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Resumen

Objetivos: Realizar un analisis morfométrico y quimico de distintas particulas éseas de relleno utilizadas para
tratamientos de regeneracidn 6sea guiada en odontologia.

Métodos: Se analizaron distintas particulas 6seas comerciales de origen alogénico (0S, UNC y MO), xeno-
génico (BO) y aloplastico (GP). Se utilizé como control tejido dseo obtenido de cirugia de dientes retenidos.
Para el analisis morfométrico se analizaron las particulas 6seas con lupa estereoscdpica y se determiné el
tamafio medio de las mismas. En el andlisis quimico se utilizé el microanalisis por energia dispersiva de
rayos X (EPXMA). Para ello las muestras fueron criodesecadas, recubiertas en carbdn y analizadas en un
microscopio electrénico de barrido con el fin de determinar en forma cuantitativa (mmol/kg) los elementos
de Ca y P. Asimismo, se determind la relacién Ca/P de cada grupo experimental.

Resultados: El andlisis morfométrico mostré que los tamafios medios de particulas éseas (mm) en orden
creciente fue: UNC: 0,45; 0S: 0,48; BO: 0,65; GP: 0,76; MO: 0,88. Cuando realizamos el analisis microanaliti-
co observamos que todas las particulas dseas de relleno poseian una concentracion de Ca menor al control.
Por otra parte, MO presentd una concentracién de P estadisticamente superior con respecto a las demas
particulas dseas y al control. La relacién Ca/P mostré ser estadisticamente menor en MO con respecto a los
demads grupos experimentales.

Conclusiones: La caracterizacién morfoldgica y quimica de las particulas 6seas de relleno permitié conocer
con mayor precisién el tamafio de las particulas 6seas asi como la concentracion de Ca y P presente en
las mismas, datos que utilizados junto a otras valoraciones clinicas permitiria obtener un tratamiento de
regeneracion dsea guiada mas efectivo en odontologia.

Abstract

Purpose: To perform a morphometric and chemical analysis of different bone graft materials used for
guided bone regeneration treatments in dentistry.

Methods: allogenic bone graft (OS, UNC and MO), xenogenic bone graft (BO) and alloplastic bone graft
(GP), were analyzed. The bone tissue obtained from retained teeth surgery was used as a control. The
morphometric analysis of particles was performed by using a stereoscopic magnifying glass and the
average particle size was determined. Besides, X-ray dispersive energy microanalysis (EPXMA) was used
in the chemical analysis. Bone graft particles were freeze dried, coated with carbon and analyzed in a
scanning electron microscope in order to quantitatively determine (mmol/kg) the elements Ca and P. Ca/P
ratio was determined for each experimental group.

Results: Morphometric analysis showed that the mean bone particle size (mm) in increasing order
was: UNC: 0.45; OS: 0.48; BO: 0.65; GP: 0.76; MO: 0.88. Microanalytical analysis showed that the Ca
concentration in different experimental groups is less than the control. On the other hand, MO presented
a statistically higher concentration of P than the other particles and the control. Ca/P ratio was statistically
lower in MO compared to the other experimental groups.

Conclusions: The morphological and chemical characterization of the bone particles allowed to know with
greater precision the particle size, as well as the concentration of Ca and P present in them, data that should
be used together with other clinical evaluations for guided bone regeneration treatments in dentistry.
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INTRODUCCION

Cuando se realiza una exodoncia, en el hueso alveolar se
produce una disminucidon de volumen que se caracteriza por
cambios dimensionales en sentido vertical y horizontal, los
cuales se desarrollan principalmente en los primeros 3 meses
(1,2). En vista a estos cambios dimensionales, actualmente se
implementan técnicas de regeneracion 6sea guiada en el alveo-
lo, con la finalidad de intentar reducir estos cambios. La técni-
ca de regeneracion dsea guiada consta de la utilizacion de tres
herramientas basicas: células osteoprogenitoras, biomateriales
osteoconductores y la presencia del factor de osteoinduccion
mediado por los factores de crecimiento (3-5).

