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Resumen

Catorce diferentes materiales de sustitucion osea de origen sintético o bioldgico fueron
evaluados mediante el uso de rayos X de difractometria de alta resolucion,
espectroscopia con rayos infrarrojos, termo gravimetria y microscopio de barrido
electronico (SEM). Se determinaron los parametros principales como composicion
quimica, cristalinidad y morfologia. Los resultados fueron comparados con muestras de
hueso natural. Los materiales se pudieron clasificar dentro de diferentes categorias:
Hueso tratado con quimicos, hueso bovino calcinado, hidroxiapatita derivada de algas,
hidroxiapatita sintética, hidroxiapatitas con carga de péptidos y cerdmicas sintéticas de
B —TCP.

Introduccion

El relleno de los defectos Oseos es algo que se realiza a diario en la préctica clinica
odontologica. Dentro de los materiales de sustitucion 6sea, el hueso autdogeno sigue
siendo considerado hoy en dia como el estandar de oro. Este cumple con todos los
requisitos fisico quimicos y bioldgicos, independientemente de sus inherentes
limitaciones (disponibilidad, dolor postoperatorio)(1,5). La alternativa méas comun al
material de injerto autégeno son los injertos alogénicos ( humanos) o xenoinjertos (
animal, por ejemplo bovino). Los aloinjertos presentan la desventaja de su baja
disponibilidad y de la posibilidad de trasmision de infecciones ( por ejemplo: VIH,
Hepeatitis). Con lo xenoinjertos las dudas que surgen son; cual es la respuesta
inmunologica del huésped que se ha visto como poco favorable y si hay posibilidad de
transmision de infecciones.

El hueso autoégeno tiene potencial osteogénico ( las células del sitio donante tienen la
capacidad de sintetizar nuevo hueso en el sitio en el que se realizo el implante), de
osteoinduccion (se forma nuevo hueso mediante la utilizacion de células madre vecinas
del sitio donante, el cual se diferencia en células formadoras como son los osteoblastos),
de osteoconduccion ( vascularizacion y formacion de nuevo hueso en el sitio del
transplante), y altamente biocompatible (6). Este proceso se facilita mediante la
presencia de factores de crecimiento dentro del material del hueso autogeno (
especialmente proteinas morfogenéticas)(7). Estas caracteristicas deben estar presentes
en el material de sustitucion 6sea ideal y todos los materiales de sustitucion deben ser
descritos a partir de estas caracteristicas (8).
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Las ceramicas sintéticas de fosfato de calcio son altamente biocompatibles y son
considerados como alternativas comunes a los injertos autélogos, a los xenoinjertos y a
los aloinjertos. Estos productos han ganado gran aceptacion para su utilizacion en
diferentes procedimientos dentales y médicos como son rellenos de defectos
periodontales, aumentos del reborde alveolar, reconstruccién maxilofacial, implantes de
oido, fusiones espinales y recubrimientos de implantes metélicos (10 -15). Los injertos
6seos y los injertos sintéticos de fosfatos de calcio ( tal como el beta fosfato tricalcico;
B-TCP, y la hidroxiapatita; HAP) son usados cominmente en bloques, cemento, pastas,
polvos o granulos. El proposito de este articulo es describir las propiedades fisicas y
quimicas de estos materiales de injerto comparados con el hueso natural. Como modelo
de hueso esponjoso autdloga, se uso muestras de hueso natural, para su evaluacion. El
funcionamiento bioldgico de los materiales sintéticos depende de ciertos pardmetros
fundamentales como son su: composicion quimica, morfologia y biodegradacion. Un
amplio rango de pruebas analiticas se utiliz6 para investigar estas propiedades ( IR,
XRD, TG, REM). Como cada uno de estos métodos tiene sus limitaciones, es necesario
combinar todos los resultados para obtener una imagen mas amplia y comprensiva.

Materiales

Se usaron catorce materiales de sustitucion osea. Los siguientes datos se tomaron de las
especificaciones dadas por las compaiias manufactureras. Todas las muestras fueron
obtenidas de las compaiiias en viales sellados. Se utilizaron sin realizar ningiin
tratamiento adicional, excepto cortarlo o fresarlo para adaptarlo al tamafio necesario
para su analisis.

El Bioresob®, Chronos®, Ceros®, Cerasorb® y Vitoss® son beta fosfatos tricalcicos (
B-TCP) obtenidos mediante un proceso de calcinacion a alta temperatura.

