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Artigo

DETERMINATION OF THE BIOACTIVITY AND THE COMPRESSION RESISTANCE OF POLIAPATITA®. Poliapatita® is a
composite in study formed by HAP-200°, CaCO, and POVIAc®. The aims of this work were the determination of the bioactivity and
the compression resistance (CR) of biomaterial. The composite was put in contact with a Simulated Body Fluid (28 days at 37 °C) to
evaluate the formation of an superficial apatite layer similar to the bone mineral composition; and to see how diminished the CR in

conditions similar to implantation. The bioactivity was evaluated mainly by Scanning Electron Microscopy, Energy-dispersive X-ray

Spectroscopy. The composite studied was bioactive and fulfills the requierement of CR asked by ISO 13779-1:2001.
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INTRODUCCION

Debido a diferentes factores, entre los que se encuentran: al
aumento de las expectativas de vida de la poblacién, la disminucién
de la morbilidad y mortalidad, el aumento de los presupuestos de
salud, la mejora de la calidad de vida, la practica de deportes extre-
mos, los accidentes de trafico, y los conflictos bélicos; se ha hecho
imprescindible la utilizacién de tejido 6seo en la cirugfa ortopédica.
Sin embargo, los injertos dseos tienen una serie de inconvenientes
como son las complicaciones vinculadas a la limitada cantidad de
hueso a extraer, la morbilidad en el lugar de extraccién (dolor, hema-
toma, hernias abdominales, etc.) cuando son autélogos, asi como los
potenciales riesgos de caracter infeccioso e inmunoldgico (hepatitis,
[VIH], priones, etc) en el caso de los injertos heter6logos.!

Estos inconvenientes han impulsado al hombre a la busqueda de
diferentes alternativas para solucionar estas deficiencias, siendo los
aloinjertos una de las vias empleadas. Los biomateriales por defini-
cioén son cualquier sustancia (que no sea una droga) o combinacién
de sustancias, de origen sintético o natural, que se use por cualquier
lapso de tiempo, como un todo o parte de un sistema que trata, au-
menta, o reemplaza cualquier tejido, érgano o funcién del organismo.?

Una de las caracteristicas mds importantes que debe poseer un
biomaterial para ser empleado como sustituto del injerto dseo es la
bioactividad. Esta propiedad es la capacidad que tiene un material
de interactuar con los tejidos (blandos y duros) del organismo.** Los
ensayos de bioactividad in vitro, son una herramienta para probar la
posible bioactividad de un material; para ello las muestras se colocan
en contacto con una disolucién de fluido bioldgico simulado (SBF,
siglas en inglés), el cual tiene una composicién idnica similar a la
del Plasma Sanguineo Humano.®

Por otra parte, los estudios para la evaluacién de las propie-
dades fisico mecanicas de un biomaterial permiten determinar la
capacidad de estos de soportar las cargas mecdnicas a las que van
a estar sometido durante el cumplimiento de su funcién especifica.
Cualquier estado de carga complejo puede expresarse en funcion de
los siguientes modos de solicitacion basicos: fuerzas axiales (traccién
y compresion), fuerza de corte, de flexién y momento de torsion.”
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Uno de los més empleados en el estudio de los materiales fragiles es
la resistencia a la compresién.®?

Los objetivos de este trabajo son la evaluacién in vitro de la
bioactividad de un biomaterial compuesto, nombrado en lo adelante
Poliapatita® y la determinacién de su resistencia a la compresion
en forma de bloque. La Poliapatita® es un material compuesto por
hidroxipatita Coralina HAP-200®, carbonato de calcio (CaCoO,), y
acetato de polivinilo (POVIAc®) que se ha desarrollado con el objetivo
de ser empleado como sustituto dseo, ya que tiene una composicion
quimica que aunque no idéntica, presenta una gran similitud con la
del tejido 6seo en cuanto al contenido de calcio, microelementos y
estructura; propiedades que determinan que este biomaterial actie no
solamente como osteoconductor, sino que paulatinamente se convierta
y de origen a la formacién de un nuevo hueso en su lugar.'>!® En
diferentes estudios se ha demostrado la elevada bioactividad in vivo
de las hidroxiapatitas (HAs), como refieren Patel y colaboradores,
y los realizados en el Hospital Militar “Dr. Carlos J. Finlay”, Cuba,
desde el afio 1988 para tratar defectos dseos subsiguientes a la cirugia
de exéresis de tumoraciones benignas de las extremidades,'*! sin
embargo no se cuenta con evidencia documental sobre la existencia
de esta propiedad en el POVIAc®, de ahi que se imponga la necesidad
de realizar un estudio in vitro de bioactividad en SBF.