Dentro de los biomateriales osteoconductores utilizados en
la técnica de regeneracion ésea guiada se encuentran las parti-
culas éseas para relleno de cavidades éseas. En este sentido, las
particulas dseas tienen diferente origen, y se clasifican en autdlo-
gas, alogénicas, xenogénicas y aloplasticas o sintéticas. Las parti-
culas éseas autdlogas, provienen del hueso obtenido del mismo
paciente, y presenta como ventaja su caracter osteoinductivo y
osteoconductor; mientras que su desventaja radica en que la téc-
nica necesita un sitio dador que genera morbilidad postoperato-
ria y ademas existe una limitacion en la cantidad de particulas de
relleno que se obtiene. Para superar estas desventajas, hoy dis-
ponemos de particulas alogénicas, que son particulas dseas que
provienen de la misma especie, pero de diferente individuo, o las
xenogénicas que se obtienen de diferentes especies; ambas son
sometidas a un procesado especial para eliminar la capacidad an-
tigénica y poseen una gran capacidad osteoconductora. Por ulti-
mo, se encuentran las particulas aloplasticas o injertos sintéticos,
las cuales se obtienen a partir de procesos de sintesis quimica
y estan constituidas a base de hidroxiapatita, fosfato tricalcico ¢
vidrio bioactivo; su funcidn, al igual que las anteriores, es poseer
una importante capacidad osteoconductora (6—10).

En odontologia regenerativa, dos premisas fundamentales
deben ser tenidas en cuenta, por un lado, la comprensién de la
estructura histoldgica que se pretende regenerar, y por otro, el
conocimiento en profundidad de los biomateriales utilizados
en el proceso terapéutico (11). En este sentido, las particu-
las dseas de relleno deben tener como propiedades comunes
el ser biocompatibles y biorreabsorbibles en el tiempo, para
cumplir con su funcidn de guiar o conducir y no alterar el nor-
mal funcionamiento del tejido éseo que se pretende regene-
rar. El caracter biorreabsorbible estda muy vinculado al tamafio
de particula, por tal razén es fundamental conocer con preci-
sion este aspecto de los biomateriales a utilizar. Por otro lado,
las particulas alogénicas, xenogénicas y las aloplasticas son
sometidas a distintos procesamientos durante su elaboracion,
lo que podria ocasionar modificaciones en su composicidén
quimica. Si bien, se han realizado caracterizaciones quimicas
de distintas particulas éseas de relleno (12,13), no han sido
valorados hasta el momento las mismas bajo la modalidad del
microandlisis por energia dispersiva de rayos X (EPXMA). EPXMA
constituye una técnica valiosa para estudiar la composicidon quimi-
ca de una muestra de manera cualitativa y cuantitativa, de forma
simultdnea a su observacidn microscépica. En este sentido dicha
técnica sobre tejidos duros estd ampliando el conocimiento de
los diferentes grados de mineralizacién de una muestra (14-16).

El objetivo de este trabajo ha sido realizar un andlisis morfo-
métrico y de la composicién quimica de distintas particulas dseas
de rellenos utilizadas para tratamientos de regeneracidon osea
guiada en odontologia.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de muestras

Las muestras analizadas fueron particulas dseas de re-
lleno del tipo alogénicas como MinerOss® (MO) (BioHorizons,
Birmingham, AL, Estados Unidos) (Granulometria: 0,5 mm a

Caracterizacion morfométrica y quimica de particulas éseas

1 mm), Ostium® (OS) (Fundacién Biotar, Santa Fé, Argentina)
(Granulometria: 0,25 mm a 1,68 mm) y Matriz Osea UNC®
(UNC) (Laboratorio de Hemoderivados de la Universidad Na-
cional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina) (Granulometria: 0,2
mm a 1mm). También se utilizaron xenogénicas como Bio-
Oss® (BO) (Geistlichpharma AG, Wolhusen, Suiza)(Granulo-
metria: 0,25 a 1 mm) y aloplasticas como GenPhos® (GP) (Ge-
nius, San Pablo, Brasil)(Granulometria: 0,5mm a 0,76mm).
Como control se utilizdé tejido dseo humano obtenido de
cirugia de dientes retenidos intradseos. Los fragmentos de
tejido éseo control, una vez obtenidos fueron lavados con
agua bidestilada y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente en placa de petri y se sometié al procesamiento
para el microandlisis por energia dispersiva de rayos X que ha
sido descrito mas abajo.

