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RESUMEN 

Introducción: La reparación de defectos óseos en el complejo maxilofacial es uno de los 

principales desafíos del quehacer odontológico. Para reparar estos defectos se utilizan 

autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos que poseen desventajas y limitaciones que, en 

algunos casos, impiden obtener resultados clínicos óptimos. En este contexto, la ingeniería 

de tejidos y la nanotecnología juegan un rol importante mediante la obtención de nuevos 

materiales sintéticos con propiedades avanzadas para la regeneración de tejido óseo. Las 

zeolitas son materiales nanoporosos que presentan varias propiedades ventajosas para su 

uso en biomedicina; sin embargo, su uso en regeneración ósea ha sido menos explorado. 

Los estudios reportados hasta ahora muestran que las zeolitas poseen propiedades 

osteoestimuladoras relativamente bajas. Sin embargo, debido al avance de la ciencia de 

nanomateriales existe la posibilidad de sintetizar zeolitas y modificar su estructura para 

desarrollar en ellas propiedades bioactivas para estimular los procesos involucrados en la 

regeneración de tejido óseo.   

Objetivo: Evaluar las propiedades osteoinductoras de nanozeolitas silicoaluminofosfato 

sintetizadas con nanotopografía SAPO-5 y SAPO-34 modificadas con calcio o litio y con 

morfología nanolaminar. 

Materiales y métodos: Para la síntesis de las nanozeolitas sílicoaluminofosfato (SAPO) se 

utilizó un método hidrotermal, posteriormente las nanopartículas se caracterizaron mediante 

microscopía electrónica de barrido (SEM), análisis elemental cuantitativo y cualitativo 

(EDX), espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) y difracción de rayos X 

(XRD).  La capacidad de las nanozeolitas para formar apatita se evaluó mediante el ensayo 

en fluido fisiológico simulado (SBF).  La capacidad de adsorción de proteínas de las zeolitas 

se determinó mediante el método colorimétrico BCA. Además, se evaluó las propiedades de 

liberación de iones de calcio y litio de las zeolitas, así como su biodegradabilidad a pH 

fisiológico. La citocompatibilidad se estudió mediante el ensayo de viabilidad MTS con 

células preosteoblásticas MC3T3, mientras que la adhesión celular mediante microscopía de 

fluorescencia y SEM. La capacidad para estimular la diferenciación osteogénica se evaluó 

midiendo la actividad de fosfatasa alcalina. 
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Resultados: Las partículas SAPO sintetizadas incorporaron cationes intra y extrared de 

litio y calcio en su estructura, presentaron dimensiones nanométricas (93,6 nm) y 

morfología laminar. Todas las zeolitas SAPO presentaron capacidad de inducir la 

formación de apatita en SBF, adsorber proteínas y liberar iones calcio y litio. Los ensayos 

in vitro mostraron que las zeolitas SAPO son citocompatibles y osteoinductoras.  

Conclusiones: Las nanozeolitas SAPO son citocompatibles y osteoinductoras, en especial 

aquellas modificadas con cationes extrared. Las propiedades osteoinductoras de las 

nanopartículas de zeolita SAPO resultan de interés para estudios en el desarrollo de 

biomateriales óseos más avanzados que conduzcan a tratamientos de reconstrucción ósea 

maxilofacial más eficientes. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Repairing bone defects in the maxillofacial complex is one of the main 

challenges of dental work. The height of the alveolar ridge can be affected by trauma, 

periodontitis, extractions, and implants. To repair these bone defects, autografts, allografts, 

and xenografts are very used; however, those have disadvantages and limitations that 

frecuently prevent optimal clinical results. In this context, tissue engineering and 

nanotechnology play a role by obtaining new synthetic materials with advanced properties 

for bone regeneration. Zeolites are nanoporous materials with several properties for use in 

biomedicine. However, their use in bone regeneration has not been sufficiently explored yet. 

Studies reported so far show that zeolites have relatively low osteoinductive properties. 

Nowadays, due to the advancement of the nanomaterials science, it is posible to synthese 

zeolites and modify their structure to develop bioactive properties and stimulate bone 

regeneration. 

Objective: To evaluate the osteoinductive properties of silicon-aluminum-phosphate nano-

zeolites synthesized with SAPO-5 and SAPO-34 nano-topography modified with calcium or 

lithium and with nano-laminar morphology. 

Materials and methods: For the synthesis of the silicon aluminum phosphate (SAPO) nano-

zeolites, a hydrothermal method was used. Then, the nanoparticles were characterized by 

scanning electron microscopy (SEM), quantitative and qualitative elemental analysis (EDX), 

infrared spectroscopy of Fourier (FTIR), and X-ray diffraction (XRD). The ability of nano-

zeolites to form apatite was evaluated by a simulated physiological fluid (SBF) assay. The 

protein adsorption capacity of the zeolites was determined by BCA colorimetric method. In 

addition, the calcium and lithium-ion release properties of the zeolites were evaluated, as 

well as their biodegradability at physiological pH. Their cytocompatibility was studied using 

the MTS viability assay with MC3T3 pre-osteoblastic cells, while cell adhesion was studied 

using fluorescence microscopy and SEM. The ability to stimulate osteogenic differentiation 

was assessed by measuring alkaline phosphatase activity. 

Results: The synthesized SAPO particles incorporated intra- and extra-lattice lithium and 

calcium cations in their structure, presented nanometric dimensions (93.6 nm) and lamellar 
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morphology. All SAPO zeolites showed the ability to induce the apatite formation in SBF, 

adsorb proteins and release calcium and lithium ions. In vitro assays showed that SAPO 

zeolites are cytocompatible and osteoinductive. 

Conclusions: SAPO nanozeolites are cytocompatible and osteoinductive, particularly those 

modified with extra-lattice cations. The osteoinductive properties of SAPO zeolite 

nanoparticles are of interest for studies involving the development of more advanced bone 

biomaterials that lead to more efficient maxillofacial bone reconstruction treatments. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

Las lesiones de tejido óseo se encuentran entre las heridas más comunes del cuerpo humano, 

las cuales tienen un impacto significativo en la salud y estilo de vida de millones de personas 

en el mundo1. La reparación de defectos óseos en el complejo craneomáxilofacial 

consecuentes a traumas, resorción ósea por pérdida dentaria o periodontitis, cáncer y 

enfermedades degenerativas como la osteoporosis, constituye uno de los principales desafíos 

clínicos en el campo odontológico 2.  

 

Figura 1. Esquema de defectos óseos comunes en el territorio cráneomáxilofacial. 

 

Después de una exodoncia, el alveolo cicatriza de forma natural, sin embargo, el hueso pierde 

el estímulo de reabsorción y reposición ósea debido a la ausencia de la articulación 

alveólodental, que es la que mantiene el equilibrio dinámico de este proceso de remodelación 

3. Este fenómeno, conocido como reabsorción del reborde residual está definido en la 

literatura como una enfermedad crónica, localizada y multifactorial 4. 

Gran parte de la población adulta padece enfermedad periodontal. Según estudios 

epidemiológicos realizados por el MINSAL, la enfermedad periodontal está presente en el 

90% de la población adulta de nuestro país 5. La periodontitis al ser una enfermedad 

inflamatoria crónica, provoca una pérdida importante de la altura y soporte óseo, y 

consecuente a esto, exposición radicular, aumento en la movilidad dentaria y posterior 

pérdida de las piezas  6–9.  
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La conservación de la altura ósea después de una extracción dentaria tiene un impacto 

significativo en la funcionalidad y apreciación estética del paciente ante futuros tratamientos 

10–12.  

Para obtener resultados favorables en la regeneración y preservación de hueso alveolar, es 

imprescindible recurrir a terapias clínicas más eficaces, particularmente en aplicaciones 

quirúrgicas, implantológicas y periodontales. La respuesta ósea dependerá de la cantidad de 

hueso alveolar perdido, siendo plausible la autoregeneración cuando este volumen sea 

inferior al tamaño crítico. En pérdidas volumétricas superiores, como son 8 mm de diámetro 

y 15 mm de profundidad, el organismo no será capaz de reparar el defecto de manera 

autónoma y formará un tejido cicatricial, sin sus propiedades idóneas 13,14. Es esta la razón 

por la cual actualmente existen tantos esfuerzos reconstructivos en esta área anatómica 

relativamente pequeña 15,16.  

 

2 MARCO TEÓRICO 

2.1 Tratamientos actuales con injertos óseos 

Durante los últimos años se ha ampliado la oferta de tratamientos y materiales para aquellos 

pacientes que requieren ayuda terapéutica en la recuperación del volumen y estructura ósea 

perdida. Entre las opciones de tratamiento están los autoinjertos (Gold Standard, tejido del 

mismo individuo), aloinjertos (tejido proveniente de un individuo de la misma especie), 

xenoinjertos (donador de otra especie) y materiales sintéticos 17,18. La elección del injerto 

dependerá del tamaño del defecto a subsanar, la disponibilidad ósea, su costo y propiedades, 

entre otros 19.  

 

Figura 2. Ejemplos de reparación de defectos óseos en huesos maxilares con material particulado. 



7 

 

Los injertos óseos cumplen una función mecánica y una función biológica en la zona a 

reparar. La función mecánica corresponde al soporte brindado frente a cargas. La función 

biológica promueve la generación, el crecimiento y la maduración de nuevos tejidos óseos. 

La importancia de cada una de sus funciones estará dada por el resultado clínico deseado 20.  

Además de las dos funciones mencionadas, un injerto óseo ideal debiese poseer tres 

propiedades que determinarán su mejor o peor desempeño e integración: 18,21 

• Osteogénesis: es la capacidad de las células osteoblásticas para producir un nuevo tejido 

óseo. Requiere la presencia células capaces de generar hueso. Es más eficaz en hueso 

esponjoso que en hueso corticalizado, debido a la rápida revascularización del primero. 

• Osteoinducción: habilidad de un biomaterial u otro agente bioactivo para estimular el 

proceso de diferenciación de células madre mesenquimales hacia el linaje osteoblástico 

(condroblastos y osteoblastos). La diferenciación y el reclutamiento son modulados por 

factores de crecimiento derivados de la matriz del injerto, cuya actividad es estimulada al 

extraer el mineral óseo. Entre los factores de crecimiento se encuentran las proteínas 

morfogenéticas óseas 2, 4 y 7, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, interleucinas, 

factor de crecimiento fibroblástico, factores de crecimiento pseudoinsulínico, factores 

estimuladores de las colonias de granulocitos y factores estimuladores de las colonias de 

macrófagos. También se liberan factores angiogénicos, como el factor de crecimiento 

vascular derivado del endotelio y la angiogenina. Esta fase comienza 2 semanas después de 

la cirugía y alcanza un máximo entre la sexta semana y los 6 meses. 

• Osteoconducción: capacidad de un biomaterial para facilitar y guiar la formación del tejido 

óseo en su superficie, poros o canales. Es un proceso lento y prolongado en el que tiene lugar 

un crecimiento tridimensional de capilares, tejido perivascular y células madre 

mesenquimales, desde la zona receptora del huésped hacia el injerto. Este andamiaje permite 

absorción y formación de hueso nuevo mediante un patrón ya formado, determinado por la 

biología del injerto y el entorno biomecánico del mismo. 

De los injertos disponibles en el mercado, el más utilizado es el autoinjerto, seguido por los 

aloinjertos, xenoinjertos y el uso de materiales sintéticos o aloplásticos 17,18. Sin embargo, 

cabe señalar que la mayoría presenta limitaciones, como la cantidad de injerto disponible, 

riesgo de morbilidad post quirúrgica en la zona donadora y/o receptora (dolor, infección, 
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hemorragia, lesión neurológica), posible transmisión de virus y enfermedades, etc. 19,22. Con 

la finalidad de superar las desventajas de los injertos es que en las últimas décadas se han 

desarrollado materiales sintéticos con propiedades bioactivas.  

