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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es desarrollar un méto-
do de sintesis de matrices para ingenieria de tejidos, ca-
paces de acelerar los procesos reparativos y disminuir el
riesgo de infeccion, destinadas a cirugias reconstructivas
que involucren el tejido 0seo. A este fin se emplea la fase
mineral de hueso bovino, la hidroxiapatita, conservando
su estructura tridimensional. Esta se obtiene a partir de un
proceso de lavado quimico, seguido de un proceso térmico
que elimina todos los componentes organicos. Esta matriz
es modificada superficialmente con 6xido de zinc (ZnO),
elemento reconocido por su accién en diversos procesos
biolégicos y su accién antibacteriana. El procedimiento
involucra la intrusién de dispersiones de ZnO en solucién
de alcohol-1,2,3 propanotriol, efectuadas en un bafio tér-
mico y el ulterior sinterizado a alta temperatura. El grado
de fijacién y la concentracion del Zn sobre la matriz de
hidroxiapatita se determinan por medio de microscopia
electrénica y espectrometria en energias. La difraccién de
rayos X muestra que la incorporacién de los iones de Zn
en la superficie forma fosfatos de Zn. El original proceso
desarrollado permite modificar, en forma sencilla, injertos
dseos sintéticos, otorgando capacidad antibacteriana y os-
teoproliferativa al sustrato osteconductor.
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ABSTRACT

The aim of this study is to develop a method of matrix
synthesis for tissue engineering, capable of accelerating
reparative processes and reducing the risk of infection,
destined to reconstructive surgeries involving bone tissue.
For this purpose the bovine bone mineral phase, hydroxya-
patite, was used while retaining its dimensional structure.
This is obtained from a chemical wash process followed
by a thermal process that removes the entire organic com-
ponents. This matrix is superficially modified with zinc
oxide (ZnO), element known for its action in various bio-
logical processes and its antibacterial action. The proce-
dure involves the intrusion of ZnO dispersions in alcohol
solution-1,2,3-propanetriol, made in a thermal bath and
the subsequent high temperature sintering. The degree of
attachment and the Zn concentration on the hydroxyapati-
te matrix is determined by electron microscopy and energy
spectrometry. X-ray diffraction shows that the incorpora-
tion of Zn ions in the surface forms Zn phosphates. The de-
veloped original process allows modifying in a simple way
synthetic bone grafts, by providing antibacterial and osteo-
proliferative properties to the osteoconductive substrate.

KEY worbDs: Tissue engineering. Hydroxyapatite.
Scaffolds. Zinc.

Introduccion

La regeneracion dsea involucra una serie de complejos
e intrincados eventos bioldgicos que implican sefiales mo-
leculares, factores de crecimiento y células en el sitio de la
lesién.! La ingenieria de tejidos para este fin utiliza matri-
ces degradables (scaffolds) para promover la regeneracién
del hueso. Estas matrices deben poder ser reemplazadas
por el tejido del huésped, deben ser porosas para permitir
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la vascularizacién y no deben producir una respuesta in-
munogénica en el paciente.?

La hidroxiapatita (HA; Ca, [PO,],[OH],) es un bio-
material ampliamente utilizado para reemplazo del teji-
do 6seo, debido a su excelente biocompatibilidad.? Este
fosfato de calcio es el elemento constituyente inorgdnico
principal del tejido 6seo y, a su vez, es el reservorio mas
importante de calcio y fésforo del organismo. Una matriz
biodegradable basada en este biomaterial, con macro y
microporosidad interconectadas similares a las del tejido
0seo, otorga un microambiente adecuado para su vascula-
rizacién y la ulterior regeneracién del tejido.?

El zinc (Zn) es conocido por sus propiedades antibac-
terianas y es un elemento metdlico indispensable para la
proliferacién celular y el remodelado de la matriz extrace-
lular.*’7 La evidencia actual sostiene que el Zn desempefia
un papel importante en la mineralizacién:®!3 actia como
catalizador de las metaloproteinasas de la matriz para su re-
modelado, induce a la apoptosis a los osteoclastos maduros
e inhibe su formacién, y estimula la proliferacién de oste-
oblastos.” Estas propiedades convertirfan al Zn en un ele-
mento que aceleraria el proceso reparativo del tejido dseo.

Los antecedentes referidos motivan este trabajo preli-
minar, que propone la sintesis de una matriz de estructura
tridimensional modificandola superficialmente con Zn.
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La técnica propuesta involucra la intrusién de una disper-
sién organica de particulas de ZnO en la matriz, a fin de
lograr su anclaje superficial y, luego, fomentar la unién
quimica del compuesto con la HA mediante un proceso de
tratamiento térmico a alta temperatura (sinterizado).

