores mas
altos del contacto implante-hueso, se decidi6 realizar un analisis particular so-
bre los BIC cada material mediante estadisticos descriptivos (media, mediana,
varianza, limites, rango) y diagramas de caja con el fin de evaluar los desem-
pefios de cada uno luego de la implantacién [80] y comprobar si realmente hab-
fa mejor actuacion en las muestras de titanio poroso al igual que las deduccio-
nes obtenidas mediante el andlisis elemental. Los software estadisticos utiliza-
dos fueron SPSS e Info Stat, ambos de uso libre.

Una vez determinado el material que mejor actuaciéon tuvo, en cuanto a
la adherencia e integracion al hueso, para evaluar si las diferencias encontra-
das entre los valores de los materiales de ensayo y control eran estadistica-
mente significativas como para afirmar una mejor relacion hueso-implante en
un tipo de pieza, se procedio a realizar la prueba t de Student para muestras
apareadas y la prueba ANOVA. Previamente se comprobd el cumplimiento de
las condiciones de distribucién normal (prueba de Shapiro-Wilk) e igualdad de
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varianzas (prueba de Levenne) considerando un intervalo de confianza del
95%.

La prueba se aplicé en dos casos con el objetivo de estudiar y comparar
el comportamiento de Ti denso-grupol vs Ti poroso y Ti denso-grupo2 vs Ti-
HA. Se plantearon dos hipotesis para cada uno donde se buscé afirmar una y
rechazar otra:

e HO: no existe diferencia significativa entre la media de porcentaje
de BIC de Ti control y de Ti problema.

e H1: existe diferencia significativa entre la media de porcentaje de
BIC de Ti control y de Ti problema.
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Capitulo 3: Resultados

En cada paso de este trabajo experimental se obtuvieron resultados que,
en Ultima instancia nos permitieron lograr la sistematizacion del modelo expe-
rimental in vivo para evaluar el desempefio del Ti y Ti-HA como reemplazo
0seo.

Se desarrollan a continuacion los resultados de cada etapa.

3.1 Piezas sinterizadas

Luego de dos intentos frustrados de sinterizado, debido al uso de proto-
tipos de soportes no adecuados, se logré un buen ciclo térmico utilizando los
estuches de cuarzo. Mediante un andlisis superficial haciendo uso de Lupa es-
tereoscoépica (ST-30-2L, Konus, China) con aumento 40x, se comprobaron los
buenos resultados obtenidos (Vea llustracion 27, 28y 29).

Las medidas finales en todos los implantes fueron de aproximadamente
1,6 + 0.06 mm de diametroy 1,5 + 0,1 mm de alto.

llustracion 27: Pieza de Ti denso llustracion 28: Pieza de Ti poroso
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llustraciéon 29: Pieza de Ti- HA

3. 2 Resultados de Metalografia

La técnica metalogréfica fue realizada para comprobar la correcta sinte-
rizacion de las piezas a ser implantadas.

Segun trabajos de investigacion, a los 800 °C el Titanio logra una correc-
ta sinterizacion y a medida que se aumenta la temperatura se obtienen mejores
resultados en ciertas propiedades y los poros del polvo se van haciendo mas
pequefios [19].

La pieza de Ti-HA se muestra en la ilustracion n° 30, las partes mas cla-
ras corresponden al Ti y las mas oscuras a las particulas de HA distribuidas en
él. Se comprueba que el sinterizado a 800 °C es correcto debido a que el Ti
logra una buena compactacion.

En cuanto a las piezas de Ti poroso a 800 °C (vea llustracion 31) se evi-
dencidé un excelente resultado, se obtuvieron poros grandes y bien definidos,
mientras que el Ti que los rodea muestra un buen sinterizado con microporos
adecuados.

Por ultimo, las piezas de Ti denso son observadas x1000 donde se vi-
sualizan los diminutos poros resultantes de la baja temperatura para el sinteri-
zado, ya que a 1200°C estos no existirian (vea llustracion 32).
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llustraciéon 30: Pieza de Ti-HA con ciclo térmico hasta 800 °C

llustracion 31: Ti-P sometido a ciclo térmico hasta 800 °C

llustraciéon 32: Pieza de Ti denso sinterizada a 800 °C
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3.3 Conclusiones de la prueba preliminar

Se realiz6 aplicacion de los pasos de trepanacion del fémur y colocacién
de la pieza perteneciente al procedimiento quirtrgico sobre una rata muerta y
congelada. Se utilizaron dos tamafios de fresa (1,5 mm y 2 mm) para probar
adaptacion del implante al orificio.

Se concluyd que el tamafio ideal de la fresa para una trepanacion co-
rrecta seria de 1,5 mm. Se puede observar en la llustracion n° 33 el perfecto
orificio sobre el fémur con la pieza de titanio en su interior.

llustracion 33: Prueba de trepanacion e insercién del implante.

3.4 Resultados del post-operatorio

A continuacién se muestra la tabla de observaciones y pesos confeccio-
nada en las visitas al bioterio durante las semanas posteriores a las cirugias
con el fin de detectar anormalidades o traumas en los animales debido al pro-
cedimiento quirurgico al que fueron sometidos (ver tabla n° 3).

El peso se tomé la segunda semana del post-operatorio y el resto de los
parametros son promedio de las 4 semanas antes del sacrificio.

Se observa que en la segunda semana la mayoria de las ratas dismi-
nuyé o mantuvo su peso, que pudo deberse a que se encontraban aun dolori-
das y desganadas.
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Para registrar el andar se identificé a las ratas por caja y se las observo

aproximadamente 5 min a cada una dos veces a la semana. Asi pudimos ver
que las ratas 40 y 45 poseian un andar dudoso y por momentos tendian a
arrastrar una de sus patas.

El resto de los parametros evaluados se encontraron normales durante

las cuatro semanas del post-operatorio, los animales mantuvieron una hidrata-
cion como la que tenian habitualmente antes de la cirugia, la alimentacion dis-
minuyo poco la primera semana pero luego se normaliz6. En el pelaje no se
encontré cambio de ningun tipo.

RﬁIIA PESO@n PESO@n HIDRATACION INAE:;:\AS;—NAT%E PELAJE ANDAR
SEMANA 1 SEMANA 2
4 440 450 Normal Normal Normal Normal
5 350 357 Normal Normal Normal Normal
6 380 372 Normal Normal Normal Normal
40 410 400 Normal Normal Normal Dudoso
44 370 380 Normal Normal Normal Normal
45 385 385 Normal Normal Normal Dudoso
46 344 376 Normal Normal Normal Normal
50 403 408 Normal Normal Normal Normal
54 497 502 Normal Normal Normal Normal
55 357 361 Normal Normal Normal Normal
56 442 445 Normal Normal Normal Normal
60 397 400 Normal Normal Normal Normal

Tabla 3: Seguimiento post-operatorio
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3.5 Muestras extraidas

Luego del sacrificio se procedio a extraer los fémures de las ratas, identi-
ficarlos y guardarlos en frascos con formol.

Ademas se realizé una valoracion utilizando el tacto y la vision, detec-
tando posibles lugares de la pieza, formaciones de callos y fracturas.

Se confecciond una tabla donde se registré el peso del animal al mo-
mento del sacrificio, la edad, el estado del hueso y el estado de la pieza res-
pecto al tejido (vea Tabla n° 4).

En cuanto al peso, se observl que todas las ratas evidenciaron un au-
mento pero en distintas proporciones. Los valores mas bajos fueron en la rata
n° 40, que solo aumento 20 gr en las cuatro semanas, la n°® 6 con un aumento
de 70 gr y la n® 45 con 75 gr. Las tres coinciden con aquellos animales que po-
seian callos en el fémur, notables a simple vista. El resto tuvo un incremento de
peso entre 80-112 gr, que es normal en el periodo de vida en el que se encon-
traban en ese momento (adultez). En general, todas se encontraron entre 430-
522 gr a la hora de la eutanasia.

