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Sistematizacion

Modelo Encuadre “Tipos de
experimental B regulatorioy > ensayos” para
disefiado en 2015 normativo biomateriales
¥
Analisis y Mejoras en
evaluacion 4@ técnicas de

de resultados implementaciéon




Marco regulatorio de PM implantables

Agencias
Reguladoras
: o Productos =
Profesionales médicos Certificacig sistemas
Informacion de calidad Acreditacion
i del cliente
Fabricantes Consultas S
empresas y Laboratorio de
suministradoras |  'nfomes | Ensayos
de Ensayos

Pacientes

Informacion del cliente




ANMAT

“Para lograr la certificacién del PM y la de la empresa fabricante, se deben
llevar a cabo todos los tipos de ensayos que resultaren aplicables, emitidos
por Lab. oficiales o privados acreditados por el OAA”.

=g ANMAT OAA

£ 5 : . Organismo
Administracion Nacional de Medicamentos, A,genﬁno de
Alimentos y Tecnologia Médica Acreditacién

Disposiciones a tener en cuenta:

* Disp. 2318/02: Registro de PM

° DiSp. 2303/]4 Sistemna de Trazabilidad de PM
* Disp. 3266/13: BPF




Ensayos sobre dispositivos médicos

implantables
Biolégicos: Quimicos  gnyejecimiento

BIOCOMPATIBILIDAD Mecénicos  y Fisicos

Citotoxicidad Genotoxicidad = Hemocompatibilidad Irritacion ~ IMPLANTACION
In vivo




BIOCOMPATIBILIDAD

Cualidad de generar una respuesta
biolégica aceptable durante el
tiempo y modo de contacto.

Norma internacional que la
regula:

1SO 10993




Pruebas Bioldgicas - Implantacion

1SO 10993

Biological evaluation of medical
devices, 1991

Parte 1

« MATRIZ DE SELECCION DE

Evaluation and testing within a ENSAYOS
risk management process

* Ensayo de implantacidn.




DEVICE CATEGORIES
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Reparacién Osea

PRIMARIA SECUNDARIA | FIBROINTEGRACION
“*Sin callo &seo. | «Con callo éseo. | *Tejido fibroso entre

“*Contacto “Fractura en hueso e implante.
directo entre los posicién con b Materli!br;o
iocompatible,
fragmentos. medios P

inestabilidad del
ortopédicos implante, cirugia
' traumatica, falta de
“esterilizacion, etc.




Ti en la reparacién y regeneracidn &sea

\
BIOCOMPATIBLE: - OSTEOINTEGRACION /

BIOINERTE

Ti-Poroso: - : :
Ti-Hidroxiapatita:
-Asentamiento y fijacidén de ) ]
osteoblastos. -HA: Bioactivo
-Aumento del BIC. -HA-tejido: Biointegracion.
Mayor resistencia a la carga. Implantes de Ti (bioinerte con

osteointegracién) e HA (bioactivo con
biointegracién).




/

Sistematizar el modelo experimental in vivo para
evaluar biomateriales como reemplazo &seo disefiado
en 2015. Para ello, encuadrar el procedimiento en el
marco de regulacidon para PM nacionales y realizar los
cambios pertinentes para su adaptacidn. Luego,
ejecutar la implantacion y evaluar desempefio vy
osteointegracidn en dos tipos de muestras: Ti-P y Ti-
HA comparado con el Ti-D.

leom \

OBJETIVO GENERAL




/

* Estudiar la implementacién del modelo experimental y
proponer mejoras en técnicas e instrumentacién
utilizadas en cada etapa.

Objetivos Especificos

* Disenar y fabricar una matriz para la produccién de
implantes adaptados a las nuevas necesidades.

