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RESUMEN

La necesidad de un biomaterial ideal con aplicacion en la biongenieria de tejido
0seo ha generado gran interés cientifico para determinar las condiciones
superficiales mas adecuadas, especialmente en la composicibn quimica y la
topografia, que sean capaces de favorecer la actividad celular y finalmente logren
la regeneracion y/o biointegracion del biomaterial.

Este estudio comprende la sintesis y caracterizacion de ceramicas de Mg2AlO4,
asi como la evaluacién del comportamiento de las células osteoblasticas fetales
humanas en contacto con las ceramicas de Mg2AlO4 que presentan distintas
propiedades superficiales.

La sintesis de las ceramicas se realizé mediante el método de rocio pirolitico; que
ha sido utilizado eficazmente en la obtencidn de nanoparticulas y materiales
nanoestructurados; ya que es posible controlar y modificar diversas condiciones, lo
que permitio la obtencion de 5 diferentes topografias superficiales.

Para la caracterizacion de las muestras obtenidas se emplearon las técnicas de
difraccion de rayos x (XDR), microscopia electrénica de barrido (SEM) vy
microscopia de fuerza atomica (AFM).

Las ceramicas de alumina se han utilizado por décadas en implantologia dental y
ortopédica, sin embargo, su principal desventaja se debe a su caracter bioinerte,
que limita su uso en la bioingenieria tisular. Recientemente se ha propuesto que
dopar a la ceramica de alumina con cationes divalentes puede incrementar su
caracter bioactivo y con ello aumentar la posibilidad de uso en la bioingenieria de
tejido 6seo. Un catién importante en la regeneracion ésea es el Mg?* debido a que
es parte escencial de la estructura cristalina de la fase inorganica del hueso, por
ello se propuso adicionar este cation divalente a la estrcutura de la cerdmica
alimina para mejorar su biocompatibilidad, por lo que se evaluaron las funciones
celulares como la adhesion, proliferacién y diferenciacion de osteoblastos fetales
humanos sembrados sobre las muestras de Mg2AIO4 obtenidas a 400, 450, 500,
550 y 600°C por la técnica de rocio pirolitico.

En este trabajo se integra la informacion obtenida de la caracterizacion
fisicoquimica y el comportamiento de las células en contacto con las ceramicas de
Mg2AlO4 y se correlaciona con la informacién de publicaciones cientificas actuales,
evaluando la influencia de los factores en los resultados de este estudio, por lo
gue podemos determinar el uso potencial de la ceramica de Mg2AlO4 sintetizada a
600°C como un biomaterial en la bioingenieria de tejido éseo para su aplicacion en
una fase preclinica.



ABSTRACT

The need for an ideal biomaterial with applications in bone tissue engineering have
been an area of enormous scientific interest, especially to determine the most
suitable surface conditions, especially the chemical composition and topography,
which are able to promote cell activity and finally achieve the regeneration and / or
biointegration of the biomaterial.

This study involves the synthesis and characterization of Mg2AlO4 as well as
evaluating the behavior of human fetal osteoblastic cells in contact with the
Mg2AlO4 ceramic having different surface properties.

The synthesis Mg2AlO4 ceramic was performed by spray pyrolysis method; which it
has been used effectively in obtaining nanoparticles and nanostructured materials
as it enables control and modify various conditions, which allowed obtaining 5
different surface topographies.

For characterization of the all samples obtained techniques x-ray diffraction,
scanning electron microscopy and atomic force microscopy were employed.

Alumina ceramics have been used for decades in dental and orthopedic implants,
but its disadvantage, is mainly to its inert character limiting its use in tissue
engineering. Recently it has been proposed that the dope alumina ceramics with
divalent cations can increase its bioactive nature and thereby increasing the
possibility of use in tissue engineering. An important cation in bone regeneration is
Mg?* because it is an essential part of the crystal structure of the inorganic phase
of bone, therefore was proposed further this divalent cation to the backbone of the
ceramic to improve their biocompatibility and cell function, so that we evaluated
some cellular functions such as adhesion, proliferation and differentiation of human
fetal osteoblasts seeded onto Mg2AlO4 ceramic samples obtained by spray
pyrolysis technique at different temperatures (400, 450, 500, 550 and 600°C).

In this thesis work, the information obtained from the characterization, identification
of the phases and the evaluation of the behavior of cells in contact with the
Mg2AlO4 ceramic were integrated and correlated with the current scientific literature
evaluating the factors that may influence in the results of this study, we can
determine the possible use of Mg2AIlO4 ceramics synthesized at 600 ° C as a
potential biomaterial for use in bone tissue regeneration for preclinical application.
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION

A pesar del conocimiento generado acerca de las causas fisioldgicas y patologicas
que llevan al dafio y/o pérdida del tejido 6seo'? sigue siendo un reto la
regeneracion o remplazo de dicho tejido; principalmente porque los biomateriales
deben cumplir con las condiciones necesarias para biointegrarse y ser funcionales
2-6

Uno de los retos actuales es crear un ambiente mas propicio para la funcién
osteoblastica y posteriormente permitir la regeneracion y osteointegracion?37-14,
los trabajos realizados para entender estas interacciones, sugieren que los
eventos que controlan las respuestas célula-sustrato pueden delimitarse a dos
propiedades importantes: (1) las propiedades fisico-quimicas de la superficie del
biomaterial y; (Il) la topografia superficial que presenta el biomaterial®®.

La topografia superficial es la propiedad que mas atencion ha recibido por parte de
los investigadores del area de la bioingenieria de tejidos mineralizados en las
dltimas nueve décadas que se han administrado implantes bioldgicos al ser
humano. Esta propiedad puede conceptualizarse como la morfologia del sustrato
en cuanto a tamafo, forma y textura, que se considera como uno de los
parametros mas importantes que afecta la respuesta de los osteoblastos cuando
se utilizan biomateriales para sustituir o regenerar el tejido 6seo*®.

En afios recientes, con los avances en la tecnologia; las investigaciones
enfocadas a la regeneracion del tejido 6seo se han centrado en la aplicacion
biomédica de nanomateriales; en especial en sus propiedades fisico-quimicas y de
topografia superficial que presentan cuando se comparan con sus homologos en
fase convencional'’*8,

Lo anterior se debe a que el hueso es considerado como un material composito
nanoestructurado; ya que esta compuesto por una matriz organica que contiene
proteinas colagenas y no colagenas y una matriz inorganica compuesta
principalmente por cristales de hidroxiapatita que poseen dimensiones
nanomeétricas en su matriz extracelular, asi como otros minerales traza como el
Mg?*, que es indispensable para la homeostasis del tejido 6seo’?, y que ademas
es capaz de sustituir al idn calcio en sus sitios de formacién de la red cristalina sin
alterar sus propiedaes.

Mediante estudios in vitro se ha reportado que los osteoblastos son células
capaces de percibir, sensar y responder a los cambios nanotopogréficos de los
biomateriales para orientarse y que logran favorecer la migracion en estas
superficies; asi como presentar una respuesta biolégica favorable en cuanto a,
proliferacion y sintesis de proteinas de matriz extracelular como la colagena tipo
11912 y fosfatasa alcalina®2°,
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Esto ha llevado a estudiar las propiedades de los biomateriales en fase
nanomeétrica, la ceramica de alimina, se han usado por décadas en fase
convencional; debido a sus excelentes propiedades fisicas y mecanicas como la
alta resistencia a la carga y a la compresibn que han sido analizadas
anteriormente, pero presentan deficiencias asociadas a la interaccién célula-
sustrato como citoxicidad y la adhesion inicial de células fibroblasticas que
favorecen la formacion de tejido fibroso en la interfase célula-sustrato; lo que
constituye la principal causa de fracaso aséptico en la biointegracion de un
biomaterial; lo cual se debe a su caracter bioinerte''?%, por lo que se han buscado
estrategias que permitan potencializar sus propiedades favorables y eliminar las
propiedades indeseables; en estudios recientes se ha propuesto la adicion de
Mg?* en nanomateriales con aplicaciéon en la ingenieria de tejido 6seo; el Mg?*
como se menciond anteriormente es un mineral esencial en la regulacion del
proceso de osificacion, posee propiedades antisépticas contra estreptococos y alta
tasa de degradabilidad; por lo tanto algunos autores proponen introducir cationes
divalentes a manera de composito, con el fin de modificar las propiedades
superficiales de un material bioinerte y transformarlo en un material bioactivo; por
ello nosotros proponemos la sintesis de una ceramica composito de MgAIl204, con
el fin de crear un sinergismo de sus propiedades benéficas y eliminar los efectos
indeseables antes mencionados asociados al AIF* 28,

Se utiliz6 la técnica de rocio pirolitico ultrasénico para la sintesis de la
nanoceramica; en donde el compuesto precursor se encuentra fase de vapor y es
posible controlar la distribucién, altura y diametro de particulas depositadas sobre
sustratos de vidrio coring 7059 en funcién de la temperatura del sustrato y a traves
de controlar y variar la temperatura de depédsito pudimos producir diferentes
topografias con distintas escalas de rugosidad de las peliculas nanoestructuradas.
Identificar las respuestas celulares asociadas a los cambios superficiales podria
tener un gran impacto en la implantologia biomédica; ya que se ha reportado, que
la nanotopografia es capaz de influenciar el comportamiento celular. Con esta
perspectiva, nosotros realizamos estudios preliminares de la respuesta celular a
los cambios nanotopograficos de las ceramicas de MgAIl204 en términos de
biocompatibilidad y bioactividad.
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CAPITULO 2.

ANTECEDENTES

2.1 HUESO

El hueso es un componente del sistema esquelético que esta involucrado en la
proteccion, soporte y motilidad del cuerpo humano.

Los osteocitos, osteoblastos y osteoclastos son las principales células que
favorecen los procesos de formacién, mantenimiento y regeneracion ésea.

Los osteoblastos son células diferenciadas de las células troncales
mesenquimales presentes en la médula ésea, presentan una morfologia cubica
aplanada y tienen un didmetro promedio de 20um, forman una matriz colagena
tipo | desordenada que se mineraliza con cristales de hidroxiapatita para formar el
hueso, mientras que los osteoclastos reabsorben y remodelan &reas de tejido
0seo en una estructura de fibras paralelas, orientadas en direcciones alternadas
dependiendo de las fuerzas aplicadas al hueso*'.

Los osteocitos son las células mas abundantes en el tejido 6seo maduro, derivan
de los osteoblastos, poseen una morfologia dendritica que permite y favorece
interacciones osteocito-osteocito y de osteocitos con otras células de la superficie
O0sea mediante osteosincitos, aun se desconoce con precision sus funciones pero
se relacionan con procesos de regeneracion O0sea e intercambio i6nico en la
superficie 6sea 2.

La macro y microestructura 6sea son afectadas por factores genéticos,
metabodlicos y mecanicos. Estos factores intrinsecos son la causa principal de la
diversidad en la macroestructura?®-31,

Todos los huesos presentan una doble estructura:
e Periostio 0 capa externa: es un tejido suave, denso y contindo que lo cubre
estrechamente, mediante una delgada capa de fibras colagenas, llamadas
fibras de Sharpey, las cuales se extienden dentro del hueso subyacente.

e Endostio: estructura membranosa que cubre la superficie externa del hueso
cortical, hueso esponjoso y canales de Volkman donde se encuentran los
vasos sanguineos, el endostio se encuentra en contacto directo con el
espacio de la médula 6sea, canales de vasos sanguineos, osteoblastos y
osteoclastos?® (Figura 1).

12



HUESO COMPACTO

Figura 1.Esquema donde se puede observar la estructura 6sea de un hueso largo, junto con un
corte transversal que permite identificar la localizacion de sus componentes.

Fuente: http://www.goventureoasis.com/resources/png/5120509022010.png

El hueso puede clasificarse estructuralmente en:
a) Hueso Cortical

Este tipo de hueso es denso en su superficie externa o peridstica, la cual forma
una capa protectora alrededor de la cavidad interna endosteal, la matriz ésea es
sélida debido a que es conformada con un componente organico, sustancia
fundamental y otro inorganico, con minerales como hidroxiapatita, dejando sélo
pequefios espacios llamados lagunas que en su interior contienen osteocitos.

Este tipo de hueso forma cerca del 80% de la masa esqueletal, es indispensable
para la estructura y soporte del peso corporal, debido a su alta resistencia a la
flexion y torsion32:37,

b) Hueso Esponjoso

El tejido esta organizado en una red de placas y espiculas intersectadas, llamadas
trabéculas. Estas cavidades contienen médula roja (células hematopoyéticas) y
médula amarilla (adipocitos); estas caracteristicas cambian de acuerdo a la edad y
al sitio anatémico®’.

Ambos tipos de hueso son altamente complejos a nivel microscopico, por lo
general pueden ser considerados como una forma de tejido conectivo
especializado que presenta una composicion hibrida, organica e inorganica con
estructuras en rango macrométrico y nanométrico 38, (Tablal y Figura 2)
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Tabla 1.COMPOSICION DEL HUESO

Componente Porcentaje
Inorganico (Hidroxiapatita*) 65%
Organico (Colagena Tipo I*) 20%
Agua 15%

Fuente: Clarke, Bart. "Normal bone anatomy and physiology." Clinical journal of the American Society of
Nephrology 3.Supplement 3 (2008):133
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A i X1
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. I o
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OSTEONAS
P,
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D . £14 g ot
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L . .‘\ - :dl
\ <_/ v, g
AN ( .“"i:
N Yy,
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AN COLAGENAS
MOLECULASDE 100-500 um

' ENA ) Y INm

Figura 2.Esquema de los componentes micrométricos y nanométricos del hueso, asi como
lalocalizacion e interaccion de los componentes organicos e inorganicos del mismo.

Fuente: Stevens, Molly M., and Julian H. George. "Exploring and engineering the cell surface interface."
Science 310.5751 (2005): 1135

- Componente Inorgéanico:

Esta compuesto principalmente de nanocristales de hidroxiapatita de
aproximadamente 4nm, que presentan la siguiente férmula quimica
Ca10(P0O4)s(OH)2 %¢; la fase mineral primaria estd formada por remanentes de
apatita mineral madura derivada de agrupaciones de (CasPOs4 )s alineadas al azar
con agua de cristalizacion para formar precursores de fosfato calcico amorfo, la
composicion de la hidroxiapatita puede presentar variaciones de acuerdo a la
proporcion de Calcio-Fésforo; esto se debe al aumento de otros elementos traza
como sodio, potasio, magnesio, manganeso, fluoruro, citrato y cloruro, los cuales
son indispensables en la homeostasis de tejido 6seo?’ (Tabla 2).
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Tabla 2. ELEMENTOS TRAZA EN LOS TEJIDOS MINERALIZADOS (PORCENTAJE DE PESO

TOTAL)
ELEMENTO ESMALTE DENTAL DENTINA HUESO
Calcio 36.1% 35% 35.5%
Fésforo 17.3% 17.1% 17.1%
Diéxido de carbono 3% 4% 4.4%
Magnesio 5% 1.2% 9%
Sodio 2% 2% 1.1%
Potasio 1% .007% 1%
Cloro 3% .001% 1%
Flaor .016% .017% .02%
Sulfuro 1% 2% .6%
Zinc .016% .018% -
Silicon .003% - .04%
Relacién atémica Ca/P 1.62% 1.59% 1.71%
Cristalinidad 70-75% 33-37%  33-37%

Fuente: Saenz, Alejandro, et al. "Ceramic biomaterials: An introductory overview." Journal of Materials
Education 21.5/6 (1999): 301.

- Componente Organico:

Esta compuesto principalmente de fibras colagenas tipo I con un diametro
aproximado de 50nm, las cuales se unen en fibrillas de 500 nm y posteriormente
se agrupan en fibras y forman una estructura laminar alrededor de los conductos
Haversianos en el hueso cortical con un diametro de 3-7 um?3,

Las proteinas no coladgenas representan el 10-15% del total de proteinas Oseas,
de las cuales el 25% se originan de manera exdgena o a partir de la albumina
sérica y a2-HS-glicoproteina, las cuales se unen a la hidroxiapatita debido a su pH
acido®.

Las proteinas no colagenas derivan del suero y pueden ayudar a regular la
mineralizacion de la matriz y a2-HS-glicoproteina, la cual en humanos es la
andloga de la fetuina, puede regular la proliferacion de células 6seas®. Las
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proteinas de origen exdgeno son factores de crecimiento y una variedad de
moléculas trazas que afectan la actividad celular 6sea 3°.

La expresion de proteinas y genes especificos del hueso son importantes
marcadores para analizar el fenotipo osteoblastico en estudios in vivo e in vitro3®,
la regulacion transcripcional de estos genes es fundamental para la regulacion de
los procesos de diferenciacion y que puedan llevar a cabo su funcion, entre los
que podemos encontrar3e.

e Proteoglicanos: Son receptores de membrana que regulan el diametro de
las fibras colagenas, favorecen el ensamblaje de fibras colagenas de la
matriz extracelular y participan en el proceso de mineralizacion.

e Osteonectina: Es una proteina que se une a la colagena y a su vez a los
cristales de hidroxiapatita por su afinidad al Ca?* y favorece el proceso de
mineralizacion.

e Osteopontina: Esta proteina contiene la secuencia RGD, participa en
procesos de adhesion, migracién y diferenciacion celular.

e Osteocalcina: Es la proteina no coldgena mas abundante, tienen afinidad
por el calcio y por la hidroxiapatita sin cristalizar, esta involucrada en el
recambio 0seo.

e Sialoproteina 0sea: es una fosfoproteina altamente glicosilada y sulfatada,
posee un motivo RGD que es capaz de unirse a la hidroxiapatita y a
integrinas de la superficie celular, favorece la remodelacion ésea #°,

En el hueso y otros tejidos mineralizados, los cristales mineralizados son formados
por placas delgadas de forma irregular, con un rango de tamafio que va de 20 A a
1000 A. Estos cristales de hueso exponen una gran area superficial a los fluidos
extracelulares, lo cual es indispensable para el intercambio i6nico®°.

La mineralizacion del hueso comienza con su nucleacion dentro de cavidades y
poros presentes en las fibrillas de colagena; esta nucleacion heterogénea es
catalizada por la presencia de grupos éster fosfatados, los cuales estan presentes
en las fibrillas de colagena que eventualmente se interconectan con todas las
fibras colagenas.Esta composicion hibrida del hueso en donde la matriz organica
es reforzada con cristales de fosfato de calcio y la combinacion de colagena y la
matriz mineralizada hacen que el hueso sea lo suficientemente fuerte y flexible
para resistir la carga y el estrés 303840,
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2.2 REGENERACION OSEA

La regeneracion 6sea es un proceso que implica una serie de eventos celulares y
moleculares complejos que generan la formacién de nuevo tejido 6seo que
conserva su composicion, estructura y funcionalidad*!.

Después de un dafio, se pierde la integridad del endotelio vascular, el sangrado a
estructuras adyacentes causa un coagulo desde la periferia del hueso dafado
hasta sus extremos, existe un proceso inflamatorio, que se manifiesta con una
produccion de citocinas pro inflamatorias como: Factor de necrosis tumoral alfa
(FNT-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6) 3.