En cuanto al estado del hueso, siguiendo con la codificacion establecida
en el disefio del modelo experimental [1], se valoré segun tres categorias: apa-
riencia normal (OK), presencia de callo osificado (CO) o de callo fibroso (CF).
Para evaluar el estado pieza-tejido de manera visual se utilizo A para aquellos
casos en que la pieza esta adherida al hueso y NA para lo contrario.

En las llustraciones N° 34 y 35 se muestran dos casos donde la pieza
esta adherida al hueso sin haber provocado ningan tipo de lesién ni trauma. En
uno de los casos, el implante se encuentra dentro del hueso mientras que su
superficie se ha regenerado completamente dejando solo una pequefia man-
cha. El otro caso es uno de los huesos en donde se implantaron dos piezas,
una encima de la otra, por lo tanto la dltima se observa desde el exterior.
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llustracion 34: Muestra 55 derecha (Ti-HA)

llustracion 35: Muestra 60 izquierda (Ti)

EDAD PESO PATA IZQUIERDA PATA DERECHA

el (semanas) (gr) HUESO Ti HUESO Ti-::—i-
“ 15 530 - - OK A
5 15 460 OK A OK A
6 15 450 OK A co y

40 15 430 CcO A co NA

44 15 450 OK A OK y
45 15 490 OK A co A
46 15 456 OK A OK y
50 15 453 OK A OK A
o4 15 590 OK A OK A
95 15 455 OK A OK A
56 15 522 OK A OK A
60 13 480 OK A OK A

Tabla 4: Descripcion de muestras luego de la extraccion
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3.6 Resultados de Placas Radiograficas

Mediante analisis visual de las placas (disponibles en Anexo N° 6) se
pudo identificar el lugar de la pieza dentro del fémur (corteza o médula) y
ademds, hacer una valoracion cualitativa detectando radiolucidez o radio-
opacidad peri-implantar, que significa presencia de tejido blando o tejido 6seo
respectivamente. También se identifico el tipo de remodelado 6seo que se es-
taba efectuando, ya sea primario o secundario.

Para nombrar las muestras se designd en primer lugar un nimero segun
la rata a la que perteneci6 el fémur, seguido de una letra minuscula (i 6 d) co-
rrespondiente a izquierdo o derecho, y por ultimo las siglas D, P 6 HA en
mayuscula para denso, poroso o con hidroxiapatita.

Entonces podemos decir que:

e En las muestras 6dP (con dos piezas de Ti-P), 40iD, 40dHA y 45dHA
(vea llustracion n° 36) se evidenciaron fracturas. Solo en una de ellas
(40dHA) la pieza se encontr6 fuera de lugar, mientras que en el resto se
mantuvo adherida a alguna porcion del hueso.

e Las muestras 5iD, 6iD, 44dP, 45iD (dos piezas, vea llustracion n°® 37),
561D y 60iD (dos piezas implantadas) se encuentran adheridas al hueso
en sus dos porciones, cortical y medular.

e 4dP, 5dHA y 46iD (Vea llustracion n° 38) estan adheridas a la porcion
cortical del hueso, se evidencia perforacion superficial.

e 44iD (dos piezas), 46dP, 50iD (vea ilustracion n°® 39), 50dHA, 54iD,
54dP, 55iD, 55dHA, 56dP (con dos piezas) y 60dHA se encuentran de-
ntro del hueso, en la médula y sin exhibir perforacién superficial.

llustracion 36: Muestra 45dHA llustracién 37: Muestra 45iD
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llustracion 38: Muestra 46iD llustracién 39: Muestra 50iD

En cuanto al andlisis cualitativo de las placas mediante observacion de
los bordes peri-implantares, los resultados fueron pocos claros debido a la baja
calidad de las imagenes radiograficas.

De las diecinueve piezas que no se fracturaron, se observo ausencia de
borde radioltcido rodeando a la pieza implantada en diecisiete, mientras que
en las dos restantes (54dP y 56dP) se establecio como dudoso por no poder
visualizarse con claridad (Vea tabla n° 5).

La ausencia de un borde radioltcido periimplantar significa ausencia de
tejido blando y por lo tanto buen desenvolvimiento del implante. Se pretendio
verificar este método en las diecinueve muestras no fracturadas mediante ima-
genes microscopicas.

La reparacion 6sea fue distinta en las muestras en que hubo fractura y
en las que no. En los cuatro casos donde el fémur se fracturé se formo un callo
0seo, por lo tanto la remodelacion en curso estaba siendo de tipo secundaria.
En las diecinueve muestras restantes el remodelado éseo fue de tipo primario
regenerandose completamente la corteza en el sitio de trepanacion (vea ejem-
plos en ilustraciones 34 y 35).
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N° ANIMAL BORDE RADIOLUCIDO TIPO DE REPARACION

lzquierda Derecha lzquierda Derecha
4 NO NO - 1°
5 NO NO 1° 1°
6 NO NO 1° 20
40 NO NO 20 20
44 NO NO 1° 1°
45 NO NO 1° 20
46 NO NO 1° 1°
50 NO NO 1° 1°
54 NO DUDOSO 1° 1°
55 NO NO 1° 1°
56 NO DUDOSO 1° 1°
60 NO NO 1° 1°

Tabla 5: Analisis de placas radiogréaficas

3.7 Analisis mediante Lupa Estereoscopica

La realizacion de fotomicrografias a 20x sobre las diecinueve muestras
seleccionadas mediante las placas radiograficas, permitié la identificacion las
interfases hueso-implante de cada una.

Las ilustraciones n° 40, 41 y 42 corresponden a las muestras 5iD, 46dP
y 5dHA respectivamente. Por sus caracteristicas fueron seleccionadas como
representativas de las restantes.

En la primera se puede ver una pieza de titanio denso adherida total-
mente a la corteza ésea, sin embargo a simple vista no se observa diferencia
en el tejido peri-implantar, es decir que la interfaz no puede ser observada a
este aumento.

La ilustracion 41 corresponde a un implante de titanio poroso con gran
parte de su superficie en contacto con la corteza, quien a este aumento y juz-
gando por su color homogéneo, parece haberse conformado hueso a su alre-
dedor y por dentro de los poros sin ninguna particularidad detectable.

Por dltimo, la ilustracién 43 (de titanio e hidroxiapatita) al igual que las
anteriores se observa bien integrada al hueso mientras que la corteza se en-
cuentra a su alrededor sin cambios negativos.
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llustracion 42: Fotomicrografia 5dHA
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Las muestras restantes fueron estudiadas de la misma manera permi-
tiendo la confeccion de una tabla (Vea Tabla n° 6) con los posibles resultados a
ser evaluados (confirmados o refutados) a través del SEM.

Se indican con TO las interfaces compuestas por tejido 6seo y con TF
las conformadas por tejido fibroso.

MATERIAL MUESTRA INTERFAZ
5iD TO
6iD TO
44iD TO
45iD TO

Titanio Denso 46iD TO
50iD TO
54iD TO
55iD TO
56iD TO
60iD TO
4dP TO
44dP TO

Titanio Poroso 46dP TO

54dP TO

56dP TO

5dHA TO

Titanio e 50dHA TO

Hidroxiapatita 55dHA TO
60dHA DUDOSO

Tabla 6: Resultados de fotomicrografias con lupa estereoscépica

3.8 Microscopia Electronica de Barrido y Analisis ele-
mental EDS

Las imagenes BS-SEM y el andlisis elemental de cada muestra se expo-
nen en los Anexos N° 7 y N° 8 respectivamente.

