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RESUMEN:

Las pérdidas éseas limitan la posibilidad de rehabilitaciones odontoldgicas, siendo necesario en muchas ocasiones realizar
procedimientos de reconstruccién 6sea para la colocacidn de implantes intradseos y mejorar los perfiles protésicos, para lo cual
se indican los sustitutos 6seos. El sustituto ideal es el hueso aut6logo, pero existen alternativas como el tejido proveniente de
donantes (homélogo), el de origen animal (xendlogo) y el sintético (alopldstico). En la Escuela de Ingenierfa de Materiales de
la Universidad del Valle se est4 desarrollando un sustituto dseo a partir de hidroxiapatita bovina, la cual fue obtenida de huesos
de ternera procedentes de la industria cérnica, los cuales fueron lavados para eliminar grasa y tejidos blandos, fraccionados,
molidos y sometidos a tratamiento térmico a 800 °C. Las muestras fueron caracterizadas mediante difraccién de Rayos X (DRX)
y espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR); en este trabajo se evalué la capacidad osteoconductora del
material realizando pruebas preliminares a 15 muestras que fueron cultivadas con osteoblastos por 15 dias. Se determinaron las
caracteristicas de superficie de dichas muestras con Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y Espectroscopia por Energfa
Dispersiva (EDS), con lo que se determinaron las funciones celulares como adhesién, maduracién y formacién de matriz
extracelular. Los resultados mostraron adhesion y crecimiento celular, ademds de presencia de depdsitos compatibles con matriz
dsea extracelular con contenido orgénico e inorgdnico, lo cual es un indicador de maduracién.
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ABSTRACT:

The bone loss limits the possibility of dental rehabilitation, being necessary in many occasions to carry out bone reconstruction
process for the placement of intraosseous implants and to improve the prosthetics profiles. The autologous bone is the ideal
substitute, but there are other alternatives such as tissue of donor origin (homologous), animal origin (xenologous) and synthetic
origin (alloplastic). At the engineering school of materials of the university of Valle, a bone substitute is being developed from
bovine hydroxyapatite, which was obtained from veal bones previously washed (to eliminate fat and soft tissues) provided by the
beef industry. These bones were fractionated, ground, and submitted to a thermal treatment up to 800 celsius degrees. The samples
were characterised by X ray diffraction and fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR). In this paper, the osteoconduction
of the material was evaluated; for this purpose, 15 samples were submitted to preliminary tests and then cultured with osteoblasts
for 15 days.The surface characteristics of these samples were determined by scanning electron microscopy (SEM) and energy
dispersive spectroscopy (EDS), these characteristics determined cellular functions such as adhesion, maturation and extracellular
matrix formation. The results revealed adhesion and cellular growth, as well as the presence of deposits that are compatible with
extracellular osseous matrix and that disclose organic and inorganic contents, which is an indicator for maturing,

KEYWORDS: Hydroxyapatite, bone grafts, xenograft, extracellular matrix, osteoblasts.

INTRODUCCION

Los huesos son érganos vascularizados e inervados que estin compuestos de tejido dseo, médula 6sea y un
tejido conectivo circundante llamado periostio. Los huesos desempenan una serie de funciones tales como
apoyo a los musculos, proteccién de drganos internos, produccion de sangre, homeostasis del calcio, tampén
4cido / base, entre otros (Ratner, Hoffman, Schoen, y Lemons, 1996).

Existen varios tipos de células implicadas en la formacién y remodelacién del tejido 6seo; entre éstas
los osteoblastos, que son los encargados de sintetizar la matriz 4sea; los osteocitos, los cuales son células
diferenciadas terminalmente a partir de osteoblastos maduros que se han quedado dentro de una matriz
calcificada; las células de recubrimiento dseo, también diferenciadas a partir de osteoblastos; y por tltimo, los
osteoclastos, cuyo papel en el metabolismo dseo es la resorcién del hueso (Rucci y Teti, 2016).

