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  Presentación 

 
  La biomineralización es el proceso de deposición de minerales en una forma organizada en la matriz extra o intracelular de organismos vivos para generar tejidos mineralizados altamente funcionales. 

 
  Con base en una búsqueda reciente en la literatura de textos universitarios no existe un libro que fundamente el fenómeno de la biomineralización para estudiantes que inician su formación en pregrado, como tampoco para quienes deben tomar cursos básicos de posgrado en ciencias biomédicas u odontológicas. Con el objetivo de responder a esta necesidad, la línea de investigación sobre defectos del esmalte dental del grupo de investigación UNICA (Unidad de Investigación en Caries), presenta este libro de texto con los fundamentos, los mecanismos y una breve mención de las aplicaciones clínicas. 

 
  Los dos primeros capítulos tratan sobre la naturaleza del mineral similar a la hidroxiapatita depositada en la matriz extracelular mineralizante y los mecanismos propuestos en las teorías que controlan la deposición de los cristales en los tejidos calcificados. Los siguientes capítulos sobre biomineralización del esmalte, la dentina, el cemento y el hueso hacen énfasis en el papel de las proteínas en el proceso de biomineralización, y cómo interactúa la matriz mineral con la proteica en la nucleación, crecimiento y maduración de los cristales. Cada capítulo trae una breve aproximación clínica. 

 
  El capítulo 3 presenta el proceso de biomineralización del esmalte controlado por el ameloblasto, a partir de la organización de la supraestructura molecular generada por las nanoesferas de amelogenina con otras proteínas interactivas secretadas por el ameloblasto que se localizan específicamente en el marco estructural donde ocurre la formación del cristal del esmalte. 

 
  El capítulo 4 aborda la biomineralización de la dentina como un proceso regulado por la microfibrilla de colágeno y proteínas no colágeno ácidas mediante el cual los iones calcio, ortofosfato y el fosfato de calcio inorgánico forman aglomerados de prenucleación que se agregan para formar nanopartículas de fosfato de calcio amorfo (ACP), y se localizan en las regiones intrafibrilares formando cristalitos de apatita dentro de las zonas de separación de las microfibrillas. 

 
  El capítulo 5 describe la biomineralización del cemento, el papel de las proteínas específicas y no específicas de cemento durante su formación, además de su composición como tejido maduro y su potencial utilidad terapéutica para la regeneración de las estructuras periodontales. 

 
  El capítulo 6 describe los principios generales de la organización estructural, celular, la formación y las propiedades mineralizantes del tejido óseo. Varias proteínas no colágeno interactúan con el colágeno para formar un complejo armónico, regulado y articulado que tiene como finalidad la formación de una matriz madura mineralizante para la síntesis controlada y continua de hidroxiapatita dado el proceso de remodelado óseo que se lleva a cabo en el hueso. 

 
  El libro incluye al final un apoyo al proceso de aprendizaje a través de actividades que le permiten al estudiante reforzar y profundizar aspectos básicos de la biomineralización. 
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  Introducción 

 
  El fenómeno de la mineralización de tejidos dentales y hueso incluye eventos celulares y bioquímicos regulados por células especializadas que secretan iones y proteínas a la matriz extracelular, que en conjunto orquestan para obtener un cristal organizado y diferenciado según sea dirigido por los ameloblastos, odontoblastos, cementoblastos u odontoblastos, con características similares a la hidroxiapatita. 

 
  El fenómeno de biomineralización que se describe para la formación de esmalte, dentina, cemento y hueso es explicado por teorías cuyas evidencias experimentales involucran proteínas hidrofóbicas e hidrofílicas excretadas a una matriz extracelular que en conjunto con los iones inorgánicos formarán una matriz mineralizante o una matriz preformada, según sea el tejido calcificado. La naturaleza del mineral depositado es similar, aunque en cada tejido tiene propiedades mecánicas y biológicas diferentes. 

 
  La descripción de los mecanismos y procesos de biomineralización pretenden responder a preguntas tales como: ¿Qué mecanismos controlan la deposición inicial y el ensamble de los cristales en la matriz extracelular, una matriz mineralizante en formación o una matriz ya preformada? ¿Son las proteínas amelogenina, en el esmalte y el colágeno, en cemento, dentina y hueso, las que proporcionan la plantilla y dirigen a otras proteínas e iones minerales en el ensamble, la nucleación, crecimiento y elongación de los cristales? ¿Cuál es el papel de las proteínas no amelogenina y no colágeno? ¿Se puede establecer un mecanismo común de organización molecular, ensamble, interacción proteína-proteína, proteína-ion en la interacción de la matriz mineral con la proteica en la nucleación, crecimiento y maduración de los cristales? 