Mediante las imagenes BS-SEM se pretendio evaluar de manera cualita-
tiva y cuantitativa a la implantacién y determinar con mayor exactitud la calidad
de las interfases hueso-implante de cada una de las muestras para, finalmente
comparar con los resultados arrojados mediante la observacion de las fotomi-
crografias [83, 87, 88, 89].




Bianchi Julian
Maturana, Stefania Ayelén

A pesar de que el periodo de cirugia-sacrificio fue relativamente corto (4
semanas), se observo crecimiento del hueso en todos los implantes, cerrando
el orificio por donde se introdujo la pieza.

En las piezas de Ti-P se evidencio gran crecimiento de hueso en los po-
ros, mostrando los mas pequefios completamente regenerados y gran parte de
los mas grandes.

No hubo signos macroscopicos o microscopicos de infeccion, tampoco
se observo tejido fibroso en la interfase, con independencia del tipo de muestra.
Al existir tejido 6seo en la interfaz hueso-implante se pudo comprobar que las
piezas condujeron a la osteointegracion.

Luego de una observacion detallada de cada imagen se confeccioné una
tabla con las conclusiones finales (tabla n° 7) por material y por muestra, distin-
guiéndose con TO a la interfaz de tejido 6seo y TF al tejido fibroso.

Con respecto a la tabla confeccionada luego de la observacién mediante
lupa estereoscopica, aqui se resuelve la duda sobre la pieza 60dHA, que a 20x
parecia estar rodeada de tejido fibroso, pero con SEM y EDS se comprobo6 que
so6lo era un borde mas profundo que el resto, constituido por tejido 6seo.

5iD TO

6iD TO

44iD TO

Titanio denso 45iD TO
46iD TO

50iD TO

54iD TO

55iD TO

56iD TO

60iD TO

4dP TO

44dP TO

Titanio Poroso 46dP TO
54dP TO

56dP TO

5dHA TO

Titanio e 50dHA TO
Hidroxiapatita 55dHA TO
60dHA TO

Tabla 7: Evaluacién de interfaz segun BS-SEM
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3.8.1 Medicion de BIC

Luego de la medicidén de perimetros de cada muestra (llustracién n° 26)
y del célculo de los porcentajes de BIC (contacto hueso-implante), se confec-
cionaron las tablas n® 10, 11 y 12 (Vea Anexo N° 9) para exponer los valores
correspondientes a implantes de titanio denso, titanio poroso y titanio e
hidroxiapatita respectivamente.

En las muestras de Ti denso se colorean en amarillo los valores que lue-
go formaran parte del grupo 1 a contrastar con el Ti poroso, y en color verde los
pertenecientes al grupo 2 a contrastar con los de Ti-HA en la prueba t para
muestras apareadas.

3.8.2 Relacion Ca/P

Las composiciones porcentuales de Cay P, y el cociente Ca/P fueron
adquiridos de los mapeos completos con la técnica EDS (Vea llustracion n° 43).
Las imagenes obtenidas sobre las 19 muestras seleccionadas se pueden con-
sultar en el Anexo N° 8.

10 )

Imm

llustracion 43: Ejemplo EDS-SEM: muestra 50 dHA
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llustracion 44: Diagrama de distribucion elemental: muestra 50 dHA

En la tabla n°® 13 del Anexo N° 9 se exhiben los valores obtenidos de las
muestras con titanio denso. En las tablas n° 14 y 15, los valores del cociente
Ca/P para las muestras de titanio poroso y las muestras de titanio e hidroxiapa-
tita respectivamente.

Con el calculo de la media de cada grupo de valores Ca/P, se observo
gue el valor mas bajo (1,57) fue del titanio denso, seguido del Ti-HA con 1,71y
por ultimo, el mas alto, que correspondio al titanio poroso (1,80). Comparando
con la hidroxiapatita, que es el principal y mas abundante cristal de los huesos
ya que les confiere su dureza caracteristica, con un ratio Ca/P de 1,67; se pue-
de concluir que tanto en los animales que recibieron implantes de Ti-P como Ti-
HA, se evidencio formacion de nuevo hueso con gran incremento de calcio y
fésforo, comprobando la osteoinductividad y osteoconductividad de los bioma-
teriales por encima del Ti denso.
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3.9 Datos estadisticos

A continuacion se muestran los resultados obtenidos tanto para la des-
cripcion estadistica como para la técnica ANOVA y t de Student para muestras
apareadas.

3.9.1 Valores estadisticos descriptivos

Para poder comparar las muestras “control” con las muestras “problema”
se tomaron los valores de BIC de dos grupos de Ti denso que correspondian a
las patas izquierdas de las muestras de Ti poroso y Ti-HA pertenecientes a las
patas derechas del mismo animal.

En las tablas 16, 17, 18 y 19 del Anexo N° 10 se detallan los valores es-
tadisticos descriptivos para cada grupo. Con dichos valores se procedi6 al ar-
mado de los gréaficos de caja y bigotes (vea ilustraciones 45 y 46) visualizar y
comparar los comportamientos de los materiales en cuanto a la integracion al
hueso.

Ti-D vs Ti-FP
100,00
o
75,001
g n
m 50,00 —
&
25,001
0,00 T T 1
Tidenso Ti poroso
Muestras

llustracion 45: Diagrama en caja Ti denso-grupo 1 vs Ti poroso
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Ti-D vs Ti-HA

100,004

75,00+ I

50,00+

% BIC

25,01 7

0,00 T T
Ti denso Ti-HA

Muestras

llustracion 46: Diagrama en caja Ti denso-grupo 2 vs Ti-HA

En el diagrama de caja “Ti-D vs Ti-P” se muestra que:

e Los porcentajes de mayores de BIC (comprendidos entre el 50% y
el 75%) de las muestras estdn mas dispersos que los menores
(entre el 25% y el 50%).

e El rango intercuartilico (Qs - Q1) para el Ti denso es de 28,3; es
decir, el 50% de las muestras estan comprendidas en un BIC de
28,3. Para el Ti poroso el rango del 50% de los datos es de 42,2.

e La media del Ti denso-grupol es cercana a su mediana, en el
grafico estan contiguas (44,14% vs 44,60%). En el Ti poroso
estan muy distantes siendo la media (55,60) mayor que la media-
na (49,90).

e En ambas casos la distribucion no es simétrica.

Para la segunda comparacién, el diagrama de caja “Ti-D vs Ti-HA” evi-
dencia:

e Los porcentajes de BIC comprendidos entre el 25% y el 50% de
las muestras estan mas dispersos que entre el 50% y el 75%. En
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el caso de Ti-HA ambos lados de la caja son iguales, la dispersion
es igual en los datos del 25% al 75%.

e Elrango intercuartilico (Qs - Q1) para el Ti denso es de 28,3; es
decir, el 50% de las muestras estan comprendidas en un BIC de
28,3. Para el Ti poroso el rango del 50% de los datos es de 42,2.

e La media del Ti denso-grupo2 es muy semejante a su mediana,
por lo cual en el grafico estan superpuestas (43,45% vs 43,65%).
En el caso Ti-HA estan apenas distante siendo la media mayor
gue la mediana (53,75 contra 52,15).

e En las muestras de Ti-HA la distribucién es simétrica.