Los fibroblastos llegan al sitio de la lesién y forman tejido de granulacion que esta
compuesto por colagena tipo lll y vasos sanguineos; en el extremo proximal del
hueso se reclutan condroblastos que provienen del periostio y producen cartilago
hialino, en el extremo distal del hueso se reclutan osteoblastos provenientes del
periostio e inducen la formacion de la matriz 6sea, principalmente colagena tipo I,
que se combinan formando el callo 6seo3'4L,

Los macréfagos producen citocinas y varios factores de crecimiento como el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento fibroblastico
(FGF), factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1), factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) y el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF); que inducen la angiogénesis y la
formacion ésea a partir del reclutamiento de células progenitoras del periostio,
mediante un proceso llamado sintesis de matriz extracelular®?,

La matriz formada, posteriormente se somete a una sustitucion 6sea vy el cartilago
hialino a una osificacion endocondral; éstos procesos producen la maduracion
del tejido 6seo o hueso lamelar, posteriormente los osteoblastos y canales
vasculares penetran la matriz mineralizada y se establece el trabeculado 6seo, el
remodelado 0seo finaliza con la deposicibn de hueso compacto por los
osteoblastos en lagunas de resorcion de osteoclastos3!%7 .

La neovascularizacion de un tejido dafiado es la clave de la regeneracion debido a

gue provee la zona de oxigeno y facilita la remocién de residuos metabdlicos y la
liberacién de células progenitoras a partir de células hematopoyéticas 4 (Figura 3).
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1. FORMACION DEL 2. FORMACION DE CALLO 3. FORMACION DE 4. REMODELACION OSEA
COAGULO FIBROCARTILAGINOSO CALLO OSEO

Figura 3.Esquema de laregeneracién de tejido 6seo comprende principalmente 4 fases que
requieren la interaccion de una compleja serie de eventos celulares y moleculares.

Fuente: http://www.idingada.org/proses-penyembuhan-tulang/

2.2.1 Uso de injertos y sustitutos 60seos para laregeneracion 6sea

El hueso posee una vasta capacidad de regeneraciéon y remodelacién a lo largo de
la vida, mediante procesos de resorcion y deposicion de nuevo tejido
mineralizado*!, esto se debe principalmente al potencial de diferenciaciéon de las
células troncales mesenquimales y/o células osteogénicas mediante una compleja
interaccion de hormonas, factores de crecimiento y sefializacién del ambiente con
la matriz extracelular 6sea*?43

En algunas ocasiones las pérdidas 6seas o defectos son tan extensos que
requieren la adicion de injertos o sustitutos 0seos, esto para ayudar a restituir la
periferia de una protesis, la reparaciéon de fracturas, o para aportar un nicho
biolégica y mecanicamente estable que permita la fijacion de un implante 4447,

Existen tres principales estrategias terapéuticas para el tratamiento de
enfermedades 6seas o pérdida de hueso en pacientes*.

1. Implantacion de células recién aisladas o células cultivadas ya sea
de caracter troncal u 6seo

2. Regeneracion tisular in situ

3. Implantacion de un tejido similar a hueso acoplado in vitro a partir de
células y andamios**

Para elegir el mejor material se deben tomar en cuenta las siguientes
consideraciones:

Las necesidades clinicas de su aplicacion
Tamafio del defecto y masa 6sea total requerida
Propiedades biomecanicas

Composicion quimica
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Disponibilidad

Bioactividad (osteoconductividad y osteoinductividad)
Tiempo deseado de resorcion

Manipulacion

Efectos asociados

Costo

Implicaciones éticas “1.

2.2.2 Injerto de hueso autologo

Los injertos de hueso autélogo se definen como el uso del propio hueso del
paciente de un sitio donador, generalmente la cresta iliaca para colocarlo en el
sitio afectado, asi como la aplicacion de distintos tipos de hueso esponjoso,
cortical vascularizado, cortical no vascularizado y médula ésea estos injertos
poseen propiedades osteoconductoras y osteoinductoras®®. (Figura 4)

Figura 4. Esquema de osteotomia donde se toma un injerto 6seo de espesor total de la
sinfisis mentoniana.

Fuente: http://www.clinicadentalabra4.com/images/casos-
clinicos/730_cirugia_oral_e_implantologia_injertos_oseos_menton_caso_5.jpg

Aunque el uso de injertos autdlogos se considera un estandar de oro en la
regeneracion de tejido 0seo, presenta numerosas deficiencias y
contraindicaciones, que limitan su uso, donde principalmente encontramos:

El dafio al sitio donador

Limitada cantidad obtenida

Problemas estructurales y anatomicos

Elevada tasa de resorcion durante la regeneracion
Implicaciones éticas *°
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2.2.3 Aloinjertos 0seos

Son injertos tomados de cadaveres u otros individuos, para prevenir la respuesta
inmune del huésped en contra del injerto, los aloinjertos son procesados para
remover sus componentes celulares vivos, el producto final es un injerto 6seo que
contiene las bases de un material mineral osteoconductivo, pero carece de las
propiedades osteoinductivas que poseen los injertos autélogos?*! (Figura 5).

Figura 5. Esquema de un aloinjerto bovino liofilizado, colocado en el alveolo dental post
extraccién quirargica dental.

Fuente: http://www.propdental.es/wp-content/uploads/2013/04/regeneracion-osea-guiada.jpg

Entre las limitaciones de su uso se encuentran:

e Riesgo de transmision de enfermedades y de presentar una respuesta
inmunoldgica debido a fallas durante el procesamiento.
e Resultados clinicos impredecibles y muy variados#°:°0,

2.2.4 Sustitutos 6seos

Los avances tecnoldgicos han permitido desarrollar materiales sintéticos como
alternativas en sustitucion de los injertos autdlogos y aloinjertos 0seos, éstos son
capaces de obtener resultados favorables, debido a sus multiples presentaciones
como bloques, granulos de diferentes tamarios, masillas y pasta inyectable?!.

Sus propiedades dependen directamente en el método clinico de aplicacién, sitio
de receptor, tamafio y causa del defecto 6seo.

La reparacidon y regeneracion 0sea son procesos complejos que requieren la
interaccién entre las células, el andamio, y el nanoambiente que aporta las
moléculas de sefalizacion necesarias; en donde las propiedades de la superficie
favorecen la proliferacion celular, actividad osteoblastica y angiogénesis del
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tejido3%4!, por lo que es necesaria la interaccion de los siguientes 4 factores para
la regeneracion Osea:

e Matriz osteoconductiva: Caracteristicas del injerto o biomaterial que permite
la orientacion de vasos sanguineos y la formacion de nuevos sistemas
haversianos.

e Estimulo osteoinduntor: Se lleva a cabo mediante una cascada de
sefalizaciones y activacion de receptores intracelulares y extracelulares,
principalmente miembros de la familia TGF- 3, que estimulan y activan las
células mesenquimales del huésped a diferenciarse en osteoblastos y
formar hueso.

e Células con potencial osteogénico: Son células osteoprogenitoras que se
encuentran en el injerto o son sembradas sobre los biomateriales y que
poseen la capacidad de proliferar y diferenciarse en osteoblastos y
posteriormente en osteocitos.

e Ambiente que ofrezca estabilidad mecénica de osteointegracion: Esto
finalmente se logra mediante la union a la superficie del biomaterial, con el
hueso del huésped 384142

Los materiales artificiales son empleados principalmente con 2 aplicaciones:
1. Biomateriales
2. Andamios para interactuar con células en la bioingenieria de tejidos

2.3 BIOINGENIERIA DE TEJIDOS

El concepto de bioingenieria de tejidos se presenta como el enfoque actual de
investigacion en ortopedia e implantologia.

La bioingenieria de tejidos ha emergido como un campo interdisciplinario en el que
se aplican los principios bioldgicos y la ingenieria para desarrollar nuevos
sustitutos que permitan restaurar y mantener la funciéon de tejidos dafiados®?,
estos biomateriales son indispensables para poder guiar de manera rapida,
predecible y controlable la regeneracion de los tejidos del huésped.

Los biomateriales funcionan como andamios, ya que al interactuar con las células
permiten formar estructuras tridimensionales que tienen como objetivo sustituir a la
matriz extracelular nativa para restablecer estructural y funcionalmente los tejidos
dafados y/o perdidos, y en consecuencia aumentar la tasa de regeneracion
tisular52:53,

2.3.1 Biomateriales
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Actualmente la definicibn mas aceptada de biomaterial, lo describe como cualquier
sustancia o0 combinacion de sustancias distintas a los farmacos; las cuales pueden
ser de origen natural o sintético y que pueden ser utilizados por un periodo
indefinido de tiempo; aumentanto o sustituyendo parcial o totalmente cualquier
tejido, organo o funcién corporal, con el fin de mantener o mejorar la calidad de
vida del individuo®3 .

2.3.1.1 Clasificacién de los biomateriales

Los biomateriales pueden clasificarse de acuerdo a su origen en:
e Naturales
e Sintéticos
e Compositos

BIOMATERIALES NATURALES

Un biomaterial se define como natural si es un producto, compuesto o0 sustancia
producida por un organismo vivo, que se encuentre en la naturaleza y posea
caracteristicas biolégicas con aplicaciones terapéuticas sustentadas para su uso
en el desarrollo farmacoldgico, disefio de drogas y dispositivos con aplicacién
clinica®,

Aunque el desarrollo de biomateriales naturales ha existido durante siglos, su uso
ha tenido un notable resurgimiento en el area biomédica, pero sus principales
limitaciones se encuentran en la sintesis; ya que puede ser demasiado complicada
debido a la complejidad estructural y muy costosa en términos de produccion a
escala industrial, asi como otras contraindicaciones como las reacciones
inmunogénicas que causan posterior a su implantacion, toxicidad, la innestabilidad
quimica y térmica, tiempo de degradacion y a la variabilidad estructural y
molecular de cada lote 54,

BIOMATERIALES SINTETICOS

Son aquellos biomateriales sintetizados a partir de sustancias o mezclas quimicas
y que requieren de la tecnologia para su fabricacién, sus principales ventajas
respecto a los biomateriales naturales son: la alta reproductibilidad, se pueden
realizar diversos cambios durante su sintesis con el fin de mejorar sus
propiedades y ajustarlas a las necesidades de aplicacion, y pueden ser mas
accesibles en cuanto a costo y disponibilidad®.

De acuerdo a su naturaleza quimica se clasifica en:

. Metales
. Ceramicos
. Polimeros
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METALES

Los metales se definen como materiales en el que existe un solapamiento entre la
banda de valencia y la banda de conduccién en su estructura. Esto le confiere
capacidad de conducir facilmente calor y electricidad.

Estos materiales son usados desde el siglo XX, en un principio eran aleaciones
inoxidables a base de vanadio, después se utilizaron otras como: cromo, cobalto,
niquel, hierro, molibdeno, tungsteno y titanio, las cuales sélo son toleradas por el
organismo en minimas cantidades °.

La biocompatibilidad de los biomateriales metalicos esta en consideracion; debido
a que sufren corrosion en un ambiente in vivo, la consecuencia de su corrosion es
la desintegracion del biomaterial, lo cual debilita su estructura y el efecto de la
corrosién en el organismo es dafiino debido a los subproductos liberados que
estaran en contacto con los 6rganos y tejidos circundantes®6:57,

Se han realizado estudios in vivo e in vitro con diversas aleaciones tratando de
resolver las principales problematicas que son la resistencia a la corrosion y
obtener un médulo de Young o de elasticidad similar al hueso, pero hasta ahora
no se ha encontrado un metal y/o aleacién ideal®®.

CERAMICOS

Los ceramicos son materiales no metalicos e inorganicos, su uso posee ventajas
comparado con la aplicaciéon clinica de otros materiales*’, su estructura es
altamente dependiente de su proceso de fabricacion y su temperatura de sintesis;
lo que permite lograr una amplia gama de tamafios, formas, distribucion de granos
y poros, ademas presentan una excelente biocompatibilidad con el tejido 6seo, no
son carcinogénicos, no causan reaccion alérgica ni inflamatoria, presentan
resistencia a la corrosion, a la tensién y una distribucidon uniforme de cargas
compresivas a lo largo del biomaterial*’.

Los biomateriales ceramicos se clasifican generalmente en biovidrios,
vitroceramicos y fosfatos calcicos; su aplicacion como biomateriales y
especificamente como sustituto éseo comenz6 alrededor de 1920, donde se
observé que las células del huésped eran capaces de colonizar su superficie, pero
dejaron de utilizarse por casi 50 afos; por un gran auge en la industria
metallrgica®®, hasta 1970 donde comenzaron a usarse los fosfatos célcicos como
rellenos de defectos 6se0s®8-62,

La alfa-alimina (a-Al203) fue uno de los materiales ceramicos pioneros usados en

la regeneracion 0sea debido a las similitudes con la fase inorganica mineral 6sea y
su alta resistencia a la friccion y el desgaste en su aplicacion en ortopedia, debido
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a sus excelentes propiedades mecanicas pero poca interaccion celular comenzo a
usarse en combinacion con otros biomateriales 4’.

Una nueva generacion de biomateriales bioactivos ha ganado mucha atencién,
debido a sus propiedades quimicas y mecanicas que pueden optimizarse
dependiendo del método y condiciones de sintesis para mejorar la interaccion con
las células del huésped asi como el proceso de osteointegracion, por lo que la
busqueda del biomaterial cerdmico ideal se centra en los materiales bioactivos y
en las condiciones superficiales que permitan y favorezcan el biomimetismo con el
tejido 6se0®3-56,

POLIMEROS

Los polimeros son materiales de origen natural y sintéticos por lo que tienen gran
importancia tanto como productos naturales como en las economias industriales
modernas.

Algunos polimeros naturales como los acidos nucleicos y las proteinas llevan y
manipulan informacion biolégica, mientras que otros polimeros como los
polisacaridos son elementos estructurales de algunos organismos y proporcionan
energia para permitir la actividad celular, a partir de los afios 60s los polimeros
naturales como la colagena, dextrano, gelatina, quitina y quitosano han sido
empleados como materiales reabsorbibles y como biomateriales; principalmente
aplicados en la bioingenieria de tejido conectivo®*.

Los polimeros sintéticos como la policaprolactona, el acido polilactico, el acido
poliglicolico y el nylon han sido usados ampliamente en dispositivos médicos,
materiales con fines protésicos, materiales dentales, sistemas de liberacion de
farmacos, entre otros; presentan ventajas respecto a los polimeros naturales
como: uniformidad en composicion de lote a lote y la facilidad de obtener diversas
presentaciones™, entre sus desventajas se encuentran los altos costos de
manufactura. La manufactura de estos materiales se considera un riesgo a la
salud ambiental y humana; por lo tanto varios autores concluyen que la atencion
deberia centrarse en los polimeros naturales, aunque aun no se logran superar los
principales problemas con los polimeros naturales, como su propension a la
calcificacion y el deterioro bioldgico®*.

BIOMATERIALES COMPOSITOS

Son aquellos compuestos por materiales de distinta naturaleza quimica (organica
e inorganica, sintética y natural). Sus propiedades son mejoradas con respecto a
las de sus componentes por separado. Se constituyen por un material base,
llamado matriz, la cual es generalmente inorganica, que proporciona estructura y
estabilidad, durante su sintesis se afiaden fibras, las cuales son de naturaleza
organica y presentan una tasa de degradacién mas rapida, aportando flexibilidad
a la estructura®,
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2.3.1.2 Biomateriales en la regeneracion 6sea

La bioingenieria de tejido 6seo, como otras areas de la biomedicina, tiene como
objetivo restaurar, mantener o mejorar la funcion tisular; requiere la interaccion de
células, biomateriales y factores de crecimiento.

ANDAMIO CULTIVO IMPLANTACION PROCESO DE
CELULAR QUIRURGICA REMODELACION/
REGENERACION

Figura 6. Esquema de los requerimientos para la biongenieria de tejidos y su interaccién en
la regeneracion osea.

Fuente: Drosse, Inga, et al. "Tissue engineering for bone defect healing: an update on a multi-component
approach." Injury 39 (2008): S13

El objetivo de la bioingenieria es ayudar, guiar y/o inducir la regeneracién de los
tejidos de manera predecible, controlable y rapida , asi como ser biocompatible
con los tejidos duros y blandos; por lo que requiere la intervencion de diversos
factores como morfologia, topografia, composicion quimica superficial, carga
superficial, técnica quirdrgica de implantacion asi como ser probada previamente
en modelos bioldégicos adecuados y bajo diversas condiciones de calidad y
cantidad de hueso remanente®’-"* (Figura 6).

La seleccion de un material para ser utilizado en regeneracion tisular es regida
dependiendo de su aplicacion, por ejemplo; la regeneracién Osea requiere
materiales capaces de proveer las propiedades mecanicas y quimicas necesarias
para promover el proceso de biomineralizaciéon®’ (Tabla 3).

Desde hace aproximadamente 50 afios se di6é un gran avance en el area de los

biomateriales los cuales han evolucionado a través de tres generaciones, la
primera generacion son materiales bioinertes, la segunda generacion materiales
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bioactivos y biodegradables y la tercera generacién son materiales disefiados con
el fin de estimular respuestas especificas en el huésped a nivel molecular’.

Anteriormente se consideraban a los materiales bioinertes ideales, ya que causan
minima respuesta inmune, pero presentan una alta tasa de fracaso ya que no
cumplen con las necesidades mecanicas y a la encapsulacion fibrosa del implante,
que es la principal causa de falla aséptica®’; debido a esta problematica se ha
incrementado el uso de una nueva generacién de biomateriales bioactivos que
fomentan la formacion y resorcion 6sea a un ritmo que permita la formacion del
tejido mineral que reemplace gradualmente el implante en términos mecanicos y
espaciales®.

Los materiales ceramicos bioactivos han recibido gran atencion por su gran
capacidad de estimular la proliferacion celular, diferenciacion celular y la
regeneracion de tejido 6seo’?.

Sin embargo aun existen varios retos en la generacion de biomateriales bioactivos,
como la falta de unién quimica directa y la interaccion con el entorno circundante;
como alternativa a esta problematica se han propuesto diferentes alternativas que
permitan mejorar la biocompatibilidad y la interaccion célula-material. Una
estrategia prometedora es generar una topografia superficial similar a la Matriz
extra celular (MEC) del tejido que se desea regenerar 5%,

El sustituto 6seo ideal debe permitir el soporte de capilares y células del huésped
en crecimiento en la estructura tridimensional para la formacion Osea, este
proceso de reparacion ocurre naturalmente aun cuando el sitio de la lesion no
reciba un tratamiento (osteoconduccién)’37¢, sin embargo para que se lleve a cabo
la utilizacion de un andamio 6seo ideal se debe buscar la diferenciacion celular a
osteoblastos debido a la capacidad pluripotente de las células que se encuentran
en el ambiente 6seo (osteoinduccion)’’, que sea osteogénico, biocompatible,
biodegradable, y estructuralmente lo mas similar al hueso (intra- y extra-
geométricamente). Asimismo; debe presentar una minima reaccion fibrotica, cuyas
caracteristicas fisicas como el médulo elastico logre imitar al hueso, facil uso
clinico y costeable™® 79,

Tabla 3. APLICACIONES DE BIOMATERIALES EN LA REGENERACION OSEA.