 

 
 
 
 
  Capítulo 
1 
Introducción a la biomineralización de tejidos calcificados 

 
  Los organismos vivos pueden producir materiales organizados jerárquicamente con estructuras y funciones sobresalientes, tales como nácar, dientes, esqueletos y carcasas. Es importante destacar que muchas matrices orgánicas generadas por organismos vivos desempeñan un papel clave en la regulación de los procesos de formación de materiales inorgánicos, que incluye la orientación y ensamblaje de partículas, la nucleación, el crecimiento y la elongación en las tres orientaciones (altura, ancho y profundidad) de los cristales (Yao et al., 2017). 

 
  En la literatura científica algunas definiciones de biomineralización son: 

 
  	 Proceso por el cual los cristales de mineral son depositados de una manera organizada en la matriz (celular o extracelular) de organismos vivos (Boskey, 1998). 
 	 Proceso en organismos vivos que produce tejidos mineralizados funcionales (Margolis et al., 2014). 
 	 Proceso por el cual organismos vivos producen minerales (Tavafoghi & Cerruti, 2016a) 
 	 Proceso dinámico y complejo, mediante el cual los organismos vivos controlan las precipitaciones de nanocristales inorgánicos dentro de matrices orgánicas para formar tejidos biológicos híbridos únicos, por ejemplo, esmalte, dentina, cemento y hueso (Abou Neel et al., 2016). 
 	 Proceso de formación de cristales en sistemas biológicos (Cuellar-Cruz, 2017). 
 	 La biomineralización es una táctica importante mediante la cual los organismos biológicos producen minerales jerárquicamente estructurados con funciones maravillosas (Yao et al., 2017). 
 
 

 
  El proceso de biomineralización ocurre en organismos vivos, es común utilizar los términos fase inorgánica para el mineral y fase orgánica para las proteínas y otras macromoléculas involucradas. La fase mineral depositada incluye óxidos de hierro en bacterias magnéticas, silicatos de magnesio en algunos crustáceos, y más comúnmente, carbonatos de calcio y fosfatos de calcio en conchas de invertebrados y esqueletos de vertebrados. 

 
  Los organismos marinos construyen elementos esqueléticos protectores y funcionales utilizando carbonato de calcio. Estos elementos esqueléticos son biocompuestos polimorfos de carbonato de calcio que contienen proteínas afiliadas a la matriz mineral y tienen propiedades materiales como resistencia a la fractura, resistencia a la propagación de grietas, resistencia a la perforación e incluso propiedades ópticas (Evans, 2019). 

 
  En la década de los veinte se conoció que el principal componente mineral de huesos y dientes era similar a la hidroxiapatita natural; adicionalmente se partía del hecho de que las apatitas eran las principales fuentes de calcio y fósforo en la corteza terrestre. Comprender la composición inorgánica y química del cristal del mineral del hueso y del diente fue el objetivo de las primeras investigaciones en este campo. Los experimentos se hacían con saliva y se estudiaban los precipitados, encontrando hidroxiapatita carbonatada, lo que llevó a concluir que el ion bicarbonato podría estar en la estructura mineral (McConnell et al., 1961). Una de las primeras revisiones sobre la mineralización del hueso se publicó en el año 1969, en esta se da a conocer la importancia de las apatitas como fuente principal de calcio y fósforo en toda la corteza terrestre, la estructura y composición de la hidroxiapatita, al igual que su importancia en formar un tejido conectivo muy especializado, sus interrelaciones metabólicas y una primera teoría de cómo podría ser el proceso de mineralización ósea (Posner & Betts, 1969). Las técnicas analíticas modernas como espectrometría de masas, las tecnologías aplicadas al cultivo de células y de órganos, y la biología molecular, están aportando hoy al conocimiento de la biomineralización. 

 

 
  Mecanismo 

 
  Debido a las características óptimas de los biominerales, una comprensión profunda de la biomineralización es de gran importancia para el diseño biomimético y la síntesis de materiales funcionales. A la fecha, tres teorías buscan explicar cómo los iones inorgánicos son depositados junto con proteínas hidrofóbicas e hidrofílicas en una estructura funcional formando un cristal ordenado. 

 
  La teoría clásica de nucleación para la formación de biominerales cristalinos establece que es un proceso dirigido termodinámicamente y por factores cinéticos. Esta teoría supone la adición de monómero por monómero que forman complejos iónicos y luego se precipitan formando un tamaño de aglomerado crítico que inicia la nucleación, posterior a esto puede crecer mediante la adición ión por ión a la superficie (Evans, 2017). La vía clásica de formación de cristales que se estableció con base a la adición de átomos/iones, se ha aplicado ampliamente en estudios generales de cristalización de sistemas naturales y sintéticos, especialmente de coloides y semiconductores (Kashchiev, 2003). 

