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RESUMEN.

Los bionanocompdsitos son materiales compuestos por ceramicas bioactivas, en
forma de nanoparticulas y polimeros biodegradables, sintéticos o naturales, que
combinan la bioactividad de las nanoparticulas con las propiedades de soporte del
polimero poroso (andamio), guiando la proliferacion celular y el crecimiento del
nuevo tejido. El poliuretano (PU) es un polimero sintético que cumple las
propiedades de un andamio poroso. En este trabajo se presenta la sintesis de un
PU biocompatible, méas la preparacion de bionanocompositos a de PU cargadas
con nanoparticulas de hidorxiapatita (HA), vidrio bioactivo (BG) y vidrio bioactivo
mesoporoso (MBG). Evaluando sus propiedades estructurales y bioactivas in vitro,

para su potencial aplicacion en ingenieria en tejido 0sea.

Objetivos: Sintetizar y evaluar propiedades bioactivas in vitro de
bionanocompdsitos a base de nanoparticulas cerdmicas bioactivas y poliuretano

biodegrable.

Materiales y Métodos: Se sintetizaron bioceramicas de HA'y BG (nHA, MBG, nBG
y nMBG) utilizando la técnica Sol-Gel. Los bionanocompdsitos se prepararon a
base de PU con un contenido de 2,5% y 5% de biocerdmicas. Los materiales
sintetizados se caracterizaron con difraccion de rayos-X (DRX), espectroscopia
infrarrojo (FTIR-ATR), pruebas mecanicas de compresion y microscopia electronica
de barrido equipada con microandlisis elemental de energia dispersiva de rayos X
(SEM-EDX). La bioactividad de los bionanocompasitos se evalué por la capacidad
de inducir apatita tipo 6sea en suero fisioldgico simulado (SBF). La formacion de
apatita fue analizada con DRX, FTIR-ATR y SEM-EDX. Se realiz6 un ensayo
preliminar de proliferacion celular mediante el ensayo colorimétrico MTS utilizando

células madres provenientes de la pulpa dental (DPSCs).

Resultados y discusion: Los bionanocompoésitos de PU presentaron un patron
poroso interconectados, con diferentes formas y tamafios (40-300 um), apropiado
para conducir la formacién de nuevo tejido. Los bionanocompdsitos con nBG
presentaron mejor modulo elastico de compresion que PU. Los ensayos en SBF

demostraron que bionanocompédsitos nBG y nMBG tienen mejores propiedades



bioactivas con respecto al andamio de PU y que los bionanocompdsitos de MBG y
nHA. Adicionalmente, los bionanocompdsitos de nBG(5%)/PU y nMBG (5%)/PU no
afectaron la viabilidad de células madres de pulpa dental humana.

Conclusion: La incorporacion de nanoparticulas biocerdmicas en andamios de
poliuretano, permite obtener bionanocompdsitos con mejoradas propiedades para
inducir la formacion de apatita tipo 6sea in vitro. Los resultados de este estudio
podrian tener consecuencias en el futuro disefio de biomateriales mas eficientes,
particularmente orientados a acelerar el proceso de regeneracion ésea en terapias

de ingenieria de tejidos.



INTRODUCCION.

El tejido 6seo es un tejido conectivo especializado cuyo origen es la
mesénquima embrionaria proveniente del mesodermo. Este tejido 6seo esta
compuesto por células osteogénicas, proteinas de la matriz extracelular (MEC),
factores de crecimiento, calcio en forma de hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2) y un
sistema vascular complejo. Su matriz extracelular esta calcificada y su principal
célula formadora de hueso es el osteoblasto (Polo y cols., 2014). Como cualquier
tejido conectivo normal puede sufrir reparacibn o regeneracion, lo que esta
determinado principalmente por la extensién de la pérdida. La regeneracion tisular
es la respuesta que consigue la restitucién morfologica y funcional del tejido tras un
trauma, a diferencia de la reparacion, donde el tejido que se forma es un tejido
cicatricial. El tejido conectivo normal tiene una capacidad regenerativa
relativamente baja. En el caso del hueso este se restituye totalmente tras una lesion
que no involucre una pérdida del tejido (Gerstenfeld y cols., 2003). Al haber un
trauma, hay dos casos fisiolégicos donde el hueso se regenera: una via directa y
una via intra membranosa o indirecta. En las dos la regeneracion 6sea origina una
respuesta en que estan involucrados los vasos sanguineos, las células y la matriz
extracelular. Se produce una respuesta inflamatoria y un hematoma inicial, con
hematies, plaquetas y fibrina. Las células del coagulo liberan interleuquinas y
factores de crecimiento, originando la migracion de linfocitos, macrofagos y células
mesénquimales pluripotenciales. Estas sefiales moleculares promueven la
diferenciacion hacia células endoteliales, fibroblastos, condroblastos vy

osteoblastos. (Marsell y Einhorn, 2011).

La odontologia tiene estrecha relacion con el tejido 6seo en especial con el
hueso alveolar que es un componente 0seo del craneo- maxilofacial que forma el
soporte principal de los dientes. La pérdida de este tejido puede ser el resultado de
trastornos del desarrollo congénitos, trauma, enfermedad periodontal, producto de
una accion quirargica o generalmente por reabsorcion post extraccion (Kaigler y
Mooney, 2001).



Hoy en dia, mantener la integridad y el contorno del reborde 6seo es un
aspecto relevante para la futura rehabilitacion de los pacientes (Ashman, 2000). El
potencial reparativo del periodonto es extremadamente limitado en la denticion
adulta, por lo que sélo la intervencién terapéutica es capaz de inducir su
regeneracion para poder restaurar la forma y funcién de las estructuras perdidas.
(Aichelmann-Reidy y Reynolds, 2008).

Los métodos comunmente utilizados para la falta de estas estructuras 6seas
son el uso de injertos 6seos naturales como lo son los autoinjertos, aloinjertos,
xenoinjertos, materiales aloplastos, plasma rico en plaguetas, materiales para la

regeneracion 0sea guiada y combinaciones entre ellos.

Los autoinjertos son considerados actualmente como el método clinico mas
efectivo entre las técnicas de reconstruccion ésea (Marx, 1994). El receptor y
donante son el mismo individuo, por lo que se obvian problemas de compatibilidad
con el sistema inmune del hospedero y se disminuye la posibilidad de rechazo. Los
injertos O6seos son utilizados ampliamente en odontologia para promover la
regeneracion O6sea y periodontal. Existen revisiones sistematicas de ensayos
clinicos que proveen importante evidencia acerca del uso de injertos 6seos en
periodoncia, mejorando parametros clinicos de la enfermedad, tales como
profundidad al sondaje, nivel de insercion clinica y relleno del defecto, en relacion
al tratamiento periodontal quirargico por si solo (colgajo y desbridamiento)
(Reynolds y cols., 2003), otorgando un marco estructural para el desarrollo,
maduracién y remodelacion del coagulo que soporta la formacion de hueso
(Reynolds y cols., 2010).

Actualmente estos injertos, materiales y métodos que buscan la regeneracion
del defecto 6seo, no han demostrado muchas veces formar u obtener un hueso de
caracteristicas similares al original (Reynolds y cols., 2003). Es donde la ingenieria
de tejido se ha desarrollado como una alternativa potencial para superar las
deficiencias asociadas a los métodos actuales de regeneracion 6sea. La ingenieria
de tejidos es un campo multidisciplinario que abarca las ciencias basicas, la

ingenieria y la medicina regenerativa, destinada a desarrollar tratamientos para la



regeneracion de los tejidos del cuerpo que no tienen capacidad regenerativa, asi
como para sustituir las funciones biolégicas de los 6rganos dafiados y heridos
controlando las células con el potencial de proliferacion y diferenciacion (Tabata
2003). En general, la ingenieria en tejidos implica el uso de varias combinaciones
de células, factores de crecimiento y / o citoquinas, y materiales portadores como

matrices (andamios) (Warren y cols., 2015).

La investigacion de nuevas técnicas y materiales para la reconstruccion de
tejido 6seo en odontologia esta adquiriendo gran popularidad, debido a los avances
en biomedicina, la tecnologia y a la necesidad de realizar procedimientos
reconstructivos, que demandan un mayor nivel de exigencias. Actualmente,
muchos tratamientos dentales y reconstructivos existentes no logran devolver las
estructuras 6seas a un estado normal de salud. Por este motivo, este nuevo auge
en medicina regenerativa podria tener importantes consecuencias en salud
publica, logrando el acceso de la poblacién a terapias que mejoren su calidad de

vida en forma significativa.



MARCO TEORICO.

Tratamientos de los defectos 6seos en odontologia

Los defectos 0seos son aquellos hallazgos anatémico anormales o
patolégicos de los huesos en los cuales se observa una falta de tejido 6seo. Las
causas de dichos defectos suelen ser variadas, al igual que su forma y ubicacion.
La pérdida de tejido 6seo se puede deber a trastornos del desarrollo congénitos,
trauma, enfermedades inflamatorias o producto de una accidon quirdrgica. Esto
también afecta al campo odontolégico en especial al hueso alveolar. ElI hueso
alveolar es un componente 6seo del craneo- maxilofacial y es el soporte principal
de los dientes. Después de la extraccion de un diente el alveolo cicatriza, pero
debido a la ausencia del diente este se reabsorbe (Jimi y cols., 2012). Este
fendbmeno de reabsorcion y remodelacién del hueso en ultima instancia, afecta a
los dientes adyacentes alterando la biomecanica de todo el componente
maxilofacial. Un defecto 6seo anatémico grave puede complicar posteriormente los
tratamientos. Los pacientes que carecen del volumen 6seo adecuado requieren

recuperar este tejido perdido para hacer viable su rehabilitacion (Ashman, 2000).

La mayoria de los casos de pérdida 6sea es por enfermedad periodontal,
siendo esta una enfermedad de alta prevalencia. La enfermedad periodontal es un
grupo heterogéneo de enfermedades que afectan a la salud de las encias y las
estructuras de soporte de los dientes especificamente el hueso alveolar. Algunos
indicadores de riesgo, descritos para esta enfermedad, son el nivel
socioecondémico, la edad, el sexo, los indices de placa y sangrado al sondaje.
También influyen como factores de riesgo el tabaquismo y la diabetes (Borrell y
Crawnford, 2012; Genco y Borgnakke, 2013).

La enfermedad periodontal, es padecida por el 92% de la poblacién mundial,
la cual junto con la caries, es la enfermedad bucal de mayor prevalencia. Cuando
la enfermedad periodontal alcanza la fase de periodontitis, los pacientes presentan

perdida de insercion clinica, presencia de sacos periodontales, movilidad dentaria,



reabsorcion dsea, entre otros signos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) entre el 10 y 15% de la poblacion mundial padece periodontitis severa
(Jacobs. 2012). Solo en Chile, mas del 50% de la poblacion adulta pose pérdidas

de insercidn clinica que se asocian a pérdida 6sea (Gamonal y cols., 2010).

En el tiempo la pérdida del hueso alveolar en un paciente puede ser tal, que
el espesor entre el piso del seno maxilar y la cresta alveolar es insuficiente para la
colocacion de implantes. O en el caso de la mandibula, cuando la distancia entre el
canal mandibular y reborde alveolar es minima, un implante puede comprometer el
nervio alveolar inferior (Aichelmann-Reidy y Reynolds, 2008; Al-Nawas y Schiegnitz
2014).

Los métodos comunmente utilizados para la rehabilitacibn de estas
estructuras 6seas son el uso de injertos 6seos naturales como son los autoinjertos,
aloinjertos, xenoinjertos y materiales de sustitucion 6sea. En donde se encuentra la
hidroxiapatita sintética, plasma rico en plaguetas, membranas de regeneracion

Osea guiada y /o combinaciones entre ellos (Peral y cols., 2008).