Bioresob® esta disponible como granulado poroso (tamafo de particula: 0,5 — 2 mm)
de aplicacion casi exclusiva a nivel dental. El Chronos® y Ceros®, son materiales
granulados cuyo tamafio de particula es de 0,5 a 1,4mm y cuyo tamafo de poro es de
100 a 500 um ( 60% del volumen esta dado por los poros), cuya aplicacion es
principalmente dental. Cerasorb® esta disponible en granulos porosos ( tamaino de poro
de 5 pm) cuyo tamafio de particula es de 0,05 a 2 mm para aplicacion dental y bloques
con macroporos para uso en traumatologia ( ortopedia). Vitoss® es un granulado poroso
(tamafio de poro de : 10 — 1000 pm; porosidad aproximada de 90%; y tamafio de
particula de 3 —5 mm) para aplicacion dental.

PepGen P-15® es un hueso bovino calcinado (1100° C; hidroxiapatita) recubierto con
un pentadeca péptido (P15, una parte de la secuencia de 1 colageno). Esta disponible
como un granulado en diferentes tamafos de particulas 0,25- 0,42 um y se usa en
aplicaciones dentales exclusivamente.

Endobon® y Cerabone® son materiales bovinos sinterizados a alta temperatura
(>1200°C), cuyo componente inorganico es sinterizado a partir de hueso (
hidroxiapatita). Estos se administran como bloques de alta porosidad (tamafio del poro
de Imm; porosidad tipica del 50%) con dimensiones en el rango de los centimetros.
Cerabone® esta disponible en forma de granulado ( que no se estudiara acd). Estos
materiales se usan en la cirugia ortopédica.

Algipore® es una hidroxiapatita derivada de las algas. Es preparada por una conversion
hidrotérmica del carbonato de calcio de las algas en presencia de fosfato de amonio a
700°C. Este proceso preserva la porosidad de las algas. Esta disponible en forma de
granulado, cuyo tamafio de particulas es de 0,3 —2 mm y los poros estan en el rango de 5
—10 um. Su aplicacién esta dirigida al area dental.



Ostim® es una hidroxiapatita nanocristalina precipitada, que contiene un 40% de agua.
Tiene una consistencia viscosa liquida y puede ser por ello inyectada directamente en el
defecto. Notese la diferencia entre cementos de endurecimiento propio y de este que es
un fltido de dispersion. Este puede ser usado tanto a nivel dental como de cirugia
ortopédica ( traumatologia)

BioOss® es el componente inorganico del hueso bovino (por ejemplo el mineral). Todo
el material organico es removido mediante un proceso escalonado de esmaltacion (hasta
una temperatura de 300°C), seguido por un tratamiento quimico (NaOH), el cual deja un
hueso de hidroxiapatita poroso en forma de pedacitos ( bloques o chips). El tamafio de
la particula del granulado es de 0,25 a 2mm. Es usado principalmente en cirugia oral.
Hueso de Kiel es un material de injerto 6seo que ha sido tratado con quimicos como
cloroformo y metanol y H,O, para remover todos los componentes organicos excepto el
colageno. Actualmente no esta disponible para uso clinico. Estuvo disponible como
pedacitos de centimetros.

Se obtiene como material de injerto 6seo de origen humano o bovino luego de un
tratamiento mediante un procedimiento quimico escalonado (osmolisis, NaOH, H,0,,
acetona).Esta disponible como granulado ( tamafo de particula 0,25- 2 mm) y como un
bloque o cilindro en centimetros. La interconexion delos poros se encuentra presente en
ambas presentaciones ( tamafio de poros de varios cientos de pm).

Los datos sobre la precipitacion de la sintesis de la hidroxiapatita sintética ( comprada
de Divisidon quimica de Merck, Darmstadt, Alemania) y del callo 6seo humano y del
hueso de tumor 6seo se tomaran de un estudio previo, realizado sobre la estructura del
hueso y de los materiales de sustitucion 6sea (16).

Métodos

Se realizaron pruebas de rayos X de difractometria de alta resolucion (XRD), en
geometria de transmision ( muestras base de hoja delgada de aluminio de Kapton ) a una
velocidad de la luz de B2 en HASY-LAB/DESY, Hamburgo, Alemania, con unas
longitudes de onda de aproximadamente A = 2A ( dependiendo de cada experimento
individualmente) (16). Para Bioresob®, Chronos®, Ceros®, Vitoss® y PepGen P-15®
la difraccion se midi6 en Bruker AXS DS instrumento Avance de laboratorio
(Radiacion Cu Ka, de 1,54 A). Espectroscopia con rayos infrarrojos se realizo con el
instrumento de Perkin-Elmer 1720 X (Bola de KBr, método de transmision, 400 — 4000
cm’™, resolucién 2ecm™, 10 escaneadas). El analisis de termo gravimetria (TGA) se
realizo con un TG/DTA-S II, Instrumento 6000 Seiko Exstar (5 —15 mg; 25-1000°C;
10K min'l;oxigeno dinamico atmosférico; 300ml min’l; AL,Os crusibles). La valoracion
con el microscopio de barrido electronico (SEM) se realizo con un instrumento LEO
1530 en muestras rociadas con oro.

