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RESUMEN

Introduccion: La reparacion de defectos 6seos en el complejo maxilofacial es uno de los
principales desafios del quehacer odontoldgico. Para reparar estos defectos se utilizan
autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos que poseen desventajas y limitaciones que, en
algunos casos, impiden obtener resultados clinicos 6ptimos. En este contexto, la ingenieria
de tejidos y la nanotecnologia juegan un rol importante mediante la obtencion de nuevos
materiales sintéticos con propiedades avanzadas para la regeneracion de tejido 6seo. Las
zeolitas son materiales nanoporosos que presentan varias propiedades ventajosas para su
uso en biomedicina; sin embargo, su uso en regeneracion 6sea 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

regeneracion de tejido 0seo.

Objetivo: Evaluar las propiedades osteoinductoras de nanozeolitas silicoaluminofosfato
sintetizadas con nanotopografia SAPO-5 y SAPO-34 modificadas con calcio o litio y con

morfologia nanolaminar.

Materiales y métodos: Para la sintesis de las nanozeolitas silicoaluminofosfato (SAPO) se
utiliz6 un método hidrotermal, posteriormente las nanoparticulas se caracterizaron mediante
microscopia electronica de barrido (SEM), andlisis elemental cuantitativo y cualitativo
(EDX), espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) y difraccion de rayos X
(XRD). La capacidad de las nanozeolitas para formar apatita se evalué mediante el ensayo
en fluido fisiolégico simulado (SBF). La capacidad de adsorcion de proteinas de las zeolitas
se determind mediante el método colorimétrico BCA. Ademas, se evaluo las propiedades de
liberacion de iones de calcio vy litio de las zeolitas, asi como su biodegradabilidad a pH
fisiolégico. La citocompatibilidad se estudié mediante el ensayo de viabilidad MTS con
células preosteoblasticas MC3T3, mientras que la adhesion celular mediante microscopia de
fluorescencia y SEM. La capacidad para estimular la diferenciacion osteogenica se evalué
midiendo la actividad de fosfatasa alcalina.



Resultados: Las particulas SAPO sintetizadas incorporaron cationes intra y extrared de
litio y calcio en su estructura, presentaron dimensiones nanométricas (93,6 nm) y
morfologia laminar. Todas las zeolitas SAPO presentaron capacidad de inducir la
formacion de apatita en SBF, adsorber proteinas 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
nanoparticulas de zeolita SAPO resultan de interés para estudios en el desarrollo de
biomateriales 6seos méas avanzados que conduzcan a tratamientos de reconstruccion ésea

maxilofacial mas eficientes.



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.



1 INTRODUCCION

Las lesiones de tejido 6seo se encuentran entre las heridas mas comunes del cuerpo humano,
las cuales tienen un impacto significativo en la salud y estilo de vida de millones de personas
en el mundol. La reparacion de defectos d6seos en el complejo craneoméaxilofacial
consecuentes a traumas, resorcion 6sea por pérdida dentaria o periodontitis, cancer y
enfermedades degenerativas como la osteoporosis, constituye uno de los principales desafios

clinicos en el campo odontoldgico 2.

.
=

Cancer
Enfermedades :
— . e Osteoporosis
degenerativas

Figura 1. Esquema de defectos 6seos comunes en el territorio craneoméxilofacial.

Defectos 0seos

Después de una exodoncia, el alveolo cicatriza de forma natural, sin embargo, el hueso pierde
el estimulo de reabsorcion y reposicion dsea debido a la ausencia de la articulacion
alveolodental, que es la que mantiene el equilibrio dinamico de este proceso de remodelacién
8. Este fendmeno, conocido como reabsorcion del reborde residual esta definido en la

literatura como una enfermedad crénica, localizada y multifactorial *.

Gran parte de la poblacién adulta padece enfermedad periodontal. Segun estudios
epidemioldgicos realizados por el MINSAL, la enfermedad periodontal esta presente en el
90% de la poblacion adulta de nuestro pais °. La periodontitis al ser una enfermedad
inflamatoria cronica, provoca una pérdida importante de la altura y soporte 6éseo, y
consecuente a esto, exposicion radicular, aumento en la movilidad dentaria y posterior

pérdida de las piezas 5.



6
La conservacion de la altura Osea después de una extraccion dentaria tiene un impacto

significativo en la funcionalidad y apreciacion estética del paciente ante futuros tratamientos
10-12

Para obtener resultados favorables en la regeneracion y preservacion de hueso alveolar, es
imprescindible recurrir a terapias clinicas mas eficaces, particularmente en aplicaciones
quirdrgicas, implantoldgicas y periodontales. La respuesta 6sea dependera de la cantidad de
hueso alveolar perdido, siendo plausible la autoregeneracion cuando este volumen sea
inferior al tamafo critico. En pérdidas volumeétricas superiores, como son 8 mm de diametro
y 15 mm de profundidad, el organismo no sera capaz de reparar el defecto de manera
auténoma y formara un tejido cicatricial, sin sus propiedades idéneas >4, Es esta la razon
por la cual actualmente existen tantos esfuerzos reconstructivos en esta area anatémica

relativamente pequefia 1>,

2 MARCO TEORICO

2.1 Tratamientos actuales con injertos 6seos

Durante los ultimos afios se ha ampliado la oferta de tratamientos y materiales para aquellos
pacientes que requieren ayuda terapéutica en la recuperacion del volumen y estructura 6sea
perdida. Entre las opciones de tratamiento estan 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 "8, La eleccion del injerto
dependeréa del tamafio del defecto a subsanar, la disponibilidad 6sea, su costo y propiedades,

entre otros *°.

Figura 2. Ejemplos de reparacion de defectos 6seos en huesos maxilares con material particulado.
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Los injertos 6seos cumplen una funcién mecanica y una funcion bioldgica en la zona a
reparar. La funcion mecéanica corresponde al soporte brindado frente a cargas. La funcion
bioldgica promueve la generacion, el crecimiento y la maduracion de nuevos tejidos 0seos.

La importancia de cada una de sus funciones estara dada por el resultado clinico deseado 2°.

Ademés de las dos funciones mencionadas, un injerto 6seo ideal debiese poseer tres

propiedades que determinaran su mejor o peor desempefio e integracion: 1821

 Osteogénesis: es la capacidad de las células osteoblasticas para producir un nuevo tejido
6seo. Requiere la presencia células capaces de generar hueso. Es més eficaz en hueso
esponjoso que en hueso corticalizado, debido a la rapida revascularizacion del primero.

 Osteoinduccidn: habilidad de un biomaterial u otro agente bioactivo para estimular el
proceso de diferenciacion de células madre mesenquimales hacia el linaje osteoblastico
(condroblastos y osteoblastos). La diferenciacion y el reclutamiento son modulados por
factores de crecimiento derivados de la matriz del injerto, cuya actividad es estimulada al
extraer el mineral 6seo. Entre los factores de crecimiento se encuentran las proteinas
morfogenéticas Oseas 2, 4 y 7, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, interleucinas,
factor de crecimiento fibroblastico, factores de crecimiento pseudoinsulinico, factores
estimuladores de las colonias de granulocitos y factores estimuladores de las colonias de
macrofagos. 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 cirugia y alcanza un maximo entre la sexta semana y los 6 meses.

« Osteoconduccidn: capacidad de un biomaterial para facilitar y guiar la formacion del tejido
6seo 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
mesenguimales, desde la zona receptora del huésped hacia el injerto. Este andamiaje permite
absorcion y formacion de hueso nuevo mediante un patréon ya formado, determinado por la

biologia del injerto y el entorno biomecanico del mismo.

