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1. Introduccién

Las nanoparticulas existen en el planeta generados por procesos naturales
e industriales y poseen caracteristicas fisicas y quimicas distintas a los mismos
materiales en escalas no nanomeétricas que mediante la nanotecnologia son
aprovechadas en diversos campos incluyendo la medicina y odontologia, lo
cual se traduce en nuevas metodologias y tratamientos con resultados mas

predecibles, controlados y guiados.

El presente trabajo tiene como objetivo revisar conceptos generales acerca
de las nanoparticulas, su aplicacién en medicina y odontologia, asi como las
propiedades y caracteristicas del Magnesio y el Oxido de Magnesio (MgO) en
escalas nanométricas y no nanométricas. A continuacion, se utilizé el método
de mecanosintesis para obtener nanoparticulas de MgO (MgO-NPs).
Finalmente, las NPs-MgO se colocaron en un medio de cultivo y se probaron
en una linea celular de osteoblastos humanos (hFOB 1.19), y a partir de ello

se evalu6 su efecto in vitro en dichas células.

Recientemente, los nanomateriales se emplean cada vez mas en
aplicaciones biolégicas y médicas. Por lo anterior es de suma importancia que,
antes de pasar a los ensayos clinicos, se pruebe la citotoxicidad de estos

materiales en células normales.

El presente estudio explora la interaccion de las MgO-NPs producidas con
mecanosintesis en células osteoblasticas humanas por medio de la medicion
de la proliferacion celular, los resultados se discuten en el contexto de las

posibles aplicaciones.

Para su realizacion se realizo una revision de la literatura, y se disefio un

estudio in vitro.



La siguiente parte del presente trabajo discute conceptos generales en el

area de materiales nanoestructurados.

EL estudio in vitro se realizé en una linea celular de hueso, en condiciones
estandares de cultivo, a las que se les agrego diferentes concentraciones de
MgO-NPs (5, 20, 50 y 10ug/mL). Posteriormente, se midié la viabilidad por
medio del ensayo de Alamar-Blue a 24 y 48 h.

La evaluacion in vitro de los efectos de las MgO-NPs sugiere que estas no
son favorables para la aplicacion directa en células de hueso, sin embargo,
dadas las limitantes del estudio, es preciso realizar evaluaciones a mayor
tiempo, y con modificaciones del medio de cultivo celular para determinar los
mecanismos de toxicidad de las NPs-MgO que se elaboraron para este

estudio.

Diversos estudios han revelado que las MgO NPs inducen citotoxidad en
diversas células humanas, principalmente de cancer, mientras que los efectos
en células de sangre periférica son menores. Lo anterior se ha asociado con
la produccion de especies de oxigeno reactivas (ROS) causada por las MgO-
NPs, que en consecuencia incrementan la apoptosis. Pese a lo anterior, los
efectos de las MgO-NPs en células de hueso no ha sido estudiada a
profundidad. Por lo que el presente trabajo representa un avance en el area

de investigacion relacionada con metabolismo 6seo.

Los efectos relacionados con la apoptosis mediada por las MgO-NPs a
través de la produccion de especies reactivas de oxigenos indica su potencial
para poder dirigir su aplicacién a tejidos diferentes al hueso. Ademas, sus
caracteristicas bacteriostaticas y bactericidas podrian probarse en materiales
inertes con el fin de aprovechar dichas caracteristicas en el area de

odontologia.



2. Contenido

2.1.1 Nanomateriales y nanoparticulas

Las NPs y sus aplicaciones en la medicina han recibido amplio interés
por el potencial que tienen en aplicaciones como la vacunacion, las terapias
antineoplasicas, el diagnostico y la mejora en materiales implantados en el

cuerpo humano. @

Para lo anterior, los cientificos buscan fabricar NPs con caracteristicas
anicas, estructuras con area miniaturizada, y por supuesto, que puedan
proporcionar una eficacia superior en los sistemas nanomeétricos. En este
sentido, es critico el entendimiento de las interacciones de las NPs a nivel
celular. Por ejemplo, las NPs pueden mediar la produccion de especies de
oxigeno reactivas (ROS) en las células de cancer y activar las vias de

sefalizacion apoptotica, necrdtica, o autofagica.

Ademas, el area de accesibilidad de las NPs permite que estas
interactien rapidamente con las células y los organelos de estas. Lo anterior
ha provocado que gran parte de la investigacién con NPs este enfocada al
desarrollo de drogas oncologicas. Pero las aplicaciones con NPs cada dia se

extienden a un mayor numero de areas en medicina y odontologia.

Consecuentemente, las pruebas in vivo y los estudios in vitro se realizan

para entender el destino de las NPS en los sistemas bioldgicos.

2.1.1.1 Definicion y generalidades

Las nanoparticulas poseen dimensiones entre 1 y 100 nanémetros y son
consideradas una transicibn entre un atomo y una molécula. Poseen
caracteristicas fisicas y quimicas distintas a los mismos materiales en escalas
no nanomeétricas, entre ellas un valor exponencial entre el nimero de atomos

superficiales y el tamafio de la particula asi como propiedades eléctricas,
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mecanicas, magnéticas, opticas y quimicas ajustables que pueden ser
modificadas cambiando el tamafio o forma de la particula sin necesidad de
cambiar la composicién del material, lo que resulta en un rendimiento mejorado
de los nanomateriales en comparacion a los mismos en escalas

macrométricas.®

Las nanoparticulas existen en el planeta generadas por procesos
naturales e industriales; como son los métodos de sintesis fisica, quimica o
mecanica. Existen diversas clasificaciones de las nanoparticulas dependiendo

de su origen, por su tamafo, por su forma, composicion entre otras.

Con base a su origen se clasifican en organicas (con base de carbono), e

inorganicas (poliméricas) Y

La figura 1 muestra una representacion grafica de la clasificacion de las

nanoparticulas con base en su origen.

ORGANICAS
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Figura 1. La estructura de las nanoparticulas determina su aplicacion, asi como su ruta de entrada a la
célula. Fuente: Directa. ©Kenia Miranda Quiroga
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2.1.1.2 Usos en el area médico-odontoldgica

Los avances en la nanotecnologia permiten la aplicacion de las
nanoparticulas en diversos campos tales como, la obtencion de energia, la

industria textil y electronica, y la biomedicina entre otros.