Los injertos 6seos y materiales de sustitucién ésea buscan las caracteristicas
de osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccion. La osteoinduccidén consiste
en la estimulacion de las células osteoprogenitoras para diferenciarse en
osteoblastos, que Iluego empiezan la formaciébn de hueso nuevo. La
osteoconduccion es una caracteristica de la matriz que facilita la colonizacion y el
crecimiento interno de nuevas células 6seas y capilares que crecen en razén de su
estructura tridimensional. La osteoconduccién es por definicion un proceso pasivo
y depende principalmente de la porosidad de la matriz y en un menor grado por
sus propiedades quimicas y fisicas que estimulan la adhesién y crecimiento celular.
Por dltimo las propiedades osteogénicas se producen cuando los osteoblastos
vitales procedentes del injerto 6seo contribuyen al crecimiento de hueso nuevo
(Giannoudis y cols., 2005 Al-Nawas y Schiegnitz 2014).



Autoinjertos.

Los autoinjertos son considerados como el método clinico méas efectivo entre
las técnicas de reconstruccion 6sea (Marx, 1994). El receptor y donante son el
mismo individuo, por lo que no hay problemas de compatibilidad con el sistema
inmune del hospedero, disminuyendo la posibilidad de rechazo. Dentro de las
fuentes intra orales de injertos estan la sinfisis mandibular, rama mandibular, area
retromolar, proceso coronoides, tuberosidad maxilar, torus palatino o mandibular y
hueso cigomatico. Dentro de las fuentes extra orales se encuentran la cresta iliaca
anterior o posterior, calota, costillas y tibia (Kainulainen y cols., 2002; Kainulainen
y cols., 2003). El hueso autdgeno se considera como gold estandar para la
regeneracion 6sea ya que posee las caracteristicas osteogénicas, osteoinductoras
y osteoconductoras. Contiene osteoblastos, células precursoras de osteoclastos,
células mesénquimales indiferenciadas y monocitos, que promueven la
remodelacion y la formacién de nuevo hueso (Jayakumar y Silvio, 2010). A pesar
de esto, los autoinjertos tiene grandes limitantes, como el aumento de los tiempos
quirargicos, la limitada disponibilidad de tejido trasplantable, la calidad ésea del
paciente, reabsorciones impredecibles, la inflamaciéon del sitio donante y su
posterior recuperacion, que suele tardar mas que la recuperacion del defecto
original (Nkenke y Stelzle 2009; Noia y cols., 2011). Aproximadamente el 8% de
injertos provenientes de cresta iliaca resultan en complicaciones mayores como
infeccion, pérdida de sangre, dafio neurolégico, dolor a corto y largo plazo y un
déficit funcional (Ueda, 2011).

Aloinjertos y Xenoinjertos.

Otras alternativas como los aloinjertos (hueso liofilizado, hueso liofilizado
desmineralizado), que son material 6seo proveniente de otra persona, y los
xenoinjertos (hueso bovino liofilizado) de origen animal; pueden producir reacciones
de rechazo por procesos inmunolégicos o ser reabsorbidos por falta de

osteoinduccion (Neovius, y Engstrand 2010).



Actualmente estos injertos que buscan la regeneracion del defecto 6seo, no
han demostrado muchas veces formar u obtener un hueso de caracteristicas
similares al original. En caso de los aloinjertos el tejido 6seo resultante tiene mas
caracteristicas histoldgicas de reparacion que de regeneracion tisular (Reynolds y
cols., 2003). Ahora basado en la literatura actual, no hay evidencia de que el hueso
autologo sea superior a los materiales de sustitucion 6sea, en términos de
supervivencia del injerto en elevaciones del seno vertical o lateral y aumento de la
cresta alveolar. Estas conclusiones estan limitadas por que en la bibliografia no se
describe el tamafio o el volumen del defecto, ni la capacidad regenerativa que sufre

una vez colocado el injerto. (Al-Nawas y Schiegnitz, 2014).

Hueso artificial o aloplastos:

La hidroxiapatita (HA) y el beta fosfato tricalcico (B-TCP) son materiales
cerdamicos utilizados como hueso artificial (Deisinger, 2010.) Debido a que estos
materiales de fosfato de calcio no tienen una capacidad osteoinductora, se utilizan
conjuntamente con injertos 6seos autdlogos u otros métodos, como pueden ser la
regeneracion 0sea guiada, el plasma rico en plaquetas o distraccién 6sea. (Jimiy
cols., 2012).

Regeneracion Osea Guiada y Plasma rico en plaquetas.

La regeneracion 0sea guiada (GBR, por sus siglas en inglés) es un método
para la generacién de tejido 6seo nuevo, utilizando una membrana reabsorbible o
no reabsorbible. Esta membrana forma una barrera que protege el area del injerto
de la invasién de otros tejidos, en especial del tejido conectivo fibroso. En los afios
recientes se ha puesto mucha atencién en la combinacién de estas membranas de
polimeros biodegradables con particulas bioactivas o con otros métodos como

plasma rico en plaquetas. (Liu y cols., 2010).

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un volumen de plasma autélogo, que

contiene una cuenta plaquetaria cinco veces mayor que en la sangre. En el campo
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odontologico el PRP ha sido utilizado en una variedad de aplicaciones, como la
elevacion del piso del seno maxilar, el aumento del hueso alveolar, la
reconstruccién mandibular, tratamiento de defectos periodontales, como relleno
alveolar, etc. Los factores de crecimiento presentes en PRP son los que contribuyen
al proceso de regeneracion 0sea, siendo este un gran avance por ser un método

facil de ser aplicado (Jimi y cols., 2012).

La combinacion de estos métodos representa el mejor avance para la
regeneracion Osea en odontologia, ya que poseen una excelente
biocompatibilidad, osteoinduccion y caracteristicas osteogénicas. A pesar que
estos métodos (GRB y PRP) inducen la regeneracion 6sea, en la mayoria de los
casos toma un tiempo considerable, para obtener un volumen de hueso suficiente
(Jimiy cols., 2012).

En busca de una alternativa para la reconstruccién Osea, que supla los
defectos de los métodos nombrados anteriormente, se empiezan a crear diversos

biomateriales bajo los conceptos que la ingenieria en tejidos entrega (Wolf, 2000).

Ingenieria en tejido para la regeneracion Osea.

La ingenieria en tejidos o tisular (IT) es una disciplina cientifica moderna,
dedicada a la generacion de tejido nuevo usando los principios de la ingenieria en
combinacion con las ciencias biomédicas (Vacanti, 2006). Este campo surgio por la
necesidad de regenerar tejidos en nifios y adultos, en 6rganos que han sufrido
algun dafio irreversible por enfermedad, trauma o anomalias congénitas. El término
de Ingenieria de Tejidos surge a finales de 1980 y sugiere enfoques para la creacion
de biomateriales sustitutos a los injertos, que tengan la capacidad de regenerar
organos humanos (Vacanti 2009). La ingenieria en tejidos implica el uso de varias
combinaciones de células, moléculas bioactivas, factores de crecimiento y / o
citoquinas, en matrices biodegradables (andamios (scaffold) y / o hidrogeles) como

se demuestra en la Figura 1 (Langer y Vacanti, 1993).
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Ingenieria

en tejidos
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] metabdlica de
e células.
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FGF-2
IGF
TGF-8
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Ceramicas Bioactivas:
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Hidroxiapatita

Senales Moleculares.

Figura 1. Triada de la ingenieria en tejidos. Andamio, células y sefiales moleculares.

La evolucion de los biomateriales en ingenieria en tejidos para la regeneracion
0sea, se ha desarrollado de la mano con el aumento de los conocimientos sobre el
microambiente, donde se produce la regeneracién del tejido 6seo, lo que implica un
continuo cambio en los requisitos y las propiedades de los materiales utilizados.
Esta evolucion se puede medir mediante la definicion de tres generaciones
diferentes, mas una cuarta que se proyecta a futuro (Hench y Polak 2002). Estas
generaciones de biomateriales para la regeneracion 6ésea no tienen un orden
cronoldgico como tal, pero si van de la mano con las nuevas tecnoldgicas e
investigaciones desarrolladas como se aprecia en la Figura 2 (Navarro y cols.,
2008).
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Figura 2. Generaciones de biomateriales para la regeneracion dsea.

A partir de la segunda generacion de materiales para la regeneracion 6sea,
se han desarrollado materiales con matrices biodegradables y/o con interfaces
bioactivas que provocan una respuesta biol6gica especifica (es decir, osteogénesis,
osteoinduccion y osteoconduccién). Esta bioactividad es proporcionada por una
superficie bioactiva que permite la mineralizacion a través de la nucleacién
heterogénea y cristalizacion de la apatita. La superficie del biomaterial puede estar
cubierta por ceramicas bioactivas tales como hidroxiapatita (HA), fosfato -
tricalcico (B-TCP), o vidrio bioactivo (BG) (Polo y cols., 2014).

Un material bioactivo se define como un material que provoca una reaccion
especifica de superficie cuando es implantado en el cuerpo, llevando a la formacion
de una capa tipo HA que es responsable de generar una union firme con los tejidos
duros. El comportamiento bioactivo de HA y BG se puede demostrar
preliminarmente por la mineralizacion in vitro (Kokubo test) (Kokubo y Takadama,

2006). Este experimento permite evaluar la bioactividad de un material por su
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capacidad de generar una capa de HA en su superficie cuando es sumergido en
fluido corporal simulado (SBF) (Kokubo y cols., 1990). EI mecanismo propuesto es
que los materiales bioactivos muestran una carga superficial negativa en SBF,
debido a desprotonacion de los grupos de acido carboxilicos COOH y/o alcoholes
OH a pH fisiologico (Oliveira y cols., 2003). Esta carga negativa atrae iones de
calcio creando una capa rica en Ca?* con potencial de superficie positivo, que atrae
a iones negativos tipo fosfato PO4* en soluciones, llevando a la deposicion de otra
capa de Ca?*. Este proceso se repite generando capas de HA en la superficie del

material (Figura 3). (Kim y cols., 2005; Landi y cols., 2005).

a b
Ca2+ PO4,3 HCO- Ca2+ PO,* HCO- Caz+ PO, HCO- caz~ PO4:CHCO'3
H~ PO,3- Cass CQPS
PO,3 \ spatlta
Ca2~ CaZz2~ V
HO-OH-HO-OH-HO-OH f0-6R-F0ORA0-6R HO~0H HoYoHHOYoH
| Si SI Si Si Si x SI
A 7] é\ A 7] A\ I
o o o o o
NI !
AN TN AN N I\ AN \ ﬁ'\ AN
ol o o gl o o o
Ca o o Ca o o o
Ca Ca Ca

Figura 3. Formacion de apatita sobre la superficie de Vidrio Bioactivo.

Con respecto a las matrices o andamios (scaffold), estos son polimeros
sintéticos o naturales, que deben tener las caracteristicas de biocompatibilidad y
biodegradabilidad. La degradabilidad de los andamios es controlada en condiciones
fisiol6gicas y puede ser quimica o enzimatica, generando productos inertes, que
son reabsorbidos por el cuerpo. Entre los polimeros sintéticos estan el &cido
polilactico, poli (g-caprolactona), poliglicolida y el poliuretano; como polimeros
naturales esta él quitosano, el alginato y acido hialurénico, entre otros (Amini y

cols., 2012.).

En la actualidad, en la tercera y cuarta generacion, las propiedades
mecanicas y osteoconductivas de los andamios biodegradables y de las moléculas

bioactivas se pueden mejorar mediante la formacion de materiales compuestos o
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compositos o biocompdsitos. Es decir la combinacion del andamio
biodegradable, hecho de un polimero sintético o natural, con las moléculas
bioactivas, como hidroxiapatita y vidrio bioactivo o factores de crecimiento entre

otras (Navarro y cols., 2008).