Materiales y métodos

Fabricacion de las matrices

La preparacién de las matrices se realizé a partir de hueso
esponjoso fresco de 5 cabezas femorales bovinas, que fueron
cortadas en cubos de 15 x 10 x 10 mm?. Se prepararon 50 piezas
para ser divididas posteriormente en cinco grupos de acuerdo
con la temperatura de sinterizado (900, 1000, 1100 y 1200°C) y
un grupo sin tratamiento. Las muestras fueron sometidas a se-
cuencias reiteradas de lavados con soluciones acuosas de 4cido
acético y perdxido de hidrégeno al 1% (en peso) en agua bidesti-
lada (Quimica Oeste, Argentina) y enjuagues en agua bidestilada
pura, a fin de desengrasar y evitar la fijacién de hemoglobina al
hueso. Estas piezas fueron secadas en estufa y llevadas a un horno
eléctrico (ORL, Argentina) para el pirolizado lento (10°C/min) de
los restos organicos bajo flujo de aire, hasta alcanzar 900°C, tem-
peratura mantenida durante 2 horas, hasta obtener cubos de hueso
blanco y libre de cualquier mancha de color (Fig. 1).

- o ale, W L. -

Figura 1. Micrografia de la matriz natural de hidroxiapatita, microscopia electrénica de barrido, aumento x300. Margen superior de-

recho: Imagen macroscépica con las dimensiones de la matriz. Debajo: Espectro resultante del andlisis elemental con espectrometria
dispersiva en energia, donde se evidencia la presencia de calcio y fésforo, elementos constituyentes de la hidroxiapatita.

-
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Preparacion de la dispersion con particulas de ZnO

Se prepararon 500 ml de una dispersién de particulas ZnO,
de tamaiio inferior a 2 um (Anedra, Argentina) y concentracion
del 2% (en peso), en una solucién orgdnica, constituida por una
solucién de 50% (en peso) de propanotriol (C,H,O,) (Saporiti,
Argentina) y agua bidestilada (Quimica Oeste, Argentina). La
homogeneidad y la estabilidad de la dispersién fueron manteni-
das un vaso de precipitado por medio de un agitador magnético
(Decalab, Argentina) a 100 rpm y a 90°C.

Preparacion de la matriz funcionalizada

Las matrices de HA fueron inmersas en una solucién de 4cido
fosférico (Quimica Oeste, Argentina) al 30% durante 20 segun-
dos, a fin de generar una superficie mds reactiva (con enlaces
quimicos libres), y enjuagadas en agua bidestilada (para eliminar
los fosfatos solubles). Luego, las matrices fueron inmersas en la
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dispersion de particulas de ZnO, que es mantenida a 90°C bajo agi-
tacion, durante 20 segundos. Finalmente, los cubos fueron secados
en estufa y sometidos a calentamiento lento (5°C/min), hasta las
temperaturas de sinterizado a 900, 1000, 1100 y 1200°C en aire,
donde permanecieron durante 2 horas.

Microestructura, composicion quimica local y
andlisis de fases

La microestructura y la composicién quimica local fueron
analizadas por medio de un microscopio electrénico de barri-
do (Philips 505, Alemania) y con un espectrometro de rayos
X (EDX, EDAX 9100, Alemania), respectivamente. Las fases
cristalinas de las matrices modificadas superficialmente fueron
determinadas por difraccién de rayos X (XRD, Rigaku, Japén),
empleando radiacién de Cu, (A =0,1542 nanémetros) con filtro
de Ni, utilizando un goniémetro vertical con un dngulo de barri-
do 26 de 20-70° y con un paso de 0,2°.

Figura 2. Micrografia de la pared de la matriz tridimensional de hidroxiapatita para ingenieria de tejido 6seo. Se observa
la distribucién uniforme de las particulas de ZnO, microscopia electrénica de barrido, aumento x1000. Margen superior izquierdo:
Espectro resultante del andlisis elemental con espectrometria dispersiva en energia, que evidencia la presencia de calcio,
fésforo y zinc sobre la superficie.
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Figura 3. Difraccién de rayos X, donde se puede evidenciar la formacién de compuestos hidratados y no hidratados de fosfato
de zinc sobre la superficie de la matriz para ingenieria de tejido 6seo. Margen superior derecho: Microscopia electronica de barrido,
aumento x500. Se observan las matrices modificadas en la superficie. Margen derecho al centro: Espectro resultante del analisis
elemental con espectrometria dispersiva en energia, que evidencia la presencia de calcio, fésforo y zinc.

