Francia et al Rev Fac Odont 30 (3) (2020)
Articulo Original Doi: 10.25014/revfacodont271.2020.30.3.36

Revistade b Faculad de Odontelogia

Revista de la Facultad de Odontologia

H https:/ /revistas.unc.edu.ar/index php/RevFacOdonto

ISSN 2545-7594 (en linea/online) @@@@

Caracterizacion microscépica de matrices 6seas nacionales para la reconstruccion de estructuras
6seas perdidas en Odontologia

Microscopic characterization of national bone matrices for the reconstruction of lost bone
structures in Dentistry

Francia Catalina M*, Battisti Maria Eugenia, Oliva Marco?, Bachur Ricardo*

tUniversidad Nacional de Cérdoba. Argentina. Facultad de Odontologia. Departamento de Patologia Bucal
2Universidad Nacional de Cérdoba. Argentina. Facultad de Matematica, Astronomia, Fisica y Computacion

Abstract

Objective. Morphologically characterize the ultrastructure of some nationally manufactured bone matrices available in the local
commercial market in order to determine the main characteristics that allow their use in the dental rehabilitation of atrophic bone
ridges. Methods. Bone matrices from Freeze-Dried Human Bone (HHL) provided by the Laboratory of Blood Products of the
National University of Cérdoba were studied, with block and powder format whose particle size is from 200 to 1000 pm and in the
form of fine granules of 1000 at 2000 pm. The samples were respectively metalized with a layer of gold or chromium and were
analyzed in a scanning electron microscope (SEM). Results. A structure of HHL bone similar to that observed in the spaces of the
Haversian blood vessel system of normal human bone was observed. Conclusions. The structural findings of the HHL bone, similar
to those observed in the spaces of the Haversian blood vessel system of normal human bone, guarantee the topographic conservation
responsible for the increase of the surface area and consequently a large surface-volume ratio that favors repair and regeneration.
Bone with favorable characteristics is used as a graft. In addition, maintaining the nanostructure of the extracellular matrix gives it
greater roughness, allowing greater anchorage that favors better cell growth by presenting essential topographic signals, benefiting
adhesion, proliferation and differentiation of cells.
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Resumen

Objetivo. caracterizar morfolgicamente la ultra estructura de algunas matrices 6seas de fabricacion nacional disponibles en el
mercado comercial local a fin de determinar las principales particularidades que permitan su uso en la rehabilitacion odontol gica
de los rebordes 6seos atréficos. Métodos. Se estudiaron matrices dseas provenientes de Hueso Humano Liofilizado (HHL) provistas
por el Laboratorio de Hemoderivados de la Universidad Nacional de Cérdoba, con formato de blogue y de polvo cuyo tamafio de
particula es de 200 a 1000 um y en forma de granulos finos de 1000 a 2000 pm. Las muestras se metalizaron respectivamente con
una capa de oro o cromo y fueron analizadas en un microscopio electrénico de barrido (MEB). Resultados. Se observo una estructura
del hueso HHL similar a los observados en los espacios del sistema de vasos sanguineos Haversiano del hueso humano normal.
Conclusiones. Los hallazgos estructurales del hueso HHL, similares a los observados en los espacios del sistema de vasos
sanguineos Haversiano del hueso humano normal, garantizan la conservacion topogréafica responsable del incremento del area
superficial y consecuentemente de una gran relacion superficie-volumen que favorece la reparacion y regeneracion Gsea
constituyendo caracteristicas favorables para ser utilizadas como injertos. Ademas, el mantenimiento de la nanoestructura de la
matriz extracelular le otorga mayor rugosidad, permitiendo un mayor anclaje que favorece un mejor crecimiento celular por

presentacion de sefales topogréaficas esenciales, beneficiando la adhesidn, proliferacion y diferenciacion de las células.
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Introduccién

El hueso alveolar es una estructura odonto-
dependiente, se forma junto con los elementos
dentarios, les da sostén mientras cumplen su
funcion y se reabsorbe una vez que los dientes se
pierden’. Esta es una de las razones que explican
porque luego de extracciones dentarias Unicas o
multiples, traumatismos, o como resultado de
secuelas oncoldgicas e infecciosas, el remanente
6seo de los maxilares es insuficiente para una
adecuada rehabilitacion®. A lo expuesto se suma
que en la actualidad se ha modificado
sustancialmente la estructura de la piramide
poblacional, acrecentandose el rango de edad de
las personas y consecuentemente la acumulacién
del dafio®