El uso de factores de crecimiento como sefales moleculares para la
regeneracion 6sea, aun esta en estudio (Lee y cols., 2011). La dificultad para
obtenerlos, aislarlos y su rapida degradacién in vivo a través de distintas vias
(desnaturalizacion, oxidacién o protedlisis), elevarian mucho los costos de la
produccién para un material compésito (Krishnamurthy y cols., 2002). Por esta
razon las lineas de investigacion se han centrado mas en la sintesis de
biomateriales ceramicos como la HA y el BG, buscando las caracteristicas de
biocompatibilidad, bioactividad, osteoinduccion, osteoconduccion y osteogénicas
(Aminiy cols., 2012.).

Biomateriales ceramicos.
Hidroxiapatita.

La hidroxiapatita (HA), cuya férmula general es Caio(POa4)s(OH)2, es un
mineral formado por fosfato de calcio (Zhou y Lee, 2011). Su composicion quimica
es similar a la matriz inorganica del hueso y su estructura se observa en la Figura
4. Recientemente, la HA se ha usado para una variedad de aplicaciones
biomédicas, incluyendo matrices para el control de la liberacion del farmaco y
materiales de ingenieria de tejido 6seo (Sculean y cols 2002; Khan y cols., 2005).
La Ha sintética exhibe una fuerte afinidad con los tejidos duros, a través de un
enlace quimico con el tejido anfitrion, ofreciendo una mayor ventaja en aplicaciones
clinicas en comparacion con la mayoria de los sustitutos 0seos, tales como
aloinjertos o implantes metalicos (Henkel y cols.,2006). Las principales ventajas de
HA sintética son su biocompatibilidad, biodegradabilidad lenta in situ y una buena
osteoinduccion (Gosain, 2004; Sculean y cols., 2005). Al igual la HA sintética
presenta una excelente biocompatibilidad con los tejidos blandos tales como la piel,
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el musculo y las encias. Estas capacidades han hecho de la HA un candidato ideal
para implantes o componentes de implantes ortopédicos y dentales. Dentro de lo
usos comunes se incluyen la reparacion ésea, aumento de hueso, recubrimiento de
implantes, en conjunto con auto injertos, plasma rico en plaquetas y/o en
membranas para regeneracion 0sea guiada (Hing y cols., 2006; Soccol y cols.,
2006). Sin embargo, la baja resistencia mecanica de HA convencional restringe su
uso en aplicaciones que tengan que soportar cargas, asi como la alta cristalinidad
de la HA hace que en general sea un material estable y poco reactivo (Zhou y Lee,
2011). La HA sintética de tamafio micrométrico se usa en forma de peliculas
delgadas, polvos, blocks densos o porosos (Murugan y Rao, 2003; Murugan y
Ramakrishna, 2004). Algunos biomateriales aloplasticos, a base de HA sintética,
actualmente disponibles en el mercado son: OsteoGraf® (Dentsply), Periograf®,
Calcitite®(Zimmer), IngeniOS TM (Zimmer).

Vidrio Bioactivo.

El vidrio bioactivo (BG) de nombre comercial Bioglass®, fue descubierto por
Hench en 1969, y desarrollado para la utilizacién en la union de la interfaz de
implantes, la reparacion de tejidos y la regeneracién ésea (Hench, 2006). El BG
45S5 posee la siguiente composicion quimica: 24.5Na20; 24.5Ca0; 45.0SiOz;
6.0P20s5 (% masa), siendo un vidrio silicado basado en una red tridimensional de
SiO2 formada por vidrio, en la cual un atomo de silicio (Si) est4 enlazado con cuatro
atomos de oxigeno (O), y ademas estan presentes iones de fosfato (P) y calcio
(Ca), como se esquematiza en la Figura 4. Este material ha sido estudiado e
investigado ampliamente para la regeneracion 6sea. Se ha demostrado que es
capaz de estimular la neoformacion de hueso in vivo (Wheeler y cols., 1997;
Wheeler y cols., 1998), y que promueve la proliferacion de células de origen
mesenquimal, de forma mas rapida que HA sintética (Oonishi y cols., 1999; Deb y
cols., 2010). Los productos de disolucion iénica (Ca?*, Si) liberados durante la
degradacion de BG influencian y controlan el ciclo celular de las células precursoras

osteogénicas y de la poblacion de células diferenciadas (Xynosy cols., 2000; Hench
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y Polak, 2002; Valerio, 2004). BG ofrece ventajas tales como, el control de
velocidad de degradacion, excelente bioactividad, osteoinduccion vy
osteoconduccién (Xynosy cols., 2000; Xynosy cols., 2001; Fuy cols., 2011), siendo
utilizado en mas de 1 millbn de pacientes para reparar defectos 0seos y para
tratamientos ortopédicos (Jones, 2013). En relacién a la reparacion de tejidos
blandos, existe evidencia reciente que muestra la eficiencia del BG para promover
la angiogénesis (Gorustovich y cols., 2010). Existen aplicaciones clinicas
disponibles en el mercado que contienen BG, entre las cuales se encuentran
NovaMin® Bioglass®, Perioglas® (Novabone) y Biogran® (Biomet 3i), algunas son
utilizadas como injerto en cirugia bucal de defectos 6seos menores, tales como
cirugias de regeneracion de hueso alveolar, relleno de alveolo post extraccion
dentaria, regeneracion 6sea guiada, elevacion de seno maxilar, aumento de cresta
0sea, tratamiento de periimplantitis, relleno en exéresis de quistes y apicectomias,
entre otros (Hench, 2009).

BG
e O Ca Si o P
e P e O Ca

Figura 4. Estructura quimica de las biocerdmicas de HA y BG. (Covarrubias y cols., 2015)

En busca de mejorar las propiedades de BG en 1992 cientificos de la Mobil
Corporation descubrieron otra estructura del silice, obteniendo vidrio bioactivo
mesoporoso ordenado (MBG) (Beck y cols., 1992). MBG posee disposiciones de

canales y cavidades de diferente geometria, formados a partir de unidades de SiO2



17

como se aprecia en la Figura 5. El tamafio de poro es variable (2 nm - 50 nm),
puede ser controlado y modificado, en un rango razonable, utilizando varias
estrategias para sintetizarlo. (Beck y cols., 1999; Zhao y cols., 1999; Lopez y cols.,
2006). EI MBG sintetizado a través de un método de auto-ensamblaje de
evaporacion inducida (EISA), con el uso de un copolimero tribloque no i6nico
(EO20PO70EO20), como agente director de estructura (Lopez y cols., 2006), ha
demostrado una acelerada bioactividad en SBF, comparada con el BG. (Yany cols.,
2004; Izquierdo y Vallet, 2011). EI comportamiento altamente bioactivo de MBG es
debido a su composicién quimica, que es similar a BG, pero posee mayor area de
superficie y porosidades, asi como una estructura de poro ordenado (Lopez y cols.,
2006; Izquierdo y cols., 2008). Tanto BG como MBG presentan limitaciones en
ciertas propiedades mecéanicas, como una baja resistencia, tenacidad, vy
compresion. Por lo que es recomendado ocuparlas en materiales compoésitos
(Rezwan y cols., 2006). La investigacidon actual de todas estas bioceramicas de HA,
BG y MBG esta centrada en sobrepasar las limitaciones de estas y mejorar sus
propiedades bioldgicas explorando las ventajas que ofrece la nanotecnologia (Fathi
y cols., 2008).

Nanoparticulas bioceramicas.

HA, BG y MBG se han utilizado normalmente en forma de particulas de
tamafio micrométrico. Actualmente, gracias al desarrollo de nuevas técnicas de
sintesis que ofrece la nanotecnologia, es posible preparar estos biomateriales con
tamafio de particula nanométrico, obteniendo nanoesferas o nanoparticulas de
HA (nHA) BG (nBG) y MBG (nMBG) como se observan en la Figura 5. La
Nanotecnologia se define como “la creacion de materiales, dispositivos y sistemas
funcionales a través del control de la materia a la escala nanométrica (1-100 nm),
explotando nuevos fendmenos y propiedades (fisicas, quimicas y bioldgicas) a esa
escala (Mendonca y cols, 2008). Los nanomateriales, exhiben propiedades Unicas
de superficie (topografia, quimica, humectabilidad y energia de superficie), debido

a un aumento significativo en el area superficial, rugosidad y energia superficial, lo
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cual se traduce en una mayor reactividad, comparada con los materiales

convencionales o micrométricos. (Covarrubias y cols., 2015)

b S
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Figura 5. Esquemas e imagenes de microscopio electronico de transmision de alta
resolucion de las particulas de nHA, nBG, MBG y nMBG. Se observa la estructura cristalina
de nHA, la estructura amorfa de nBG y la estructura nanoporosa ordenada de MBG y de
las nanoesferas de nMBG (Covarrubias y cols., 2015).

Las particulas de HA y el BG micrométricas se preparan a altas temperaturas
(1300-1450 °C), lo que implica un alto consumo de energia y la obtencién de una
estructura altamente cristalina, la cual es considerada insoluble en medio fisiolégico
(Kim y cols., 2000). En contraste, se pueden obtener nanoparticulas de HA y BG
utilizando temperaturas de procesamiento relativamente bajas, a partir del método
de precipitacion sol-gel (Sanosh y cols., 2009). Se ha reportado que nHA sintetizada
a través de este método, exhibe una estructura de apatita carbonatada, de tamafio
nanométrico y de baja cristalinidad, semejante a la de la apatita 6sea humana,
mostrando propiedades deseables in vitro como una mayor bioactividad en SBF
(Zhou y Lee, 2011).

Como el hueso es un compuesto ceramico, formado por fibras colagenas que
contienen naturalmente nanocristales inorganicos de hidroxiapatita, las proteinas
de la matriz 6sea son atraidas por granulos a nanoescala, formandose una red
proteica con propiedades angiogénicas. Luego se produce una osteogénesis que

se lleva a cabo en esta matriz. La formacion de cristales de HA tienen uniones



19

cristal-cristal débiles, por lo tanto, la reabsorcidon mediada por osteoclastos es mas
homogénea. (Nayar y cols., 2011). Las nanoparticulas proporcionan un éarea
superficial mas grande, la tasa de proteinas adsorbidas se incrementa. Esto permite
explicar por qué el uso de nanomateriales puede mejorar la capacidad de
regeneracion 6sea en comparacion con las microparticulas. Ademas, la gran
superficie de las nanoparticulas hace que tengan una mejor capacidad mecénica,
osteoconduccién y una mayor bioactividad que las microparticulas (Quinones y
Lovelace, 1997). Los cristales de la misma compaosicion quimica, mas pequefios se
disuelven mas rapidamente que cristales de mayor tamafio, gracias a la exposicion
de mayor area superficial al ambiente bioldgico y a un mayor nimero de defectos
presentes en su trama (Suvorova y cols., 1998).

En estudios in vitro, la liberaciéon de iones Ca?* de nHA es similar a la de la
apatita 6sea y significativamente mas rapida que a la de la apatita convencional
(micro-HA) (Murugan y Ramakrishna, 2004). Se ha registrado que el proceso de
reabsorcion de HA sintética (forma convencional) es diferente al del mineral 6seo.
Otras publicaciones han concluido que la bioreabsorcion in vitro de nHA es mayor
que la de HA convencional, por lo tanto mas cercana a la de la apatita biologica
(Fathi y cols., 2008). Se descubri6 que nHA y nBG presentan una diferente
respuesta bioactiva en funcibn de su composicion quimica, tamafio de las
nanoparticulas, area superficial y porosidad. En general nBG presenta mayor
bioactividad en SBF que nHA, debido a la naturaleza menos cristalina y mas
reactiva de su composicion. El tamafio de particula nanométrico de nBG parece ser
mas determinante en el control de la concentracion de los productos en una
disolucién iénicay por lo tanto conlleva una mayor bioactividad (Covarrubias y cols.,
2015). La superioridad de las nHA y nBG también se ha observado para el
tratamiento de defectos 0seos. (Schwarz y cols., 2006) (Fathi y cols., 2007).