Tabla 1. Materiales de Injerto Óseo. Tomado de Nasr et al. 1999103 

MATERIALES DE INJERTO ÓSEO 

HUESO HUMANO AUTOINJERTOS: 

 Intraoral 

 Extraoral  

ALOINJERTOS: 

 Hueso fresco congelado 

 Hueso liofilizado 

 Hueso liofilizado desmineralizado 

SUSTITUTOS ÓSEOS XENOINJERTOS: 

 Hidroxiapatita derivada de hueso bovino 

 Carbonato de calcio coralino 

INJERTOS ALOPLÁSTICOS: 

 Polímeros 

 Biocerámicas: fosfatos tricálcicos, hidroxiapatita 

 Vidrios Bioactivos 

 

Las biocerámicas sintéticas son probablemente los materiales más exitosamente 

desarrollados para la reparación de tejido óseo 23–25. Estos materiales incluyen a los fosfatos 

tricálcicos (TCP), fosfato de calcio amorfo (ACP), fosfato octacálcico (OCP) e hidroxiapatita 

(HA), sin embargo, la mayoría de los fosfatos de calcio/cerámicas sólo presentan propiedades 

osteoconductoras, pero generalmente no poseen propiedades osteoinductoras26,27. Entre las 

biocerámicas, el vidrio bioactivo (BG) es el biomaterial que más destaca, exhibiendo 

propiedades osteoconductoras y osteoinductoras, ya que promueve químicamente la 

formación de apatita similar al hueso en contacto con fluidos fisiológicos, mientras que sus 

productos de disolución iónica inducen la diferenciación de las células madre en osteoblastos 

28,29. Sin embargo, en el transcurso de las últimas décadas la literatura no reporta el desarrollo 

de nuevos materiales sintéticos osteoinductores, es decir, con capacidad de inducir la 

diferenciación celular a linaje osteogénico. Por lo señalado es de gran relevancia explorar el 

desarrollo de nuevos materiales con propiedades bioactivas avanzadas para la regeneración 

de tejido óseo. 
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2.2 Nuevas Alternativas: Ingeniería de Tejidos (IT) 

Como alternativa a las terapias convencionales, actualmente se investigan nuevas alternativas 

basadas en ingeniería de tejidos (IT). La IT es un campo multidisciplinario que toma 

elementos de las ciencias de la ingeniería, ciencias biológicas y biomédicas. Dentro de sus 

objetivos se encuentra desarrollar tratamientos para la regeneración de los tejidos del cuerpo 

que no tienen capacidad regenerativa, controlando células con el potencial de proliferación y 

diferenciación 30. 

La ingeniería de tejidos involucra tres pilares de la medicina regenerativa (Figura 3), que 

son células madre indiferenciadas, materiales diseñados para sostener y guiar la aposición de 

tejido en las tres dimensiones del espacio (andamios), y factores bioactivos capaces de 

inducir fenómenos de diferenciación celular 31–33. 

 

Figura 3. Esquema de los principios de la Ingeniería de Tejidos y su interrelación. 

El objetivo final de estos tres elementos interrelacionados es la formación de un constructo 

bioactivo que se integra al sitio con pérdida de tejido, que cumple con los tres atributos 

principales necesarios para la regeneración ósea: osteogénesis, osteoinducción y 

osteoconductividad 34. 

Ingeniería 
de Tejidos

CÉLULAS MADRE

(potencial 
osteogénico dado 

por células 
progenitoras) 

ANDAMIO

(osteoconductividad 
de andamios 
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2.3 Ingeniería de Tejidos y Nanotecnología 

La ingeniería de tejidos, en colaboración con la nanotecnología, ha generado avances en la 

búsqueda y síntesis de materiales que compartan características de propias del huésped para 

promover la regeneración tisular con resultados clínicos favorables, como la creación de 

partículas nanométricas con propiedades osteoinductoras mejoradas respecto a sus 

equivalentes de mayor escala, entre las que encontramos la hidroxiapatita nanométrica (nHA) 

y el vidrio bioactivo nanométrico (nBG). 

La nanotecnología se define como “la creación de materiales, dispositivos y sistemas 

funcionales con al menos una dimensión en la escala nanométrica (1-100 nm), y explotación 

de nuevos fenómenos y propiedades (físicas, químicas y biológicas) a esa escala 35. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Se representan elementos dentro de la escala nanométrica. Imagen extraída de Químicas Thái 36. 
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Los nanomateriales poseen propiedades únicas de superficie (topografía, química, 

humectabilidad y energía de superficie), debido a un incremento significativo en su área, 

rugosidad y energía superficial, lo que se evidencia en una mayor reactividad química, en 

comparación con materiales micrométricos 37. Estas propiedades de superficie median la 

adsorción específica de proteínas y la bioactividad celular, dirigiendo su proliferación y 

diferenciación, la producción y organización de la matriz extracelular 38. Estudios previos 

han demostrado que los materiales nanoestructurados pueden promover mayor cantidad de 

interacciones específicas de proteínas para estimular de manera eficaz el crecimiento de 

hueso nuevo, en comparación con los materiales convencionales. Todos estos mecanismos 

son clave para entender por qué los nanomateriales tendrían propiedades superiores al 

estimular la regeneración ósea 39. En diversos estudios de nHA y nBG, se ha demostrado un 

mejor desempeño en sus propiedades bioactivas de reparación de tejido óseo, comparado con 

sus contrapartes a microescala. Esto se explica debido a que partículas más pequeñas se 

disuelven más rápido que las de mayor tamaño de la misma composición química, gracias a 

la exposición de una mayor área superficial al ambiente biológico y a un mayor número de 

defectos presentes en la estructura del material 40,41. Es por esta razón que el diseño y/o 

modificación de estructuras a nivel nanométrico puede conducir a nuevos biomateriales con 

propiedades osteoestimuladoras avanzadas. 

 

2.4 Alternativas sintéticas: Zeolitas 

Las zeolitas son materiales cristalinos, nanoporosos, inorgánicos naturales o sintéticos 

ampliamente utilizados en áreas tan diversas como catalizador en la industria de refinación 

de petróleo y petroquímica, como adsorbente para la separación o remoción de gases y 

contaminantes ambientales, en la agricultura, alimentación, entre otros 42. El término zeolita 

viene del griego zéo (hervir) y líthos (piedra) que quiere decir “piedra que hierve”. Las 

zeolitas conforman una familia de minerales aluminosilicatos hidratados cristalinos que 

presentan micro cavidades dentro de sus cristales y que pueden ser representadas por la 

siguiente fórmula 43,44: 

                                                           MnAlxSiyO2(x+y) • wH2O 
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donde: 

 M, generalmente es un elemento del grupo I o II de la tabla periódica (metales 

alcalinos o alcalinotérreos), representa un catión intercambiable de valencia n.  

 x es el número de Al (aluminio),  

 y es el número de Si (silicio),  

 w son moléculas de H2O (agua). 

Figura 5. Representación esquemática de la estructura cristalina de una zeolita. Se muestra la estructura 

compuesta por poros y cavidades de dimensiones nanométricas y su composición química formada por una red 

de átomos de silicio-oxígeno-aluminio. Imagen obtenida de Rota Mining Corporation 45. 

 

Es la estructura química de la zeolita la que le otorga sus propiedades más relevantes que son 

porosidad, capacidad de adsorción e intercambio iónico. 

a) Porosidad: Las zeolitas son formadas por canales y cavidades regulares y 

uniformes de dimensiones nano y sub-nanométrica (0,3 a 2 nm). Este tipo de 

estructura nanoporosa hace que las zeolitas presenten una elevada área 

superficial 46. 

 

b) Adsorción: Los canales centrales de entrada y las cavidades de las zeolitas se 

encuentran ocupados por moléculas de agua que forman esferas de hidratación 

alrededor de dos cationes cambiables. Si el agua es eliminada y las moléculas 

tienen diámetros seccionales suficientemente pequeños para que estas pasen a 

través de los canales de entrada, entonces son fácilmente adsorbidos en los 

canales deshidratados y cavidades centrales. Las moléculas demasiado grandes 

no pasan dentro de las cavidades centrales y se excluyen, dando origen a la 

propiedad de tamiz molecular 44. 
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c) Intercambio iónico: Se considera una propiedad intrínseca de estos materiales 

pues es el producto de la sustitución isomórfica de los átomos de silicio de su 

estructura cristalina por otros átomos. En el caso de las zeolitas esta sustitución 

ocurre por átomos tetravalentes de aluminio lo que produce una carga neta 

negativa en la estructura que se compensa por cationes extrared. Esto también 

es una manifestación de su naturaleza de estructura cristalina microporosa, pues 

las dimensiones de sus cavidades y de los cationes que se intercambian 

determinan el curso del proceso. Una alta capacidad de intercambio iónico 

corresponde a zeolitas con baja relación SiO2/Al2O3 (óxido de silicio/óxido de 

aluminio) 47. 

Es por estas propiedades que en la actualidad las zeolitas son también sintetizadas, 

reconociéndose alrededor de 150 zeolitas sintéticas y 140 tipos de zeolitas naturales 43. Las 

zeolitas de origen natural se utilizan en aplicaciones médicas como desintoxicante 

(Detoxsan®), antidiarreico (Enterex®), antimicrobiano (dopado con Zn o Ag), antioxidante 

e inmunoestimulante 48,49. Las revisiones críticas de la evidencia científica concluyen que la 

zeolita puede considerarse segura para el consumo in vivo y es un material único con una 

variedad de efectos altamente positivos en la salud humana y animal, incluidos los efectos 

inmunomoduladores, antioxidantes y antimicrobianos 50,51. Sin embargo, su uso como 

biomaterial de injerto o de reparación ósea se ha estudiado escasamente 52–54.  

Los estudios relacionados con el uso directo de zeolita como biomaterial cerámico de 

reparación ósea no se encuentran en la literatura, aunque algunos trabajos reportados han 

explorado en el uso de zeolitas como relleno bioactivo para la elaboración de andamios 

nanocompuestos 55,56 y para mejorar la oseointegración del titanio. Bedi y cols., 2009, 

estudiaron la preparación de recubrimientos de zeolitas MFI (ZSM-5) altas en sílice para 

prevenir la corrosión superficial de implantes de titanio. La película de zeolita eliminó la 

liberación de iones citotóxicos del titanio y promovió la adhesión y proliferación de células 

madre, lo que confirma la citocompatibilidad del recubrimiento MFI 53. Yan y su grupo de 

investigación, 2011, descubrieron que la superficie de titanio revestida con 

MFI/hidroxiapatita aumentaba la expresión del gen de la proteína morfogenética ósea (BMP-

2) y de Runx-2 57. Li y cols., 2015, probaron in vivo la eficacia del recubrimiento MFI de 
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sílice pura aplicado sobre implantes de titanio, demostrando que el recubrimiento MFI mejora 

la osteointegración del implante en defectos femorales de conejo 58. 

Aunque la película de zeolita MFI aparece como material de recubrimiento promisorio para 

la mejora de la osteointegración de implantes de titanio, el uso de zeolitas como injerto o 

biomaterial de reparación ósea ha sido poco estudiado. Hao y cols., 2019, encontraron que 

las espumas de SiC recubiertas con zeolita ZSM-2 aumentan la adhesión, proliferación y 

diferenciación de los osteoblastos primarios55. Wang y cols., 2018, usando andamios de 

titanio poroso impresos en 3D recubierto con zeolita-A modificada con estroncio, observó 

una mejor formación de apatita en el fluido corporal simulado (SBF) y mayor actividad de la 

fosfatasa alcalina (ALP) in vitro, y formación de hueso nuevo alrededor del implante56. 