MATERIAL APLICACION

METALES
Aleaciones 316 y 316 Placas para fracturas, tornillos y clavos para cadera
Aleaciones Cromo-Cobalto- Protesis y componentes de carga en reemplazo total de
Molibdeno articulacion
Ti6AI4V Protesis
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TNTZ
Aleaciones Niguel-Titanio

Aleaciones de Niquel sin
memoria de forma

CERAMICOS
Alimina
Alimina ISO 6474
PSZz
FOSFATOS CALCICOS
CERAMICOS

Cemento H/R

Biopex
Bonesource

BIOVIDRIOS

45S5 BG
45S5.4F BG
45B15S5 BG
5254.6 BG

VITROCERAMICOS

KGC
KGS

A/W GC
MB GC

POLIMEROS
Acido polimeta acrilato (PMMA)

Polietileno (PE)

Contintia en investigacion

Ejes para fijacion interna para huesos largos, correctores
espinales, espaciadores vertebrales e implantes dentales

Continda en investigacion

Aplicaciones ortopédicas de carga, implantes dentales
Implantes dentales

Reconstruccion maxilar
Recubrimientos de implantes para regenerar tejidos

Fisura palatina
Topes apicales

Defectos 6seos

Defectos 6seos periodontales

Reconstruccion maxilofacial
Implantes dentales

Unién de vértebras

Implantes dentales
Reconstruccion maxilofacial

Protesis vertebral

Prétesis de cresta iliaca

Cementos 0seos acrilicos
Anclajes de proétesis de cadera

Recubrimientos de copas acetabulares en artroplastias de
cadera
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Polidimetilsulfoxido (PDMS) Injerto tibial y patelar en artroplastia de rodilla

Polipropileno (PP) Reemplazo de pequefias ariculaciones en mano y pie
Fijacion 6sea

Polisulfona (PS) Fijacion 6sea
Artroplastias totales

Policarbonato (PC) Regeneracion 6sea
Liberacion de farmacos

Acido Poligliclico(PGA) Fijacion Gsea reabsorblible
Regeneracion 6sea

Policaproclatona (PLC) Fijacion osea reabsorblible
Regeneracion 6sea

Polidioxanona (PDS) Fijacion O0sea reabsorblible
Regeneracion 6sea

COMPOSITOS
Hidroxia apatita- Titanio Placas para fracturas, tornillos y clavos para cadera
PLGA/45S5 Bioglass Regeneracion 6sea
PDLLA/45S5 Bioglass Recubrimiento de implantes
Regeneracion de cartilago
PCL/HA Regeneracion 6sea guiada
PLGA/HA Regeneracion 6sea

Fuente: Burg, Karen JL, Scott Porter, and James F. Kellam. "Biomaterial developments for bone tissue
engineering." Biomaterials 21.23 (2000): 2356

2.3.1.3 Biomateriales cerAmicos nanoestructurados

Un elemento crucial en la bioingenieria de tejidos es crear un nanoambiente
extracelular favorable, ya que la matriz extracelular es la principal guia en el
proceso de diferenciacion y regeneracion celular 2%,

Durante la ultima década ha aumentado el interés cientifico por crear métodos de
fabricacion de biomateriales que permitan obtener cambios en su superficie con el
fin de optimizar y controlar estas respuestas biologicas.

El desarrollo de la nanotecnologia ha permitido en gran medida la capacidad de
controlar y manipular materiales a nivel molecular, atdbmico y supramolecular; con
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ello la obtencion de materiales con elementos estructurales en al menos un plano
con dimensiones en un rango de 1-100 nm, llamados nanomateriales, estos
avances han sido fundamentales en biomedicina'??y son muy prometedores en el
area de regeneracion tisular debido a la composicion nanométrica de diversos
tejidos, logrando mimetizarlos y proporcionar un ambiente extracelular idéneo para
la adhesion , proliferacion y diferenciacion celulart?3.24

El disefio quimico de un material se obtiene mediante la organizacion espacial y
control de moléculas biolégicas en una posicion y tamafio determinados, estas
proteinas como fibronectina, vitronectina, laminina y colagena de la MEC, asi
como motivos RGD, los cuales actian como ligandos y favorecen la interaccion
célula-MEC mediante integrinas transmembranales que actdan como receptores
de adhesion celular.

Las moléculas inorganicas también pueden organizarse para modificar
indirectamente el comportamiento celular, la alteraciéon de la quimica superficial
conlleva a una activacion biolégica (absorber proteinas) o inactivacion (repeler
proteinas) asi como la selectividad por ciertas proteinas, el biomimetismo se da
por la sefalizacion directa e indirecta ya que requiere de la unién de receptores a
su ligando'??, éstos ligandos no sélo optimizan la funciones celulares como la
motilidad, proliferacién, formaciéon de adhesiones focales (por lo tanto una
adhesion celular mas fuerte) y también controlan la distancia entre las células
adheridas; mediante varios estudios se ha comprobado que la distancia Optima
entre ligandos debe ser menor a 70 nm y se han obtenido mejores resultados con
distancias de aproximadamente 10 nm22.125

En la MEC existen naturalmente poros, fibras y protuberancias, que conforman
una estructura nanofibrilar tridimensional, ademas los receptores celulares de
superficie con dominios funcionales son nanoestructuras, por lo que la interaccion
entre moléculas bioldgicas, los componentes de MEC vy las células ocurren en
nanoescala y estos procesos tienen una influencia directa en el comportamiento y
funcion celular como la proliferaciéon celular y expresion de genes’?,

La orientacion de los filamentos de actina y microtabulos es el primer evento en la
alineacion celular guiada por adhesiones focales!??,

En lo que refiere al area de biomateriales nanoceradmicos, han presentado un gran
auge ya que son capaces de mimetizarse estructuralmente con el hueso lo que
favorece la obtenciébn de mejores propiedades biol6gicas y mecanicas con
respecto a su fase convencional, debido al aumento de la resistencia a la fractura,
fuerza flexular del material y médulo de Young o de elasticidad similar al del tejido
0seo, considerando el estrés y las condiciones del entorno a las que estara
expuesto el biomaterial.

La superficie de un andamio ejerce un efecto critico en la determinaciéon de la
biocompatibilidad y posteriormente en la integracion, porque se encuentra en
contacto directo con los tejidos, los biomateriales nanocerdmicos presentan una
mayor area superficial por volumen. En lo que refiere a las propiedades biologicas
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se basa en investigaciones sobre la capacidad de algunas células como los
osteoblastos de sensar y reaccionar a cambios en la superficie, de
aproximadamente 10 nm, especialmente a surcos y crestas con orientacion
paralela con una altura promedio de 300 nm y una profundidad entre 60 y 70 nm
gue no solo interviene en la orientacion de las células adheridas sino también en la
estructuracion de la matriz mineralizada??128,

2.4 MODIFICACION DE LA ALUMINA MEDIANTE LA ADICION DE MAGNESIO
PARA LA BIOINGENIERIA DE TEJIDO OSEO.

La cerdmica de alimina es un material bioinerte que ha sido usado con limitado
éxito en implantologia y ortopedia; aunque posee excelentes propiedades
mecanicas superficiales que disminuyen el coeficiente de friccion y la tasa de
desgaste, presenta poca biocompatibilidad, por lo tanto se ha usado para mejorar
la resistencia mecanica de otras ceramicas como fosfato de calcio que posee
mayor biocompatibilidad'3®, otra técnica para mejorar la biocompatibilidad de la
alimina es realizar cambios quimicos superficiales como hidroxilacion o
implantacion de iones como magnesiol®® esto sugiere que los cambios
superficiales logran modificar las propiedades de un material bioinerte a un
material bioactivo y biocompatible'?>135 esto se atribuye principalmente a
localizacién superficial de grupos OH?!" y carboxilo en la superficie del
biomaterialt?2.

El magnesio es el segundo catién intracelular mas abundante, es de gran
importancia en la funcién enzimatica y transporte de iones transmembrana’?®, el
cuerpo humano tiene un contenido aproximado de 25 gy el 60-70% del total se
encuentra en la composicion mineral de los huesos. El calcio y el magnesio
presentan fendmenos de sinergismo y antagonismo, su deficiencia estd asociada
con diversos desordenes clinicos, en especial con la osteoporosis; ya que este idn
influye indirectamente en el metabolismo del tejido mineral, esto permite el
intercambio i6nico entre el hueso y otros drganos, también interviene directamente
en los procesos de cristalizacion del tejido mineral, el equilibrio fosfato célcico
mediante el aumento de la solubilidad del carbonato de calcio y la disminucién de
la solubilidad del fosfato calcico, regula los niveles de calcio por accion indirecta
en la glandula paratiroidea y la organizacion estructural de los minerales, lo que
impide que los minerales se depositen en forma de calculos!3-133

Recientemente se ha observado que la adiciéon de cationes divalentes como Mg?*
a materiales bionertes favorece la adhesion inicial de osteoblastos, disminuye la
toxicidad asociada al Al**22-25; esto se debe a un aumento de la fuerza iénica del
medio y/o el efecto directo de los cationes de Mg?*, esto mediante su interaccién a
los sitios de unién del AP 147 también favorece una unién quimica entre el
biomaterial y el tejido del huésped, ya que en condiciones bioldgicas, el magnesio
es uno de los principales sustitutos del calcio en la composicion de la
hidroxiapatita'3®13* en algunos estudios se ha observado un mayor potencial
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osteoinductivo de la hidroxiapatita que posee magnesio en su composicion que la
que no lo posee®3°.

2.4.1 Ceramicas tipo hidrotalcita

Los compuestos cristalinos tipo hidrotalcita, se conocen también como arcillas
anionicas o hidréxidos dobles, poseen una férmula general:

[M*21.x M*3x (OH)2 A™ wm] * nH20

Donde M*? es un cati6n divalente como Magnesio, M*3 es un cation trivalente
como el Aluminio y A™ es un anién de compensacion intercapa.

Su estructura estd conformada por Mg*> que se encuentra coordinado
octahédricamente a seis grupos OH™, estos octahédros comparten sus aristas
para formar laminas bidimensionales que se enlazan mediante puentes de
hidrégeno.

Cuando algunos cationes divalentes de Mg*? son reemplazados por cationes
trivalentes de Al*3, se forma hidrotalcita y la capa laminar o de hidréxidos adquiere
carga positiva, la cual es compensada por la carga de la capa interlaminar que
contiene un anioén (COs ?), en el espacio de la capa interlaminar se encuentra el
agua de cristalizacion, la cual se encuentra unida dentro de la red cristalina pero
no se encuentra unida covalentemente a ninguna molécula o i6n, por lo que en el
proceso de transformacion de fase son las primeras moléculas en ser eliminadas
facilmente mediante reacciones de deshidratacion sin alterar el arreglo de la red
cristalina’®® (Figura 7).

Mg, Al ,(OH), is | ! bl j
COMPOSICION LAMINAR _
lc?é’;i%;“.:'fﬁu P } J 5 ."5 : ?_J—u
e T

Figura 7. Esquema de la estructura e interaccion laminar de los componentes atomicos de
un material tipo hidrotalcita.

Fuente: Mills, Stuart J., et al. "Contribution to the crystallography of hydrotalcites: the crystal structures of
woodallite and takovite." Journal of Geosciences 57.4 (2012): 278.
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Los compuestos tipo hidrotalcita que inicialmente presenta la formula
Mg16Al208(OH)16 CO3 - 4 H20, presentan una descomposicion térmica que se lleva
a cabo mediante diferentes etapas, a temperaturas entre 150-200°C provocando
una reaccion de deshidratacion parcial de las moléculas de agua de la capa
interlaminar sin alterar el arreglo de la red cristalina y se obtiene la fase
Mg16Al208(OH)16 COs3, entre 250-450°C se llevan a cabo la descarboxilacion y la
deshidroxilacion parcial de la estructura resultante y se obtiene la fase
MgsAl208(OH)2; cabe mencionar que estos compuesto son estables térmicamente
a temperaturas mayores a 400°C; a 500°C; se forma la fase MgsAl2(OH)2, a
temperaturas mayores a 550° C se comienzan a formar MgO y AlO, que a partir de
los 600°C se transforma en MgAl204 136,

El MgAI204 es un 6xido compuesto que posee propiedades fisicas intermedias
entre el 6xido de magnesio y el 6xido de aluminio®3”-

Es un material que puede clasificarse como un ceramico policristalino**® que es
estable quimica y térmicamente; resistente a la erosién y corrosién, poroso y con
particulas esféricas que también presentan alta porosidad, el espacio interlaminar
favorece la retencion de biomoléculas®*.
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2.5 CELULAS EMPLEADAS EN LA BIOINGENIERIA DE TEJIDO OSEO

Como se menciond anteriormente, el hueso estd compuesto por una variedad de
diferentes linajes celulares como: células vasculares, células de la médula ésea,
osteocitos, osteoblastos y osteoclastos, las cuales llevan a cabo distintas
funciones que permiten el funcionamiento del hueso como un érgano altamente
dinamico, aunque todas estas células son necesarias en condiciones in vivo, solo
algunas tienen la capacidad de formar un tejido similar a hueso en condiciones in
vitro*4,

2.5.1 Osteoblastos

La bioingenieria de tejido 6seo requiere al menos de células osteoprogenitoras
vivas u osteoblasticas, que aporten el potencial osteogénico. Los osteoblastos son
células especializadas derivadas de las células troncales mesenquimales que
sintetizan colagena y sustancia fundamental 6sea, ya que expresan los genes que
codifican para la sintesis de proteinas que conforman la matriz extracelular®*

Presentan una morfologia cubica, con un ndcleo dnico, citoplasma basofilo,
aparato de Golgi bien desarrollado y numerosas mitocondrias. Son células
polarizadas, que vierten sus productos de secrecion mediante su zona
citoplasmatica que estd en contacto con la matriz ésea. Los osteoblastos
participan el proceso de mineralizacion de la matriz organica ya que producen
vesiculas de matriz, de unos 100 nm de diametro, rodeadas de membrana celular,
que acumulan Caz y POg4, los cuales son ricos en fosfatasa alcalina y pirofosfatasa,
enzimas que son capaces de generar iones POa4, elevando su concentracion en el
medio extracelular y creando centros de nucleacion para el depdsito de las sales
minerales*?.

Los osteoblastos tienen dos destinos posibles: ser rodeados por la matriz 6sea
que producen y sufrir diferenciacion inducida por factores de crecimiento y
convertirse en osteocitos o permanecer en la superficie del tejido 6seo recién
formado, aplanandose y constituyendo las células de revestimiento &seo
minerales?*?.

Los osteoblastos que estdn en contacto con matriz osteoide son células
poliédricas con largas y delgadas prolongaciones citoplasmaticas que se asocian
mediante uniones comunicantes con prolongaciones. Se les atribuyen propiedades
mecanotransductoras, debido a la capacidad de sensar y diferenciar
caracteristicas superficiales bioquimicas como la distancia entre ligandos y
biofisicas como la nanotopografia del biomaterial en el que fueron implantadas,
esto principalmente por sus adhesiones focales y por la interaccién de proteinas
que son polimerizadas y despolimerizadas dependiendo de la motilidad, el arreglo
morfologico y de orientacion espacial que requiera la célula en determinadas
condiciones superficiales®, todos estos procesos intervienen en la adhesion
celular y mineralizacion de la matriz81-3,
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Los osteoblastos, son células faciles de aislar, mantener y propagar fuera del
cuerpo humano por periodos prolongados de tiempo. Estas células pueden
subdividirse de acuerdo a si son células adultas o células troncales embrionarias,
ambas son autorrenovables y capaces de diferenciarse. No existen problemas
legales ni inmunoldgicos relacionados con su uso clinico®-83,

2.5.2 Células del periostio

Estas células estan localizadas dentro del periostio, pueden diferenciarse en
fibroblastos, osteoblastos o células reticulares. Las células del periostio derivadas
de células mesenquimales generan células comprometidas a uno o mas linajes
celulares, con un aparente grado de plasticidad e interconversion 44,

2.5.3 Células de la médula 6sea

Son las primeras células enfocadas a la ingenieria de tejido éseo, usadas de
manera autéloga o de forma sinérgica con meédula Osea, la cual contiene
precursores osteogénicos que se ha observado tienen potencial para dirigir
efectivamente la regeneracion 6ésea**; ya que se les puede adicionar marcadores
especificos después de su aislamiento, pero presentan algunas limitaciones como
su complicada obtencidn, la obtencién insuficiente de células osteoprogenitoras en
un aspirado, la disminucién de células con capacidad de regeneracion debido a
multiples enfermedades, fracaso por una transferencia insuficiente de células
progenitoras y que solo representan el 0.001% de la poblacion total de células
nucleadas en la médula ésea de un adulto sano*

2.5.4 Células troncales mesenquimales

Son células indiferenciadas con potencial de autorenovacion, su nimero es menor
comparadas con otras lineas celulares; poseen una alta tasa de proliferacion, su
pluripotencia permite que puedan diferenciarse en distintos fenotipos como:
osteoblastos, condroblastos, fibroblastos, miocitos, adipocitos y células del
estroma medular, lo que aun conlleva cierto riesgo en su aplicacién clinica**.
Aunque sus aplicaciones en la ingenieria de tejido 6seo son prometedoras es
necesario realizar mas investigaciones enfocadas principalmente en la terapia
celular para reconstruccion ésea*

2.5.5 Células vasculares

El uso de células vasculares puede ofrecer diversas ventajas hipotéticas, la terapia
celular con células endoteliales progenitoras, es capaz de brindar un sustrato;
constituido por células vasculares, factores de crecimiento y las citocinas, capaces
de promover la regulacion de la actividad celular.
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Las células vasculares progenitoras son capaces de determinar los nuevos sitios
de vascularizacion 6sea, cuando éstos se encuentran en regeneracion y requieren
de aporte sanguineo**,

Estas células son relativamente faciles de aislar y expandir (maduras provienen de
los vasos sanguineos o progenitoras provenientes de la médula 6sea), son muy
prometedoras en la ingenieria de tejidos complejos como el hueso debido a que
pueden usarse en combinacién con osteoblastos para optimizar los resultados**.

2.6 APLICACION DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN LA
BIONGENIERIA DE TEJIDO OSEO.

Los factores de crecimiento son una familia de proteinas que controlan la actividad
celular de tejidos especificos, mediante un sistema de regulacion complejo® La
incorporacion de factores de crecimiento a los biomateriales les confiere
propiedades osteoinductivas?'. La necesidad de comprender los mecanismos
mediante los cuales los osteoblastos forman naturalmente hueso, permitié el
cuestionamiento acerca de la existencia de factores que regulen su
comportamiento y la formacion Osea, lo que estableci6 las bases para la
terapéutica de regeneracion 6sea® (Tabla 4).

En 1965 Marshall Urist realizd estudios en la matriz 0sea desmineralizada y
encontré que habia sustancias capaces de estimular la formacién de nuevo tejido
0seo, las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), en los siguientes 20 afos, se
identificd su estructura y sus propiedades fueron estudiadas y probadas in vivo e
in vitro, asi como comercializadas para su aplicacién clinica en defectos 6seos®®.