De los injertos disponibles en el mercado, el mas utilizado es el autoinjerto, seguido por los
aloinjertos, xenoinjertos y el uso de materiales sintéticos o aloplasticos 8. Sin embargo,
cabe sefialar que la mayoria presenta limitaciones, como la cantidad de injerto disponible,

riesgo de morbilidad post quirdrgica en la zona donadora y/o receptora (dolor, infeccion,
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hemorragia, lesion neuroldgica), posible transmision de virus y enfermedades, etc. %22, Con
la finalidad de superar las desventajas de los injertos es que en las Gltimas décadas se han

desarrollado materiales sintéticos con propiedades bioactivas.

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

MATERIALES DE INJERTO OSEO

HUESO HUMANO AUTOINJERTOS:
e Intraoral
e Extraoral
ALOINJERTOS:
e Hueso fresco congelado
e Hueso liofilizado
e Hueso liofilizado desmineralizado
SUSTITUTOS OSEOS | XENOINJERTOS:
o Hidroxiapatita derivada de hueso bovino
e  Carbonato de calcio coralino
INJERTOS ALOPLASTICOS:
e Polimeros
e Bioceramicas: fosfatos tricalcicos, hidroxiapatita
e Vidrios Bioactivos

Las bioceramicas sintéticas son probablemente los materiales mas exitosamente
desarrollados para la reparacion de tejido 6seo 2%, Estos materiales incluyen a los fosfatos
tricélcicos (TCP), fosfato de calcio amorfo (ACP), fosfato octacélcico (OCP) e hidroxiapatita
(HA), sin embargo, la mayoria de los fosfatos de calcio/cerdmicas s6lo presentan propiedades
osteoconductoras, pero generalmente no poseen propiedades osteoinductoras®®?’. Entre las
bioceramicas, el vidrio bioactivo (BG) es el biomaterial que mas destaca, exhibiendo
propiedades osteoconductoras y osteoinductoras, ya que promueve quimicamente la
formacion de apatita similar al hueso en contacto con fluidos fisiol6gicos, mientras que sus
productos de disolucion ionica inducen la diferenciacion de las células madre en osteoblastos
2829 Sin embargo, en el transcurso de las tltimas décadas la literatura no reporta el desarrollo
de nuevos materiales sintéticos osteoinductores, es decir, con capacidad de inducir la
diferenciacion celular a linaje osteogenico. Por lo sefialado es de gran relevancia explorar el
desarrollo de nuevos materiales con propiedades bioactivas avanzadas para la regeneracién

de tejido dseo.



2.2 Nuevas Alternativas: Ingenieria de Tejidos (IT)

Como alternativa a las terapias convencionales, actualmente se investigan nuevas alternativas
basadas en ingenieria de tejidos (IT). La IT es un campo multidisciplinario que toma
elementos de las ciencias de la ingenieria, ciencias bioldgicas y biomeédicas. Dentro de sus
objetivos se encuentra desarrollar tratamientos para la regeneracion de los tejidos del cuerpo
que no tienen capacidad regenerativa, controlando células con el potencial de proliferacion y

diferenciacion .

La ingenieria de tejidos involucra tres pilares de la medicina regenerativa (Figura 3), que
son células madre indiferenciadas, materiales disefiados para sostener y guiar la aposicion de
tejido en las tres dimensiones del espacio (andamios), y factores bioactivos capaces de

inducir fendmenos de diferenciacion celular 3132,

Ingenieria
de Tejidos

FACTORES
BIOACTIVOS ANDAMIO

(potencial (osteoconductividad
osteoinductivo de de andamios
FG y nanoparticulas biocompatibles)
bioactivas)

Figura 3. Esquema de los principios de la Ingenieria de Tejidos y su interrelacion.

El objetivo final de estos tres elementos interrelacionados es la formacién de un constructo
bioactivo que se integra al sitio con pérdida de tejido, que cumple con los tres atributos
principales necesarios para la regeneracién Osea: osteogénesis, osteoinducciéon vy

osteoconductividad 2.
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2.3 Ingenieria de Tejidos y Nanotecnologia

La ingenieria de tejidos, en colaboracion con la nanotecnologia, ha generado avances en la
busqueda y sintesis de materiales que compartan caracteristicas de propias del huésped para
promover la regeneracion tisular con resultados clinicos favorables, como la creacion de
particulas nanométricas con propiedades osteoinductoras mejoradas respecto a sus
equivalentes de mayor escala, entre las que encontramos la hidroxiapatita nanométrica (nHA)

y el vidrio bioactivo nanometrico (nBG).

La nanotecnologia se define como “la creacion de materiales, dispositivos y sistemas
funcionales con al menos una dimension en la escala nanomeétrica (1-100 nm), y explotacion

de nuevos fenomenos y propiedades (fisicas, quimicas y bioldgicas) a esa escala .

ATOMO ADN PROTEINAS VIRUS BACTERIAS CELULAS

TETRAEDRO DE SILICE (CUARZD) NAROTUBOS RESOLUCION LITOGRAFICA TRANSISTOR

Figura 4. Se representan elementos dentro de la escala nanométrica. Imagen extraida de Quimicas Thai °.
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Los nanomateriales poseen propiedades Unicas de superficie (topografia, quimica,
humectabilidad y energia de superficie), debido a un incremento significativo en su area,
rugosidad y energia superficial, lo que se evidencia en una mayor reactividad quimica, en
comparacion con materiales micrométricos *’. Estas propiedades de superficie median la
adsorcion especifica de proteinas y la bioactividad celular, dirigiendo su proliferacion y
diferenciacion, la produccion y organizacion de la matriz extracelular 8. Estudios previos
han demostrado que los materiales nanoestructurados pueden promover mayor cantidad de
interacciones especificas de proteinas para estimular de manera eficaz el crecimiento de
hueso nuevo, en comparacion con los materiales convencionales. Todos estos mecanismos
son clave para entender por qué los nanomateriales tendrian propiedades superiores al
estimular la regeneracion 6sea ¥. En diversos estudios de nHA y nBG, se ha demostrado un
mejor desempefio en sus propiedades bioactivas de reparacion de tejido 6seo, comparado con
sus contrapartes a microescala. Esto se explica debido a que particulas mas pequefias se
disuelven mas rapido que las de mayor tamafio de la misma composicion quimica, gracias a
la exposicion de una mayor area superficial al ambiente bioldgico y a un mayor nimero de
defectos presentes en la estructura del material %', Es por esta razon que el disefio y/o
modificacion 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, inorganicos naturales o sintéticos
ampliamente utilizados en areas tan diversas como catalizador en la industria de refinacion
de petréleo y petroquimica, como adsorbente para la separacién o remocién de gases y
contaminantes ambientales, en la agricultura, alimentacion, entre otros 2. EI término zeolita
viene del griego zéo (hervir) y lithos (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 formula 4344;

MnAleiyOZ(X+y) ° WHZO
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donde:

e M, generalmente es un elemento del grupo | o Il de la tabla periddica (metales
alcalinos o alcalinotérreos), representa un cation intercambiable de valencia n.

e xes el nimero de Al (aluminio),

e yesel nimero de Si (silicio),

e w son moléculas de H>O (agua).

Si
|

o} o} o}
-AI—O—S‘I—O—AI--O—SII—O—AI
osi 6 o &
® *0 él
. % oAl Estructura Basica de una Zeolita

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura cristalina de una zeolita. Se muestra la estructura
compuesta por poros y cavidades de dimensiones nanométricas y su composicion quimica formada por una red

de 4tomos de silicio-oxigeno-aluminio. Imagen obtenida de Rota Mining Corporation #°.

Es la estructura quimica de la zeolita la que le otorga sus propiedades mas relevantes que son
porosidad, capacidad de adsorcion e intercambio ionico.