Analisis morfométrico

El andlisis morfométrico de cada una de las muestras se rea-
liz6 mediante una lupa estereoscopica Olympus® (Tokio, Japdn)
para observar morfologia superficial de las particulas de relleno.
El estudio se realiz6 con un aumento de 50X. Posteriormente me-
diante el programa Image Pro® se obtuvo el didametro de cada
una de las particulas que integraban la muestra. Se analizaron 60
particulas por grupo experimental y se obtuvo una media con su
desviacién estandar, error tipico, valores maximos y minimos. Se
aplicé el Test de Student para comparar medias y contrastar gru-
pos de estudio en relacién al diametro equivalente de las parti-
culas asumiendo como estadisticamente significativo un p< 0,05.

Microanalisis por energia dispersiva de rayos X (EPXMA)

Para el estudio microanalitico las muestras fueron crio-
desecadas en un aparato FreezedrierEmitech K 775 (Emitech,
Watfor, UK) durante un total de 17 horas. Posteriormente, las
muestras se montaron sobre un portamuestras de aluminio de
12 mm de didmetro, usando como adherente un doble adhesivo
de carbon. Finalmente, las muestras fueron recubiertas con una
capa de carbdn mediante un evaporador (Emitech, Watford, UK)
utilizando hilo de grafito.

El estudio microanalitico se llevd a cabo utilizando un Mi-
croscopio de Barrido Philips XL 30 (Philips Electronics NV, Eintho-
ven, Netherlands) cuyas constantes fueron: voltaje= 15 kV, an-
gulo de superficie= 359, spot size= 500 nm, dngulo de percep-
cién= 61.34°. Para el andlisis cuantitativo se utilizé6 un detector
EDAX DX-4 (EDAX, Eindhoven, Holanda) cuyos parametros ana-
liticos fueron: aumento: 40000X, cuentas por segundo= 1200 y
tiempo de acumulacidn de cuentas: 50 segundos. En el analisis
se detectaron los elementos Cay P y se determiné las cantidades
en mmol/kg de esos elementos. Para este estudio se analizaron
sales estandar de Cay Py se utilizé la razén pico/fondo como mé-
todo de cuantificacién (14-16). Asimismo, se analizé la relacién
Ca/P de cada grupo experimental. Los resultados obtenidos en
este estudio fueron representativos del analisis de 15 particu-
las dseas por grupo experimental. Para determinar distribucion
normal de datos de los diferentes grupos, se realizo la prueba no
paramétrica de Kolmogorov-Smirnov. Luego se aplicé el Test de
Student para comparar medias y contrastar grupos de estudio en
relacion a la cantidad de Cay P.

RESULTADOS
Andlisis morfométrico.