Las BMPs son factores de crecimiento que pertenecen a la superfamilia de TGF-
B, ambas presentan semejanzas estructurales y secuenciales. La familia de BMPs
esta conformada por 20 miembros, los cuales comparten un cierto grado de
similitudes y estan implicadas en diversas funciones como la formacién dsea
después de un dafio en adultos. La sefializacion de BMPs se da mediante los
receptores de proteinas morfogenéticas 6seas (BMPRS), los cuales se activan
mediante sefalizacion intracelular transmitida por proteinas Smads, induciendo
con ello la transcripcién de genes especificos; su principal funcién es modulada
por BMPs extracelulares de unién a proteinas como nogina y cordina, las cuales
inhiben la sefalizacion de BMPs mediante el bloqueo de la interaccién con los
BMPRs 87-89,
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Tabla 4. APLICACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO EN LA REGENERACION DE

TEJIDO OSEO
FACTOR FUNCION EFECTO BIOLOGICO IN VIVO E IN
VITRO
MENSAJEROS
EXTRACELULARES
TGF-B Factor mitogénicoy Induce la diferenciacion a osteoblastos
osteogénico en células indiferenciadas
Inhibe osteogénesis en célula
comprometidas
BMP-2 Factor osteogénico Inicia el proceso de formacién oGsea y
regeneracion
Induce la expresion de otras BMP’s
BMP-4 Factor osteogénico  Potencial osteocodrogenénico in vivo e in
vitro
BMP-7 Promueve la Potencial osteogenénico in vivo e in vitro
regeneracion 6sea  Activa osteoblastos inmaduros
en el sitio de
fractura
FGFb Factor mitogénicoy Mutacion genética  que provoca
osteogénico condrodisplasia y craniosinostosis.
Estimula la expresiéon de Sox 9
PDGFs Factor mitogénicoy Estimula la proliferacién de osteoblastos,
osteogénico condrocitos y células mesenquimales .
EGF Factor epitelial Estimula la proliferacion de células
epiteliales.
IGF-I, 1l Factor mitogénicoy Estimula el crecimiento de laminas,
osteogénico formacion o6sea, osificacion endocondral
y proliferacion de osteoblastos.
Wnt Factor mitogénicoy Es crucial en la proliferacion de células
osteogénico osteoprogeitoras 'y puede inhibir la
maduracion de osteoblastos.
Ihh Factor Es esencial en la formacién de plaguetas

osteocondrogénico

y formacién de hueso endocondral.
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PTHrP Factor
osteocondrogénico
MENSAJEROS
INTRACELULARES
MAPKs Transduccion de
sefalizacion en
osteogénesis
PKA/CREB Transduccion de
sefalizacién en
osteogénesis
B-catenin Factor de
transduccion
osteogénica
Runx2 Factor de

transcripcion
temprano en
osteogénesis
Osterix Factor de
transcripcion tardio
en osteogénesis

DIx5 Factor de
transcripcion en
osteogénesis

Induce la expresion de PTHrP.

Es esencial en la formacion de plaquetas
y formacion de hueso endocondral.

Esenciales en la regulacion intracelular
de factores osteogénicos

Transduccion de sefial osteogénica

Esenciales en la regulacion de Wnt

Principal regulador en la fase inicial de
osteogénesis

Principal regulador en la fase final de
osteogénesis

Inhibidor de condrogénesis

Induce la maduracion de osteoblastos

Inhibe la formacién de osteocitos

Msx2 Factor de
transcripcion en
osteogénesis

Induce la proliferacion de precursores
celulares, su respuesta depende de DIX5.

Fuente: Carreira, A. C., et al. "Bone morphogenetic proteins facts, challenges, and future perspectives.”

Journal of dental research (2014): 336.

Las BMP no son las Unicas moléculas con capacidad osteoinductiva existen otras
moléculas que intervienen en la regeneracion 6sea como factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), la familia del factor de crecimiento transformante 3
(TGF- B), factor de crecimiento parecido a insulina (IGF-I), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y los factores de crecimiento fibroblastico (FGF) &°.

Los factores de crecimiento se encuentran usualmente en la MEC y son liberados
después de un dafio para contribuir al proceso de reparacion, durante la
reparacion o0sea; las células del microambiente 6seo como osteoblastos, células
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de la médula Gsea, células endoteliales, fibroblastos y células inflamatorias migran
al sitio de la lesion 86:87,

2.7 EVENTOS QUE OCURREN POSTERIOR A LA IMPLANTACION DE UN
BIOMATERIAL

Inmediatamente después de la implantacion se lleva a cabo una respuesta por
parte del huésped al material, que se manifiesta como una produccion de
proteinas provenientes de la sangre y de los fluidos circundantes del nicho
receptor y posteriormente de la actividad celular que se esta llevando a cabo en la
interfase entre el tejido del huésped y el biomaterial, el cual absorbe éstas
proteinas creando un film que proveera las condiciones necesarias para la
adhesion celular y posteriormente la osteointegracion del biomaterial®®-2,

2.7.1 Adhesioén celular

La adhesion celular a la superficie de un andamio es un mecanismo en donde la
topografia y energia superficial del biomaterial son fundamentales®, la primera
fase de interaccion célula-biomaterial comprende la unién, adhesion y migracion
de las células, que serd determinante en la capacidad de proliferacion vy
diferenciacion de las células osteoblasticas en contacto con el andamio®?.

Los osteoblastos inmediatamente después de entrar en contacto con una
superficie, comienzan a adherirse mediante proteinas como fibronectina y
vitronectina que se encuentran presentes en la MEC, los sitios de union
especificos a proteinas como la secuencia RGD (arginina, glicina y &cido
aspartico); son reconocidos por heterodimeros de integrinas en la membrana
celular; las integrinas se ensamblan en adhesiones focales de .5 -1 um de
longitud, que son los sitios de union que se encuentran entre la membrana celular
y la superficie del sustrato, se encuentran a una distancia aproximada de 10-15
nm, participan en la mecanotransduccion de sefales, por medio del
reconocimiento de las propiedades biofisicas y bioguimicas superficiales, estan
acoplados a filamentos de Actina-F mediante proteinas como vinculina, paxilina,
talina y tensina, que se encuentran en la cara interna y son mediadores de la
interaccion entre filamentos de actina y las proteinas receptoras de membrana; las
adhesiones focales se forman durante la fase de adhesion celular, pero presentan
continuamente ensamble y desensamble durante el movimiento celular s), se
requiere una distancia Optima aproximada de 70 nm para permitir la asociacion de
parejas de integrinas activadas, lo que favorece establecer y mantener una
adhesion firme a la superficie del biomaterial °*-°6 (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del mecanismo de unién de las proteinas de adhesién al dominio RGD,
efecto en la morfologia celular como respuesta a la superficie del biomaterial.

Fuente: Biggs, Manus Jonathan Paul, R. Geoff Richards, and Matthew J. Dalby. "Nanotopographical
modification: a regulator of cellular function through focal adhesions." Nanomedicine: Nanotechnology, Biology
and Medicine 6.5 (2010): 627.

La adhesion de los osteoblastos a la superficie del material involucra diversas
biomoléculas de transduccién, seguido de una sefializacidn para generar una
respuesta celular, estudios in vitro muestran un aumento en la absorcién de
proteinas como fibronectina y albumina en la superficie del biomaterial
desencadenan una adhesion mas fuerte por aumento en la expresion de
integrinas, adhesiones focales mas fuertes asi como una reorganizacion del
citoesqueletoee). La arquitectura del citoesqueleto de actina es esencial para
mantener la morfologia y adhesion celular, si se ensamblan en haces largos, la
proteina F-Actina soporta las protrusiones de la membrana plasmatica conocidos
como filipodios, si se ensamblan en forma de reticulado, es soportada por
protrusiones en forma de hoja llamados lamelipodios y si se encuentran asociados
con placas de adhesion, las fibras de estrés de actina pueden transmitir esas
fuerzas al sustrato®-%.

2.7.2 Respuesta celular a la nanotopografia

Un elemento crucial en la bioingenieria de tejido es crear un nanoambiente
favorable, principalmente para la MEC debido a que guia la diferenciacion celular y
la regeneracion tisular. Las células se encuentran naturalmente rodeadas de
nanoestructuras, en contacto con otras células y con la MEC, estas estructuras
estan formadas por biomoléculas configuradas en diferentes arreglos geométricos
(nanoporos, nanofibras, nanocristales) 1%°.

La capacidad de algunas células de presentar cambios en su orientacion,
migracion y organizacion del citoesqueleto por influencia de los sustratos, fue
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observada por primera vez en 191111 después en 1952 Weiss fue el primero en
proponer el término punto de contacto para describir la alineacion celular con
respecto a la topografial®? en 1964 se propuso que las células podian responder
a la topografia o a su ambiente'®® Desde entonces y gracias al desarrollo de
técnicas que permiten la fabricacion de micro y nanomateriales®®, numerosos
estudios han mostrado que muchas células son capaces de reaccionar a la micro
y nanotopografial®®1%  mediante cambios en la adhesién celulart®,
alineamiento'®, morfologia y organizacion del citoesqueleto®”:1%8 proliferacion
celular'®® viabilidad''?, expresion de genes y diferenciacion celular'! (Figura 9).

SUPERFICIE CON DIMENSIONES A
ESCALA REGULAR

ABSORCION DE ADHESION PROLIFERACION : DIFERENCIACION
PROTEINAS i CELULAR Y CELULAR CELULAR
ESPECIFICIDAD

SUPERFICIE CON DIMENSIONES EN
NANOESCALA
Figura 9. Esquema de la respuesta celular en superficies en escala nanométrica.

Fuente: http://www.ordoneardentistrylibrary.org/Data/pdfs/IJRID/IJRID1.pdf

El comportamiento celular es determinado intrinsecamente por medio de la
sefalizacion celular y extrinsecamente mediante los contactos célula-célula y de
la célula-componentes de MEC, estas sefiales pueden ser quimicas como factores
de crecimiento o citocinas y mecanicas como fuerzas ténsiles causadas por las
interacciones con micro o nanoestructuras de la superficiel®. Los haces de
filamentos de actina del citoesqueleto dirigen a los filopodios mediante
sefalizacion, se estabilizan por el reclutamiento de microtibulos y acumulacién de
actina, lo que permite la formacién de las adhesiones focales*3.

En la interfase célula-matriz, se llevan a cabo las interacciones de fuerza
mecanica a través de adhesiones focales, las cuales vinculan la MEC al
citoesqueleto!® de esta manera se da la activacion de las vias de sefializacion de
las adhesiones focales!*?. La MEC transmite una gran cantidad de sefales
bioquimicas y biomecanicas, las sefiales biomecanicas pueden manifestarse con
cambios en la nanotopografia, que proveen estimulos que activan la sefializacién
de células anclaje dependientes mediante una respuesta que se manifiesta como
la rigidez local de la MEC 11244,
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Los filopodios se encuentran en diversos tipos de células y les permiten sensar y
alinearse en nanotopografias, los lamelipodios se forman cuando la célula migra al
sitio requerido (Figura 10), para que esto suceda se requiere la sefalizaciéon de la
proteina G, el citoesqueleto y otras proteinas como!??,
e Rho: Induce el ensamble de las fibras de actina de estrés a la contraccion a
la superficie del sustrato, lo que genera tension en la célula

¢ Rac: Induce la formacion de lamelipodios

e Cdc42: Debe activarse para permitir el ensamble de los filipodios

A._

» _
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Figura 10. Esquema del efecto de la topografia superficial del biomaterial en la orientacion y
morfologia de filipodios y lamelipodios A) efecto de patrones repetitivos con distinta
separacion espacial. B) efecto de los cambios en la orientaciéon de los patrones.

Fuente: Guilak, Farshid, et al. "Control of stem cell fate by physical interactions with the extracellular matrix."
Cell stem cell 5.1 (2009): 20.

La sefalizacion mecanica de la MEC también puede ser transmitida mediante
receptores de integrinas del citoesqueleto al nicleo celulart'?, se ha demostrado
que la morfologia y orientacion celular estan relacionadas con la expresion de
algunos genes. Los cambios en la morfologia celular que se dan después de la
adhesion de la célula a la superficie del material debido a las alteraciones que
sufren las adhesiones focales de la matriz extracelular, se manifiestan con
cambios en el proceso de diferenciacion celular, que se ve reflejado en su
fenotipo; una de las vias mas activadas que puede mediar la mecanotransduccion;
es la sefalizacion de las quinasas de adhesiones focales, que permite responder a
la rigidez del sustrato y a la tension del citoesqueleto!?.

El proceso de interaccion célula-material es altamente dinamico y en gran medida
depende de la respuesta celular** también involucra una interaccion fisico-quimica
entre la célula y el material que se da mediante fuerzas ionicas, fuerzas de Van
Deer Waals, que permiten la fijacion celular al materialt'?

Las propiedades superficiales de los biomateriales; como las diferencias en la
topografia superficial, composicion quimica y energia superficial, determinan en
gran medida el éxito de la interaccion entre un biomaterial y los tejidos del
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huésped, debido al aumento de la tasa de regeneracion, tiempo de cicatrizacion y
osteointegracibn que conlleva a una mayor estabilidad y por lo tanto
funcionalidad®’. (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de las propiedades de los biomateriales que intervienen en el
comportamiento celular y respuesta celular que se presenta posterior a laimplantacion.

Fuente: Ramazanoglu, Mustafa, and Yoshiki Oshida. Osseointegration and Bioscience of Implant Surfaces-
Current Concepts at Bone-Implant Interface. INTECH Open Access Publisher, 2011.63

Diversos estudios in vivo e in vitro respaldan la importancia de la topografia
superficial para mejorar la respuesta biolégica. Los osteoblastos son capaces de
sensar, diferenciar y responder a las diferentes morfologias tridimensionales del
material, que puede definirse como la forma, tamafio, textura y orientacion
superficial del material, o la sucesion de crestas y valles que se pueden cuantificar
mediante la altura de crestas, perfiles de 2 dimensiones o parametros
tridimensionales (Tabla 5)!*3. Estos cambios en la superficie del biomaterial
presentan un efecto importante en la absorcién de biomoléculas y cambios en los
arreglos de moléculas de agua y iones??’.

Los biomateriales a nanoescala presentan una superficie con una topografia mas
texturizada, que se manifiesta como un aumento del area superficial, el aumento
de la energia superficial que a su vez mejora la mojabilidad del biomaterial con la
sangre, la union y difusion de fibrina y proteinas de la matriz, lo que favorece la
adhesion celular y la regeneracion tisular, estos eventos son determinados
principalmente en la primera fase post implantacion que tiene implicacion en el
éxito de la osteointegracion. Los patrones de la nanotopografia superficial
también intervienen en la modulacién de procesos de proliferacién y diferenciacion
celular 112113

Todos los materiales presentan en su superficie una topografia, pero no todas

presentan nanoestructuras significantes, una nanoestructura posee un tamafio
intermedio entre el rango molecular y nanométrico (de 1- 100 nm). Para
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caracterizar un biomaterial nanoestructurado es necesario diferenciar el numero
de dimensiones que se encuentran en nanoescalal!?113,
e Superficies nanotexturadas: Presentan una sola dimension en nanoescala
como la altura de una cresta, la cual puede estar presente de manera
continua y homogénea en forma de nanorugosidad superficial.

e Nanopatrones superficiales: Presentan dos dimensiones, los patrones
repetitivos son en escala nanométrica.

e Nanoparticulas: Presentan tres dimensiones espaciales en nanoescala'*?,

La repetitividad y homogeneidad, son pardmetros claves que definen la superficie
nanoestructura de un material, aunque son dificiles de cuantificar y se consideran
pardmetros morfologicos cualitativos; si estos pardmetros nanoestructurales no
son claramente visibles, es considerado como un biomaterial nanoliso!'? (Figura
12).

Tabla 5. PARAMETROS PARA CALCULAR LA TOPOGRAFIA SUPERFICIAL DE UN
BIOMATERIAL

2D EVALUACION DEL PERFIL

Ra: Rugosidad promedio de perfil (parametro de amplitud), se define como la media aritmética
de las desviaciones de la curva del perfil con respecto a la linea media de la longitud basica o
linea de referencia.

Rz: Parametro vertical, altura promedio de pico a valle alo largo de larugosidad del perfil.

Rzjis: Parametro de la industria japonesa para Rz, basado en los 5 picos mas altos y los 5
valles mas bajos en la longitud total de la muestra.

Rsm: Parametro horizontal, distancia promedio interpicos alo largo d larugosidad del perfil.

Sa: Parametro de amplitud, desviacion promedio de la altura de amplitud de la superficie,
calculados en parametros de 2D, extendiéndose a parametros de 3D

Sds: Parametro espacial, es la densidad de crestas, es decir el niUmero de picos por area

Sdr: Se define como el desarrollo de la relacion de area interfacial, que expresa el incremento
el del area superficial interfacial con relacion a una linea de base a un plano liso

% Sdr: Parametro hibrido, esta integrado por el numero y altura de las crestas en una
superficie detrminada y expresa la densidad espacial.

Sdr=0% es igual a una superficie plana

Sdr=100% es igual al aumento de la rugosidad al doble

Fuente: Ehrenfest, David M. Dohan, et al. "Classification of osseointegrated implant surfaces: materials,
chemistry and topography." Trends in biotechnology 28.4 (2010): 202.
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Figura 12. Esquema de los diferentes tipos de nanotopografia. Ay B son sensadas por la
células como superficies nanolisas, C como rugosas y D como mixtas.

Fuente: http://es.slideshare.net/drduarteg/superficie-de-los-implantes-orales-revision-enfocada-a-la-topografia-
y-a-las-propiedades-quimicas-1

Existe suficiente evidencia clinica que soporta el efecto positivo del aumento de la
rugosidad en la osteointegracion; sugiere que la rugosidad moderada y
homogénea es éptima para la interaccion del hueso con el implante®, sin embargo
no se ha llegado a un consenso sobre la nanorugosidad superficial ideal, lo
anterior contrasta con que la rugosidad del hueso es de aproximadamente Ra= 32
nm .

2.7.3 Osteointegracion

La formacion de tejido mineralizado en la superficie del biomaterial, es la ultima
etapa de reaccion osteoblastica 519,

Para lograr las adecuadas condiciones biolégicas y biomecanicas durante un
tiempo prolongado, es necesaria la osteointegracion del material; en este proceso
se requiere la intervencion de la respuesta de los biomateriales sobre el hueso y
las células 6seas. Podemos definir osteointegracion clinicamente como la
estabilidad total y fijacion funcional entre el hueso y el biomaterial y
experimentalmente como el intimo contacto entre el hueso y el implante en cortes
histologicos!'s.

Se considera que un biomaterial esta clinicamente osteointegrado cuando no hay
movilidad entre el biomaterial y el hueso bajo condiciones normales de carga
posterior a un periodo definido de cicatrizacién!!3, Las condiciones en que se
encuentra el tejido 6seo del huésped determina en gran medida los mecanismos
de osificacion que se dan después de su implantacion, considerando que el
proceso de regeneracion presenta una distinta cascada de eventos en el hueso
cortical comparado con el hueso trabecular .
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En el hueso cortical, tras el trauma quirargico de la implantacién de un biomaterial,
el dafio vascular de la corteza da como resultado necrosis del hueso cortical que
se encuentra en la periferia del implante, seguido por un proceso de remodelacién
lenta que llevan a cabo los osteoclastos, que implica la remocion del tejido dafiado
y la formacién de nuevo tejido 6seo®!, sin embargo la regeneracién en el hueso
cortical presenta osteogénesis a cierta distancia del biomaterial implantado;
aungque esta fase de remodelacion proporciona una temprana estabilidad que
conlleva a una menor tasa de fracaso, aun es un reto para la ciencia de los
materiales, crear superficies que permitan la osteointegracion a nivel
histol6gico>1%,

En el hueso trabecular existe migracion de células osteogénicas debido a su
composicion medular, la colonizacion de diversas células progenitoras
diferenciadas en la superficie del biomaterial permiten la formacién de nuevo tejido
0seo, por lo que la osteogénesis se lleva a cabo entre el biomaterial y el hueso
trabecular del huésped®®.

