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RESUMEN

Se sintetizd un nuevo biomaterial mediante el método de precipitacion
humeda con el fin de obtener un injerto éseo capaz de utilizarse en
aplicaciones medicas. Se prepard una solucion de CaCl, 198 mM
y una solucién 119 mM de (NH,),HPO, con agua destilada; ambas
soluciones se mezclaron simultdneamente mientras que una solucion
de NH,OH era agregada lentamente mediante goteo, finalmente se
agregaron 3 ml de coldgeno. El precipitado obtenido fue lavado varias
veces con agua destilada, filtrado y secado en una incubadora a 40
C. Las muestras fueron caracterizadas mediante difraccion de rayos
x (DRX), microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia de
infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR). Se prepararon tres cubos
de composito de 10 x 10 x 10 mm?3 cada uno, y fueron implantados
en el sacro de un perro hembra para comprobar osteointegracion y
biocompatibilidad, se realizaron estudios histolégicos y radiograficos
que mostraron el desarrollo de un callo déseo y la formacién de hueso
nuevo.

Palabras clave: Hidroxiapatita, colageno, injerto 6seo.
ABSTRACT

A new material was synthetized using the wet precipitation method to
obtain an osseous insert that can be used in medical applications. A
solution of CaCl, 198 mM and another one with 119 mM of (NH,),HPO,
dissolved in distilled water were simultaneously prepared with the
slowly and continuous addition of NH,OH dissolved in water. Finally, 3
ml of collagen was aggregated to the solution. The precipitated was
washed out several times with distilled water, filtered and dried in an
incubator at 40 °C. The samples were characterized by X-ray diffraction,
surface electronic microscopy, Fourier transformation based infrared
spectroscopy. Three different cubes composites with the volume of
10 x 10 x 10 mm3 each one were prepared and implanted into the
dtygre sacrum of a female dog to check the osseous integration and
the biocompatibility of the new material. Histological and radiographic
studies were developed showed the development of osseous callus
and the consequent formation of new bone section.
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INTRODUCCION

El interés por las cerdmicas se ha incrementado
dramdticamente desde hace mds de dos déca-
das; a un punfo en donde son indispensables tanto
en tratamientos ortopédicos', aplicaciones denta-
les>1% y otros campos muy amplios de la medicina
en general®4, En el drea dental las cerdmicas se
han utilizado con gran éxito para la creacion de
implantes y pegamentos para la fijacién de pro-
tesis?®, Por otro lado, una gran aplicacion que se
les ha dado es el recubrimiento de metales que
son implantados como soportes de fracturas para
mejorar la biocompatibilidad y la adherencia de
células?. Algunas cerdmicas se producen de ma-
nera especial para resistir condiciones extremas de
temperatura o degradacion en presencia de liqui-
dos corrosivos sin presentar deficiencias mecdnicas
o deformacion por un largo periodo de tiempo’8,

La hidroxiapatita (Hap) es una cerdmica poli-
cristalina® de formula molecular Ca,, (PO,)(OH),,
tiene una forma de fosfato cdlcico'® que posee
la misma composicion quimica del hueso huma-
no, dicha caracteristica la ha convertido en un
material sumamente importante para la creacion
y recubrimiento de prétesis capaces de tener la
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Figura 1. Interaccion entre las fres moléculas de los reactivos
principales para obtener el composito Hap/coldgeno.

misma bio-funcionalidad de un hueso natural; sin
embargo, ésta por si sola carece de resistencia y
sus propiedades mecdnicas no permiten que sea
utilizada directamente como un implante, es por
eso gue la creacidén de compositos cuya estruc-
tura estd conformada por materiales orgdnicos e
inorgdnicos''2juega un papel importante para la
creacién de prétesis capaces de soportar las duras
condiciones’®'® de los sistemas bioldgicos.

Se ha estudiado una gran cantidad de materiales
en el drea de ingenieria de tejidos, especialmente
para la regeneracion de tejido dseo incluyendo
materiales naturales y sintéticos'*'e. El coldgeno'™
es ampliamente utilizado como biomaterial, ya
que mejora la biocompatibilidad de los sistemas
en los que se usq, al brindar mayor similitud con los
tejidos del cuerpo.

