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Resumen

Fundamento: La nueva generacion de materiales para implantes debe imitar las estructuras jerarquicas de
la naturaleza. El carburo de silicio bioinspirado (bioSiC) es una ceramica producida a partir de madera,
que presenta una estructura similar al hueso, con la propiedad Gnica de una porosidad interconectada,
que permite el crecimiento interno de los tejidos y favorece la angiogénesis.

Objetivos: Valorar la biocompatibilidad y osteointegracion del bioSiC en defectos 6seos femorales en un
modelo experimental en conejo.

Material y métodos: Se obtuvieron 36 cilindros de bioSiC mediante pirdlisis de madera de sapelli e infil-
tracion con silicio fundido de la preforma de carbono resultante. Dieciocho cilindros se recubrieron con
Si-HA por deposicion con laser pulsado. Los cilindros se implantaron en céndilos femorales de conejos
que se sacrificaron a las 1, 4 6 12 semanas. Las muestras se analizaron histolégicamente mediante micros-
copia optica y por microtomografia computarizada para evaluar el crecimiento de hueso.

Resultados: Los implantes de bioSiC mostraron una buena osteointegracion presentando tanto crecimien-
to hacia fuera (ongrowth) como hacia dentro (ingrowth). A las 4 semanas de la implantacion la integra-
cion era casi completa, sin diferencias frente a las 12 semanas. El recubrimiento no mejora el valor de
ningln parimetro con respecto a los implantes no recubiertos.

Conclusiones: Las ceramicas de bioSiC fabricadas a partir de madera porosa presentan una buena oste-
ointegracion y su porosidad interconectada es colonizada por el tejido 6seo. No requieren ademads la
bioactividad de un revestimiento para mejorar la aposicion de hueso neoformado. El bioSiC se erige
como un material a tener en cuenta en aplicaciones biomédicas.

Palabras clave: carburo de silicio, sustitutos dseos, osteointegracion, técnicas histolégicas, microtomografia computarizada de rayos X.
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Osteointegration and biocompatibility iz vive of bio-inspired silicon
carbide ceramics in an experimental model in rabbits

Summary

Background: The new generation of materials for implants should imitate the hierarchical structures
found in nature. Bio-inspired silicon carbide ceramic (bioSiC) is a ceramic produced from wood, which
has a similar structure to bone, with a unique property of interconnected porosity, which allows the inter-
nal growth of tissue and favours angiogenesis.

Objectives: To evaluate the biocompatibility and osteointegration of bioSiC in femoral bone defects in an
experimental model in rabbits.

Material and methods: 36 cylinders of bioSiC were obtained through pyrolysis of sapelli wood and infil-
tration with molten silicon of the resulting carbon preform. Eighteen cylinders were coated with Si-HA
by pulsed laser deposition. The cylinders were implanted in femoral condyles of rabbits which were sacri-
ficed at 1, 4 or 12 weeks. The samples were analysed histologically using an optical microscope and com-
puterised microtomography to assess bone growth.

Results: The bioSiC implants showed good osteointegration, there being both outward growth (ongrowth)
and inward growth (ingrowth). At 4 weeks from implantation the integration was almost complete, with
no difference from that seen at at 12 weeks. The coating did not improve the value of any parameter
with respect to the non-coated implants.

Conclusions: BioSiC ceramics produced from porous wood have good osteointegration and their inter-
connected porosity is colonised by bone tissue. In addition, they do not require the bioactivity of a coa-
ting to improve the apposition of neoformed bone. BioSiC stands as a material to be taken into account
in biomedical applications.

Key words: silicon carbide, bone substitutes, osteointegration, histological techniques, X-ray computerised microtomography.