Hay numerosos estudios sobre hueso debido (entre otras razones) a que es el segundo tejido més injertado;
es considerado un tejido complejo con una estructura y una composicién unica que le permiten adaptarse a
los requerimientos bioldgicos y biomecénicos del sistema, pero ademds posee capacidad de auto-regenerarse;
sin embargo, la capacidad de auto-reparacién estd limitada por la pérdida de sustancia; en situaciones
de pérdidas grandes (lesiones de tamano critico) se debe recurrir a sustitutos idéneos, cuya busqueda ha
impulsado importantes desarrollos en el campo de la ingenierfa de tejido (Igwe, Amini, Mikael, Laurencin,
y Nukavarapu, 2011).

En los tltimos anos, el desarrollo de las técnicas regenerativas ha dado impulso a la busqueda de nuevos
materiales para regeneracion dsea que tendrian la funcién de actuar como matrices temporales estimulando
a las células del tejido dseo para formar y mantener la matriz extracelular recuperandose una parte del tejido
perdido. Para este fin se han creado los sustitutos éseos que suplen y regeneran los defectos del sistema
estomatognatico, originados en su mayor parte por pérdidas dentarias, traumas faciales y enfermedades
sistémicas.

Los sustitutos deben cumplir ciertas funciones principales para lograr su desempeno como injerto dseo.
Dentro de estas funciones se encuentran:

Osteogénesis: “Es la formacion désea que se produce desde las células que estan presentes en el injerto,
sobreviviendo al trasplante, proliferando y diferencidndose en osteoblastos” (Kao y Scott, 2007).

o Osteoinduccion: Es la formacidon dsea en sitios donde normalmente no se forma hueso; “... es
la estimulacién y reclutamiento de células indiferenciadas mesenquimales en el sitio del injerto.
Una vez en el sitio del injerto, las células madre se activan para diferenciarse en condrocitos
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osteoblastos” (Kao y Scott, 2007), puede ser activa o pasiva (Daculsi, Fellah, Miramond, y Durand,
2013).

o Osteoconduccion: Es el crecimiento de tejido y células madres mesenquimales en la estructura del
material de injerto, esta matriz apoya y facilita el crecimiento del huésped, la migracién de células
osteobldsticas y la eventual fabricacién de nuevo hueso (Daculsi et al., 2013).

e  Ostevintegracion: Es la capacidad del injerto para integrar y unirse al hueso receptor generando una
resistencia estructural del material injertado a la compresién, torsién y al cizallamiento. Para que el
injerto sea funcional, debe existir una cantidad de hueso nuevo en el injerto y unirse con el hueso del
huésped (Kao y Scott, 2007).

Los sustitutos dseos se clasifican dependiendo del material del cual son obtenidos en:

o Autoinjertos: Tejido obtenido de otro sitio del mismo organismo que lo recibe (injerto autélogo). Son
la mejor opcién para defectos de gran tamano, aunque presentan desventajas como mayor trauma
quirtirgico, incremento del dolor para el paciente y mayor morbilidad (Tortolini y Rubio, 2012).

o Aloinjertos (homoinjertos): Tejido obtenido a partir de individuos donantes de la misma especie (Kao
y Scott, 2007).

o Xenoinjertos: Tejido obtenido de una especie genéticamente diferente al huésped. Uno de los
xenoinjertos mas utilizados es el hueso bovino (Kao y Scott, 2007).

o Aloplisticos: Son materiales sintetizados en el laboratorio, los mas utilizados son las cerdmicas y los
polimeros (Tortolini y Rubio, 2012).

El hueso autdlogo ha sido considerado como el gold standar por sus cualidades osteogénicas,
osteoinductivas y osteoconductivas (Wu, Li, y Lin, 2016), sin embargo, presenta algunas limitaciones, como
el aumento del tiempo quirtrgico para la extraccién del injerto 6seo, la morbilidad del sitio del donante, la
resorcion del injerto y la disponibilidad limitada.