A pesar de que hasta ahora solo se ha estudiado un número reducido de tipos de zeolitas en 

aplicaciones relacionadas con el tejido óseo, existen casi 300 tipos de estructuras de zeolitas, 

con diferentes propiedades químicas y físicas que dependen en gran medida de la forma y 

tamaño de sus poros, área superficial, química de la superficie, composición de la estructura, 

tamaño de cristal / partícula y cationes compensadores (Structure Commission of the 

International Zeolite Association, IZA, 2017) 59.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Tabla con los tipos de estructuras de zeolitas conocidos hasta la fecha. Las diferentes estructuras 

cristalinas que existen de zeolita se designan con un código de tres letras. Estas estructuras pueden corresponder 

a zeolitas de origen natural o sintético. Imagen obtenida del Atlas of Zeolite Framework Types 59. 
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El diseño racional de nuevos biomateriales óseos basados en zeolitas debe llevarse a cabo 

cuidadosamente considerando las variables que influyen en los mecanismos de regeneración 

del tejido óseo. En el caso de los biomateriales cerámicos, la reparación ósea puede 

estimularse a través de varias vías (químicas, biológicas y físicas) involucradas en el proceso 

de regeneración de tejidos. La capacidad de un material para promover la formación de 

hidroxiapatita similar al hueso en contacto con los fluidos fisiológicos es el primer 

mecanismo por el cual actúan los vidrios bioactivos (BG) y otras biocerámicas 60. Este 

mecanismo acelular implica reacciones de disolución e intercambio iónico en la superficie 

del vidrio, pérdida de especies de sílice soluble, formación de una capa rica en SiO2, 

precipitación de iones Ca2+ y PO4 
3- para formar un fosfato de calcio amorfo, que se 

transforma en una fase de apatita más estable termodinámicamente 61,62. La capacidad de 

algunos materiales a base de sílice para producir este tipo de reacciones químicas fisiológicas 

depende principalmente de su reactividad superficial, composición química, solubilidad, área 

superficial y porosidad. Las zeolitas tradicionales son aluminosilicatos cristalinos (SiAl) 

(M2/nO ⋅ Al2O3 ⋅ ySiO2 ⋅wH2O) con una carga negativa equilibrada por cationes no 

estructurales (M). La ausencia de iones Ca2+ y PO4 
3- en la estructura de las zeolitas 

tradicionales es una limitante para facilitar la formación acelular de hidroxiapatita 

(Ca10(PO4)6(OH)2). Sin embargo, las zeolitas de alúminofosfato (AlPO4) (xR ⋅ Al2O3 ⋅ 1.0 ± 

0.2 P2O5 ⋅ yH2O) pueden sintetizarse por ensamblaje cooperativo entre un fosfato inorgánico 

y un agente director de estructura orgánico (SDA) 63.  

 

               

Figura 7. Representación gráfica de la estructura de una zeolita. Se puede observar que la carga negativa de las 

zeolitas se estabiliza con la presencia de cationes al interior de sus poros. 
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En las zeolitas de AlPO4, cada tetraedro de AlO4 cargado negativamente se equilibra con un 

tetraedro de PO4 cargado positivamente. Otras variantes incluyen las estructuras de zeolita 

de sílicoaluminofosfato (SAPO) en las que el Si sustituye algo de P en la estructura de AlPO4; 

cada Si añadido necesita un catión no estructural (M) para equilibrar la carga en la estructura 

64. Por lo tanto, la presencia de PO4 en la estructura de las zeolitas SAPO, junto con una 

estructura rica en sílice que contiene grupos hidroxilo de superficie, los convierte en 

materiales candidatos para exhibir la capacidad de formar apatita en contacto con fluidos 

fisiológicos. Un segundo mecanismo que podría presentar una zeolita para estimular la 

regeneración del tejido óseo es la activación de vías genéticas relacionadas con el proceso de 

diferenciación celular osteogénica. El silicio (Si) es un elemento importante que aumenta 

la regulación de varios genes implicados en la diferenciación de células madre a células del 

linaje osteogénico 29,65. Concentraciones específicas de Si soluble recrean un ambiente 

extracelular que permite la expresión fenotípica de osteoblastos y la mineralización ósea. En 

contraste con las zeolitas SiAl y AlPO4 altamente estables, las zeolitas SAPO han demostrado 

tener una menor estabilidad química 66, lo que facilitaría la liberación de las especies iónicas 

bioactivas. La disolución del material se produce debido a la hidrólisis del enlace –Si–O–Al– 

y –Si–O–P–. Una tercera característica de las zeolitas SAPO es la posibilidad de ser 

modificadas con cationes metálicos bioactivos.  

 

 

Figura 8. Estructura tridimensional de zeolita SAPO-34 (CHA); estructura 3D de zeolita SAPO-5 (AFI). Se 

observa que SAPO-34 tiene forma cúbica (izquierda), mientras que SAPO-5 tiene forma hexagonal (derecha). 

a) b) 
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La zeolita Ca-SAPO con iones Ca2+ en sitios no estructurales o extrared, podría prepararse 

mediante intercambio iónico a partir de la forma H-SAPO, e incluso metales podrían 

incorporarse al interior de la estructura SAPO (intrared) sintetizando las denominadas 

zeolitas MeSAPO 67. En este tipo de zeolitas Al, P o Si experimentan una sustitución 

isomórfica por cationes mono y bivalentes (Mg, Co, Zn, Li o Be) que se incorporan como 

óxidos tetraédricos de estructura. Por tanto, podrían producirse zeolitas SAPO que contengan 

cationes relacionados con la osteogénesis. El litio es un elemento con propiedades para 

estimular los mecanismos celulares de formación de tejido óseo. La aplicación local de litio 

mejora la consolidación ósea aumentando la densidad mineral ósea o acelerando el proceso 

de formación ósea 68. Se ha reportado que los iones Li+ liberados de las nanopartículas de 

carbonato de litio aumentan la actividad ALP 69, que es un marcador importante del proceso 

de diferenciación osteogénica que se produce cuando las células formadoras de hueso 

depositan la matriz extracelular ósea. Por tanto, las zeolitas SAPO que contienen Si, con Li 

o Ca incorporados como cationes compensadores (Me-SAPO) o estructurales (MeSAPO) 

podrían ser materiales avanzados potencialmente osteoinductores. Además de la influencia 

de las propiedades químicas de las zeolitas, sus propiedades físicas, como la nanoporosidad, 

el área superficial y el tamaño/morfología de los cristales, también se pueden aprovechar para 

producir osteoinducción. Los tipos de estructura de zeolita se caracterizan por una 

disposición de canales y cavidades (topología) con aberturas de poros de tamaño y forma 

definidos. La alta área superficial generada por topografías porosas favorece el proceso de 

adhesión celular sobre el biomaterial. Las células se adhieren al sustrato utilizando el 

complejo de integrina transmembrana (adhesión focal) a las proteínas de la matriz 

extracelular (MEC) adsorbidas en el biomaterial 70. Este proceso, llamado 

mecanotransducción, ocurre cuando las células convierten un estímulo mecánico de la 

nanoarquitectura del material en una respuesta química. Cualquier cambio físico en el 

entorno celular influye en las fuerzas generadas por el citoesqueleto que se transfieren 

directamente al núcleo. La evidencia indica que las señales mecánicas de las superficies 

nanoestructuradas pueden transmitirse vía integrinas a través del citoesqueleto hasta el 

núcleo, afectando la expresión de factores de transcripción relacionados con los huesos 71,72. 

Así, la arquitectura nanoporosa de las zeolitas puede ser también un factor que favorezca 

fuertemente el desarrollo de propiedades osteoinductoras a través de un proceso mediado por 

mecanotransducción. En el caso de las zeolitas SAPO, existen más de 16 estructuras 
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nano/subnanoporosas que incluyen SAPO-34 con aberturas porosas de anillos de 8 miembros 

(CHA, 0,4 - 0,43 nm), SAPO-37 con anillos de 12 miembros (FAU, 0,74 nm) y SAPO- 5 

(AFI, 0,73 nm) o Si-VPI-5 con poros grandes de 18 miembros por anillo (VFI, 1,25 nm) 73. 

De esta forma, la evaluación de zeolitas con diferente nanotopografía (SAPO-34 y SAPO-5) 

podría producir una respuesta celular diferente en términos de adhesión, proliferación y 

diferenciación osteogénica. El tamaño y la forma de los cristales de zeolita también es un 

factor que afecta la bioactividad del material. Se ha demostrado que el BG con un tamaño de 

partícula nanométrico exhibe propiedades regenerativas óseas superiores al micro-BG 74. Los 

cristales más pequeños se disuelven con mayor facilidad y rapidez que los más grandes, lo 

que aumenta la producción de productos iónicos bioactivos y, en consecuencia, acelera el 

proceso de regeneración tisular. Aunque las zeolitas tradicionales tienen un tamaño de 

partícula micrométrico, el control cuidadoso de las condiciones de síntesis facilita la 

formación de cristales de zeolita nanométricos (<100 nm), como las nanopartículas de zeolita 

ZSM-2 75–77. Otra estrategia para producir zeolitas con tamaño de partícula nanodimensional 

es la preparación de nanoláminas de zeolitas, que exhiben una estructura nanoporosa en 2D. 

Aunque la preparación de las nanoláminas SAPO-5 y SAPO-34 ha sido estudiada en 

aplicaciones catalíticas 78–80, la obtención de nanoláminas Me-SAPO-5 o Me-SAPO-34 que 

contengan metales en su estructura no ha sido reportada hasta ahora. La importancia de 

estudiar partículas de zeolita Me-SAPO con morfología nanolaminar es que estas 

nanopartículas con propiedades osteoinductoras serán incorporadas en futuros trabajos en 

matrices poliméricas para la elaboración de andamios de ingeniería de tejidos utilizando 

impresión 3D. La morfología laminar de las nanozeolitas favorecerá su dispersión e 

interacción interfacial con el polímero, debido a la mayor razón de aspecto 

(superficie/volumen) o área superficial de la partícula 46. De este modo, la síntesis de 

nanoláminas de zeolita SAPO-5 y SAPO-34 modificadas con cationes bioactivos como 

calcio y litio permitiría producir nanopartículas con diferentes propiedades osteoinductoras, 

producto de su distinta composición química, nanotopografía, tamaño y morfología de las 

partículas, factores que influyen y modulan la respuesta celular. 

Teniendo en cuenta la evidencia científica y los antecedentes expuestos, en este trabajo de 

tesis se propone estudiar la síntesis de zeolitas osteoinductoras, preparando nanozeolitas 

sílicoaluminofosfato (SAPO) con nanotopografías SAPO-34 (anillos de 12 átomos y poros 
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de 0,73 nm) y SAPO-5 (anillos de 8 átomos y poros de 0,43 nm), utilizando composiciones 

modificadas con los elementos calcio y litio, y con morfología de partícula nanolaminar. 
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3 HIPÓTESIS 

3 Hipótesis 

La síntesis de zeolitas sílicoaluminofosfato con nanotopografía SAPO-5 o SAPO-34, 

modificadas con calcio o litio y con morfología nanolaminar permite producir zeolitas con 

propiedades osteoinductoras in vitro. 
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4 OBJETIVOS 

4.1. Objetivo General 

Evaluar las propiedades osteoinductoras de nanozeolitas silicoaluminofosfato sintetizadas 

con nanotopografía SAPO-5 y SAPO-34, modificadas con calcio o litio y con morfología 

nanolaminar. 

 

 

4.2. Objetivos Específicos 

1. Sintetizar y caracterizar nanozeolitas silicoaluminofosfato con diferente 

nanotopografía, modificadas con calcio o litio y con morfología nanolaminar. 

2. Evaluar la bioactividad in vitro de las nanozeolitas mediante el ensayo en fluido 

fisiológico simulado (SBF). 

3. Evaluar la citocompatibilidad de nanozeolitas con células preosteoblástica MC3T3. 

4. Evaluar la capacidad de nanozeolitas para inducir la diferenciación osteogénica de 

células preosteoblástica MC3T3. 
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5 MATERIALES Y MÉTODOS  

5.1 Síntesis de zeolitas SAPO. 

5.1.1 Síntesis de zeolitas Me-SAPO-5. 

La síntesis de zeolitas SAPO-5 con un metal (Me) intrared (Me-SAPO-5) se realizó mediante 

el método hidrotermal, utilizando trietanolamina (TEA) como agente orgánico director de 

estructura y utilizando acetato de litio (Li(CH3COO), MW:158,17g/mol, SIGMA) y acetato 

de calcio (Ca(CH3COO)2, MW:65,99g/mol, SIGMA) como precursores del metal (Me). Con 

el propósito de obtener la estructura cristalina y tamaño nanométrico deseado para la zeolita 

Me-SAPO-5, se estudiaron las siguientes condiciones de síntesis: 

 

Tabla 2. Secuencia de síntesis de zeolitas Me-SAPO-5. 