Los resultados obtenidos del andlisis morfométrico para
las distintas particulas 6seas de relleno, muestran que las par-
ticulas de mayor tamafio en su valor medio fueron las de MO
(0,88 mm), con una diferencia significativa sobre GP (0,76 mm)
y esta a su vez sobre BO (0,65 mm). Las particulas mas peque-
fias en su valor medio fueron OS (0,48 mm) y UNC (0,45 mm)
cuya diferencia entre ellas no fue significativa (Tabla 1 Ay B).
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A Estadisticos generales. Variable: Diametro Equivalente (mm)
Material N Media el tlp'. il Desv. tip. Minimo Maéximo
media
Ostium® 60 0,48 0,033 0,24 0,13 1,21
Bio-Oss® 60 0,65 0,029 0,23 0,16 1,28
MinerQOss® 60 0,88 0,038 0,29 0,27 1,46
UNC® 60 0,45 0,029 0,23 0,15 1,24
GenPhos® 60 0,76 0,037 0,30 0,35 1,42
B Test de Student
Ostium® Bio-Oss® MinerOss® UNC® GenPhos®
Ostium® <0,001 <0,001 0,462 <0,001
Bio-Oss® <0,001 <0,001 <0,001 0,023
MinerOss® <0,001 <0,001 <0,001 0,022
UNC® 0,462 <0,001 <0,001 0,001
GenPhos® <0,001 0,023 =0,022 <0,001

Tabla 1. A) Tabla de estadisticos generales expresadas en mm para todas las particulas de relleno analizadas. B) Contrastes estadisticos entre
distintos grupos experimentales a través del Test de Student. Los valores expuestos en rojo son los estadisticamente significativos (p<0,05).

Microandlisis por energia dispersiva de rayos X (EPXMA).

Los resultados microanaliticos cuantitativos procedentes
de las particulas éseas de relleno y controles se expresan a
continuacién: los valores medios de Ca, en fraccidon de peso
(mmol/kg) fueron para: Control= 24,09; BO= 13,87; GP=22,97;
MO0=10,65; OS= 20,73; UNC= 18,79; (Figura 1). Por otra par-
te, los valores medios para P fueron: Control= 13,14; BO=
7,04; GP=11,93; MO= 19,52; 0S= 11,25; UNC= 10,68 (Figura
1). Cuando se realizé el andlisis estadistico del Ca, todas las
particulas éseas menos GP poseen una concentracién de Ca
estadisticamente menor al control. Por otra parte, entre las
particulas 6seas de relleno no se encontré diferencias signifi-
cativas entre GP y OS, y entre OS y UNC (Tabla 2). En relacién
al analisis estadistico del P, con respecto al control se observo
que las Unicas particulas con valores superiores y estadistica-
mente significativos fueron las de MO. Por el contrario, las de-
mds mostraron valores inferiores al control, aunque GP fue el
Unico que no mostroé diferencia estadistica. Al realizar el con-
traste estadistico de P en las distintas particulas dseas de los
grupos experimentales se observé que entre GP y OSy entre OSy
UNC no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 2). Por otra parte, el andlisis de la relacién Ca/P evidencid
un comportamiento similar en todos los grupos experimentales
con respecto al control, a excepcion de MO cuya relacion Ca/P fue
estadisticamente menor (Figura 2).
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Control Bio-Oss® GenPhos® MinerOss® Ostium® UNC®
Control - <0,001 0,406 <0,001 <0,001 <0,001
Bio-Oss® <0,001 - <0,001 =0,00372 <0,001 <0,001
GenPhos® 0,406 <0,001 ——-- <0,001 0,0874 0,00586
MinerOss® <0,001 0,00372 p<0,001 --- <0,001 0,001
Ostium® <0,001 <0,001 0,0874 <0,001 - 0,0539
UNC® <0,001 <0,001 0,00586 <0,001 0,0539 -
6sforo Control Bio-Oss® GenPhos® MinerQOss® Ostium® UNC®
Control - <0,001 =0,233 <0,001 0,00784 0,00263
Bio-Oss® <0,001 ---- <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
GenPhos® 0,233 <0,001 ---- <0,001 0,469 0,218
MinerOss® <0,001 <0,001 p<0,001 - <0,001 <0,001
Ostium® 0,00784 <0,001 0,469 <0,001 - 0,394
UNC® 0,00263 <0,001 0,218 <0,001 0,394 -

Tabla 2. Contrastes estadisticos entre distintos grupos experimentales a través del Test de Student. Los valores expuestos en rojo son los

estadisticamente significativos (p< 0,05).

