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1. Resumen. 

Introducción: Actualmente la reconstrucción de defectos óseos del complejo 

cráneo–máxilo–facial, es un desafío en el campo odontológico y se requieren 

terapias clínicas más eficientes para lograr la regeneración de tejido óseo. 

El litio es un elemento con demostradas propiedades osteogénicas in vitro e in 

vivo. Sin embargo, este elemento no ha sido estudiado como nanopartícula. 

En este trabajo, se estudió la síntesis de nanopartículas de litio (nLi) y se 

evaluaron sus propiedades osteogénicas in vitro.  

Objetivos: Sintetizar partículas de litio con tamaño nanométrico y evaluar su 

citocompatibilidad y capacidad para estimular la diferenciación osteogénica in vitro 

de células madre de pulpa dental. 

Materiales y métodos: Se sintetizaron nLi utilizando distintos agentes 

separadores: polivinil alcohol (PVA), polivinil pirrolidona (PVP) y bromuro de 

hexadeciltrimetilamonio (CTA), en conjunto con distintos métodos de síntesis. Los 

productos sintetizados fueron caracterizados mediante difracción de rayos X 

(DRX), microscopía electrónica de barrido (MEB), espectroscopía infrarroja 

transformada de Fourier de reflexión total atenuada (FTIR-ATR) y 

espectrofotometría. La bioactividad in vitro se evaluó mediante la capacidad para 

inducir la formación de apatita tipo ósea en fluido fisiológico simulado (SBF). Se 

evaluó citocompatibilidad de las nanopartículas y su capacidad para estimular la 

diferenciación osteogénica, utilizando células madre de pulpa dental de terceros 

molares. 

Resultados: El método de liofilización y usando PVA como agente separador 

(PVA/nLi) permitió sintetizar nLi en polvo, con el menor tamaño (~88 nm) de 

partícula y mayor rendimiento. Se comprobó que las nanopartículas corresponden 

a Li2CO3. 

Las PVA/nLi son capaces de inducir la formación química de apatita tipo ósea en 

SBF, mostraron ser citocompatibles y aumentan la actividad enzimática de 

fosfatasa alcalina (ALP) así como la expresión del gen RUNX2 en células madre, 
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ambos marcadores asociados al proceso de diferenciación osteogénica. Las 

PVA/nLi también mostraron una liberación sostenida de iones litio en el tiempo. 

Conclusión: nLi pueden ser sintetizadas en forma de polvo por medio de una ruta 

simple y usando preferentemente PVA como agente separador. Las 

nanopartículas inducen la mineralización de apatita en SBF, son citocompatibles y 

promueven la diferenciación osteogénica in vitro de células madre. Las 

propiedades bioactivas exhibidas por las PVA/Li podrían ser de utilidad para el 

mejoramiento de tratamientos de reconstrucción ósea. 
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2. Introducción 

En el campo clínico odontológico, especialmente en aplicaciones 

quirúrgicas, maxilofaciales, implantológicas y periodontales la reconstrucción de 

defectos óseos del complejo cráneo-máxilo-facial constituye un actual desafío. 

Con el propósito de lograr la reparación óptima del tejido, se requieren terapias 

clínicas más eficientes tendientes a producir un tejido de superior calidad y reducir 

los tiempos requerido en el tratamiento de reconstrucción ósea. 

El desarrollo de la nanotecnología, en conjunto con la ingeniería de tejidos, 

ofrece innovadoras soluciones a través del estudio, diseño y uso de 

nanopartículas bioactivas. Este tipo de partículas pueden ser usadas para el 

diseño de biomateriales con propiedades más avanzadas para estimular la 

regeneración de tejidos, debido a que ofrecen mejores propiedades bioactivas que 

los biomateriales tradicionales. 

El litio es un elemento utilizado por décadas en el ámbito médico en el 

tratamiento de trastornos psicopatológicos (Shorter E., 2009). Sin embargo, el litio 

es también una sustancia con demostradas propiedades osteogénicas in vitro e in 

vivo. Actualmente todos los estudios sobre litio como estimulador osteogénico se 

realizaron utilizando este elemento en la forma de ion Li+, y no se reportan 

estudios de este elemento en la forma de nanopartícula. Adicionalmente, la 

síntesis de partículas nanométricas de litio, es un desafío poco abordado en la 

literatura. Chile es el segundo productor de litio a nivel global, después de 

Australia, y contiene una de las más grandes reservas de este mineral, por lo que 

estratégicamente surge el interés por investigar nuevas aplicaciones para este 

elemento, especialmente en la forma de nanopartícula y en el contexto 

odontológico (Ober J. A., 2018). 

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo estudiar métodos para la 

síntesis de partículas nanométricas de litio y evaluar por primera vez sus 

propiedades osteogénicas in vitro. 
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3. Marco teórico 

3.1 Reparación ósea en odontología 

 

Actualmente en Chile el edentulismo constituye un problema importante de 

salud pública, gran parte de la población adulta pierde una cantidad considerable 

de dientes, debido a la presencia de caries y enfermedad periodontal, así como 

también por lesiones menos comunes como traumatismos y patologías malignas o 

benignas (Urzua I. y cols., 2012). El tejido óseo es el sostén de las piezas dentales 

y del organismo en general. Cuando el paciente ha perdido un diente, el hueso 

alveolar comienza un proceso llamado Reabsorción del Reborde Residual (RRR) 

que corresponde a la reabsorción del hueso que rodeaba al diente extraído 

(Atwood D. A., 1971). Como tratamiento a los pacientes que han perdido sus 

dientes naturales se utilizan prótesis, ya sean de tipo removible o fija, en este 

último caso, en ciertas situaciones es necesaria la ayuda de implantes cuando se 

ha perdido la pieza dentaria y no existen las condiciones para utilizar prótesis fija 

dentosoportada. Estos aparatos fabricados en titanio generalmente requieren 

además de una cirugía y tienen un costo económico mayor, pero para los 

pacientes es más confortable y otorga mayor seguridad (Turkyilmaz I. y cols., 

2010).  

El organismo tiene límites de reparación de un defecto óseo dependiendo 

de su tamaño, este límite es conocido como “defecto de tamaño crítico” (CSD). En 

general, se refiere a un defecto óseo que no se recuperará espontáneamente y 

requerirá una intervención quirúrgica utilizando biomateriales o injertos óseos para 

estimular la regeneración o reparación del mismo. El rango de reparación crítico 

de este tejido va desde 1 a 3 cm, y depende de la ubicación anatómica del defecto 

óseo y el estado del tejido blando que lo rodea (Schemitsch E. H., 2017). 

Cuando el odontólogo decide rehabilitar a un paciente mediante implantes, 

necesita tener hueso suficiente para poder realizar la colocación del implante a la 

profundidad necesaria para soportar la carga funcional y cumplir con los 

requerimientos mínimos. Es por esto, que comúnmente es necesaria una 
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intervención quirúrgica que permita aumentar el nivel óseo. El proceso de 

reabsorción ósea se manifiesta marcadamente en la zona del seno maxilar, en 

donde para elevar el nivel del hueso se practica una cirugía rutinaria denominada 

elevación de seno maxilar (Aghaloo T. L. y cols., 2016). Para efectuar esta cirugía, 

se necesita un injerto óseo o de otro material que cumpla la función del hueso que 

existió originalmente o mejor aún, que lo regenere. Hay distintos tipos de injertos 

óseos: autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos y, últimamente, se ha introducido el 

uso de materiales sintéticos o aloplásticos (Kaigler D. y Mooney D., 2001; 

Lewandrowski K. U. y cols., 2000). Otras técnicas para aumentar o producir tejido 

óseo es la utilización de plasma rico en plaquetas (PRP), materiales para la 

regeneración ósea guiada y combinaciones entre ellos (Dimitriou R. y cols., 2011; 

Lekovic V. y cols., 2002; Mellonig J. T. y cols., 1981).  