Síntesis Zeolita Composición Tiempo Temperatura 

S1 Me-SAPO-5 0,5 Al2O3:1,0 P2O5:0,5 SiO2:1,5 TEA:50 H2O:0,04 MeOx 24 h 200 ºC 

S2 Me-SAPO-5 0,5 Al2O3:1,0 P2O5:0,5 SiO2:1,5 TEA:50 H2O:0,04 MeOx 48 h 200 ºC 

S3 Me-SAPO-5 1,0 Al2O3 :1,0 P2O5:0,4 SiO2:1,2 TEA:60 H2O:0,009 MeOx 24 h 200 ºC 

 

Para una síntesis típica de Me-SAPO-5 se diluyó ácido fosfórico concentrado H3PO4 (85% 

SUPELCO) en agua destilada. Seguidamente, se disolvió el isopropóxido de aluminio 

(Al[OCH(CH3)2]3, MW: 204,24 g/mol, SIGMA) en el ácido diluido, y luego se disolvió  la 

masa correspondiente de la sal del metal. A continuación, se añadió 1,96 mL de LUDOX 

AS-40 (MW: 60,08 g/mol, suspensión de SiO2 40% en agua, ALDRICH), y seguidamente 7 

mL de TEA (MW: 101,19 g/mol, trietanolamina C6H15NO3 SIGMA-ALDRICH). La mezcla 

final se agitó durante 60 minutos (agitación magnética) a temperatura ambiente antes de 

transferirse a reactores autoclaves de acero inoxidable con vaso de teflón de 100 mL, para 

luego ser sometido un período hidrotermal a 200 °C durante 24 h o 48 h en una estufa (LEF-

103S-1, Dahian LabTech Co. Ltd.). Una vez completado el periodo hidrotermal, el producto 

sólido de síntesis se separó del líquido y se purificó mediante 6 ciclos de lavados-redispersión 

con agua destilada mediante centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos. Completado el 

lavado, el contenido sólido de cada tubo de centrífuga se traspasó a una cápsula de porcelana 

y secado en una estufa a 80 °C por 12 horas. Las muestras secas fueron luego calcinadas a 

550 °C por 6 horas usando una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en una mufla marca 

LabTech. De esta forma se obtuvieron las zeolitas Ca-SAPO-5 y Li-SAPO-5. 
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Figura 9. Esquema de la secuencia de síntesis de ambas zeolitas estudiadas, SAPO-5 y SAPO-34. 

 

Este mismo procedimiento de síntesis se utilizó para preparar zeolita SAPO-5 (zeolita 

control, sin metal intrared) excepto que no se agregó la sal del metal correspondiente. Por 

otra parte, la zeolita óptima de SAPO-5 también se preparó con los cationes metálicos 

extrared en su superficie. Para este propósito, en un matraz Erlenmeyer se contactó 1 gr de 

zeolita con 100 mL de solución de concentración 0,1 M de ion calcio o litio bajo agitación 

magnética por 24 h a temperatura ambiente.  Completado el tiempo, las zeolitas fueron 

lavadas con agua destilada y purificadas mediante 6 ciclos de centrifugado-redispersión. Las 

partículas obtenidas fueron secadas a 80 ºC por 12 h en una estufa marca Memmert. De esta 

manera se obtuvieron las zeolitas Ca/Ca-SAPO-5 y Li/Li-SAPO-5. 
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5.1.2 Síntesis de láminas Me-SAPO-34. 

 

Para sintetizar Me-SAPO-34 se utilizó un método hidrotermal similar al descrito 

anteriormente. La composición de la mezcla de síntesis Me-SAPO-34 fue la siguiente: 1,3 

Al2O3 : 0,4 SiO2 : 1,3 P2O5 : 1,3 TEAOH : 90 H2O : 0,0466 MeOx. En la Tabla 3 se detallan 

las diferentes composiciones de síntesis estudiadas para obtener para la obtención de zeolitas 

SAPO-34, en S6 se obtuvo el material con las características adecuadas. 

Se diluyó 3,6 mL de ácido fosfórico concentrado H3PO4 en 25 mL de agua destilada. 

Posteriormente se incorporó 10,9 g de isopropóxido de aluminio C9H21AlO3 y se agregó 

respectivo metal, 0,154 g de Ca(CH3CO2)2, o 0,049 g de Li(CH3CO2)). Luego se añadió 0,92 

mL de LUDOX AS-40, y finalmente 11 mL del precursor, en el caso de las zeolitas SAPO-

34, TEAOH (MW: 147,26 g/mol, hidróxido de tetraetilamonio C8H21NO SIGMA-

ALDRICH). La mezcla final se agitó durante 60 minutos (agitación magnética) y se transfirió 

a un reactor hidrotermal a 200 °C durante 24 h. El producto obtenido se centrifugó en 6 ciclos 

de lavados-redispersión con agua destilada a 12.000 rpm durante 20 minutos, se secó en 

estufa a 80° C por 12 horas, y finalmente se calcinó a 550 °C por 6 horas usando una 

velocidad de calentamiento de 10 °C/min en una mufla marca LabTech. 

 

Tabla 3. Composiciones de síntesis estudiadas para la obtención de zeolitas SAPO-34. 

Síntesis Zeolita Composición Tiempo Temperatura 

S1 Me-SAPO-34 1,0Al2O3:1,15 P2O5:0,55 SiO2:2,0 TEAOH:110 H2O:0,007MeOx 24 h 200 ºC 

S2 Me-SAPO-34 1,0Al2O3:1,15 P2O5:0,55 SiO2:2,0 TEAOH:110H2O:0,007 MeOx 48 h 200 ºC 

S3 Me-SAPO-34 0,5Al2O3:1,2 P2O5:1,0 SiO2:1,5 TEAOH:50 H2O:0,009 MeOx 24 h 200 ºC 

S4 Me-SAPO-34 0,64Al2O:0,6 P2O5:0,19 SiO2:0,64TEAOH:45H2O:0,0235 MeOx 24 h 200 ºC 

S5 Me-SAPO-34 0,64Al2O3:0,6 P2O5:0,19SiO2:0,64TEAOH:45H2O:0,0235 MeOx 120 h 200 ºC 

S6 Me-SAPO-34 1,0Al2O3:1,0 P2O5:0,4 SiO2:1,2 TEAOH:60 H2O:0,009 MeOx 24 h 200 ºC 
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5.2 Caracterización estructural y composicional de las zeolitas. 

Para la identificación de las zeolitas tipo SAPO-5 y SAPO-34 en los productos de síntesis se 

utilizó el análisis de difracción de rayos-X (DRX). La DRX permitió identificar la estructura 

cristalina de la zeolita, esto es la topología (SAPO-34 o SAPO-5) a la cual pertenece y que 

también determina su tamaño de nanoporo. 

 La estructura química de las zeolitas se analizó mediante espectroscopía infrarroja 

transformada de Fourier (FTIR) en el rango 400 cm-1 a 4000 cm-1 utilizando un 

espectrofotómetro infrarrojo marca Agilent, modelo Cary 630. 

El tamaño y la morfología de las partículas de las zeolitas se analizaron mediante microscopia 

electrónica de barrido (SEM) en un microscopio JEOL JSM-IT 300 LV. Para este propósito, 

las partículas de zeolita fueron dispersadas en una solución de etanol al 70%, y sonicadas 

durante 30 min. Desde la parte superior de la solución se tomó una gota y se depositó sobre 

la cinta de carbono del portamuestra hasta la evaporación del alcohol. Posteriormente las 

muestras fueron metalizadas con una capa de oro de 5 nm en un equipo Denton Vacuum desk 

V. Para analizar la composición química de las zeolitas, se utilizó análisis elemental mediante 

espectroscopia de dispersión de rayos – X (EDX) acoplada al mismo microscopio SEM. En 

este caso se analizaron especialmente los contenidos de silicio (Si), aluminio (Al), fósforo 

(P) y calcio (Ca). El litio no es detectable mediante esta técnica debido a la baja energía de 

los rayos X K del átomo (Z=3). La detección y medición de litio en las partículas se realizó 

posteriormente mediante fotometría de llama. Los valores de la concentración de cada 

elemento se informaron como un promedio de cinco mediciones realizadas en la superficie 

de la muestra.  

El área superficial de las zeolitas se determinó mediante sortometría de N2 a 77 K en un 

equipo Quantachrome ASiQwin 5.0. A partir de las isotermas de adsorción de N2 el equipo 

determinó el área superficial BET de cada zeolita.  
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5.3 Ensayo de bioactividad en fluido fisiológico simulado (SBF) 

La capacidad de las zeolitas para inducir la formación de apatita similar al hueso se evaluó 

mediante el ensayo de bioactividad en fluido fisiológico simulado (SBF), que tiene 

concentraciones de iones inorgánicos similares a las del fluido extracelular humano. La 

solución de SBF se preparó como se describe por Kokubo et al. 60 utilizando la composición 

de iones estándar (Na+ 142,0; K+ 5,0; Ca2+ 2,5; Mg2+ 1,5; Cl- 148,0; HCO3
-
 4,2; HPO4

2-
 1,0, 

SO4
2-

 0,5 mM) y pH 7,4. Las zeolitas en polvo se prensaron en una prensa hidráulica marca 

PIKE, modelo CrushIR™, hasta lograr una presión de 9 toneladas para producir pastillas 

circulares (9 mm de diámetro por 2 mm de espesor). Estas pastillas fueron inmersas en 50 

mL de SBF en recipientes de polietileno e incubadas a 36,5 °C utilizando un baño 

termostatizado de agua con agitación horizontal. Después de 3, 7 y 14 días de incubación, las 

pastillas de zeolita se removieron del SBF, se lavaron con agua destilada y se secaron a 60 

ºC. La formación de la fase de apatita en las superficies del material se analizó mediante 

FTIR y SEM / EDX.  

Tabla 4. Reactivos y sus respectivas cantidades utilizados en la preparación de SBF. 

Reactivo SBF para 500 mL 

Agua destilada 450 mL 

NaCl 3,998 g 

NaHCO3 0,175 g 

KCl 0,112 g 

K2HPO4 x 3H2O 0,114 g 

MgCl2 x 6H2O 0,153 g 

HCl 1M 18 mL 

CaCl 0,139 g 

Na2SO4 0,036 g 

(CH2OH)3CNH2 (Buffer TRIS) 3,028 g 

HCl para ajustar pH 7,4 --------- 
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5.4 Ensayo de liberación de iones. 

Los ensayos de liberación de iones de litio y calcio de las zeolitas se realizaron en PBS 

durante 1, 3, 5, 7, 10 y 14 días a 37°C. Para ello se incubaron 0,1 y 0,05 g de zeolitas 

modificadas con catión litio y calcio, respectivamente, con 10 mL de PBS en viales de vidrio 

de 20 ml bajo agitación magnética. Completado cada periodo de tiempo, la mezcla se dejaba 

decantar por 30 minutos para luego analizar la concentración de litio y calcio en el 

sobrenadante. Las mediciones de litio se realizaron en un fotómetro de llama (Jenway PFP7), 

cuyo límite de detección para el litio es ≤ 0,25 ppm. El análisis mediante esta técnica se basa 

en la medida de la emisión espontánea de radiación electromagnética emitida por un elemento 

previamente excitado con el calor de una llama. Cada elemento emite una radiación con una 

longitud de onda específica para el mismo (670 nm en el caso del litio), lo cual proporciona 

información cualitativa de la presencia del elemento en la solución. La intensidad de la 

radiación es proporcional a la concentración del elemento en la muestra. Para medir la 

concentración de calcio en la solución se utilizó un electrodo selectivo de ion calcio (Cole-

Parmer® Cat. No. 27504-06), previamente calibrado con las soluciones estándares 

correspondientes. Un electrodo selectivo de iones (ISE por sus siglas en inglés), es un sensor 

que convierte la actividad de un ion específico disuelto en una solución en un potencial 

eléctrico, el que puede ser medido con un voltímetro. 

 

 

5.5 Ensayo de degradabilidad de zeolitas. 

El grado de degradabilidad de las zeolitas se evaluó mediante mediciones de pérdida de masa 

en medio tamponado TRIS pH 7,4 en 4 tiempos, a los 3, 7, 14 y 28 días de inmersión. Para 

esto, se masaron 0,1 g de las zeolitas sintetizadas, los que se vertieron en tubos Falcon® con 

10 mL de medio tamponado TRIS. Posteriormente, los tubos se dejaron en incubación en 

estufa a 37°C hasta completar los respectivos tiempos de medición. 