Los grandes avances en la biomedicina se han traducido en desarrollos
tecnoldgicos, actualmente empleados para una diversa y amplia gama de
aplicaciones, particularmente las nanoparticulas, cuyos usos incluyen la
quimioterapia, diagnostico, liberacion controlada de farmacos, deteccion de

biomarcadores, entre otros. @

Es asi como la nanotecnologia se encuentra influenciado la cienciay la
tecnologia. Ademas, los expertos sefialan que la nanotecnologia tiene
influencia en la economia de los paises.

En las dltimas décadas la produccion de NPs también ha creado la
posibilidad de resolver diferentes problemas de la vida diaria, por lo que su uso
se ha expandido, y nuevos productos son introducidos cada afio.

Por ejemplo, el uso de NPs incrementa el radio area de
superficie/volumen, que en consecuencia incrementa la penetracion de estas,

y su interaccion con células y tejidos.

Algunas de las aplicaciones de las nanoparticulas en medicina se

enlistan en la Tabla 1
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Tabla 1.Nanoparticulas en medicina y odontologia y sus aplicaciones @34

Aplicacién

Tipo de desarrollo

Ejemplo

Biodeteccion y
monitoreo en
enfermedades crénico-

degenerativas

Avances en el campo de biosensores con componentes a nanoescala que
aumentan la sensibilidad, la respuesta temporal y permiten monitorear

continuamente.

Actualmente se utilizan la glucosa oxidasa, proteinas de union a la glucosa y
moléculas de unidn a la glucosa para disefiar sensores de glucosa conjugados
con nanoparticulas, que funcionan como transductores, lo que permite sensores
mas amigables para el organismo y proporcionan mediciones mas rapidas y
precisas.

Estudios de imagen

Nanoparticulas en conjugacion con biomoléculas que contribuyen al
diagndstico precoz de patologias como diabetes, Alzheimer, cancer etc.

Como agentes de contraste que permiten mejores capacidades de

reconocimiento e internalizacion celular.

La tomografia por emisidn de positrones (PET) es un método de diagndstico que
permite observar en imagenes moleculares mediante radiofarmacos que
funcionan como trazadores radiactivos emisores de positrones representan
procesos bioquimicos que ocurren in vivo y permiten detectar precozmente las
alteraciones funcionales presentes en ciertas enfermedades. En oncologia, se
pueden determinar mediante la 2-[18F]fluoro-2-Deoxi-D-glucosa (FDG) procesos

fisiologicos caracteristicos de los tumores malignos.

Terapia oncolégica

Administracion, disefio y mejora de nuevas terapias contra el cancer.

El uso de nanoparticulas como farmacos especificos permite mayor
concentracion de estos en los sitios diana y menor toxicidad para las células
sanas, dado que las células cancerosas muestran mayor afinidad hacia las
nanoparticulas debido al Efecto de mayor Permeabilidad y Retencién (EPR).
Este efecto se debe a que la vasculatura dentro de una zona tumoral tiene
un sistema linfatico disfuncional, mientras las células asanas del tejido no
canceroso poseen uniones estrechas de las células endoteliales lo que

impide el transporte de las nanoparticulas administradas a través de ellas.

Se ha investigado la administracién simultanea de ADN y farmacos a través de
liposomas utilizando nanoparticulas de nucleo- capa catiénica que han mostrado

mayor eficacia en la supresién del crecimiento del cancer.
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Terapia inmunoldgica

Desarrollo de coadyuvantes que permitan activar de forma selectiva la

inmunidad durante la vacunacion

Desarrollo de herramientas que permita mejorar la actual comprension de la

regulacion inmune.

Dada la actual pandemia por SARS-CoV-2 se han desarrollado vacunas con
diferentes enfoques, entre ellos encontramos el desarrollo de vacunas
conjugadas con nanoparticulas, en blsqueda de ventajas tales como un
transporte mas eficaz de los antigenos y altos niveles de activacion de los centros
germinales. La ferritina es una nanoparticula con estabilidad quimica y térmica
gue permite proporcionar inmunidad protectora a dosis mas bajas y protocolos de
distribucién a la poblacién mas simplificada en areas donde existan suministros

limitados para mantener la cadena de frio que requieren otras vacunas.

Ingenieria de tejidos

Los componentes fundamentales de la ingenieria de tejidos incluyen
biomateriales tales como andamios, células y biomoléculas de sefalizacion
tales como factores de crecimiento (FG) y factores de diferenciacion (FD)
que en conjunto permite el éxito de esta.

Diversos nanomateriales han sido estudiados, tales como: nanoparticulas,
nanotubos, nanofibras y nanodispositivos fabricados con dimensiones menores a
100 nm, con el fin de favorecer el crecimiento celular y la regeneracién de tejidos
y generar interacciones especificas de célula a célula tales como apego,
adhesion, multiplicacion y diferenciacion.

Administracién de

farmacos

Las nanoparticulas tienen la capacidad de administrar farmacos y bioactivos
agentes de forma controlada y sostenida., lo cual proporciona varias
ventajas que incluyen la proteccidon de la molécula terapéutica contra la
degradacion, mantiene la concentracién deseada del agente bioactivo y
reduce los efectos secundarios. Por lo tanto, la eficacia terapéutica aumenta
con el desarrollo de sistemas de entrega efectivo tales como las
nanoparticulas. Las nanoparticulas se internalizan a través de diferentes
mecanismos tales como fagocitosis, endocitosis, pinocitosis dependiendo
del tipo de NP vy el sistema de conjugado de farmacos. La capacidad de
internalizacion dependera del tipo celular, de la composicién de las
nanoparticulas, la carga superficial, el tamafio y la concentracién de estas

nanoparticulas de vitamina c.