En el uso de biocompésitos, las nanoparticulas pueden formar una interface
mas estrecha con la matriz del polimero y por lo tanto se puede esperar un alto
rendimiento de sus propiedades mecanicas (Padmanabhan, 2001). Estudios

informaron que las biocerdmicas a nanoescala aumentan la biocompatibilidad de
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los bionanocompaositos y al reducir su tamafio necesitan menores cantidades que
las particulas micrométricas para producir una bioactividad similar (Aixue y cols;
2008 Kyung-Tae y cols 2010).

Poliuretano en la utilizacion como andamio (scaffold) en biocompadsitos.

Como se menciond anteriormente los compadsitos bioactivos son materiales
compuestos, donde las particulas ceramicas bioactivas son incorporadas en
matrices o andamios poliméricos biodegradables. De esta forma se combina la
bioactividad de particulas inorgénicas, con las propiedades mecénicas de soporte
de una matriz polimérica. (Swetha y cols., 2010; Boccaccini y cols., 2010) Los
nanocompositos o bionanocompadsitos son una nueva clase de nanomateriales
hibridos, en donde la estructura de las bioceramicas son a escala nanomeétricas.
En comparacion a los compdésitos tradicionales, estos biomateriales ofrecen mayor
area superficial, mayor reactividad superficial, union entre las interfases
relativamente fuerte, flexibilidad de disefio y propiedades mecéanicas mejoradas

(Murugan y cols., 2005).

Dentro de las posibilidades para la sintesis de los biocompdsitos, se encuentra
el uso del poliuretano (PU) como andamio. Los PU son polimeros fabricados a
partir de la reaccion de diisocianatos con distintos polioles. Los diisocianatos son
compuestos quimicos, caracterizados por tener dos grupos funcionales isocianatos
(-N=C=0) como parte de su estructura quimica y que se caracterizan por su alta
reactividad frente a nucleodfilos, combinandose y enlazandose covalentemente con
ellos. Los polioles son alcoholes polihidricos con varios grupos hidroxilo, su formula
quimica general es CnH2n+20n. Un poliol es un carbohidrato que contiene mas
grupos hidroxilo que el azucar a la cual esta asociada (Hepburn, 1992). Los PU se
producen por policondensacién de un isocianato, di o polifuncional, con un poliol y
otros reactivos como catalizadores, extensores de cadena, surfactantes, cargas,
pigmentos, entre los mas importantes. Dentro de PU estan los segmentados, en
donde en su estructura hay segmentos rigidos producidos por la reaccion entre el
diisocianato y el extensor de cadena; y segmentos flexibles proporcionados por los

polioles (Guelcher y cols., 2005).



21

En cuanto a los isocianatos, estos pueden ser aromaticos o alifaticos, y
también pueden estar modificados; mientras que los polioles pueden ser de tipo
poliéter, poliéster o tener estructura hidrocarbonada (Gil Pilonieta y Franklin., 2007).
En los poliuretanos que incorporan isocianatos aromaticos en su estructura, se han
reportado como subproductos de la degradacion, diaminas aromaticas
carcinégenas y mutdgenas (Szycher y Siciliano, 1991). Sin embargo, aun se
encuentra sin resolver, si las concentraciones de estos subproductos de
degradacion, superan los niveles fisiolégicamente relevantes para ser nocivos
(Ratner y Cols., 2004). Esta toxicidad de los subproductos del poliuretano se debe
al anillo aroméatico de algunos isocianatos, como el diisocianato de tolueno (TDI) y
el diisocianato de 4,4 -difenilimetano (MDI). Es por eso que en aplicaciones
biomédicas se comenzo a utilizar isocianatos de anillos alifaticos, tales como el
diisocianato de 1,6-hexametileno HDI, el diisocianato de 4,4-diciclohexiimetano
(H12MDI), el diisocianato de 1,4-ciclohexano (CDI), o el diisocianato de isoforona
(IPDI) (Gogolewski 1989). Los productos de degradacion de estos diisocianatos
alifaticos son el aminoacido lisina y la putrescina diamina, los cuales no han
demostrado efectos toxicos sobre células endoteliales humanas cultivadas in vitro
(Guan y cols., 2002; Guan y Cols., 2004).

Actualmente existen varios PU comerciales para el uso biomédico como
Actifit®, Elasthane™ (Thermoplastic Polyether-urethane) y ChronoFlex AL®
ChronoFlex AR® (Reed y cols., 1994). De la misma manera, biocompodsitos de PU
estan siendo sintetizados para diversos estudios en aplicaciones biomédicas, tales
como la ingenieria de tejidos blandos (Guan y cols., 2002), tejidos cardiacos,
(Rabkin y Schoen, 2002; Alperin y cols., 2005), materiales que tienen contacto con
la sangre (Poussard y cols., 2004), implantes de meniscos para rodillas (Spaans y
cols., 2000; Bouyarmanea y cols 2014), sistemas con liberacion controlada de
farmacos (Mahkama y Sanjani, 2003), como también para la regeneracion de tejido
0seo (Aguilar y cols., 2016; Oliveira y cols., 2012; Ryszkowska y cols., 2010; Li
Wang y cols., 2009).
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La bibliografia actual relata dos métodos para la sintesis de biocompadsitos y
bionanocompositos de PU segmentados para la regeneracion 6sea. La sintesis de
polimerizacion en 2 pasos del PU o en dispersion acuosa (Aguilar y cols., 2016;
Oliveira y cols., 2012; Ryszkowska y cols., 2010); y la sintesis in situ de PU. (Li
Wang y cols., 2009) En la primera el prepolimero se sintetiza en una dispersion
acuosa donde se encuentra los grupos polioles del policaprolactona-diol (PCL), 2,2-
bis (hidroximetil) propidnico (DMPA) y el diisocianato de isoforona (IPDI). En esa
dispersién se agregan las bioceramicas y el extensor de cadena. Se espera un
tiempo a que se polimerice y estabilice el PU en la dispersién, en un segundo paso
durante ese transcurso de tiempo, la dispersién se coloca en contenedores de teflon
se congelay liofiliza, logrando la esponja de PU. En el segundo método los grupos
polioles se encuentran en el aceite de ricino, donde se agregan in situ las
bioceramicas, que con IPDI formaran el prepolimero, luego se agrega el catalizador

y el extensor de cadena.

Durante este proceso de polimerizacidén, al mismo tiempo se formara una
matriz porosa tridimensional e interconectada, gracias al gas de CO: liberado
durante la reaccion final, entre los grupos isocianatos de IPDI y el H20, cerrando
las cadenas poliméricas con un grupo amina primaria y obteniendo finalmente los
biocompasitos con las biocerdmicas embebidas en el interior del polimero. (Figura
6).



23
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Figura 6: Estructura quimica de los reactivos y reaccion de polimerizacién de poliuretano.

En estudios de biocompdésitos de PU de dispersion acuosa para regeneracion
0sea, Ryszkowska y cols, obtuvieron biocompadsitos de Poliuretano y Bioglass® de
porosidad superior al 70%, con poros abiertos e interconectados de 100 a 400 ym

de tamafio y en las paredes de estos poros la presencia de una gran cantidad de
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microporos (de menos de 10 um). Esta estructura de poros satisface los requisitos
para aplicaciones de ingenieria de tejido 6seo. También se observd alta
bioactividad en SBF que conducen a la formacion de hidroxiapatita en la superficie
del andamio (Ryszkowska y cols., 2010). En otro estudio, Oliveira y cols.
sintetizaron bionanocompaositos de PU con 10% y 25% de nBG del peso total del
bionanocomposito, en donde también se observé una alta bioactividad en SBF y
viabilidad celular en 1 hora, que disminuye a las 24 horas (Oliveira y cols., 2012).
Aguilar y cols. en una investigacion que se hizo de forma paralela a este trabajo, en
cooperacion bilateral entre México-Chile, se vio que bionanocompositos de PU y
con distintos porcentajes de nBG obtenian una alta bioactividad. De igual manera
se observé que PU con 1%y 2,5% de nBG, poseian significativamente una mayor
viabilidad celular de células madres de la pulpa dental (DPSCs) a los 10 dias, que
los porcentajes mas altos de nBG, pero en los ensayos preliminares de
diferenciacion osteogénicas, porcentajes mas altos (15% y 25% de nBG) cultivadas
con DPSCs a 48 horas, expresaron mas Runx2, en ausencia de suplementos

osteogénicos. (Aguilar y cols., 2016)

En el estudio de biocompdésitos de PU de sintesis in situ, se ocuparon
diferentes porcentajes de HA, en donde no se realizaron ensayos de SBF pero si
de viabilidad celular, demostrando que la proliferacion de células MG63 cultivadas
con biocompésitos de HA/PU aumentaba con el tiempo de cultivo hasta los 11 dias
(Li Wang y cols., 2009).

En la literatura no se ha reportado la preparacion de andamios biocompdésitos
combinando PU in situ con particulas de MBG, nMBG, nBG y nHA. La incorporacién
de las nanoparticulas a este poliuretano, permitiria otorgarles las caracteristicas

bioactivas deseadas para ser un material que induzca la regeneracion osea.

En este trabajo de tesis se estudio la incorporacion de nanoparticulas de BG y HA
a un matriz porosa de PU mediante el método in situ. Posteriormente se evaluaron
las propiedades de los bionanocompdésitos para inducir la formacion de apatita de

tipo 0sea in vitro en fluido fisioldgico simulado, asi como su citocompatibilidad.
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Hipotesis.

La incorporaciéon de nanoparticulas durante el proceso de polimerizacion del
poliuretano permite generar un material bionanocompositos con propiedades

bioactivas in vitro.

Objetivo General.

Evaluar el efecto de la incorporacion de nanoparticulas ceramicas en poliuretano

biodegradable sobre sus propiedades bioactivas in vitro”

Objetivos especificos:
1. Preparar bionanocompdésitos de PU con diferentes contenidos de nanoparticulas.

2. Caracterizar la estructura de los bionanocompdsitos de PU con diferentes

contenidos de nanoparticulas.

3. Determinar las propiedades mecéanicas del andamio de PU vy los

bionanocompdsitos de PU sintetizados.

4. Evaluar la bioactividad de los bionanocompdésitos en fluido corporal simulado
(FBS).

5. Evaluar la citocompatibilidad de los bionanocompdsitos con células madre de

pulpa dental humana (DPSCs).
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METODOLOGIA

1. Sintesis de nanoparticulas bioactivas y bionanocompaositos.

1.1. Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA)

La sintesis de las nanoparticulas de HA se realiz6 a través del método de
precipitacion sol-gel (Sanosh y cols., 2009), utilizando nitrato de calcio
tetrahidratado (Ca(NO3)2 . 4H20; Sigma-Aldrich) y dihidrégeno fosfato de amonio
(NHsH2PO4; Baker) como precursores iniciales de calcio y fosfato a través del
siguiente procedimiento: 50 mL de una solucion 0.6 M de NHsH2PO4 fueron
agregados gota a gota a un volumen igual de una solucion 1M de Ca(NOs3)2
4H20,bajo agitacién constante. Para regular el pH, se agreg6é una solucion de
amonio acuoso (NHs) gota a gota hasta alcanzar pH 11. La solucion resultante
estuvo bajo agitacién por 1 hora y se dejé reposar por 24 horas a temperatura
ambiente. El precipitado fue separado y lavado a través de tres ciclos repetidos de
centrifugado y redispersién en agua destilada, de 20 minutos cada uno, a 1200 rpm.
Luego, el precipitado blanco fue secado en una estufa a 40°C por 24 horas y
posteriormente calcinado a 200°C por una hora, a una tasa de 10°C/min,

obteniendo un polvo blanco y fino de nHA.