Resultados y discusion

La figura #1 muestran la morfologia macroscopica de los diferentes materiales
Bioresob®, Chronos®, Ceros®, Cerasorb® , Vitoss®, PepGen P-15®, Algipore® ,
BioOss® y Tutoplast®, disponibles como granulados cuya granulometria tipica es de
unos cuantos cientos de pm hasta unos pocos milimetros. Ostim® es una pasta fluida
con particulas nanoscopicas de apatiita en un medio de dispersion acuoso. Cerabone®,
Endobon® y Tutoplast® tienen una estructura similar al hueso, con una buena
interconexion de poros debido a que todos ellos se derivan de hueso natural y han sido
obtenidos a partir de tratamientos térmicos o quimicos. En contraste con ellos, los



bloques de Cerasorb® se obtienen mediante un prensado izo estatico en frio, seguido de
un fresado mecanico de los huecos milimétricos.

Los resultados de los experimentos de rayos X de difraccion son indicativos de la
composicion quimica( presencia de fase cristalina) como se ve en la figura #2.

Cuatro de las cinco ceramicas del B-TCP muestran diferentes proporciones de
impurezas ademas del predominio de su fase ( picos marcados con asterisco en la Fig. 2
a). Todos ellos muestran una alta cristalinidad como indica la cercania de los picos de la
difraccion. Bioresob® contiene algo de f — Ca,P,O7 (pirofosfato de calcio; cuyo pico es
30,8°20) y a- TCP (cuyo pico es 22,9°20). Chronos® y Ceros® contiene un poco de o-
TCP y de hidroxiapatita (cuyo pico es 31,6°20). Vitoss® contiene 3 — Ca,P,07 (cuyos
picos estan entre 29,0 y 30,2°20). La presencia de fases ajenas a su esencia es muy poco
comun en todos los casos mencionados anteriormente. Cerabone® y Endobon® son
preparados mediante calcinacion a alta temperatura de hueso bovino. Como
consecuencia de esto, la hidroxiapatita es altamente cristalina ( picos de difraccion muy
estrechos). Endobon® contiene pequenas cantidades de oxido de calcio (CaO), que
resultan de la descomposicion del carbonato contenido en el hueso mineral original (
apatiita de carbonato “CaCO3;— CaO + CO,1”; cuyo pico es 37,3°20) (17). Huellas de
CaO se encontraron en el Cerabone® en la misma posicion de 26. La fase inorgéanica
del PepGen ® es también una hidroxiapatita altamente cristalina ( sin huellas de CaO).
Algipore® es una hidroxiapatita con una fase cristalina moderada, sin presencia de fases
extranas.

Ostim® es preparado mediante una rapida precipitacion, manteniendo los cristales
dentro del rango de los nandémetros. Esto se puede ver mediante los amplios picos de
difraccion en la figura # 2 ¢, que corresponde con la hidroxiapatita sintética. No se
observan fases extranas. Curiosamente su cristalinidad es similar a la de BioOss® aun
cuando ¢l ultima proviene de hueso bovino.

Entre mas pequefios los cristales mayor difraccion de los picos. Todos los materiales
similares al hueso caen en esta categoria (Fig. 2d). Todos ellos contienen mineral
similar a la hidroxiapatita y ninguno tiene diferencias significativas. La unica diferencia
significativa la presenta el Tutoplast® ( Bovino), que contiene fosfato octacélcico
(OCP; CagH,(PO4) -5H,0), como esta indicado por medio del asterisco en la figura 2d
(cuyos picos estan entre 21,0 y 24°20).

La ampliacién del pico de difraccion por los cristales pequenos puede ser estimada semi
cuantitativamente mediante la ecuacion de Scherrer (18)(tablal):

By, = (KA 57,3) /(D cos 9).