Los resultados de la relacidn Ca/P en los distintos grupos
experimentales son para Control (1,83), GP (1,92), OS (1,84),
UNC (1,81), BO (1,96), MO (0,54). Asimismo, se exponen los
resultados en porcentajes en la figura 2. En la misma se ob-

los grupos experimentales a excepcion de MO que muestra
una mayor concentracion de P. Cuando se realiza el contraste
estadistico entre los grupos experimentales, el Unico que evi-
dencia una diferencia estadisticamente significativa es MO

serva que existe una mayor concentracién de Ca en todos (Tabla 3)

Control Bio-Oss® GenPhos® MinerOss® Ostium® UNC®
Control ———- 0,313 0,348 <0,001 0,952 0,451
Bio-Oss® 0,313 -—-- 0,661 <0,001 0,219 0,0469

GenPhos® 0,348 0,661 -—-- <0,001 0,317 0,171
MinerOss® <0,001 <0,001 <0,001 -—-- <0,001 <0,001
Ostium® 0,952 0,219 0,317 <0,001 ---- 0,430
UNC® 0,451 0,0469 0171 <0,001 0,430 -

Tabla 3. Contraste estadistico para la relacion de Ca/P mediante Test de Student. Los valores expuestos en rojo son los estadisticamente

significativos (p< 0,05).

Actualidad Médica - Nimero 809 - Enero/Abril 2020

Pdginas 12 a 17



Ferrer et al.

DISCUSION

En nuestro trabajo ha sido posible caracterizar la com-
posicion quimica de distintas particulas déseas de relleno
utilizadas en tratamientos de regeneracién dsea guiada en
odontologia, mediante la utilizacion de EPXMA. La técnica
de EPXMA ha sido seleccionada en este trabajo ya que po-
sibilita obtener mediciones precisas de elementos quimicos
involucrados en los procesos de mineralizacion de distintos
tejidos duros (14-20), superando a los andlisis cualitativos y
semicuantitativos (12,13).