Nano encapsulacion de vitamina C (acido ascorbico)

La aplicacion de una cubierta delgada de nanoparticulas como agente de
recubrimiento sobre pequefias particulas permite proteger la sustancia, facilitar
su almacenamiento y manipulacion, y protegerla de reacciones de degradacion.
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Ademas, la nanotecnologia ha ofrecido estrategias novedosas y nuevas
metodologias de tratamientos para enfermedades bucodentales. A
continuacion, se describen algunas de las aplicaciones mas comunes en

odontologia.

Odontologia preventiva: En el campo de la odontologia preventiva es
posible encontrar productos sintetizados con nanoparticulas de carbonato de
zinc, nanotubos de carbono y oligébmeros de &cido acrilico fluoroalquilado,
entre otros; la adicion de estas nanoparticulas en dentifricos y colutorios
permiten modular la bioadhesion de peliculas bacterianas patégenas, y

bloquear los tubulos dentinarios para reducir la sensibilidad.

Periodontologia: Las nanoparticulas de acido polilactico (PLA), &cido
polilactico glicolico (PLGA) vy vidrios bioactivos, HA nanocristalino.
biomembranas (como PLGA, a base de quitina, colageno modificado, etc., se
han propuesto como medio de entrega selectiva de farmacos a células diana,
un ejemplo de ellos es la entrega de factores de crecimiento (GF) como
tratamiento terapéutico y versatil con potencial de regeneracion 6seo y de
tejidos blandos, mediante estos se busca corregir defectos 6seos y mejorar la

osteoconduccion y osteoinduccion.

Odontologia restauradora: La principal aplicacion de nanoparticulas
en esta area se relaciona con aprovechar la gran superficie disponible en las
mismas para mejorar los materiales en sus caracteristicas de resistencia,

manejo, propiedades épticas y estéticas.

Protesis bucal (prostodoncia): Las nanoparticulas poseen
propiedades antimicrobianas efectivas, de amplio espectro y de liberacion
sostenida, es por ello por lo que al ser incorporadas en materiales tales como
acondicionadores de tejidos y acrilicos para protesis removibles pueden
reducir la carga microbiana de la cavidad bucal y por lo tanto mejorar la salud

de los tejidos periodontales. Asimismo, las nanoparticulas han sido utilizadas
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para mejorar la resistencia a la abrasién, mejorar la dureza de la superficie y

la tenacidad a la fractura.

Las NPs de silice han demostrado un efecto promotor sobre los
osteoblastos, aumento de la mineralizacion y de los genes de expresion
asociados con la diferenciacion de osteoblastos, lo cual sugiere que pueden
alterar el comportamiento celular y de la matriz extracelular, es por ello que el
recubrimiento de implantes con nanoparticulas de silice o vidrios bioactivos
permite obtener buenas propiedades mecanicas y bioactividad, mayor tasa de
integracion y fijacion 6sea, mayor biocompatibilidad, biodegradabilidad y
propiedades antibacterianas; todas estas caracteristicas convierten a los
nanomateriales en materiales adecuados para diseflar andamios para
regeneracion de hueso alveolar, y obtener asi cicatrizacion predecible,

controlada y guiada.

Endodontologia: Investigaciones recientes han informado el uso de
nanoparticulas para mejorar las propiedades de desinfeccion de los conductos
radiculares y las reacciones de los tejidos a los mismos, asi como la
incorporacion de nanoparticulas en materiales de obturacién para obtener un
mejor sellado, entre ellos hanomateriales de carbono afadidos a endopostes
de fibra de vidrio que prometen modulos elasticos mas cercanos a la dentina,
menor erosién y menor costo asi como reduccion de tiempo de fraguado y

aumento de la micro dureza.

Ortodoncia: Existen estudios in vitro en los que se ha probado recubrir
alambres de ortodoncia de acero inoxidable con nanoparticulas
biocompatibles para reducir la friccion, disminuir la deformacion elastica,
aumentar la resiliencia y disminuir la disipacion de energia y desgaste, sin
embargo, debe evaluarse la biocompatibilidad en animales, modelos y

ensayos en humanos.
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También se ha sugerido el uso de nanoparticulas en adhesivos y resinas
usadas para la cementacion de brackets que buscan reducir la posibilidad de
formacion de caries debajo de los mismos durante el tratamiento; ademas se
ha propuesto el uso de modulos como portadores para entrega de
nanoparticulas con funciones anti cariogénicas, antiinflamatorias vy
antibioticas, reduciendo asi la asociacion de dolor, irritacion de mucosas
causadas por brackets, los investigadores han trabajado en el desarrollo de
brackets con sensores mecénicos tridimensionales que permitan medir fuerzas

en tiempo real. ©)

2.1.2 Oxido de Magnesio

El magnesio es un ion esencial (Mg?*) esencial para la salud, y que
juega un rol fisiolégico importante en las funciones cerebrales, cardiacas, y en
el masculo esquelético. EI Mg?* tiene propiedades antiinflamatorias y actia
como un antagonista del calcio; sus dosis recomendadas diarias son 420 mg
para hombres y 320 mg para las mujeres de acuerdo con la junta de nutricion
y alimentos de estados unidos (instituto de medicina (US) comité cientifico de

evaluacion dietaria ©

El primer uso del Mg2+ en medicina humana se registré en 1697 cuando
el Dr. Nehemiah Grew identifico al sulfato de magnesio (MgSO4) como un
ingrediente en la sal de Epsom, esta sal se usaba en Inglaterra para tratar
dolor abdominal, constipacion, calambres musculares, enfermedades de la

membrana hialina, y edema cerebral. ("

El rol del Mg2+ en el cuerpo humano surge después de que este se
describié como parte del plasma humano por Willey Glover Denis en 1920; y
en 1926 Jehan Leroy demostré que el magnesio era esencial para la vida en

ratones.
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Desde entonces el magnesio se ha utilizado para tratar una variedad de
enfermedades que incluyen las migrafas, enfermedades cardiovasculares, y
la diabetes. Pese a la importancia del Mg2+ los valores de magnesio en sangre
casi nunca se determinan es estudios de laboratorio, por lo anterior es comun

denominarlo el catién “olvidado” de la salud humana @

Los efectos del magnesio han sido descritos en diferentes aparatos y

sistemas del organismo, mismos que se mencionan a continuacion.