Por otro lado, nunca se han realizado evaluaciones mecanicas de
la Poliapatita® en forma de bloque, por tanto no se ha demostrado su
capacidad de soportar determinadas cargas, lo cual podria ampliar
el campo de aplicaciones de este composite.*

PARTE EXPERIMENTAL

Los ensayos se realizaron empleando bloques cilindricos de Po-
liapatita® de dimensiones 1 x 2 cm elaborados segtin laISO 13779-1"
y suministrados por el Departamento de Produccién de la Direccién
de Quimica del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas segin
el procedimiento previamente descrito."

Determinacion de la bioactividad in vitro

La evaluacién de la interaccion del biomaterial con el medio fisio-
16gico se realizé sumergiendo las muestras en una disolucién de SBF,
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la cual se prepar6. segtn la técnica descrita por Kokubo y colaborado-
res.*!® La relacion volumen de SBF/drea de biomaterial empleada fue
10 mL/cm?. Las muestras embebidas en la disolucién se conservaron
en una incubadora a 37 °C durante todo el ensayo. Las muestras de
Poliapatita® fueron analizadas a los 1, 7, 14 y 28 dias con el objetivo
de verificar el paulatino aumento de la capa apatitica con el tiempo
de exposicion del biomaterial en SBF. La microscopia electrénica
de barrido (MEB) y la espectroscopia de energia dispersiva de rayos
X (EDX) se emplearon como criterio fundamental de la evaluacién
de la bioactividad del biomaterial ensayado. Ademds, se monitored
diariamente el pH de la disolucién de SBF utilizando un medidor de
pH PR“A”CITRONIC (Alemania) para monitorear la formacion de
la hidroxipatita en la superficie del biomaterial. Se determinaron las
concentraciones de los iones calcio y fosforo al SBF una vez extraidas
las muestras, ya que una disminucién en la concentracion de estos iones
es indicativo de la presipitacion de los mismos y de la formacién de
una caparicaen Cay P sobre la superficie de los materiales bioactivos.

Analisis por microscopia electrénica de barrido (MEB) y
energia dispersiva de rayos X (EDX)

El andlisis por MEB se realizé empleando un equipo JSM-5310
Jeol scanning electron microscopy con energia del haz de electro-
nes de 20 KV y una distancia de trabajo de 10 mm, para detectar la
formacién de la capa apatitica. Ademads se determind la composicén
quimica de las muestras midiendo las sefiales correspondientes a los
rayos X emitidos mediante EDX.

Determinacion de la concentracion de iones calcio

La variacién de la concentracién de iones calcio del SBF donde
se encontraban sumergidas las muestras fue monitoreado mediante un
espectrofotometro de absorcion atémica de llama GBC Avanta P. Para
ello se tomaron 2 mL de cada disolucion y se llevaron a sales hiimedas.
El sustrato obtenido se redisolvié en 20 mL de HC1 0,1 My se afiadi6
0,1 mL de cloruro de lantano para eliminar la interferencia del fésforo.

Determinacion de la concentracion de iones fosforo

El fésforo se determiné mediante una técnica de valoracion colo-
rimétrica a través de la formacion del complejo fosfomolibdico. Para
ello se tomaron 6 mL de muestra y se llevaron a sales himedas. El
sustrato obtenido se redisolvi6 en 20 mL de HC1 0,1 M y se trasvaso
a frasco volumétrico de 50 mL.