 

 

5.6. Ensayo de adsorción de proteínas. 

La capacidad de adsorción de proteínas de las zeolitas se determinó utilizando albúmina 

(seroalbúmina bovina, Thermo Scientific™) y fibrinógeno (plasma humano empobrecido en 

plasminógeno, Merck).  Para ello se contactaron 10 mL de solución de proteína con una 
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concentración de 200 mg/L con 100 mg de zeolita en viales de vidrio y se mantuvieron 

durante 24 h en agitación en un baño termostatizado a 37 °C. Transcurrido este periodo, las 

soluciones fueron traspasadas a tubos Falcon de 15 mL y centrifugadas durante 15 min a 

2600 rpm en una Centrífuga Heraeus™ Labofuge™ 200.  En el sobrenadante obtenido se 

determinó la concentración final de proteínas mediante el método colorimétrico BCA (ácido 

bicinconínico) con el kit de ensayo de proteínas BCA Pierce™. De cada solución se obtuvo 

una alícuota de 100 uL que se sembró en placas de lectura de 96 pocillos y se mezcló por 

partes iguales con el reactivo. Posteriormente, la placa de lectura fue incubada a 60°C durante 

1 h, según instrucciones de fabricante y finalmente se realizó la lectura de un lector de placa 

Elisa. La capacidad de adsorción de proteína de cada zeolita se determinó mediante la 

siguiente expresión: 

 

𝐶𝑎𝑝𝑎𝑐. 𝐴𝑑𝑠. (
𝑚𝑔

𝑔
) =  

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (𝑚𝑔)(𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)−𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (𝑚𝑔) (𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑧𝑒𝑜𝑙𝑖𝑡𝑎 (𝑔)
 

 

 

 

5.7. Ensayos celulares. 

Para evaluar la respuesta celular (viabilidad, adhesión y diferenciación) sobre las zeolitas 

sintetizadas, se utilizó la línea celular preosteoblástica murina MC3T3, ampliamente probada 

como célula modelo en estudios de diferenciación osteogénica 81,82. Como medio de cultivo 

se utilizó α-MEM (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, USA) suplementado con suero fetal 

bovino (FBS) al 10%, antibióticos penicilina, estreptomicina y anfotericina.  

 

 

5.7.1. Ensayo de viabilidad celular. 

Para los experimentos se utilizó una concentración de partículas de zeolita de 250 µg/mL en 

medio de cultivo tamponado con HEPES. Para ello se preparó una suspensión inicial de 

partículas de zeolita de concentración 1750 µg/mL, dispersando 0,0018 g de zeolita 

previamente tratada con luz UV en 1 mL de medio de cultivo. Seguidamente la suspensión 

fue tratada en un baño de ultrasonido por 45 minutos para su dispersión.  
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La viabilidad de las células MC3T3 se evaluó en presencia de cada tipo de zeolita luego de 

3, 7 y 14 días de incubación, utilizando 25 x 103 células por pocillo en placas de 48 pocillos. 

En cada pocillo se incubaron típicamente 100 µL de suspensión de zeolita de concentración 

1750 µg/mL (produce una concentración final de 250 µg/mL), 100 µL de la suspensión de 

células en el medio de cultivo y 100 µL de buffer HEPES 70 mM. Como control positivo se 

incubaron células sin zeolita y como control negativo se incubaron células con una 

concentración de 2000 ppm de iones de plomo provenientes de la sal utilizada (nitrato de 

plomo).  

Completado cada periodo de incubación, se midió la viabilidad celular utilizando el ensayo 

de reducción de la sal de tetrazolio (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-

(4sulfofenil)-2H-tetrazolio) MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 

Assay, Promega) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante 83. Luego de 2 

horas de aplicado el reactivo MTS, se midió la absorbancia a 492 nm en un lector de placa 

para test de Elisa. La absorbancia observada corresponde al producto de reducción de MTS 

(formazán) por las deshidrogenasas mitocondriales de las células viables presentes en el 

cultivo. Se consideró como unidad muestral independiente cada incubación realizada de las 

células con las partículas de zeolita. Estos ensayos se realizaron mediante tres réplicas 

biológicas con tres réplicas técnicas cada una. Los valores se informan como el promedio ± 

desviación estándar del número de réplicas biológicas n=3. 

 

 

5.7.2 Ensayos de adhesión celular. 

La adhesión celular se evaluó mediante microscopia de fluorescencia y microscopía 

electrónica de barrido (SEM) luego de incubar con las zeolitas por 48 horas. 

La morfología de las células adheridas sobre las nanozeolitas se analizó utilizando 

microscopía de fluorescencia. Con el propósito de analizar el citoesqueleto celular, las células 

adheridas sobre las nanozeolitas SAPO fueron fijadas en paraformaldehído (PFA) al 4% en 

PBS durante 20 min a temperatura ambiente, luego se realizaron 3 lavados de 5 minutos de 

duración con PBS. Para la permeabilización y bloqueo celular se preparó una solución de 

NDS (suero normal de burro) al 10% en PBS-tritón al 0.2%, con la cual las células fueron 

incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para la tinción celular se prepararon 

soluciones de tinción DAPI diluida en una proporción 1:2000 en NDS al 1% en PBS, y 
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faloidina en dilución 1:400 con el mismo diluyente. Los portaobjetos fueron incubados con 

ambas soluciones durante 60 min en la oscuridad a temperatura ambiente.  

Las muestras fueron observadas en un microscopio de fluorescencia Zeiss Z2 Axio Observer. 

La cuantificación se realizó utilizando diferentes plugins del programa de manipulación de 

imagen ImageJ. Se aplicó un umbral universal (mín. 4, máx. 30) a las imágenes de un solo 

canal DAPI para núcleos de segmento. Se aplicó el algoritmo de cuenca hidrográfica para 

separar los núcleos en contacto. Los núcleos se contaron de forma automatizada utilizando 

la función “Analizar Partículas” con criterios de tamaño de 100-600 µm2 de área. Se 

excluyeron las células en los bordes 84. 

 

Para el análisis de SEM se elaboraron pastillas de zeolita de 9 mm de diámetro prensando el 

polvo en una prensa hidráulica. Las pastillas de zeolita previo tratamiento con luz UV fueron 

colocadas en el fondo de cada pocillo de la placa de cultivo.  Seguidamente se depositó la 

suspensión de células MC3T3 en la superficie de la pastilla utilizando 25 x 103 células por 

pastilla y pocillo. Luego de un tiempo de incubación de 48 horas, las pastillas fueron 

removidas del medio, lavadas con PBS y las células fijadas con glutaraldehído (2.5%). 

Posteriormente, las muestras fueron sometidas a una deshidratación en concentraciones 

ascendentes de etanol, secadas en un secador de punto crítico de CO2 (Autosamdri®-815) y 

finalmente cubiertas con una película de oro en el metalizador (Denton Desk V sputter 

coater). Seguidamente la morfología de las células adheridas fue examinada en el 

microscopio electrónico de barrido (SEM). 

 

 

5.8 Ensayos de diferenciación celular. 

La capacidad de las zeolitas para estimular la diferenciación osteogénica de las células 

MC3T3 se evaluó cultivando las células con las partículas de zeolita en ausencia de 

suplementos osteogénicos por 7, 14 y 21 días de incubación. Luego de cada periodo de 

incubación se midió la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) de manera cuantitativa 

utilizando el ensayo de desfosforilación colorimétrica con el reactivo p-nitrofenil fosfato 

(pNPP) y cualitativamente mediante tinción NBT (nitro blue tetrazolium) / BCIP (5-Bromo-

4-chloro-3-indolyl fosfato). Para ello una vez completado el tiempo de incubación, se retiró 

el medio de cultivo, las células se lavaron con PBS 1x y se fijaron con una solución de 90% 
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de etanol y 10% de formaldehído  durante 30 s, tras lo cual se fueron lavadas con una solución 

tampón fosfato salino (PBS 1x a 4°C) y se agregó el reactivo pNPP en un buffer de reacción 

compuesto por bicarbonato de sodio 100 mM y MgCl2 1 mM pH 9,6. Al incubar con pNPP 

(incoloro) por 20 min a 37 °C, el pNPP se descompone en presencia de ALP, liberando p-

nitrofenol, que en condiciones fisiológicas pierde un protón generando p-nitrofenolato de 

color amarillo cuya absorbancia se mide a una longitud de onda de 405 nm en un lector de 

placa ELISA. La cantidad de p-nitrofenolato generado es directamente proporcional a la 

actividad de ALP. Se consideró como unidad muestral independiente cada incubación 

realizada de las células con las partículas de zeolita. Estos ensayos se realizaron mediante 

tres réplicas biológicas con tres réplicas técnicas cada una. Los valores se informan como el 

promedio ± desviación estándar del número de réplicas biológicas n=3. 

Complementariamente, la actividad ALP se analizó cualitativamente utilizando la tinción 

NBT (nitro blue tetrazolium) / BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato ptoluidina) y 

registrando imágenes en un microscopio óptico (Zeiss, Primo Star 3). La fosfatasa alcalina 

secretada por las células en actividad osteogénica produce la liberación del grupo fosfato de 

BCIP. Este BCIP desfosforilado se oxida en presencia de NBT, formando un precipitado 

insoluble azul oscuro. Del mismo modo, el NBT reducido forma otro precipitado azul que 

intensifica y se hace más sensible la tinción. 

Adicionalmente, se planificó la cuantificación de otros marcadores de diferenciación 

osteogénica, Runx-2 y Osterix, que intervienen en estadios tempranos y tardíos de este 

proceso. Se trabajó durante aproximadamente 3 meses en este ensayo, planificando 

cuidadosamente su metodología, la cual es muy sensible a la técnica. Pese a los esfuerzos 

realizados, donde se revisaron los protocolos de extracción de material genético, 

concentración celular utilizada, líneas celulares, marcadores kits para ejecución del ensayo, 

etc., no fue posible obtener resultados en este ensayo.  

 

5.9 Análisis estadístico. 

Los datos cuantitativos obtenidos del análisis elemental EDX, de los ensayos de viabilidad 

celular MTS y de diferenciación osteogénica ALP, se analizaron mediante el programa 

OriginPro® 2018 (OriginLab Corporation, USA). Los datos experimentales se informan 

como el promedio ± desviación estándar de un número de experimentos n=3 para las 
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mediciones de EDX. Para los ensayos celulares (MTS y ALP) se consideró como unidad 

muestral independiente cada incubación realizada de las células con las partículas de zeolita. 

Estos ensayos se realizaron mediante tres réplicas biológicas con tres réplicas técnicas cada 

una. Los valores de MTS y ALP se informan como el promedio ± desviación estándar del 

número de réplicas biológicas n=3. 

Para comprobar la normalidad de la distribución de los datos, se realizó la prueba estadística 

de Shapiro-Wilk. Se utilizó un nivel de significancia de 95% (p <0,05). Para comparar las 

medias entre los distintos grupos se realizó la prueba ANOVA de una sola vía y la prueba de 

Tukey con un nivel de significancia de 95% (p < 0,05). 
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RESULTADOS 

6.1 Condiciones de síntesis y caracterización estructural de zeolitas SAPO-5 y SAPO-

34. 

Las condiciones óptimas de composición, tiempo y temperatura obtenidas para la síntesis de 

las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 fueron las siguientes:       

     

Tabla 5. Composiciones óptimas para la síntesis de zeolitas SAPO-5 y SAPO-34. 

 

En la Figura 10a se presenta el análisis DRX de los productos óptimos de síntesis. Los 

patrones de DRX confirman que los productos de síntesis corresponden a las estructuras 

cristalinas de las zeolitas SAPO-5 (estructura AFI, dp = 0,73 nm) y SAPO-34 (estructura 

CHA, dp = 0,38 nm) de acuerdo a la base de datos de patrones DRX de zeolitas 85.Por otra 

parte, las modificaciones de las zeolitas tanto con iones litio como calcio intra y extrared no 

alteró el patrón DRX de las zeolitas. Los análisis de espectroscopia ATR-FTIR (Fig. 8b) 

muestran las señales típicas generadas por la estructura química de las zeolitas. Los peaks a 

470, 790 y 1040 cm-1 corresponden a vibraciones (estiramientos simétricos) de los enlaces 

Si-O-Si o P-O-Si (enlaces T-O-T, donde T es un tetraedro formado por el correspondiente 

átomo), mientras que la señal a 580 cm-1 es atribuida a enlaces Al-O-Si o Al-O-P. Las bandas 

alrededor de 635 y 715 cm-1, son vibraciones producidas por los enlaces T-O-T cuando 

forman parte de los anillos de las zeolitas, mientras que la banda en las zona de los 1000 – 

1200 cm-1 es asignada a estiramientos asimétricos de los enlaces Si-O-Si o P-O-Si 86,87.En el 

caso de las zeolitas modificadas con cationes extrared (Ca/Ca y Li/Li) se observa una 

disminución de la intensidad de las bandas FTIR respecto a las formas no modificadas o solo 

con cationes intrared, sin embargo, los patrones DRX no presentan estas diferencias, por lo 

que no se podrían atribuir a un cambio en la estructura cristalina de la zeolita, pero sí a algún 

tipo de interacción química entre los cationes extrared con los enlaces antes señalados.   