Sistema neuromuscular: el magnesio tiene efecto sedante sobre el
sistema nervioso, su deficiencia puede producir hiper excitabilidad
neuromuscular afectando al sistema nervioso central y el periférico. En el
musculo deprime la excitabilidad de la fibra estriada y lisa lo cual aumenta el
rendimiento muscular participando en el almacenaje y utilizacion energética,

asi como en constituir moléculas de actina y su solubilizar la miosina.

Sistema cardiomuscular: el magnesio actia como un calcio-
antagonista por lo que disminuye la conductividad y la irritabilidad, tiene
propiedades cardioprotectoras, antihipéxicas y antiisquémicas, en el sistema
circulatorio puede proteger las paredes vasculares pues impide los acumulos
de calcio y las alteraciones del tejido conjuntivo. Por esta razén los pacientes
con deficiencia de magnesio son mas propensos a presentar cardiopatias y

problemas vasculares.

Sistema 0seo y cartilaginoso: el magnesio es un elemento que
favorece el crecimiento y mineralizacion ésea, asi como la formacion de
colageno y al inicio de la osificacion. La deficiencia de este ion produce una
menor receptividad a la vitamina D y a la hormona paratiroidea lo cual puede

inducir regeneracion 0sea deficiente.

Sistema renal: a nivel renal el magnesio es necesario para la

conservacion del fésforo, potasio y aminoacidos, interviene en la respuesta a
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la hormona antidiurética y en la eliminacion de acidos, por lo cual el déficit

magneésico puede agravar la calcinosis renal.

Aparato digestivo: el magnesio participa en la sintesis de enzimas y
mucinas de los jugos digestivos, en la sintesis de hormonas polipéptideas
intestinales y estimula la secrecion de jugo pancreatico, asi como la activacion
de funciones hepaticas de metabolismo y detoxificacion. La deficiencia grave
y prolongada de magnesio puede afectar al intestino y en raras ocasiones al

pancreas.

Sistema endocrino: el magnesio presenta multiples interacciones con
diferentes hormonas, entre ellas encontramos la sintesis de la insulina, el
almacenamiento y liberacién de catecolaminas, y la accion agonica sobre los

receptores periféricos de las hormonas y antagonica en algunas otras.

Sistema inmune: en el sistema inmune ejerce multiples funciones, las
cuales incluyen, funciones antihipoxicas, antialérgicas, antianafilacticas y
antiinflamatorias; estimula la fagocitosis y el sistema del complemento,
interviene las reacciones redox y los mecanismos de termorregulacion. Su
deficiencia reduce las tasas de citocromo P450 e incrementa la citotoxicidad,
produce alteraciones en el timo y bazo, acelera la formacion de radicales libres
y aumenta la sensibilidad a la peroxidasa lo cual en conjunto favorece un

proceso de envejecimiento acelerado.

Otros sistemas: el magnesio tiene un papel importante en la transmision
genética en los gametos y activar la movilidad de los espermatozoides, tiene
intervencién en la sintesis de surfactante es en el pulmén lo cual es
fundamental para el proceso respiratorio, es un factor preventivo contra las

cataratas, y tiene un papel activo en la fisiologia de la vista oido y olfato. ®
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2.1.2.1 Caracteristicas generales del 6xido de magnesio

El ion magnesio se coordina casi exclusivamente con oxigeno y
nitrégeno en sistemas bioldgicos. Es capaz de unirse electrostaticamente a los
grupos cargados negativamente en las membranas, proteinas y acidos
nucleico, ademas es capaz de influir sobre la union de otros cationes como el

calcio y las poliaminas.

Tiene un efecto protector y estabilizador de la membrana que pueden
ser atribuidos a los efectos eléctricos y la inhibicion de la fosfolipasa A2.

En muchas reacciones bioquimicas es reemplazado por poliaminas,
estd implicado en la sintesis de DNA, RNA y proteinas. Es un cofactor en
centenares de reacciones enzimaticas y frecuentemente modula el transporte
ibnico por bombas, transportadores y canales y controla los efectos que de

ellos parten. ®

2.1.2.1 Toxicidad del 6xido de magnesio

Las manifestaciones en intoxicacion por Mg en concentraciones séricas
mayores a 8 mEg/L provoca depresion del sistema nervioso central y a
concentraciones séricas mayores a 20 mEg/L durante la anestesia profunda

llevan progresivamente a coma y muerte.

Para el caso de NPs de oOxidos metalicos, en general, poseen
propiedades electrénicas Unicas, debido a sus dimensiones y a una superficie
especifica, esto las convierte en candidatos ideales para interactuar con las
bacterias, es por ello por lo que se han convertido en una alternativa para

combatir bacterias resistentes a la accion de antibioticos.

Recientemente, se han estudiado aplicaciones prometedoras, por
mencionar algunas: aplicaciones ambientales, el desarrollo de tratamientos

oncoldgicos, y como vectores para la produccién de vacunas.
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2.1.3 Nanoparticulas de 6xido de magnesio

Las nanoparticulas de 6xidos metalicos en general poseen propiedades
electronicas Unicas, debido a sus dimensiones y a una superficie especifica,
son candidatos ideales para interactuar con las bacterias, es por ello por lo que
se han convertido en una alternativa para combatir bacterias resistentes a la

accion de antibioticos.