El planteamiento tedrico por medio de simula-
cién molecular computarizada de reacciones qui-
micas y bioguimicas'’, se ha aplicado con mucha
frecuencia con el fin de ahorrar tiempo y recursos
econdmicos que generalmente se gastaban en
los métodos de prueba y error'é-21,

En este estudio se prepard un biomaterial a
base de hidroxiapatita/coldgeno?®??3, La reaccion
de sintesis fue estudiada en el simulador molecular
HYPERCHEM, el cual posee los métodos cudnticos
como el semi-empirical, métodos de la mecdnica
molecular como el AMBER 3, con los cuales es po-
sible determinar propiedades como la polaridad,
energia libre de Gibbs, campos electrostdticos, vy
la optimizacién de la geometria de las moléculas
en cuestion y asi predecir condiciones de experi-
mentacion.

Las muestras obtenidas fueron caracterizadas
mediante difraccién de rayos x (DRX), microscopia
electrénica de barrido (SEM), espectroscopia de
infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR). Para
analizar la biocompatibilidad y osteoconductividad
se readlizaron pruebas bioldgicas, la implantacion
del injerto se realizd en la regién sacro de un perro
hembra de 10 anos y 3 kg de peso, estudios ra-
diograficos e histoldgicos permitieron observar la

Cuadro 1. Energias y polaridades obtenidas por simulacion en el software HYPERCHEM.

Compuestos Energia libre de Gibbs Polaridad Semi-empirical
CaCl, -15,268.7500 0.04431 PM3
Colageno -7.492.6904 1.73800 PM3
(NH,),HPO, -5,392.9843 9.71700 PM3
(NH,),HPO, + colageno + CaCl, -45,628.1132 9.42600 PM3
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formacioén de un callo éseo cubriendo el implante
por completo; este callo es una porcion orgdnica
de la matriz dsea y se forma antes de la madura-
cion del hueso? e indica la consolidacion de una
fractura.

PARTE EXPERIMENTAL
Simulacién molecular

La simulacién molecular es una poderosa herra-
mienta para analizar una reaccién quimica, nos
permite saber si la reaccién se llevard a cabo o
no al analizar la energia total del sistema. La Figu-
ra 1 muestra la interaccion de las tres moléculas
dibujadas en la pantalla principal del programa
HYPERCHEM, de los reactivos principales; este soft-
ware calcula la energia total del sistema, polaridad,
campos electrostdticos, entre muchas propiedades
mds que permiten determinar todos los pardme-
fros necesarios para llevar a cabo una reaccion
quimica. En el Cuadro 1 se puede apreciar que
la interaccién de las fres moléculas presenta una
energia mucho mds negativa con respecto a las
energias individuales de cada reactivo, lo que nos
indica que el sistema tiende a ser mds estable vy
por consiguiente que una reaccién se efectuard.

Sintesis del composito de
hidroxapatita/colageno

El composito de hidroxiapatita/coladgeno?*2 fue
sintfetizado por el método de precipitacién hime-
da, usando CaCl,, (NH,),HPO,, NH,OHy atelocola-
geno. Se prepard una solucion de CaCl, 198 mM
y una solucion 119 mM de (NH,),HPO, con agua
destilada; ambas soluciones fueron mezcladas
simultdneamente, mientras que una solucién de
NH,OH era agregada lenfamente mediante go-
teo, finalmente se agregaron 3 ml de coldgeno.
El precipitado obtenido se lavd varias veces con
agua destilada, filtrado y secado en una incuba-
dora a 40 °C, las muestras fueron caracterizadas
mediantes difraccion de rayos x (DRX), microscopia
electréonica de barrido (SEM), espectroscopia de
infrarrojo por tfransformadas de Fourier (FTIR).

Caracterizacion
Difraccion de rayos x DRX

La Figura 2 muestra el patrén de DRX del compostio
de hidroxiapatita/coldgeno, en el cual se pueden

ver los picos caracteristicos 26.5, 28.5, 31.4, 32.7,
34.5, 39.3°, en la escala 2-theta debido a la es-
fructura de la hidroxiapatita cristalina sintetizada,
estos valores son similares a los del biomaterial a
base de fitanio/hidroxiapatita a 26, 28, 31.9, 32.3,
33, 34.2, 39.9.

Analisis FT-IR

En la Figura 3 se muestran los enlaces orgdnico-
inorgdnicos entre la fase de Hap y la matriz de co-
Idgeno gracias a las bandas de amidas presentes:
amida | en el rango 1640-1760 y las bandas para
amida Il en el rango 1644-1550. El estiramiento
del grupo fosfato se puede encontrar en el rango
de 1100-900 e indica la existencia de una fase
apatita. En la preparacion del composito la fase
apatita precipitada estd envuelta en la matriz de
colageno a través de la interaccidon covalente entre
losiones de Cat de la apatita y los iones R-COO-de
las moléculas de coldageno.
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Figura 2. Espectro de difraccién de rayos x del composito
Hap/coldgeno.
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Figura 3. Espectro FT-IR del composito Hap/coldgeno.
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SEM

La micro-fotografia SEM, en la Figura 4, muestra la
superficie de la muestra seca. Puede observarse la
aglomeracion de pequenos agregados, los cuales
estdn compuestos de particulas de hidroxiapatita
envueltas en matrices de coldgeno.