Los mecanismos de osificacion posterior a la implantacion del material son
sumamente importantes para el entendimiento de la respuesta biologica a
implantes enddseos, sin embargo la calidad de tejido formado por el huésped, asi
como la interfase entre el implante se ve afectada por caracteristicas del
material®8,

En 1979 se categoriz0 la respuesta bioldgica en tres grupos:

1. Biotolerante: Presenta osteogénesis a cierta distancia del biomaterial, el
cual no es rechazado por los tejidos pero es rodeado por tejido fibroso.

2. Bioinerte: Presenta osteogénesis con el biomaterial, las células
osteogénicas migran directamente a la superficie del biomaterial, donde se
establecera la formacién de nuevo tejido 6seo.

3. Bioactivo; Este tipo de biomaterial permite la formacion de hueso en su
periferia, de este modo se da un intercambio de iones que permite una unién
quimica con el hueso 14
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CAPITULO 3.

3.1 METODOS DE SINTESIS DE MATERIALES NANOESTRUCTURADOS
CERAMICOS

Las técnicas de caracterizacidon de nanoparticulas han permitido identificar sus
propiedades fisicas y relacionarlas con la forma, tamafio y estructura atémica del
sistema; las nanoparticulas han permitido el desarrollo de técnicas que favorecen
un proceso de sintesis controlada y reproducible en cuanto a forma, tamafo,
composicidon y distribucién de particulas, la determinacion de sus propiedades
Opticas, eléctricas, magnéticas, térmicas, elasticas, entre otras, también ha
permitido diferenciar entre los métodos de obtencion!®,

Existen diferentes métodos de sintesis de nanoparticulas, los cuales podemos
clasificar en:

1. Ascendentes
2. Descendentes

Los meétodos ascendentes involucran principalmente procesos quimicos de
sintesis, los componentes se encuentran a nivel atdbmico o molecular para
promover su autoensamblado para la formacion de nanoestructuras, durante esta
fase de autoensamblaje se efectian fuerzas a nanoescala que favorecen la
organizacion de las particulas en estructuras mas complejas y estables, entre
estos tenemos?'®,

Método Sol-Gel

Método de dispersion coloidal

Reduccion fotoquimica y radioquimica de particulas
Irradiacién con microondas

Dendrimeros

Método solvotermal 11°

Los métodos descendentes son efectuados principalmente por métodos fisicos, se
basan en el uso de componentes macroscopicos, los cuales pueden ser
controlados durante la etapa de sintesis para la obtencion de nanoestructuras (s7).
Los utilizados son:

e [Evaporacion térmica

e Molienda

e Dep0sito quimico en fase gaseosa
e Método de nanocumulos gaseosos
e Implantacién de i6nes!®.
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3.1.2 Técnica de rocio pirolitico ultrasénico

La técnica de rocio pirélitico ultrasénico se lleva a cabo por un método de sintesis
descendente que se basa en la evaporacion térmica de una disoluciéon de un
compuesto precursor soluble y estable en el soluto que fué disuelto y que no
sufrirda descomposicion durante el proceso de sintesis. La disolucién es convertida
en vapor por la accion de vibracidon soénica; el cual es transportado mediante un
gas. Este gas portador es dirigido hacia un colector para que posteriormente se
deposite mediante un atomizador ultrasonico que genera un flujo ultrafino y
constante. Cabe destacar que este vapor contiene el precursor condensado, que
es depositado sobre un sustrato que se encuentra en una superficie caliente a la
cual puede controlarse la temperatura y por medio de la evaporacion del solvente
y la nucleaciéon de las particulas sdlidas, las cuales se obtienen en un rango de
tamafio que va desde nandmetros hasta algunos micrometros dependiendo del
tamario de la gota y la concentracion de la disolucion'® (Figura 13).
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Figura 13. Esquema del proceso de sintesis mediante la técnica de rocio pirolitico
ultrasoénico.

Existen diversas condiciones como: Las propiedades de los precursores, la
concentracion a la que se encuentran, las propiedades del solvente, el pH, la
temperatura, viscosidad, tension superficial, las propiedades del gas portador, el
tiempo de sintesis, la presion a la que son eyectadas las gotas, el tipo de
atomizador y la temperatura de la superficie reactora que afectan directamente las
propiedades de las particulas sintetizadas!'”118,

La manipulacién de las condiciones de sintesis permite el control de propiedades
de las particulas. Mediante la técnica de rocio pirolitico se han obtenido excelentes
resultados en cuanto a morfologia, tamafio, composicién quimica, distribucion de
particulas y estabilizacion, de tal manera que se pueda mantener sus
propiedades!’®.

Entre las principales ventajas de la técnica de rocio pirolitico se encuentran:
e Formacién de particulas de tamafio nanométrico
e Permite mantener la pureza de la disolucion
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Se pueden obtener particulas homogéneas con composicion
estequiométrica

Distribucion homogénea de particulas y con minina distancia entre ellas
Control de la morfologia de las particulas en funcidén de la naturaleza del
precursor y condiciones de sintesis

Obtencién de particulas densas, compactas o huecas

Particulas esféricas

Facilidad para la sintesis de materiales multicomponentes con alta
homogeneidad en su composicién

Alta velocidad de produccion

Sistemas de produccion continta del material*8,
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CAPITULO 4.

4.1 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE LOS NANOMATERIALES

En gran medida los avances en nanociencia se deben a la mejoria en las técnicas
de caracterizacion de nanomateriales que permite estudiarlos no sélo a nivel
molecular, sino también a escala atémica o subatémica'?°,

La caracterizacion de los biomateriales puede efectuarse a diferentes niveles,
algunos meétodos de caracterizacion son empleados para estudiar las formas,
tamafios y morfologias de dichas nanoestructuras; sin embargo otras técnicas son
empleadas para obtener informacion estructural de manera detallada'?°.

La caracterizacion de la estructura puede llevarse a cabo a diferentes grados
como: estructura cristalina, microestructura, estructura atomica y estructura
electronica.

4.1.1 Difraccion de Rayos X (XDR).

Es una técnica esencial para la caracterizacidbn de estructuras cristalinas, la
determinacion de la estructura cristalina es importante incluso paro los materiales
a nanoescala; debido a que sus propiedades pueden ser afectadas en su forma,
tamafio, orientacién y distancia intercristalina, estas propiedades se deben a la
disposicion atémica y a la distancia en el arreglo atdbmico que es de
aproximadamente 0.1nM*2°,

El descubrimento de los rayos X en 1885 por Réngten permitio que en 1912 Max
Von Laue postulara que los materiales poseen una estructura que consiste en la
repeticion periddica de los atomos o moléculas que forman este sélido en las tres
direcciones del espacio.

La difraccion de rayos X se basa en la interferencia constructiva de los rayos X
monocromaticos y una muestra cristalina.

Los rayos x son generados por un tubo de rayos catddicos, filtrados para producir
una radiacion monocromatica colimada para concentrarse y dirigirse hacia la
muestra. La interaccién de los rayos incidentes con la muestra produce una
interferencia constructiva y un rayo difractado, cuando las condiciones cumplen la
ley de Bragg (nA=2d sin 6). Esta ley relaciona la longitud de onda de la radiacién
electromagnética para el angulo de difraccion y el parametro de red en una
muestra cristalina.

Estos rayos X difractados son detectados, se procesan y son cuantificados,
mediante la exploracion de la muestra a través de distintos 26 en todas las
posibles direcciones de la red cristalina son analizadas debido a que los cristales
presentan una orientacién aleatoria en el material en polvo. El detector registra y
procesa esta sefial de rayos X y convierte la sefial a una velocidad de recuento
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que luego es enviada a un dispositivo, como una impresora 0 un monitor de
computadora.

La conversion de los picos de difraccion a distancias interplanares, permite la
identificacibn del material cristalino, ya que cada uno presenta distancias
interplanares Unicas y esto finalmente se logra con la comparacién de dichas
distancias interplanares con patrones de referencia estandar y el posterior analisis
mediante una base de datos para la identificaciébn de la estructura cristalina; el
méas usado comunmente es el Centro Internacional de Datos de Difraccion
(ICDD)120,

4.1.2 Microscopia electronica de barrido (SEM).

Es wuna técnica que proporciona informacion morfolégica, topografica y
composicional de las superficies de los materiales inorganicos y organicos,
mediante sus detectores de electrones secundarios que permiten obtener
imagenes de alta resolucion y los detectores de electrones retrodispersados que
permiten la obtencién de imagenes de composicion y topografia de la superficiel?°,

Esta técnica consiste en hacer incidir sobre la muestra un haz de electrones
enfocado finamente que emite una sefial que puede registrarse en una pantalla
mediante un tubo de rayos catédicos.

La microscopia electrénica emplea electrones en lugar de fotones para la
observaciéon de los nanomateriales a nivel atomico, esto se debe a que los
electrones poseen una longitud de onda mas corta que es inversamente
proporcional a la velocidad de su aceleracion'?® (Figura 14).

Estos electrones acelerados poseen grandes cantidades de energia cinética, ésta
energia es disipada en forma de diferentes sefales producidas por la interaccién
muestras- electrones cuando los electrones acelerados frenan en la superficie del
material. Estas sefiales pueden ser producidas por:

e Electrones Secundarios: Son los encargados de producir las imagenes en
SEM, son capaces de aportar informacion sobre la morfologia y la
topografia de las muestras.

e Electrones Retrodispersados: Aportan contrastes entre diferentes
elementos en muestras multifase.

e Electrones Retodispersados difractados: Son capaces de determinar las
estructuras cristalinas y orientaciones de minerales.

El andlisis SEM se considera una técnica no destructiva; es decir, los rayos X

generados por la interaccion de electrones no conducen a la pérdida de volumen

de la muestra, por lo que es posible analizar los mismos materiales repetidamente.
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Las sefiales que provienen de las interacciones electron-muestra aportan
informacion acerca de la morfologia externa (textura), composiciébn quimica, la
estructura cristalina y la orientacién de los materiales que componen la muestra.

En la mayoria de las aplicaciones, los datos se obtienen en un area seleccionada
de la superficie de la muestra, y se genera una imagen bidimensional que muestra
las modificaciones espaciales en estas propiedades. Se pueden obtener imagenes
de &reas que van desde aproximadamente 5 micras hasta 1 cm de anchura, con
una amplificacibn mayor a 100,000X y con una resolucién de 3 a 20 nm, esto
puede variar dependiendo del microscopio'??; esta técnica también es capaz de
realizar analisis de ubicaciones de puntos seleccionados en la muestra; este
enfoque es especialmente Ut en la determinacion cualitativa o semi-
cuantitativamente de composicion quimica mediante espectroscopia de energia
dispersiva (EDS), o la obtencion de la estructura cristalina, y orientaciones de
cristal por medio de Difraccion de electrones retro-proyectados (EBSD).

Filamento

.......
sene

Lentes
electromagnéticas

Lentes
electromagnéticas

Bobinas
de barrido

Bobinas
de barrido

Detector de e- Detector de
secundarios

Conversion - Conversion
dela : de la
senal senal

A la bomba de vacio

Figura 14. Esquema del funcionamiento de SEM.

Fuente: http:/quimica.unab.cl/laboratorio-de-analisis-de-solidos-las/informacion/fundamentos-
teoricos/microscopia-electronica-de-barrido-con-detector-eds-sem-eds/

4.1.3 Microscopia de fuerza atomica (AFM).

Es una técnica que favorece la exploracion superficial de un nanomaterial; permite
obtener perfiles de la superficie de la imagen, con una resolucién comparable con
la microscopia electrénica de transmision, ya que proporciona imagenes reales de
la topografia del material (Figura 15).

El microscopio de fuerza atomica sondea la superficie de la muestra con una
punta de aproximadamente 100 A de diametro, la punta se localiza en el extremo
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libre de un cantiléver, la cantidad de fuerza entre la punta y el cantiliéver depende
de la distancia de la punta y la superficie de la muestra, esto puede describirse
mediante la ley de Hooke F=-k-x

La deflexion de la sonda se mide mediante un laser diodo semiconductor que es
emitido en la parte posterior del cantiliéver sobre un detector fotodiodo sensible a
la posicion. Las deflexiones medidas en el catiliéver se utilizan para generar un
mapa de la topografia de la superficie por medio de una computadora?°.

Modos de operacion
Exiten tres modos primarios de imagen en AFM:

1. Contacto: Existe una separacion < 0.5 nm entre el explorador y la superficie
de la muestra.

2. Contacto intermitente o tapping: Existe una separacion de 0.5-2 nm entre el
explorador y la superficie de la muestra.

3. No contacto: Existe una separacion de 0.1-10 nm entre el explorador y la
superficie de la muestra.

Contacto

La fuerza entre punta y muestra se conserva persistente y se mantiene una
constante de deflexion; cuando la constante del explorador del cantiliéver es
menor que la superficie, el cantiliéver se curvea, la fuerza es repulsiva, al
mantener una deflexion constante en el cantiliéver, la fuerza entre el explorador y
la muestra permite obtener la imagen de la superficie de la muestra.

Ventajas
e [Escaneo rapido
e Adecuado para muestras rugosas

Desventajas
e Puede dafiar muestras de poca dureza

Contacto intermitente

El proceso de formacion de imagenes es similar al modo de contacto pero el
cantiliéver vibra a su frecuencia de resonancia por medio del piezoeléctrico.

El explorador contacta ligeramente con la superficie de la muestra durante
escaneado. Al mantener una amplitud de vibracion constante asi como una
interaccion constante entre la muestra y el explorador permite la obtencion de la
imagen.
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Ventajas
e Permite alta resolucion de muestras de bajo grado de dureza
e |deal para muestras biolégicas

Desventajas
e Proceso mas lento
e Mas complicado

No contacto

El explorador no contacta con la superficie de la muestra, pero vibra por encima de
la capa de liquido absorbido durante la exploracion. Mediante el uso de un circuito
de retroalimentacion para monitorear los cambios en la amplitud debido a la fuerza
de atraccion VdW permite medir la topografia de la superficie.

Ventajas
e Ejerce poca fuerza sobre las muestras (1012 N)
e Permite reutilizar muestras

Desventajas
e Baja resolucion
e Requiere ultra alto vacio.

detector
clectronico

' | _~ fotodiodos

laser

cantilever

muestra

Figura 15. Esquema de AFM, se observa el mecanismo mediante el cual se producen las
imagenes.

Fuente: http://www.maxwell.vrac.puc-rio.br/20203/historia_1999_3.html

53



CAPITULO 5.

5.1 JUSTIFICACION

Con la tendencia mundial de una mayor expectativa de vida y en consecuencia el
aumento de la poblacién adulta tanto en paises desarrollados como del tercer
mundo, los sustitutos biolégicos han tomado una gran relevancia en los ultimos
afnos en el area de la biomedicina, debido al alto costo, implicaciones éticas y alto
indice de fracaso de aloinjertos e injertos autdlogos.

Por lo anterior se propone un biomaterial bioactivo capaz de mimetizar las
caracteristicas biolégicas superficiales de la MEC Osea; como una estrategia
eficaz para identificar y posteriormente modificar las respuestas celulares.

En afios recientes, con los avances en la tecnologia, las investigaciones
enfocadas a la regeneracion del tejido 6seo se han centrado con gran interés en
explorar la aplicacion biomédica de los nanomateriales. En especial, en las nuevas
propiedades fisico-quimicas y de topografia superficial que pueden presentar los
nanomateriales de implante, cuando se comparan con los materiales
convencionales. Lo anterior contrasta con la consideracion de que el hueso es
visualizado como un material nanoestructurado, compuesto por entidades
biolégicas como proteinas colagenas y no colagenas y cristales de hidroxiapatita
gue poseen dimensiones nanométricas en su matriz extracelular.

Esto ha llevado a estudiar las nuevas propiedades de los nanomateriales,
principalmente las nanoceramicas de alimina, titanio e hidroxiapatita; haciendo
uso de los cultivos celulares in vitro. Los estudios realizados hasta la fecha,
reportan que los osteoblastos son células capaces de percibir, sensar y de utilizar
la nanotopografia para orientarse y migrar a través de ella. Sin embargo, estos
estudios no aportan informacion sobre el papel de la nanotextura superficial en la
biocompatibilidad o sobre el efecto bioldgico de la nanotextura superficial.

Con esta interrogante, se propone el desarrollo de la nanoceramica de aluminato
de magnesio (MgAl204). Estas ceramicas en su fase convencional han estado
utilizadndose en el area dental y ortopédica, debido a que son biomateriales que
presentan ventajas en cuanto a su alta resistencia mecanica, su alta resistencia a
la fractura y estructura cristalogréfica dependiente de la temperatura.

La técnica que serd utilizada en el desarrollo de la nanoceramica serd por medio
de rocio pirolitico en fase de vapor de las sustancias constitutivas de la ceramicas,
lo cual nos permitird controlar en funciébn de la temperatura del substrato, la
distribucion de la altura y el diametro de la particula depositada sobre substratos
de vidrio. A través de controlar y variar la temperatura de depdsito de la pelicula
nanoestructurada podemos producir diferentes topografias con diferentes escalas
de rugosidad. La caracterizacion de estas morfologias superficiales y determinar el
comportamiento celular en respuesta a las propiedades superficiales del
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biomaterial, podria ser de gran impacto en la implantologia biomédica. Con esta
perspectiva, nosotros llevamos a cabo estudios preliminares de la
biocompatibilidad y biomineralizacién de las células osteoblasticas en contacto con
las cerdmicas nanoestructuradas de MgAl20a.

5.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de las diferentes topografias superficiales de ceramicas
nanoestructuradas de aluminato de magnesio (MgAl204), sintetizadas por la
técnica de rocio pirolitico en términos de biocompatibilidad y bioactividad celular.

5.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Sintetizar y caracterizar las ceramicas de aluminato de magnesio (MgAl204)

2. Obtener diferentes tipos de nanotopografias de las ceramicas
nanoestructuradas (MgAl204), en funcion de la temperatura de sintesis
mediante la técnica de rocio pirolitico.

3. Caracterizar las propiedades de morfologia superficial y de composicion
guimica de la nanoceramica por técnicas microscépicas (SEM, AFM, XDR),
para determinar cuél de estas ceramicas nanoestructuradas presenta una
mejor respuesta biologica.

4. Establecer el efecto de la nanotopografia superficial de las ceramicas de

MgAI204 en la biocompatibilidad y biomineralizacion de las células
osteoblasticas en cultivos celulares in vitro.

5.4 HIPOTESIS
Las ceramicas de MgAI2O4 sintetizadas por la técnica de rocio pirolitico con

diferentes nanotopografias superficiales permiten identificar las condiciones
superficiales capaces de favorecer la biocompatibilidad y biomineralizacion celular.
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CAPITULO 6.