La Odontologia actual se vale de diversas
estrategias rehabilitadoras, entre las que se
encuentran el uso de matrices en técnicas de
injertos 6seos. Uno de los puntos claves en la
regeneracion tisular es el desarrollo de estructuras
tridimensionales que sustituyan total o
parcialmente la estructura perdida, y/o, actlen
como vehiculo y soporte para transportar células
y moléculas. Para ser calificado como injerto 6seo
un material debe poseer al menos una de estas tres
funciones: osteogenésis, (capacidad de estimular
a las células Oseas como preosteoblastos y
osteoblastos para establecer centros de formacion
y crecimiento 6seo), osteoinduccién (induccién
de la diferenciacion de las células mesenquimales
pluripotenciales permitiendo la neoformacion
6sea a nivel del injerto y del lecho receptor) u
osteoconduccidn (aptitud para crear un soporte
estructural para la neoformacion dsea).

El tejido 6seo puede ser considerado, desde el
punto de vista de la ciencia de materiales, como
una sustancia compuesta formada por dos fases
principales; una fase inorgdnica, que ocupa
alrededor del 70% en peso y una fase organica,
gue ocupa alrededor del 22%. La fase inorganica,
a su vez, esta formada por cristales microscépicos
de fosfato de calcio, siendo la hidroxiapatita
(HAp) [Cai(PO4)s(OH),] el componente mas
importante, mientras que la fase organica esta
compuesta principalmente por fibras de colageno.
La estructura jerarquica del hueso a regenerar
puede describirse a distintas escalas de longitud a
nivel de lupa, macroscépicamente, distinguimos
el hueso compacto o cortical, donde se aprecia

una matriz densa sin presencia de oquedades, v, el
hueso esponjoso en el que se reconocen
numerosas cavidades ocupadas por vasos
sanguineos y elementos hematopoyéticos. En la
compacta la matriz extracelular se ordena en
laminillas dispuestas de manera paralela o
concentrica alrededor de un canal (Canal de
Havers) por el que discurren vasos y nervios, los
osteocitos se encuentran entre las laminillas dseas
y forman un conjunto denominado osteona o
sistema de Havers, cuya dimension puede
describirse a escala microscopica  (con
dimensiones menores a 200 um). Los canales de
Havers estdn conectados mediante canales
transversales denominados canales de Volkman.
Los osteocitos emiten prolongaciones celulares a
través de espacios denominados canaliculos y asi
acceden a los vasos para obtener nutrientes. Las
laminillas (~7 um) estan compuestas por matriz
calcificada, existiendo 4-20 laminillas por cada
osteona. A escala nanométrica se pueden apreciar
las fibras colagenas de la matriz que permiten el
deposito alrededor de las fibras proteicas de la
fase mineral formada por cristales de
hidroxiapatita en forma de placas.

El hueso posee un asombroso potencial de
regeneracién, puede restaurar perfectamente su
estructura original y sus propiedades mecéanicas,
pero esta capacidad tiene sus limitaciones y puede
fallar en ciertas condiciones®. Entre algunos de los
factores que impiden la reparacion se encuentran:
fallas en la vascularizacion o inestabilidad
mecanica, por tanto, los biomateriales empleados
como matrices ademas de poseer cualidades,
como ser compatibles con el organismo, no
generar rechazo ni dafios, Yy, tener una
determinada vida media para desarrollar su tarea,
deben fundamentalmente ser lo suficientemente
porosos para permitir la penetracion celular, el
crecimiento de tejido interno, una incursion
vascular rapida que asegure el suministro de
nutrientes. Su morfologia entonces resulta clave
ya que debe permitir guiar la formacién de nuevo
tejido 6seo0 en formas anatomicamente
relevantes.