 

Síntesis Zeolita Composición Tiempo Temperatura 

S3 Me-SAPO-5 1,0 Al2O3 :1,0 P2O5:0,4 SiO2: 1,2 TEA:60 H2O:0,009 MeOx 24 h 200 ºC 

S6 Me-SAPO-34 1,0Al2O3:1,0 P2O5:0,4 SiO2:1,2 TEAOH:60 H2O:0,009 MeOx 24 h 200 ºC 
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Fig. 10. a) Patrones DRX y b) espectro-análisis FTIR de las zeolitas SAPO estudiadas.  
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Las zeolitas también fueron examinadas mediante microscopia SEM (Fig. 11). Se puede 

observar que los cristales de zeolita SAPO-5 tienen una morfología hexagonal y laminar, con 

espesores de orden nanométrico (nanoláminas 70 – 170 nm), mientras que los cristales de 

zeolita SAPO-34 son también nanolaminares (espesores  43 – 130 nm) pero con morfología 

cúbica. 

 

  

Fig. 11. Imágenes SEM de partículas de zeolita SAPO-5 y SAPO-34 sintetizadas en las condiciones óptimas 

(24 h a 200 ºC). 

 

SAPO-34 
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En la Tabla 6 se resumen el tamaño promedio de la dimensión nanométrica (espesor del 

cristal) de las partículas laminares de zeolita, los que se encuentra comprendidas entre 43 y 

170 nm dependiendo de la topografía y composición química de la zeolita. 

 

Tabla 6. Dimensión nanométrica de las partículas de zeolita determinada mediante microscopia SEM. 

 

El análisis composicional EDX (Fig. 12) muestra que las zeolitas están compuestas 

fundamentalmente de los elementos Si, Al y P confirmando su naturaleza sílico-alúmino-

fosfato (SAPO), además de contener Ca como elemento intrared (Ca-SAPO). El mapeo EDX 

también muestra cómo la densidad de átomos de Al y P en las zeolitas es mayor que la de Si. 

 

a) 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zeolitas SAPO-5 Dimensión nanométrica (nm) 

SAPO-5 84,8 

Li-SAPO-5 130,8 

Ca-SAPO-5 88,3 

Li/Li-SAPO-5 171,2 

Ca/Ca-SAPO-5 71,6 

Zeolitas SAPO-34 Dimensión nanométrica (nm) 

SAPO-34 43,2 

Li-SAPO-34 66,2 

Ca-SAPO-34 130,4 

Li/Li-SAPO-34 67,4 

Ca/Ca-SAPO-34 81,9 
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b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Espectros EDX, contenidos en peso (%) y mapeo EDX de los elementos que componen las zeolitas 

Ca-SAPO-5 (a) y Ca-SAPO-34 (b).  

 

 

 

En la Tabla 7 se presentan los contenidos de cada elemento determinado mediante EDX para 

todos los tipos de zeolita estudiadas. Puesto que la técnica EDX no detecta litio, el contenido 

de este elemento se determinó mediante fotometría de llama. Estos análisis confirman que 

los cationes Ca y Li fueron incorporados tanto en la red interna de la zeolita (Ca - o Li – 

SAPO) como de manera extrared en su superficie (Ca/Ca o Li/Li – SAPO). Se detectaron 

también concentraciones de carbono, que podría provenir de los compuestos orgánicos 

utilizados en la síntesis de las zeolitas. 

 

 



38 

 

Tabla 7. Contenidos de elementos en las zeolitas medidos mediante EDX. Li*: el contenido de litio de las 

partículas se determinó mediante fotometría de llama, este dato se midió en 6 tiempos (1, 3, 5, 7, 10 y 14 días). 

Los datos expresados corresponden al promedio de las mediciones y se expresan como ppm.  

 Si (% m) Al P O C Ca Li* 

SAPO-5 0,6 10,4 8,8 61,1 19,1 - - 

Li-SAPO-5 0,9 13,4 13,1 58,1 14,5 - 0,5 

Ca-SAPO-5 1,0 16,2 15,6 65,8 1,3 0,1 - 

Li/Li-SAPO-5 0,9 13,3 11,7 62,1 12,2 - 0,6 

Ca/Ca-SAPO-5 0,8 5,0 3,5 51,4 39,2 0,1 - 

SAPO-34 1,2 8,4 6,1 63,2 21,1 - - 

Li-SAPO-34 0,9 9,3 6,9 61,8 21,0 - 0,5 

Ca-SAPO-34 1,4 9,1 7,8 52,7 29,0 0,1 - 

Li/Li-SAPO-34 0,4 8,4 5,8 59,3 26,1 - 0,6 

Ca/Ca-SAPO-34 0,3 4,1 2,8 54,1 38,7 0,1 - 

 

 

En la Figura 13 se muestran los valores de área superficial BET y las correspondientes 

isotermas de adsorción de N2 obtenidas para cada tipo de zeolita. Se encontró que las zeolitas 

SAPO-34 presentan valores de área superficial entre 300 – 400 m2/g mientras que las zeolitas 

SAPO-5 presentan valores entre 34 – 130 m2/g.  Ambos tipos de zeolita exhibieron isotermas 

tipo I/IV (clasificación IUPAC) propia de materiales microporosos (Tipo I) con presencia de 

mesoporos o espacios interpartícula (Tipo IV) (adsorción a P/Po cercano a 1,0). Las zeolitas 

SAPO-5 presentan una adsorción de tipo IV más intensa que las SAPO-34. 
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Figura 13. Área superficial BET de las zeolitas SAPO estudiadas (a) e isotermas de adsorción de N2 de zeolitas 

SAPO-5 (b) y SAPO-34 (c). 

 

 

6.2 Evaluación de la capacidad de formación de apatita en líquido corporal simulado 

(SBF). 

El ensayo SBF mide la habilidad de algunos materiales para estimular la formación de 

hidroxiapatita ósea in vitro. Los cambios en la superficie de las zeolitas luego de su inmersión 

en SBF se analizaron mediante FTIR y SEM. En la Fig. 14 se muestran los espectros FTIR 

de las zeolitas y luego de su inmersión en SBF por 3, 7 y 14 días. En todos los espectros de 

la serie de zeolitas SAPO estudiadas se puede observar que luego de su inmersión en SBF se 

produce la aparición de bandas asociadas a la estructura de la apatita. La apatita genera 

señales en el infrarrojo a 1040, 604 y 567 cm-1, correspondientes a los enlaces P-O del grupo 

PO4. Aunque las tres bandas se desarrollan con diferente intensidad, la formación de apatita 

se distingue más claramente por la banda de alrededor de los 1040 cm-1. Luego de 3 días de 

inmersión, se observa que en las zeolitas SAPO-5 las señales del enlace P-O a 1040 cm-1 son 

más intensas, lo que significa que la formación de apatita en estas partículas es más rápida 

que en SAPO-34. Luego de 7 y 14 días se observan bandas de apatita en todas las zeolitas, 

sin embargo, las zeolitas con cationes extrared de litio y especialmente con calcio presenta 

las señales más intensas de apatita. 
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Fig. 14. Análisis FTIR de las zeolitas sometidas al ensayo de SBF durante 3, 7 y 14 días. 
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En la Fig. 15 se muestran imágenes SEM y análisis elemental EDX de la superficie de 

algunas de las zeolitas (pastillas elaboradas compactando las partículas) antes y después de 

su inmersión en SBF.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 15. Imágenes SEM y composicional EDX de zeolitas SAPO antes y después de 14 días de inmersión en SBF. 
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Las imágenes SEM muestra algunos cambios en la morfología de la superficie de pastillas 

de zeolitas luego del periodo de inmersión en SBF. En el caso de SAPO-5, se pueden 

visualizar depósitos minerales con morfología característica de apatita, mientras que para 

Li/Li-SAPO-5 y Ca/Ca-SAPO-5 se observa una capa mineral más densa. En el caso de las 

zeolitas SAPO-34, resulta más difícil detectar formaciones minerales, ya que se observa 

simultáneamente una disgregación de la pastilla. Sin embargo, sobre los cristales de Ca/Ca-

SAPO-34 se pueden detectar la presencia de depósitos minerales que podrían corresponder a 

la apatita detectada por FTIR. El análisis composicional EDX demostró en la mayoría de los 

casos ocurrió un aumento del contenido de Ca en la superficie después de su inmersión en 

SBF. En varias muestras este aumento de calcio estuvo acompañado por una disminución de 

los contenidos de Si y Al de la zeolita. 

 

6.3 Evaluación de la capacidad de adsorción de proteínas de las zeolitas. 

La Figura 16 muestra los valores de la capacidad de adsorción de proteínas obtenidos para 

cada zeolita. Todas las zeolitas presentaron capacidad para adsorber tanto albúmina como 

fibrinógeno, sin embargo, la adsorción de albúmina fue significativamente menor en las 

zeolitas SAPO-34, Li-SAPO-34, Ca-SAPO-34 y Li/Li-SAPO-34, mientras que no hubo 

diferencias significativas en la adsorción de fibrinógeno. 
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Figura 16. Capacidad de adsorción de proteínas albúmina y fibrinógeno de las zeolitas SAPO estudiadas. Se 

realizó la comparación estadística de todos los grupos entre sí según la proteína adsorbida, no encontrándose 

diferencias significativas en la adsorción de fibrinógeno. En el gráfico se muestra con * los grupos que 

presentaron diferencias significativas en la adsorción de albúmina. *p<0.05; ANOVA de una vía con prueba de 

Tukey. 

 

 

 

 

6.4 Capacidad de liberación de litio y calcio de las zeolitas. 

En la Fig. 17 se muestran las concentraciones de litio y calcio liberadas por las nanozeolitas 

luego de ser incubadas en medio de cultivo por 14 días. Se puede observar que luego de 1 

día las zeolitas liberan una importante concentración de los iones, que en general se estabiliza 

luego de 3 días para luego aumentar nuevamente a los 7 días. 
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Como era de esperar, las zeolitas con cationes extrared son las que liberan una mayor 

concentración de Ca2+ y Li+ sin diferencias significativas cuando se trata de zeolita SAPO-5 o 

SAPO-34. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Curvas de liberación de iones de litio y calcio desde zeolitas SAPO en buffer TRIS pH 7,4.  
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6.5 Propiedades de degradabilidad de las zeolitas. 

En la Fig. 18 Se puede observar que todas las zeolitas experimentan una pérdida significativa 

de masa luego de 3 días de inmersión en el medio. Esta pérdida de masa se encuentra en torno 

al 15 – 20 % para la mayoría de las zeolitas, pero solo alrededor de 5 % para las zeolitas Li-

SAPO-5 y Ca-SAPO-5. Se observa una tendencia de una mayor pérdida de peso en las 

zeolitas SAPO-34 que en las SAPO-5, y una mayor degradabilidad cuando se encuentran 

modificadas con cationes extrared (Ca/Ca y Li/Li). 

 

Figura 18. Gráficos de degradabilidad de zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 en medio tamponado TRIS. 
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celulares medidas con el método MTS de las células MC3T3 cultivadas con cada tipo de 

zeolita comparadas al control positivo (sin zeolita) luego de 3, 7 y 14 días de incubación. A 
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los 3 días no se observan diferencias significativas en la viabilidad de las células cultivadas 

con zeolitas respecto al control (solo en el control negativo con iones de plomo).  A los 7 

días, disminuye la viabilidad celular en la serie de zeolitas SAPO-34 respecto al control. 

Luego de un periodo de 14 días de incubación, solo en las zeolitas SAPO-34, Li-SAPO-34 y 

Ca-SAPO-34 disminuye la viabilidad, no observándose pérdida de viabilidad celular con las 

demás zeolitas, especialmente en aquellas con cationes extrared (Ca/Ca y Li/Li) y toda la 

serie SAPO-5. 

 

Figura 19. Ensayo de viabilidad celular MTS de células MC3T3 cultivadas con las nanopartículas de zeolitas. 