En el caso de regeneracién de defectos de tamano pequeno en cavidad oral es posible utilizar como sitios
donantes la sinfisis mentoniana, la tuberosidad del maxilar y la rama mandibular (Tortolini y Rubio, 2012)
y se ha estudiado la factibilidad de uso del proceso palatino maxilar como posible sitio donador para la
reconstruccion de defectos (Bernades, Guijarro, y Herndndez, 2016). El proceso palatino maxilar muestra
una serie de ventajas, como la ubicacién, tamano y tipo de injerto; pero hay posibles complicaciones intra'y
postoperatorias (Wu et al., 2016).

Las complicaciones relacionadas con los autoinjertos y la limitada oferta por ausencia de un niimero
adecuado de donantes, en el caso de los homoinjertos, ha hecho necesaria la utilizacion de otras fuentes como
los xenoinjertos y aloplésticos.

En las dltimas décadas la hidroxiapatita ha sido considerada como la biocerdmica mas destacada con
uso amplio en ortopedia y en odontologia, su amplia utilizacién se explica por la similitud que presenta
en su composicién quimica y su similitud cristalogréfica con el componente inorganico de la matriz dsea
extracelular (Ayatollahi, Yahya, Asgharzadeh Shirazi, y Has San, 2015). Vallet (2010) habfa mencionado la
llegada de las bioceramicas de tercera generacidn, las cuales se consideran materiales bioactivos.

La demanda por cerdmicas bioactivas se ha incrementado debido a sus propiedades bioldgicas que le
permiten integrarse ficilmente con el hueso receptor (Niakan et al., 2015). El hueso bovino es considerado
una fuente potencial para la obtencién de hidroxiapatita debido a que es un material econdmico, fécilmente
disponible y con caracteristicas muy similares al hueso humano (Ayatollahi et al., 2015). Por tanto, en este
articulo se presentan las caracterizaciones preliminares a un material cerdmico de origen bovino con un uso
potencial como sustituto 6seo.
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MATERIALES Y METODOS

Las particulas de apatita utilizadas fueron obtenidas en la Escuela de Ingenieria de materiales de la universidad
del Valle (UV) a partir de huesos de ternera procedentes de la industria carnica, los cuales fueron inicialmente
lavados para eliminar tejidos blandos, fraccionados y sometidos a un proceso de secado a 130 °C durante 24
horas, bajo atmosfera de aire; posteriormente los fragmentos se molieron con molino de martillo y molino
de bolas, para luego realizar el tratamiento térmico final a una tasa de calentamiento de 5 °C/min y 2 horas
de sostenimiento a la temperatura de 800 °C.

Inicialmente a las particulas de hueso tratados térmicamente (a 800 °C), sin cultivar, se les realizé una
serie de caracterizaciones, donde se esperaba observar la influencia del tratamiento térmico y tipo de hueso
(tibia) en los resultados obtenidos, entre ellos: la porosidad (microporosidad y macroporosidad), la presencia
o ausencia de compuestos orgdnicos (como por ejemplo, grasas y proteinas), la microestructura y el grado
de cristalinidad del fosfato de calcio fueron tomados en cuenta después de cultivar particulas grandes de
aproximadamente 500-600 um con osteoblastos por 15 dias.

Se realizé un ensayo de FTIR a muestras de hidroxiapatita comercial, a muestras de hueso (porcién
cortical) y a las muestras experimentales con el fin de compararlas y determinar la presencia del componente
organico de la matriz dsea extracelular. Los espectros se obtuvieron en un espectrofotémetro infrarrojo por
Transformada de Fourier marca NICOLET 6700 FT-IR. Las muestras de fosfato de calcio fueron mezcladas
con KBry prensadas para formar pastillas, las cuales fueron analizadas en modo de transmisién en el intervalo
de 4000 — 450 cm™.