Este trabajo surge en la necesidad de caracterizar
morfolégicamente la ultraestructura de algunas
matrices GOseas de fabricacion nacional
disponibles en el mercado comercial local a fin de
determinar las principales particularidades que
permitan su uso en la rehabilitacion odontoldgica
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de los rebordes 6seos atréficos, de modo tal de
seleccionar en base a evidencias cientificas
aquellos que incrementen las probabilidades de
éxito del tratamiento y disminuyan los posibles
riesgos y complicaciones durante las distintas
etapas de la rehabilitacion con una relacion costo-
beneficio- seguridad que sea conveniente para la
poblacion.

Material y Método

Se estudiaron matrices 0seas provenientes de
Hueso Humano Liofilizado (HHL) provistas por
el Laboratorio de Hemoderivados de la
Universidad Nacional de Cérdoba, con formato
de bloque y de polvo cuyo tamafio de particula es
de 200 a 1000 um y en forma de granulos finos de
1000 a 2000 um. A los fines de valorar la
influencia sobre las propiedades biolégicas y
fisicas de la irradiacion ionizante a la que se
someten estas matrices para su inactivacion viral
y esterilizacion bacteriana y fingica se evalu6 el
material en dos etapas de su procesamiento: una
vez que las piezas han recibido el tratamiento
previo al envasado primario (eliminacién de
tejido blando y cartilago del hueso, pre-lavado de
las fracciones oOseas, lavados oxidativos,
deslipidizantes y deshidratantes, liofilizacion o
secado en frio, dosificacion y envasado bajo
cabina de flujo Ilaminar y rotulado) vy
posteriormente a la esterilizacion final por
irradiacion gamma, cuarentena post irradiacion,
control de calidad y empaque final.

Para el analisis comparativo se utiliz6 matriz dsea
bovina de granulometria 250 al000 pm, Bio-
Oss® de la firma Geistlich Pharma AG (Suiza)
por ser uno de los biomateriales de injerto mas
ampliamente utilizados a escala internacional. Se
trata de un hueso bovino desproteinizado,
desmineralizado y esterilizado sometido a una
calcinacion (800 — 1200°C), gque ha demostrado
ser altamente biocompatible con tejidos duros
orales en humanos y animales, ademas de cumplir
con los criterios de ser un material
osteoconductor, actuando como un andamio para
la formacion dsea.

Se realizaron  observaciones a  escala
macroscapica, como, microscopica y
nanométrica. Para la caracterizacion morfoldgica
a partir de Microscopia Electronica de Barrido

(MEB), tanto las particulas como los bloques
fueron pegados en soportes metélicos usando
adhesivo “doubleface” de carbono, identificando
cada soporte. Las muestras se metalizaron
respectivamente con una capa de oro 0 cromo y
fueron analizadas en un equipo de barrido FE-
SEM XIGMA marca Carl Zeiss en el Laboratorio
de y Analisis por Rayos X LAMARX, ubicado en
la Facultad de Matematica Astronomia y Fisica -
Instituto de Fisica Enrique Gaviola (IFEG-
Universidad Nacional de Cordoba -CONICET).
Sobre las muestras de hueso, al momento de la
observacion se  tomaron a  diferentes
magnificaciones tres repeticiones de cada una,
tanto a escala micrométrica como a escala
nanomeétrica.

Resultados

Macroscopicamente se observd cada particulado,
el HHL (polvo granulado de 200 a 1000 pm)
presentd particulas con un aspecto superficial
homogéneo, equivalente al hueso control (Bio-
Oss®). La textura superficial de las particulas de
polvo vari6 desde rugosa hasta lisa. Se observd
ademas una variacion en la coloracion siendo Bio-
Oss® mas blanco.

Descripcion de la ultraestructura de las matrices

El anélisis de las muestras a escala microscopica
permitié la observacion en la matriz Bio-Oss®
(granulometria 250 a 1000 um), de un particulado
con presencia de formas regulares, (cubicas o de
paralelepipedo), con aristas definidas y cuyo
tamafio de particulas estuvo en un rango de 152 a
600 um (Fig. 1 A, B); se observé una morfologia
de superficie lisa, presentando un aspecto de
arenado superficial homogéneo (Fig. 1 C). las
observaciones permitieron la identificacion de
micro y macroporos dentro de un rango de
didmetro de 40-500 pum (Fig.1).