Cuando realizamos la caracterizacion quimica de las par-
ticulas de relleno con EPXMA, observamos que las mismas po-
seian Ca y P, aunque con algunas variaciones con respecto al
control. Se conoce que estos dos elementos estan vinculados
a distintos procesos metabdlicos del organismo, pero en espe-
cial al proceso de mineralizacién (21-23). El utilizar particulas
dseas de relleno similares al tejido 6seo en las técnicas de re-
generacion 6sea guiada, permitiria incorporar dos elementos
quimicos sujeto de ser biodisponibles para el metabolismo de
calcio-fésforo durante los procesos de regeneracidn dsea (24).
Cuando realizamos el analisis cuantitativo con EXPMA, se ob-
servo que existian valores mas bajos de Cay P en las particulas
dseas alogénicas y xenogénicas con respecto al control, mien-
tras que las particulas éseas aloplasticas no evidenciaban di-
ferencias significativas. Estos datos podrian estar relacionados
con los tratamientos de elaboracidn, que en caso de las alogé-
nicas y xenogénicas involucran la liofilizacidn, desmineraliza-
cion y desproteinizacion dependiendo el tipo de relleno que
se trate (25-27). Cuando se analizé la relacién Ca/P se observo
que no existia diferencias significativas entre la mayoria de las
particulas éseas con respecto al control, a excepcién de MO
gue poseia una relacién Ca/P significativamente menor. Cono-
cer la relacién Ca/P de las particulas dseas es trascendental
en los procesos regenerativos, ya que relaciones 6ptimas
permitirian una correcta adhesion de osteoblastos a las par-
ticulas (17,28,29). Se ha descrito que las particulas éseas xe-
nogénicas injertadas en elevaciones de piso de seno maxilar
poseen mayores concentraciones de Ca y una relacién Ca/P
mayor (1,9) que el tejido 6seo regenerado alrededor de las
particulas (1,4) (30). En el mismo sentido, estudios que han
utilizado particulas de CaS para elevacidon de piso de seno,
observaron mayores concentraciones de Ca y una relacion
Ca/P mayor (8,5) que la zona mineralizada que se produce
alrededor de la particula (1,63) (31). La diferencia en la con-
centracién de Ca encontrado por los autores entre las parti-
culas y el tejido circundante a las mismas difiere de nuestros
resultados y pueden ser explicado por varias razones, por un
lado, el modelo experimental usado fue in vivo, en segundo
lugar, el método de medicién fue la espectrometria por ener-
gia dispersiva de rayos X y por ultimo el tejido con el que se
comparan los resultados es un tejido 6seo inmaduro o sea un
tejido éseo regenerado reciente. Sin embargo, podria ayudar
a explicar los bajos niveles de la relacién Ca/P en MO, y poder
especular que quizds estamos en presencia de particulas de
relleno de tejido dseo inmaduro. Esta ultima explicacion esta-
ria respaldada por estudios realizados mediante EPXMA donde
analizaron tejido dseo regenerado después de un tratamiento
de regeneracion tisular guiada de hueso alveolar mandibular
en la zona anterior en un paciente joven. En el mismo, se ob-
servé que la relacidn Ca/P fue de 1,53, relacidn esta que esta
vinculada a la hidroxiapatita de un tejido dseo regenerado jo-
ven teniendo en cuenta que la relacion Ca/P en esos huesos
suele ser inferior a 1,67 (18). Por otra parte, aquellas particu-
las dseas de relleno que posean mayor concentracion de Ca
y P, serian las 6ptimas en los tratamientos de regeneracién
6sea, ya que como lo describen diversos estudios se sugiere
que habria una gradual difusién de Ca y P desde el biomaterial
injertado a la zona de nueva formacion de tejido éseo (30,32).
Sin embargo, la biodisponibilidad depende del proceso de bio-
degradacion del material, y algunos autores han demostrado
que las particulas dseas alogénicas, xenogénicas y aloplasticas
presentan una lenta reabsorcién al compararla con las particu-
las autdlogas (33). En el caso de las particulas aloplasticas que
contienen B-TCP, su proceso es mas rapido (34).
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Respecto al anélisis morfométrico llevado a cabo en nues-
tro estudio, se observé que las particulas de relleno poseian
tamafios medios entre 0,45 mm y 0,88 mm. Se ha demostrado
que tamanos de particulas menores a 1 mm en rellenos auté-
logos y alogénicos permiten una buena actividad de células
del tipo osteoclastos (35,36). Asimismo, cuando comparamos
los valores medios del tamafio de particulas observamos que
UNC y OS poseian el tamafio de particulas mas pequeno que
los demds grupos experimentales y esa diferencia fue esta-
disticamente significativa. Algunos autores han determinado
que particulas de relleno alogénicas de un tamafo de 0,3 a
0,09 mm favorece la regeneracién dsea al facilitar una rapida
vascularizacién, mayor actividad osteoclastica/osteoblastica y
formacion de nuevo tejido éseo si se lo compara con particulas
que llegan hasta 0,8 mm (37). En este sentido, si analizamos
nuestros resultados desde la perspectiva de la biodegradacion
y biodisponibilidad de Ca y P, el menor tamafio de particula
permitiria una mdas rapida incorporacion de Cay P por parte de
las células en los procesos regenerativos.

CONCLUSION

La caracterizacién morfoldgica y quimica de las particulas
Oseas de relleno permitid conocer con mayor precision el ta-
mafio de las particulas éseas evaluadas, asi como la concentra-
cion de Cay P presente en las mismas. Las particulas de relleno
gue posean altas concentraciones de Ca y P y de tamafios mas
pequeiios, permitirian una mayor biodisponibilidad de estos
elementos en los procesos regenerativos 6seos. Sin embargo,
esos datos deben ser valorados junto a otros parametros clini-
cos para obtener el tratamiento mas apropiado en los proce-
sos de regeneracién ésea guiada en odontologia.
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