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

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

estructura nanoporosa hace que las zeolitas presenten una elevada area

superficial %°.

b) Adsorcién: Los canales centrales de entrada y las cavidades de las zeolitas se
encuentran ocupados por moléculas de agua que forman esferas de hidratacién
alrededor de dos cationes cambiables. Si el agua es eliminada y las moléculas
tienen diametros seccionales suficientemente pequefios para que estas pasen a
través de los canales de entrada, entonces son facilmente 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,



13

c) Intercambio idnico: Se considera una propiedad intrinseca de estos materiales
pues es el producto de la sustitucion isomorfica de los &tomos de silicio de su
estructura cristalina por otros &tomos. En el caso de las zeolitas esta sustitucion
ocurre por atomos tetravalentes de aluminio lo que produce una carga neta
negativa en la estructura que se compensa por cationes extrared. Esto también

es una manifestacion 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 i6nico
corresponde a zeolitas con baja relacion SiO2/Al,O3 (6xido de silicio/oxido de

aluminio) 7.

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 *3. Las
zeolitas de origen natural se utilizan en aplicaciones médicas como desintoxicante
(Detoxsan®), antidiarreico (Enterex®), antimicrobiano (dopado con Zn o Ag), antioxidante
e inmunoestimulante “84°, Las revisiones criticas de la evidencia cientifica concluyen que la
zeolita puede considerarse segura para el consumo in vivo y es un material Gnico con una
variedad de efectos altamente positivos en la salud humana y animal, incluidos los efectos
inmunomoduladores, antioxidantes y antimicrobianos °*°!. Sin embargo, su uso como
biomaterial de injerto o de reparacion dsea se ha estudiado escasamente 24,

Los estudios relacionados con el uso directo de zeolita como biomaterial cerdmico de
reparacion 6sea no se encuentran en la literatura, aunque algunos trabajos reportados han
explorado en el uso de zeolitas como relleno bioactivo para la elaboracion de andamios
nanocompuestos >>*® y para mejorar la oseointegracion del titanio. Bedi y cols., 2009,
estudiaron la preparacion de recubrimientos de zeolitas MFI (ZSM-5) altas en silice para
prevenir la corrosién superficial de implantes de titanio. La pelicula de zeolita eliminé la
liberacion de iones citotdxicos del titanio y promovid la adhesion y proliferacion de células
madre, lo que confirma la citocompatibilidad del recubrimiento MFI 3. Yan y su grupo de
investigacion, 2011, descubrieron que la superficie de titanio revestida con
MFI/hidroxiapatita aumentaba la expresion del gen de la proteina morfogenética 6sea (BMP-

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

la osteointegracion del implante en defectos femorales de conejo 8.

Aunque la pelicula de zeolita MFI aparece como material de recubrimiento promisorio para
la mejora de la osteointegracion de implantes de titanio, el uso de zeolitas como injerto o
biomaterial de reparacion 6sea ha sido poco estudiado. Hao y cols., 2019, encontraron que
las espumas de SiC recubiertas con zeolita ZSM-2 aumentan la adhesion, proliferacion y
diferenciacion de los osteoblastos primarios®®. Wang y cols., 2018, usando andamios de
titanio poroso impresos en 3D recubierto con zeolita-A modificada con estroncio, observo
una mejor formacion de apatita en el fluido corporal simulado (SBF) y mayor actividad de la
fosfatasa alcalina (ALP) in vitro, y formacion de hueso nuevo alrededor del implante®®.

A pesar de que hasta ahora solo se ha estudiado un nimero reducido de tipos de zeolitas en
aplicaciones relacionadas con el tejido 6seo, existen casi 300 tipos de estructuras de zeolitas,
con diferentes propiedades quimicas y fisicas que dependen en gran medida de la forma y
tamarfio de sus poros, area superficial, quimica de la superficie, composicién de la estructura,
tamafio de cristal / particula y cationes compensadores (Structure Commission of the

International Zeolite Association, 1ZA, 2017)

ABW | ACO AEl AEL AEN AET | AFG AFl AFN AFO | AFR | AFS AFT AFV AFX
AFY AHT | ANA | ANO | APC | APD AST | ASV ATN ATO ATS ATT ATV AVE AVL
AWO | AWW | BCT | BEC BIK BOF | BOG | BOZ BPH BRE BSV | CAN | CAS | CDO CFl
CGF | CGS | CHA | CHI | CLO| CON | Csv CZP DAC | DDR DFO DET DOH | DON EAB
EDI EEI EMT | EON EPI ERI ESV ETL ETR ETV | EUO | EWO | EWS | -EWT | EZT
FAR FAU FER FRA GIS GIU GME | GON | GOO | HEU IFO IFR -IFT -FU IFW
IFY IHW IMF IRN IRR IRY 1SV ITE TG ITH ITR ITT ATV W IWR
IWS IWV | IWW | JBW | JNT JoZz JRY JSN JSR JST JSw KFI LAU LEV Lo
-LIT LOS LoV LTA LTF LTJ LTL LTN MAR | MAZ MEI MEL | MEP | MER MFI
MFS | MON | MOR | MOZ | MRT | MSE | MSO | MTF MTN MTT | MTW | MVY | MWF | MWW | NAB
NAT NES | NON | NPO NPT NSI OBW | OFF | OKO 0sl 0s0O | OWE | -PAR | PAU PCR
PHI PON | POR | POS PSI PTO PTT PTY PUN | PWN | PWO | PWW | RHO | RON | RRO
RSN RTE RTH RUT | RWR | RWY SAF SAO SAS SAT SAV SBE SBN SBS SBT
SEW SFE SFF SFG SFH SEN SFO SFS SFW | SGT SV SOD SOF SOR S0Ss
Sov SSF | -SSO | ssY STF STI STT STW | -SVR | SVV | SWY | .SYT | SZR TER THO
TOL TON TSC TUN UEI UFI uos | uov | uoz usl UTL | UWY | VET VFI VNI

VsV WEI | -WEN YFI YUG ZON

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 cddigo de tres letras. Estas estructuras pueden corresponder

a zeolitas de origen natural o sintético. Imagen obtenida del Atlas of Zeolite Framework Types *°.
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El disefio racional de nuevos biomateriales 6seos basados en zeolitas debe llevarse a cabo
cuidadosamente considerando las variables que influyen en los mecanismos de regeneracion
del tejido dseo. En el caso de los biomateriales ceramicos, la reparacion Gsea puede
estimularse a través de varias vias (quimicas, bioldgicas y fisicas) involucradas en el proceso
de regeneracion de tejidos. La capacidad de un material para promover la formacion de
hidroxiapatita similar al hueso en contacto con los fluidos fisiologicos es el primer
mecanismo por el cual actdan los vidrios bioactivos (BG) y otras bioceramicas 0. Este
mecanismo acelular implica reacciones de disolucion e intercambio i6nico en la superficie
del vidrio, pérdida de especies de silice soluble, formacion de una capa rica en SiO,
precipitacion de iones Ca®* y PO4 * para formar un fosfato de calcio amorfo, que se
transforma en una fase de apatita mas estable termodinamicamente %162, La capacidad de
algunos materiales a base de silice para producir este tipo de reacciones quimicas fisiol6gicas
depende principalmente de su reactividad superficial, composicion quimica, solubilidad, area
superficial y porosidad. Las zeolitas tradicionales son aluminosilicatos cristalinos (SiAl)
(M2/nO - Al203 - ySiO2 -wH20) con una carga negativa equilibrada por cationes no
estructurales (M). La ausencia de iones Ca** y POs * en la estructura de las zeolitas
tradicionales es una limitante para facilitar la formacion acelular de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH).). Sin embargo, las zeolitas de aliminofosfato (AIPO4) (XR - Al20z - 1.0 £
0.2 P2Os - yH»0) pueden sintetizarse por ensamblaje cooperativo entre un fosfato inorganico