El granulado de HHL exhibié particulas de
caracteristicas irregulares, de tamafios variables y
bordes filosos con aristas agudas, (Fig. 2-A), cuyo
tamafio promedio fue de 1000 um en su eje
mayor. (Fig. 2-B); una importante presencia de
microporos en rango de 30 a 100 um
aproximadamente compatible con el sistema
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haversiano del hueso (Fig. 2-C). Las muestras en
formato de bloque de la matriz HHL tanto antes
del proceso de irradiacion como luego de su
procesado, (Fig. 2 D-E), exhibieron macro y
microporos interconectados en un rango de 30 a
400 pm.

A escala nanométrica la caracterizacion de la
morfologia buscé identificar las estructuras que
forman parte de la matriz del hueso, este estudio
se realizé tanto en la muestra control (Bio-Oss®),
como en el caso del HHL donde el estudio se
ejecutd en dos etapas de su procesado: antes y
después de su exposicion a la irradiacion
ionizante. Bio-Oss® exhibid una organizacion
mineral a esta escala en forma de andamios
(scaffold) similar a las fibras de colageno (Fig 3y
4) con presencia de nanoporos (Fig. 3 y 4).
Nuestras observaciones del HHL nos permitieron
confirmar a esta escala la presencia de una red
nanofibrilar con sus dimensiones caracteristicas
de nanoestructura, que en este caso van de los 50
a 500 nm.

Figura 1. Matriz Osea Bovina Bio-Oss® (granulometria 250 a1000
um). A-B- MEB, dimensiones del particulado las lineas representan
las mediciones realizadas en un rango de 152 a 600 um, C MEB
imagen de la superficie del granulo de la matriz 6sea notese el
aspecto de arenado superficial. Der Sup- Microfotografia MEB
macroporo de 500 pm de diametro. Der Medio e Inferior.
Microfotografias MEB microporos 50- 64 pum.

Figura 2. 1ZQ. HHL iradiado en
granulos.  A- Microfotografia MEB
mostrando granulado de formas variables.
B- Microfotografia MEB granulo de
forma irregular. superficie rugosa ¥y
tamafio mayor a 1000 um con presencia
de microporos interconectados. C-
Microfotografia MEB microporos en
rango de 30 a 100 um aproximadamente.
D-E Microfotografias MEB presencia de
micro vy macroporos interconectados
compatibles con el sistema de vasos
Haversiano. DER.HHL en blogue
iradiado. F-G Microfotografias MEB
presencia de micro y macroporos
interconectados compatibles con el
sistema de vasos Haversiano.
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Figura 3. Matriz Osea Bovina Bio-Oss® La microfotografia MEB
mostré una organizacién andamio mineral similar a las fibras de
colageno (Superior y medio). Presencia de nanoporos (Inferior)

Figura 4. 1ZQ: Hueso humano liofilizado no irradiado.
Microfotografia MEB muestra nanoporos (A-B-C) y presencia de
una red nanofibrilar. DER. Hueso humano liofilizado irradiado
Microfotografia MEB muestra la conservacion de nanoporos (C-D-
E) y presencia de una red nanofibrilar con sus dimensiones
caracteristicas de nanoestructura, que en este caso van de los 50 a
500 nm.

Discusion

La morfologia superficial de los materiales de
injerto 6seo y la presencia de macroporos, afectan
significativamente el tamafio del espacio
interparticular y favorecen la osteoconduccion en
el reemplazo de defectos 6seos grandes. Desde el
afio 1998 Brekke et al.* han expresado que la
conservacion de las caracteristicas estructurales
internas y el mantenimiento la geometria
tridimensional permitira al biomaterial mantener
el espacio planificado y/o disefiado por el clinico
en forma y tamafio para que el tejido G6seo
posteriormente ocupe ese lugar. El andlisis de las
muestras a escala microscopica permitio la
observacion en la matriz de micro y macroporos
integrando una estructura tridimensional de
porosidad interconectada dentro de un rango de
diametro de 50-500 pum para el hueso control; y
de 30 a 400 um en la matriz HHL tanto antes del
proceso de irradiacion como luego de su
procesado. Estas estructuras favorecen la
estabilizacion de coagulos cuando se emplea en
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técnicas de injerto, como el crecimiento de tejido
6seo que se ve reforzado por la organizacion del
andamio, ademas de beneficiar la
revascularizacion asegurando la nutricion y la
sefializacion para la migracion de osteoblastos.
Esto permite que el nuevo hueso laminar y la
matriz se integren con éxito después de
aproximadamente 6 meses, el injerto se incluye en
el proceso natural de remodelacion fisiologica y
paulatinamente el sitio se remodela dando paso al
hueso nuevo en el lecho injertado.