Las muestras fueron caracterizadas mediante difraccién de rayos X (DRX) para estudiar el incremento del
grado de cristalinidad del mineral al aumentar la temperatura del tratamiento térmico a 800 °C; los patrones
de difraccion de rayos X de las particulas analizadas se obtuvieron en un equipo de rayos PANalytical modelo
X 'Pert Powder con geometria Bragg Brentano, utilizando radiacién Ke Cu (A=1,54056 A). La muestra se
coloc6 en un porta muestras rotatorio y las difracciones se registraron en un intervalo angular de 10°< 26
< 70°.

Para los ensayos de cultivo celular se seleccionaron particulas de las muestras con tratamiento térmico
a 800 °C; quince particulas de un tamano promedio de 500 pm x 600 um fueron seleccionados mediante
tamizaje; cultivadas con osteoblastos murinos de un cultivo primario previamente caracterizado; mantenidas
en medio de crecimiento osteogénico (OGM™) durante 15 dias, en cabina de incubaciéon con CO2 al 5 % a
37 °Cy cambio de medio cada 3 dias; después de completar el tiempo de cultivo, fueron retiradasy fijadas en
alcoholes ascendentes (50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 95 % y 100 %) y secadas en cabinas de seguridad bioldgica
a temperatura ambiente; una vez deshidratadas se analizaron por SEM y EDS para estudiar adhesién celular
y formacién de matriz dsea extracelular.

Esta investigacion conté con el aval del comité de revisién de Etica de la Universidad del Valle.

RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) es utilizada habitualmente para detectar
presencia de componentes orgénicos e inorgénicos, en este trabajo se compararon las muestras de la apatita
obtenida con muestras de hueso cortical y con muestras de hidroxiapatita comercial, encontrandose que en
la apatita obtenida los espectros eran diferentes a los de las otras dos estudiadas, evidenciandose la ausencia
de componentes organicos de la matriz dsea extracelular.

El espectro infrarrojo del hueso ha sido reportado por algunos investigadores, mostrando la presencia
de las especies inorgdnicas principales, grupos fosfato y carbonato, y también componentes orgénicos tales
como grupos funcionales amida de los constituyentes de proteinas de hueso, es decir, coldgeno (Boskey y
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Camacho, 2007). Las bandas asociadas con los grupos amida de proteinas de hueso en nimeros de onda 1250,
1560y 1650 cm’, efectivamente aparecieron en el FTIR del hueso deshidratado en la presente investigacion,
en ntimeros de onda 1250, 1549,4 y 1652,6 cm™; por otra parte, también hay presencia de bandas de
absorcion relacionadas con los enlaces C-H en nimeros de onda 2852,6 y 2925,9 cm’}, tal como se observa
en la Figura 1. Para analizar las bandas correspondientes a los componentes inorganicos que aparecen en el
espectro del hueso femoral de la figura 1, se pueden dividir las mismas en tres principales categorias, bandas
de fosfatos, bandas de carbonatos y bandas del grupo hidroxilo. Una banda fuerte y relativamente ancha a
1043,6 cm’!, bandas relativamente fuertes y estrechas a 472,5, 565,9 y 600 cm’), y otras a 961,5 y 1089,0
cm™ que aparecen en el espectro FTIR estan relacionadas a los grupos fosfato; las bandas que aparecen a
874,7,1417,5 y 1456,2 cm™ estan asociadas con los grupos carbonato con sustitucién tipo B. Continuando
con el andlisis del espectro, encontramos que las bandas a 1250, 1549,4, 1652,6, 2852,6 y 2925,9 cm’! han
desaparecido después del tratamiento térmico del hueso (800 °C). Se puede inferir que lo anterior puede
deberse a la eliminacién de carbono y los grupos amida asociados a las proteinas presentes en el hueso en
forma de gas de diéxido de carbono en presencia del oxigeno del aire. Las bandas originadas por los grupos
fosfato (1041,4, 464,8, 565,0, 601,7, 960,4 y 1089,0 cm™) y carbonato (874,7, 1419,8 y 1454,9 cm™) siguen
apareciendo aproximadamente en las mismas longitudes de onda que para el hueso sin tratar térmicamente,
lo que confirma que todas las bandas observadas en el FTIR del fosfato de calcio natural estdn relacionadas