Los resultados se expresan como un promedio ± desviación estándar del número de réplicas biológicas n=3 

para cada uno de los grupos. El gráfico compara para cada tiempo todos los grupos de zeolitas SAPO entre sí 

respecto al control (células sin material) y al control negativo con plomo (Pb). En el gráfico se representa con 

* sólo aquellos grupos que mostraron diferencias significativas respecto al control en un mismo tiempo. 

*p<0.05; ANOVA de una vía con prueba de Tukey. 
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La adhesión de células MC3T3 sobre las partículas de zeolita SAPO se analizó mediante 

microscopía de fluorescencia tiñendo los filamentos de actina con faloidina (rojo) y los 

núcleos celulares con DAPI (azul) (Fig. 20). 
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Figura 20. Imágenes de microscopia de fluorescencia mostrando el citoesqueleto (faloidina) y núcleos 

(DAPI) de células MC3T3 adheridas en las diferentes partículas de zeolita SAPO luego de 48 horas. 

 

Figura 21. Densidad de células MC3T3 en las zeolitas luego de 48 horas determinada mediante cuantificación 

de núcleos teñidos con DAPI. Se realizó la comparación estadística de todos los grupos entre sí, no 

encontrándose diferencias significativas entre ellos. ANOVA de una vía con prueba de Tukey (p<0.05).  
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núcleos teñidos con DAPI, en donde no se obtuvieron diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos estudiados.  
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principalmente extendida, distinguiéndose en algunos casos la presencia de filopodios y 

lamelopodios. En general las células forman una monocapa sobre las superficies, exhibiendo 

una íntima interacción con los cristales de zeolita. 
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Figura 22. Imágenes SEM de células MC3T3-E1 sembradas sobre discos de zeolita en medio completo con 

100mM Hepes. 1000X y 1500X. 
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6.8. Evaluación de la capacidad de las zeolitas para inducir la diferenciación celular 

osteogénica. 

La capacidad de las nanopartículas para estimular la diferenciación osteogénica de células 

preosteoblásticas MC3T3 se evaluó midiendo la actividad enzimática de ALP. La Figura 23 

muestra los valores de actividad de ALP obtenidos. Al día 7 no se observaron diferencias 

significativas entre las zeolitas con cationes extrared (Li/Li-SAPO-5/34, Ca/Ca-SAPO-5/34) 

y nBG, que presentaron mayor actividad de ALP respecto al control y a las zeolitas sin 

cationes extrared. Al día 14, la actividad ALP fue aún mayor en las células cultivadas con 

Ca/Ca-SAPO-5, Ca/Ca-SAPO-34, Li/Li-SAPO-5, Li/Li-SAPO-34 y nBG respecto al control, 

siendo esta diferencia estadísticamente significativa. La actividad de ALP producida por las 

zeolitas Li/Li-SAPO-5 y Li/Li-SAPO-34, que fueron las que presentaron mayor desempeño, 

fue similar a la producida por las nanopartículas de vidrio bioactivo (nBG) usadas como 

referencia, ya que no se observaron diferencias estadísticamente significativas.  

 

Figura 23. Actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) de células MC3T3 cultivadas con las zeolitas SAPO 

en ausencia de suplementos osteogénicos.  Para cada tiempo de incubación, se realizó la comparación estadística 

de todos los grupos con zeolitas SAPO entre sí, así como respecto a las células sin el material (Control) y con 

la partícula osteoinductiva de referencia (nBG). En el gráfico se representa con * sólo aquellos grupos que 

mostraron diferencias significativas con el control, y con # aquellos grupos que mostraron diferencias 

significativas con el nBG.  Los resultados se expresan como un promedio ± desviación estándar del número de 

réplicas biológicas n=3 para cada uno de los grupos descritos. */# p<0.05; ANOVA de una vía con prueba de 

Tukey. 
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La Figura 24 muestra imágenes de microscopia óptica de las células MC3T3 teñidas con el 

reactivo NBT/BCIP específico para la detección de actividad de la enzima ALP. Se observa 

la tinción para ALP en todos los grupos estudiados, observándose una mayor producción de 

ALP en las células cultivadas con zeolitas SAPO modificadas con Li y Ca extrared (Li/Li-

SAPO-5, Ca/Ca-SAPO-5, Li/Li-SAPO-34 y Ca/Ca-SAPO-34). La intensidad de ALP 

producida con estas zeolitas es equivalente o mayor a la obtenida con la partícula 

osteoinductora de referencia nBG. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Actividad cualitativa de fosfatasa alcalina. Fotografías en microscopio óptico de MC3T3 cultivadas 

con zeolitas SAPO, nBG y medio osteogénico durante 10 días, teñidas con reactivo NBT/BCIP.  
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6 DISCUSIÓN. 

7.1. Síntesis y caracterización estructural de zeolitas SAPO. 

En este trabajo de tesis se planteó la obtención de zeolitas sílicoaluminofosfato (SAPO) con 

dimensiones nanométricas y que pudiesen incorporar cationes de Li+ y Ca2+ en su estructura 

como agentes promotores de propiedades osteoinductoras. La obtención del material que 

cumpliera con las características cristolagráficas, morfológicas y composicionales deseadas 

fue verificada mediante técnicas de análisis de DRX, FTIR, SEM y EDX. Para la síntesis de 

las nanopartículas de zeolitas se utilizó el método hidrotermal, siguiendo inicialmente 

condiciones descritas en diferentes fuentes bibliográficas 80,88. En la literatura no se describen 

métodos de síntesis que incorporen calcio y litio dentro de la estructura de zeolitas SAPO, 

por lo que las composiciones y condiciones de síntesis se optimizaron hasta obtener partículas 

de zeolita SAPO con las características deseadas de topografía (SAPO-5 y SAPO-34), de 

tamaño de partícula (nanodimensional), morfológicas (laminares) y composicionales (con 

litio y calcio estructural). Las estructuras cristalinas de las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 se 

confirmó mediante análisis DRX, encontrándose que corresponden a las estructuras 

topográficas AFI y CHA (Atlas of Zeolite Frameworks), respectivamente 59. La estructura 

AFI de la zeolita SAPO-5 se caracteriza por tener nanoporos con aperturas conformada por 

un anillo de 12 miembros con diámetro de 0,73 nm, mientras que la estructura CHA de la 

SAPO-34 posee poros de 8 miembros y con diámetro de 0,38 nm. Por otra parte, ambas 

zeolitas presentaron partículas o cristales con una morfología laminar y de espesor 

nanométrico. En el caso de la SAPO-5 las nanoláminas fueron hexagonales, pero formando 

agregados micrométricos, mientras que las láminas de SAPO-34 fueron de morfología cúbica 

y mucho más dispersas que los de SAPO-5. Estas características nanométricas de tamaño de 

poro, forma y tamaño de cristal determinan propiedades físicas, químicas y biológicas de 

estos materiales. Una de estas propiedades es el área superficial de las zeolitas, que al ser 

medida mediante isotermas de adsorción de nitrógeno arrojó áreas superficiales promedio en 

torno a los 100 m2/g para las zeolitas SAPO-5 y de 350 m2/g para las zeolitas SAPO-34.   
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La mayor área superficial de la zeolita SAPO-34 podría explicarse por la mayor dispersión, 

morfología cúbica y menor tamaño de los nanocristales de SAPO-34, lo cual incrementa su 

área superficial externa, a pesar de que posea un tamaño de poro menor que la SAPO-5. Otra 

diferencia encontrada entre las zeolitas es que, aunque la zeolita SAPO-5 tiene menor área 

superficial, esta zeolita posee mayor mesoporosidad que la zeolita SAPO-34 como lo 

mostraron las formas de las isotermas de adsorción. Estos “mesoporos” en realidad 

corresponden a espacios interpartícula formados por la aglomeración de los pequeños 

nanocristales y que se comportan como mesosoporos 89,90. Los espacios interpartícula tienen 

un rol importante en la adsorción de macromoléculas biológicas que por su tamaño no pueden 

ser adsorbidas a través de los nanoporos de la zeolita. 

Por otra parte, se confirmó la composición química de las zeolitas SAPO, especialmente que 

su estructura estaba compuesta de silicio (Si), aluminio (Al), fósforo (P) y oxígeno (O), 

elementos que le otorgan el nombre de sílicoaluminofosfato (SAPO). Aunque estos 

elementos se encuentran en todas las zeolitas obtenidas, se encontró una mayor proporción 

de Al y P por sobre Si. Asimismo, se verificó la incorporación de los iones de Ca y Li en la 

estructura de las zeolitas SAPO, detectándose la incorporación de ambos elementos tanto de 

forma intrared (Ca-SAPO-5 y Li-SAPO-5) como de manera extrared en la superficie de las 

zeolitas (Ca/Ca-SAPO-34 y Li/Li-SAPO-34). Mediante DRX se comprobó que la 

modificación de las zeolitas con estos cationes no produce cambios en su estructura cristalina, 

lo cual les permite conservar sus propiedades de porosidad y área superficial. Aunque las 

zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 se han sintetizado para su uso en otras aplicaciones 

(catalizadores de reacciones petroquímicas) 91–93, no se encuentran en la literatura reportes 

de su preparación para su utilización en aplicaciones de regeneración ósea.  

 

7.2. Evaluación de la capacidad de las zeolitas para formar apatita en SBF. 

El SBF es una prueba utilizada para evaluar la capacidad de materiales biocerámicos para 

estimular químicamente la formación de hidroxiapatita (HA) en contacto con el fluido 

fisiológico. A los 3 días en SBF, todas las zeolitas SAPO-5 y Ca/Ca-SAPO-34 mostraron 

señales FTIR asociadas a la formación de la estructura de apatita. Sin embargo, a los 7 y 14 
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días, todas las zeolitas mostraron señales FTIR de la HA, siendo más intensas en las zeolitas 

modificadas con cationes extrared de calcio, lo cual se puede explicar considerando que el 

calcio es uno de los componentes principales de la HA (Ca10(PO4)6(OH)2), por lo que los 

iones de Ca2+ liberados por la zeolita facilitan la mineralización de apatita. La formación de 

apatita también fue evidenciada en algunos casos mediante depósitos minerales detectados 

con microscopia SEM y por el aumento de los contenidos de calcio (y disminución de Al y 

Si) luego del tiempo de inmersión en SBF. Por lo tanto, la formación de apatita en la zeolita 

se puede explicar por la liberación de iones de calcio y fosfato de sus cristales que sufren una 

disolución parcial junto con la alta área superficial que ofrecen estos materiales para las 

reacciones químicas superficiales de precipitación de apatita. La capacidad de las zeolitas 

para inducir la formación de apatita no había sido hasta aquí bien demostrada. El 2015, Li et 

al. usando recubrimientos de zeolita MFI  (sílice pura) sobre titanio detectó la formación de 

depósitos minerales con morfología de apatita mediante microscopia SEM después de 4 días 

en SBF 58, pero no confirmaron la estructura química de los depósitos mediante otra técnica. 

En el presente trabajo la composición sílicoaluminofosfato (grupos fosfatos), la alta área 

superficial de las zeolitas SAPO, las dimensiones nanométricas, junto con la presencia de 

cationes como calcio pueden explicar la mejorada mineralización de apatita presentada por 

estas zeolitas en SBF. La capacidad mostrada por las zeolitas SAPO para promover la 

formación de apatita es una propiedad deseada para las biocerámicas para su potencial 

aplicación en la reparación de tejido óseo. 

 

7.3. Propiedades de degradación y capacidad de liberación de iones calcio y litio de las 

zeolitas. 

En los ensayos de degradación se observó que todas las nanopartículas estudiadas 

presentaron cierto grado de degradación (15 – 20 % en masa), particularmente las SAPO-

34 y SAPO-5 modificadas con cationes extrared. En general las zeolitas tradicionales con 

composición alúminosilicato (AlSi) son materiales estables química y térmicamente, por lo 

tanto, poco solubles o degradables. En cambio, las zeolitas SAPO han demostrado tener una 

estructura menos estable químicamente y, por lo tanto, más soluble, debido a la hidrólisis que 

pueden sufrir sus enlaces -Si-O-Al- y -Si-O-P- incluso en condiciones normales 66. 
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Esta mayor reactividad de las estructuras SAPO explicaría la degradabilidad que presentaron 

en medio con pH fisiológico, lo cual es una propiedad deseada para su aplicación en procesos 

de regeneración ósea.  La degradabilidad de las zeolitas SAPO debería también producir la 

liberación de especies solubles de silicio, las que se han demostrado que estimulan los 

procesos diferenciación osteogénica como ocurre con el vidrio bioactivo 29,65. En el ensayo 

de liberación de iones se observó que todas las zeolitas SAPO liberaron iones de Ca2+ y Li+ 

al medio, sin embargo, las concentraciones de cationes liberados fue superior en SAPO-5 y 

SAPO-34 que contenían estos cationes de forma extrared. En el ensayo de liberación de 

calcio se observó que alrededor de las 3 horas las partículas con cationes extrared liberaron 

una concentración de 0,8 mg/L, mientras que las partículas sin cationes extrared liberaron 

alrededor de 0,4 mg/L. Estos niveles de liberación de calcio explican también que las 

partículas con cationes extrared hayan presentado una mayor formación de apatita en SBF. 