Se concluye que en ambos casos los valores méas altos de %BIC se en-
contraron en los grupos de muestras de Ti-P y Ti-HA asegurando una mejor
osteointegracion de la pieza en relacién al tejido circundante, pero también se
evidencié que en esos casos los valores estuvieron mas dispersos que en los
grupos de Ti-D, incorporando mayor varianza en los resultados.
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3.9.2 Prueba ANOVA v t de Student para muestras apareadas

ANOVA: En esta prueba se compararon los valores de BIC de tres gru-
pos de muestras compuestos por los distintos tipos de biomateriales (Ti-D, Ti-P
y Ti-HA) para averiguar si las diferencias encontradas mediante estadisticos
descriptivos y el andlisis elemental eran significativas. Los resultados se mues-
tran en la ilustracién n® 47 donde se observa una vez mas que los valores mas
altos de porcentajes de BIC fueron los de Ti-P seguidos por los de Ti-HA con
medias muy cercanas.

Los grupos contrastados fueron de distintos “n”, acrecentando el error a
medida que el nimero de muestras desciende.

70
113 5.96

60 |

53|75

50 T

40

30

20

10

Ti-D Ti-HA

llustraciéon 47: Prueba ANOVA
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Prueba t de Student para muestras apareadas: se consider6 como va-
riable de analisis la diferencia entre los porcentajes de BIC para muestras per-
tenecientes al mismo animal. Para ello se tomaron dos grupos de Ti denso co-
rrespondientes a los “controles” (patas izquierdas) de las muestras de Ti poroso
y Ti-HA pertenecientes a los “problemas” (patas derechas) de la misma rata
(Vea llustraciéon 48 y 49).

60 556
50

44,14
40 -
30 A
20 -
10 A
[ T

Ti-D1 Ti-P

llustracion 48: Pruebat para muestras apareadas, Ti-D1 vs Ti-P
&0
53,75

50

43,45
40 -
30 -
20 A
10 -
ﬂ = T

Ti-D2 Ti-HA

llustracion 49: Pruebat para muestras apareadas, Ti-D2 vs Ti-HA
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Luego de comprobado el cumplimiento de los filtros requeridos por am-
bas pruebas (normalidad de la poblacion e igualdad de varianzas), en los dos
casos planteados se rechaz6 HO, llegando a la conclusion de que si bien no
hay diferencia significativa entre las medias de porcentaje de BIC de Ti
Denso-grupol vs Ti Poroso y Ti-HA, si se puede observar una tendencia donde
el Ti-HA y el Ti-P tienen mayor resultado positivo que el Ti-Denso.
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Capitulo 4: Discusiones

El presente proyecto integrador tiene como fin la sistematizacion de un
modelo experimental in vivo disefiado en un proyecto anterior [1] para la eva-
luacion de piezas obtenidas por la técnica pulvimetaltrgica como biomaterial de
reemplazo 6seo.

El trabajo consta de tres grandes partes las cuales tienden a cumplir los
principales objetivos, tales como la fabricacion de las distintas piezas de titanio
por pulvimetalurgia, el desarrollo y encuadre regulatorio del procedimiento ex-
perimental, que significa que bajo la norma que trata del estudio de las carac-
teristicas de la interfaz del implante-hueso, se deba comparar y realizar los
cambios pertinentes para su adaptacion, y por ultimo, la aplicacion de los distin-
tos métodos propuestos para evaluar los desempefios y los resultados de oste-
ointegracion de las piezas de Ti denso, Ti poroso y Ti con Hidroxiapatita.

Se abordara entonces la discusion de los resultados obtenidos en tres
partes, primero planteando la fabricacion de las piezas, luego el modelo expe-
rimental propiamente dicho y, al finalizar, la evaluacion del comportamiento de
los tres tipos de implantes de titanio.

4.1 Discusioén sobre la fabricacion de piezas implanta-
bles

El disefio y la fabricacion de la matriz fueron los adecuados para lograr
la disminucién de las probetas hasta mas de un 20% de las realizadas en el
proyecto integrador que antecede [1], quedando todas de aproximadamente 1,6
mm de diametro y 1,5 mm de alto. Ademas se obtuvieron piezas en verde de
manera integra y homogénea, eliminando el acabado manual y reduciendo el
tiempo de elaboracién de cada una de las piezas a solo unos pocos minutos.

El ciclo térmico al que fueron sometidas todas las piezas se logré con
tiempos distintos a los utilizados en el trabajo anterior [1] logrando una mayor
precision y mejor sinterizado en cada una de ellas. Asimismo, la mejora en el
proceso de debid al nuevo prototipo utilizado, que al tratarse de un estuche ce-
rrado de cuarzo, permitié que las piezas sinterizaran al mismo tiempo y en igual
proporcién evitando la oxidacion.

Se puede afirmar que el gran nimero de resultados con osteointegracion
se debe a que al eliminar el acabado manual de la pieza y conservar la termi-
nacion superficial rugosa, resultado del proceso de pulvimetalurgia, favorece la
adaptacién de los implantes y mejora su fijacidbn mecanica.
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La metalografia fue de gran utilidad ya que ademéas de ayudar a confir-
mar que el ciclo térmico finalizado a 800°C es adecuado, permitié afirmar que
la técnica pulvimetalurgica aplicada fue exitosa debido a que se lograron piezas
con poros interconectados haciendo uso, ademas, de espaciadores apropia-
dos. El resultado fue la obtencion de excelentes implantes para el crecimiento
0seo.

La norma ISO sugiere la esterilizacion de las piezas sin embargo no se
especifica de qué tipo debe ser. En el laboratorio se opto por la realizacion a
calor seco por la disponibilidad de los hornos, cumpliendo los parametros de
tiempo y temperatura, sin embargo en diversos trabajos consultados se aplica-
ron métodos de esterilizaciones a vapor.

4.2 Discusion sobre el modelo experimental

El disefio del modelo quirdrgico para ratas fue apropiado. Los doce ani-
males intervenidos concluyeron la experimentacion sin problemas visibles.
Ademas, el método de acceso quirurgico al fémur fue exitoso en todos los ca-
sos, resultando siempre rapido y sin sangrado significativo.

De los veinticuatro fémures implantados, solo cuatro de ellos sufrieron
fracturas que, si nos basamos en el registro de observaciones al momento de
las cirugias, se le puede adjudicar a la presion manual ejercida sobre las piezas
al ser introducidas en la pequeiia perforacién sobre el hueso. También puede
influir el estado general del animal, ya que por ejemplo uno de los casos, la rata
n° 40 sufrié fracturas en ambas patas. A pesar de esto, en todos los fémures,
incluidos los fracturados, se observo crecimiento de hueso.

Los remodelados 6seos ocurridos fueron los ideales. A través de las pla-
cas radiogréficas se observo que en las diecinueve muestras no fracturadas se
llevé a cabo una reparacion Gsea primaria, y en las restantes (fracturadas) el
remodelado fue de tipo secundario (vea Anexo N°6), con formacion de callo
0seo.

Los resultados indican que, al igual que en proyecto anterior [1], los pa-
sos del modelo: el acceso quirargico, el método usado para la trepanacion 6sea
y el tiempo esperado para que el hueso cicatrice fueron determinados en forma
satisfactoria durante el disefio experimental.

Sin embargo, a la vista de las fracturas ocurridas, se considera que tanto
en el presente proyecto como en el anterior, ninguno de los protocolos de su-
pervision aplicados para evaluar el estado de los animales post-operatorio fue
suficiente. Si bien se puede establecer una relacién con el control del peso en
las semanas intermedias, dado que las tres ratas que poseian fracturas no evi-
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denciaron un aumento en el rango de las otras (por ej. rata 40: 20 gr vs rata 46:
112 gr), ésta no es concluyente.

El procesamiento de las muestras fue el adecuado para el objetivo pro-
puesto, ninguna de las etapas afecto la valoracion de la interfase hueso-titanio.
El éxito en la inclusion de las muestras en resina fue tal que no se necesité rea-
lizar una re-inclusién, eliminando esta instruccién de la lista.