MATERIALES Y METODOS

6.1 DISENO DEL BIOMATERIAL

El disefio del biomaterial requiere la previa elecciébn de sus componentes y la
técnica de sintesis que permitird obtener los mejores resultados y posteriormente
la estandarizacion de las concentraciones optimas de los componentes, asi como
las condiciones de sintesis (Figura 16).

Figura 16. Esquema del proceso de disefio de un biomaterial.

6.2 SINTESIS Y CARACTERIZACION

6.2.1 Dep0Osito de ceramicas nanoestructuradas

El proceso de elaboracién de las ceramicas en pelicula delgada de MgAl204, se
llevé a cabo por la técnica de rocio pirolitico ultrasonico, utilizando soluciones a
base de los componentes quimicos que son cloruro de magnesio (MgClz2) y cloruro
de aluminio (AICI3); que se encuentran en una proporcion 0.05 molar. En la
elaboracion de las ceramicas se control6 la temperatura del sustrato (Vidrio coring
7059) desde 400°C hasta 600°C, asi como la frecuencia del atomizador a 2.5
MHz y una velocidad de flujo de gas 5 L/min; lo cual permiti6 controlar la
distribucion, altura, el ancho y la fase cristalina de las particulas depositadas.
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6.3 CARACTERIZACION

6.3.1 Difraccion de Rayos X

Para determinar la cristalinidad estructural de las ceramicas de MgAl204 se llevo a
cabo la técnica de XDR utilizando el equipo Siemens D-5000 con una longitud de
onda de radiacion de 1.5406 A (Cu Ka) utilizando un intervalo de angulo en 26 de
10-80° a una temperatura de 25°C para identificar las fases cristalinas.

6.3.2 Microscopia electronica de barrido

Los estudios por microscopia electronica de barrido se llevaron a cabo en un
microscopio SEM Leica-Cambridge Stereoscan 440, para observar la morfologia
superficial de las peliculas delgadas de MgAIl2Os4 que nos permiti6 obtener
informacion respecto a la forma, tamafio, distribucién de particulas asi como la
homogeneidad composicional debido a que el SEM esta equipado con un detector
de espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS).

6.3.3 Microscopia de fuerza atbmica

Para evaluar la topografia superficial de las ceramicas de MgAIl2O4 en funcion de
la temperatura se utilizé el microscopio de fuerza atémica Jeol JSPM-4210 en
modalidad de contacto y modo constante de fuerza de 5 nN con una punta de
silicio CSC15/25 Ultrasharp.

6.4 ESTERILIZACION DE LAS MUESTRAS

Las ceramicas previo a los estudios bioldgicos fueron colocadas en las cajas de
cultivo de 6 pozos donde se agregaron 2 mL de etanol a una concentracion del
70%, se retir0 el etanol y después se agregaron antibiéticos (penicilina (100 Ul/ml),
estreptomicina (100 pg/ml) y fungizona (0.3 upg/ml) incubandose 1 h.
Posteriormente se retird la mezcla de antibidticos y se dejaron secar bajo la
campana de flujo laminar con luz UV por 30 min. Una vez realizado este
procedimiento, se dejaron en la campana hasta su empleo en la caracterizacion de
la respuesta celular.

6.5 CULTIVO CELULAR

Para el trabajo experimental se utilizaron utilizaron osteoblastos fetales humanos
(hFOB 1.19 ATCC® CRL-11372™), los cuales se encontraban entre el 29 y 5t
pasaje, se mantuvieron en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), una solucion de antibiéticos (penicilina (100 Ul/ml),
estreptomicina (100 ug/ml) y fungizona (0.3 pg/ml), 100mM de aminoacidos no
esenciales y 100mM de piruvato de sodio. Los cultivos se mantuvieron a una
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temperatura de 37°C y en una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un
ambiente con 100% de humedad.

6.6 BIOCOMPATIBILIDAD CELULAR

La caracterizacion de la biocompatibilidad de los osteoblastos al ser cultivados
sobre la superficie de las ceramicas nanoestructuradas se evalué por medio del
ensayo de adhesion celular y ensayo de proliferacion celular.

6.6.1 Ensayo de adhesion celular

Para establecer el efecto de la nanotopografia de las ceramicas sobre la adhesion
celular, los osteoblastos fueron cultivados sobre las ceramicas nanoestructuradas
de MgAl204 en placas de cultivo de 24 pozos a una densidad celular de 1x103
cel/mL y se cultivaron durante 4 y 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion; las
células que no se adhierieron a las superficies fueron removidas por medio de tres
lavados con PBS (solucién amortiguadora de fosfatos).

Las células adheridas a las ceramicas fueron fijadas con 4% de paraformaldehido
e incubadas con una solucién al 0.01% de cristal violeta por 15 minutos.
Posteriormente se lavaron con agua bidestilada para quitar el exceso de colorante
o hasta que el agua bidestilada no tuviera presencia de color. Una vez logrado lo
anterior se extrajo el colorante de las muestras con 200uL de dodecilsulfato de
sodio (SDS) al 1%. La solucién resultante fué sometida a lectura para obtener la
densidad Optica en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 570 nm. Los
cultivos controles fueron las células sembradas sobre vidrio coring 7059.

6.6.2 Ensayo de proliferacién celular

Para determinar la influencia de la nanotopografia de las ceramicas de MgAl2O4
sobre la proliferacion celular, se evalué por medio del ensayo de azul de triazol
(MTT) basado en la habilidad de la enzima deshidrogenada mitocondrial para
oxidar una sal de tetrazolio (3-[4,5-dimetiltiazol-2-y]-2-5 bromuro difeniltetrazolio) a
un producto insoluble de color azul. Las células osteoblasticas fueron cultivadas
sobre las cerdmicas nanoestructuradas en placas de cultivo de 24 pozos a una
densidad celular de 2x10° cel/mL por triplicado por 1, 3, 5, 7, 14 y 21 dias de
cultivo utilizando medio completo y medio osteogénico, que contiene (50 pg/mL de
acido ascoérbico, 10 mM de B-glicerofosfato, 107 M de dexametasona). Después
de cada periodo de incubacién experimental, las células fueron incubadas con
MTT (5 mg/ml) a 37°C por 4 horas. Pasado este tiempo, el sobrenadante fué
removido y a cada pozo de cultivo se le adicion6 400 pL de una solucién de dimetil
sulfoxido (DMSO) e incubados durante 30 minutos para disolver los cristales de
formazan formados. Una vez logrado que se disolvieran los cristales la placa fué
llevada a un lector de ELISA, para obtenerse la densidad éptica a una longitud de
onda de 570 nm. Debido a que la generaciéon del producto azul es directamente
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proporcional a la actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, una
disminucién en los valores que se obtengan en la absorbancia a 570 nm nos
indica una medida de la viabilidad celular. Los cultivos controles fueron las células
sembradas sobre vidrio coring 7059.

6.6.3 Morfologia celular

Para determinar la influencia de la nanotopografia de las ceramicas de MgAl204
sobre la morfologia celular, se evalu6 la interaccién de los osteoblastos sobre las
ceramicas nanoestructuradas de MgAl204 a una densidad celular de 1x10® cel/mL
durante 24 horas. Pasado el tiempo post-siembra; las células que no se adhirieron
a las superficies fueron removidas por medio de tres lavados con PBS. Las células
adheridas a las cerdmicas fueron fijadas con 4% de paraformaldehido y
posteriormente analizadas mediante SEM.

6.7 BIOACTIVIDAD CELULAR

Los estudios de bioactividad celular fueron evaluados a través de un medio
osteogénico el cual consta de medio DMEM suplementado con 50 ug/mL de &cido
ascorbico, 10 mM de B-glicerofosfato, 10" M de dexametasona. En los estudios de
bioactividad celular se utilizé la actividad de la fosfatasa alcalina y se evalud la
formacion de tejido mineral mediante Alizarina Roja S.

6.7.1 Fosfatasa alcalina

Para determinar la bioactividad celular de los osteoblastos sobre las diferentes
nanoceramicas se llevd a cabo el ensayo enzimatico de la fosfasta alcalina (ALP).
La ALP es una enzima que cataliza la hidrdlisis del enlace éster fosférico entre un
grupo organico y un grupo fosforilo a pH alcalino, lo que liber6 fosfato al medio.
Para evaluar la presencia de la ALP las células osteoblasticas fueron sembradas a
una densidad de 1 x 10% células/mL por triplicado en las cerdmicas de MgAl204
durante 3, 5, 14 y 21 dias de cultivo celular. Al término de cada periodo
experimental de incubacion, las células fueron lavadas con PBS y se sometieron a
sonicacidén para extraer las capas celulares en una solucion amortiguadora con
10mM de Tris-HCL pH 7.4 méas 0.1% de triton X-100 con la finalidad facilitar el
desprendimiento de las células sobre las ceramicas. Los ensayos de actividad
enzimatica se llevaron a cabo por transferir 50 pL de cada muestra a una placa de
cultivo de 96 pozos adicionandole 30 pL de la solucién activadora de la enzima
que contenia 2mM de cloruro de magnesio (MgCl2) en una solucién amortiguadora
con 10mM de tris-HCI pH 9.8 y enseguida se agregd 50 pL de la solucién p-
nitrofenilfosfato (pNPP) en cada pozo de las muestras a una concentracion de
8mM e incubandose para que se llevara a cabo la reaccién enzimatica a 37°C por
60 minutos. La reaccion enzimatica se detuvo adicionando 20uL de 0.05 N de
hidroxido de sodio (NaOH) y se realizaron mediciones de la absorbancia a una
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longitud de onda de 405 nm para medir la cantidad de producto formado p-
Nitrofenol, compuesto que cambid a color amarillo en solucion alcalina.

6.7.2 Caracterizacion del material mineral depositado por tincion de Alizarina
Roja S.

Para determinar la formacion del material mineral sobre las superficies de las
ceramicas de MgAl20a4 se utilizo el kit de osteogénesis que se basa en la tincion de
Alizarina Roja S (Millipore). Para ello; las células osteoblésticas fueron sembradas
a una densidad de 1x103 células/mL por triplicado en las ceramicas de MgAIl204
durante 5y 21 dias de cultivo celular. A los cultivos se les dividié en grupo control,
las cuales son las ceramicas en presencia de medio normal y grupo experimental
cerdmicas incubadas en presencia del medio osteogénico. Una vez pasado el
tiempo, se retird el sobrenadante; se lavaron las células sobre las ceramicas y se
fijan con 10% de paraformaldehido por 15 minutos. Se retir6 el fijador y se lavaron
con agua bidestilada evitando no disturbar la monocapa superficial sobre las
ceramicas. Se retir0 el agua y se incubaron con la solucién de Alizarina Roja S por
20 minutos, se retird la solucién y se lavd con agua bidestilada para quitar el
exceso de colorante. Una vez realizado esto; las ceramicas son fotografiadas para
su fotodocumentacion. Por otro lado; para llevar a cabo un analisis cuantitativo de
la tincién de Alizarina Roja S; las ceramicas son incubadas con 400 pL de acido
acético por 30 minutos; posteriormente se pasaron a un tubo eppendorf y se
calentaron a 85°C por 10 minutos y rapidamente se enfriaron en hielo por 5
minutos, se centrifugaron a 20,000xg por 15 minutos y se neutraliz6 el pH con 150
uL de 10% de hidréxido de amonio y se llevé a lectura en un espectrofotébmetro a
405 nm. Los datos de absorbancia son convertidos a pM de alizarina utilizando
una curva estandar del colorante lo que permiti6 obtener la cuantificacion
directamente proporcional a los ndédulos de tejido mineralizado formados por los
cultivos celulares.

BIOMATERIAL

BIOCOMPATIBILIDAD
SINTESIS

CARACTERIZACION ADHESION

roclo CELULAR
PIROLITICO BIOMINERALIZACION
PROLIFERACION
ULTRASONICO CELULAR

ALP

ALIZARINA
ROJA

DIFRACCION DE RAYOS X
SEM
AFM

Figura 17. Esquema de las fases que comprenden la metodologia.
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizO mediante la identificacion de las variables; se
defini6 como variable dependiente la absorbancia y como variables
independientes la temperatura de sintesis y los dias de cultivo, todos los
experimentos se realizaron por triplicado; para el andlisis estadistico se
introdujeron los valores absolutos de las muestras replicadas por triplicado, se
calculd la desviacién estandar y el error estdndar, después mediante SPSS 22 se
realizd ANOVA de 2 vias, para determinar las diferencias entre un grupo control y
5 experimentales en dos condiciones, con medio normal y medio osteogénico,
finalmente se realizé la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples,la
significancia estadistica se consideré con p < 0.05.
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CAPITULO 7.

7.1 RESULTADOS

Por la técnica de rocio pirolitico se logré sintetizar ceramicas de MgAI204 con
diferentes temperaturas de depdsito. Las cuales se caracterizaron por técnicas de
XDR, SEM y AFM, para obtener datos sobre la topografia, cristalinidad vy
organizacién estructural de las mismas.

7.1.1 Caracterizacion mediante difraccion de rayos X.

En los difractogramas que se muestran a continuacién (Figura 18A-18D) que
corresponden a las cerdmicas depositadas a 400°, 450°, 500° y 550°C; se obtuvo
la fase hidrotalcita, que presenta las reflexionescaracteristicas de este material, de
acuerdo con los datos indexados en las tablas reportadas en el JCPDS 22-0700,
en especial la reflexion (003), que todas las ceramicas presentan a 11.5°; debido a
que en esta etapa de transformacion de fase no conlleva una alteracion en la
estructura cristalina y la presencia de estos planos caracteristicos confirma la
estructura laminar.

Las reflexiones (003) y (006) proporcionan informacion respecto a la distancia
interplanar y la (110) esta asociada a la densidad de carga de las laminas (Tabla
6).

Las reflexiones (003), (006), (009), (110) y (113) son anchas y asimétricas,
mientras que las (015) y (018) son reflexiones caracteristicas de los hidroxidos
dobles con estructura laminar, las reflexiones (220) a 31.1°, (311) a 34.1°, (400) a
42.2° y (440) a 57.5° que de acuerdo a JCPDS 010-425 corresponden a yAl20s;
son delgadas, bien definidas y simétricas asi como las reflexiones (220) a 64° y
(211) a 77° que corresponden al aluminio de acuerdo a JCPDS 004-787.

Las reflexiones (015) y (018) son imperceptibles aproximadamente a 600°C
cuando se lleva a cabo la transformacién de fase y se pierde la estructura laminar
caracteristica de la hidrotalcita.

En cada muestra se puede observar un diferente grado de cristalinidad y tamafio
de cristal que se ve reflejado en el ancho, tamafio, definiciébn y simetria de las
reflexiones caracteristicas. El grado de cristalinidad es muy bajo en todas las
muestras ya que se observan picos muy anchos que presentan poca definicion,
esto puede deberse a una mayor proporcién de aluminio en la relacién Mg?*/AlR*,
especialmente de yAl203 que presenta un gran grado de amorficidad.
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Tabla 6. CAMBIOS EN LA DISTANCIA INTERPLANAR

MUESTRA REFLEXION di A INTENSIDAD
400 (003) 7.46 90
(006) 3.31 40
(009) 2.90 26
450 (003) 7.90 08
(006) 3.89 38
(009) 2.82 24
500 (003) 7.78 95
(006) 3.60 37
(009) 2.70 22
550 (003) 7.80 92
(006) 3.80 34
(009) 2.80 23

63



- = Hi
] = HIDROTALCITA A " IDRCIALEITA 220 B 450°

| 400
| —  ALUMINIO 11 — ALUMINID

- ALUMINA = y- ALOMINA

;.;;. y

W |

400

400

31..1 A 211

ot

L e
\"'N UH“FI _ |":;v #WWWWW

8 28

—— HIDROTALCITA C soo° w4 = HIDROTALCITA 550
——  ALUMINIO i 211 =3 —— AWMINID D 11
¥- ALUMINA 400 k| y- ALUMINA
311 3 311
220 =
M‘h’l ! I 220 §23
er o
006 i |
|015 k 018 0 - _.-_: 'L‘“ﬁlw
=1 — ESPINELA E s00° 211
= y- ALUMINA
9 — ALUMINIO

an _
400

220

"r*’wdt " M
28
Figura 18. Difractogramas de las muestras sintetizadas de Mg2AlO4 A-D) muestras

sintetizada a 400, 450, 500 y 550°C, que presentan las reflexiones caracteristicas de u

material tipo hidrotalcita (003), (006) y (009), donde se observan picos anchos y poco
definidos, debido a un mayor grado de amorficidad asociado a una mayor proporcion yAl20a.

E) muestra sintetizada a 600°C, donde se observan las reflexiones (400) y
(440)caracteristicas de la espinela de aluminato de magnesio.

I
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Mediante el programa Kristal Shaper se pudo obtener la estructura cristalina; la
hidrotalcita posee una estructura analoga de la Brucita Mg(OH)z, que consiste en
un arreglo hexagonal de iones hidroxilo alternados con sitios octaedrales
ocupados por Mg?*, estos sitios octaedrales se unen mediante aristas para formar
laminas, el Mg?* del arreglo laminar puede ser sustituido parcialmente
isomérficamente por AI* y formar un hidréxido doble laminar, que adquiere una
carga neta positiva, que es neutralizada por el anibn COs > que se encuentra
almacenado en la zona interlaminar, la cual también contiene moléculas de agua
gue estabilizan la estructura cristalina.

En este caso presenta un arreglo de estructura romboedral de 3 laminas, (3R
politipo) (Figuras 19, 20), posee un sistema cristalino trigonal o romboédrico y una
estructura cristalina hexagonal-escalenoedral (Figura 21), que de acuerdo a la
clasificacion de Hermann Mauguin se simboliza 3 2/m, sus pardmetros de red son
a = 3.05A, ¢ = 23.40A los cuales concuerdan con la informacién indexada en las
tablas de JCPDS 22-0700 a = 3.102A y ¢ = 23.404A, los cambios en a se
atribuyen al aumento de AIP* en la proporcion Mg?*/ Al** y los cambios en ¢ se
atribuyen a un diferente grado de hidratacion.

Figura 19. Esquema de la estructura cristalina de la hidrotalcita, en la direccion [001] donde
se observa un arreglo estructural romboedral.
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Figura 20. Esquema de la estructura cristalina de la hidrotalcita, en la direccion [110].
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Figura 21. Esquema de la estructura cristalina hexagonal-escalenoedral de hidrotalcita, vista
lateral, superior.

El depoésito de la ceramica con una temperatura de 600°C di6é como resultado la
fase espinela correspondiente al aluminato de magnesio debido a que presenta las
reflexiones caracteristicas de este material de acuerdo a las indexadas en las
tablas del JCPDS 21- 1152, (111) a 19°, (220) a 31.1°, (311) a 36.87°, (400) a
45°, (511) a 54° y (440) a 65° (Figura 18E). En esta etapa de transformacion de
fase conlleva una alteracidon en la estructura cristalina; se pierde el arreglo laminar
de la hidrotalcita por lo que existe un cambio en las reflexiones obtenidas en las
muestras anteriores.