Resistencia a la compresion

Se determind la resistencia a la compresion (RC) antes y después
de la inmersién del biomaterial durante 14 dias en SBF para simular
las condiciones de implantacion.

La determinacién de la RC se realiz6 en una maquina universal de
ensayos P-20 (Rusia), con c€lula de carga de 4 toneladas y a una velo-
cidad de aplicacién de la carga de 1 mm/min. Las probetas empleadas
en el estudio, se elaboraron segtin 1a norma ISO 13779-1." Se relizaron
tres réplicas de cada grupo (antes y después de 14 dias de contacto con
SBF). Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza
utilizando el paquete estadistico Statgraphics Plus 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacién de la formacién de una capa apatitica en un material
implantable en contacto con una disolucién de SBF es titil para deter-
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minar in vitro la capacidad preliminar de formar enlace con el hueso
una vez implantado. Cuando un material bioactivo es implantado en un
cuerpo vivo se forma en su superficie una caparica en calcio y fésforo.
El material se conecta entonces con el tejido vivo a través de la capa
apatitica, lo cual puede ser reproducido en la superficie del material
en contacto con SBF, ya que la apatita asi formada es muy similar a la
porcién inorgénica del hueso en cuanto a composicion y estructura.'®
En este estudio demostramos la bioactividad de la Poliapatita®. En
la Figura 1A se puede observar una micrografia correspondiente a la
muestra control de Poliapatita® mediante su inmersién en SBF, en esta
se reconoce como el polimero agrupa todas las particulas inorgdnicas
(HAs y CaCO,), lo cual fue corroborado con EDX,, donde sobresalen los
picos de oxigeno tipicos del polimero, los del calcio correspondientes
a las cerdmicas y los de fésforo correspondientes a las HAs.

Transcurridas 24 h de inmersién del biomaterial en SBF, Figura
1B se evidenci6 la presencia de cristales en forma de aguja en la
superficie del biomaterial. Para este tiempo el SBF donde se encon-
traban sumergidas las muestras presenté un pronunciado descenso en
la concentracién de los iones calcio y fésforo Tabla 1, y un manteni-
miento del pH con valores entre 7,42 y 7,45, que se extendi6 durante
los primeros 5 dias. Estos resultados podrian ser la consecuencia de
que al sumergir las muestras en SBF, la HA que no queda cubierta
por el polimero, posee una carga negativa debido a la presencia de
iones OH"y PO_* que se encuentran en la superficie.

Tabla 1. Variacién de la concentracion de los iones calcio e iones fésforo en
el SBF con el tiempo

Tiempo Conc. Calcio Conc. Fosforo
(dias) (ppm) (ppm)

0 2.330 = 0.001 1.475 + 0.002
1 1.806 + 0.002 1.106 + 0.001
7 1.760 £ 0.001 0.368 +0.001
14 1.596 + 0.001 0.536 = 0.002
28 3.643 =0.001 0.475 +0.001

Ya para los 14 dfas los cristales en forma de aguja se encontraban
agrupados formando colonias Figura 1D, y las concentraciones iénicas
de calcio y fésforo del SBF, continuaron disminuyendo de forma mds
suave en el calcio, pero mds pronunciada en el fésforo. Estos iones
selectivamente se combinan con los iones de Ca* que se encuentran
en la disolucién de SBF. Cuando los iones de calcio se acumulan en la
superficie, esta adquiere una carga positiva, y entonces, puede combi-
narse con los iones de carga negativa de fosfato que se encuentran en
el medio, formando en esta ocasion un fosfato de calcio amorfo. Esta
tendencia puede estar dada por la formacion de precipitados de fosfa-
tos de calcio, entre ellos la hidroxiapatita (HA) (Ecuacién 1), lo cual
provoca un rapido consumo de iones OH" presentes en la disolucién,
pasando a formar parte del precipitado y el recubrimiento, y quedando
libres los iones H* lo cual provoca una disminucién del pH del medio
hasta alcanzar valores cercanos a 6,4. Es decir, la competencia que se
establece entre los mecanismos de disolucién y precipitacién, donde
el calcio de la disolucidn se reprecipita como fase insoluble por el alto
contenido de HPO,> y menor contenido de Ca**y OH'. Esta es una fase
metaestable y eventualmente se transforma en una apatita similar a la
fase mineral del hueso, ademas el pH del medio propicia la precipitacion
de HA preferentemente Ecuacion 1.7