con los componentes inorganicos del hueso que se traté térmicamente (Younesi, Javadpour, y Bahrololoom,
2011).

% Transmitancia
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FIGURA 1.
Analisis espectral de las tres muestras analizadas. Negro: Hueso

compacto, Azul: Apatita, Rojo: Hidroxiapatita comercial, Técnica FTIR.
Fuente: Los autores.

La Figura 2 presenta los patrones DRX de hueso compacto femoral (deshidratado a 130 °C), de Apatita
Natural (particulas de hueso a las que se les realizé tratamiento térmico a 800 °C) y de HA comercial usada
como referencia en esta investigacién. Se puede observar que al realizar el tratamiento térmico (800 °C) a
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particulas de hueso compacto, los patrones de difraccién muestran un incremento significativo de los picos,
no obstante, los picos de difraccién del hueso deshidratado (130 °C) son muy anchos y poco alargados.
Lo anterior nos permite evidenciar el incremento del grado de cristalinidad del mineral al aumentar la
temperatura del tratamiento térmico.

Hueso Compacto Femaral

—— Fosfato de Calcio Natural
— A cOmercial

Intensidad (u.a)

—_—

20 25 30 35 40 45 50 55 &0
20 ()

FIGURA 2.
Patrones DRX realizadas a las tres muestras. Negro: Hueso compacto,

Azul: Apatita, Rojo: Hidroxiapatita comercial, Técnica FTIR.
Fuente: Los autores.

Observaciones similares han sido reportadas por Shipman, Foster, y Schoeninger (1984), ellos analizaron
los resultados de los patrones de DRX en términos de alteracién en el tamano del cristal, encontrando
que se presentaba un incremento gradual en el tamafio del cristal de HA asociado con el incremento de la
temperatura del tratamiento térmico. Por otro lado, hay que anotar que algunos factores quimicos pueden
afectar el tamano de cristalito, entre los que se encuentra la desnaturalizacion de la matriz 6sea durante la
calcinacion a través de la liberacion de agua puesto que los cristales minerales recristalizan y la eliminacién
de las redes de fibrillas de coldgeno influye en el tamafio de los cristalitos de la ceniza de hueso (Rootare y
Craig, 1977).

En las imagenes SEM de la Figura 3, correspondientes al fosfato de calcio natural, se puede observar
que el tratamiento térmico de las particulas de hueso compacto de tibia molido (800 °C) da lugar a la
formacion de granos de gran tamafio. La formacidn de las particulas grandes en el proceso térmico puede
deberse a la tendencia de los granos de fosfato de calcio a aglomerarse y crecer a altas temperaturas (Meejoo,
Maneeprakorn, y Winotai, 2006). En la Figura 3, la micrografia del fosfato de calcio natural a bajos aumentos
(150X) muestra la presencia de granos con geometria irregular, de diferentes tamanos y muy angulosos. Al
realizar un mayor aumento (2000X) a las particulas, se observa que estan completamente pobladas de poros
con forma irregular, que presentaron tamafios desde 4 a 14 pm y algunas regiones cavernosas de hasta 50
um. Este resultado es muy importante, puesto que se ha encontrado que cuando los fosfatos de calcio son
porosos ofrecen una quimica de superficie que conduce a la nueva formacién del hueso (Hendriks, Riesle, y
Blitterswijk, 2010; Lépez, 2003).