Introduccién
Tradicionalmente, los defectos 6seos se han trata-
do implantando tejido autdlogo (procedente del
propio paciente), alogénico (procedente de otro
individuo de la misma especie) o xenogénico
(obtenciéon de hueso de un animal de otra espe-
cie), o bien implantando materiales sustitutos. Los
autoinjertos, aunque han mostrado un alto porcen-
taje de éxito, se ven limitados por la cantidad de
tejido que puede extraerse y por la morbilidad del
sitio de extraccion'. Por su parte, los aloinjertos y
los xenoinjertos (estos tltimos mucho menos utili-
zados) pueden causar reacciones inmunes y trans-
mitir patdgenos al paciente. Con respecto a los sus-
titutos 6seos sintéticos, todos ellos gozan de una
serie de ventajas sobre los injertos de hueso, como
su ilimitada disponibilidad o su sencilla esteriliza-
cion. Sin embargo, a pesar de su gran variabilidad,
el principal problema de todos estos materiales es
su limitacién para proporcionar soporte mecanico
a la zona afectada®. Las demandas actuales de la
ingenieria de tejidos para la regeneracion de tejido
Oseo plantean nuevos retos en ciencia de materia-
les e ingenieria biomédica. Asi surge una tenden-
cia tecnologica basada en la biomimética para el
desarrollo de nuevos biomateriales, que se inspi-
ran en los modelos y bioestructuras que nos ofre-
ce la naturaleza, y que han sido perfeccionados y
optimizados a lo largo del proceso evolutivo.

Los materiales ceramicos bioinspirados, basa-
dos en precursores naturales como madera, plan-
tas o algas, reinen varios de los requisitos que se

le exigen a esa nueva generacion de biomateriales:
buenas prestaciones biomecanicas, ligeros, tenaces
y con una estructura con porosidad jerarquizada e
interconectada que se asemeja al tejido 6seo para
favorecer el crecimiento de tejido en su interior y
la angiogénesis, es decir, la osteointegracion del
material en el tejido huésped®. Las ceramicas de
carburo de silicio bioinspiradas (bioSiC) retinen los
requisitos biomecanicos adecuados para utilizarse
como sustituto Oseo. Estas ceramicas pueden ser
fabricadas a partir de diversas estructuras natura-
les**. El proceso tecnologico de fabricacion se basa
en la ceramizacion de los precursores naturales,
obteniéndose como resultado final una pieza de
carburo de silicio con una porosidad interconecta-
da que mantiene la jerarquia estructural en cuanto
a tamano y distribucion de poros del original.

Los ensayos mecanicos indican que las propie-
dades de estos materiales pueden ser ajustadas a
medida, mediante una seleccion apropiada del
precursor vegetal de partida, dependiendo de las
caracteristicas del tipo de hueso que se pretenda
reparar, y modificando las condiciones experimen-
tales de fabricacion. Asi, a semejanza del hueso,
cabe senalar que el bioSiC presenta propiedades
mecanicas anisotropicas con valores que se com-
paran positivamente con los del hueso. A modo
de ejemplo, el bioSiC obtenido a partir de madera
de sapelli (Entandropbragma cylindricum) pre-
senta valores de resistencia a la compresion en
direccion longitudinal (eje de crecimiento del
arbol) de 210+20 a 1.160£100 MPa, y en direccion
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radial desde 120+10 a 430+50 MPa, en funcion de
la cantidad de Si infiltrado®”. La resistencia a la
compresion de especimenes de hueso cortical
humano varia entre 167 y 215 MPa®.

La biocompatibilidad de un material se refiere a
la capacidad de funcionar como un sustrato que
soportard la actividad celular apropiada, facilitando
los sistemas de senalizacion molecular y mecinica,
con el fin de optimizar la regeneracion de los teji-
dos, sin provocar reacciones indeseables en el hués-
ped’. El objetivo de este estudio ha sido comprobar
la capacidad de osteintegracion de ceramicas de
bioSiC en un modelo animal de defecto 6seo en
conejo, comprobando su biocompatibilidad 7 vivo
mediante la comparacion de implantes sin recubri-
miento e implantes con un recubrimiento bioactivo.

Material y métodos

Fabricacion de SiC bioinspirado

El proceso de fabricacion de las ceramicas
bioinspiradas consiste en dos fases basicas. La pri-
mera de ellas es el proceso de pirolizacion, donde
el precursor natural seco o liofilizado se somete a
alta temperatura en condiciones inertes. Se proce-
de al calentamiento de la muestra con una rampa
controlada de 2°C/min hasta 600-800°C; se man-
tiene a esta temperatura durante 1 h y se enfria
lentamente hasta temperatura ambiente. El mate-
rial resultante es una proforma carbonicea que
mantiene todos los detalles bioestructurales del
sistema vascular del precursor original.