10 Ca’* + 6 PO,* + 2 OH = Ca, (PO,) ,(OH), (1)
A partir del dia 14 ocurre una reduccién de la velocidad de for-

macion de la HA ya que la concentracién de los iones fosfatos en la
disolucién disminuye a la mitad del contenido inicial.
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Figura 1. Micrografia de bloque de poliapatita tras su extraccion del SBF ®. A Control con su EDX correspondiente. B A las 24 h. C- A los 7 dias. D- A los 14

dias. E-A los 28 dias tras su extraccion de SBF

En la Figura 1E se distingue un detalle de un poro del biomaterial
tras su extraccion a los 28 dias, cuyo interior se encuentra recubierto
totalmente de particulas apatiticas lo cual se demostr6 por EDX, la
presencia del sodio y del cloro en el EDX son residuos del SBF. Para
esta fecha se puede observar un aumento muy significativo en la con-
centracion del calcio en el SBF lo cual puede ser el resultado de la
liberacion por parte del polimero de la HA 'y el CaCO, ocluido en este.

De forma general, se observa una proporcionalidad directa entre
el tiempo de contacto de la muestra con el SBF y el incremento del
drea cubierta por la formacién apatitica en la superficie del composite.

Los composites en seco presentaron valores de RC=4,5 + 0,5 MPa.
Debido a que el destino final de estos biomateriales es su implantacion

en el cuerpo humano donde estardn en contacto con fluidos corporales,
se repitié este ensayo sumergiendo durante 14 dias las muestras en SBF.
Los valores de RC obtenidos en este caso fueron de 3,0 + 0,1 MPa,
existiendo diferencias significativas entre ambos grupos para un p valor
de 0,0214 y un 95% de nivel de confianza. Esta disminucion del valor
de RC después de la inmersion en SBF puede ser el resultado del inicio
de la liberacion de las particulas inorgénicas ocluidas en el polimero. Se
ha comprobado que al estar este polimero en un medio acuoso, el agua
difunde hacia el seno de la matriz, al alcanzarse cierta concentracion
de agua (3,5% a temperatura 37 °C) en la fase mixta polimero-agua
formada, esta se hace inestable y se separa en dos fases, una rica en
polimero y la otra practicamente constituida por agua. Este proceso se
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repite en la fase rica en polimero tomando agua del medio exterior y de
las goticas de agua inicialmente formadas. Como resultado de multiples
repeticiones del proceso el nimero de goticas crece y la dimensén de
las mismas decrece. Finalmente las goticas se tocan formando canales
por los que pueden difundir las particulas inorganicas ocluidas en la
matriz polimérica hacia el medio acuoso exterior.'

Por otro lado, se ha planteado una dependencia muy fuerte entre la
viscosidad y bajas concentraciones de agua en el POVIAc® (<1 a2,5%)
que provocan la relajacién de las moléculas de la matriz polimérica y
formacién de un hidrogel.'” No obstante el biomaterial antes y despué de
suinmersion en SBF, cumple con lo exigido por la ISO 13779-1 paralos
implantes cerdmicos, RC > 1,5 MPa,'! asi como con los valores de resis-
tencia a la compresion reportados para el hueso trabecular (3-20 MPa).

CONCLUSIONES

Se evidencid que el biomaterial compuesto estudiado es bioactivo
ya que se form6 una capa apatitica en su superfie. El drea de dicha
capa fue proporcional al tiempo de contacto del composite con el SBE.

El composite estudiado cumple con lo exigido por 1a ISO 13779-1
para los implantes cerdmicos, RC > 1,5 MPa, asi como con los valores
de resistencia a la compresion reportados para el hueso trabecular
(3-20 MPa).
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