Las MgO-NPs, por ejemplo, tienen una alta estabilidad térmica, su
sintesis es de bajo costo y tienen un potencial considerable como agentes
antibacterianos; asi como evaluaciones acerca de la actividad antibacteriana,
destacando su actividad contra cepas tales como: Escherichia coli,
pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus aureus, en las que se demostro
la eficacia antibacteriana de las nanoparticulas a través del mecanismo de
estrés oxidativo y formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) lo que

conduce a la muerte microbiana aguda.(® 19

Sobre la investigacion relacionada con la actividad anticancerigena de
las NPs, se requieren el desarrollo de experimentos in vitro, y modelos de
simulacién computacional que vayan en concordancia con la aplicacion que se

le desea dar a las NPs. - 10)

Sobre la investigacion relacionada con la actividad anticancerigena de
las NPs, se requieren el desarrollo de experimentos in vitro, y modelos de
simulacién computacional que vayan en concordancia con la aplicacion que se
le desea dar a las NPs. Para el desarrollo de farmacos, por ejemplo, es
necesario comprobar la potencia de las NPs y sus efectos secundarios in vitro,
ya que este tipo de experimentos proporcionan datos sobre los agentes, y que

sean relevantes para las condiciones in vivo. ®
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2.1.3.1 Método mecanoquimico

Aproximaciones «de arriba Aproximaciones «de abajo

( hacia abajo» hacia arriba» \

Figura 2,Representacion grafica de los métodos de sintesis para la produccion de nanoparticulas.
Fuente: Directa. ©Kenia Sarai Miranda Quiroga

En la figura 2 se muestra una representacion grafica del método
mecanoquimico, el cual permite sintetizar materiales a partir de reactivos en
estado solido. La activacion mecanoquimica cambia su reactividad lo cual
permite que se lleven a cabo reacciones quimicas, que a temperaturas
habituales de trabajo no se muestran, asi, se pueden obtener nuevos
compuestos con dimensiones nanomeétricas. Este tipo de sintesis es

especialmente til dado la sencillez del método y su bajo impacto ambiental.
(10)
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Es asi como, mediante la mecanosintesis es posible obtener
nanoestructuras de oxidos metalicos con caracteristicas nanométricas. La

figura 3 ilustras los pasos que sigue método mecanoquimico.

Molienda de las sales metélicas:
cloruros o acetatos en presencia de una
base (NaOH o KOH)

N

con acetona

o )

El producto obtenido es lavado con agua y
posteriormente

=~ Centrifugacion

. A

Tratamiento térmico a 400, 600 y 800 °C,
durante 2 horas (si es necesario

Caracterizacion de nanoestructuras: por difraccion de rayos-X
en polvo, espectroscopias de absorcion electronica UV-visible,
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), dispersion
Raman, (EPR), (TEM) asi como microscopia electrénica de
transmision de alta resolucion (HR-TEM) o caracterizacion
magnética

sy

Figura 3. Proceso de sintesis mecanoquimica. Fuente: Directa. ©Kenia Sarai Miranda
Quiroga

El primer paso para la sintesis de nanoparticulas es balancear la reaccion
quimica con los reactivos y sales de partida. Se multiplica el peso molecular
del compuesto (hidroxido de magnesio (Mg (OH)z2) por la concentracion de
1x10-® moles. posteriormente, se coloca en un mortero de agata y se activa la
reaccion quimica por medio de la molienda, con una duracién de 10 minutos.
Una vez que se obtuvo el producto de la reaccion quimica, el material se

introduce en crisoles y se calcina a 800°C durante 2 horas. 1)
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Las nanoparticulas se resguardan en frascos de vidrio hasta su posterior uso

para caracterizacion y cultivo celular.

2.1.3.2 Caracterizacion

El siguiente paso en la produccion de NPs se enfoca en la
caracterizacion de estas mediante diversas técnicas, las cuales permiten
conocer el tamafo, forma, dispersibn y estructura cristalina de las

nanoparticulas.

El tamafio es una de las propiedades basicas para la caracterizacion de
las nanoparticulas, el tamafio y morfologia de la particula se miden
comunmente mediante microscopia electronica de barrido (SEM) vy
microscopia electronica de transmision (TEM).

A diferencia de los microscopios 6pticos que son empleados para
observar materiales de tamafio micrométrico, cuya resolucibn no puede
mejorarse por el limite de la longitud de onda de la luz blanca con la que se
ilumina el objeto, los microscopios electronicos permiten observar objetos en
escala nanométrica, usando un haz de electrones fuertemente acelerados
cuya longitud de onda es menor que la de la luz visible e incluso que el de la

luz ultravioleta. (12

La microscopia electrénica de transmision (TEM) es una técnica en la
que un haz de electrones se transmite a través de un espécimen ultradelgado,
la informacion que utiliza es la de los electrones transmitidos, la imagen se
magnifica y es enfocada por lentes magnéticos para posteriormente formar la

imagen en una pantalla fluorescente.

En el TEM la muestra cristalina interactia con el haz de electrones mas
por difraccion que por absorcién, por lo que la intensidad de la difraccién

dependera de la orientacion de los planos de los atomos en un cristal en
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relacion con el haz de los electrones, asi a ciertos angulos el haz de electrones
es difractado fuertemente desde el eje del haz entrante mientras que en otros

angulos el haz es en gran parte transmitido.

Ademas de esto, los microscopios electronicos de transmisidén estan
equipados con porta muestras que permiten inclinar el espécimen en un rango
de angulos para obtener condiciones de difraccion especificas mediante esta
se pueden formar imagenes de alto contraste, bloqueando los electrones
desviados fuera del eje Optico del microscopio y permitir solamente los
electrones no dispersados, esto produce variaciones en la intensidad
electronica y revela informacion sobre la estructura del cristal (campo claro),
también es posible producir imagenes de electrones desviados por un plano

cristalino particular (campo oscuro).

En el modo de operacion de campo claro los objetos de interés
contrastan en la escala de grises negros sobre un fondo claro mientras que en
el modo de campo oscuro se alinea uno de los haces difractado con el eje
optico del microscopio, filtrando esta informacion mediante el uso de la

apertura objetiva. 12

Ademas de los métodos de caracterizacion previamente mencionados,
existen algunos que permiten medir la carga superficial, el estado de
aglomeracion, distribucion del tamafio, la estructura o cristalizacién de las

nanoparticulas (figura 4).

En esta ultima propiedad se utiliza una técnica llamada difraccion de
Rayos X (XRD); esta es una técnica analitica primaria, no destructiva, utilizada
para identificar las fases de un material cristalino y propiedades estructurales
como tamafio de grano, dimensiones de la celda unitaria, distancias

interplanares, entre otras. 13
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Figura 4. Representacion gréfica de la técnica de difraccion por rayor X. Fuente: modificado de
DOI:10.1030/s41563-018-01163.

3.

Planteamiento del problema

A lo largo de las tltimas décadas el magnesio se ha considerado como
tratamiento para diversas enfermedades, tales como, la preeclampsia, las
embolias, el infarto al miocardio y el asma. Lo anterior ha derivado en el interés

de neurdlogos, cardidlogos y neumologos.