* Evaluar calidad de interfase hueso-implante mediante
distintos métodos micro y macroscépicos



MATERIALES
Y METODOS




Modelo animal - 1ISO 10993

_ Respuesta
Tammat?ec;t?:slas biolégica de los
_— tejidos
‘ ANIMAL

Vida util de los Duracién de la
animales prueba
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&
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Eleccién de sujeto experimental

12 ratas - Bioterio de Catedra de Fisiologia Animal, FCEFyN
Cepa Wistar
Macho

Ciclos de luz y

oscuridad de  Clima de 22 ¢C Ag;da l\l’b?urmda
12 hs




Sitio de Implantacién

Epifisis Epifisis

distal Didfisis proximal
. T — — —
| { H I Piezas en Pl anterior:

2.24mm @
l a 2.41mm alto
Intramedular l
Transcortical

10 semanas |14 semanas

M Pieza

¢ max (diéfisis) [mm] | 3,89 £ 0,05 |4,08 + 0,14

m Hueso
libre

¢ min (diéfisis) [mm] | 3,18 £ 0,11 |3,33 + 0,15




Diseno y fabricacién de la matriz

PROPUESTAS:

* Molde cilindrico para pieza de 1,8 mm de alto,
* Material resistente a compresién
* Disefo que permita la realizacién de una pieza por vez

* Desmolde de la pieza sin utilizar elemento adicional
uego de someterse a alta presidn de compactacion.




FABRICACION

PARTES:

Porta matriz,
Vastago,
Hembra,

Disco de soporte,
Tapa de cierre
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Fabricacidén de piezas

Parametros de
elaboracion

- -
B B
Limpieza por

ultrasonido -
Esterilizacion

PIEZA LISTA PARA
LA CIRUGIA

Compresiony
desmolde

Pruebas y eleccion I
de dimensiones
convenientes




Ciclos térmicos

Temperatura (°C)
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Deshidruracion
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Tiempoa (min)

Ciclo térmico aplicado a piezas de Ti y de Ti-HA
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Ciclo térmico aplicado a piezas de Ti-P




Prototlpos de soportes

Vaina de ceramica con soporte de Acero Estuches de cuarzo




Limpieza por ultrasonido y esterilizacidn

* Agua destilada - 30 minutos
e Alcohol al 70 % - 30 minutos
e Esterilizacion a calor seco - 180 °C durante 30 minutos.

Pieza de Ti-HA desintegrada luego

del ultrasonido




Procedimiento quirdrgico

1 2 3

Prueba .
preliminar

Ambientacion

_

: ., _ * Laboratorio de
* Determinacion * 11 sem de vida Fisiologia Animal

del @ de la fresa. « 12 patas izq: FCEFyN
control « Calefaccion 28 °C

» 12 patas der:
problema

» Pesajey
aclimatacion 30
min antes de
cirugia




Procedimiento quiruargico
5 6

Identificacion
de animales

Incision,

Hidrato de Cloral Acceso por cara
al 6% anterolateral del -Cortes sobre
Intraperitoneal muslo, orejas segun
5 min: Ausencia o a%%%ﬁg?ggg ) método de
dereflejos ‘ 7 A femoraly GIL’Jtepo Lab. de
Exposicion del femur F'S_'Ologia
. Trepanacion = Animal.

> -Analgésico
Implantacior ar

Sutura

4

! Orejat}e_recna ‘ /  Orejalzquierda
Fioll . 7f (Dos digitos) / (Un digito)




Procedimiento quiruargico

/ 8 9

Seguimiento - . 2
postoperatorio [y Sacrificio mm) Extraccion
mediato e de fémures
inmediato « Luego del
* 4sem sacrificio
Inmediato: 45 posteriores a « Extraccion y
min calefaccién las cirugias, limpieza
) P
directa » Sobredosis de
4 sem de anestésico

experimentacion

Mediato: peso,
cant de agua y
comida ingerida,
pelaje, andary
apoyo de las
patas.

| ,v\"j"}"J &
¥ | 45
¥ -




Analisis de resultados - Primera valoraciéon

Analisis . ; Anélisis con
VisEeaaiehas Radiografias lupa .
P estereoscépica

l
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-Borde radioltcido !
|
|
|
|
|
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|

Primera valoracién de la

-Adherencia de la pieza interfase hueso-implante

-Tipo de reparacién 6sea

v

Preparado de muestras




Preparado de muestras

\illlestra extraida Fijacién y Inclusién Corte y pulido
Deshidratacion




Analisis de resultados-Microscopia electrénica

R SEM -> BIC EDS ->
MICroscopico Relacién Ca/P
V
-Caracterizaciéon de interfase
hueso-implante
-Observacién de poros
-Cuantificacién de la oseointegracion
v

-Analisis elemental
-Calidad del hueso formado




Analisis de resultados - Estudios estadisticos

Analisis
estadistico Diagrama de
con valores caja

de BIC l

Dispersién de valores l

Significancia estadistica
de resultados




RESULTADOS




L
Piezas sinterizadas

Medidas finales:
1,6 mm de @ y 1,5 mm de alto.