Aqui By, es el maximo ancho de pico (como méaximo ancho dividido por la mitad) en
20, K es la constante que colocamos en 1 ( como se hace frecuentemente), A es la
longitud de onda del rayo X dada en A, D es el tamafio promedio del dominio (
aproximadamente el tamafio del cristal) y 0 es el angulo correspondiente a la difraccion
del reflejo correspondiente. Esta ecuacion da un reflejo estimativo del tamaiio del
cristal. Cabe anotar que los desordenes estructurales y los fenémenos de tension por
ejemplo causados por la sustitucion del carbonato pueden conllevar a picos con defectos
mas amplios (18).Es por ello que los valores obtenidos solo deben ser usados para la
comparacion entre estos ejemplos.

Todas las muestras de hueso tienen el mismo tamafio anisotrdpico de cristales, por
ejemplo aproximadamente 25nm en direccion ¢ [(002) y (004)] y aproximadamente
9nm en direccion a [(210)/(120) y (130)/(310)]. El proceso de Tutoplast® no produce
variacion en el tamafio de la particula mineral. BioOss® y Ostim® tienen particulas un
poco mas grandes (casi el doble en ambas direcciones). En el caso de BioOss® esto se
puede deber al calentamiento de la estructura de la fase mineral al llegar a una



temperatura entre 200° C y 400°C (17), durante la preparacion del mismo, de acuerdo al
reporte de Rogers et al. La hidroxiapatita sintética y el Algipore® presentan particulas
casi isotropicas de aproximadamente tres veces mayores que las particulas del hueso
mineral en cada una de las direcciones. Para las muestras altamente cristalinas de
Cerabone®, Endobon® y PepGen® el pico de difraccion se encuentra en el menor
ancho, esto dado por la forma del experimento. Es por esto que solo se puede dar un
limite bajo para el tamafio de los cristales ( mirar las imagenes de SEM).

Los espectros de infrarrojos se pueden ver en la Fig. #3. Todas las ceramicas de B-TCP
son idénticas y solo muestran la banda de fosfato de calcio que es predecible (Fig.3 a).
Las ceramicas basadas en hidroxiapatitas en la Fig. 3b muestran solo la banda de fosfato
de calcio en una forma aguda y separada. Esto es indicativo de su alta cristalinidad.
Algipore® muestra una pequefa banda de carbonato (aprox. 1400cm '), que puede ser
consecuencia de la forma en que se elaboro (de algas de carbonato de calcio). Aun
cuando el PepGen® contiene pépticos bioactivos, no se observan bandas de material
organico ( como se ve abajo). Esto es debido a la infima cantidad que se encuentra
presente. En la Fig. 3c, se ven las ceramicas de nanocristales de hidroxiapatita. Las
bandas de fosfatos son generalmente mas amplias debido al pequefio tamafio de la
particula de cristal. Adicionalmente hay bandas de agua. En Ostim® es el inico en el
que no se ve bandas de carbonatos. Esto muestra que la hidroxiapatita al igual que el
BioOss® tienen incorporadas pequefias cantidades de particulas de carbonatos. Las
muestras de hueso que se ven en la Fig. 3d, todas contienen coldgeno y tejido organico
en diferentes proporciones. Adicionalmente a las bandas de fosfato de calcio, podemos
ver una multitud de bandas que estan relacionadas con el material organico y la
incorporacion del agua.

Todas las muestras fueron sometidas al andlisis de termo gravimetria (TG), para
determinar el contenido de agua, el material organico ( como colageno), y el material
mineral ( fosfato de calcio). Una curva tipica es la que vemos en la Fig.4 (Tutoplast®
humano). Como se derivo de experimentos anteriores con analisis de espectrometria
masiva para valorar la liberacion de gases, tres rangos de masa se pueden asignar a
procesos especificos (16). Desde la temperatura ambiente hasta unos 200°, el agua que
se ha incorporado, se pierde. Arriba de los 300°C, se ve que los materiales orgénicos
como el colageno, el tejido graso y las proteinas comienzan a quemarse. A 400°C solo
se ve que la fase mineral ( fosfatos de calcio) queda intacta. Si la fase mineral contiene
algo de carbonatos en forma de carbonato de apatita, se ve una pérdida de masa entre
400°C y 900°C (16,20).Por eso es posible determinar el contenido mineral de estos
experimentos de TG. Recuerde que todas las apatiitas son apatiitas carbonadas (15).