Los autoinjertos son considerados actualmente como el método clínico más 

efectivo entre las técnicas de reconstrucción ósea. 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 (Marx R. E., 1994). 

Sin embargo, los autoinjertos, al igual que los aloinjertos y xenoinjertos, carecen 

de propiedades osteoinductivas, es decir, que no tienen la capacidad de inducir la 

diferenciación de células madre mesenquimales en condroblastos y osteoblastos. 

En el caso del autoinjerto, solo ocurre en un corto período de tiempo por los 

factores de crecimiento, proteínas y células presentes en el hueso extraído. Estos 

son principalmente osteoconductivos; no son capaces de liberar componentes 

bioactivos que generen una respuesta celular específica en el tiempo, pero 

permiten la reparación del hueso funcionando como un esqueleto. Además, 

implica una cirugía en que se extrae tejido óseo desde un lugar del mismo 

individuo, con limitadas cantidades de hueso disponible, produciéndose una 

pérdida de tejido en el sitio donante, y aumentando la morbilidad del paciente con 

tiempos de recuperación mayores (Soto Góngora S. y Texis González M. G., 

2005). 
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El xenoinjerto es un injerto proveniente desde una especie diferente al ser 

humano, generalmente de hueso bovino el cual puede contener virus y/o priones 

produciendo morbilidad en el paciente (Kim Y. y cols., 2013; Sogal A. y Tofe A., 

1999). Este tipo de injerto tampoco posee características osteoinductoras, siendo 

sólo osteoconductor, es decir, no estimula los mecanismos biológicos de 

regeneración y pasa a ser sólo un andamio, con limitadas capacidades de 

reparación. Similares características tienen los aloinjertos los cuales se obtienen 

de hueso liofilizado de seres humanos (Soto Góngora S. y Texis González M. G., 

2005).  

Otras opciones de tratamiento involucran PRP, membranas de 

regeneración ósea guiada, distracción osteogénica, materiales poliméricos y 

materiales compuestos (Peral B. y cols., 2008). La mayoría de los materiales de 

injerto han demostrado una aceptable capacidad reparativa, pero una insuficiente 

capacidad regenerativa (Lewandrowski K. U. y cols., 2000), entendiéndose por 

regeneración a aquel proceso en que un tejido específico es reemplazado por uno 

nuevo con características histológicas y funcionales equivalentes a las del tejido 

original (Mason C. y Dunnill P., 2008). La limitada capacidad para regenerar de los 

materiales usados en la actualidad se debe a que son fundamentalmente 

osteoconductivos y no estimulan una respuesta celular específica que active los 

mecanismos de osteoproducción (Polo-Corrales L. y cols., 2014; Sandor G. y 

cols., 2003). A pesar de ser técnicas efectivas y materiales que son capaces de 

restaurar la estabilidad y función en algún grado, son limitados, es por esto que es 

necesario continuar el estudio mediante la ingeniería de tejidos para dar lugar a 

nuevos biomateriales y técnicas alternativas de tratamiento, que permitan producir 

injertos óseos de forma ilimitada de tipo sintéticos o aloplásticos y disminuir los 

tiempos postoperatorios. Estos biomateriales son osteoconductores y 

osteoinductores, es decir, permiten la formación de tejido óseo a través de la 

estimulación de vías osteogénicas, acelerando la síntesis y mejorando la calidad 

histológica del mismo. 

De acuerdo a algunos estudios in vitro e in vivo, el ion litio podría cumplir un 

rol como componente bioactivo (osteoinductor) para generar una respuesta celular 
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específica que colabore a una reparación y/o regeneración del tejido óseo más 

rápido y de mejor calidad (Arioka M. y cols., 2014; Covarrubias C. y cols., 2018; 

Galli C. y cols., 2013; Shan T. y cols., 2015; Xu H. y cols., 2014). 

 

3.2 Ingeniería de tejidos aplicada a tejido óseo 

 

Mediante la ingeniería de tejidos y la nanotecnología se busca producir 

nuevos materiales, con el fin de lograr una regeneración ósea más efectiva. Como 

por ejemplo el vidrio bioactivo, una biocerámica que tiene la capacidad de inducir 

la osteogénesis en células madre (Gong W. y cols., 2017). Nanopartículas de este 

material, han demostrado su capacidad de acelerar la formación de tejido óseo en 

implantes de titanio mediante modelos en animales (Covarrubias C. y cols., 2016). 

Estos estudios son relativamente recientes y se necesitan estudios clínicos para 

confirmar su efectividad (Mistry S. y cols., 2016). 

La base de la ingeniería de tejidos está formada por una tríada de factores 

imprescindibles, (Figura 1). En primer lugar, debe existir una matriz o andamiaje 

que sustente, permita y guíe el crecimiento de células madre de forma óptima para 

la formación del tejido que se busca reparar, con requerimientos como una alta 

porosidad, poros interconectados y propiedades mecánicas adecuadas. Como 

segundo factor fundamental son las células madre o células osteoproductoras, las 

cuales se adhieren, proliferan y se diferencian en la matriz. Para que esto ocurra 

las células deben ser estimuladas por factores externos a ellas que pueden 

encontrarse en el andamio. Estas señales bioactivas osteogénicas y/o 

angiogénicas pueden ser de distinta naturaleza tales como biomoléculas, iones, 

péptidos, proteínas, biocerámicas, factores de crecimiento, etc. (Kaigler D. y 

Mooney D., 2001; Saska S. y cols., 2015). 
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Figura 1. Componentes básicos para la ingeniería de tejido óseo. Estos componentes 

se encuentran interrelacionados entre sí.  

 

Los factores de crecimiento son sustancias capaces de estimular la 

regeneración ósea. Presentan ciertas desventajas como su elevado costo y vida 

media corta, ya que se desestabilizan rápidamente luego de ser administrados 

(Wei G. y cols., 2007). Últimamente, se ha evidenciado que ciertos elementos 

como estroncio (Sr), cobre (Cu), magnesio (Mg) y silicio (Si), entre otros, pueden 

colaborar con la regeneración ósea (Bondarenko A. y cols., 2014; Marie P. J. y 

cols., 2001; Wu C. y cols., 2013; Zreiqat H. y cols., 2010).  
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3.3 El litio como elemento bioactivo 

 

El litio (Li) es un elemento que tiene reconocida capacidad osteogénica. Se 

ha demostrado que la estimulación de las células madre con iones Li+ aumenta la 

expresión de marcadores osteogénicos, ya que tienen la capacidad de regular la 

vía de señalización Wnt/β-catenina. Esta vía ocupa un importante rol en la 

formación y reparación del hueso y dientes (Duan P. y Bonewald L., 2016). Los 

iones Li+ en solución promueven la reparación de tejido duro o su regeneración 

(Arioka M. y cols., 2014) inhibiendo a la enzima glucógeno sintasa quinasa-3β 

(GSK-3β), la que regula la localización celular de β-catenina. Su inhibición permite 

la translocación nuclear de β-catenina y como resultado, aumenta la vía canónica 

de señalización celular Wnt/β-catenina (Klein P. S. y Melton D. A., 1996; Lenox R. 

H. y Wang L., 2003). La vía Wnt ocupa un importante rol en la formación del tejido 

mineralizado, tiene la capacidad de promover la expresión de genes tales como 

RUNX2, CBFA1, y AML3, los cuales son requeridos para la diferenciación de las 

células madre en osteoblastos (Gaur T. y cols., 2005).  