1.2. Sintesis de nano particulas de vidrio bioactivo (nBG)

Las nanoparticulas de BG fueron preparadas a través del método sol-gel
reportado por Hong y cols., compuesto por tres etapas (Hong, Liu y cols., 2009).
Sin embargo, para obtener mejor bioactividad se utilizé la siguiente compaosicion
molar: 58Si02:40Ca0:5P20s (Valenzuela, y cols., 2012). El nBG fue obtenido a
través del siguiente procedimiento: una solucion basada en calcio (Solucion 1) fue
preparada disolviendo 7.7 g de Ca(NOs)2. 4H20 en 117 mL de agua destilada a
temperatura ambiente. Una segunda solucion (Solucion 2), fue preparada mediante
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la dilucion de 9.7 mL de tetraetilortosilicato (TEOS 98%; Sigma-Aldrich) en 63.5 mL
de etanol. Esta solucion fue agregada a la solucién 1, y el pH fue regulado
adicionando acido nitrico (HNO3), hasta alcanzar pH 1-2. La solucion resultante fue
nombrada solucién “A”. Paralelamente, se prepard una solucion agregando 1,2 g
de NH4H2POa4 (Solucion “B”) en 1500 mL de agua destilada, a la cual se agrego
lentamente la solucién “A”, manteniendo el pH alrededor del valor 10 durante todo
el proceso, mediante la adicidbn gota a gota de amonio acuoso (NHa4). La mezcla
resultante fue sometida a agitacion constante durante 48 horas y se dej6 reposar
por un periodo de 24 horas a temperatura ambiente. El precipitado fue separado
mediante centrifugado durante 20 minutos a 12000 rpm, y luego lavado a través de
3 ciclos de centrifugado y redispersion de 40 minutos cada uno. El solido obtenido
fue congelado a -80°C por 12 horas, luego liofilizado por 48 horas y finalmente

calcinado a 700°C por 3 horas, obteniendo un polvo blanco y fino de nBG.

1.3. Sintesis de Vidrio bioactivo mesoporoso.

Vidrio bioactivo de estructura porosa ordenada (MBG) 85SiO2-10Ca0-5P20s
(mol%) se sintetiz6 utilizando la técnica de sol-gel / auto-ensamblaje inducida por
evaporacion (EISA). La solucién de sintesis sol-gel se preparar6 mediante el uso
de ortosilicato de tetraetilo (TEOS), fosfato de trietilo (TEP) y Ca(NO3)2-:3H20, como
fuentes de SiO2, P20s y CaO respectivamente. Esta solucion sol-gel se formo
usando HCI como catalizador en un medio de agua y etanol, mas el tensioactivo no
ionico Pluronic P123 como agente formador de estructura. El sol incoloro resultante
se agitd a temperatura ambiente durante 24 h, luego se transfirié en placas de Petri
y se evaporé a 40°C durante unos 7 dias. El gel seco se eliminé como una pelicula
homogénea y transparente, luego se calcind a 700 ° C durante 3 h logrando obtener

el polvo final de vidrio calcinado (Lopez y cols., 2006).
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1.4. Sintesis de nanoparticulas de vidrio biactivo mesoporoso.

Nanoesferas de vidrio biactivo de estructura porosa ordenada (nMBG) se
sintetizaron utilizando bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), en la que 6,6 g de
CTAB se disolvieron en 600 ml de agua destilada con 12 ml de hidréxido de
amoniaco. Después de agitar durante 1 ha 37 ° C, 30 ml de TEOS y 31,21 g de Ca
(NO3)2 » 4H20 se afadieron a la solucion y se agitaron durante 6 h. Los productos
se recogieron por filtracion al vacio y se lavaron con agua destilada y etanol 3 veces.
(El etanol se mezclara con HCI 1% para lavar los polvos y eliminar CTAB). Después
se secaron a 60 ° C durante 24 h y los polvos obtenidos se calcinaron a 550 ° C
durante 2 h. (Wu vy cols., 2013).

1.5. Preparacion de bionanocompdsitos de poliuretano.

Los bionanocompdsitos de PU se sintetizaron mediante el método in situ con
formacién de espuma simultanea (Li Wang y cols., 2009). Se ocupd aceite de ricino
gue contiene los grupos polioles o segmento flexible del PU; el diisocianato alifatico
de isoforona (IPDI) como un agente no toxico y seguro para producir el segmento
rigido de la polimerizacion de PU; el 1,4 butanodiol como agente extensor de
cadena y participe también del segmento rigido del PU; se evalu6 el uso de 2-
etilhexanoato de estafio como catalizador debido a la poca cinética de reaccion de
IPDI (Sardon y cols., 2009); y H20, que al reaccionar con IPDI liber6 CO2
permitiendo la expansién del PU, creando una esponja. De manera experimental
se ocuparon diferentes proporciones molares para estos reactivos, encontrando la
proporcion ideal que permita la expansion del PU. La sintesis de PU se llevo a cabo
en un reactor de vidrio de 500 ml de fondo redondo bajo una atmdsfera de
nitrogeno. Se mezclaron el aceite de ricino y las bioceramicas en los porcentajes
de 2,5% y 5% del peso total del polimero, agitandose de manera uniforme con un
agitador manual vertical y ultrasonido. Una vez que las nanoparticulas se
dispersaron, se afiadio IPDI gota a gota (el IPDI previamente estuvo refrigerado a -

10°C) enseguida se adicioné el 2- etilhexanoato de Sn. Se mantuvo la reaccion
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durante un periodo de 30 minutos o hasta que se formo el prepolimero que se
caracteriza por una agitacion se ve mas dificultosa. A continuacién se agregoé a la
mezcla 1,4-butanodiol y agua desionizada en constante agitacion. La Gltima mezcla
se coloc6 en un horno a 120 ° C durante 4 horas, para completar la polimerizacion
y la formacion de la espuma (Figura 7), buscando obtener un andamio poroso de

PU con diferentes bioceramicas como se observa en la Tabla 1.
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Figura 7. Esquema del procedimiento utilizado para la sintesis de bionanocompdésitos de
PU.
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Tabla 1: Biomateriales sintetizados, andamio de poliuretano puro y diferentes
nanocompasitos.

Andamio de poliuretano PU

Poliuretano con 2,5% particulas de vidri MBG (2,5%)/PU
bioactivo mesoporoso

Poliuretano con 5% particulas de vidrio MBG (5%)/PU

bioactivo mesoporoso
Poliuretano con 2,5% nanoparticulas dg nHA (2,5%)/PU
hidroxiapatita

Poliuretano con 5% nanoparticulas de nHA (5%)/PU
hidroxiapatita

Poliuretano con 2,5% nanoparticulas de nBG (2,5%)/PU
vidrio bioactivo

Poliuretano con 5% nanoparticulas de nBG (5%)/PU
vidrio bioactivo

Poliuretano con 2,5% nanoparticulas de nMBG (2,5%)/P
vidrio bioactivo mesoporoso

Poliuretano con 5% nanoparticulas de nMBG (5%)/PU

vidrio bioactivo mesoporoso

2. Caracterizacién de bionanocompdsitos

2.1. Difraccion de Rayos X (DRX).

Para identificar la estructura cristalina de PU, los bionanocompdsitos y la
formacion de a apatita en SBF, se utiliz6 el andlisis de difraccion de rayos X (DRX)
con un difractdmetro de rayos-X de polvo, SIEMES D 5000 con radiaciéon CuKa el

cual permite obtener informacién acerca de las propiedades cristalogréaficas.

2.2. Espectroscopiainfrarroja de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

El FTIR-ATR permite la identificacién de grupos funcionales de la estructura
guimica de los materiales. Mediante FTIR-ATR observo la estructura del PU y de

los bionanocompdsitos en un espectrofotometro Bruker modelo Alpha. Se analizé
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la posible formacion de la capa de apatita de los bionanocompadsitos, a través de la

combinacion de bandas caracteristicas de la estructura de la HA y BG.

2.3. Microscopia electronica de barrido (SEM-EDX)

La estructura porosa de los bionanocompositos fue analizada mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM), equipada con microandlisis elemental de
energia dispersiva de rayos X (EDX), para identificar los elementos constituyentes
de cada material. Se ocupd un microscopio marca JEOL modelo JSM-IT300LV,

(Laboratorio de microscopia, Facultad de Odontologia Universidad de Chile)

2.4. Ensayos de propiedades mecanicas.

Se realizaron pruebas mecénicas de compresion con bionanocompdsitos
cortados en 4 x 4 x 5 mm. Con la maquina de microensayo DEBEN microtest en
modo compresion. Los resultados de cada bionanocompdsitos fueron comparados

entre si.

3. Ensayos de bioactividad en fluido corporal simulado (SBF)

La capacidad de los bionanocompésitos para inducir la formacién de apatita
fue evaluada en fluido corporal simulado acelular (SBF), el cual tiene
concentraciones iénicas similares a las del fluido extracelular humano. Para la
realizacion de este ensayo, basado en el método propuesto por Kokubo (Kokubo y
Takadama, 2006), se prepard la solucion de SBF bajo la siguiente composicion
idnica estandar: Na*: 142.0 mM; K*: 5.0 mM; Ca?*: 2.5 mM; Mg?*: 1.5 mM; CI-: 148.0
mM; (HCO3)2: 4.2 mM; (HPOa)2: 1.0 mM; (SOa4)2: 0.5 mM. Ocupando los reactivos
del Anexo 1. Se disolvieron estas sales en un vaso precipitado de 1000 mL, en el
mismo orden en el cual se mencionan. La adicion de cada reactivo se realizo una
vez disuelto completamente el reactivo previo. El fluido se neutralizé ajustandolo a

pH fisiolégico 7.4, a 37°C con tri-(hidroximetil) aminometano ((CH20H)3CNHz2) y
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acido clorhidrico (HCL). Una vez agregada la ultima sal y ajustado el pH, se llené
el recipiente con agua destilada hasta completar 1000 mL de volumen. Muestras
cubicas de bionanocompdésitos fueron sumergidos en 50 mL de SBF, en
contenedores de polietileno a 36,5°C, usando un bafio termostatico con agitacion
leve y constante. Después de incubar por un periodo de tiempo designado (24
horas, 3 dias y 7 dias), los andamios fueron sacados del SBF, lavados con agua
destilada y secados a 40°C por 24 horas. La formacion de hidroxiapatita en la
superficie de los bionanocompdsitos se analizé mediante ATR-FTIR, DRX y SEM-
EDX.

4. Cultivos celulares
4.1. Ensayos de proliferacion celular.

La viabilidad y proliferaciéon celular en el andamio de PU y en los
bionanocompdsitos se evaluaron utilizando el (2-il-4,5-dimetiltiazol) 5- (fenil 3-
carboximetil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio (MTS) de ensayo 3- segun el protocolo
proporcionado por el fabricante. Para ello, células madres de la pulpa dental
humana (DPSCs) brindadas por el laboratorio de nanobiomateriales de la facultad
de odontologia u de Chile, se cultivaron en a-MEM suplementado con 10% FBS
con muestras del bionanocompdsitos con dimensiones de 8x8x2 mm, previamente
esterilizados con autoclave, usando una densidad de 5 x 102 células / cm?. Después
de un tiempo predeterminado de 1 y 10 dias, las células se incubaron durante dos
horas con MTS. Luego se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 492 nm en un
espectrofotometro. La absorbancia observada corresponderia al producto de la
reduccion de la MTS (formazan) por las deshidrogenasas mitocondriales de las

células viables presentes en el cultivo. (Buttke y cols., 1993).
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5.- Andlisis estadistico

Los datos de la proliferacion celular MTS se analizaron mediante el
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., USA). Para comprobar
la varianza de la distribucion de los datos para las pruebas mecanicas y cultivo
celulares, se realizd la prueba estadistica de 1way ANOVA. Se utilizaron

niveles de significancia de 95% (p<0.05).
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RESULTADOS.