INForMADOR TECNICO, 2018, 82(2), JULY-DECEMBER, ISSN: 2256-5035

FIGURA 3.
Muestra de apatita natural, tratada a 800°C. Técnica SEM,

Imagen SEM a 150X (derecha) Y 2000X (centro ¢ izquierda).

Fuente: Los autores.

Los andlisis con SEM realizados en todas las muestras cultivadas revelan cémo las células (osteoblastos)
aprovecharon las superficies irregulares de los granos para anclarse y producir matriz extracelular (figura 4).

Espectro Instats. O P Ca Total
Espectro 1 si 4424 10,82 44,54 100,00
Espectro 2 sl 4372 697 49,31 100,00
Espectro 3 sl 53,36 13,71 32,93 100,00
Espectro 4 sl 56,77 13,00 30,23 100,00
{ Mean 49,52 11L13 39,35 100,00
std. de v ation 655 3,03 9,22
4l Max. 56,77 13,71 49,31
Min. 43,72 697 30.23
100um — . Electron a 1
FIGURA 4.

Muestra de apatita después de 15 dias de cultivo; se observa presencia de
componentes inorgénicos de la matriz dsea extracelular (P y Ca). Ob: Osteoblasto;
Mx: Depésito de matriz dsea extracelular. Técnica SEM — EDS a 150 X.

Fuente: Los autores.

Los depdsitos de material observados en las micrografias muestran estructuras fibrilares compatibles con
coldgeno y depdsitos de fosfato de calcio, evidenciados mediante andlisis por energfa dispersiva (EDS);
adicionalmente 2 de las 15 muestras mostraron presencia de nitrégeno (Figura 5), indicando la presencia de
proteinas en la matriz extracelular formada.
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nstats. C N ] P Ca Total

Si 52.% 3948 829 100,00
Si 3574 303 2821 QM 523 10000
S 3,65 2389 2497 551 1397 100,00

Si a4 5480 378 100,00

52,26 3013 5480 551 1397

3165 2389 2457 0.0 378

~ 100pm Electron imagen 1 ;

FIGURA 5.
Muestra de apatita después de 15 dias de cultivo; ademas de evidenciar la presencia de componentes

inorganicos de la matriz 6sea extracelular (P y Ca), se observa nitrdgeno, indicativo de la formacién de
proteinas. Ob: Osteoblasto; Mx: Deposito de matriz dsea extracelular. Técnica SEM — EDS a 150 X.

Fuente: Los autores.

El hallazgo tanto de fosfato de calcio como de nitrégeno en los analisis realizados son importantes en
la medida que muestran cémo se estd formando y mineralizando la matriz extracelular; de acuerdo con
la caracterizacién realizada por Siggelkow et al.(1999) en un cultivo de osteoblastos murinos. La ctapa
proliferativa ocurre entre los dfas 0 y 12, la de maduracién entre los dias 12 y 20 y la de mineralizacién a
partir del dia 20, en esa investigacion los cultivos se suspendieron al dia 15, para este tiempo lo esperado era
el hallazgo de coldgeno y presencia de proteinas de matriz, asi como depdsitos de calcio y fosforo procedentes
de los ostoblastos.

Nudelman, Lausch, Sommerdijk, y Sone (2013) muestran cémo el fosfato de calcio que se precipita
inicialmente en la formacién de la matriz extracelular bajo condiciones iz vitro no se cristaliza como un
producto estable, pero posteriormente se transforma en una fase més estable. En cuanto a los contenidos
proteicos, éstos estdn representados en las proteinas coldgenas cuya funcién es ensamblar la matriz
extracelular y las proteinas no coldgenas que guian el ensamble mismo de la matriz y su mineralizacién.

CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacién mostraron que particulas de apatita natural de origen bovino
permitieron la adhesién y proliferacion de osteoblastos en su superficie, con la formacion de depdsitos de
material compatibles con componentes orgénicos e inorganicos de la matriz dsea extracelular.
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