En cuanto a la norma ISO 10993-6, el Unico punto sugerido que no fue
seguido es el periodo de implantacion de 12 semanas propuesto para ratas, ya
gue en nuestro caso, como uno de los objetivos era comparar los resultados
con el proyecto integrador que lo antecede [1] entonces se optd por continuar
con las cuatro semanas de experimentacion. En tanto que, si se respetaron el
tamafo de los implantes considerados para roedores, la clausula que expresa
gue tanto las piezas problema como el control deben implantarse en lugares
equivalentes y contralaterales, la trepanacion del hueso y la presion manual de
las probetas para su insercion.

4.3 Discusion de la evaluacion de Ti denso, Ti poroso y
Ti e Hidroxiapatita

En la etapa de evaluaciéon de las muestras, la aplicacion sucesiva de di-
ferentes métodos de evaluacion de menor a mayor complejidad permitié el de-
sarrollo de una valoracion cualitativa y cuantitativa de la oseointegracion.
Ademas, los resultados obtenidos en las primeras fases permitieron descartar
muestras que no servirian al analisis final y sacar conclusiones prematuras que
luego se afirmarian o rechazarian con técnicas mas eficaces.

Debido a la gran cantidad de resultados positivos comprobados en los
huesos luego del sacrificio, se descarta que las fracturas ocasionadas en cua-
tro de los veinticuatro huesos se deban a una reaccion adversa del material
constitutivo. En cambio se atribuyen a una cirugia traumatica debida a la pre-
sion ejercida sobre el hueso contra la fragilidad y el tamafio diminuto del mis-
mo.

Haciendo uso de las placas radiograficas, se detectd que las muestras
6dP, 40iD, 40dHA y 45dHA presentaban fracturas, y solo en una de ellas
(40dHA) la pieza se encontr6 fuera de lugar, mientras que en el resto se man-
tuvo adherida a alguna porcién del hueso. En todas se formé un callo 6seo, por
lo tanto la remodelacion en curso fue de tipo secundaria.

La ausencia de borde radioltcido en las placas radiograficas de las pie-
zas es indicativa de que el implante se encuentra oseointegrado, descartando
gue haya fibrointegracion. En diecisiete de las diecinueve piezas que no se
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fracturaron hubo ausencia de borde rodeando a la pieza de Ti, mientras que en
las dos restantes (54dP y 56dP) se establecié como “dudoso” por no poder vi-
sualizarse con claridad debido a que la calidad de la radiografia no era la Opti-
ma. Esto se registrd en la tabla 5, la cual se pretendié verificar con métodos
mas exactos como la microscopia.

Las fotomicrografias permitieron una observacién clara de la adaptacién
de la pieza al tejido circundante. Las observaciones reforzaron las conjeturas
tomadas con las placas radiograficas. La muestras 54dP y 56dP, marcadas
como dudosas en la tabla perteneciente a las observaciones por radiografias,
fueron evaluadas de tal forma que cedieron a la confirmacion de presencia de
tejido 6seo peri-implantar, en tanto que por lo contrario, en este caso la pieza
60dHA fue quien se catalogé como “dudosa” por visualizarse una interfaz de
gran tamafo entre la pieza y la corteza remodelada. En la tabla n°6 se registra-
ron los posibles resultados a ser examinados a través del SEM.

La informacion obtenida con SEM-EDS permitio determinar la presencia
de tejido 6seo compacto en los bordes de todas las piezas implantadas. En
base a estas imagenes se pudo medir el BIC (contacto implante-hueso) como
cuantificacion de la oseointegracion y la relacion Ca/P como calidad del nuevo
hueso formado.

Con respecto a la tabla confeccionada luego de la observacién mediante
lupa estereoscopica, con las imagenes BS-SEM se resolvio la duda sobre la
pieza 60dHA, que a 20x parecia estar rodeada de tejido fibroso, pero con este
método se comprobo6 que solo era un borde mas profundo que el resto, consti-
tuido por tejido 6seo.

Igualmente, mediante este tipo de evaluacion se pudo evidenciar el cre-
cimiento 6seo en los poros internos de todas las piezas de Ti-P, indicando re-
generacion 6sea en gran medida, y asegurando que la interconectividad de los
poros de la pieza ha favorecido el crecimiento interno.

En las tablas n° 10, 11 y 12 del Anexo N° 9 se exponen los valores por-
centuales de BIC medidos para los distintos tipos de muestras, donde se ob-
servo que los rangos de valores variaron demasiado, encontrandose los mas
altos en piezas de Ti poroso y Ti e Hidroxiapatita por ser estos quienes mas se
adaptaron y oseointegraron.

La composicion elemental de las tres fases (pieza, interfaz y hueso), en
todos los casos evidencia fuerte presencia de Ca, P y Ti mediante un porcenta-
je significativo, ademas de C que pertenece al recubrimiento de la pieza para
poder someterse al barrido electrénico y por lo tanto se decidio eliminar de las
imagenes presentadas por ser irrelevante (Anexo N° 8).
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El contenido de calcio, fosforo y su relacion, obtenidos de los mapeos
completos de todas las muestras, se determiné como una forma de evaluar la
oseointegracion y la calidad de formacién del hueso nuevo. El valor de la media
de Ca/P mas bajo fue de 1,57 correspondiente al Ti-D, seguido del que repre-
senta a las de Ti-HA con 1,71 y por ultimo 1,80 del Ti-P. Comparando con la
hidroxiapatita de los huesos que posee un ratio Ca/P ideal de 1,67; se concluy6
gue tanto en los animales que recibieron implantes de Ti-P como Ti-HA, se evi-
dencié formacion de nuevo hueso con gran incremento de calcio y fésforo,
comprobando la osteoinductividad y osteoconductividad de los biomateriales
por encima del Ti denso, logrando gran resistencia en las porosas y bioactivi-
dad (unién quimica) en las que poseian hidroxiapatita.

El andlisis estadistico se aplicé sobre los calculos de BIC tomados para
todas las muestras pertenecientes a implantes con distintos tipos de materiales
constitutivos. Primero se evalué de manera generalizada haciendo uso de los
estadisticos descriptivos y diagramas de caja, donde se comprob6 que en am-
bos casos los valores mas altos de %BIC se encontraron en los grupos de
muestras de Ti-P y Ti-HA, pero también se evidencio que en esos casos los
valores estuvieron mas dispersos que en los grupos de Ti-D.

Seguidamente se ejecutod la prueba ANOVA con el fin de contrastar los
resultados de los tres grupos de materiales. Los grupos comparados fueron de
distintos “n”, siendo nueve muestras de Ti-D, cinco de Ti-P y cuatro de Ti-HA.
Mediante el grafico resultante (llustracion n® 47) se comprobd que los valores
mas altos de porcentajes de BIC fueron los de Ti poroso seguidos por los de Ti-
HA con medias muy cercanas pero con errores muy grandes, acrecentandose
a medida que el numero de muestras descendia.

Para poder comparar las muestras “control” con las muestras “problema”
del mismo animal (igual “n”) se utiliz6 la Prueba T para muestras apareadas
(llustraciones n° 48 y 49), donde se debieron tomar dos grupos de Ti denso
correspondientes a las patas izquierdas de las muestras de Ti poroso y Ti-HA
pertenecientes a las patas derechas del mismo animal. En ambos casos los
resultados fueron similares a la prueba ANOVA beneficiando a los implantes de
Ti-P.