1. Sintesis de bionanocompdsitos de poliuretano.
1.1 Optimizacion de la composicion de sintesis de PU.

Previo a la creacién de poliuretano (Li Wang y cols., 2009) se realizé una serie
de reacciones experimentales previas, optimizando la sintesis de PU, con la
utilizacion de 2-etilhexanoato de estafio para acelerar la reactividad del diisocianato
de isoforona (IPDI) (Sardon y cols., 2009) y mejorar el espumado del poliuretano,
dando como resultado las proporciones molares de los reactivos mostrados en la
Tabla 2. En la sintesis de bionanocompdsitos de PU, las particulas biocerdmicas
fueron agregadas en el aceite de ricino por el método in situ, no alterando la

macroestructura original del andamio de PU.

Tabla 2. Cantidades molares oOptimas de reactivos encontradas para la sintesis de
espumas de PU.

Reactivo Cantidad (moles)
Aceite de Ricino 1,0

IPDI 2,5

1-4 Butanediol 1,0

2- etilhexanoato de Sn 0,055

H20 1,5

En la Figura 8 se presenta una fotografia del andamio de PU puro obtenido con la

composicion antes indicada.
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Figura 8. Fotografia de la macroestructura de andamio de PU

2. Caracterizacion del andamio de PU y bionanocompdésitos.
2.1. Caracterizacién mediante difraccion de rayos X (XRD).

En la Figura 9 se observa el analisis XRD de los bionanocompdésitos. El
patrén obtenido en PU y todos los bionanocompositos, estd de acuerdo con la
naturaleza amorfa de la matriz polimérica que se aprecia en una banda amplia entre
5°-27° (Kim y cols 2003). Los peaks de 28°-29°, 35°, 38° y 42° corresponde a
dominios cristalinos que pueden tener los segmentos rigido del poliuretano y que
cambian segun los reactivos utilizados, en este caso IPDI y 1,4 butanediol (Pergal
y cols., 2014).

El BG presenta una banda amplia sin la presencia de sefiales, entre 15-35°
(20), lo cual que corresponde a la estructura amorfa de este material que se ha
reportado previamente (Valenzuela y cols., 2012). Los bionanocompdsitos en base
a BG no poseen esta banda amplia de la bioceramica, ya que se enmascara con la
de PU. Sin embargo, el patrén DRX del bionanocompdésitos a base de
hidroxiapatita: nHA (2,5%)/PU, nHA (5%)/PU, presentan un peak de difraccion
caracteristicos de las particulas cristalinas de hidroxiapatita contenidas en la matriz
a 31,8° (20). El otro peak caracteristico de HA de 25.9° no aparece porque se

enmascara con la difraccién del PU (Hughes y cols., 1989).
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Figura 9. Patrén DRX de PU y bionanocompésitos. En rojo los peaks de difraccién de

dominios cristalinos del segmento rigido de PU. En azul peaks caracteristicos de HA.

2.3. Caracterizacion mediante espectrofotometria infrarroja con transformada

de Fourier- Reflexion total atenuada (FTIR-ATR).

La espectroscopia infrarrojo permite analizar la estructura quimica de una
sustancia o material. En la Figura 10 se presentan los espectros FTIR-ATR de PU
y los bionanocompdsitos estudiados. El espectro de PU mostr6 bandas vibratorias
caracteristicas a 3370 cm™ correspondientes a los enlaces N-H, a 2932 cm™ que
son los estiramientos asimétricos de los grupos C-H y a 2860 cm™ que corresponde
a los estiramientos simétricos de C-H; ambos correspondientes al grupo metileno
(CH2). La banda de 1730 cm™ fue asignada al grupo carbonilo (C=0) del poliéster
del uretano. A 1630 y 1530 cm se observé el enlace amida secundaria (NH-C) del
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enlace uretano y la de 1240 cm™ los enlaces CO-N. Estas absorciones han sido

reportadas previamente (Ryszkowska y cols., 2010).

Los bionanocompdsitos mostraron las mismas bandas correspondientes al
poliuretano segmentado, como se ha mencionado en publicaciones anteriores
(Ryszkowska y cols., 2010). En los bionanocompdsitos de nHA (2,5%)/PU y nHA
(5%)/PU no se observaron bandas vibratorias acentuadas, tipicas de hidroxiapatita,
entre 960-1100 cm?® y 610-567 cm-1 correspondientes a distintos modos
vibratorios del grupo fosfato (POa4). (Xia y Chang, 2007). En el caso de los
bionanocompdsitos MBG (2,5%)/PU, MBG (5%)/PU), nBG (2,5%)/PU, nBG
(5%)/PU, nMBG (2,5%)/PU y nMBG (5%)/PU, tampoco se observaron las bandas
vibratorias del vidrio bioactivo (BG) a 803 cm™ correspondientes a las vibraciones
simétricas de Si-O-Si ni a 1080 cm? para SiO (Oliveira y cols., 2012).
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Figura 10. Espectros FTIR-ATR de PU y bionanocompdsitos. En rojo las bandas vibratorios
correspondientes a PU. En verde la zona donde estarian ondas vibratorias de HA. En azul

las bandas vibratorias del vidrio bioactivo (BG).
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2.4. Caracterizacién mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).

La estructura porosa de PU y de los bionanocompdsitos fue analizada
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) en la Figura 11 con
magnificacion 100x. Se observa la estructura porosa del material y las flechas
blancas indican el area donde hay bioceramicas.

MBG (2,5%)/PU

- ¥

nBG (2,5%)PU Dom &, nBG (5%)/PU Ny

’.

Figura 11. Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM). Las flechas blancas indican la
presencia de las bioceramicas embebidas en la matriz del polimero.
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El andamio de PU y los bionanocompdsitos, en general presentan poros
heterogéneos comprendidos entre los 40-300 pm de tamafio. En los
bionanocompdsitos con nanoesferas solidas (hnHA y nBG) se observa una mayor
interconectividad de esto poros y un patron de porosidad diferente a PU y a los
bionanocompadsitos con vidrio bioactivo mesoporosos (MBG y nMBG). En forma
particular el nMBG (2,5%)/PU y nMBG (5%)/PU, tienen una menor cantidad de
poros, mas homogéneos, mas compactos y con muchos menos interconectividad
gue los otros nanocompasitos. Las particulas incorporadas en los nanocompésitos

se pueden ver en las paredes de los poros del polimero (flechas blancas).

2.5. Caracterizacion mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos-
X (SEM-EDX)

El andlisis elemental EDX asociado a la observacion por microscopia SEM
(Figura 12), permite conocer la cantidad presente de cada elemento quimico en el
material estudiado. Los limites deteccion de EDX corresponde al 0,5% de Wt%
(Goldstein y cols., 2003), por lo tanto valores inferiores podrian no representar
fielmente a la muestra examinada. Se realizé6 EDX con andlisis elemental para C,
0, Ca, P y Si mas un mapeo especifico para el elemento de Si (BG). En todos los
bionanocompdsitos analizados hay un mayor porcentaje en peso (Wt%) de carbono
y oxigeno correspondiente a la estructura polimérica del andamio. En menor
porcentaje hay Calcio, Fosfato y Silicio que corresponde a la composicion quimica

de las bioceramicas que se observa en la Tabla 3.

En el caso de nHA (2,5%)/PU, nHA (5%)/PU y en nBG(2,5%) hay mayores
porcentaje de peso de la relacion (Ca+P), 0,3% Wt 0,5% Wt y 0,5% Wt
respectivamente (Tabla 3) . Con respecto a la razon molar Ca/P, esta expresa la
proporcion de moles de Ca y P presentes en una sustancia determinada. La razén

molar estequiométrica de la hidroxiapatita pura tiene un valor de teorico de 1,667
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(Hughes y cols., 1989). Los valores mas cercanos lo tienen nHA (2,5%)/PU y nHA
(5%)/PU.
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Figura 12. Andlisis elemental de los bionanocompdésitos por espectroscopia de energia dispersiva
de rayos X (EDX) acoplado a microscopio SEM. En color rojo el mapeo especifico para silicio.
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En el mapeo especifico de Si los bionanocompadsitos en base a HA poseen
menos sefal de este elemento ya que en su estructura molecular no hay Si
(Cai10(POa4)s(OH)2) , a diferencia de los bionanocompdésitos en base de BG que si
poseen Si en su estructura. ( 24.5Na20; 24.5Ca0; 45.0SiO2; 6.0P205 % masa)

Tabla 3. Contenidos de calcio y fosforo en los bionanocompoésitos determinado mediante
analisis EDX.

Bionanocompdsitos | Ca P (Cat+P) Relacion molar Ca/P
Wt% | Wt% | Wt%

MBG(2,5%)/PU 0 0 0 s.d.

MBG(5%)/PU 0 0 0 s.d.

nHA(2,5%)/PU 02 |01 |03 1,5

nHA(5%)/PU 03 (02 |05 1,125

nBG(2,5%)/PU 0 0 0 s.d.

nBG (5%)/PU 1,2 |0 1,2 s.d.

nMBG (2,5%)/PU 01 (02 [0,3 0,375

nMBG (5%)/PU 0 0 0 s.d.

2.6. Pruebas Mecanicas.

La Figura 13 representa los mddulos elasticos de compresién obtenidos para
PU vy los bionanocompdsitos. En comparacion con el andamio de PU los
biocompositos MBG (5%)/PU nBG (2,5%)/PU y nBG (5%)/PU tienen un aumento
estadisticamente significativo (p<0,05) en el mddulo elastico de compresion.
Respecto a bionanocompdsitos con la misma bioceramica pero a diferentes
porcentajes, solo en MBG (5%)/PU se observé un aumento significativo comparado
con MBG (2,5%)/PU (p<0,05). En relacion a los bionanocompdésitos con diferente
bioceramica, los de nanocompositos de nBG tenian significativamente mejor

modulo elastico de compresion que PU, nHA, MBG y nMBG (p<0,05).
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Figura 13. Valores de mddulo elastico de compresién de PU y bionanocompdésitos. Las
barras representan el promedio de 4 muestras de cada material. Los corchetes simbolizan
la desviacion estandar. Los * sobre las barras corresponden a valores con diferencias

significativas en comparacion al andamio puro (PU) (p<0.05).

3. Ensayos de bioactividad in vitro en fluido corporal simulado SBF.

3.1. Difraccion de rayos X (XRD).

La formacién de apatita en la superficie de PU y los bionanocompdésitos luego
de 7 dias en SBF se muestra en la Figura 14. La presencia de apatita se puede
identificar por la intensidad del peak mas caracteristico de la fase apatita a 31,8°,
correspondiente a la reflexion 211 del cristal de hidroxiapatita (Hughes y cols.,
1989).
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Figura 14. Patron DRX de PU y bionanocompdsitos luego de 7 dias de inmersién en SBF

de. En color rojo el peak de difraccién caracteristico de HA.

El peak de apatita a 31,8° se observa en los siguientes biomateriales: nHA
(2,5%)/PU, nHA (5%)/PU, nBG (2,5%)/PU, nBG (5%)/PU, nMBG (2,5%)/PU y
NMBG (5%)/PU. Los bionanocompositos nBG (2,5%)/PU, nBG (5%)/PU, nMBG
(2,5%)/PU y nMBG (5%)/PU obtuvieron un aumento de la intensidad del peak en

comparacion al DRX inicial de caracterizacion (Figura 9).

3.2.- Espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier - Reflexion
total atenuada (FTIR-ATR).

La formacién de apatita de los bionanocompdsitos con 2,5% y 5% de
particulas luego de 3y 7 dias en SBF, fue constatada mediante analisis FTIR-ATR
(Figuras 15 y 16). En el andlisis FTIR se observa la presencia de las bandas

caracteristicas de la hidroxiapatita a 1100-960 cm™?, 610 cm? y 567 cm,
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correspondientes a distintos modos vibratorios del grupo fosfato (PO4) de la

estructura de la hidroxiapatita.
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Figura 15. Andlisis de FTIR-ART de Bionanocompasitos al 2,5% de biocerdmicas en SBF
de 3y 7 dias. En rojo la zona donde se encuentran modos vibratorios del grupo fosfato
(PO*) correspondiente a las bandas de 1100-960 cm™ y 610-567 cm™.