 
  Recientemente, esta vía clásica de cristalización ha sido objeto de revisión porque no es seguida por una variedad de organismos biomineralizantes; en cambio, muchos biominerales parecen formarse por una vía precursora amorfa. Muchos aspectos de la formación de cristales en sistemas vivos no pueden explicarse adecuadamente por la vía tradicional, dentro de estos, los tejidos calcificados dentales que son dirigidos por precursores amorfos, como el carbonato de calcio amorfo (ACC) y el fosfato de calcio amorfo (ACP). Se ha sugerido que las complejas morfologías de estos cristales biominerales naturales solo pueden explicarse mediante el uso de vías de cristalización no clásicas que utilizan complejos de múltiples iones, agrupaciones e incluso nanopartículas como unidades de biomaterialización en lugar de átomos/iones (Wouter et al., 2013). La nucleación no clásica implica grupos de prenucleación. La formación de los grupos de pre-nucleación (PNC) de iones constituyentes representan el primer paso hacia la formación de fases minerales amorfas. Los PNC son polímeros iónicos lineales en forma de cadena (1-3 nm de diámetro) que se someten a un ensamblaje adicional para convertirse finalmente en agregados de cristal altamente ordenados (Gebauer et al., 2008). 

 
  La tercera teoría propone la cristalización por unión de partículas (CPA); esta es una combinación de las dos teorías anteriores. De acuerdo con esta hipótesis, fases minerales en grupos amorfos (~102 nm de diámetro) son formados por las interacciones con grupos de iones, oligómeros, fases líquidas que llevan a ensamblar cristales (De Yoreo et al., 2015). La partícula (CPA) puede estabilizarse indefinidamente por proteínas o, puede proceder a través de un mecanismo de transformación controlado por proteínas y formar cristales sólidos (Evans, 2017; Gebauer & Cölfen, 2011). 

 
  El mecanismo general que comparten estas teorías implica células específicas, iones, proteínas y compartimentos celulares (intracelular o matriz extracelular). 

 
  	 Secreción de proteínas de matriz extracelular y de iones suficiente para generar sobresaturación o formación de complejos iónicos: AnBm → nA– + mB+ 
 	 Nucleación: es la aparición de una fase estable en el proceso de la formación de la matriz que precede la mineralización propiamente dicha. Las proteínas nucleadoras son específicas de carácter hidrofóbico, proporcionan la plantilla o secuestran iones y dirigen los iones precursores en grupos de prenucleación o amorfos en una orientación ordenada para formar la estructura inicial del cristal (Bolean et al., 2017). Durante cualquier proceso de biomineralización, proteínas predominantemente hidrofóbicas se ensamblan de manera organizada y controlan la forma y composición de una matriz mineralizante (sustancia susceptible a convertirse en tejido calcificado). En conjunto, todas estas interacciones favorecen la generación de las propiedades físicas y mecánicas del mineral en formación (Beniash, 2011). 

 	 Crecimiento y elongación del cristal que incluye la precipitación y aposición de iones o grupos amorfos sobre sitios específicos en las celdas unitarias para formar los cristalitos iniciales, que luego con mayor complejidad formarán los cristales y prismas. Se requiere la participación de proteínas hidrofílicas aniónicas de la matriz que regulan la expansión del cristal, interactúan con los cristales para inhibir o darle forma al cristal; pueden transportar o secuestrar iones. El siguiente esquema representa lo dicho anteriormente. 
 
 

 
   Figura 1 
Componentes fundamentales de formación de una matriz mineralizante 
 [image: images/img-20-1.jpg]


 
  La mineralización del esmalte se rige por el proceso de biomineralización mediada por matriz orgánica, es decir, que las proteínas del espacio extracelular controlan la iniciación, orientación, empaquetamiento y maduración de los cristales. La composición de la matriz está determinada por las actividades secretorias y de resorción de los ameloblastos, que son monitoreadas continuamente y se modifican de forma secuencial en cada etapa de la amelogénesis (Moradian-Oldak, 2012). 