Pese a lo anterior los niveles de magnesio no se determinan en los
estudios rutinarios de laboratorio sin embargo la deficiencia de magnesio
puede causar calambres, arritmias, y por lo tanto se debe considerar su

medicion cuando el paciente presenta este tipo de sintomas.

Los mecanismos moleculares involucrados en los efectos del magnesio
en el cerebro, el corazén, los pulmones y el hueso siguen siendo poco
estudiados, y en las ultimas décadas la investigacion se ha centrado sobre el

efecto en intestino y los rifiones.
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Pero los estudios sobre este elemento en el corazon, cerebro, pulmones

y hueso son fundamentales para su adecuada aplicacioén clinica. ®

En el caso de las MgO-NPs, estas han sido ampliamente estudiadas
por sus actividades antibacterianas contra patégenos en la comida, y por su
efecto antifungico contra Candida albicans. Ademas, las MgO-NPs se han
utilizado por su potencial en la administracion de farmacos, imagenes de
resonancia magnética, y en sistemas que requieren de hipertermia. En
conjunto, la literatura revela que estas poseen excelentes propiedades

antimicrobianas que podrian ser utilizadas en seres vivos.

Sin embargo, las MgO-NPs han sido poco estudiadas para aplicaciones
como actividades anticancerigenas o de regeneracion tisular, principalmente
en odontologia. Es por ello por lo que el presente trabajo explora la actividad
de las MgO-NPs en una linea celular de osteoblastos humanos para su posible
aplicacion en estrategias de regeneracion tisular. Las pruebas de toxicidad in
vitro aumentan el conocimiento existen sobre las NPs y permite el
planteamiento de posibles aplicaciones especificas, que podrian ser

aprovechadas en algin campo de la odontologia.
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4. Justificacion

En el &rea de bioingenieria de tejidos el desarrollo de nanoparticulas y
materiales nanoestructurados abre la posibilidad de mejorar los procesos de
osteointegracion durante la colocacion de implantes dentales, pues mediante
el uso de andamios y recubrimientos es posible lograr una mayor tasa de
integracion y fijacibn en comparacion con terapias de regeneracion ésea

convencionales.

Ademdas, y gracias a sus propiedades antibacterianas los
recubrimientos a base de nanoparticulas reducen la susceptibilidad a la
infeccion, es por ello que actualmente se realizan lineas de investigacion
dirigidas a desarrollar nanoparticulas y nanoestructuras que permitan una

regeneracion de tejidos mas predecible, controlada y guiada.

Las MgO-NPs han demostrado ser una alternativa para combatir
bacterias resistentes a la acciéon de antibioticos, tales como la Escherichia coli,

pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus aureus.

Mas aun, las MgO-NPs pueden producirse mediante métodos de
mecanosintesis, este método tiene coste econdmico y es amigable para el
medio ambiente, dado que no requiere de equipo especializado y durante el
mismo no se produce un alto impacto ambiental constituye una opcién viable

para el desarrollo y estudio de materiales nanoestructurados.

Sin embargo, estudios que sobre los efectos y la interaccién de las MgO
NPs en el contexto del metabolismo 6seo siguen siendo escasos, es por ello
por lo que medir el efecto in vitro de las MgO-NPs profundiza el conocimiento
existente, y permite reconocer posibles aplicaciones de estas NPs en el

contexto de la regeneracion tisular.
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5. Hipotesis

La adicion de en el medio de cultivo de las células osteblasticas humanas
hFOB 1.19 tendran efectos sobre la viabilidad y morfologia de dichas células

a24y48h,y es efecto dependera de la concentracion de las NPs en el medio.

Hipotesis nula: La adicion de MgO NPs en el medio de cultivo de las células
osteblasticas humanas hFOB 1.19 no tendran efectos sobre la viabilidad y
morfologia de dichas células a 24 y 48 h, independiente de la concentracion.

6. Objetivos

e Revisar conceptos generales acerca de la aplicacion de MgO-NPs en
medicina y odontologia.

e Producir MgO NPs a través de un método de mecanosintesis.

e Evaluar la toxicidad in vitro de las MgO NPs en células hFOB 1.19
mediante el ensayo de resazurina.

e Realizar analisis estadistico de los resultados experimentales mediante
las pruebas de ANOVA y Tukey post hoc (p< 0.05).

e Analizar el efecto de las nanoparticulas de MgO sobre la morfologia

celular mediante microscopia Optica.
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7. Metodologia

7.1 Produccion de las nanoparticulas

El primer paso para la sintesis de nanoparticulas es balancear la
reaccion quimica con los reactivos y sales de partida. Se multiplica el peso
molecular del compuesto (hidroxido de magnesio (Mg (OH)2) por la
concentracion de 1x10-® moles; posteriormente, se coloca en un mortero de
adgata y se activa la reaccion quimica por medio de la molienda, con una

duraciéon de 10 minutos.

Una vez que se obtuvo el producto de la reaccion quimica, el material
se introduce en crisoles y se calcina a 800°C durante 2 horas. Las
nanoparticulas se resguardan en frascos de vidrio hasta su posterior uso para
caracterizacion y cultivo celular. Después, mediante la técnica de
caracterizacion de TEM, se corroboré6 mediante un analisis con diversas

mediciones y micrografias, el tamafio promedio de las MgO-NPs.

La caracterizacion por XRD y TEM revela que las MgO-NPs producidas
tenian aproximadamente 21.25 + 2.5 de diametro promedio.