La tabla 2 muestra toda la composicion de los datos obtenidos en el andlisis de los
experimentos TG ( promedio de dos experimentos). Todas las fases de B-TCP excepto
la de Vitoss® no muestran perdida de masa, lo que indica que hay ausencia de material
volatil o combustible. En el caso de Vitoss®, una pequena perdida de se registro al
llegar a una temperatura entre 200°C y 400°C. Esto puede deberse a un material
organico de unidn que se usa para la granulacion. Todas las muestras de hidroxiapatitas
calcinadas (Cerabone®, Endobon® y PepGen®) no muestran perdida de masa, como
era de esperarse, debido a la preparacion de estos materiales a altas temperaturas para su
calcinacion. La cantidad de pépticos en el PepGen® es tan bajo que no es detectable la
perdida de masa. Algipore® contiene pequefias cantidades de agua, pequefia cantidad de
material orgdnico y algunos carbonados como se supone por su perdida de peso a altas
temperaturas ( Descomposicion de hidroxiapatita carbonada en hidroxiapatita y oxido
de calcio). Ostim® contiene aproximadamente un 40 de agua y lo que sobra es una
hidroxiapatita libre de carbonatos. Los materiales que contienen la totalidad o la



mayoria de la matriz organica del hueso (Hueso de Kiel, Hueso natural y Tutoplast®)
tienen una composicion similar, con contenido en agua (6 al 8 % del peso), algo de
material orgédnico (20 al 50 % del peso) y la fase mineral de carbonato de hidroxiapatita.
Es interesante ver que el contenido de carbonato en los materiales similares al hueso
(Hueso de Kiel, BioOss® y Tutoplast®) es altamente variable. Si computamos una
proporcion del rango del peso de Cas(PO4);OH a CaCOs en estas muestras , vemos que
obtenemos valore entre 6 y 30. Como el rango en las muestras de hueso natural también
es tan variable (vemos rangos entre 13 y 37 en estas muestras de hueso), podemos
concluir que la similitud con el mineral dseo esta presente, incluso después de haber
pasado por tratamientos quimicos y térmicos moderados.

La Fig.5 muestra las imagenes representativas de SEM, que ilustran la tipica imagen de
la morfologia de estos materiales. En la Fig.5 a, Cerasorb® muestra su apariencia
granular de un material de sinterizacion con una gran visibilidad de los microporos en
una alta magnificacion. En la Fig. 5b, el hueso calcinado bovino (Cerabone®) tiene la
estructura porosa muy buen interconectada, como lo es el hueso original. A una mayor
magnificacion se ven los cristales primarios de la hidroxiapatita sinterizada. El tamafo
de las particulas es micrométrica. En la Fig. 5c, se puede ver la estructura quimica
recubierta de alga del Algipore®. La graduacion de la porosidad (similares al hueso
cortical y lamelar, pero en una dimension mas pequena), se debe a los requerimientos
biologicos de las algas. A una mayor magnificacion , nosotros podemos ver las
particulas primarias de un micrometro o menos. En la Fig. 5d el material 6seo bovino
tratado con quimicos de Tutoplast® podemos ver. Como en la Fig. 5b, podemos ver la
interconexion de los macroporos del hueso. Sin embargo como este material no se le ha
realizado la sinterizacion, este contiene todavia la matriz de coldgeno. A una mayor
magnificacion , nosotros no podemos ver la sinterizacion de la hidroxiapatita, pero si
podemos ver la estructura fibrosa del hueso original.

La tabla 3 es el resumen de toda la informacion sobre la estructura y morfologia. Se
puede ver que estos materiales difieren en su composicion. También es claro que el uso
de la definicion de “ceramicas de fosfato de calcio” no es suficiente para referirse a
estos materiales. Con respecto a la biodegrabilidad es posible hacer algunas
predicciones, basados en la literatura disponible. Las ceramicas de B-TCP se degradan
mas rapidamente que las ceramicas de Hidroxiapatita (21-23). Adicionalmente hay
diferencia entre las ceramicas de hidroxiapatita sinterizadas y las hidroxiapatitas
precipitadas. La primera muestra una degradacion muy lenta ( si es que ocurre alguna).
Si el tamafio de los cristales de las ceramicas de hidroxiapatita es muy pequeiia ( como
en el hueso), y/o si hay carbonato incorporado a ellos, la degradacion se ve altamente
incrementada por su alta solubilidad (22-26). Esto se aplica a los injertos 6seos que
contienen la matriz de colageno. En este caso, se observa una biodegradacion y un
potencial biologico de la matriz 6sea incorporada (7,27).

Conclusiones

Se investigaron 14 materiales de injerto 6seo. Los resultados obtenidos al comparar la
hidroxiapatita sintética con muestras de hueso natural ( como se refiere al hueso
autélogo). Su morfologia y composicion son fuertemente diferentes, por lo tanto el
material cubre un amplio rango de aplicaciones, que van desde los implantes
permanentes a implantes rapidamente degradables con potencial osteogénico.
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