Estudios demuestran que pacientes tratados por enfermedades 

psiquiátricas con sales de litio vía oral por un largo plazo, se produce de forma 

sistémica un aumento de la densidad mineral ósea (Zamani A. y cols., 2009). En 

un estudio realizado in vivo en un modelo animal en ratas se realizó un defecto 

óseo controlado en la tibia del animal, se analizó el efecto de la administración 

local de Li2CO3 y se comprobó que la aplicación de litio local, efectivamente facilita 

la recuperación del defecto óseo promoviendo la osteoblastogénesis e inhibiendo 

la osteoclastogénesis (Arioka M. y cols., 2014). Otros estudios de administración 

directa del litio, demuestran que al encontrarse disueltos en solución, provocan un 

aumento en la expresión del gen AXIN2 dependiente de la dosis de LiCl (Shan T. y 

cols., 2015). El gen AXIN2 ocupa un importante rol en la regulación de la β-

catenina en la vía Wnt canónica. También se reportó que la expresión de β-

catenina nuclear y citoplasmática aumentó después del tratamiento con LiCl, lo 

que sugiere que la vía canónica de señalización Wnt/β-catenina fue activada 

(Shan T. y cols., 2015). Así mismo, la expresión de los marcadores 
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odontoblásticos RUNX2, DSP y DMP1, aumentó ante la exposición a LiCl de 

células de la cresta neural del folículo piloso (hfNCCs) (Shan T. y cols., 2015). 

El litio además ha sido incorporado a biocerámicas como el vidrio bioactivo 

y la hidroxiapatita con el fin de mejorar la bioactividad de las partículas (da Silva J. 

G. y cols., 2017; Shainberg A. P. M. y cols., 2012; Wang Y. y cols., 2016). En este 

tipo de modificaciones el litio actúa como un agente dopante de biomateriales ya 

conocidos por sus propiedades de reparación ósea. El concepto de agente 

dopante en Ciencia de Materiales está referido a cualquier tipo de elemento que 

es incorporado en la estructura cristalina o amorfa de un material, generalmente 

en muy bajas cantidades y que es capaz de modificar alguna propiedad física, 

química o biológica del material, u otorgarle propiedades adicionales (Callister W. 

D. y Rethwisch D. G., 2013). 

Un estudio que utiliza andamios de hidroxiapatita dopado con litio evidenció 

que la exposición de células osteoblásticas MG63 a este material, estimula la 

formación de apatita tipo ósea, promueve la proliferación y actividad de 

osteoblastos MG63 (Wang Y. y cols., 2016). 

En la Figura 2a, en la ausencia de una señal WNT canónica, β-catenina es 

secuestrada por un complejo multimolecular compuesto por Axin, APC, GSK3-β, y 

CKI. Luego, es fosforilada y apuntada para su degradación proteosomal. En la 

Figura 2b Tras la unión de factores específicos de la vía WNT al complejo 

receptor Frizzled-LRP, el complejo de destrucción es inhibido y la β-catenina 

puede translocarse al núcleo e iniciar su programa transcripcional. Inhibidores de 

GSK3-β tales como Li+ pueden aumentar la señalización de la vía Wnt canónica al 

aumentar la disponibilidad de β-catenina en el citoplasma. (Galli C. y cols., 2010; 

Galli C. y cols., 2013). 
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Figura 2. Diagrama de los principales eventos moleculares en la regulación de la vía de 

señalización WNT canónica en ausencia de litio (a) y en presencia de litio (b). Frizzled: 

familia de proteínas de receptores acoplados a proteínas G. LRP: proteína 5/6 relacionada 

con el receptor de lipoproteínas de baja densidad, CKI: caseína quinasa 1a, Axin: proteína 

axin1/2, APC: gen adenomatoso poliposis coli, βcat: catenina beta, GSk3β: glucógeno 

sintasa quinasa 3 beta (Galli C. y cols., 2010; Galli C. y cols., 2013). 

 

3.4 Nanopartículas de litio (nLi) 

 

En un nivel fundamental, la nanotecnología ayuda a manipular átomos 

individuales y moléculas para producir estructuras con propiedades únicas y/o 

mejoradas. Esto involucra la producción y aplicación en fenómenos físicos, 

químicos y biológicos. Por ejemplo, fármacos más específicos, resinas 

compuestas mejoradas con nanopartículas, y un sinfín de aplicaciones (El-Kady A. 

M. y cols., 2016; Emerich D. F. y Thanos C. G., 2003; Mirsasaani S. S. y cols., 

2013; Mitra S. B., 2018). 

Los materiales que se trabajan en la nanotecnología oscilan entre los 1 – 

100 nm (Mendonça G. y cols., 2008). La nanotecnología ofrece la habilidad de 

diseñar materiales con características deseadas completamente nuevas, es por 
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eso que ha tenido un crecimiento explosivo de su uso en medicina y odontología 

(Mirsasaani S. S. y cols., 2013). 

En la Figura 3 se pone en perspectiva la escala a la cual se trabaja.  

 

 

Figura 3. Comparación de la dimensión de diferentes elementos biológicos y 

tecnológicos en relación a la escala nanométrica (Commons W., 2008). 

 

Una nanopartícula es un “cluster” de pocos átomos del elemento, 

generalmente en estado de oxidación cero, pero también pueden producirse 

nanopartículas como óxidos del metal (Salata O., 2004). Se usa la misma 

sustancia, pero con mejor rendimiento y eficacia, ya que hay una mejor respuesta 

biológica, al existir una mayor área de superficie específica para la estimulación 

biológica y ofrecen una liberación más controlada del elemento. Adicionalmente, 

se pueden incorporar en el diseño de nuevos materiales de tipo nanocompósitos. 

A diferencia de los iones de Li+ en estado soluble. El uso de nLi ofrecería la 

ventaja de una mayor área superficial para interacciones biológicas, un mayor 

control sobre la liberación y administración del elemento, así como la posibilidad 

de modificar las propiedades de otros biomateriales incorporándoles la 

nanopartícula (Mirsasaani S. S. y cols., 2013; Mitra S. B., 2018). 
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La síntesis de nLi ha sido escasamente estudiada. Hasta el momento, en la 

literatura la mayoría de los trabajos reportan la preparación de nLi combinadas con 

otros metales, por ejemplo Li-Cr o Li-Mo para su uso en baterías, en donde se 

utilizó una técnica que consume alta energía como lo es el plasma por inducción 

(Tanaka M. y cols., 2016). El único trabajo de la síntesis de nLi puras es el 

reportado por Álvarez R. A. y cols. (2015), no obstante, en este trabajo las nLi se 

obtuvieron en una suspensión acuosa, y no en forma de polvo, que es la 

presentación más versátil para el desarrollo de aplicaciones. Además, estas 

partículas se encontraban con tamaños coloidales de morfología esférica de 

alrededor de 5 nm de diámetro, que requieren métodos muy sofisticados de 

separación para obtener nanopartículas en la forma de polvo. En el estudio de Lu 

Y. y cols. (2014) se prepararon nanopartículas de Li2CO3 utilizando un reactor de 

membrana de microfiltración, que implica un sistema multifase, con limitaciones de 

transferencia de masa durante la reacción y de mayores costos. 

Al encontrarse la nanopartícula de forma sólida y seca en forma de polvo se 

puede incorporar en otros materiales, tales como andamios nanocompósitos de 

ingeniería de tejidos, nuevos recubrimientos para superficies de implantes y otros 

dispositivos biomédicos (Dvir T. y cols., 2010; Pina S. y cols., 2015; Tripathy J., 

2017). 

Adicionalmente, en la literatura no hay reportes de la evaluación de las 

propiedades biológicas, distribución de tamaño por distinto método de síntesis o 

bioactividad de nLi.  