y un agente director de estructura organico (SDA) 2.
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Figura 7. Representacion grafica 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 AIPO4, cada tetraedro de AlO4 cargado negativamente se equilibra con un
tetraedro de PO4 cargado positivamente. Otras variantes incluyen las estructuras de zeolita
de silicoaluminofosfato (SAPQ) en las que el Si sustituye algo de P en la estructura de AIPOyg;
cada Si afiadido necesita un cation no estructural (M) para equilibrar la carga en la estructura
%, Por lo tanto, la presencia de PO4 en la estructura de las zeolitas SAPO, junto con una
estructura rica en silice que contiene grupos hidroxilo de superficie, los convierte en
materiales candidatos para exhibir la capacidad de formar apatita en contacto con fluidos
fisioldgicos. Un segundo mecanismo que podria presentar una zeolita para estimular la
regeneracion del tejido dseo es la activacion de vias genéticas relacionadas con el proceso de
diferenciacion celular osteogénica. El silicio (Si) es un elemento importante que aumenta
la regulacion de varios genes implicados en la diferenciacion de células madre a células del
linaje osteogénico 2%, Concentraciones especificas de Si soluble recrean un ambiente
extracelular que permite la expresion fenotipica de osteoblastos y la mineralizacion 6sea. En
contraste con las zeolitas SiAl y AIPO4 altamente estables, las zeolitas SAPO han demostrado
tener una menor estabilidad quimica ®, lo que facilitaria la liberacion de las especies ionicas
bioactivas. La disolucién del material se produce debido a la hidrdlisis del enlace —Si—O-Al-
y —-Si—O-P-. Una tercera caracteristica de las zeolitas SAPO es la posibilidad de ser

modificadas con cationes metdlicos bioactivos.

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

observa que SAPO-34 tiene forma clbica (izquierda), mientras que SAPO-5 tiene forma hexagonal (derecha).
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La zeolita Ca-SAPO con iones Ca?* en sitios no estructurales o extrared, podria prepararse
mediante intercambio i6nico a partir de la forma H-SAPO, e incluso metales podrian
incorporarse al interior de la estructura SAPO (intrared) sintetizando las denominadas
zeolitas MeSAPO ®. En este tipo de zeolitas Al, P 0 Si experimentan una sustitucion
isomérfica por cationes mono Y bivalentes (Mg, Co, Zn, Li o Be) que se incorporan como
oxidos tetraédricos de estructura. Por tanto, podrian producirse zeolitas SAPO que contengan
cationes relacionados con la osteogénesis. El litio es un elemento con propiedades para
estimular los mecanismos celulares de formacion de tejido 6seo. La aplicacion local de litio
mejora la consolidacion 6sea aumentando la densidad mineral 6sea o acelerando el proceso
de formacion dsea 8. Se ha reportado que los iones Li* liberados de las nanoparticulas de
carbonato de litio aumentan la actividad ALP ®°, que es un marcador importante del proceso
de diferenciacién osteogénica que se produce cuando las células formadoras de hueso
depositan la matriz extracelular 6sea. Por tanto, las zeolitas SAPO que contienen Si, con Li
0 Ca incorporados como cationes compensadores (Me-SAPO) o estructurales (MeSAPO)
podrian ser materiales avanzados potencialmente osteoinductores. Ademas de la influencia
de las propiedades quimicas de las zeolitas, sus propiedades fisicas, como la nanoporosidad,
el area superficial y el tamafio/morfologia de los cristales, también se pueden aprovechar para
producir osteoinduccion. Los tipos de estructura de zeolita se caracterizan por una
disposicion de canales y cavidades (topologia) con aberturas de poros de tamafio y forma
definidos. La alta &rea superficial generada por topografias porosas favorece el proceso de
adhesion celular sobre el biomaterial. Las células se adhieren al sustrato utilizando el
complejo de integrina transmembrana (adhesion focal) a las proteinas de la matriz
extracelular (MEC) adsorbidas en el biomaterial . Este proceso, Ilamado
mecanotransduccion, ocurre cuando las células convierten un estimulo mecéanico de la
nanoarquitectura del material en una respuesta quimica. Cualquier cambio fisico en el
entorno celular influye en las fuerzas generadas por el citoesqueleto que se transfieren
directamente al nucleo. La evidencia indica que las sefiales mecanicas de las superficies
nanoestructuradas pueden transmitirse via integrinas a través del citoesqueleto hasta el
nucleo, afectando la expresion de factores de transcripcion relacionados con los huesos 72,
Asi, 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

mecanotransducciéon. En el caso de las zeolitas SAPO, existen mas 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 evaluacién de zeolitas con diferente nanotopografia (SAPO-34 y SAPO-5)
podria producir una respuesta celular diferente en términos de adhesién, proliferacion y
diferenciacion osteogénica. El tamafio 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 tamarfio de
particula nanométrico exhibe propiedades regenerativas 6seas superiores al micro-BG 4. Los
cristales mas pequerfios se disuelven con mayor facilidad y rapidez que los méas grandes, lo
gue aumenta la produccion de productos ionicos bioactivos y, en consecuencia, acelera el
proceso de regeneracion tisular. Aunque las zeolitas tradicionales tienen un tamafio de
particula micrométrico, el control cuidadoso de las condiciones de sintesis facilita la
formacion de cristales de zeolita nanométricos (<100 nm), como las nanoparticulas de zeolita
ZSM-2 >77_Otra estrategia para producir zeolitas con tamafio de particula nanodimensional
es la preparacién de nanolaminas de zeolitas, que exhiben una estructura nanoporosa en 2D.
Aunque la preparacion de las nanoldminas SAPO-5 y SAPO-34 ha sido estudiada en
aplicaciones cataliticas "%, la obtencion de nanolaminas Me-SAPO-5 o Me-SAPO-34 que
contengan metales en su estructura no ha sido reportada hasta ahora. La importancia de
estudiar particulas de zeolita Me-SAPO con morfologia nanolaminar es que estas
nanoparticulas con propiedades osteoinductoras seran incorporadas en futuros trabajos en
matrices poliméricas para la elaboracion de andamios de ingenieria de tejidos utilizando
impresion 3D. La morfologia laminar de las nanozeolitas favorecera su dispersion e
interaccion interfacial con el polimero, debido a la mayor razon de aspecto
(superficie/volumen) o area superficial de la particula “6. De este modo, la sintesis de
nanolaminas de zeolita SAPO-5 y SAPO-34 modificadas con cationes bioactivos como
calcio y litio permitiria producir nanoparticulas con diferentes propiedades osteoinductoras,
producto de su distinta composicion quimica, nanotopografia, tamafio y morfologia de las

particulas, factores que influyen y modulan la respuesta celular.

Teniendo en cuenta la evidencia cientifica y los antecedentes expuestos, en este trabajo de
tesis se propone estudiar la sintesis de zeolitas osteoinductoras, preparando nanozeolitas

silicoaluminofosfato (SAPQO) con nanotopografias SAPO-34 (anillos de 12 atomos y poros
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de 0,73 nm) y SAPO-5 (anillos de 8 atomos y poros de 0,43 nm), utilizando composiciones

modificadas con los elementos calcio y litio, y con morfologia de particula nanolaminar.



20
3  HIPOTESIS

3 Hipotesis
La sintesis de zeolitas silicoaluminofosfato con nanotopografia SAPO-5 o SAPO-34,
modificadas con calcio o litio y con morfologia 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 nanotopografia SAPO-5 y SAPO-34, modificadas con calcio o litio y con morfologia

nanolaminar.

4.2. Objetivos Especificos

1. Sintetizar y caracterizar nanozeolitas silicoaluminofosfato con diferente
nanotopografia, modificadas con calcio o litio y con morfologia nanolaminar.