En las dos pruebas estadisticas se concluyé que las diferencias entre el
desempeiio de los distintos materiales eran insignificantes. Sin embargo se
puede decir que esto se debe a que los “n” para las muestras de Ti-P y Ti-HA
eran muy pequefios comparado al nimero de muestras de Ti-D lo que incre-
menta el error.
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Capitulo 5: Conclusiones

El Proyecto Integrador desarrollado consistio en la sistematizacion de un
modelo experimental para evaluar la biocompatibilidad in vivo de piezas de
titanio denso, poroso y con hidroxiapatita. Se realiz6 la implantacion en doce
ratas con piezas control en los fémures izquierdos y piezas problema en los
derechos. Luego de cuatro semanas de experimentacion se valoré su desem-
pefio con la aplicacion de métodos de analisis de menor a mayor complejidad.

La técnica pulvimetalurgica permitié la producciéon de piezas de titanio
aptas para su implantacion en animales. Se lograron probetas de pequefio
didmetro y buen acabado superficial mediante un nuevo disefio de matriz, un
nuevo prototipo de soporte de sinterizado y cambios realizados en el ciclo
térmico. Esto redujo notablemente el tamafio y el tiempo de produccion ademas
de evitar en gran medida la fractura de los fémures.

El andlisis microscopico demostro la presencia de tejido 0seo en intimo
contacto al material implantado sin provocar alteraciones de ningun tipo, lo que
demuestra estabilidad de piezas implantadas y oseointegracion. Ademas con
las imagenes SEM se evidencio crecimiento de hueso dentro de poros del Ti-P
e integracion de la HA bovina con la HA del hueso, ratificando Bioactividad.

Se confirma entonces osteointegracion y biocompatibilidad de los im-
plantes quedando un modelo experimental sistematizado, acorde a la Norma
ISO 10993 y adecuado para evaluacion de diversos biomateriales como reem-
plazo 6seo.

Propuestas para trabajos futuros:
1. Aumentar el nUmero de muestras para cada tipo de material.

2. Incorporar forma de deteccidon de fracturas en el post-operatorio, sin in-
cluir la realizacion de placas radiogréficas.

3. Adadir un “analisis histolégico” a los métodos de evaluacién de la inter-
fase hueso-implante.

4. Desarrollar método o maniobra que asegure la implantacion en la corte-
za, sin llegar a la médula 6sea.

5. Considerando que la “implantacién” como ensayo biol6gico recomenda-
do por la Norma ISO 10993 no se practica en laboratorios acreditados
por la OAA, se propone integrarlo al Laboratorio de biocompatibilidad de
la FCEFyN.
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ANEXO N° 1: Ensayos de biocompatibilidad

segun Norma ISO 10993

Muestra de ensayo Muestra de control

Numero del animal:

Inflamacion

polimorfonuclear

Linfocitos

Celulas plasmaticas

Macréfagos

Celulas gigantes

Necrosis

SUB-TOTAL (x2)

Neovascularizacion

Fibrosis

Infiltrado adiposo

SUB-TOTAL

TOTAL

TOTAL DEL GRUPO

PROMEDIO ENSAYO (-) CONTROL =

Necrosis traumatica

Detritus extrafios

N de sitios ] )
) El perimetro del implante.
examinados

Tabla 8: Modelo de evaluacion histolégica segtin 1SO 10993-6"

* Modelo adaptado de Unidad de Cirugia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de

Santiago de Compostela. Evaluacion biol6gica de un implante dental; 2009.
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Categorizacion de dispositivos médicos:

Efecto Bioldgico

Naturaleza del contacto . g Toxici- -
Duracién . . I Irritacion o Toxicidad _ Hemo-
del con- | Citotoxi- | Sensibili- reactividad dad g bereni- | Genotoxici- | Implan- compati-
. 15 cidad zacion . . sistémi- dad taciéon .
Categoria Contacto tacto intercutanea ca ca bilidad
A X X X
B X X X
C X X X
) - A X X X
Dispositivo de | Membrana B X X X
superficie mucosa C X X X X X
Superficie A X X X
violada o B X X X
comprometida C X X X X X
Via de sangre A X X X X X
— Indirecta B X X X X X
C X X X X X X
Dispos!tivo'f,je Tejido- hueso- A X X X
comunicacion dentina B X X X X X X X
externa C X X X X X X X
Sangre circu- A X X X X X
lante B X X X X X X X X
C X X X X X X X X
A X X X
Tejido- hueso B X X X X X X X
Dispositivo C X X X X X X X
implantable A X X X X X X X
Sangre B X X X X X X X X
C X X X X X X X X

Tabla 9: Eleccién de ensayos de biocompatibilidad seglin naturalezay tiempo del contacto (ISO 10993-1)

!5 A-limitado:<24 hs. B-prolongado:>24 hs a 30 dias. C-permanente:>30 dias.
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Anexo N° 2: Planos de fabricacion e Imagenes de
matriz de Acero
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llustracion 50: Plano "Conjunto Matriz"
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llustraciéon 51: Plano "Disco"
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N

llustracion 56: Cilindro base en vista inferior

llustraciéon 57: Punzon
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Anexo N° 3: Fabricacidon de pieza “en verde”

4 i

llustracion 58: Llenado de la matriz con polvo llustracion 59: Ayuda manual para el desmolde

llustracion 60: Desmolde de la pieza en verde
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Anexo N° 4: Mediciones sobre pruebas piloto

IR
Largo : 1654 mm
1o L2
Largo : 1.473 mm|™
| : X

llustracién 61: pieza de 1,6 mm de diametro y 1,4 mm de alto

Largo : 1.521 mm)
\

llustracion 62: Pieza de 1,6 mm de didmetro y 1,5 mm de alto
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MM L2
argo : 1.914 mm,

LRSS ‘s“‘ MM L3
Largo : 1.805 mmjd Largo : 2,335 mm)

llustracién 63: Pieza de 1,9 mm de diametro y 1,8 mm de alto
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Anexo N°5: Procedimiento quirtrgico™®

1. Preparacion del elementos quirdrgicos necesarios: sumergir instru-
mental en alcohol, preparar agujas de sutura con el Nylon, separar
algodon en pequefios trozos y colocarlo junto a recipiente con solu-
cion fisioldgica (Vea llustracion n° 63).

2. Acondicionar una sala chica adyacente al area de cirugia a 28 °C pa-
ra recuperacion de los animales.

3. Aclimatacion: Traslado de los animales a ser operados, desde el bio-

terio a la sala de cirugia como minimo 30 minutos antes.

Pesaje y registracion de la rata.

Calculo de la anestesia segun el peso (Hidrato de Cloral, 420 mg/kg)

Inyeccion de anestesia de manera intraperitoneal.

Aproximadamente tres minutos después, verificacion de ausencia de

reflejo palpebral y respuesta motora a estimulo doloroso.

8. Depilacion de la zona a trabajar. Puede efectuarse con una maquinita
de afeitar convencional o una hoja tipo gillette.

9. Verificacion nuevamente de ausencia de reflejos, en caso de haber-
los recuperado escasamente se refuerza la anestesia con Eter.

10.Por palpacion se identifica el fémur, y el largo del mismo, a partir de
distinguir las articulaciones fémoro-tibial y coxo-femoral.

11.Incisiones: Se realizan por planos, primero la piel y luego el musculo.
La incision de piel se hace con instrumental quirdrgico adecuado y de
forma paralela al eje longitudinal del fémur.

12.1dentificacion del septo intermuscular (linea blanca) que separa los
musculos biceps femoral (hacia anterior) y gliteo mayor (hacia poste-
rior).

13.Incision en la linea blanca para separar los dos paquetes musculares,
evitando la destruccion tisular y rotura de vasos. Se debe descartar el
uso de bisturi.

14.Acceso a la cara anterior del fémur.

15.Remocion del periostio con la hoja de corte. Despeje del tejido mus-
cular con tijeras de Backhauss.