Las nanopartículas de un metal se pueden producir por reducción química a 

partir del ion o mediante procesos de cristalización. Dentro de las estrategias para 

controlar el tamaño y dispersión de las nanopartículas, se encuentra la utilización 

de compuestos orgánicos de cadena larga, mediana o corta, que permiten separar 

las moléculas y lograr de esa forma la producción de nanopartículas (Bakshi M. S., 

2015; Farrukh M. A. y cols., 2010; Koczkur K. M. y cols., 2015). Entre estas 

sustancias se encuentran PVA, PVP, CTA, entre otros. Cada uno de estos 

compuestos puede tener un comportamiento distinto y controlar el tamaño de la 

partícula de forma diferente. Por lo tanto, resulta de interés investigar el efecto que 
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tendrían estos separadores orgánicos en el control del tamaño de las partículas de 

litio, con el fin de obtener dimensiones nanométricas (Bakshi M. S., 2015; Farrukh 

M. A. y cols., 2010; Koczkur K. M. y cols., 2015). 

La implementación y potencial uso biomédico de las nLi requiere que sean 

producidas de una manera eficiente, con métodos de bajo costo energético y 

obtenido preferentemente en forma de polvo. En una segunda etapa de este 

trabajo, se evaluará por primera vez la respuesta biológica de células madre 

cultivadas en medios acondicionados con nLi. No se han encontrado reportes 

previos sobre el estudio de la respuesta de células expuestas a nLi, sólo existen 

antecedentes sobre sales de litio que no se encuentran en tamaño nanométrico 

(Galli C. y cols., 2013; Xu H. y cols., 2014).  

Se espera que estas nLi tengan la capacidad de estimular la vía 

osteogénica de células madre, puedan ser liberadas sostenidamente en el tiempo, 

y además puedan ser incorporadas a andamios reabsorbibles biocompatibles, 

similar a lo que sucede con otras nanopartículas bioactivas como el vidrio 

bioactivo, hidroxiapatita y otras (Boccaccini A. R. y cols., 2010; Peter M. y cols., 

2010; Valenzuela F. y cols., 2012). 

Por los antecedentes expuestos en el presente trabajo de investigación, se 

propone estudiar diferentes metodologías para sintetizar nLi elemental, en forma 

de óxido o carbonato y con un rendimiento adecuado. Posteriormente, se evaluará 

la citocompatibilidad y la capacidad de las nanopartículas para estimular la 

diferenciación osteogénica de células madre. 
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4. Hipótesis y Objetivos 

4.1 Hipótesis 

 

Es posible sintetizar partículas de litio con tamaño nanométrico y con 

capacidad para estimular la diferenciación osteogénica de células madre de la 

pulpa dental. 

 

4.2 Objetivo General 

 

Sintetizar partículas de litio con tamaño nanométrico y evaluar su 

citocompatibilidad y capacidad para estimular la diferenciación osteogénica in vitro 

de células madre de la pulpa dental. 

 

4.3 Objetivos específicos 

 

1. Optimizar una metodología para la síntesis de partículas de litio con tamaño 

nanométrico. 

2. Determinar la viabilidad de células madre de la pulpa dental cultivadas con 

nLi. 

3. Determinar la capacidad de diferenciación osteogénica de células madre de 

la pulpa dental cultivadas en presencia de nLi. 
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5. Materiales y métodos 

5.1 Síntesis de nLi 

 

En este trabajo se evaluaron y desarrollaron diferentes estrategias para la 

síntesis de nLi, en función del menor tamaño de partícula y del rendimiento 

obtenido. 

 

5.1.1 Método por reducción química 

 

Se preparó una solución reductora al 10% ácido ascórbico y 1% almidón. 

Para disolver completamente los solutos, la mezcla se calentó bajo microondas 

por aproximadamente 45 segundos. Luego, se procedió a agregar 50 mL de la 

solución reductora a una solución acuosa de 50 mL 0,2 M de LiCH3COO∙2H2O, se 

calentó bajo microondas por 3 ciclos de 30 segundos con intervalos de 10 

segundos sin calentamiento entre cada ciclo. La masa de acetato de litio utilizada 

dependió de los resultados experimentales obtenidos, particularmente del 

rendimiento de la síntesis y del tamaño de la partícula. Se probaron distintas 

concentraciones de acetato de litio hasta lograr los resultados esperados.  

 

5.1.2 Método por cristalización 

 

Se evaluó el efecto de tres tipos de compuestos orgánicos en el control del 

tamaño de la nanopartícula PVA (PM= 85.000-124.000 g/mol), PVP (PM= 40.000 

g/mol) y CTA. 

Se disolvió 0,5 g del compuesto orgánico en 50 mL de agua a temperatura 

ambiente bajo agitación. Luego de la total disolución del compuesto orgánico, se 

disolvió cierta cantidad obteniendo una concentración C de hidróxido de litio en la 

solución y se sometió a un período de evaporación para producir la partícula por 



17 
 

 
 

cristalización. La masa de hidróxido de litio a utilizar fue determinada a partir de 

los resultados experimentales obtenidos. Particularmente, del rendimiento de la 

síntesis y del tamaño de la partícula. El sólido obtenido se calcinó a 700 °C a una 

velocidad de 4 °C/min durante 3 horas. Posteriormente se molieron en un mortero 

de ágata. 

Bajo las mismas condiciones anteriores se evaluó el efecto al usar una 

concentración 1/4C de hidróxido de litio, y se evaluó el efecto de tres tipos de 

compuestos orgánicos: PVA, PVP y CTA en el tamaño final de la partícula y su 

rendimiento.  

 

5.1.3 Método por liofilización 

 

La mezcla de reacción indicada en la sección 5.1.2 en lugar de ser 

evaporada y cristalizada se congeló a -80 °C durante al menos 4 horas, secada 

mediante liofilización y calcinada a 700 °C a una velocidad de 4 °C/min durante 3 

horas. Este proceso solo se realizó usando una concentración C de hidróxido de 

litio, utilizando como agente separador a PVA, PVP y CTA. 

 

5.2 Caracterización de nLi 

5.2.1 Microscopía electrónica de barrido con espectroscopía dispersiva de 

rayos X (MEB-EDX) 

 

El tamaño y la morfología de las nLi se analizó mediante MEB con un 

microscopio (Jeol JSM-IT300LV, JEOL USA Inc., USA) equipado con detector 

dispersivo de rayos X Aztec EDS (Oxford Instruments) para microanálisis.  

Las nLi fueron dispersadas en una solución de etanol al 70%, y se 

sonicaron durante 30 minutos. Se tomó desde la parte superior una gota de la 

solución y se puso sobre cinta de carbono doble faz. Se esperó la evaporación 
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completa del etanol y posteriormente se metalizaron con una capa oro de 2 nm de 

grosor en una atmósfera de baja presión en un Denton Vacuum desk V. (Denton 

Vacuum Inc., NJ, USA). Posteriormente fueron analizadas mediante MEB-EDX. 

 

5.2.2 Espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier de reflexión 

total atenuada (FTIR-ATR) 

 

Se analizó la estructura química de las nLi mediante FTIR-ATR en un 

espectrómetro FTIR-ATR Agilent Cary 630, desde una longitud de onda de  

400 cm-1 a 4000 cm-1  

 

5.3 Espectrofotometría UV 

 

Para los productos en solución acuosa obtenidos mediante la reducción 

química, se detectó la resonancia del plasmón superficial de la nanopartícula 

metálica utilizando espectrofotometría UV-visible con un barrido de longitud de 

onda de 200 nm hasta los 600 nm. Este fenómeno físico característico de una 

nanopartícula metálica se observa mediante un peak de absorción a una longitud 

de onda específica. 

  



19 
 

 
 

5.4 Fotometría de emisión de llama 

 

La cuantificación del Li+ liberado desde las nanopartículas al medio de 

cultivo acondicionado a 37°C, se midió mediante fotometría de emisión de llama 

en un fotómetro de llama Jenway PFP7, usando la línea de emisión a 671 nm. 

5.5 Difracción de rayos X (DRX) 

 

El patrón de DRX de las partículas fue medido en un difractómetro Siemens 

D5000 usando radiación CuK𝑎 dentro del rango 2𝜃 de  

5 ° - 80 ° a una velocidad de escaneo de 1,2 °/min. La fase de identificación se 

llevó a cabo usando la base datos ICDD Powder Diffraction File (PDF2). 