2. Evaluar la bioactividad in vitro de las nanozeolitas mediante el ensayo en fluido
fisiologico simulado (SBF).

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

4. Evaluar la capacidad de nanozeolitas para inducir la diferenciacion osteogénica de
células preosteoblastica MC3T3.
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Sintesis de zeolitas SAPO.
5.1.1 Sintesis de zeolitas Me-SAPO-5.
La sintesis de zeolitas SAPO-5 con un metal (Me) intrared (Me-SAPO-5) se realiz6 mediante
el método hidrotermal, utilizando trietanolamina (TEA) como agente organico director de
estructura y utilizando acetato de litio (Li(CH3COO), MW:158,17g/mol, SIGMA) y acetato
de calcio (Ca(CH3COQ)2, MW:65,99g/mol, SIGMA) como precursores del metal (Me). Con
el proposito de obtener la estructura cristalina y tamafio nanométrico deseado para la zeolita

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

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

Sintesis Zeolita Composicion Tiempo Temperatura

S1 Me-SAPO-5 0,5 Al;03:1,0 P205:0,5 SiO2:1,5 TEA:50 H20:0,04 MeOx 24 h 200°C
S2 Me-SAPO-5 0,5 Al;03:1,0 P205:0,5 Si0O2:1,5 TEA:50 H,0:0,04 MeOx 48 h 200°C
S3 Me-SAPO-5 1,0 Al203:1,0 P20s:0,4 SiO2:1,2 TEA:60 H20:0,009 MeOx 24 h 200°C

Para una sintesis tipica de Me-SAPO-5 se diluyé acido fosforico concentrado H3PO4 (85%
SUPELCO) en agua destilada. Seguidamente, se disolvi6 el isoprop6xido de aluminio
(AI[OCH(CHz3)2]3, MW: 204,24 g/mol, SIGMA) en el &cido diluido, y luego se disolvid la
masa correspondiente de la sal del metal. A continuacion, se afiadi6 1,96 mL de LUDOX
AS-40 (MW: 60,08 g/mol, suspension de SiO2 40% en agua, ALDRICH), y seguidamente 7
mL de TEA (MW: 101,19 g/mol, trietanolamina CsH1sNO3 SIGMA-ALDRICH). La mezcla
final se agit6 durante 60 minutos (agitacion magnética) a temperatura ambiente antes de
transferirse a reactores autoclaves de acero inoxidable con vaso de teflon de 100 mL, para
luego ser sometido un periodo hidrotermal a 200 °C durante 24 h 0 48 h en una estufa (LEF-
103S-1, Dahian LabTech Co. Ltd.). Una vez completado el periodo hidrotermal, el producto
solido de sintesis se separ6 del liquido y se purifico mediante 6 ciclos de lavados-redispersion
con agua destilada mediante centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos. Completado el
lavado, el contenido sélido de cada tubo de centrifuga se traspaso a una capsula 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 sintesis de ambas zeolitas estudiadas, SAPO-5 y SAPO-34.

Este mismo procedimiento de sintesis se utilizd para preparar zeolita SAPO-5 (zeolita
control, sin metal intrared) excepto que no se agregd la sal del metal correspondiente. Por
otra parte, la zeolita 6ptima de SAPO-5 también se prepard con los cationes metalicos
extrared en su superficie. Para este propdsito, en un matraz Erlenmeyer se contactd 1 gr de
zeolita con 100 mL de solucién de concentraciéon 0,1 M de ion calcio o litio bajo agitacion
magnética por 24 h a temperatura ambiente. Completado el tiempo, las zeolitas fueron
lavadas con agua destilada y purificadas mediante 6 ciclos de centrifugado-redispersion. Las
particulas obtenidas fueron secadas a 80 °C por 12 h en una estufa marca Memmert. De esta
manera se obtuvieron las zeolitas Ca/Ca-SAPO-5y Li/Li-SAPO-5.
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5.1.2 Sintesis de laminas Me-SAPQO-34.

Para sintetizar Me-SAPO-34 se utilizO un método hidrotermal similar al descrito
anteriormente. La composicion de la mezcla de sintesis Me-SAPO-34 fue la siguiente: 1,3
Al203: 0,4 SiO2: 1,3 P20s : 1,3 TEAOH : 90 H20 : 0,0466 MeOx. En la Tabla 3 se detallan
las diferentes composiciones de sintesis estudiadas para obtener para la obtencién de zeolitas
SAPO-34, en S6 se obtuvo el material con las caracteristicas adecuadas.

Se diluyé 3,6 mL de acido fosférico concentrado H3POs en 25 mL de agua destilada.
Posteriormente se incorpord 10,9 g de isopropdxido de aluminio CoH21AlO3 y se agregd
respectivo metal, 0,154 g de Ca(CH3CO2)2, 0 0,049 g de Li(CH3COz)). Luego se afiadio 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, hidréxido de tetraetilamonio CgH.iNO SIGMA-
ALDRICH). La mezcla final se agitd durante 60 minutos (agitacion magnética) y se transfirié
a un reactor hidrotermal a 200 °C durante 24 h. El producto obtenido se centrifugo en 6 ciclos
de lavados-redispersion con agua destilada a 12.000 rpm durante 20 minutos, se seco en
estufa a 80° C por 12 horas, y finalmente se calcin6 a 550 °C por 6 horas usando una

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

Tabla 3. Composiciones de sintesis estudiadas para la obtencion de zeolitas SAPO-34.

 Sintesis  Zeolta ~ Composicion  Tiempo Temperatura |
s1 Me-SAPO-34  1,0Al,03:1,15 P205:0,55 SiO2:2,0 TEAOH:110 H,0:0,007MeOx 24 h 200°C
S2 Me-SAPO-34  1,0Al,03:1,15 P205:0,55 SiO2:2,0 TEAOH:110H,0:0,007 MeOx ~ 48h 200°C
S3 Me-SAPO-34  0,5A1,05:1,2 P,05:1,0 SiO2:1,5 TEAOH:50 H,0:0,009 MeOx 24h 200°C
S4 Me-SAPO-34  0,64A1,0:0,6 P205:0,19 SiO2:0,64TEAOH:45H,0:0,0235 MeOx 24 h 200°C
S5 Me-SAPO-34  0,64A1205:0,6 P,05:0,19Si0,:0,64TEAOH:45H,0:0,0235 MeOx 120 h 200°C
S6 Me-SAPO-34  1,0Al,05:1,0 P,05:0,4 SiO2:1,2 TEAOH:60 H,0:0,009 MeOx 24h 200°C
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5.2 Caracterizacion estructural y composicional de las zeolitas.

Para la identificacion de las zeolitas tipo SAPO-5 y SAPO-34 en los productos de sintesis se
utilizé el andlisis de difraccion de rayos-X (DRX). La DRX permitio identificar la estructura
cristalina de la zeolita, esto es la topologia (SAPO-34 o SAPO-5) a la cual pertenece y que

también determina su tamafio de nanoporo.

La estructura quimica de las zeolitas se analiz6 mediante espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FTIR) en el rango 400 cm™ a 4000 cm™ utilizando un
espectrofotometro infrarrojo marca Agilent, modelo Cary 630.

El tamafio y la morfologia de las particulas de las zeolitas se analizaron mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) en un microscopio JEOL JSM-IT 300 LV. Para este proposito,
las particulas de zeolita fueron dispersadas en una solucién de etanol al 70%, y sonicadas
durante 30 min. Desde la parte superior de la solucion se tomd una gota y se deposito sobre
la cinta de carbono del portamuestra hasta la evaporacion 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 composicion quimica de las zeolitas, se utiliz6 analisis elemental mediante
espectroscopia de dispersion de rayos — X (EDX) acoplada al mismo microscopio SEM. En
este caso se analizaron especialmente los contenidos de silicio (Si), aluminio (Al), fésforo
(P) y calcio (Ca). El litio no es detectable mediante esta técnica debido a la baja energia de
los rayos X K del &tomo (Z=3). La deteccion y medicidon de litio en las particulas se realiz6
posteriormente mediante fotometria de llama. Los valores de la concentracién de cada
elemento se informaron como un promedio de cinco mediciones realizadas en la superficie
de la muestra.