Resultados

Las observaciones de las matrices en el microscopio
electrénico de barrido exhiben un tamaiio de poro de hasta
350-500 pm, integrando una estructura tridimensional de
porosidad interconectada. Los grupos de matrices sinteri-
zadas a 900, 1000, 1100 y 1200°C no muestran diferen-
cias sustanciales en la incorporacién y distribucion, rela-
tivamente uniforme, de las particulas con Zn de acuerdo
con las comparaciones efectuadas con microscopia elec-
trénica de barrido con la muestra sin tratamiento térmico.
La concentraciéon promedio de Zn, medida por espectré-
metro de rayos X, en varias regiones de 100 x 100 pum?
de cada tipo de matriz resulta (1,01 + 0,11)% (en peso)
(Fig. 2). Sin embargo, la diferencia entre las muestras
sinterizadas con la no sinterizada radica en la capacidad
de fijacién de las particulas al sustrato de la matriz. El
tratamiento térmico logra este objetivo por medio de la re-
accion en estado sélido del ZnO con la HA, formando un
compuestos identificados como fosfatos de Zn hidratado
[Zn,(PO,),.4H,0] y no hidratado [Zn, (PO,),], ademds de
la matriz de HA, de acuerdo con el analisis de difraccién

de rayos X efectuado sobre las matrices de cada una de las
temperaturas de sinterizado (Fig. 3). Esto marca una dife-
rencia con las matrices no sinterizadas, que solo exhiben
el ZnO sobre la matriz de HA.

Discusion

El método propuesto permitié lograr una distribucién
relativamente uniforme de las particulas con Zn sobre las
paredes de los poros de la matriz para ingenieria de te-
jidos, garantizando su unién quimica con el sustrato. El
sinterizado ha permitido la formacién de una nueva fase,
el fosfato de Zn [Zn, (PO,),] o su forma hidratada [Zn,
(PO,),.4H,0], conocida como hopeita o parahopeita,'*'?
que es anclada en la superficie de la matriz, preservando
la arquitectura y la estructura cristalina de la HA. Estos
fosfatos son perfectamente biocompatibles, solubles en
medio fisiol6gico'® y cuentan con una disponibilidad bio-
l6gica mayor que la alcanzada con procesos de sintesis
quimica, que incorporan al Zn dentro de la estructura cris-
talina de la HA, y no en la superficie. Esta caracteristica
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limita seriamente la disponibilidad biolégica de los iones
Zn*%, debido a la conocida baja solubilidad de la HA en
el organismo.

La sintesis quimica se basa en la coprecipitacién de
precursores de iones de Ca*’, PO,? y Zn*, proceso que
depende del pH, la temperatura y el tiempo de reaccién
en soluciones acuosas,'>'® donde el Zn*? entra en la celda
cristalina de la HA por medio de la sustitucién de iones
de Ca*? por iones de Zn*? (energéticamente desfavorable y
del orden de 0,01% molar) y la ocupacién de vacancias de
Ca*2.!7 Los procesos de sintesis quimica solo permiten la
obtencion de productos granulados sin estructura porosa.
Esto es diferente de lo que ocurre con el sinterizado, don-
de se produce una reaccién quimica de estado sélido, que
favorece la unién quimica del Zn*? a los iones PO4’3, me-
diada por la difusién atémica y la descomposicion térmica
parcial de la HA. Esta reaccion ocurre solo en los cristales
superficiales de la matriz, preservando la estructura poro-
sa tridimensional, lo que resulta ventajoso desde el punto
de vista bioldgico.

El método de sinterizado, ademds, permite ajustar la
concentraciéon de Zn, la cual depende de la preparacion
de la dispersién. En la elaboracién de la matriz modifica-
da superficialmente, se obtuvo una concentracién de Zn
(1,01 = 0,11)% (en peso). En los procesos quimicos, en
cambio, la concentracion de Zn estd limitada por la este-
quiometria de la HA, caracterizada por una fraccién molar
de Ca/P préxima a 1,67. De este modo, la incorporacién
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de Zn en la fracciéon molar (Ca+Zn)/P conduciria a un
contenido molar de Zn inferior al 11,6%,'7'® que equivale
a un maximo de 2,5% en peso de la HA. La importancia
de la concentracidn radica en que, segln esta, variard su
efecto biolégico. Concentraciones inferiores al 1,5% per-
miten la diferenciacion de osteoblastos y su proliferacion,
mientras que su incremento produce citotoxicidad en el
tejido.!%%

En la actualidad, no hay productos comerciales que ex-
presen estas caracteristicas, por lo que estos resultados
muestran un proceso efectivo de sintesis haciendo uso de
un material de origen natural, abundante en nuestro pafs,
que provee un sustrato adecuado, a bajo costo. El paso
futuro implicaria el ensayo bioldgico que corrobore la po-
tencialidad de esta matriz para ingenieria de tejidos.

Conclusion

El presente trabajo demostré la capacidad de implemen-
tar, en forma sencilla, un método de sintesis de matrices
tridimensionales, modificadas con Zn, con potenciales
propiedades osteoconductoras, antimicrobianas y acelera-
doras del proceso reparativo del tejido 6seo. Este resul-
tado es alentador a la hora de proponer un material de
reemplazo éseo que disminuya el riesgo de infeccién y
tenga una elevada bioactividad, en comparacién con los
biomateriales disponibles en la actualidad.
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