 

5.6 Ensayos de bioactividad en fluido fisiológico simulado (SBF) 

 

Para este ensayo, las partículas de litio fueron prensadas para formar 

piezas circulares de 9 mm de diámetro por 2 mm de espesor (Figura 4). 

 

Figura 4. Pastilla de PVA/nLi usada para ensayo de bioactividad en SBF. 

PVA/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante método de liofilización y agente 

separador PVA. 

 

La bioactividad, en términos de la habilidad de las partículas para inducir la 

formación de apatita tipo ósea in vitro se evaluó mediante el ensayo SBF el cual 

posee concentraciones iónicas similares a las del fluido extracelular humano. La 

solución de SBF se preparó de acuerdo a la composición iónica estándar, a partir 
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de los iones y concentración especificadas en la Tabla 1 (Kokubo T. y Takadama 

H., 2006). El fluido se neutralizó, ajustándolo al pH fisiológico 7,4 con tri-

(hidroximetil) aminometano y ácido hidroclórico.  

 

Tabla 1. Iones y sus respectivas concentraciones en la solución de SBF. 

Iones Concentración (mM) 

Na+ 142,0 

K+ 5,0 

Mg2+ 1,5 

Ca2+ 2,5 

Cl- 147,8 

HCO3
-  4,2 

HPO4
2- 1,0 

SO4
2- 0,5 

pH 7,4 

SBF: fluido fisiológico simulado. 

El polvo obtenido de menor tamaño y de mejor rendimiento se utilizó para 

producir prensados (pastillas). Esta pastilla fue sumergida en 50 mL de SBF en 

contenedores de polietileno y mantenidas bajo agitación en condiciones 

termostatizadas a 36,5 °C por diferentes tiempos (3 días, 7 días y 14 días). La 

pieza fue removida del SBF al cumplir sus correspondientes tiempos y lavadas con 

agua destilada. Posteriormente se sometió a secado a 40 °C.  

La formación de apatita tipo ósea sobre el material fue identificada mediante 

DRX, MEB-EDX y espectroscopía FTIR-ATR. 
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5.7 Ensayos con células madre 

 

Para llevar a cabo estos ensayos se utilizó muestras de células madre de 

pulpa dental (DPSCs) criopreservadas en el Laboratorio de Nanobiomateriales de 

la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (Santiago de Chile), 

aisladas según protocolo descrito por Balanda C. (2013). Protocolo aprobado por 

comité de ética de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (Anexo 

1-4).  

 

5.7.1 Medios acondicionados con nLi 

 

Para el acondicionamiento de medios de cultivo se utilizó como base medio 

de cultivo α-MEM (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, USA), suero fetal bovino 

(FBS) al 10%, antibióticos y antimicóticos. En distintos tubos se agregó 50 mL de 

medio de cultivo y diferentes cantidades de PVA/nLi. Se dejaron incubando por 4 

días y posteriormente se filtraron a través de membranas estériles con tamaño de 

poro de 0,22 µm (Merk Millipore, USA). 

 

5.7.2 Ensayo de viabilidad celular por MTS 

 

La viabilidad celular en presencia de nanopartículas se evaluó 

cuantitativamente en placas de 24 pocillos a una densidad de 2,0 x 104 

células/pocillo luego de 3, 7 y 14 días de incubación en medio de cultivo α-MEM 

acondicionado con 150 µg/mL, 300 µg/mL, 600 µg/mL y 1200 µg/mL de PVA/nLi, 

de acuerdo a lo descrito en la sección 5.7.1. Las concentraciones de Li+ en cada 

medio fueron: 1,47 mM; 3,90 mM; 9,71 mM y 16,75 mM. Estas concentraciones 

utilizadas estuvieron basadas en experimentos in vitro con iones de litio y 

adaptadas de acuerdo a la solubilidad de las nLi (Maçon A. L. B. y cols., 2017; 

Tsai L. K. y cols., 2011; Wang Y. y cols., 2016). Para el análisis se utilizó el kit de 
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ensayo de viabilidad celular CellTilter 96® Aqueous OneSolution Cell Proliferation 

Assay (Promega Corporation) cuyo componente principal es (4,5- dimetiltiazol-2-

il)5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenill)-2H-tetrazolio (MTS), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se midió la absorbancia del sobrenadante a 492 nm 

en un lector de placa ELISA, la cual corresponde a la formación de formazán, 

debido a la reducción del reactivo MTS por las deshidrogenasas mitocondriales de 

las células viables presentes en el cultivo. 

 

5.7.3 Ensayo actividad enzimática de fosfatasa alcalina (ALP) 

 

La capacidad de diferenciación osteogénica de DPSCs cultivadas en 

medios acondicionados con 150 µg/mL, 300 µg/mL y 600 µg/mL de PVA/nLi de 

acuerdo a lo descrito en la sección 5.7.1, se evaluó cuantitativamente midiendo la 

actividad de la enzima ALP a los 3, 7 y 14 días de incubación. Una vez 

completado el tiempo de incubación, se retiró el medio acondicionado y las DPSCs 

cultivadas se fijaron en una solución de 90% de etanol y 10% de formaldehído 

(cuya concentración es de 37%) durante 30 segundos, tras lo cual se lavaron con 

una solución tampón fosfato salino (TBS) y se agregó el reactivo fosfato de p-

nitrofenol en buffer de reacción compuesto por bicarbonato de sodio 100 mM y 

MgCl2 1 mM a un pH 9,6.  

El principio de la medición cuantitativa de la actividad de ALP se 

esquematiza a continuación: las células fijadas se incubaron con fosfato de 

p-nitrofenol a pH básico (pNPP, incoloro) durante 20 min a 37 °C, tiempo durante 

el cual el pNPP fue lisado en presencia de ALP, liberando p-nitrofenol, que en 

condiciones fisiológicas pierde un protón generando p-nitrofenolato, de color 

amarillo. La cantidad de p-nitrofenolato generado es directamente proporcional a 

la actividad de ALP, y se midió por absorbancia a una longitud de onda de 405 nm 

en un lector de placa ELISA.  
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5.7.4 Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-

PCR) 

 

En placas de 35 mm se sembraron 4 x 104 células por pocillo. Una vez que 

alcanzaron la confluencia, se les agregó los medios acondicionados con nLi (placa 

diferenciada) y la placa control fue cultivada con medio α-MEM, FBS al 10%, 

antibióticos y antimicóticos. Completado el tiempo de incubación de 3 días, se 

lavaron las placas dos veces con PBS y se agregó 1 mL del reactivo Trizol para 

extraer RNA, el cual fue utilizado para evaluar la expresión del gen osteogénico 

RUNX2 y el gen de la subunidad ribosomal 18S (control de carga). 

El RNA total se obtuvo de acuerdo al protocolo del fabricante y se cuantificó 

espectrofotométricamente. El DNA complementario (cDNA) se obtuvo por RT-

PCR, utilizando RNA en una concentración de 50 ng/μL, la enzima transcriptasa 

inversa del virus de la leucemia murina Moloney (M-MLV) y los partidores 

especificados en la Tabla 2. El programa del RT-PCR consistió en 5 min a 70ºC, 1 

hora y 30 min a 42ºC y 15 min a 70ºC; el cDNA obtenido de la reacción se 

cuantificó espectrofotométricamente. Para las reacciones de PCR se utilizó 1,5 μl 

de cDNA, en un volumen total de 20 μL. Una vez realizado el PCR, los amplicones 

fueron corridos en geles de agarosa al 1% y teñidos con bromuro de etidio para su 

visualización. Se utilizó una escala de DNA de 100 pb. (AccuRuler 100 bp DNA 

Ladder, Maestrogen, USA) 

El análisis de la imagen del gel de agarosa fue procesada según el 

protocolo de Antiabong J. F. y cols. (2016) usando el software ImageJ versión 

1.52a. Se evaluó la expresión de los genes RUNX2 y 18S. Se usó como control de 

carga la expresión del gen de la subunidad ribosomal 18s. Los resultados de 

intensidad de los genes en estudio se normalizaron con respecto a la intensidad 

del gen 18S. 
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Tabla 2. Partidores utilizados en la amplificación de los genes RUNX2 y 18S (Balanda C., 

2013). 