El area superficial de las zeolitas se determind mediante sortometria de N2 a 77 K en un
equipo Quantachrome ASiQwin 5.0. A partir de las isotermas de adsorcion de N2 el equipo

determind el area superficial BET de cada zeolita.
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5.3 Ensayo de bioactividad en fluido fisioldgico simulado (SBF)
La capacidad de las zeolitas para inducir la formacion de apatita similar al hueso se evalué
mediante el ensayo de bioactividad en fluido fisiologico simulado (SBF), que tiene
concentraciones de iones inorgéanicos similares a las del fluido extracelular humano. La
solucion de SBF se prepar6 como se describe por Kokubo et al. ® utilizando la composicion
de iones estandar (Na* 142,0; K* 5,0; Ca** 2,5; Mg?* 1,5; CI 148,0; HCO; 4,2; HPO3 1,0,
SO 0,5 mM) y pH 7,4. Las zeolitas en polvo se prensaron en una prensa hidraulica marca
PIKE, modelo CrushIR™, hasta lograr una presion de 9 toneladas para producir pastillas
circulares (9 mm de diametro 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 bafio
termostatizado de agua con agitacion horizontal. Después de 3, 7 y 14 dias de incubacion, las
pastillas de zeolita se removieron del SBF, se lavaron con agua destilada y se secaron a 60
°C. La formacién de la fase de apatita en las superficies del material se analiz6 mediante
FTIR y SEM /EDX.

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

Reactivo SBF para 500 mL
Agua destilada 450 mL
NaCl 3,998 ¢g
NaHCOs 0,175 ¢
KCl 0,112 ¢
K2HPO4 X 3H20 0,114 ¢
MgClz x 6H20 0,153 g
HCl 1M 18 mL
CaCl 0,139 ¢
Na2SO04 0,036 g
(CH20H)sCNH: (Buffer TRIS) 3,028 g
HCl para ajustarpH 74 ~ ----——-
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5.4 Ensayo de liberacion de iones.
Los ensayos de liberacion de iones de litio y calcio de las zeolitas se realizaron en PBS
durante 1, 3, 5, 7, 10 y 14 dias a 37°C. Para ello se incubaron 0,1 y 0,05 g de zeolitas
modificadas con catidn litio y calcio, respectivamente, con 10 mL de PBS en viales de vidrio
de 20 ml bajo agitacion magnética. Completado cada periodo de tiempo, la mezcla se dejaba
decantar por 30 minutos para luego analizar la concentracion de litio y calcio en el
sobrenadante. Las mediciones de litio se realizaron en un fotometro de llama (Jenway PFP7),
cuyo limite de deteccion para el litio es < 0,25 ppm. El andlisis mediante esta técnica se basa
en lamedida de la emision espontanea de radiacion electromagnética emitida por un elemento
previamente excitado con el calor de una llama. Cada elemento emite una radiacion con una
longitud de onda especifica para el mismo (670 nm en el caso del litio), lo cual proporciona
informacion cualitativa de la presencia del elemento en la solucién. La intensidad de la
radiacion es proporcional a la concentracion del elemento en la muestra. Para medir la
concentracion de calcio en la solucion se utilizo un electrodo selectivo de ion calcio (Cole-
Parmer® Cat. No. 27504-06), previamente calibrado con las soluciones estandares
correspondientes. Un electrodo selectivo de iones (ISE por sus siglas en inglés), es un sensor
que convierte la actividad de un ion especifico disuelto en una solucién en un potencial

eléctrico, el que puede ser medido con un voltimetro.

5.5 Ensayo de degradabilidad de zeolitas.

El grado de degradabilidad de las zeolitas se evalu6 mediante mediciones de pérdida de masa
en medio tamponado TRIS pH 7,4 en 4 tiempos, a los 3, 7, 14 y 28 dias de inmersion. 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 incubacion en

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

5.6. Ensayo de adsorcion de proteinas.
La capacidad de adsorcidon de proteinas de las zeolitas se determind utilizando albdmina
(seroalbimina bovina, Thermo Scientific™) y fibrindgeno (plasma humano empobrecido en

plasmindgeno, Merck). Para ello se contactaron 10 mL de solucion de proteina con una
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concentracion de 200 mg/L con 100 mg de zeolita en viales de vidrio y se mantuvieron
durante 24 h en agitacion en un bafio termostatizado a 37 °C. Transcurrido este periodo, las
soluciones fueron traspasadas a tubos Falcon de 15 mL vy centrifugadas durante 15 min a
2600 rpm en una Centrifuga Heracus™ Labofuge™ 200. En el sobrenadante obtenido se
determind la concentracién final de proteinas mediante el método colorimétrico BCA (acido
bicinconinico) con el kit de ensayo de proteinas BCA Pierce™. De cada solucion se obtuvo
una alicuota de 100 uL que se sembro en placas de lectura de 96 pocillos y se mezcl6 por
partes iguales con el reactivo. Posteriormente, la placa de lectura fue incubada a 60°C durante
1 h, segun instrucciones de fabricante y finalmente se realizo la lectura de un lector de placa
Elisa. La capacidad de adsorcion de proteina de cada zeolita se determiné mediante la

siguiente expresion:

Cantidad proteina (mg) iniciany-Cantidad proteina (mg) (finar

C Ad 29y =
apac. Ads. ( g ) = masa zeolita (g)

5.7. Ensayos celulares.

Para evaluar la respuesta celular (viabilidad, adhesion y diferenciacion) sobre las zeolitas
sintetizadas, se utilizo la linea celular preosteobléastica murina MC3T3, ampliamente probada
como célula modelo en estudios de diferenciacion osteogénica 82, Como medio de cultivo
se utilizé a-MEM (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, USA) suplementado con suero fetal
bovino (FBS) al 10%, antibiéticos penicilina, estreptomicina y anfotericina.

5.7.1. Ensayo de viabilidad celular.

Para los experimentos se utilizd una concentracion de particulas de zeolita de 250 pg/mL en
medio de cultivo tamponado con HEPES. Para ello se prepard una suspension inicial de
particulas de zeolita de concentracion 1750 pg/mL, dispersando ~0,0018 g de zeolita
previamente tratada con luz UV en 1 mL de medio de cultivo. Seguidamente la suspension

fue tratada en un bafio de ultrasonido por 45 minutos para su dispersion.
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La viabilidad de las células MC3T3 se evalud en presencia de cada tipo de zeolita luego de
3, 7 y 14 dias de incubacion, utilizando 25 x 10° células por pocillo en placas de 48 pocillos.
En cada pocillo se incubaron tipicamente 100 pL de suspension de zeolita de concentracion
1750 pg/mL (produce una concentracion final de 250 pg/mL), 100 pL de la suspension de
células en el medio de cultivo y 100 pL de buffer HEPES 70 mM. Como control positivo se
incubaron células sin zeolita y como control negativo se incubaron células con una
concentracion de 2000 ppm de iones de plomo provenientes de la sal utilizada (nitrato de
plomo).
Completado cada periodo de incubacion, se midié la viabilidad celular utilizando el ensayo
de reduccién 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 &. Luego de 2
horas de aplicado el reactivo MTS, se midio la absorbancia a 492 nm en un lector de placa
para test de Elisa. La absorbancia observada corresponde al producto de reduccion de MTS
(formazan) por las deshidrogenasas mitocondriales de las células viables presentes en el
cultivo. Se consider6 como unidad muestral independiente cada incubacion realizada de las
células con las particulas de zeolita. Estos ensayos se realizaron mediante tres réplicas
bioldgicas con tres réplicas técnicas cada una. Los valores se informan como el promedio £

desviacion estandar del namero de réplicas bioldgicas n=3.

5.7.2 Ensayos de adhesion celular.

La adhesion celular se evalu6 mediante microscopia de fluorescencia y microscopia
electrénica de barrido (SEM) luego de incubar con las zeolitas por 48 horas.