En todos los bionanocompdsitos se observa la formacién de apatita en SBF a
los 3 dias, aumentando al dia 7, donde incluso PU obtiene un leve peak en la banda
de 610-567 cm™. A pesar de que en 1100-960 cm se encuentra una banda propia
del PU, esta aumentd en algunos bionanocompdsitos cuando hay una mayor

formacion de apatita.
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Figura 16. Andlisis de FTIR-ART de bionanocompdsitos al 5% de bioceramicas en SBF de
3y 7 dias. En rojo la zona correspondiente modos vibratorios del grupo fosfato (PO.), las
bandas de 1100-960 cm™ y 610-567 cm™.

De acuerdo al analisis FTIR, la formacién de apatia en los bionanocompasitos
luego de 7 dias en SBF aument6 en el siguiente orden: nBG(2,5%)/PU <
NMBG(5%)/PU < nBG(5%)/PU < nMBG(2,5%)/PU. Se encontré6 una menor

cantidad de apatita en los bionanocompadsitos a base de nHA y MBG.
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3.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM).

La formacion de apatita tipo 6ésea en PU y en los bionanocompdsitos se
analizé mediante SEM luego de 7 dias en SBF (Figura 17). En PU se observan
sales depositadas producto del procedimiento de secado después de estar
expuestas a SBF que no son necesariamente cristales de apatita.

10pm
nBG (2,5%)/PU ¢ a v nBG (2,5%)/PU

nBG (5%)/PU

N

10 um ﬂ""‘

nMBG (2, 5%)/?

10 ym
nHA (5%)/PU

100 pm

Figura 17. Microscopia electronica de barrido (SEM). En la primera columna zoom a 100X.
En la segunda columna zoom a 1000X. En circulos rojos la presencia de depésitos de apatita
el interior del andamio de PU.
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En las imdgenes SEM con magnificacion de 1000x se observan que los
bionanocompdsitos de nBG y nMBG obtuvieron una mayor formacion de cristales
de apatita que los bionanocompdésitos de MBG y nHA. En nBG (5%)/PU se aprecia
la formacién de una capa uniforme, continua, densa y constituida por un mayor
namero de cristales al interior del andamio, respecto a los demas materiales

estudiados.

3.6.- Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (SEM-EDX).

La composicion quimica de la apatita formada sobre los bionanocompositos,
se evalud de acuerdo al porcentaje en peso de calcio y fosfato (Ca, P) (Wt%). Los
mayores porcentajes en peso corresponde a C y O correspondiente a la estructura
polimérica de PU. Los valores se observan en la Figura 18 y Tabla 4.Con respecto
a la relacion peso de calcio y fosfato (Ca+P) (Wt%) los bionanocompasitos que mas
porcentaje obtuvieron fueron nMBG (2,5%)/PU con 9,5% Wt, luego nBG (5%)/PU
con 5.7% Wt, nBG (2,5%)/PU con 3.1% Wt% y nMBG (5%)/PU con 1.3% Wt;
logrando formar apatita en SBF a los 7 dias. En nHA (5%)/PU hay un un 0.5% Wt
de Ca+P pero en comparaciéon al EDX inicial no es significativo. En los
bionanocompodsitos de MBG y nHA(2,5%) no se detectd la presencia de Cay P
debido que el contenido de estos elementos estaba por debajo de los limites
deteccién de EDX (0,5% de Wt ) (Goldstein y cols., 2003). Por otro lado, la razén
molar Ca/P expresa la proporcién de moles de Ca y P presentes en una sustancia
determinada. La raz6n molar estequiométrica de la hidroxiapatita pura tiene un
valor de tedrico de 1.667 (Hughesy cols., 1989). Los valores mas cercanos lo tienen
nBG(5%)/PU (Ca/P= 3.1) luego nMBG (2,5%)PU. (Ca/P=3.7)
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Figura 18. Andlisis elemental por espectroscopia de rayos X de energia dispersiva o

EDX en bionanocompdsitos después de 7 dias en SBF.
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Tabla 4. Contenidos de calcio y fosforo de la superficie de los andamios luego de 7

dias de inmersiéon en SBF determinado mediante analisis EDX.

Bionanocompdsitos | Ca P (Cat+P) Relacion molar Ca/P
Wt% | Wt% | Wt%
MBG(2,5%)/PU 0 0 0 s.d.
MBG(5%)/PU 0 0 0 s.d.
nHA(2,5%)/PU 0 0 0 s.d.
nHA(5%)/PU 02 (03 |05 0,5
nBG(2,5%)/PU 2,9 0,2 |31 10,9
nBG(5%)/PU 46 |11 |57 3,1
nMBG(2,5%)/PU 79 |16 |95 3,7
nMBG(5%)/PU 1,2 0,1 |13 9,0

4.- Cultivos celulares.

Para cultivo celular se seleccionaron los materiales que tuvieron una mayor
formacion de apatita en SBF a 7 dias: nBG (2,5%)/PU, nBG (5%)/PU, nMBG
(2,5%)/PU y nMBG (5%)/PU. La viabilidad y proliferacién de células madres de la
pulpa dental humana (DPSCs) en PU y los bionanocompdésitos, se evalué utilizando
el ensayo MTS (Figura 19). Al primer dia de la medicion, en PU, nBG (2,5%)/PU,
nBG (5%)/PU y en nMBG (2,5%)/PU hay una disminucion de la viabilidad celular

comparada con un cultivo celular normal (p<0.05%) algo que no se observa en

NMBG (5%)/PU.
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Figura 19. Absorbancia de MTS que indica la viabilidad celular en PU, bionanocompdsitos
de nBG y nMBG. Las barras representan el promedio de 4 muestras de cada material al
dia 1 y al dia 10. Los corchetes simbolizan la desviacién estandar. Las barras con *
corresponden a valores con diferencias significativas comparado con un cultivo celular sin
material a 1 y 10 dias (p<0.05).

A los 10 dias de la medicién PU, nBG(5%)/PU, nMBG(5%)/PU no presentan
cambios significativos en la viabilidad celular comparado entre ellos y con respecto
al control de células sin ningun tipo de material. Se observé una disminucién del
57% de la viabilidad celular en el caso de nBG (2,5%)/PU y un 22% en el caso de

nNMBG 2,5% en comparacion al control. (p<0.05).
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DISCUSION

En la sintesis de PU segmentado, tras una serie de experimentos se
modificaron y optimizaron las proporciones molares de los reactivos ocupados en
un estudio previo (Li Wang y cols., 2009). También se ocup0 el 2-etilhexanoato de
estafio para acelerar la reactividad del diisocianato de isoforona (IPDI). Estos
catalizadores se ocupan usualmente para la fabricacion de PU y en pequefias
cantidades (Sardon y cols., 2009), con el fin de reducir el tiempo de formacién del
prepolimero y lograr una mayor expansion y porosidad del PU. La forma, tamafio e
interconectividad de los poros, son parametros criticos para los andamios. Una
porosidad adecuada es esencial para proveer a las células un microambiente
optimizado para permitir la proliferacion celular, vascularizacion y difusién de
nutrientes. En general, poros interconectados con un diametro de 100 um o masy
porosidad total mayor a 50% son considerados, en la mayoria de los casos,
requerimientos minimos para permitir el crecimiento y funcion tisular (Rodriguez y
cols., 2002; Zhangy cols., 2003). También se observaron poros de menor tamafio
(30-40 um) en todos los andamios, los cuales se ha demostrado que aportarian con
la colonizacion fibrovascular y transporte de nutrientes (Armentano y cols., 2010),
teniendo un rol importante en la osteoconduccion (Yuan y cols., 1999). En SEM se
pudo evidenciar la caracteristica porosa de los andamios de PU y su

interconectividad, apta para la utilizacién en ingenieria en tejido 6seo.

En relacibn a los bionanocompdsitos sintetizados el contenido de
nanoparticulas fue seleccionado a partir de evidencia obtenida por un trabajo en
paralelo (Aguilar y cols., 2016), en el cual se indica que bionanocompdsitos de PU
con 2,5% y 5% de nanoparticulas presentan en general mejores viabilidad celular

que porcentajes mas altos.

Cuando se sintetiz6 PU con 2,5% y 5% de bioceramicas, solo en los
bionanocompdsitos de MBG y nMBG hubo un cambio en la estructura porosa que
aprecia en imagenes SEM. Se observa una disminucién de la cantidad de poros y

se ve un material mas compacto. Esta menor cantidad de poros se puede explicar
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debido a una mayor area superficial de MBG y de la nanoesfera de nMBG asi como
por poseer mesoporos en su estructura (Shiy cols., 2014) (Mendoncgay cols, 2008).
La disposicion mesoporosa con cavidades altamente ordenada de estos materiales
nanoestructurados permite el confinamiento de diferentes moléculas (Vallet y cols.,
2001; Vallet y cols., 2011), pudiendo absorber trazas del catalizador 2-
etilhexanoato de Sn afectando la reactividad de IPDI, generando de este modo una
menor cantidad de COz2, gas que produce la porosidad del PU mientras polimeriza.

En las pruebas mecéanicas MBG(5%)PU, nBG(2,5%)PU y nBG(5%)PU fueron
los nanocompdsitos que presentaron el mayor médulo elastico de compresion. A
pesar de que se ha observado que la incorporacién de biocerdmicas a polimeros
naturales refuerzan las propiedades mecéanicas (Rezwan y cols., 2006; Ehrlich y
cols., 2008), solo en un estudio ocurre el reforzamiento en PU al incorporar nBG a
distintos porcentajes (Ryszkowska y cols., 2010), mientras que en otro trabajo no
fue significativa su incorporacién en pruebas de compresion (Aguileray cols., 2016).
El PU es un material versatil mecanicamente, al tener segmentos rigidos y flexibles.
Producto de sus reactivos y de la sintesis, logran una elasticidad, capaz de
contraerse y tomar la forma en un espacio contenido (Guelchery cols., 2005), como
puede ser un alveolo o un defecto 6seo. Caracteristica que no se encuentra en los
polimeros naturales ya que por su proceso de fabricacion, al ser liofilizados
terminan siendo materiales rigidos y fragiles (Ehrlich y cols., 2008). El efecto de
reforzamiento mecanico observado en algunos compasitos del presente estudio, se
puede explicar por la presencia de las nanoparticulas en la estructura interna del
polimero. La presencia de nanoparticulas inorganicas de gran area de superficie
como nBG alteraria el estado de tension local de la matriz polimérica. En donde la
movilidad de las cadenas del polimero (lo que determina si es un polimero rigido o
flexible) en zonas cercana a la interface con las nanoparticulas es sustancialmente
menor que en zonas sin particulas. Esta caracteristica particular de la
microestructura de los compésitos provoca una mejor ductilidad y tenacidad,
aumentando los modulos de traccion, compresion vy rigidez. En casos de que se
genere mucha tension en estas zonas de la matriz polimérica a causa de una mayor

presencia de nanoparticulas puede ocurrir todo lo contrario, una mayor rigidez de
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la microestructura del compdésito, traduciéndose en un debilitamiento en el material.
(Tjong, 2006). Es el caso de los bionanocompdésitos de PU que contienen nMBG,
que a pesar de tener una porosidad mas compacta, sus caracteristicas mecéanicas
de compresion no aumentaron. Esto puede ser debido a que las nanoparticulas al
poseer una mayor area superficial, tienen una mayor tendencia a aglomerarse al

interior de la matriz polimérica (Wu y cols., 2013).