16.Trepanacién del hueso utilizando torno odontoldgico con fresa esféri-
ca de 1,5 mm de diametro, en la mitad distal de la di&fisis femoral, en
la cara visible. El orificio debe atravesar completa la capa de hueso
cortical, llegando a la médula. Al mismo tiempo se debe sostener la
apertura de los musculos evitando contacto con el torno (Vea llustra-
cion n° 64).

17.Limpieza del area 6sea con algodon y solucion fisioldgica.

No gk

1% Adaptacion de Amietta J, Boezio L. Disefio e Implementacién de modelo experimen-
tal in vivo para Evaluar Ti como material de reemplazo 6seo. FCEFyN-UNC; 2015.
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18.Colocacion de pieza tratando de no generar presién sobre el defecto
realizado (Vea ilustracidon n° 65). Registro de tipo de pieza implantado
en cada ocasion (Ti poroso y Ti-HA de forma alternada en fémur de-
recho y Ti denso en izquierdo).

19.Repeticion del proceso para la extremidad contralateral.

20.Sutura con material no absorbible de origen sintético (Nylon), de for-
ma interrumpida (o discontinua) realizando puntos simples equidis-
tantes, tanto en plano muscular y dérmico.

21.Marcaje de la rata, segun método explicado.

22. Inyeccion de ibuprofeno para analgesia (0,1 ml) de forma intraperito-
neal.

23.Traslado a caja limpia y cercano a artefacto generador de calor man-
teniendo un ambiente de 28°C (Vea llustracién n° 66).

24.Monitoreo postoperatorio dia de por medio durante cuatro semanas
seguidas.

llustracion 64: Preparado de elementos necesarios para la cirugia
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llustracion 65: Trepanacion del fémur
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llustracion 66: Colocacion de pieza en el orificio realizado, sin ejercer presion.

Iy

llustracion 67: Post-operatorio en ambiente climatizado
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Anexo N° 6: placas radiograficas

llustracion 68: 4 IZQUIERDA (Ti) llustracion 69: 4 DERECHA (Ti-P)

llustracion 70: 5 1IZQUIERDA (Ti) llustracion 71: 5 DERECHA (Ti-HA)
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llustracion 72: 6 IZQUIERDA (Ti)

llustracion 73: 40 IZQUIERDA (Ti) llustracion 74: 40 DERECHA (Ti-HA)
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llustracion 75: 44 1IZQUIERDA (2Ti) llustracion 76: 44 DERECHA (Ti-P)

llustracion 77: 45 1IZQUIERDA (2Ti) llustracion 78: 45 DERECHA (Ti-HA)
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llustracion 79: 46 IZQUIERDA (Ti) llustracion 80: 46 DERECHA (Ti-P)

llustracion 81: 50 IZQUIERDA (Ti) llustracion 82: 50 DERECHA (Ti-HA)
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llustracion 83: 54 IZQUIERDA (Ti) llustracion 84: 54 DERECHA (Ti-P)

llustracion 85: 55 IZQUIERDA (Ti) llustracion 86: 55 DERECHA (Ti-HA)
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llustracion 87: 56 IZQUIERDA (Ti) llustraciéon 88: 56 DERECHA (2 Ti-P)

llustracion 89: 60 IZQUIERDA (2 Ti) llustracion 90: 60 DERECHA (Ti-HA)
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Anexo N° 7: Microscopia Electronica de Barrido
(SEM)

EHT=10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 m 7
— WD=88mm  SignalB=InLens  Width=2.287 mm N o - unc
Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 119.8 pA

llustracién 91: SEM - Muestra 4dP (50X)

l. A Y

100um EHT=10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 pm WA -
|—| WD = 9.2 mm Signal B = InLens Width = 1.143 mm U FaMAF - UNC
Mag= 100X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 119.8 pA

llustracion 92: SEM - Muestra 4dP (100X)
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100 pym EHT=10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 um \/ =
— WD=77mm  Signal B=lInLens  Width=2.276 mm N e
Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 126.3 pA

llustracion 93: SEM - Muestra 5iD (50X)

llustracion 94: SEM - Muestra 5iD (391X)
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100 pm EHT =10.00kV  Signal A = SE2 Aperture Size = 30.00 um -
i WD=84mm  SignalB=InLens  Width=2287 mm I

Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 1204 pA

<

llustracién 95: SEM - Muestra 5dHA (50X)

llustracion 96: SEM - Muestra 6iD (50X)
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llustracion 98: SEM - Muestra 44iD (33X)
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llustraciéon 99: SEM - Muestra 44iD (50X)

'EHT=10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 um
— WD=92mm  Signal B = InLens Width = 2.287 mm
Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 119.8 pA

llustracion 100: SEM - Muestra 44dP (50X)
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g

S = o b % 3 ks N
10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 ym LA ‘
WD= 92mm Signal B = InLens Width = 1.139 mm AR ST

Mag= 100X Scan Speed = 10 Ext | Monitor = 119.9 A i

llustracién 101: SEM - Muestra 44dP (100X)

llustracion 102: SEM - Muestra 45iD (50X)
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llustracion 103: SEM - Muestra 45iD (33X)

llustracion 104: SEM - Muestra 46iD (50X)
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100 pm EHT=1000kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 pm 7
WD = 85mm Signal B = InLens Width = 2.858 mm b/ F:MAAF S UNC
Mag= 40X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 119.9 pA

llustraciéon 105: SEM - Muestra 46dP (40X)

100 ym o " A Size = 30.00 m
Hm EHT =10.00kV  Signal A= SE2 perture Size = 30.00 pm N

I — WD=85mm  SignalB=InLens  Width=1.145 mm v e s

L Mag= 100X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 119.9 pA

llustracion 106: SEM - Muestra 46dP (100X)

Péagina 123 de 159




Sistematizacion de modelo experimental in vivo para evaluacion de biomateriales como reemplazo 6éseo

llustracion 107: SEM - Muestra 50iD (50X)

100 um EHT = 10.00 kV

SignaA =SE2 perture Size = 30.00 pm \/‘* A
— WD=85mm  SignalB=lnlens  Width= 2287 mm N~ AR
Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.0 pA

llustracion 108: SEM - Muestra 50dHA (50X)
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llustracion 109: SEM - Muestra 54iD (50X)

P N
100 pm EHT =10.00kV  Signal A = SE2 Aperture Size = 30.00 um \f A 1
— WD= 91mm  SignalB=lInLens  Width = 2287 mm v e
Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.0 pA B

llustracion 110: SEM - Muestra 54dP (50X)
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100 um EHT =1000kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 um
WD = 9.1 mm Signal B = InLens Width = 1.143 mm
Mag= 100X Scan Speed = 10 Ext | Monitor = 120.0 pA

llustracion 111: SEM - Muestra 54dP (100X)

llustraciéon 112: SEM - Muestra 55iD (50X)
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— WD=81mm  Signal B = InLens Width = 3.267 mm

EHT =10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 um \/
Mag= 35X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.1 pA U

llustracion 113: SEM - Muestra 55dHA (35X)

100 um EHT=10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 pm \f N
i WD=86mm  SignalB=InLens  Width=2.287 mm N I
Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.2 pA

llustracion 114: SEM - Muestra 56dP (50X)
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T S S 2 g

[ 100 pm EHT =10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 pym

l_'l WD = 8.6 mm Signal B = InLens Width = 1.143 mm F:,;AF . UNC
Mag= 100X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.2 pA

llustracién 115: SEM - Muestra 56dP (100X)

llustracion 116: SEM - Muestra 60iD (50X)
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100 um EHT =10.00kV  Signal A = SE2 Aperture Size = 30.00 ym ' 3
— WD=85mm  SignalB=Inlens  Width=2.287 mm AUA ok i

<

Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.5 pA

llustracion 117: SEM - Muestra 60dHA (50X)
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Anexo N° 8: Analisis Elemental (EDS)

llustraciéon 118: EDS - Muestra 4dP

P Kal

apaee ?
stpm

Weight %
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llustraciéon 119: EDS - Muestra 5iD

P Kal Ti Kal

' [ p—rer—— | Y
1y 100 100um
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llustracion 120: EDS- Muestra 5dHA

P Kal Ti Kal

250 y Taswm !