La segunda fase consiste en un proceso de infil-
tracion, donde la proforma de carbén se cubre con
polvo de silicio y se expone a alta temperatura en
un horno controlable en condiciones de vacio. Se
alcanza una temperatura de 1.550°C, a razon de 5-
10°C/min, se mantiene 30 min a temperatura maxi-
ma, se procede al enfriado controlado a 20°C/min
y se obtiene una pieza de carburo de silicio.

Para este estudio se obtuvieron 36 cilindros de
bioSiC a partir de madera de sapelli, de los cuales
18 se recubrieron con Si-HA (7,5 at. %) mediante
deposicion por ldser pulsado (PLD). La fabricacion
de los recubrimientos de Si-HA se llevé a cabo
con un laser excimero (193 nm, 175 mJ y 10 Hz)
a partir de una pastilla sintética de hidroxiapatita
(HA) vy silicio en polvo (7,5 at. % de Si). El depo-
sito se realiz6 en una atmésfera de vapor de agua
(0,45 mbar) manteniendo el sustrato de bioSiC a
460°C durante el crecimiento del recubrimiento.

Modelo animal

Para investigar la biocompatibilidad iz vivo del
material, se disené un modelo experimental de
defecto 6seo en fémur de conejo. Los cilindros de
bioSiC se implantaron en los condilos laterales de los
fémures de 18 conejos New Zealand, para lo que se
realiz6 un abordaje lateral longitudinal distal sobre el
muslo de ambas extremidades. Con una broca se
practico un orificio en la epifisis distal del fémur
donde se implanté aleatoriamente un cilindro de
bioSiC sin recubrimiento o un clilindro de bioSiC con
recubrimiento bioactivo de Si-HA. Los animales se
sacrificaron mediante administracion intravenosa de

pentobarbital sédico a las 1, 4 y 12 semanas tras la
implantacion y se obtuvieron las muestras que fueron
fijadas en formol tamponado al 10%. De este modo,
se obtuvieron 6 grupos experimentales (n=06), los tres
primeros con implantes sin recubrimiento a los tres
tiempos de estudio, y los tres Gltimos con implantes
recubiertos. Todos los experimentos se han llevado a
cabo conforme a la Ley 14/2007 y al Real Decreto
1201/2005, y siguiendo las directrices de las normas
UNE-EN 30993-3:1994 e ISO 10993-2:2000.

Analisis histologico

Las muestras se procesaron para su estudio uti-
lizando las técnicas de inclusion en metacrilato
descritas por Donath" siguiendo los pasos de fija-
cion, deshidratacion, infiltracion, inclusion y poli-
merizacion. Posteriormente se realizaron seccio-
nes longitudinales del céndilo del fémur de apro-
ximadamente 30 pm de espesor, que fueron tefi-
das mediante la tincion de Lévai-Laczko.

Una vez preparadas, las muestras se observaron
con lupa binocular y se estimo la fraccion del drea
total de poros ocupada por hueso, la cantidad de
hueso neoformado en la periferia del implante y el
porcentaje de la superficie del implante en contac-
to con hueso". La calibracion posterior se realizo
con la aplicacion informdtica Microimage.

Analisis mediante micro-CT

La formacién de hueso alrededor del implante
se analizo también mediante microtomografia com-
putarizada (micro-CT). Las muestras se escaneron
mediante un microtomografo de rayos X de alta
resolucion SkyScan 1172 (Bruker micro CT NV,
Kontich, Bélgica) a 60 kV y 167 pA de intensidad
de la fuente de rayos X. Se empled una resolucion
nominal de 7,90 pm y un filtro de Al de 1 mm de
grosor para obtener un intervalo restringido de lon-
gitudes de onda. El paso de rotacion fue de 0,2°
con una rotacion total de 360° y un valor de frame
averaging (imagenes por paso) de tres. Las image-
nes obtenidas se reconstruyeron mediante el algo-
ritmo de Feldkamp modificado? y se analizaron
mediante la aplicacion comercial CTAnalizer
(Bruker micro CT NV, Kontich, Bélgica). Para ello,
se seleccioné un volumen de interés de un grosor
de 160 pm desde la superficie del implante, en el
que se determiné la fraccion volumétrica Osea
(BV/TV). Se calcul6 ademds la superficie de inter-
seccion del hueso con el implante refiriéndola a la
superficie total del implante (1.S/TS).