Genes Forward Reverse 
Tm 
(°C) 

18S 5’-GGACACGGACAGGATTGACA-3’ 5’-GGACATCTAAGGGCATCACAG-3´ 64 

RUNX2 5’-TTGTGGGCCGGAGTGGACGA-3’ 5’-AGGGAGGGCCGTGGGTTCTG-3’ 57 

 

5.8 Análisis estadístico 

 

Los datos obtenidos de los ensayos MTS, ALP y PCR fueron analizados 

mediante el software GraphPad Prism 7 (Graphpad Software Inc., USA) para 

comprobar la normalidad de la distribución de los datos fue realizada la prueba 

estadística de Shapiro-Wilk. Luego se aplicó el test ANOVA One Way y se 

comparó las medias usando el método de Tukey con un nivel de significancia de 

95% (p<0,05). 
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6. Resultados 

6.1 Síntesis de nLi por reducción química 

 

El producto de la síntesis de nLi utilizando como agentes reductores ácido 

ascórbico y almidón se analizó mediante espectroscopía UV. En la Figura 5a se 

muestra el espectro UV experimental y las curvas resultantes de la deconvolución 

del peak cercano a 310 nm. Para una mejor resolución de esta banda. La 

presencia de este peak está relacionada con la resonancia magnética de 

plasmones superficiales, que es un fenómeno físico que caracteriza a las 

partículas metálica con tamaño nanométrico. Por lo tanto, el análisis confirma la 

presencia de nLi en el producto de síntesis. La curva de color rojo se genera por el 

resto de los componentes presentes en la solución reductora. En este producto 

sintetizado las nanopartículas no fueron visibles a simple vista (Figura 5b), lo que 

indica que se encuentran de forma coloidal con tamaños nanométricos muy 

pequeños. 

        

Figura 5. Espectro UV experimental y curvas de deconvolución de peaks de 

suspensión con nLi obtenida mediante método de reducción química (a). Fotografía de 

la suspensión transparente con nLi obtenida (b). 

 

a) b) 
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6.2 Síntesis de nLi por métodos de cristalización y liofilización 

 

En la Figura 6 se muestran las imágenes MEB de los productos de síntesis 

obtenidos mediante métodos de cristalización y liofilización utilizando los 

diferentes agentes separadores PVA, PVP y CTA. En general, se puede observar 

que todos los productos presentan tamaño de partícula nanométrico, sin embargo, 

el método mediante liofilización (Figura 6 g-i) permitió obtener el menor tamaño 

de partícula (~87nm), con mejor uniformidad y rendimiento de producto (86 %), 

particularmente usando PVA como agente separador. 

 

 

Figura 6. Imagen MEB de nanopartículas sintetizadas mediante método de cristalización 

con concentración de litio C (a – c), 1/4C (d – f) y mediante método de liofilización (g – i) 

con cada tipo de agente separador (PVA, PVP y CTA). Dp: Diámetro de Partícula. R: 

Rendimiento. 
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La Tabla 3¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. resume las 

características de los productos obtenidos mediante el método de liofilización 

Tabla 3. Promedio de tamaño de partículas y rendimiento de la síntesis mediante el 
método de liofilización. 

 Tamaño partícula (nm) Rendimiento (%) 

PVA/nLi 86,6 ± 10,8 86 

PVP/nLi 108,5 ± 19,3 71 

CTA/nLi 101,9 ± 17,5 48 

PVA/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante método de liofilización y agente 

separador PVA. PVP/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante método de 

liofilización y agente separador PVP. CTA/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante 

método de liofilización y agente separador CTA. 

En la Figura 7 se puede observar algunas de las etapas para la síntesis de 

nLi. También se observa macroscópicamente el producto de síntesis (PVA/nLi). 

Las nanopartículas producidas mediante el método de liofilización y PVA 

(PVA/nLi) fueron elegidas para un posterior análisis estructural y para pruebas de 

bioactividad porque exhibieron el tamaño de partícula más pequeño, mayor 

uniformidad en la distribución del tamaño y mayor rendimiento de síntesis.  

 

                   

Figura 7.  Mezcla de reactivos en el método de cristalización o liofilización (a), Producto 

de síntesis PVA/nLi obtenido posterior a la liofilización (b), luego de ser calcinado a  

700 °C y posteriormente molido en mortero de ágata (c). PVA/nLi: Nanopartículas de 

litio obtenidas mediante método de liofilización y agente separador PVA. 

 

a) b) c) 
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6.3 Análisis DRX 

 

El producto de síntesis PVA/nLi también se analizó mediante DRX. El 

difractograma de DRX de la Figura 8 reveló que las nanopartículas presentan una 

estructura altamente cristalina correspondiente a la fase Li2CO3 (ICDD: 00-022-

1141) con un grupo espacial monoclínico C2/c. Además, se detectaron algunos 

peaks de Li2O, lo que sugiere la presencia de trazas del óxido metálico en el 

producto. 

 

 

Figura 8. Patrón de análisis de difracción de rayos X (DRX) de producto PVA/nLi. 

PVA/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante método de liofilización y agente 

separador PVA. 
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6.4 Espectroscopía infrarroja transformada de Fourier de reflexión total 

atenuada (FTIR-ATR). 

 

La formación de PVA/nLi a partir de LiOH fue analizada mediante FTIR-ATR 

(Figura 9). Las vibraciones de estiramiento de O–H del LiOH están alrededor de 

3600 cm-1 y para el H2O asociada al LiOH a los 1573 cm-1. Estas bandas 

desaparecen o disminuyen su intensidad en el producto sintetizado por liofilización 

(no calcinado). Por otro lado el espectro de PVA/nLi presenta bandas a 1419 cm-1 

y 853 cm-1, correspondientes a las vibraciones del enlace C–O del grupo CO3
2- 

(Brooker M. y Bates J. B., 1971) que confirman la formación de carbonato de litio 

en el producto de síntesis. 

 

Figura 9. Análisis FTIR-ATR de productos sintetizados PVA/nLi. PVA/nLi:  

PVA/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante método de liofilización y agente 

separador PVA. 
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En la Figura 10 se compara los cristales de LiOH, utilizados como 

precursores (Figura 10a), con los del producto de síntesis PVA/nLi (Figura 10b). 

Se puede observar que a partir de las partículas micrométricas de LiOH (>10 µm) 

se forman partículas nanométricas de Li2CO3. 

 

 

Figura 10. Precursor de nanopartículas bajo MEB (a). Nanopartículas de litio utilizando 

método de liofilización con separador PVA (PVA/nLi) bajo MEB (b). 

 

El análisis de la composición química mediante EDX (Figura 10b, recuadro 

verde/rojo) muestra solo los contenidos de C y O en la nanopartícula, ya que el 

elemento litio debido a su número atómico muy bajo (Z=3) no es detectable por 

ésta ni por otras técnicas de análisis de sólidos. Sin embargo, la proporción molar 

de los elementos C:O fue de 1:3, lo cual concuerda con la proporción teórica en el 

ion CO3
2-. 