La figura 5 muestran que las MgO-NPs producidas con la técnica de
mecanosintesis tienen diversas formas, entre las cuales destaca la morfologia
poliédrica, igualmente se puede ver que las NPs producidas tienen formas

alargadas, y se confirmo que estas tienen tamafios menores a 100 nm.
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Figura 5. Comparacion de difractogramas

de a) MgO y b) MgO-NPs: a base de Mg (OH)z, Los resultados de las nanoparticulas utilizadas en este
estudio (a: en base de Mg (OH)2), los difractogramas muestran picos de fuerte intensidad en (111), (200),
(220), (311) y (222) que se atribuyen a la fase de MgO cubico. Los picos de difraccién son muy agudos,
lo que indica que la fase de las NPs-MgO esta bien cristalizada, sin registrarse otros picos que indicaban
la presencia de otros elementos que no pertenecen a la estructura cristalina del MgO. Se muestra la
micrografia por TEM donde se muestran las MgO-NPs con un tamafio menos de 100 nm Fuente: Directa
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7.2 Cultivo celular y condiciones de exposicion

La linea celular de osteoblastos humanos (hFOB 1.19) del proveedor
ATCC (American Type Cell Culture Collection, CRL-11372) fue cultivada con
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM, Corning Mediatech Inc. VA, USA)
de alta glucosa (4.5 g/l), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%,
solucién anti-anti (Gibco Life Technology Corporation, NY, USA) al 1% en una
incubadora con 5% de CO2, 100% de humedad y a 37 grados centigrados.

El medio de cultivo se cambi6 cada dos dias, las células se utilizaron
entre el segundo y el tercer pase, y cuando estaban a 80% de confluencia. Las

células se utilizaron a una densidad de 1x104 células por mililitro.

Para los experimentos de exposicion las nanoparticulas de MgO se
prepararon al momento que se iniciaban los experimentos a una concentracion
de 1mg/ml en medio de cultivo completo y se sonicaron a temperatura

ambiente durante 15 minutos para evitar su agregacion/aglomeracion.

Posteriormente las células se expusieron a las concentraciones finales
de 5, 20, 50 y 100 ug/ml. El tiempo de exposicion fue de 24 y 48 h; todos los
experimentos se realizaron por triplicado con tres repeticiones en cada

ocasion.

7.3 Ensayo de citotoxicidad

Los efectos sobre la viabilidad de MgO-NPs en células osteoblasticas
se determinaron mediante el ensayo de resazurina. Las células no expuestas

a las nanoparticulas se consideraron como el control negativo.

La resazurina es un indicador celular permeable para reacciones de
oxido- reduccion (redox), que se utiliza para monitorizar el numero de células

viables en cultivo. La resazurina se disuelve en soluciones tamponadas
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fisiologicas (PBS) resultando en una solucién de color azul profundo, y al
afiadirse directamente a las células de manera homogénea se oxida en una

solucién de color rosa brillante.

Las células metabdlicamente activas pueden reducir la resazurina
(Azul) en un producto de resofurina (rosa) el cual es fluorescente (figura 6).

Este cambio de color emite fluorescencia, y puede ser leida con un

espectofotémetro.
A B c
Resofurina Resazurina
' (fluorescencia alta) (fluorescencia débil) No hoy
Resazurina NADH/H+ reduccidn

(fluorescencia débil)

NADH/H+ NADH+/H20
ol
S )
e =
e @ . ~
e €
Célula Viable Célula no viable

(muerte celular)

Figura 6. . Ensayo de la resazurina.
Fuente: Directa. (A) La sal de resazurina carece de fluorescencia y tiene un color azul, al introducirse a
una célula viable se reduce en la mitocondria, y su metabolismo; (B) en las células muertas o no
viables no existe metabolismo y la sal no se metaboliza; (C) en la columna de la derecha se observa el

cultivo sin sal, en la columna de en medio se ha afiadido la sal, la cual es metabolizada en la
mitocondria y se vuelve fluorescente (columna de la izquierda).

La cantidad de resofurina producida es proporcional al numero de

células viables, misma que se puede cuantificar usando un espectrofotbmetro.
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Para la evaluacion del ensayo se midieron las densidades Opticas (ODs)
mediante un espectrofotometro para placas de ELISA (CHROMATE,
Awareness Technology Inc.), y utilizando los filtros de emision a 590 nm y de

excitacion a 600 nm.

La viabilidad se calcul6 dividiendo la OD media de las células tratadas

entre la OD media del control x 100.
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8. Resultados

Los efectos de las MgO-NPs se determinaron mediante el ensayo de

resazurina; después de 3 horas de incubacion a 37 grados centigrados se

cuantifico la proliferacion celular basada en la OD. Las células no expuestas a

las MgO-NPs se consideraron como control, y los resultados se expresan en

porcentaje (%) comparado con el control. A partir de la OD se calculé la

cantidad relativa de células.

Todos los tratamientos (5, 20, 50 y 100 ug/ml) después de 24 horas

tuvieron efecto sobre la proliferacion de los osteoblastos hFOB 1.19, con un
aumento 43.9%, 35.7%, 34.9% y 36% sobre el control (tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de proliferacion celular

Concentracion de

Horas en cultivo

NPs
Oh 24 h 48 h
100 mg/ml micro 100 136 57.46
50 100 134.9 64.09
20 100 135.7 77.33
5 100 143.9 65.56
Control 100 110.0 120

NPs, nanoparticulas; h, horas. Los resultados estdn expresados en
porcentaje que se calcul6 con la férmula % de proliferacion igual a densidad

Optica experimental / densidad Optica del plato control x 100

34



Una reduccion de la viabilidad celular importante se observo a las 48 h
siendo la concentracién mas citotoxica la de 100 ug/mly la menos téxica la de

20 ug/ ml seguida de la de 5 pg/ml (figura 7).

Las siguientes graficas presentan los resultados de la densidad 6ptica

de los diferentes experimentos realizados.

Ensayo de viabilidad en hFOB 1.19

100000~
-e- Control
o -#- 100ug/ml
= 75000~ e
‘O == 50ug/ml
= <% 20ug/ml
S 50000~ e
0 == Sug/ml
{9
Q
E 250004
Z
c 1 1
0 24 48

Horas de cultivo

Figura 7. Representacion grafica del nimero relativo de células presentes en el grupo control y los
diferentes grupos experimentales.