Metalografia




o PATA PATA ANESTESI
RATAN EDAD PESO (gr) 1ZQUIERDA DERECHA A OBsS.
. Hidrato
4 11 440 - Ti-P de Cloral
. . Hidrato
5 11 350 Ti Ti-HA de Cloral
. Presion
6 1 380 Ti 2Ti-P Hidrato | o ida sobre
de Cloral
pata derecha
Presidon y
. . Hidrato .
40 11 410 Ti Ti-HA de Cloral mas t'lem’po de
cirugia.
. . Hidrato
44 11 370 2Ti Ti-P de Cloral
. Mayor
45 1 385 2Ti Ti-HA e T
de Cloral L
pata izquierda
: : Hidrato
46 11 344 Ti Ti-P de Cloral
. . Hidrato
50 11 403 Ti Ti-HA de Cloral
54 11 497 Ti Ti-P Hidrato Pemora
de Cloral en cirugia
. . Hidrato
55 11 357 Ti Ti-HA de Cloral
: : Hidrato
56 11 442 Ti 2Ti-P de Cloral
i
60 9 397 2Ti Ti-HA idrato

Ao ClAaral




.
Resultados del post-operatorio

**5 minutos/ 48 hs

HIDRATACION
Normal

PELAJE
Normal

INGESTA DE
ALIMENTO

Normal

ANDAR

Dudoso en ratas
n® 40y 45



Peso durante el post-operatorio

700
Peso (gr) Sem 1

590 Peso (gr) Sem 2

600 Peso (gr) Sem 4

497
500

41 0430

400 380

372
300

200

100

Rata4 Rata5 Rata 6 Rata40 Rata 44 Rata 45 Rata 46 Rata 50 Rata 54 Rata 55 Rata 56 Rata 60




12 valoracién de muestras extraidas

Reparacién ésea Adherencia

4% 4% 4%
16%
OK A

CcO NA
Ausente Ausente




Placas Radiograficas

Muestras con Muestras con Muestras con
Muestras piezas adheridas piezas en piezas en

fracturadas a cortezay corteza cavidad
médula medular




Analisis cualitativo de placas

Borde dudoso en ratas Borde Radiolicido

n® 54y 56
™~ 4%

8%

NO
DUDOSO
AUSENTE

Reparacién 22 solo en muestras fracturadas: 6d, 40i, 40d y 45d




Examen mediante Lupa estereoscépica

Muestra 5iD Muestra 5dHA Muestra 46dP




Examen mediante Lupa estereoscdpica

Interfase hueso-implante
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Evaluacién por imagenes BS-SEM

Ti-Denso

' Si B s 3 100 pm
} v " s od {

__02.if

100 pm




Evaluacién por imagenes BS-SEM

e Sl N A - ek T X 4 5 e e |
; . .y 3 4 £ o Gy i
b Ll Y !I e : N R
:Bf" A ‘ <l =y . i 3 .,. ¥ : ; :
EHT=1000kv  Signal A= SE2 riure Size = 30,00 pm Aperture Size = 30.00 |—| EHT = 10.00 kv | A= SE2

"
WD=88mm  Signal B=InLens Wiidth = 2.287 mm H WD=82mm  Signal B = InLens Width = 2.287 mm " WiD=85mm  Signal B=InLens Width = 2.858 mm
Mag= 50X Scan Speed = 10 Ext | Manitor = 1198 pA Mag= 80X Scan Speed = 10 Ext| Manitor = 118.8 pA Mag= 40X Scan Speed = 10 Ext | Monitor = 119.9 pA