 

6.5 Ensayos de bioactividad en SBF 

 

La capacidad in vitro de PVA/nLi para estimular la formación de apatita tipo 

ósea se evaluó mediante inmersión en SBF. En la Figura 11a-d se muestra los 

resultados mediante microscopía MEB de la superficie de las partículas con 

diferentes períodos de inmersión y su composición química que fue analizada 
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mediante EDX. Se puede observar una mayor deposición mineral a medida que 

aumenta el tiempo de inmersión. Además, el contenido total de Ca y P aumenta, y 

la relación Ca/P tiende a disminuir haciéndose más cercana a la relación de 

teórica de la hidróxiapatita (Ca/P = 1,7). 

 

 

Figura 11. Imágenes MEB y análisis EDX de la superficie de las nanopartículas luego 

de 0 días (a), 3 días (b), 7 días (c) y 14 días (d) en SBF. 

SBF: fluido fisiológico simulado. Ca/P: Porcentaje de calcio divido por porcentaje de 

fósforo. Ca+P: Porcentaje de calcio sumado a porcentaje de fósforo. 
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Estas superficies también fueron analizadas mediante FTIR-ATR, con el 

propósito de obtener mayor información sobre la estructura química de los 

depósitos minerales formados. En los espectros FTIR obtenidos (Figura 12) se 

observa un peak a 1010 cm-1 que se va intensificando desde el día 3 al día 14. Lo 

mismo ocurre con un doble peak en 574 cm-1 y 542 cm-1, estos peaks señalados, 

aún con una leve traslación horizontal negativa ≤50 cm-1 respecto a lo encontrado 

por Qing L. y cols. (2009) corresponden a la formación de apatita tipo ósea. Esto 

evidencia que las nLi son capaces de inducir la formación de apatita tipo ósea en 

SBF.  

 

 

Figura 12. Análisis FTIR-ATR de las nanopartículas PVA/nLi luego de 3 días, 7 días y 14 

días sumergidas en SBF. 

FTIR-ATR: Espectroscopía infrarroja transformada de Fourier de reflexión total atenuada. 

SBF: fluido fisiológico simulado. PVA/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante 

método de liofilización y agente separador PVA. 
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6.6 Curva de liberación de iones de litio desde nanopartículas 

 

En la Figura 13 se muestra la curva de liberación de iones litio (Li+) en el 

tiempo desde las PVA/nLi en medio de cultivo α-MEM. Se puede observar que la 

liberación de iones litio a partir de las PVA/nLi se estabiliza después de los 2 días 

alrededor de un valor de 150mg/g (10,2 mM), mostrando una tasa sostenida de 

liberación del elemento.  

 

 

Figura 13. Curva de liberación de Li+ desde PVA/nLi en medio de cultivo. Cantidad de litio 

liberada está expresada como masa de Li+ por masa de nanopartículas. 
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6.7 Ensayos con células madre 

6.7.1 Ensayo de viabilidad celular por MTS 

 

La Figura 14 muestra que PVA/nLi induce cambios estadísticamente 

significativos en la viabilidad celular en concentraciones de 1200 µg/mL. Bajo esta 

concentración solo se observan disminuciones marginales.  

 

 

Figura 14. Viabilidad MTS de cultivo de DPSCs en medios acondicionados con 

distintas cantidades de nanopartículas PVA/nLi e imagen control de cultivo celular 

bajo microscopía de contraste de fases (*** P < 0,001). 

PVA/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante método de liofilización y 

agente separador PVA. 
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6.7.2 Actividad de ALP 

 

La actividad enzimática de ALP se midió en las concentraciones que no 

provocaron una disminución de la viabilidad celular. En la Figura 15 se puede 

observar que la actividad enzimática de ALP incrementó significativamente en el 

medio acondicionado con 600 µg/mL de PVA/nLi después de 14 días de 

incubación en relación al control solo con DPSCs. 

 

 

Figura 15. Actividad de ALP en DPSCs en medios de cultivo acondicionados con 

nanopartículas PVA/nLi (*** P < 0,001). 

PVA/nLi: Nanopartículas de litio obtenidas mediante método de liofilización y agente 

separador PVA. ALP: fosfatasa alcalina 
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6.7.3 Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-

PCR) 

 

El gen RUNX2 es un importante marcador de diferenciación osteogénica, 

de expresión temprana, que ha sido demostrado como indispensable para la 

formación ósea y que permite evaluar si existe la diferenciación hacia células 

osteoblásticas (Komori T., 2003; Miron R. y Zhang Y., 2012). En la Figura 16 se 

puede observar la expresión del gen RUNX2 en células cultivadas durante 3 días 

con 600 µg/mL de PVA/nLi fue significativamente mayor (p<0,0001) respecto al de 

las células incubadas en medio de cultivo α-MEM y medio osteogénico. 

 

Figura 16. Expresión de RUNX2 de DPSCs cultivadas en medio de cultivo α-MEM 

(Runx2 N), medio α-MEM osteogénico (Runx2 Os) y en medio de cultivo α-MEM con 

nanopartículas PVA/nLi (Runx2 Li) (**** P < 0,0001). 
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7. Discusión 

 

En este trabajo se estudió la síntesis de nLi utilizando distintos métodos de 

síntesis y usando diferentes agentes separadores. 

El método y el agente que permitió obtener nLi con el menor y más 

uniforme tamaño fue el de liofilización y utilizando PVA como agente separador. 

PVA produjo partículas de aproximadamente 87 nm con un tamaño menor a 100 

nm que por definición corresponden a nanopartículas (Mendonça G. y cols., 2008). 

Además, el método de síntesis usando PVA y liofilización presentó el mejor 

rendimiento de las nanopartículas en polvo. Una explicación de por qué este 

agente separador tuvo una mayor influencia en la formación de partículas con 

tamaño nanométrico, puede ser que los grupos polares –OH de las moléculas de 

PVA tienen una interacción más fuerte con los cationes Li+ que la producida por los 

grupos amida del PVP, lo cual estabiliza más fuertemente al catión de litio, 

controlando de este modo el crecimiento de la nanopartícula y previniendo su 

agregación. Un efecto similar ha sido observado en la síntesis de nanopartículas 

de plata a partir de cationes de plata (Ag+) usando PVA y PVP (Ajitha B. y cols., 

2016). En contraste, el uso de CTA catiónico produjo partículas de mayor tamaño, 

aun cuando ha sido reportado que las micelas de surfactante pueden influenciar el 

tamaño y la forma de las nanopartículas (Al-Thabaiti S. A. y cols., 2015). 

Además del método de liofilización, se utilizó un método de reducción con 

almidón/ácido ascórbico a partir de acetato de litio. En este producto de síntesis 

fue posible demostrar la formación de nLi mediante el plasmón de resonancia 

superficial (Figura 5a), que es un fenómeno que solo presenta un elemento 

metálico cuando tiene tamaño nanométrico detectado bajo espectrofotometría UV 

a una longitud de onda de 310 nm al igual que lo reportado por. Álvarez R. A. y 

cols. (2015). También lograron sintetizar nLi, pero utilizando un extracto vegetal de 

nopal como agente reductor. Sin embargo, no hay evidencias en la literatura 

utilizando el sistema almidón/ácido ascórbico. Este producto de síntesis es 

completamente transparente (Figura 5b), lo cual sugiere que se trata de 
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nanopartículas en estado coloidal muy pequeñas, probablemente menor a 10 nm, 

por lo que es difícil su separación en forma de polvo.  

Debido a que las nanopartículas producidas con PVA y liofilización 

exhibieron un tamaño de partícula menor, mayor uniformidad, mayor rendimiento 

de síntesis y fue posible obtenerlas en forma de polvo, fueron elegidas para un 

análisis estructural más profundo, así como para los ensayos de bioactividad.  