Analisis estadistico

Los datos recogidos del estudio se introdujeron
en una base de datos de texto que se exportd pos-
teriormente al paquete estadistico SPSS 18.0 (IBM,
Armonk, NY, USA) para su posterior andlisis esta-
distico. Seguidamente se procedié con el analisis
descriptivo de las variables de estudio. Los datos
estadisticos descriptivos de las variables numéricas
se expresaron como media + desviacién estandar.

El estudio estadistico comparativo de todos los
resultados numéricos obtenidos para los distintos
grupos de estudio se llevé a cabo mediante la apli-
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Figura 1. Imagenes histologicas de un cilindro de bioSiC tras 12 semanas de implantacion: a) se observa cre-
cimiento 6seo alrededor y dentro de los poros del implante, sin apreciarse tejido fibroso separando hueso e
implante; b y ©) se observa la colonizacion de la porosidad por el tejido 6seo a mayor magnificacion y el con-

tacto del mismo con la ceramica biomorfica
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cacion del test U de Mann-Whitney debido a que
las variables no superaban los criterios de norma-
lidad aplicados. La relacion existente entre los
resultados obtenidos mediante histologia y micro-
CT se estudi6 con la correlacion de Pearson.

El nivel de significacion estadistica se estable-
ci6 en valores de p<0,05 para todas las variables
analizadas.

Resultados

La biocompatibilidad in vitro de las ceramicas de
bioSiC se demostré mediante el cultivo de la linea
celular osteoblastica humana MG-63 en un estudio
previo’. Para investigar la biocompatibilidad in
vivo de estas biocerdmicas se llevd a cabo un
modelo experimental en fémur de conejo. Los cor-
tes histologicos obtenidos de las muestras tras la
implantacién se examinaron mediante microsco-
pia Optica y microtomografia computarizada.

Mediante el andlisis histologico, se puede
observar crecimiento de hueso neoformado en la
superficie de los implantes, no apreciandose sig-
nos de inflamacion ni aparicion de tejido fibroso
alrededor de las muestras. Es destacable que el
hueso neoformado penetra por los poros de la
misma. A mayores aumentos en el microscopio
podemos comprobar dicha colonizacion asi como
el contacto 0seo con el implante, lo cual represen-
ta una caracteristica resaltable (Figura 1).

En los implantes sin recubrimiento, a la primera
semana de implantacion se observa que un 10,38%
del area de poros ha sido colonizada por hueso
nuevo, porcentaje que aumenta hasta el 37,52% a las
4 semanas (p=0,017). En el drea seleccionada en la
periferia del implante, el hueso neoformado a la pri-
mera semana ocupa el 21,25%, mientras que a las 4
semanas es del 32,30% (»p=0,030). A las 12 semanas
no se observan diferencias en ninguna variable con
respecto a las muestras de las 4 semanas (Figura 2).

En el analisis con micro-CT, la region de interés
seleccionada para el andlisis del crecimiento de
hueso fue de 160 pm desde la superficie del implan-
te. Tras la primera semana de la colocacion de los
implantes de bioSiC, el BV/TV de la region analiza-
da fue de 11,49%, lo que implica que del volumen
analizado alrededor del implante, dicho porcentaje

estaba ocupado por hueso. A las 4 semanas, el
BV/TV se increment6 hasta 45,36% (p=0,030 vs. 1°
semana). El valor a las 12 semanas no muestra dife-
rencias significativas frente al valor de las 4 sema-
nas. Del mismo modo, la 1.S/TS, que representa el
porcentaje de la superficie del implante en contacto
con hueso, aumenta hasta la cuarta semana, tras la
cual su valor parece estabilizase, quedando aproxi-
madamente la mitad de la superticie del implante en
contacto con hueso neoformado. No se han encon-
trado tampoco diferencias entre los grupos de las 4
y 12 semanas (Figuras 2y 3).