La morfologia de las células adheridas sobre las nanozeolitas se analizé utilizando
microscopia de fluorescencia. Con el propdsito de analizar el citoesqueleto celular, las células
adheridas sobre las nanozeolitas SAPO fueron fijadas en paraformaldehido (PFA) al 4% en
PBS durante 20 min a temperatura ambiente, luego se realizaron 3 lavados de 5 minutos de
duracion con PBS. Para la permeabilizacion y bloqueo celular se prepar6 una solucién de
NDS (suero normal de burro) al 10% en PBS-tritén al 0.2%, con la cual las células fueron
incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para la tincion celular se prepararon

soluciones de tincion DAPI diluida en una proporciéon 1:2000 en NDS al 1% en PBS, y
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faloidina en dilucion 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 cuantificacion se realizé utilizando diferentes plugins del programa de manipulacién de
imagen ImageJ. Se aplicé un umbral universal (min. 4, max. 30) a las imagenes de un solo
canal DAPI para nucleos de segmento. Se aplico el algoritmo de cuenca hidrogréafica para
separar los nucleos en contacto. Los nucleos se contaron de forma automatizada utilizando
la funcién “Analizar Particulas” con criterios de tamafio de 100-600 um? de area. Se

excluyeron las células en los bordes .

Para el andlisis de SEM se elaboraron pastillas de zeolita de 9 mm de diametro prensando el
polvo en una prensa hidraulica. Las pastillas de zeolita previo tratamiento con luz UV fueron
colocadas en el fondo de cada pocillo de la placa de cultivo. Seguidamente se deposito la
suspension de células MC3T3 en la superficie de la pastilla utilizando 25 x 10 células por
pastilla y pocillo. Luego de un tiempo de incubacion de 48 horas, las pastillas fueron
removidas del medio, lavadas con PBS vy las células fijadas con glutaraldehido (2.5%).
Posteriormente, las muestras fueron sometidas a una deshidratacion en concentraciones
ascendentes de etanol, secadas en un secador de punto critico de CO2 (Autosamdri®-815) y
finalmente cubiertas con una pelicula de oro en el metalizador (Denton Desk V sputter
coater). Seguidamente la morfologia de las células adheridas fue examinada en el

microscopio electronico de barrido (SEM).

5.8 Ensayos de diferenciacion celular.

La capacidad de las zeolitas para estimular la diferenciacion osteogénica de las células
MC3T3 se evalué cultivando las células con las particulas de zeolita en ausencia de
suplementos osteogénicos por 7, 14 y 21 dias de incubacion. Luego de cada periodo de
incubacion se midid la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) de manera cuantitativa
utilizando el ensayo de desfosforilacion colorimétrica con el reactivo p-nitrofenil fosfato
(pNPP) y cualitativamente mediante tincién NBT (nitro blue tetrazolium) / BCIP (5-Bromo-
4-chloro-3-indolyl fosfato). Para ello una vez completado el tiempo de incubacion, se retir6

el medio de cultivo, las células se lavaron con PBS 1x y se fijaron con una solucion de 90%
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de etanol y 10% de formaldehido durante 30 s, tras lo cual se fueron lavadas con una solucion
tampon fosfato salino (PBS 1x a 4°C) y se agrego el reactivo pNPP en un buffer de reaccion
compuesto por bicarbonato de sodio 100 mM y MgCl> 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 fisioldgicas pierde un proton 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 consider6 como unidad muestral independiente cada incubacion
realizada de las células con las particulas de zeolita. Estos ensayos se realizaron mediante
tres réplicas bioldgicas con tres réplicas técnicas cada una. Los valores se informan como el
promedio + desviacion estandar del namero de réplicas biologicas n=3.
Complementariamente, la actividad ALP se analizd cualitativamente utilizando la tincion
NBT (nitro blue tetrazolium) / BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato ptoluidina) vy
registrando imagenes en un microscopio optico (Zeiss, Primo Star 3). La fosfatasa alcalina
secretada por las células en actividad osteogénica produce la liberacion 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 mas sensible la tincion.

Adicionalmente, se planifico la cuantificacion de otros marcadores de diferenciacion
osteogénica, Runx-2 y Osterix, que intervienen en estadios tempranos y tardios de este
proceso. Se trabaj0 durante aproximadamente 3 meses en este ensayo, planificando
cuidadosamente su metodologia, la cual es muy sensible a la técnica. Pese a los esfuerzos
realizados, donde se revisaron los protocolos de extraccion de material genético,
concentracion celular utilizada, lineas celulares, marcadores Kits para ejecucion del ensayo,

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

5.9 Analisis estadistico.

Los datos cuantitativos obtenidos del analisis elemental EDX, de los ensayos de viabilidad
celular MTS y de diferenciacion osteogénica ALP, se analizaron mediante el programa
OriginPro® 2018 (OriginLab Corporation, USA). Los datos experimentales se informan

como el promedio + desviacion estandar de un ndmero de experimentos n=3 para las
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mediciones de EDX. Para los ensayos celulares (MTS y ALP) se consider6 como unidad
muestral independiente cada incubacion realizada de las células con las particulas de zeolita.
Estos ensayos se realizaron mediante tres réplicas bioldgicas con tres réplicas técnicas cada
una. Los valores de MTS y ALP se informan como el promedio + desviacion estandar del
numero de réplicas biologicas n=3.

Para comprobar la normalidad de la distribucidn de los datos, se realizo la prueba estadistica
de Shapiro-Wilk. Se utiliz6 un nivel de significancia de 95% (p <0,05). Para comparar las
medias entre los distintos grupos se realizo la prueba ANOVA de una sola via y la prueba de

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

6.1 Condiciones de sintesis y caracterizacion estructural de zeolitas SAPO-5 y SAPO-
34.

Las condiciones Optimas de composicion, tiempo y temperatura obtenidas para la sintesis de
las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 fueron las siguientes:

Tabla 5. Composiciones Optimas para la sintesis de zeolitas SAPO-5 y SAPO-34.
Sintesis Zeolita Composicion Tiempo Temperatura
S3 Me-SAPO-5 1,0 Al,05:1,0 P205:0,4 SiO;: 1,2 TEA:60 H0:0,009 MeOx 24 h 200°C

S6 Me-SAPO-34 1,0Al;03:1,0 P205:0,4 Si0O2:1,2 TEAOH:60 H,0:0,009 MeOx 24 h 200°C

En la Figura 10a se presenta el analisis DRX de los productos 6ptimos de sintesis. Los
patrones de DRX confirman que los productos de sintesis 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 %.Por otra
parte, las modificaciones de las zeolitas tanto con iones litio como calcio intra y extrared no
alterd el patron DRX de las zeolitas. Los analisis de espectroscopia ATR-FTIR (Fig. 8b)
muestran las sefiales tipicas generadas por la estructura quimica de las zeolitas. Los peaks a
470, 790 y 1040 cm corresponden a vibraciones (estiramientos simétricos) de los enlaces
Si-O-Si 0 P-O-Si (enlaces T-O-T, donde T es un tetraedro formado por el correspondiente
atomo), mientras que la sefial a 580 cm™ es atribuida a enlaces Al-O-Si o Al-O-P. Las bandas
alrededor de 635 y 715 cm™, 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™ es asignada a estiramientos asimétricos de los enlaces Si-O-Si o P-O-Si 887 En el
caso de las zeolitas modificadas con cationes extrared (Ca/Ca y Li/Li) se observa una
disminucion 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
gue no se podrian atribuir a un cambio en la estructura cristalina de la zeolita, pero si a algin

tipo de interaccion quimica entre los cationes extrared con los enlaces antes sefialados.




34

a) — Li/Li-SAPO-34

— Li/Li-SAPO-5

—— Ca/Ca-SAPO-34

ﬂ —— Ca/Ca-SAPO-5
1 1 ) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 I 1

— Li-SAPO-5

—— Ca-SAPO-34

—— Ca-SAPO-5

Intensidad relativa (u. a.)