El análisis DRX reveló que las nanopartículas corresponden a la fase 

Li2CO3. El proceso de formación de la nanopartícula PVA/nLi a partir de LiOH fue 

analizado mediante FTIR-ATR. Se encontró que las señales del grupo O–H del 

LiOH desaparecen o disminuyen su intensidad luego de ser liofilizadas (no 

calcinado), mientras que luego de ser calcinado aparecen las bandas del 

grupo CO3
2-. Estos resultados indican que el producto liofilizado es transformado en 

Li2CO3 durante el período de calcinación. Existe una similitud química entre litio y 

sodio (Na), en este contexto una conversión de NaOH en Na2CO3 ha sido también 

detectada por FTIR después del tratamiento térmico del hidróxido alcalino a 120°C 

en el aire por otros autores (Sun K. y cols., 2011). Análogamente, en el presente 

estudio, la calcinación de LiOH produce la descomposición térmica de PVA y 

simultáneamente la formación de la fase Li2CO3.  

El método de síntesis de cristalización y liofilización utilizado en el presente 

trabajo resulta relativamente simple para producir nLi, comparado al método 

reportado por Lu Y. y cols. (2014), en el que se preparan nanopartículas de Li2CO3 

utilizando un reactor de membrana de microfiltración, que también implica un 

sistema multifase y con limitaciones de transferencia de masa durante la reacción. 

En una segunda parte del trabajo, se evaluaron las propiedades bioactivas 

de las nanopartículas PVA/nLi. El uso de nanopartículas presenta varias ventajas 

técnicas respecto a utilizar el elemento en su forma de ion o compuesto. En primer 

lugar, las nanopartículas constituyen un material y no un compuesto químico, lo 

que le confiere propiedades químicas, físicas y biológicas diferentes. 

Particularmente, las nanopartículas presentan muy baja solubilidad comparado a 

la de un compuesto del mismo elemento. Este aspecto permite que una 
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nanopartícula tenga la capacidad de liberar iones al medio sostenidamente, lo cual 

permitiría un efecto terapéutico más prolongado en el tiempo. Por otro lado, las 

nanopartículas son más apropiadas para el diseño de biomateriales o dispositivos 

biomédicos, ya que se pueden incorporar en polímeros o superficies de otros 

dispositivos, permitiendo por ejemplo el diseño de biomateriales de ingeniería de 

tejidos o superficies bioactivas para implantes de titanio. Además, las 

nanopartículas presentan propiedades únicas que solo se generan por tener 

tamaño nanométrico. Estas propiedades están relacionadas con una mayor área y 

energía superficial, que puede traducirse en diferentes propiedades bioactivas 

debido a su diferente interacción con biomoléculas, células y tejidos biológicos. 

El ensayo de bioactividad en SBF, es una prueba que se utiliza 

normalmente para evaluar la capacidad de materiales biocerámicos para estimular 

químicamente la formación de hidroxiapatita tipo ósea en contacto con el SBF. 

Aunque el litio no es un material que espere presentar esta capacidad, las 

nanopartículas de PVA/nLi fueron sometidas a este ensayo. En general, se 

encontró que las nanopartículas promueven la formación de una fase mineral rica 

en Ca y P, y de acuerdo al análisis FTIR esta fase presenta señales asociadas a la 

estructura de la hidroxiapatita. Este resultado indicaría que las nanopartículas de 

PVA/nLi también podrían contribuir a la reparación ósea promoviendo la formación 

química de apatita tipo ósea.  

Las nanopartículas con potencial para aplicaciones de regeneración ósea 

deben ser citocompatibles y estimular la diferenciación osteogénica de células 

madre. Los ensayos MTS demostraron que PVA/nLi no induce cambios 

estadísticamente significativos en la viabilidad celular a concentraciones de hasta 

600 µg/mL, sobre esa cantidad solamente es observada una disminución marginal.  

Por otro lado, la actividad enzimática ALP fue medida para las 

concentraciones de nanopartículas que no provocaron una disminución en la 

viabilidad celular. ALP es un marcador importante para el proceso de 

diferenciación osteogénico que es producido cuando los osteoblastos aposicionan 

matriz extracelular de hueso (Blair H. C. y cols., 2017). Se encontró que la 

actividad de ALP en el cultivo de DPSCs con 600 µg/mL PVA/nLi después de 14 
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días de incubación es significativamente mayor (p<0,001) en relación al control. 

Un resultado similar se encontró al medir la expresión del gen RUNX2, el cual es 

un gen de expresión temprana del proceso de diferenciación osteogénico. La 

capacidad de PVA/nLi para estimular la diferenciación celular puede ser atribuida 

a los iones Li+ liberados por la disolución de las nanopartículas Li2CO3. Los iones 

Li+ son conocidos por activar la vía de señalización Wnt/β-catenina canónica que 

promueve la diferenciación de células madre en células especializadas formadoras 

de hueso. El análisis de iones de litio en los medios de cultivo que contenían 150 

µg/mL, 300 µg/mL, 600 µg/mL, 1200 µg/mL de PVA/nLi revelaron concentraciones 

de Li+ de 1,47 mM; 3,90 mM; 9,71 mM y 16,75 mM, respectivamente. Estos 

resultados indican que las concentraciones de Li+ cercanas a 9,71 mM serían más 

favorables para promover el proceso de diferenciación osteogénico, el cual 

coincide con las concentraciones de litio reportadas que sobreexpresan los 

marcadores de diferenciación y que aceleran la osteogénesis después de una 

administración local de sales convencionales de litio (Arioka M. y cols., 2014). 

Debido a que no existían reportes previos acerca de la actividad biológica de nLi, 

especialmente respecto a su capacidad para estimular la expresión de marcadores 

de diferenciación osteogénica, los resultados del presente trabajo dieron origen a 

una reciente publicación (Covarrubias C. y cols., 2018. Anexo 5). 

Las nanopartículas de PVA/nLi también presentaron una liberación 

sostenida de iones Li+, que se estabilizó a los 2 días alrededor de 150 mg/g. A 

diferencia de los compuestos de litio que se disuelven fácilmente en agua 

(solubilidad: 15,4 g/L), las partículas nanométricas de PVA/nLi presentaron una 

baja solubilidad y una liberación controlada de litio en concentraciones 

terapéuticas para el tratamiento óseo de largo plazo.  

Otra característica importante de las PVA/nLi, es que pueden ser obtenidas 

en forma de polvo con un rendimiento de 86%. Las partículas en polvo son 

materiales preferidos para diseñar biomateriales avanzados, tales como andamios 

para ingeniería de tejido óseo, superficies osteoinductivas para promover la 

oseointegración de implantes de titanio y otros materiales o dispositivos en donde 

la estimulación de nuevo tejido óseo sea de interés. Actualmente en los 
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tratamientos de reconstrucción cráneo–máxilo–facial, se requiere prescindir de los 

autoinjertos óseos y disponer de agentes sintéticos que aceleren los tiempos de 

reparación y permitan la obtención de un tejido óseo de mayor calidad histológica. 

En este contexto las nLi con propiedades osteogénicas podrían contribuir a la 

mejora de este tipo de tratamientos. 

  



42 
 

 
 

8. Conclusiones 

 

1. Las nLi pueden ser sintetizadas en forma de polvo mediante una ruta 

química simple, usando un proceso de liofilización y preferentemente PVA como 

agente separador. 

 

2. Las nLi inducen la mineralización de apatita en contacto con SBF. 

 

3. Las nLi son citocompatibles y promueven la diferenciación osteogénica in 

vitro de células de la pulpa dental. 

 

4. Las propiedades bioactivas exhibidas por las nLi podrían ser de utilidad 

para el mejoramiento de tratamientos de reconstrucción ósea o procesos de 

oseointegración. 
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10. Anexos y apéndices 
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10.2 Anexo 2: Consentimiento Informado para participantes adultos 
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10.3 Anexo 3: Consentimiento Informado para padres o tutores 
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10.4 Anexo 4: Asentimiento informado para menores de 18 y mayores de 11 

años 
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10.5 Anexo 5: Publicación científica realizada a partir de este trabajo 
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