Se ha estudiado la relacion existente entre los
resultados obtenidos con ambas técnicas, mediante
correlacion de Pearson. El BV/TV calculado por
micro-CT presenta una correlacion positiva con el
porcentaje de hueso neoformado en la periferia
determinado mediante histologia (r=0,588, p<0,001);
de igual modo que la superficie de interseccion
microtomografica (1.S/TS) con el porcentaje de con-
tacto 6seo histologico (r=0,677, p<0,001) (Figura 4).

Discusion

La naturaleza ofrece una gran variedad de espe-
cies con porosidad muy diversa, por lo que debe-
mos seleccionar el precursor original mas adecua-
do para la estructura 6sea que se desee replicar.
Entre sus caracteristicas comunes destaca la dispo-
sicion de una estructura porosa jerirquica que se
replica en las ceramicas bioinspiradas.

En el caso del sapelli, observamos una combi-
nacién de macrocanales con un didmetro entre 80
y 100 pm, que tienen incidencia en la promocion
de la vascularizacion, transporte de nutrientes y
productos de desecho: También se observan
microporos de unos 4 pm que participan en la for-
macion de la capilaridad’. Por otro lado, es desta-
cable la presencia de poros en la escala nanomé-
trica, que juegan un papel interesante en aspectos
relacionados con la difusion molecular para la
nutricion y senalizacion. La interconexion de los
poros proporciona el canal para la migracion celu-
lar y permite la formacion de vasos sanguineos; y
la rugosidad del material contribuye a incrementar
el drea superficial favoreciendo la adsorcion de
proteinas y el intercambio i6nico?.
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Figura 2. Representacion grafica de los resultados de las variables estructurales obtenidas mediante micro-CT:
a) fraccion volumétrica 6sea (BV/TV), b) porcentaje de superficie de interseccién del hueso con el implante
(i.8/TS); y mediante histologia: ¢) porcentaje de drea de hueso formado en la periferia del implante, d) por-
centaje de la superficie del implante en contacto con hueso, y e) porcentaje de area de hueso formado en el
interior del implante en relacion al drea total de poros
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Figura 3. Modelos tridimensionales de las cerimicas de bioSiC a las 1, 4 y 12 semanas (a, b y ¢) y de bioSiC
con recubrimiento bioactivo de Si-HA (d, e y ). Los cilindros ceramicos se representan en gris oscuro el hueso
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Figura 4. Diagramas de dispersion con los datos de los parametros obtenidos mediante micro-CT e histologia:
a) la fraccion volumétrica 6sea microtomogrifica frente a la formacion de hueso en la periferia determinada
por histologia, ambas variables que cuantifican el hueso formado alrededor de los implante de bioSiC; b) el
porcentaje de la superficie del implante en contacto con hueso, medida por micro CT y por histologia
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De los valores obtenidos tanto mediante el ana-
lisis histologico como del andlisis microestructural
con micro-CT se deduce que la osteointegracion se
completa a las 4 semanas. Ninguno de los parime-
tros analizados por una u otra técnica muestra dife-
rencias significativas entres las muestras de 4 y 12
semanas, ya sea en las muestras con recubrimien-
to o en las que carecen de él. Las muestras en las
que se ha aplicado el recubrimiento de Si-HA no
presentan diferencias significativas frente a las
muestras de bioSiC sin recubrimiento para ningu-
na de las variables analizadas. De este hecho se
deduce que las cerdmicas bioinspiradas de SiC no
necesitan de la aportacion del recubrimiento para
resultar biocompatibles, y el recubrimiento no
mejora su contacto con el hueso.

Las ceramicas bioinspiradas de carburo de sili-
cio presentan por tanto un alto potencial como
nuevo biomaterial para aplicaciones biomédicas.
Se demuestra la viabilidad de produccion de dis-
positivos cerdmicos ligeros, tenaces y con porosi-
dad interconectada susceptibles de utilizarse como
sustituto 6seo. Los ensayos in vivo de implantes
de bioSiC indican que la porosidad de este bioma-
terial es colonizada por tejido 6seo y se favorece
su mineralizacion. También se comprueba que
presenta una buena aposicion de hueso neofor-
mado y una adecuada osteointegracion en tiem-
pos relativamente cortos tras la implantacion.
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