Como se puede observar en la figura 18E, se obtuvieron reflexiones poco
definidas, anchas y no simétricas, también posiblemente asociadas a una mayor
proporcion de yAl203 que posee un alto grado de amorficidad y es isoestructural a
la espinela por lo que presentan las mismas reflexiones caracteristicas (220) a
31.1°, (311) a 34.1°, (400) a 42.2° y (440) a 57.5° indexadas en JCPDS 010-425;
asi como las reflexiones (220) a 64° y (211) a 77° correspondientes al aluminio
indexadas en JCPDS 004-787.

Mediante el programa Kristal Shaper se pudo obtener la estructura del sistema
cristalino y la estructura cristalina; la espinela de Aluminato de Magnesio; es un
oxido binario con férmula general AB204, donde A representa al cation divalente
que ocupa los sitios tetraedrales y B ocupa los sitios octaedrales, posee una
estructura de la celda unitaria consiste en 8 moléculas de Mg2ALO4 y 32 iones de
oxigeno para 64 sitios tetraedrales y 32 sitios octaedrales, los cuales son
ocupados por 8 iones de Mg?*y 16 de AR .

Posee un sistema cristalino isométrico o cubico centrado en las caras (Figura 22) y
una estructura cristalina hexooctaedral (Figura 23) que de acuerdo a la
clasificacion de Hermann Mauguin se simboliza 4/m 3 2/m, sus parametros de red
son a = 8.07A ¢ = 8.07A los cuales concuerdan con la informacién indexada en
JCPDS 21-1152 a = 8.089 Ay ¢ = 8.089 A, la disminucion de los valores obtenidos
se atribuyen al aumento de AIP* en la proporcion (Mg?*/ Al**) o a la presencia de
impurezas.
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Figura 22. Esquema del sistema cristalino cubico centrado en las caras de la espinela de
aluminato de magnesio, vista superior y lateral.

Figura 23. Esquema de la estructura cristalina hexooctaedral de la espinela de aluminato de
magnesio.

7.1.2 Caracterizacion mediante microscopia electronica de barrido.

En las muestras sintetizadas a 400° C (Figura 24A), se puede observar una base
laminar con grietas que suelen ser perpendiculares al plano de clivaje; formadas
por la eliminacién de oOxidos de magnesio y aluminio; también observamos la
formacion de nudcleos de cristalizacion, en esta etapa inicial de nucleacién se
requiere la sobresaturacion de los componentes para formar particulas de
composicion heterogénea, los nucleos que estan en contacto con la estructura
laminar presentan morfologia mas irregular, las particulas mas superficiales
presentan morfologia semiesférica con diametro que va desde 800-1400 nm, con
distribuciéon no uniforme en cuanto a tamafio donde predominan las particulas de
1000- 1300nm de diametro (Figura 25A), asimismo; se pudieron observar
particulas con morfologia romboédrica de caracteristica de la yAl203 0 bohemita,
este hallazgo permite corroborar la informacion obtenida mediante difraccion de
rayos X (Figura 24B ).

En las muestras sintetizadas a 450°C (Figura 24C), se puede observar una
estructura basal y tres tipos de aglomerados; con morfologia plaquetaria, irregular
y vermicular, cuasiesférica, las cuales poseen un diametro de 1400-2100 nm
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(Figura 25B), lo que representa un aumento en su didmetro respecto a las
muestras sintetizadas a 400° C, esto puede ser causado por el aumento de la
temperatura durante el tratamiento térmico que favorece la agregacion atbmica a
las particulas amorfas y la formacion de cuellos.

En las muestras sintetizadas a 500°C (Figura 24D ) se puede observar en menor
grado la estructura basal, las particulas forman dos tipos de aglomerados, uno
con morfologia irregular que presenta mayor volumen y otro con morfologia
vermicular donde se observan las particulas con morfologia cuasiesférica con
diametro de 1000-2000 nm (Figura 25C), lo que representa una disminucion en su
diametro respecto a las muestras sintetizadas a 450°C, esto puede ser causado
por el aumento de la temperatura durante el tratamiento térmico que favorece la
eliminacion de los cuellos de particulas.

En las muestras sintetizadas a 550°C (Figura 24E) es menos visible la estructura
basal, esto puede estar asociado a los cambios en la difraccién de rayos X donde
la reflexibn (018) asociada con la estructura laminar caracteristica de las
hidrotalcitas, las particulas a su vez; forman dos tipos de aglomerados uno con
morfologia irregular que presenta mayor volumen y otro con morfologia vermicular
donde se pueden observar las particulas de morfologia cuasiesférica con diametro
de 1200-2000 nm (Figura 25D), en un acercamiento a las particulas en una
magnitud de 50000X, se pueden observar que estan conformadas por
nanoparticulas irregulares y cuasiesféricas, que van de los 50- 5 nm de diametro.

En las muestras sintetizadas a 600°C (Figura 24F) ya no es perceptible la
estructura basal, esto estd asociado a los cambios en la difraccién de rayos X
donde las reflexion (018) asociada con la estructura laminar y la transformacién de
fase asociada al tratamiento térmico; las grietas tampoco son visibles en esta fase
final de la descomposicion térmica de la hidrotalcita, las particulas forman dos
tipos de aglomerados uno con morfologia irregular y otro con morfologia
vermicular donde se pueden observar particulas de morfologia cuasiesférica con
diametro de 1200-2000 nm (Figura 25E), las cuales se encuentran distribuidas a lo
largo de toda la muestra.
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Figura 24. Imagenes obtenidas por SEM de cerdmicas nanoestructuradas de Mg2AlO4 a un
voltaje de 2000 kV y una amplificacion de 500X mediante electrones retrodispersados que
permite obtener un contraste en escala de grises en materiales multicomponente A)muestra
sintetizada a 400° C, donde se observa la estructura basal con grietas y lainiciacion de la
etapa de nucleacion. B)muestra sintetizada a 400° C, donde se observan particulas con
morfologia romboédrica, la cual es caracteristica de la yAl203. C) muestra sintetizada a 450°
C, donde se observan nucleos de cristalizaciéon y en menor grado la estructura basal.
D)muestra sintetizada a 500° C, se observan mayor nimero de particulas y aglomerados. E)
muestra sintetizada a 550° C, a mayor amplificacion podemos observar que las particulas
micromeétricas estan conformadas por nanoparticulas cuasiesféricas y de morfologia
irregular. F) muestra sintetizada a 600° C, se observan particulas y aglomerados en rango
micrométrico y ya no se observa la estructura basal de Al20s.
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7.1.3 Caracterizacion mediante microscopia de fuerza atémica.

Mediante el programa WinSPM e ImageJ se analizaron los resultados de
microscopia de fuerza atomica se evaluaron los cambios en la rugosidad y area
superficial de las muestras sintetizadas a 400°,450°, 500°, 550° y 600°C, todas las
muestras se analizaron a una longitud de 1um.

A 400°C observamos la formacién de crestas de altura variable de 10-33.4 nm, su
distribucion no es uniforme existe una distancia de aproximadamente 28.10 nm
entre cada una (Figura 26A).

En la figura 26B de la muestra sinterizada a 450°C observamos una formacién de
crestas mas agudas con una altura entre 40-82.4 nm, con una distribucion no
uniforme, con una distancia promedio de 36.45 nm entre cada una.

Mientras que a 500°C observamos un cambio superficial muy evidente con
respecto a las muestras anteriores, ya que hay una distribucion mas homogénea
de crestas y valles; las crestas se encuentran a una distancia aproximada de
33.82 nm y una altura que va desde los 20-58.1 nm pero bastante heterogeneidad
respecto a la morfologia y ancho de las crestas (Figura 26C).

En la muestra sintetizada a 550°C observamos un aumento en el grosor de la
muestra 322 nm, podemos observar dos tipos de superficies una casi lisa y otra
con crestas y valles con distribucion no homogénea, la distancia entre crestas es
de 66.55 nm aproximadamente y las crestas también presentan cambios en su
morfologia (Figura 26D).

La nanotopografia rugosa mas homogénea se obtuvo a 600°C, el grosor de la
pelicula disminuye drasticamente respecto a la sintetizada a 550; las crestas se
encuentran a una distancia aproximada de 21.38 nm y las crestas y valles
presentan mayor homogeneidad en cuanto a su distribucion y morfologia (Figura
26E).

Tabla 7. RESULTADOS DE RUGOSIDAD SUPERFICIAL DE LAS MUESTRAS

MUESTRA Ra Rz Rzjis Sdm

400 6.47 nm 33.4 nm 20.1 nm 28.10 nm
450 19.9 nm 82.4 nm 47.0 nm 36.45 nm
500 11.5 nm 58.1 nm 33.9 nm 33.82 nm
550 71.6 nm 322nm 141 nm 66.55 nm
600 14.89 nm 43.1 nm 27.7 nm 21.38 nm
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Figura 26. Imagenes obtenidas mediante AFM y analizadas mediante el programa WinSPM
en modo topografia de las muestras de Mg2AIlO4; que se analizaron a 1um de longitud A)
muestras sintetizadas a 400°C, donde podemos observar su perfil y una distribucion no

uniforme de crestas y valles. B) muestras sintetizadas a 450°C, donde podemos observar su
perfil y una distribucién no uniforme de crestas y valles en aproximadamente 2/3 de la
muestray en la superficie restante se observa un bajo grado de rugosidad. C) muestras
sintetizadas a 500°C donde se observa un aumento no uniforme de la rugosidad. D)
muestras sintetizadas a 550°C donde se observa un considerable aumento en el grosor de
las muestras y que presentan rugosidad con distribucién no uniforme. E) muestras
sintetizadas a 600°C donde se observa un patron mas homogéneo en el tamafio y
distribucion de la rugosidad superficial de las muestras.
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7.1.4 Adhesioén celular

El proceso de adhesion celular se efectu6 mas lento en las ceramicas
nanoestructuradas de Mg2AlO4 respecto al control (vidrio corning 7059) ya que se
observo una adhesion celular que va de 30-67% a 4 horas, respecto al 100% del
control, pero a 24 horas todos los grupos experimentales presentaron resultados
mayores al 100%; estos resultados sugieren que todas las muestras poseen
mayor afinidad y superficie de contacto para las células osteoblésticas respecto al
control.

Obtuvimos una diferencia significativa para las muestras sintetizadas a 600°C
respecto a las demas muestras experimentales en el ensayo a 4 horas, pero no
respecto al control, a 24 horas obtuvimos diferencias respecto a todas las
muestras y también sobre el control; excepto para las muestras sintetizadas a
550°C (Ver tabla 8 en el anexo); estos resultados sugieren que el material no
presenta efectos citotoxico y que las propiedades superficiales las muestras
sintetizadas a 600°C favorecen la adsorcion de proteinas de adhesion celular.
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Figura 27. Grafica de porcentaje adhesion de células osteoblasticas en contacto con las
cerdmicas nanoestructuradas de Mg2Al04 a4y 24 horas respecto al control (vidrio Corning
7059).
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7.1.5 Proliferacion celular

En la figura 28 podemos observar que al dia 1 sélo las muestras sintetizadas a
450° C con medio osteogénico presentan resultados significativos respecto al
control, al dia 3 las muestras sintetizadas a 500 y 550° C con medio osteogénico,
al dia 5 las muestras sintetizadas a 450, 500 y 550° C, al dia 7 ninguna muestra
presenta resultados significativos, al dia 14 todas las muestras presentan
resultados significativos y a 21 dias todas las muestras presentan resultados
significativos respecto al control tanto con medio normal como osteogénico (Ver
tabla 9 en el anexo).

Al dia 1 todos los grupos presentan resultados que van del 90-101% con medio
normal y de 93-107% con medio osteogénico, al dia 3; los porcentajes disminuyen
en todos los grupos con medio control con resultados que van de 71-96% y con
medio osteogénico sbélo aumenta en 500 y 550°C, los resultados varian de 73-
123%.

A los 5 dias con medio control los porcentajes varian de 79-96% y con medio
osteogénico de 86-114%, a los 7 dias con medio control de 84-91% y con medio
osteogénico de 83-96%, a los 14 dias con medio control de 97-101% y con medio
osteogénico de 135-145% vy finalmente a los 21 dias de 115-140% con medio
control y de 128-149% con medio osteogénico; estos resultado indican una
disminucién respecto al control en algunos grupos del dia 3-7, después del dia 7
que es cuando comienza el proceso de diferenciacion se observa un aumento en
el porcentaje de células respecto al control, este aumento de la densidad celular
es mayor para los grupos con medio osteogénico a 14 y 21 dias, pero no se
observa ninguna tendencia con respecto a la temperatura del tratamiento térmico,
sin embargo si existen diferencias estadisticamente significativas respecto al
control que pueden indicar que la nanotopografia juega un papel importante en la
bioactividad de los osteoblastos.
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Figura 28. Porcentaje de proliferacion de células osteoblasticas en contacto con ceramicas nanoestructuradas de Mg2AlQ4, respecto al

control (vidrio coring 7059.
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7.1.6 Morfolog ia celular

A 400° C se observa un osteoblasto muy plano y elongado que mide
aproximadamente 47 ym de longitud, este tipo de morfologia es mas comun en
osteoblastos adheridos en superficies planas; el cuerpo tiene poco contacto con la
estructura laminar basal, pero los filipodios y lamelipodios presentan adhesiones
focales que se observan fusionados con los aglomerados de particulas que forman
parte de la nanotopografia de la ceramica de MgAl204 (Figura 29A).

Los osteoblastos presentan una longitud aproximada de 41 pm de longitud en las
muestras sintetizadas a 450° C (Figura 29B); esto se debe a que hay una distancia
menor entre los aglomerados de particulas, hay una mayor interaccion de las
células osteoblasticas con las nanoparticulas asi como los lamelipodios y filipodos
de morfologia mas densa y adhesiones focales fusionadas con los aglomerados
de particulas.

En la muestra sintetizada a 500° C (Figura 29C) se observa un osteoblasto con
una longitud aproximada de 32 pum con fusion lateral a un aglomerado, se
observan menor cantidad de filipodios y lamelipodios pero un aumento en el area
de contacto de las adhesiones focales.

A 550° C podemos observar 2 osteoblastos de aproximadamente 40 uym unidos
mediante desmosomas con morfologia plana, filipodios y lamelipodios muy
elongados que crecieron en interaccion con los aglomerados de particulas (Figura
29D), este cambio morfolégico respecto a los osteoblastos adheridos a 450 y 500°
C puede estar asociado a los cambios nanotopograficos de las muestras
sintetizadas a 550° C que presentan zonas con una mayor area superficial de
contacto debido a que las nanoesferas en comparacion con las ceramicas
anteriores presentan topografias mas lisas.

A 600° C podemos observar dos osteoblastos de aproximadamente 30 um unidos
mediante desmosomas, con una estructura mas densa vy fibrilar. Los osteoblastos
son ceélulas anclaje dependientes por lo que primero requieren adherirse, por
medio de la extensién de filipodios y lamelipodios (Figura 29E), estos resultados
sugieren que los osteoblastos tienden a crecer a lo largo de los aglomerados de
nanoparticulas que forman las ceramicas y es claro que entre mayor sea el
namero de particulas existe un aumento en la porosidad del material el cual
promueva la formacion de puntos focales densos; por lo que los patrones
nanotopograficos pueden ser capaces de controlar la alineacion celular y el
fenotipo celular.
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Figura 29. Imagenes obtenidas mediante SEM de ceramicas nanoestructuradas de Mg2AIO4
en contacto con las células osteoblasticas a las 24 horas de cultivo, a un voltaje de 2000 kV
y una amplificacion de 2000X A) muestras sintetizadas a 400°C, se observa la interaccion
entre las células y los aglomerados de particulas y filipodios elongados. B) muestras
sintetizadas a 450°C, se observa la interaccion entre las células y los aglomerados de
particulas y la formacion de adhesiones focales. C) muestras sintetizadas a 500°C, se
observa lainteraccién entre las células y los aglomerados de particulas y la formacién de
adhesiones focales de mayor densidad. D-E) muestras sintetizadas a 550° y 600° C se
observa la interaccién entre las células y los aglomerados de particulas y célula célula, que
muestra mayor area de interaccion en ambos casos en las muestras sintetizadas a 600° C
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7.1.7 Fosfatasa alcalina

La expresion de fosfatasa alcalina se considera un marcador temprano de
diferenciacion celular, en la grafica podemos observar que su expresion aumenta
a partir del dia 3 alcanzando su maxima expresion a los 14 dias con medio
osteogénico y a los 21 dias con medio normal, lo que podria ser un incativo de la
influencia de la nanotopografiia y que el medio osteogénico es capaz de acelerar
el proceso, pese que el aumento en el porcentaje so6lo es significativo contra el
control en las muestras sintetizadas a 600° C en el dia 5 y 14 con medio
osteogeénico, el 80% de los resultados presentan valores = 100%, y a los 21 dias
se observa un descenso en todos los grupos experimentales con medio
osteogeénico.

En la gréfica (Figura 30) podemos observar que los mejores resultados se
obtuvieron en las muestras sintetizadas a 600°C, se observa un resultado
significativo respecto al control a los 5 y 14 dias con medio osteogénico (Ver tabla
10 en el anexo), lo cual sugiere un inicio temprano de la diferenciacion celular y el
mantenimiento del genotipo osteogénico.
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Figura 30. Porcentaje de expresion de fosfatasa alcalina de las células osteoblasticas
cultivadas sobre las cerdmicas nanoestructuradas de Mg2ALO4, durante 3, 5, 14 y 21 dias
con medio normal y con medio osteogénico.
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7.1.8 Caracterizacion del material mineral

La caracterizacion del tejido mineral se llevé a cabo mediante la técnica
histoquimica de alizarina roja, que permite la identificacion de depdésitos de Ca?*.
Nuestros resultados indican que la nanotopografia juega un papel importante ya
que aun sin presencia de medio inductor los osteoblastos fueron capaces de
depositar material mineral como podemos observar en la (Figura 31 incisos Ay C).
Sin embargo es evidente que el medio osteogénico incrementa el deposito de
ndédulos de tejido mineral (Figura 31 inciso B y D). Esta técnica permite el analisis
cualitativo para poder obtener imagenes que son representativas de la deteccion
de depositos de clacio y al mismo tiempo poder ser una técnica cuantitativa al
extraerse el colorante unido fuertemente al calcio y con ello poder determinar y
cuantificar el material mineral depositado por los osteoblastos durante el
transcurso del cultivo celular.

Figura 31. Fotografias de muestras de Mg2AlO4 donde se cultivaron osteoblastos humanos y
posteriormente se realiz6 la tincion de Alizarina roja S. A) Resultado a 5 dias con medio
normal, B) 5 dias con medio osteogénico, C) 21 dias con medio normal y D) 21 dias con

medio osteogénico.



La grafica de la cuantificacion de alizarina roja nos indica que existe una
correlaciéon con los valores obtenidos de la deposicibn de matriz extracelular
mineralizada con las imagenes de microscopia Optica. Como se muestra en la
(Figura 32) el contenido de de nédulos mineralizados que son tefiidos por la
alizarina roja S revel6 una mayor cantidad de calcio en los cultivos experimentales
en todas las ceramicas de aluminato de magnesio con respecto a los cultivo
control. Sin embargo estos datos aportan informacién importante ya que las
ceramicas al estar en contacto con las células pueden tener un caracter
osteoinductor y osteoconductor debido a los valores obtenidos.