En el andlisis SEM-EDX se observd como las bioceramicas estaban
embebidas al interior de PU, esto también se corroboro en el analisis de EDX con
el mapeo para el elemento de silicio que se encuentra en la composicion de BG. Es
esencial que los componentes o fases que forman bionanocompdsitos para
regeneracion O0sea se degraden gradualmente manteniendo sus propiedades
mecanicas, hasta que el nuevo tejido pueda soportar cargas. Se ha visto que BG
se degrada mas rapido que HA, y que la degradacion se ha atribuido a la disolucién
mediada por el medio, mas que por la accién enzimatica o celular (Oonishi y cols.,
2000; Wheeler y cols., 2000). En compésitos actuales de BG y polimeros naturales,
las dos fases se degradan a distintas velocidades (Blaker y cols., 2010), lo que
puede causar inestabilidad del andamio y migracién de las particulas in vivo.
Materiales compadsitos basados en andamios de polimeros naturales han mostrado
una degradacién superior en relacion al polimero puro (Armentano y cols., 2010).
Los andamios de bionanocompoésitos de PU al ser un polimero sintético e
hidrofébico, su degradacion sera mas lenta, pues estara mediada por hidrolisis y
oxidacion enzimatica (McBane J y cols., 2011). Esto es una buena caracteristica,
ya gue mientras haya una proliferacién celular, la degradacion del andamio de PU
liberara paulatinamente las biocerdmicas que estan al interior del material,
provocando una osteoconduccion, osteoinduccion y osteogenesis continua en el

tiempo.

Al analizar los bionanocompdsitos de PU se ha sugerido que la bioactividad
in vitro es un indice del potencial bioactivo de un material in vivo (Ducheyne, 1987).
Para evaluar la bioactividad in vitro del biomaterial, se realizaron ensayos de

bioactividad en SBF. La cristalizacion de la fase de apatita en los biomateriales
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depende fuertemente de la concentracién iones de Ca?* y PO4* del fluido que los
rodea (Daculsiy cols., 1989). De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas
de SBF, bionanocompdsitos mostraron mejores propiedades bioactivas que el
andamio de PU, ya que indujeron mayor formacion de apatita sobre su superficie.
Por lo tanto en la ingenieria en tejido, la presencia de nanoparticulas ceramicas en
el andamio es relevante, ya que mejora significativamente la bioactividad del
material debido a los productos que genera la disolucion de las bionanoceramicas.

Los bionanocompositos compuestos por nBG y nMBG mostraron mayor
formacion de apatita en comparacion a MBG y nHA en todos los analisis realizados
(DRX, FTIR-ATR, SEM-EDX), lo que se traduce en mejores propiedades bioactivas
para estos materiales. Aunque el patron DRX de los biocompdsitos de nHA
también tiene el peak de 31,8°, este peak corresponderia a la particulas
incorporadas desde un inicio en el compdésito, mas que la formacion de una nueva
fase de apatita luego de SBF. Al analizar FTIR-ART se observé un mayor aumento
para los bionanocompositos de nBG y nMBG tanto para 3 dias en SBF como para
7 dias, lo que destaca las excelentes propiedades bioactivas de las nanoparticulas
de BG. El mismo fendmeno se observo a través de imagenes de microscopia SEM-
EDX, que muestran mayor tamafo y cantidad de cristales de hidroxiapatita
formada. En términos generales, la disolucién de las particulas de BG produce
iones, los cuales en combinacién con iones de la solucion de SBF precipitan y
forman la fase de apatita. Por otro lado las nanoparticulas de HA actian como
centros de nucleacion para los iones (presentes en SBF), induciendo la
mineralizacion (Hench, 1998; Valenzuela, y cols., 2012). Las propiedades
bioactivas de BG como por ejemplo, la rapida formacion de la capa de apatita, son
un resultado directo de su estructura atbmica, compuesta por una red de puentes
de oxigeno Si-O-Si, en la cual el sodio y calcio son modificadores de red, que
interrumpen su estructura a través de la formacién de enlaces iénicos con el
oxigeno (Cormack, 2012). El fésforo esta presente en la red como estabilizador de
cargas, sin formar ningun enlace P-O-Si (Cerruti y cols., 2005; FitzGerald y cols.,
2007). Por este motivo, el fosforo se encuentra aislado de la red de silicio (Pedone

y cols., 2010). Esto explica por qué el fosfato es perdido rapidamente al exponer el
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vidrio a ambientes acuosos (Sepulveda y cols., 2002). En contacto con el fluido
corporal se produce la formacion de una capa de hidroxiapatita carbonatada (HCA)
sobre la superficie de BG, que se une firmemente con hueso y tejidos vivos. El
mecanismo generalmente aceptado de la bioactividad del BG, es que a través de
la disolucién de iones Na*, Ca?* y P presentes en el BG, se produce la
desintegracion de la red de silicio, que es atacada por iones del medio, quedando
Si libre que se deposita en la superficie del material y crea una capa rica en silice,
que atrae iones Ca?* y PO4*> (Brauer y cols., 2010). La hidroxiapatita al contrario,
es una bioceramica termodinamicamente mas estable a pH fisiologico (Hench,
1998; Dorozhkin, 2010), esto se traduce en una menor reactividad, razén por la cual
presenta menor solubilidad, por lo que forma la capa de apatita carbonatada en
forma mas lenta que BG. Se conoce que la union de hueso a la capa de apatita
carbonatada involucra la adsorcion de proteinas, incorporacién de fibrillas de
coldgeno, union de células osteogénicas, diferenciacién celular y secrecion de
matriz extracelular, seguida de mineralizacion (Hench y Polak, 2002). Debido a su
naturaleza bioactiva, bionanocompdésitos de PU con particulas de BG presentarian
propiedades mas favorables para el asentamiento de células y conseguir una mayor
deposicion de matriz extracelular 6sea compuesta por apatita, lo cual resulta
relevante para aplicaciones de regeneracion 6sea. Este mecanismo podria explicar
la mayor reactividad de los nanocompdsitos con nBG, debido al tamario
nanomeétrico de esta particula presenta una mayor velocidad de disolucion,

acelerando el proceso de formacién de apatita tipo 6sea.

Al evaluar la citocompatibilidad de los biomateriales luego del primer dia de
incubacion disminuyo la viabilidad celular en comparacion al control. La inhibicién
inicial de la proliferacion celular puede ser debido cierta fraccion de las DPCSs se
adhieren a sitios del andamio con menor difusion de nutrientes desde el medio y
gue se ha visto en otros estudios (Li Wang y cols., 2009; Olivera y cols., 2012). Sin
embargo, se encontré que las células incubadas por 10 dias en los materiales PU
y los bionanocompositos de nBG(5%)/PU y nMBG (5%) presentaron una
proliferacion similar a la observada al del control de células sin material. Los

resultados también indicaron que las células tienen mejor viabilidad en los
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nanocompositos con 5% de bioceramica que en el de los 2,5% independiente del
tipo de bioceramica. Se ha reportado que una mayor cantidad de Si liberado por
BG aumentaria la proliferaciéon celular versus a una mayor cantidad de Ca?*. Se ha
descubierto que en presencia de BG, osteoblastos producen una pinocitosis del Si,
traduciéndose en un aumento de la sintesis de colageno 1 y un aumento de la
proliferacion celular (Valerio y cols., 2004). Por lo tanto bionanocompdsitos con
mayor cantidad de BG (5%) podrian provocar una mayor proliferacion celular. Sin
embargo el contenido de BG en los nanobiocompdsito deberia ser regulado hasta
cierto limite, ya que en otros estudios se ha demostrado que los productos de
disolucion de concentraciones altas de BG, aumentarian la alcalinizacion del medio,
generando citotoxicidad (Rismanchian y cols., 2013). La presencia muy elevada
Ca?* activaria varios procesos catabélicos mediados por proteasas, fosfolipasas y
endonucleasas provocando la apoptosis celular (George y cols., 1999). Por lo tanto
el porcentaje o cantidad de bioceramicas ocupadas en un compdsito, debe
traducirse en un equilibrio entre bioactividad y citotoxicidad. En este contexto los
nanocompoésitos con un contenido de 5% nBG y nMBG preparados en el presente
trabajo de tesis, cumplirian con la bioactividad para inducir la formacion de apatita,

manteniendo la citocompatibilidad necesaria.

El desarrollo de la ingenieria de tejidos de la mano con la medicina
regenerativa, esta orientada a crear materiales que se asemejen cada vez mas a
los tejidos humanos en su forma y estructura natural. Estas disciplinas buscan
nuevas tecnologias tanto en la elaboracion como en la experimentacion, para la
busqueda de un biomaterial idéneo que cumpla las caracteristicas del tejido a
remplazar. En ingenieria de tejido 6seo, el desarrollo de andamios compuestos por
fases organicas e inorganicas intenta simular las caracteristicas naturales del
hueso, al poseer un andamio con propiedades de osteoconductivas y un relleno
con propiedades bioactivas, capaz de estimular la formacion de apatita tipo 6sea.
El PU de sintesis in situ utilizado en este trabajo, se caracterizd por su
citocompatibilidad, facilidad de manipulacion y ser relativamente de bajo costo. Por
otro lado, el uso de BG esta adquiriendo cada vez mas popularidad, ya que ademas

de acelerar la mineralizacion de tejidos, es capaz de inducir la diferenciacién celular
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a células osteogénicas y estimular la angiogénesis, entre otros. Su utilizacion con
particulas de tamafio nanométrico ofrece ventajas comparativas respecto al BG
tradicional de tamafio micrométrico, especialmente respecto a acelerar el proceso
de formacion de HA. Los resultados del presente trabajo demuestran que la
incorporacion in situ de nanoparticulas bioceramicas a andamios poliméricos
mejoran considerablemente las propiedades bioactivas de PU, particularmente su
capacidad para inducir la mineralizacion de apatita tipo 6sea de este modo el
andamio nanocompdésitos en base de PU aprovecha las propiedades mecanicas y
biodegradables con la bioactividad de las nanoparticulas. Estos resultados podrian
tener consecuencias en el futuro disefio de biomateriales y constructos tisulares

para el desarrollo de terapias de regeneracion 6sea mediante ingenieria de tejidos.
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CONCLUSIONES

La incorporacion in situ de diferentes tipos y contenidos de nanoparticulas
bioceramicas durante la polimerizacion de poliuretano biodegradable, permite
generar andamios nanocompa@sitos con porosidad interconectada y con tamafos
en el rango requerido para aplicaciones en ingenieria tisular 6sea.

Entre las particulas estudiadas, las nanoparticulas de nBG produjeron un efecto de
reforzamiento de las propiedades mecéanicas de compresion del andamio de PU.
Los bionanocompdésitos presentan mejores propiedades bioactivas in vitro en
relacion a un andamio de PU puro, respecto a la capacidad para inducir la formacion
de apatita tipo 6sea en medio fisioldgico simulado.

Debido a la naturaleza mas reactiva del BG y al tamafio de particula nanometrico
del nBG, los nanocompdésitos a base de nBG y nMBG exhiben mejores propiedades
bioactivas, induciendo una mas rapida y completa formacion de apatita.

Entre la serie de bionanocompdésitos estudiados, aquellos preparados con 5% de
contenido nanoparticulas, no alteraron la viabilidad de celular, independiente del
tipo de nanoparticulas utilizado.

Los resultados de este estudio podrian tener consecuencias en el futuro disefio de
biomateriales mas eficientes, particularmente orientados a acelerar el proceso de

regeneracion Gsea en terapias de ingenieria de tejidos.
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Anexo 1. Cantidades de reactivos utilizadas en la preparacion de 1000 mL de

SBF.

Reactivo Cantidad
Agua destilada 750 mL
NacCl 7,996 g
NaHCOs 0,350 g
KCI 0,224 g
KoHPO4 0,179 g
MgCl2 (H20)s 0,305 g
HCI 1M 40 mL
CaClz 0,278 g
NA2SOs4 0,071 g
(CH20H)3CNH:2

HCI ( para ajuste a pH 7.4)

6,057 g