En la literatura consultada es posible obtener
valiosa informacion con respecto a la relacién
existente entre la forma del granulado y como esta
influye en sus propiedades como material de
reemplazo del hueso perdido representando asi un
factor relevante para sus diferentes indicaciones.
La morfologia superficial influye de gran manera
en la velocidad de reabsorcion que presentaran las
particulas, siendo facilmente reabsorbibles los
granulados con superficies rugosas y con gran
cantidad de poros, debido a que poseen un area
mayor de contacto con el medio circundante, en
comparacion a particulas de una superficie mas
lisa y con baja cantidad de poros. Las particulas
mas pequefias, con mayores irregularidades, no se
recomiendan en areas periodontales ya que serian
propensas a infecciones. Weibrich et al. 2000°,
demostraron el efecto positivo de los poros que se
pueden encontrar en estas particulas los cuales
favorecen el crecimiento de capilares. Nuestro
trabajo mostr6 diferencias significativas en este
sentido, asi a escala micrométrica, el granulado de
HHL exhibi6 particulas de caracteristicas
irregulares, de tamarfios variables y bordes filosos
con aristas agudas, cuyo tamafio promedio fue de
1000 um en su eje mayor y una importante
presencia de microporos en rango de 30 a 100 pm
aproximadamente compatible con el sistema
haversiano del hueso; mientras que el control
(Bio-Oss®) presento particulas de forma regular,
clbica, o, de paralelepipedo, de aristas definidas
y un tamafio de particulas en un rango de 152 a
600 um observandose una morfologia superficial
lisa con un aspecto de arenado superficial
homogéneo. Estas diferencias podrian estar
relacionadas con las diferencias en el proceso de
fabricacion y pueden influir en la respuesta
bioldgica y clinica y deben ser tenidas en cuenta
para su seleccion en diferentes procedimientos
rehabilitadores.

El campo de la nanotecnologia avanza
rapidamente, estd conduciendo a una rapida
expansion y desarrollo en la fabricacion de
materiales que puedan desempefiar un papel
activo en el proceso de regeneracion en lugar de
simplemente ser portadores de células o plantillas
de tejido. Varios estudios in vitro han respaldado
un aumento en la proliferacion de osteoblastos en
materiales a nanoescala como hidroxiapatita’. Es
un hecho que las nanomorfologias revelan una
mayor influencia en la adsorcion de proteinas,
proliferacion y diferenciacion de células de
osteoblastos. In vivo, estas nanoestructuras han
demostrado un mayor porcentaje de contacto 6seo
sin  producir respuestas inflamatorias, los
resultados de Rani et al 2012® apuntan a la
importancia de nanomorfologias especificas en el
control de la integracion tisular. Wang et al®
demostraron que la diferenciacion de osteoblastos
y la produccion de factores locales estaban
regulados tanto por la superficie de rugosidad
como por la nanotopografia, lo que indica que las
caracteristicas estructurales del andamio pueden
usarse para impulsar la diferenciacion celular y
crear un ambiente osteogénico sin el uso de
factores exdgenos. Peran et al. 2013%, sefialan las
enormes ventajas de los  biomateriales
nanoestructurados como herramientas
terapéuticas, debido entre otras cuestiones a la
gran relacion superficie / volumen. Por su parte
los aportes de Alpaslan & Webster 2014
mencionan la importancia de la creacion de un
ambiente biomimético en la regeneracidn tisular.
Otro de los objetivos de este estudio fue la
caracterizacion de la morfologia y conservacion a
escala nanomeétrica de las estructuras que forman
parte de la matriz del hueso. Para ello se
realizaron magnificaciones a esta escala y para el
caso del HHL el estudio se realizd en dos etapas
de su procesado: antes y después de su exposicion
a la irradiacion ionizante. Este aspecto fue tenido
en cuenta ya que la esterilizacién de tejidos
bioldgicos para aplicaciones clinicas por medio
de la radiacibn gamma produce dos efectos
principales en estos tejidos, uno es la muerte de
los microorganismos que conduce precisamente a
la esterilizacion del tejido'? y el otro indeseable a
dosis altas de radiacidon, que es el cambio inducido
en la estructura quimica de estos tejidos y su
consecuente cambio en las propiedades fisicas®.
Houben 1971% demostré que este tipo de
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radiacion sobre el hueso produce la ionizacion y
excitacion del tejido, lo que conduce a rupturas de
enlaces en las moléculas por efecto directo de la
radiacion, y por efectos indirectos la produccion
de radicales libres debido a la radiolisis del agua
lo que puede provocar cambios estructurales.
Como ya se menciond el principal componente de
los tejidos es el colageno, cuando se irradia este
polimero en estado seco hay ruptura de cadenas
polipeptidicas, mientras que si se irradia en medio
himedo se produce entrecruzamiento intra e
intermolecular y el efecto degradante es mayor
conforme se aumenta la dosis de irradiacion®.