Podemos observar el aumento de micromoles de Alizarina Roja S. dependiente
del tiempo vy la influencia del medio osteogénico en el aumento de depdsitos de
calcio, obtuvimos resultados significativos para las muestras sintetizadas a 600° C
a 5 dias con medio osteogénico y a 21 dias con medio control y osteogénico (Ver
tabla 11 en anexo).
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Figura 32. Micromoles de alizarina roja, los cuales estan asociados a depdsitos de calcio
formados por las células osteoblasticas cultivadas sobre las ceramicas nanoestructuradas
de Mg2AlO4 durante 5y 21 dias con medio normal y con medio osteogénico.
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CAPITULO 8.

DISCUSION

Los objetivos de este proyecto fueron sintetizar ceramicas de Mg2AlO4 a distintas
temperaturas con el fin de obtener diferentes topografias superficiales y evaluar
las respuestas biolégicas y morfolégicas de los osteoblastos in vitro, estas
investigaciones son indispensables para determinar las propiedades fisicas y
guimicas mas favorables de un material, asi como también obtener una
aproximacion de la posible respuesta de estos materiales en contacto con tejidos
del huésped.

La técnica de rocio pirolitico permitié exitosamente la obtencion de 5 diferentes
nanotopografias superficiales que logramos clasificar como rugosas Yy
mixtas!107.112.113: esto de acuerdo a los pardmetros de topografia superficial que
fueron propuestos por varios autores inicialmente en implantes de titaniol#:25:49.108,

Las técnicas de caracterizacion de las ceramicas de Mg2AlO4 permitieron
identificar aglomerados de morfologia vermicular, particulas cuasiesféricas y
romboédricas lo cual, coincide con lo reportado en estudios previos!36:137.142 g
tamafio micrométrico de los aglomerados contrasta con los experimentos
realizados por Wang'421%2 donde se utiliz6 una proporcién Mg/Al de 3:1 y se
obtuvieron ceramicas nanoestructuradas de Mg2AlO4 con un alto grado de
cristalinidad en todas sus fases!42152,

La desigualdad de resultados se atribuye a una relacion no estequiométrica entre
Mg/Al, ya que en este estudio se utiliz6 una proporcién 1:2 de Mg/Al; lo que
provocO un proceso mas lento de nucleacion; lo anterior se relaciona con que se
ha reportado que una mayor proporcion de aluminio retarda el grado de saturacién
necesario para la nucleacién!®’, esto también generd un cambio en las reflexiones
caracteristicas; ya que obtuvimos reflexiones anchas y de menor intensidad lo cual
Nebot'3¢ y Martinez'?®’ lo han asociado con disminucién en la cristalizacion de la
fase y por lo tanto con la obtencibn de un material con mayor grado de
amorficidad. Lo que hace evidente que las condiciones experimentales y el
método de sintesis influyeron en las propiedades nanotopogréficas superficiales y
de composicién quimica de las ceramicas nanoestructuradas de Mg2AlOa.

De acuerdo con el andlisis realizado por Swihart'>3, la técnica de rocio pirolitico
presenta versatilidad y multiples ventajas frente a otras técnicas para la obtencién
de nanoparticulas mediante métodos de vapor, entre las que se pueden destacar;
la capacidad de obtener variabilidad de materiales con propiedades fisicas y
quimicas, materiales multicomponentes con distribucion homogénea vy la
capacidad de dopaje para mejorar sus propiedades; por lo tanto, todo lo anterior
da la pauta para la produccion de un biomaterial que represente una alternativa
viable y costeable para la regeneracion de tejido éseo.
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Los procesos de interaccion célula material son altamente dinamicos y dependen
de diversos factores que afectan directamente la respuesta celular entre ellos se
encuentran principalmente los que se relacionan con las propiedades superficiales

del biomaterial como la rugosidad, composicion quimica y energia superficial
10,16,31,80,140,141,145 )

Los osteoblastos humanos han sido un modelo celular ampliamente utilizado con
éxito en estudios que buscan evaluar las propiedades superficiales de los
materiales ceramicos en bioingenieria de tejido 6seol*622130-132: mediante la
informacion reportada por Van Kooten y Von Recum se determinaron los tiempos
del ensayo de adhesion celular de 4 y 24 horas ya que en sus estudios
identificaron que el tiempo Optimo para una fuerte adherencia celular al sustrato y
formacion de adhesiones focales es de 24 horas. Aunque el proceso inicial de
adhesion se da en los primeros 30-60 minutos, después de este tiempo
transcurrido las células no adheridas mueren; esto se debe a que los osteoblastos
son células anclaje dependientes por lo que primero requieren adherirse a la
superficie del biomaterial, para posteriormente generar una extension de filipodios
y lamelipodios para finalmente formar MEC y ser capaces de mineralizarla®1?-16,

Por lo tanto,numerosos estudios en condiciones in vivo e in vitro se han enfocado
en la adhesion celular y en la interaccion célula material; comparando diversas
ceramicas con la misma composicibn quimica en fase convencional y en
nanofase; se ha encontrado suficiente evidencia que sustenta que las ceramicas
en nanofase aumentan la adhesion de osteoblastos y diminuyen la adhesion de
fibroblastos, hallazgo que clinicamente han atribuido varios autores a una
disminucién en el porcentaje de fracaso por causas asépticas®’93:95.96.125

En estudios previos a este con materiales en nanofase como alumina,
hidroxiapatita, titanio y aleaciones de titanio, se observé un aumento de hasta el
50% de adhesion de osteoblastos en materiales en nanofase respecto a las fases
convencionales!?!, la variabilidad de lo reportado anteriormente respecto a los
resultados obtenidos en este estudio pueden deberse a las considerables
diferencias en cuanto a la naturaleza quimica de los materiales, el disefio
experimental y su duracion.

A pesar de que 4 de las 5 ceramicas que fueron analizadas presentan la misma
composicién quimica y que todas las ceramicas presentan una topografia
superficial en rango nanométrico, existen diferencias evidentes respecto a la
homogeneidad en el tamafio y la distribucién de la rugosidad, estas diferencias se
ven reflejadas en los resultados de adhesidén celular, donde se observa un
aumento significativo del 37% respecto al control en la fase espinela de aluminato
de magnesio; la cual fue sintetizada a 600° C y que presenta mayor
homogeneidad en el tamafio y distribucion de la rugosidad, esto concuerda con
resultados obtenidos anteriormente por diversos autores en biomateriales como
alimina, titanio, aleaciones de titanio y polimeros en los que se observé mejores
resultados en superficies de rugosidad moderada y con un patron repetitivo
espacial y dimensionalmente®11:14.16:43,
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La mayor adhesion de las células osteoblasticas en la fase espinela de aluminato
de magnesio también puede estar asociada a las propiedades quimicas del
biomaterial, ya que de acuerdo a lo reportado por Bodhak!** la espinela de
aluminato de magnesio presenta una mayor energia superficial que la fase
hidrotalcita, lo que se traduce en mayor mojabilidad en la superficie del material
que favorece la adsorcion de proteinas de adhesion, estos mecanismos han sido
ampliamente descritos por Anselme!®* y finalmente la adhesion de células
osteoblasticas y la absorcion de proteinas en la superficie del biomaterial estan
relacionadas con una exitosa osteointegracion4-86

La proliferacion celular mostro resultados significativos respecto al control pero sin
una tendencia hacia un grupo, este suceso se ha reportado anteriormente en
diversos biomateriales, sin ser un parametro determinante en su efectividad'4-149,
ya que aunque la proliferacion se considera un método de cuantificar la eficacia de
un biomaterial en la bioingenieria de tejidos, se han descrito tres etapas
caracteristicas en condiciones in vitro*®, las cuales coinciden con los resultados
reportados en la grafica de proliferacion celular.

Del dia 1 al 5 se observa un aumento del niumero de células, que esta asociado al
proceso de expansion; en el cual se presenta una mayor tasa de division celular,
aproximadamente a los 7 dias comienza la fase de diferenciacién celular, en esta
fase disminuye la tasa de divisibn celular, en este estudio se mantienen
aproximadamente el mismo numero de células hasta el dia 14, con un ligero
aumento hacia el dia 21, donde se espera que las células se mantengan en su
estado de diferenciacion en la interfase!.

Se evallo la morfologia de las células osteoblasticas en contacto con las
cerdmicas nanoestructuradas de Mg2AlO4 con distinto tratamiento térmico; esto
con el fin de identificar posibles cambios en la morfologia celular asociados a las
diferentes nanotopografias y a la composicion quimica, debido a que se ha
reportado que un aumento de nanorugosidades superficiales promedio de 13 a
100 nm con distribucion homogénea y particulas esféricas facilita la unién de
fibrina y otras proteinas de la MEC; lo cual se ve reflejado como un aumento de
adhesiones focales, filipodios y lamelipodios®®-113 éstas condiciones superficiales
ideales de los biomateriales propuestas por diversos autores muestran mayor
similitud con las muestras sintetizadas a 600° C.

Webster'31827 ha descrito anteriormente cambios en la morfologia celular
asociados a topografias lisas, mixtas y rugosas en alimina y magnesio, mientras
que Geiger®® ha asociado la morfologia celular con el grado de adhesion celular al
sustrato y ambos coinciden con los resultados obtenidos durante este estudio; los
osteoblastos en contacto con las muestras sintetizadas a 400° C presentan una
morfologia elongada; y menor grado de asociacion con las particulas, estas
caracteristicas estan relacionadas a una topografia lisa, los osteoblastos que se
encuentran en contacto con las muestras sintetizadas a 450 y 500° C presentan
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una estructura densa y un aumento en el numero de filipodios que se ven
claramente asociados a los aglomerados de particulas, estas caracteristicas estan
asociadas a superficies de topografias mixtas, mientras que los osteoblastos que
estan en contacto con las muestras sintetizadas a 550 y 600° C presentan un
cuerpo mas compacto con actividad dorsal y filipodios muy densos asociados a los
aglomerados de particulas y desmosomas que permiten la interaccion célula-
célula. Este ultimo hallazgo Hansen''® lo ha reportado como un indicativo de
expresion de integrinas y biocompatibilidad, lo anterior coincide con que los
mejores resultados de adhesién celular se obtuvieron con las muestras
sintetizadas a 600° C.

Los resultados en la expresion de fosfatasa alcalina permitieron demostrar la
influencia de las propiedades fisicas y quimicas superficiales en la diferenciacion
celular; puesto que observamos un incremento en la expresion de fosfatasa
alcalina a los dias 5 y 14; alcanzando la maxima expresion al dia 14 estos
resultados contrastan con los datos obtenidos por Storrie®” en un recubrimiento
para implantes de titanio de organoapatita de zinc; ya que en ese estudio se
observa un incremento en la expresion a los dias 4 y 8; alcanzando la maxima
expresion al dia 8; aunque estos resultados podrian sugerir que en aquel estudio
se obtuvo un proceso de diferenciacion mas rapido; contrastando los disefios
experimentales podemos atribuir las diferencias a que nosotros realizamos
mediciones a los dias 3,5,14 y 21, ya que Schwartz y Boyan!4198143 han
identificado previamente 3 fases que coinciden con los dias en que se realizaron
mediciones en este estudio; de los 3-6 dias comienza el proceso de diferenciacion,
de los 6-14 dias se da la calcificacion de la matriz y a partir de los 21 dias
comienza el proceso de remodelacion ésea; mientras que en el estudio de Storrie
las mediciones se realizaron a los dias 4,8,12,16,20 y 28 y las diferencias en los
aparentes resultados tardios puede deberse a que no realizamos una medicién
mas cercana al dia 7, que es el momento que Rice y otros autores han reportado
la maxima expresion de fosfatasa alcalina, posterior a ese dia se ha observado
una disminucion de hasta el 10%.

En este estudio obtuvimos resultados similares desde el dia 3 hasta el dia 21; lo
anterior es una evidencia de que a partir de este momento inicié de la diferencién
celular en todos los grupos, con medio inductor y sin medio inductor manteniendo
los niveles de expresion hasta el dia 21 con medio normal, lo cual es un indicador
de la diferenciacién celular y de el mantenimiento del fenotipo osteoblastico4®. vy
con una ligera disminucién en el grupo con medio osteogénico en el dia 21, esta
disminuciéon la ha reportado previamente Hoemann'®® y estd asociada a la
presencia de dexametasona en el medio osteogénico, que es un glucocorticoide
sintético, que se ha observado que en concentraciones de 100 nM es capaz de
inducir la diferenciacién hacia un linaje adipogénico después de 3 semanas de
cultivo en condiciones in vitro*°.
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La capacidad de las células de producir una matriz mineralizada y nodulos de
calcio es un factor clave para la regeneracion ésea, la cual es dependiente de una
buena adhesién al material o sustrato'®!, la técnica histoquimica de Alizarina Roja
S. es un método estandar que ha sido utilizado durante décadas para caracterizar
el potencial osteogénico de algunos linajes celulares, asi como para evaluar los
depositos ricos en calcio de la matriz extracelular mineralizada por las células en
cultivo.

Mediante esta técnica se identificaron los depdsitos de calcio cualitativamente y
cuantitativamente a través de una tincién roja y la extraccion del colorante para
determinar los micromoles de alizarina unidos a los nodulos de calcio sobre las
ceramicas nanoestructuradas de Mg2Al04, estos resultados demuestran la
capacidad de diferenciacion y mineralizacion de los osteoblastos inducida por las
propiedades superficiales del material, ya que estos fendmenos se presentan
incluso en ausencia de medio inductor y este suceso coincide con lo que se ha
reportado anteriormente en biomateriales bioactivos bajo condiciones in vitro
como el biovidrio 45S57, recubrimientos de Organoapatita de Zinc (ZnOA) sobre
implantes de titanio®’ y compositos®®.

Hansen!®® y Anselme® reportaron en estudios anteriores la importancia de la
topografia superficial en el comportamiento celular, la sefializacion y diferenciacion
asi como la relacion de la composicion quimica en la respuesta de las células
osteoblasticas, principalmente en la modificacion de un material bioinerte a uno
bioactivo que se manifiesta con el depésito de una capa superficial en el
biomaterial de hidroxiapatita’, la cual es rica en calcio, a pesar de que este estudio
confirmar el depdsito de iones calcio, no se realiz6 la caracterizacion quimica del
material mineralizado.

De acuerdo a los resultados del estudio y en contraste con lo reportado
anteriormente podemos observar una diversidad y complejidad en las variables a
considerar previamente al disefio de un biomaterial. Las ceramicas
nanoestructuradas bioactivas de Mg2AlO04 son materiales prometedores en la
biongenieria de tejido 6seo debido a toda la informacion anteriormente descrita
gue aporta sustento acerca de sus propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas y que
pueden ser sintetizadas como una pelicula delgada, podrian utilizarse como
recubrimiento en implantes dentales y ortopédicos; principalmente en titanio y
alimina que son los materiales actualmente mas empleados en implantologia; los
cuales presentan algunas deficiencias relacionadas a sus propiedades
superficiales que podrian ser resueltas mediante un recubrimiento como el de
Mg2AlOa.
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CAPITULO 9.

CONCLUSIONES

1. Se logro la sintesis y caracterizacion de cerdmicas nanoestructuradas de
aluminato de magnesio Mg2AlOa.

2. Las ceramicas sintetizadas mostraron que la topografia es dependiente de la
temperatura de depdésito.

3. El andlisis de la respuesta de biocompatibilidad de las células osteoblasticas en
contacto con las ceramicas nanoestructuradas no mostro indicios de citotoxidad.

4. La adhesion celular confirma que es un proceso dependiente de la topografia
del material; ya que los mejores resultados se obtuvieron en las ceramicas
sintetizadas a 600°C, las cuales presentan una rugosidad moderada de 33.6 nm y
con un patrén repetitivo.

5. Los resultados del andlisis de la proliferacion nos indican que la nanopografia
superficial y la composicion quimica poseen una influencia positiva en la
proliferacion celular; debido a que se logré la misma tasa de proliferaciéon en
ausencia de un medio de cultivo inductor.

6. Los ensayos de la bioactividad celular mediante la enzima fosfatasa alcalina y la
tincion de alizarina roja confirman la influencia de la nanotopografia en la
respuesta de diferenciacién de los osteoblastos debido a que en los ensayos de
fosfatasa alcalina obtuvimos resultados similares para todos los grupos; asi como
una expresion temprana de altos niveles de fosfatasa alcalina a partir del dia 3 y
pudimos determinar que la maxima expresion se dio al dia 14, mientras que en los
ensayos de alizarina roja al dia 21 pudimos observar resultados significativos en
las ceramicas sintetizadas a 600° C respecto a las otras muestras con medio de
cultivo inductor y en ausencia de medio inductor.

7. La técnica de rocio pirolitico es una técnica costeable y reproducible con
aplicaciéon prometedora en la regeneracion tisular 6sea; ya que representa una
buena opcién para la obtencién de recubrimientos bioactivos para implantes que
presentan adecuadas propiedades fisicas y mecanicas pero poseen deficiencias
asociadas a sus propiedades superficiales.
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ANEXO

Tabla 8. RESULTADOS ESTADISTICOS DEL ENSAYO DE ADHESION CELULAR

TIEMPO VALOR DE P
4 horas
Control Vs 600° C >0.99 ns
400 Vs 600° C <.001
450 Vs 600° C <.001
500 Vs 600° C <.0001
550 Vs 600° C 071
24 horas
Control Vs 600° C .004
400 Vs 600° C .008
450 Vs 600° C .020
500 Vs 600° C .023
550 Vs 600° C >0.99 ns

Tabla 9. RESULTADOS ESTADISTICOS DEL ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

MEDIO MUESTRA DIA VALOR DE P
NORMAL 400° C 21 <0.001
NORMAL 450° C 21 <0.001
NORMAL 500° C 21 <0.001
NORMAL 550° C 21 < 0.001
NORMAL 600° C 21 <0.001

OGM 450° C 1 0.041

OGM 500° C 3 0.001

OGM 550° C 3 0.011

OGM 450° C 5 <0.001
OGM 500° C 5 0.001

OGM 600° C 5 <0.001
OGM 400° C 14 <0.001
OGM 450° C 14 < 0.001
OGM 500° C 14 < 0.001
OGM 550° C 14 <0.001
OGM 600° C 14 <0.001
OGM 400° C 21 <0.001
OGM 450° C 21 <0.001
OGM 500° C 21 < 0.001
OGM 550° C 21 < 0.001
OGM 600° C 21 <0.001
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Tabla 10. RESULTADOS ESTADISTICOS EN ENSAYOS DE FOSFATASA ALCALINA

MEDIO MUESTRA DIA VALOR DE P
OGM 600° C 5 .049
OGM 600° C 14 .047

Tabla 11. RESULTADOS ESTADISTICOS EN ESAYOS DE ALIZARINA ROJA

MEDIO MUESTRA DIA VALOR DE P
OGM 400 Vs 600° C 5 .039
OGM 450 Vs 600 ° C 5 .041
OGM 500 Vs 600°C 5 .044
OGM 550 Vs 600°C 5 .047

NORMAL 400 Vs 600° C 21 .031
NORMAL 450 Vs 600 ° C 21 .035
NORMAL 500 Vs 600 ° C 21 .038
NORMAL 550 Vs 600° C 21 .039
OGM 400 Vs 600° C 21 .017
OGM 450 Vs 600 ° C 21 .025
OGM 500 Vs 600 ° C 21 .035
OGM 550 Vs 600° C 21 .037
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