Un mayor potencial degradativo y una mayor liberación de cationes Ca2+ y Li+ también se 

debería traducir en una mayor interacción de estos productos iónicos de disolución con las 

células, lo que podría estimular los procesos de proliferación y diferenciación celular. 

 

7.4. Capacidad de adsorción de proteínas de las zeolitas. 

Las zeolitas SAPO también presentaron alta capacidad para adsorber proteínas como 

fibrinógeno y albúmina. Respecto a la adsorción de fibrinógeno las zeolitas SAPO-5 y 

SAPO-34 no presentaron diferencias significativas. Sin embargo, las zeolitas SAPO-5 en 

general presentaron mayor capacidad de adsorción de albúmina respecto a las zeolitas SAPO-

34, excepto cuando la SAPO-5 contenía litio extrared (Li/Li-SAPO-5). Aunque la zeolita 

SAPO-34 tiene mayor área superficial (300 m2/g) que las zeolitas SAPO-5 (100 m2/g), su 

alta área superficial está dada principalmente por el área interna dentro de los nanoporos de 

la zeolita, área que no es accesible para las macromoléculas de las proteínas. Por lo tanto, la 

adsorción de proteínas se explica por su adsorción en la superficie externa de los cristales de 

zeolita y por la presencia de espacios interpartículas. En este sentido, la forma de las 

isotermas de adsorción de N2 de las zeolitas SAPO-5 mostraron mayor presencia de 

mesoporos que en las SAPO-34. 
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Estos mesoporos en realidad corresponden a espacios interpartículas (espacios entre los 

nanocristales de zeolita) que facilitan la adsorción de grandes moléculas de proteína y con 

forma globular como es el caso de la proteína albúmina (14 x 4 x 4 nm) 94,95. El fibrinógeno 

al ser una molécula más lineal y de menor diámetro (6,5 x 6,5 x 46 nm) posee menos 

limitaciones difusionales para acceder por los espacios interpartícula a la superficie de los 

cristales de SAPO-34 96. Estas diferencias de adsorción de albúmina versus fibrinógeno han 

sido reportadas también por nuestro grupo en otros tipos de materiales nanoporosos que 

generalmente distinguen la morfología y tamaño de las proteínas 74,97. La capacidad de 

adsorción de proteínas presentada por las zeolitas es una propiedad deseable en los 

biomateriales, ya que la adsorción de proteínas extracelulares es un proceso que precede y 

favorece la adhesión y proliferación celular en la superficie del material 98. Específicamente, 

proteínas extracelulares como fibronectina promueven la adhesión de células 

osteoprogenitoras mediante el dominio Arg-Gly-Asp (RGD), el cual se une a receptores 

transmembranas (integrinas) 99. En general materiales con alta capacidad de adsorción de 

proteínas, tiende a presentar una mejor adhesión y proliferación celular en su superficie, 

como fue posteriormente verificado en las zeolitas estudiadas. 

 

7.5. Viabilidad y adhesión de células MC3T3 cultivadas con las zeolitas. 

Las zeolitas SAPO mostraron ser citocompatibles con las células preosteoblásticas MC3T3.  

El ensayo MTS mostró que al día 3 no hay diferencias significativas de viabilidad celular 

entre el grupo control y las células incubadas con zeolitas. La serie de zeolitas SAPO-5 no 

provocaron pérdidas de viabilidad celular en ningún periodo de incubación. Aunque a los 7 

días se observó una disminución de la viabilidad con las zeolitas SAPO-34, a los 14 días las 

células incubadas con las zeolitas Ca/Ca-SAPO-34 y Li/Li-SAPO-34 no presentaron 

diferencias respecto al control cultivado sin zeolita. Las diferencias de citocompatibilidad 

observadas en el día 7 entre las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 podría ser consecuencia de las 

menores dimensiones nanométricas y mayor dispersión de los cristales cúbicos de SAPO-34, 

a diferencia de los nanocristales de SAPO-5 que forman y se comportan como aglomerados 

micrométricos de mayor tamaño. 
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Varios estudios indican que la toxicidad de un nanomaterial puede ser provocada por factores 

relacionados al tamaño y forma de la partícula, su composición química o área superficial lo 

cual determina diversas respuestas intracelulares que afectan la viabilidad celular 100. Sin 

embargo, en el presente trabajo se encontró que la modificación de las zeolitas con los 

cationes de Ca y Li permitieron producir partículas que no afectaron la viabilidad celular 

incluso hasta 14 días de incubación. Existen reportes en la literatura que destacan el rol del 

Ca2+ y del pH intracelular básico en la proliferación celular 101. En este estudio, la liberación 

iones Ca2+ y la alcalinidad producida por las zeolitas SAPO son características que pueden 

favorecer la proliferación celular. 

La citocompatibilidad de las zeolitas SAPO fue también corroborada mediante los ensayos 

de adhesión celular, y el registro de imágenes con microscopia de fluorescencia y SEM. En 

estos ensayos fue posible comprobar que las células se adhieren con una alta densidad, una 

morfología muy extendida e interactuando íntimamente a través de filopodios con la 

superficie de las diferentes nanopartículas, lo cual confirma la inocuidad de los materiales 

sintetizados. 

 

7.6. Capacidad de las zeolitas para inducir la diferenciación osteogénica de células 

MC3T3 

La capacidad de las zeolitas para promover la diferenciación celular osteogénica se evaluó 

mediante la medición de la actividad de ALP. La enzima ALP es un marcador ampliamente 

utilizado para evaluar la diferenciación celular hacia linaje osteogénico, ya que esta enzima 

es producida cuando las células osteoblásticas se encuentran formando la matriz extracelular 

ósea 102. Los resultados mostraron que con todos los tipos de zeolitas se produjo un aumento 

de la actividad de ALP (especialmente evaluado con el ensayo NBT). Se encontró que incluso 

las zeolitas sin modificaciones con calcio y litio (SAPO-5 y SAPO-34) fueron capaces de 

estimular la diferenciación celular. Este efecto se podría atribuir a la topografía nanoporosa 

de las zeolitas. Se conoce que la diferenciación celular puede ser estimulada mediante 

mecanismos de mecanotransducción, es decir, mediante estímulos físicos provenientes de un 

material con una topografía particular 70.  
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En este caso, las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 poseen una estructura formada por una red 

porosa tridimensional perfectamente ordenada compuesta por poros de 0,73 nm y 0,43 nm 

respectivamente, que podría generar estímulos mecánicos específicos. Sin embargo, la mayor 

actividad ALP se observó en las muestras modificadas con cationes extrared de calcio y litio 

(Ca/Ca-SAPO-5 y Ca/Ca-SAPO-34, Li/Li-SAPO-5 y Li /Li-SAPO-34), pero especialmente 

mayor en las zeolitas modificadas con ion litio.  Estos resultados se explicarían por las 

mayores concentraciones de Li+ y Ca2+ que estas zeolitas liberan al medio. El litio es un 

elemento que posee una reconocida capacidad osteoinductora. Se ha demostrado que la 

estimulación de células madre con ciertas concentraciones de iones Li+ (5-10 mM), tienen la 

capacidad de regular la vía de señalización Wnt/β-catenina mediante la inhibición de la 

enzima glucógeno sintasa quinasa-3β (GSK-3β). La activación de la vía Wnt/β-catenina 

estimula la expresión de genes en el núcleo asociados al proceso de diferenciación 

osteogénica 103,104. Por su parte, el calcio presenta conocidas funciones en el control del 

metabolismo del hueso y la angiogénesis 105. Numerosos procesos celulares, tales como la 

migración y la diferenciación, dependen de la interacción con el microambiente, lo cual hace 

relevante el papel de los receptores de membrana, como el receptor sensor de calcio o 

Calcium Sensing Receptor (CaSR). Cuando el CaSR detecta altos niveles de calcio 

extracelular, los osteoblastos proliferan y se diferencian a osteocitos maduros 106,107. Los 

resultados demuestran que tanto las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 que presentan litio y calcio 

estructurales y extrared estimulan notoriamente la diferenciación osteogénica de células 

preosteoblásticas MC3T3, generando de este modo las propiedades osteoinductoras que se 

propusieron en la hipótesis de este trabajo. 

 Las partículas de zeolita SAPO con propiedades osteoinductoras podría ser de interés para 

desarrollar biomateriales más eficientes para la reparación de tejido óseo. Con la excepción 

del vidrio bioactivo, los actuales biomateriales utilizados en odontología están basados en 

autoinjertos óseos o biocerámicas (fosfato tricálcico, HA) que no presentan un mecanismo 

genético de estimulación ósea (osteoinducción), razón por la cual producen una reparación y 

no necesariamente la regeneración del tejido óseo provocada cuando existe osteoinductividad 

en el biomaterial.  
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Las propiedades osteoinductoras presentadas por las partículas SAPO podrían ayudar a 

mejorar la calidad del tejido regenerado, así como disminuir los tiempos requerido para la 

reconstrucción ósea. Con estos antecedentes, las partículas SAPO con morfología 

nanolaminar y propiedades osteoinductoras podrían dar pie al desarrollo de biomateriales 

más eficientes para la reparación de tejido óseo, en términos de formar hueso nuevo con 

mejores características histológicas en menores lapsos de tiempo. Esto permitiría, por 

ejemplo, mejorar la calidad ósea en el sitio receptor del biomaterial, reducir los tiempos de 

tratamiento y disminuir la tasa de fracasos consecuente a la instalación de implantes de 

titanio.  

Figura 25. Representación esquemática de las principales características que le confieren a las zeolitas SAPO 

propiedades osteoinductoras, además de un ejemplo de su potencial aplicación en la regeneración de tejido óseo 

en el territorio maxilar.  

 

En el contexto del proyecto en el que se enmarca este trabajo de tesis, las partículas de zeolita 

SAPO serán posteriormente utilizadas como un nano relleno en la elaboración de andamios 

poliméricos de ingeniería de tejido (IT) óseo, generando de este modo propiedades 

osteinductoras a matrices poliméricas generalmente inertes o poco bioactivas.  Estudios 

posteriores determinarán qué tipo de zeolita (SAPO-5 o SAPO-34) será la que permita el 

mejor desempeño como aditivo bioactivo para estas aplicaciones, ya que en la elaboración 

de los andamios de IT influyen variables como el tamaño, forma y concentración de las 

partículas y la manera en cómo estas variables afectan las propiedades mecánicas y de 

procesabilidad del polímero. 
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7 CONCLUSIONES 

1. Fue posible la síntesis hidrotermal de zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 modificadas con 

cationes intra y extrared de litio y calcio en su estructura, además presentando 

partículas de dimensiones nanométrica y morfología laminar.    

2. Las zeolitas presentaron capacidad para promover la formación acelular de apatita 

tipo ósea en líquido fisiológico simulado, particularmente la zeolita SAPO-5 presentó 

una más rápida mineralización de apatita. 

3. Las zeolitas SAPO mostraron ser citocompatibles, en especial aquellas modificadas 

con cationes extrared, no alterando la viabilidad celular a tiempos prolongados de 

incubación y favoreciendo la adhesión celular en su superficie. 

4.  Las nanozeolitas SAPO presentaron propiedades osteoinductoras, siendo capaces de 

estimular el proceso de diferenciación celular osteogénica en células 

preosteoblásticas, especialmente aquellas modificadas con iones de litio extrared.  

5. Las propiedades osteoinductoras exhibidas por las nanopartículas de zeolita SAPO 

resultan de interés para estudios en el desarrollo de biomateriales óseos más 

avanzados y que conduzcan a tratamientos de reconstrucción ósea maxilofacial más 

eficientes. 
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