El hueso control (Bio-Oss®), que no fue expuesto
a radiacion durante su procesamiento, exhibi6 una
organizacion de mineral a escala nanomética de
andamios (scaffold) similar a las fibras de
colageno con presencia de nanoporos. Nuestras
observaciones del HHL nos permitieron
confirmar a escala nanométrica la presencia de
una red nanofibrilar con sus dimensiones
caracteristicas de nanoestructura, que en este caso
van de los 50 a 500 nm, tanto en el caso del hueso
no expuesto a la radiacion ionizante como el que
recibié este tratamiento durante su procesado.
Esto sugiere que el proceso de fabricacién no
alter6 las propiedades fisicoquimicas. EI HHL
conservo la estructura de andamiaje similar a las
fibras de coldgeno 06seo que presenta la
morfologia del hueso original, como el tamafio
del cristal, en las dos etapas estudiadas. Este
hallazgo demuestra que los cristales minerales
que se forman dentro de las fibrillas de colageno
pueden alcanzar una uni6n inter-cristalina
suficiente para retener la estructura fibrilar
incluso después de la disolucién del molde de
proteina.

Conclusién

Los resultados presentados pueden ser una
herramienta de orientacion a los profesionales del
area de la cirugia maxilofacial y rehabilitacion
oral, en cuanto a la toma de decisiones clinicas en
terapias de regeneracion 6sea maxilo-mandibular.
Los hallazgos estructurales del hueso HHL,
similares a los observados en los espacios del
sistema de vasos sanguineos Haversiano del
hueso humano normal, garantizan la conservacion
topografica responsable del incremento del &rea

superficial y consecuentemente de una gran
relacion superficie-volumen que favorece la
reparacion y regeneracion 0Osea constituyendo
caracteristicas favorables para ser utilizadas como
injertos. Ademés, el mantenimiento de la
nanoestructura de la matriz extracelular le otorga
mayor rugosidad, permitiendo un mayor anclaje
que favorece un mejor crecimiento celular por
presentacion de sefiales topogréficas esenciales,
beneficiando la adhesion, proliferacion y
diferenciacion de las células. La conservacion a
escala nanométrica de las estructuras permite al
andamio desempefiar un papel activo en el
proceso en lugar de simplemente ser un portador
de células o una plantilla de tejido. EI HHL
debido a estas caracteristicas presenta una mejor
biocompatibilidad demostrando un  mayor
porcentaje de contacto Gseo sin producir
respuestas inflamatorias significativas in vivo.

Es de resaltar que por primera vez se realizan
caracterizaciones  ultraestructurales de las
matrices de fabricacion local estudiadas y los
hallazgos destacan la importancia de las nano-
morfologias especificas en el control de la
integracion tisular.
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