La concentracion de células aumenta las 24 h en todos los grupos estudiados, y sigue aumentando en
el grupo control. Todas las concentraciones provocaron una disminucion en la viabilidad celular de los
grupos experimentales. Los resultados muestran la media de tres diferentes experimentos con 3
repeticiones cada vez y la desviacion estandar. Fuente directa.
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Las células mostraron internalizacién de las MgO NPs, junto con formacién de
cuerpos apoptoticos, sin evidencia de otras alteraciones (Figura 8)

Al =
F el ﬁf\?"
\,;’-;}fh \%3:,%
ek A

ERAPNR

Figura 8. Microfotografias de los hFOB 1.19 a las 24 h de cultivo con MgO NPs.

A, concentracion de 100pg/ml; B, concentracion de 50upg/ml; C, concentracion de 20ug/ml; D,
concentracién de 5ug/ml; E, magnificacion de las células hFOB 1.19 incubadas con 500ug/ml. F, control.
A, B, C, D, F magnificaciéon de 20X. E, magnificacion de 40X. A, B, C, D, presentan una morfologia similar
a la del control (F), pequefias, ahusadas, con prolongaciones citoplasmaticas alargadas, manteniendo
su adhesion. La magnificacion (F) de la concentracion de 500ug/ml revela que las células a las 48 h de

cultivo muestran cuerpos apoptéticos en su citoplasma, caracterizados por la formacion de vesiculas
pequefias, pero mantienen la adhesién al plato de cultivo. Fuente directa.

9. Discusion

Las MgO NPs utilizadas en el presente trabajo fueron caracterizadas
por las técnicas de XRD y TEM; mediante estas técnicas se observo que el
tamafio de las particulas en estado seco era de 21.25 + 2.5 nm. Otros estudios

similares reportan tamafos promedios de aproximadamente de 52.79 nm.
(10,12)

La diferencia entre los resultados existentes y los presentados en el
presente trabajo puede estar relacionada con la cantidad de las sales de
partida que se establecieron en la metodologia. Dependiendo del tipo de
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sintesis utilizada las NPs pueden presentar diferentes tamafos de las

particulas. 1415

El presente trabajo evalué los efectos de las MgO-NPs en una linea de
osteoblastos humanos a las 24 y 48 horas. Los ensayos revelaron que a las
24 horas de cultivo las MgO-NPs favorecen la proliferacion celular hasta en un
43.9%; sin embargo, después de 48 horas la viabilidad disminuye hasta el 77.3

% con la concentracion de 20 pw/ml.

Es asi como, los datos muestran que las MgO-NPs reducen
dramaticamente la viabilidad de los osteoblastos después de 48 h. Similares
resultados se han visto en la linea celular K562, una linea celular de origen
mesenquimal, similar a la linea hFOB 1.19. Por el contrario, se ha visto que,
en células sanguineas, la viabilidad no disminuye con las MgO-NPs en dosis

menores a 30ug/ml. 4

Lo anterior podria significar que las MgO NPs tienen una actividad

diferente dependiendo del tipo de célula en la que se estén introduciendo.

En el presente trabajo, todas las concentraciones utilizadas resultaron
en una disminucion mayor al 85% de la viabilidad celular lo cual se considera
toxico para las células, y la disminucion correlaciono con la concentracion de
las MgO NPs. Es decir, a mayor concentracion, mayor disminucion en la
viabilidad.

Los resultados sugieren que las MgO-NPs no son favorables para su
aplicacion directa en células osteoblasticas, pero podrian servir para
aplicaciones diferentes a las relacionadas con implantologia, tales como su

uso antimicrobiano.

Por ejemplo, estas se podrian utilizar en dentifricos y colutorios, para
evitar la formacion de peliculas bacterianas patdgenas, asi como la carga

bacteriana de las mismas o bien como modificaciones a materiales
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restauradores existentes para mejorar la capacidad antimicrobiana de los

mismos (Anexo I).

Ademas, las NPs de 6xidos metalicos son relativamente nuevas en el
mundo nano, por lo que se ha intentado probarlas en muchas areas. En el area
clinica, se busca su utilizacion debido a que los métodos actuales para
producir NPs atiles en este campo generalmente son dafinos con el ambiente,

ademas de ser muy caros

Una de las limitantes del estudio fue su corta duracién por lo que se
sugieren mas lecturas a mayor tiempo, modificar el medio, y estudiar la
posibilidad de que el cambio en el pH del medio de cultivo, provocado por las

MgO NPs sea la causa de la toxicidad para las células empleadas.

También, es necesario realizar ensayos de especies de oxigeno
reactivo y determinar la relacion de esto con la disminucion de la viabilidad
celular. Dada la posibilidad de sus multiples aplicaciones en odontologia

también se sugiere realizar estudios sobre diferentes cultivos celulares.
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10. Conclusiones

El método de mecanosintesis es un método amigable con el ambiente,
simple y econdémico para sintetizar MgO-NPs homogéneas en poco tiempo y
sin grandes variaciones entre lotes, con dimensiones menores a los 100 um lo

cual es consistente con lo reportado en la literatura.

Los ensayos revelaron que a tiempos cortos las MgO-NPs producen
citotoxicidad en las células de hueso, por lo que su aplicacién directa podria
ser perjudicial en este tejido.

Sin embargo, dadas las imitaciones del estudio es necesario realizar
lecturas a mayor tiempo, y modificar variantes de este para determinar el
efecto de las MgO NPs en células de hueso, o bien dirigir la linea de
investigacion a la aplicacion de estas como nanocompuestos en materiales
inertes en odontologia mediante los cuales se pueda aprovechar la capacidad

antibacteriana de las NPs.

A través de la investigacion continua en el area clinica, las MgO NPs
han aportado resultados positivos sobre el uso de este tipo de NPs. Este tipo
de NPs posen caracteristicas como peso molecular, pH, fuerzas ibnicas,
tamafio de particulas, etc., mismas que se pueden modificar con procesos
sintéticos de produccion, por lo tanto, han sido exploradas para desarrollo de
nano-criocirugia, hipertermia, inhibicién tumoral, e incluso imagenologia para

tumores cerebrales.

Sin embargo, su estudio para aplicaciones en odontologia sigue siendo
escaso, por lo que investigaciones, como la presentada en este trabajo,
contribuyen contribuye al conocimiento existen respecto a la aplicacion de
MgO NPs, y al desarrollo de nuevos productos para su aplicacion

odontoldgica.
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