 
  El proceso de biomineralización de la dentina, cemento y hueso comprende una serie de eventos iónicos y moleculares que incluyen la formación de nano-estructuras que guían el ensamblaje de los iones constituyentes de los ortofosfatos de calcio y proteínas que formarán el tejido calcificado maduro. Diferentes ensayos experimentales se han realizado con el fin de elucidar los mecanismos moleculares involucrados en la biomineralización dentinal, los cuales a su vez aplican para la formación del cemento y el hueso. En ellos se ha determinado que el colágeno ejerce una función crucial, principalmente en un estadio de la biomineralización denominado nucleación. Con el fin de comprender cómo el colágeno inicia y dirige el proceso de biomineralización de la dentina, el cemento y el hueso, se estudiarán los aspectos morfológicos y funcionales del colágeno y su interacción funcional con proteínas de diferente naturaleza que hacen parte de la matriz mineralizante en formación, hasta la maduración. Del mismo modo se estudiarán las formas de control generadas durante la formación y el crecimiento de la estructura mineralizada de los tejidos calcificados maduros dependientes de proteínas hidrofóbicas e hidrofílicas durante la biomineralización (Nudelman et al., 2013a). 

 

 
 
 
 
  Capítulo 
2 
Composición inorgánica de tejidos calcificados 

 
  La biomineralización es el proceso de deposición de minerales por los sistemas vivos. Es un fenómeno generalizado que va desde microorganismos como bacterias a formas de vida complejas, incluyendo vertebrados. Los ejemplos de estructuras biomineralizadas son abundantes en la naturaleza e incluyen costras microbianas y estromatolitos en ambientes marinos, frústulas de diatomeas, fitolitos (sedimentos hechos por plantas), exoesqueletos calcificados de corales, cutículas de crustáceos, conchas de moluscos, espinas de erizos de mar, otolitos de peces, cáscara de huevo de aves, huesos y dientes de vertebrados. Se estima que los sistemas vivos utilizan entre 60 y 70 diferentes variedades minerales, distribuidos en 10 grupos químicos (carbonatos, fosfatos, haluros, silica, oxalatos, orgánicos, sulfuros, sulfatos, citratos, óxidos de hierro y manganeso) (Furtos et al., 2015). 

 
  Los cuatro tejidos calcificados: esmalte, dentina, cemento y hueso, tienen en común un componente inorgánico cuya base es la apatita de calcio. El químico francés Joseph-Louis Proust (1754-1826) y el químico alemán Martin Klaproth (1743-1817) propusieron la apatita de calcio como el principal componente de los huesos (Dorozhkin, 2011). El término apatita deriva del griego απατείν (apatein, equivocarse, ser engañado), ya que podía ser confundido fácilmente con otros minerales como el berilio o la turmalina. El nombre de apatita fue dado por el geólogo alemán Abraham Werner en 1786, sin embargo, este mismo compuesto fue reclasificado en 1860 como fluoroapatita. 

 
  En la mitad del siglo XIX, los químicos J. Berzelius, R. Warington y R. Fresenius establecieron las fórmulas químicas para algunas apatitas de calcio y ortofosfatos de calcio. La primera fórmula química de un cristal de ocurrencia natural y transparente fue la fluoroapatita [Ca5(PO4)3F] en 1873. Diez años más tarde se describió la estructura cristalográfica de una apatita de calcio natural. En 1884 fueron descritos los análisis cuantitativos de un ortofosfato de calcio. Las primeras reacciones químicas entre los ortofosfatos y otros compuestos químicos fueron realizadas alrededor de 1890. En 1892 hay un reporte de investigación sobre la reparación en hueso (Dreesmann, 1892). Los primeros estudios sistemáticos usando ortofosfatos de calcio se realizaron a comienzos del siglo XX (Cameron & Seidell, 1904). 

 

 
  Ortofosfatos de calcio 

 
  Los carbonatos de fósforo y los fosfatos de calcio son precursores amorfos muy comunes en la formación de cristales en sistemas biológicos. Antes de la formación de cristales y los frentes de mineralización, ocurre un depósito amorfo, el cual es organizado por las proteínas nucleadoras: amelogenina en el esmalte, colágeno en el caso de dentina cemento y hueso (Yao et al., 2017). 

 
  Los ortofosfatos de calcio son compuestos de tres elementos químicos: Calcio, Fósforo y Oxígeno. El Oxígeno es el elemento químico más abundante (47 % en masa), el Calcio ocupa el quinto lugar (3,3-3,4 % de masa) y el Fósforo está entre los 20 primeros (0,08-0,12 % de masa) (Lide, 2005). El estado de oxidación del Calcio es (+2), del Fósforo (+5) y el estado de reducción del Oxígeno (-2). La mayoría de ortofosfatos en su composición química incluyen el Hidrógeno como anión ortofosfato acido derivado del ácido fosfórico [H3
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