SRR 5

ri: k 1h

R, - e £ B

100 pm EHT=1000KkV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 pm

Wh=82mm Signal B = InLens Width =1.143 mm
Mag= 100X  ScanSpeed=10 Ext | Monitor = 119.8 uA

i AT | Y - 2R i ety 27 A
EHT=1000kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 ym . \ EHT=1000KkY  Signal A= S5E2 Aperture Size = 30,00 ym
W= 92mm  Signal B=lnlens  Width = 1158 mm v — WD=85mm  SgnalB=Inlens  Width=1.145 mm
Mag= 100X Scan Speed = 10 Ext | Monitor = 1189 pA. 1 Mag= 100X Scan Speed = 10 Ext | Monitor = 119.9 pA

Muestra 4dP Muestra 44dP Muestra 46dP




Evaluacién por imagenes BS-SEM

5

EHT=1000kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 um

) EHT =10.00kV  Signal A= SE2 Aperture Size = 30.00 ym AMARY
WD=85mm  SignalB = InLens Width = 2 287 mm — WD = 8.1 mm Signal B = InLens Width = 3.267 mm \f FaMAF - UNC
Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.0 pA Ma 35X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.1 pA

Muestra 50dHA Muestra 55dHA

Muestra 60dHA

EHT = 10.00 kv ignal A = SE2 Aperture Size = 30.00 um
WD = 85 mm Signal B = InLens Width = 2.287 mm
Mag= 50X Scan Speed =10 Ext | Monitor = 120.5 pA




Calculo de BIC

Perimetro de implante en contacto con hueso
0BIC = : , £ 100
Perimetro total del implante




Calculo de BIC

% BIC Ti-D
80

70

60

50

40

30

20
12

10

0

6iD 44iD 451D 46iD 50D  54iD 551D 60iD




Calculo de BIC

%BIC Ti-P %BIC Ti-HA
90 90 83,2

80 80
70 70
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10

0 0

4dP 44dP 46dP 54dP 56dP 5dHA 50dHA 55dHA 60Dha




o
Analisis elemental - Imagenes EDS-SEM

Ti-Denso

Spactiom 24

|

e rrtm— ooum Y [P ] Torermm) —
100 pIHTT pLEET) bpm

Muestra 5iD Muestra 6iD




o
Analisis elemental - Imagenes EDS-SEM

SURm SUpIT

stum Supir

Muestra 44dP Muestra 54dP




-
Analisis elemental - Imagenes EDS-SEM

o ) [T
250pm 250pm

Muestra 50dHA»

Muestra 5dHA |




Relacion Ca/P

1,85
1,8
1,75
1,7
1,65
1,6
1,55
1,5

1,45

Ca/P

® Ti-D
mTi-P
mTi-HA




Estudio estadistico - Diagramas de Caja

Ti-D vs Ti-P Ti-D vs Ti-HA

100,00 100,004

] I
73,00 75,004

o o = |
@ 50,00 — m 0,00 1
= =
25,001 25,00 )
U.DD T T 1 I:I.I:II:I T T 1
Tidenso Ti poroso Tidenso Ti-HA

Muestras Muestras




Estudio estadistico - Prueba ANOVA

11,13

&0 T

5375
7.42

50 T

43183
A0
30
20
10
0 - .

Ti-D Ti-HA




Estudio estadistico - Prueba t para
muestras apareadas




CONCLUSIONES




¢ Piezas de pequefno diametro y buen acabado superficial,
¢ Estabilidad de piezas implantadas,

** Formacion de tejido &seo en contacto con el material sin

alteraciones,
¢ Crecimiento de hueso dentro de poros del Ti-P,

% Integracién de la HA bovina con la HA del hueso, ratificando

Bioactividad,

¢ Confirmacidn de osteointegracidén y biocompatibilidad de los

implantes,

** Modelo experimental sistematizado y apto como ensayo

bioldgico sugerido por 1SO 10993




Propuestas para trabajos futuros

1. Aumentar el nUmero de muestras para cada tipo de material.

2. Incorporar forma de deteccidn de fracturas en el post-operatorio, sin

incluir la realizacién de placas radiogréaficas.

3. Afadir un “analisis histolégico™ a los métodos de evaluacién de la

interfase hueso-implante.

4. Desarrollar método o maniobra que asegure la implantacién en la

corteza.

5. Considerando que la “Implantacién” como ensayo recomendado por la
Norma ISO 10993 no se practica en los laboratorios acreditados por la

OAA, se propone integrarlo al Lab. De Biocompatibilidad de la FCEFyN.
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Bianchi Julidan — Maturana Stefania