Biocompatibilidad y osteoconductividad del
compostio Hap/colageno in vivo

Material y métodos

Se moldearon tres cubos con untamano de 10x 10
x 10 mm?. El perro fue sedado por la administraciéon
infravenosa de tartrato de butorfanol (0.2 mg/kg)
y midazolam (0.02 mg/kg). La anestesia se logrd
administrando propofol (3 mg/kg), y se mantuvo
con 2% de isoflurano en oxigeno administrado a
fravés de un tuvo endotragueal (Figura 5).

Como se ve en la Figura 6, se realizé una frac-
tura en el sacro del perro y tres piezas del injerto
sintetizado se colocaron en la zona.

Resultados

Se realizaron estudios radiogrdficos cada mes con
el fin de observar la respuesta al material, la Figura
7, muestra que después de un mes de haber im-
plantado el injerto se observa la formacién de un
callo éseo debido a la proliferacién de células en la
superficie del injerto, para el segundo mes el callo
reduce su tamano, esto se debe principalmente al
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Figura 4. Micro-fotografia SEM de la muestra Hap/coldgeno,
la escala indica 5 um. Los granos pequenos (0.5 um de
tamano) corresponden a los agregados de las particulas
precipitadas envueltas en matrices de coldgeno.

proceso de remodelacién llevado a cabo por las
células. Este proceso de remodelacién continla
hasta el cuarto mes en el cual la fractura sana
completamente,

Andlisis histolégico

Las secciones tenidas con hematoxilina-eosina
muestran, en la Figura 8, un fragmento de tejido
dseo maduro en corte fransversal cubierto por
periostio y compuesto de hueso compacto en el
que se identifican conductos de Havers rodeados
por Idminas concéntricas en las que se observan
lagunas y ldminas intersticiales dividiendo los
conductos. Ademds se observa hueso esponjoso
constituido por numerosas trabéculas ¢seas en
las que se identifican numerosas lagunas ocupa-
das por osteocitos formando la matriz ésea. Las
frabéculas éseas estdn separadas por cavidades
medulares en las que se observan células sangui-

Figura 5. Cirugia del implante de HA/coldgeno en el perro.
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.

Figura 6. Implante del injerto sintetizado en la zona sacro
perro.
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Osteointegracion
del osteocomposito

Figura 7. Las imdagenes describen el proceso de remodelacion y el proceso de osteoconductividad y biocompatibilidad (a)
en el primes mes de implantacioén, (b) segundo mes, (c) tercer mes y finalmente en (d) la osteointegracion del composito.

Figura 8. Corfe histologico de la zona de hueso nuevo.

neas libres en diferentes etapas de maduracién
sin que se identifiguen tipos celulares individua-
les. NO se observan osteoblastos ni osteoclastos
rodeando las frabéculas que sugieran cavidades

de resorcion 6sea, ni células inflamatorias en
ninguna seccioén. Hacia la periferia se observan
cumulos de tejido adiposo vy fibras de musculo
estriado en corte longitudinal de caracteristicas
normales.

CONCLUSIONES

Se sintetizd un composito a base de hidroxiapatita/
coldgeno usando el método de precipitacion hu-
meda, las muestras fueron caracterizadas por FT-IR,
DRX y SEM. Los espectros de difraccion de rayos x
muestran la estructura cristalina de la hidroxiapatita.
Los estudios de FT-IR muestran la formacién de una
fase apatita interactuando con el grupo amina de
la matriz de coldgeno

Se llevaron a cabo pruebas bioldgicas para
examinar la biocompatibilidad y osteoconducti-
vidad. Los estudios radiograficos muestran la for-
macion de un callo dseo después de un mes de
haber implantado las muestras, al cabo de cuatro
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meses se puede observar la formacién de hueso
nuevo y la regeneracion de la fractura.,

Este biomaterial mostrd tener buena biocompati-
bilidad ya que no se presentd infeccidn ni respuesta
inflamatoria. Deben realizarse mds pruebas para
determinar si este material puede ser utilizado para
la regeneracion de fracturas mds severas y en mu-
chas otras aplicaciones medicas.
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