Weght %
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Spactiem 24
—

i

if o8 cecuon]

250pm

llustraciéon 121: EDS-Muestra 6iD

P Katl

Lbum

Pagina 133 de 159




Sistematizacion de modelo experimental in vivo para evaluacion de biomateriales como reemplazo 6éseo

|

250um

llustracion 122: EDS-Muestra 44iD

Ca Kal P Kal Ti Kal

[sorrerrrem

25Upm 0pm
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llustracion 123: EDS-Muestra 44dP

P Kal

Sbum

Wiesghl %
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i

250um
llustracion 124: EDS-Muestra 45iD
Ca Kal P Kal Ti Kal

g PETT

Z5Upm

25

Wieghl %
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7 2 ey

250pm

llustracion 125: EDS-Muestra 46iD

P Kl Ti Kal

Lpm

Whasgll W
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llustraciéon 126: EDS-Muestra 46dP

P Kal

M shom: ?

sbum
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1

250um

llustracion 127: EDS-Muestra 50iD

Ca Kal P Kal Ti Kal

L5Upm ]
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llustracion 128: EDS-Muestra 50dHA

P Kal Ti Kal

[ ey~ | TR [ e —
limim Lown limm

Weeghl

Pagina 140 de 159




Bianchi, Julian

Maturana, Stefania Ayelén

llustracion 129: EDS-Muestra 54iD

P Ketl

25Upm

abum

Ti Kal
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llustraciéon 130: EDS-Muestra 54dP

P Kal

sbum

Wesght %0
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llustracion 131: EDS-Muestra 55iD

Ca Kal P Kal Ti Kal
2 PRl 3

25Upm f 1
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Wiight %

Pagina 143 de 159




Sistematizacion de modelo experimental in vivo para evaluacion de biomateriales como reemplazo 6éseo

llustracion 132: EDS-Muestra 55dHA

P Kal Ti Kal

J Z5Upm L : Zolpm
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llustraciéon 133: EDS-Muestra 56dP
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if co B it
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2500m .

llustracion 134: EDS-Muestra 60iD
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llustracion 135: EDS-Muestra 60dHA
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Anexo N° 9: Valores de porcentajes de BIC

TITANIO DENSO

Muestra BIC [%]
5iD 30,80
6iD 61,30

44iD 33,00
45iD 69,80
46iD 12,00
50iD 55,70
54iD 44,60
55iD 49,80
60iD 37,50
Tabla 10: Valores de BIC Ti denso
TITANIO POROSO

Muestra BIC [%]

4dP 29,00
44dP 79,50
46dP 37,30
54dP 82,30
56dP 49,90
Tabla 11: Valores de BIC Ti poroso
TITANIO e HIDROXIAPATITA
Muestra BIC [%]
5dHA 27,50
50dHA 74,70
55dHA 83,20
60Dha 29,60

Tabla 12: Valores de BIC Ti e Hidroxiapatita
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TITANIO DENSO

Muestra %Wt Ca %Wt P Ca/P
5iD 7,40 4,50 1,64
6iD 5,97 3,88 1,54

44iD 10,65 6,58 1,61
45iD 6,94 4,54 1,53
46iD 7,35 4,70 1,56
50iD 10,04 6,11 1,64
54iD 6,09 3,94 1,55
55iD 7,79 4,86 1,60
60iD 7,44 4,97 1,50
Media 7,74 4,90 1,57
Tabla 13: Valores de Cay P para muestras de titanio denso
TITANIO POROSO

Muestra %Wt Ca %Wt P Cal/P

4dP 6,34 3,31 1,92
44dP 8,68 5,08 1,71
46dP 20,02 11,86 1,69
54dP 11,67 7,16 1,63
56dP 8,27 4,04 2,04
Media 11,00 6,29 1,80

Tabla 14: Valores de Cay P para muestras de titanio poroso
TITANIO e HIDROXIAPATITA
Muestra %Wt Ca %Wt P Ca/P
5dHA 15,30 9,17 1,67
50dHA 23,11 13,46 1,72
55dHA 12,95 8,55 1,51
60dHA 3,59 1,87 1,92
Media 13,74 8,26 1,71
Tabla 15: Valores de Cay P para muestras de titanio e hidroxiapatita

Pagina 149 de 159




Sistematizacion de modelo experimental in vivo para evaluacion de biomateriales como reemplazo 6éseo

Anexo N° 10: Valores Estadisticos

Material Estadistico Error
Estandar
Media 44,1400 10,27179
Titanio 95% de intervalo de | Limite inferior 15,6209
denso confianza para la me-
dia Limite superior 72,6591
Grupo 1
Media recortada al 5% 44,5000
Mediana 44,6000
BIC
Varianza 527,548
Desviacion estandar 22,9684
Minimo 12,00
Maximo 69,80
Rango 57,80
Tabla 16: Valores estadisticos descriptivos para Ti denso-grupo 1
Material Estadistico Error
Estandar
Media 55,6000 10,86057
Titanio 95% de intervalo de | Limite inferior 25,4462
poroso confianza para la media
Limite superior 85,7538
Media recortada al 5% 55,5944
Mediana 49,9000
BIC Varianza 589,760
Desviacion estandar 24,2849
Minimo 29,00
Maximo 82,30
Rango 53,30

Tabla 17: Valores estadisticos descriptivos para Ti poroso
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Material Estadistico | Error
Estandar
Media 43,4750 5,67482
Titanio 95% de intervalo de | Limite inferior 25,4152
denso Z?;ﬁanza para la me- e perior | 61,5348
Grupo 2 Media recortada al 5% 43,4972
Mediana 43,6750
Varianza 128,814
Slie Desviacion estandar 11,3496
Minimo 30,80
Maximo 55,75
Rango 24,95
Tabla 18: Valores estadisticos descriptivos para Ti denso-grupo 2
Material Estadistico | Error
Estandar
Media 53,7675 14,6703
Titanio- 95% de intervalo de | Limite inferior 7,0800
?iltc;romapa— confianza para la media Limite superior 100.4550
Media recortada al 5% 53,5878
Mediana 52,1500
Varianza 860,872
Sl Desviacion estandar 29,34062
Minimo 27,50
Maximo 83,27
Rango 55,77

Tabla 19: Valores estadisticos descriptivos para Ti e Hidroxiapatita
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Variable N R2 R2 Aj Ccv

Bic 18 0,07 0 45,15

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 546,62 2 273,31 | 0,55 0,5874
Titanio 546,62 2 273,31 | 0,55 0,5874
Error 743459 | 15 495,64
Total 7981,21 | 17

Error: 495,6393 gl: 15

Titanio Medias E.E.
Titanio_denso 43,83 7,42
Titanio_hidroxi 53,75 11,13
Titanio_poroso 55,6 9,96

Tabla 20: Prueba ANOVA

Columnal | Obs(1) | Obs(2) Media(dif) | Media (1) Media | E(dif) | T Bilateral

)

RATA Denso | HA -10,3 43,45 53,75 0,37 | 0,68 | 0,5462

Columnal | obs(1) | Obs(2) Media(dif) | Media (1) Media | E(dif) Bilateral

)

RATA Denso | Poroso 11,46 44,14 55,6 6,3 0,55 0,6094

Tabla 21: Pruebat para muestras apareadas
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