20 (9)
o} 2 2
o &° 2 O 0
b) - "/Q’VQ \9“6 «QQO @Q’Qv ng
T
— /——‘\/ﬂ/\v\
\_~ —— SAPO-5
G - \/ﬂ /—\ — Li-SAPO-5
: T —T
= " ——Ca-SAPO-5
g \f\w N
g \,\/\\\«/‘ —— Li/Li-SAPO-5
g V\/\/\.» —— CalCa-SAPO-5
E) T /\ :j\\/‘/‘\\“/ —— SAPO-34
S —— Li-SAPO-34
= _"ﬁ / W\x/
—— Ca-SAPO-34
— ™~
\/\ —— LilLi-SAPO-34
T /~ \\” —— Ca/Ca-SAPO-34
N
T T T T T T T T T T T T
2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Longitud de onda (cm-1)

Fig. 10. a) Patrones DRX y b) espectro-analisis FTIR de las zeolitas SAPO estudiadas.
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Las zeolitas tambien fueron examinadas mediante microscopia SEM (Fig. 11). Se puede
observar que los cristales de zeolita SAPO-5 tienen una morfologia hexagonal y laminar, con
espesores de orden nanométrico (nanolaminas ~70 — 170 nm), mientras que los cristales de
zeolita SAPO-34 son también nanolaminares (espesores ~ 43 — 130 nm) pero con morfologia

cubica.
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Fig. 11. Iméagenes SEM de particulas de zeolita SAPO-5 y SAPO-34 sintetizadas en las condiciones éptimas
(24 h a 200 °C).
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En la Tabla 6 se resumen el tamafio promedio de la dimension nanométrica (espesor del

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

170 nm dependiendo de la topografia y composicion quimica de la zeolita.

Tabla 6. Dimension nanométrica de las particulas de zeolita determinada mediante microscopia SEM.

Zeolitas SAPO-5 Dimension nanométrica (nm) Zeolitas SAPO-34 Dimension nanométrica (nm)

SAPO-5 84,8 SAPO-34 43,2
Li-SAPO-5 130,8 Li-SAPO-34 66,2
Ca-SAPO-5 88,3 Ca-SAPO-34 130,4
Li/Li-SAPO-5 1712 Li/Li-SAPO-34 67,4
Ca/Ca-SAPO-5 71,6 Ca/Ca-SAPO-34 81,9

El analisis composicional EDX (Fig. 12) muestra que las zeolitas estdn compuestas

fundamentalmente de los elementos Si, Al y P confirmando su naturaleza silico-alimino-

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

también muestra como la densidad de &tomos de Al y P en las zeolitas es mayor que la de Si.
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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 determind mediante fotometria de llama. Estos analisis 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 podria provenir de los compuestos organicos

utilizados en la sintesis de las zeolitas.
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Tabla 7. Contenidos de elementos en las zeolitas medidos mediante EDX. Li*: el contenido de litio de las
particulas se determind mediante fotometria de llama, este dato se midié en 6 tiempos (1, 3, 5, 7, 10 y 14 dias).

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

Si (% m) Al P (0] C Ca Li*
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 01 -
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 area superficial BET y las correspondientes
isotermas de adsorcion de N2 obtenidas para cada tipo de zeolita. Se encontro que las zeolitas
SAPO-34 presentan valores de area superficial entre 300 — 400 m?/g mientras que las zeolitas
SAPO-5 presentan valores entre 34 — 130 m?/g. Ambos tipos de zeolita exhibieron isotermas
tipo I/1V (clasificacion IUPAC) propia de materiales microporosos (Tipo ) con presencia de
mesoporos o espacios interparticula (Tipo 1V) (adsorcion a P/Po cercano a 1,0). Las zeolitas

SAPO-5 presentan una adsorcion de tipo IV mas intensa que las SAPO-34.
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Figura 13. Area superficial BET de las zeolitas SAPO estudiadas (a) e isotermas de adsorcion de N de zeolitas
SAPO-5 (b) y SAPO-34 (c).

6.2 Evaluacion de la capacidad de formacion de apatita en liquido corporal simulado
(SBF).

El ensayo SBF mide la habilidad de algunos materiales para estimular la formacion de
hidroxiapatita 6sea in vitro. Los cambios en la superficie de las zeolitas luego de su inmersion
en SBF se analizaron mediante FTIR y SEM. En la Fig. 14 se muestran los espectros FTIR
de las zeolitas y luego de su inmersién en SBF por 3, 7 y 14 dias. En todos los espectros de
la serie de zeolitas SAPO estudiadas se puede observar que luego de su inmersion en SBF se
produce la aparicion de bandas asociadas a la estructura de la apatita. La apatita genera
sefiales en el infrarrojo a 1040, 604 y 567 cm™, correspondientes a los enlaces P-O del grupo
PO4. Aunque las tres bandas se desarrollan con diferente intensidad, la formacion de apatita
se distingue mas claramente por la banda de alrededor de los 1040 cm™. Luego de 3 dias de
inmersion, se observa que en las zeolitas SAPO-5 las sefiales del enlace P-O a 1040 cm™ son
mas intensas, lo que significa que la formacion de apatita en estas particulas es mas rapida
que en SAPO-34. Luego de 7 y 14 dias se observan bandas de apatita en todas las zeolitas,
sin embargo, las zeolitas con cationes extrared de litio y especialmente con calcio presenta

las sefiales mas intensas de apatita.
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Fig. 14. Andlisis FTIR de las zeolitas sometidas al ensayo de SBF durante 3, 7 y 14 dias.
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En la Fig. 15 se muestran imagenes SEM y analisis elemental EDX de la superficie de

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

su inmersion en SBF.
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Fig. 15. Imagenes SEM y composicional EDX de zeolitas SAPO antes y después de 14 dias de inmersién en SBF.
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Las imagenes SEM muestra algunos cambios en la morfologia de la superficie de pastillas
de zeolitas luego del periodo de inmersién en SBF. En el caso de SAPO-5, se pueden
visualizar depositos minerales con morfologia caracteristica de apatita, mientras que para
Li/Li-SAPO-5 y Ca/Ca-SAPO-5 se observa una capa mineral mas densa. En el caso de las
zeolitas SAPO-34, resulta més dificil detectar formaciones minerales, ya que se observa
simultaneamente una disgregacion de la pastilla. Sin embargo, sobre los cristales de Ca/Ca-
SAPO-34 se pueden detectar la presencia de depositos minerales que podrian corresponder a
la apatita detectada por FTIR. El anélisis composicional EDX demostr6 en la mayoria de los
casos ocurrio un aumento del contenido de Ca en la superficie después de su inmersion en
SBF. En varias muestras este aumento de calcio estuvo acompafiado por una disminucién de

los contenidos de Si y Al de la zeolita.

6.3 Evaluacion de la capacidad de adsorcidn de proteinas de las zeolitas.

La Figura 16 muestra los valores de la capacidad de adsorcion de proteinas obtenidos para
cada zeolita. Todas las zeolitas presentaron capacidad para adsorber tanto albimina como
fibrindgeno, sin embargo, la adsorcion de albumina 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 adsorcién de fibrindgeno.
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Figura 16. Capacidad de adsorcion de proteinas albimina y fibrindgeno de las zeolitas SAPO estudiadas. Se
realizé la comparacion estadistica de todos los grupos entre si segun la proteina adsorbida, no encontrandose
diferencias significativas en la adsorcion de fibrinégeno. En el grafico se muestra con * los grupos que
presentaron diferencias significativas en la adsorcion de albumina. *p<0.05; ANOVA de una via con prueba de
Tukey.

6.4 Capacidad de liberacién 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 dias. Se puede observar que luego de 1
dia las zeolitas liberan una importante concentracion de los iones, que en general se estabiliza

luego de 3 dias para luego aumentar nuevamente a los 7 dias.
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Como era de esperar, las zeolitas con cationes extrared son las que liberan una mayor
concentracion de Ca?* y Li* sin diferencias significativas cuando se trata de zeolita SAPO-5 0
SAPO-34.
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Figura 17. Curvas de liberacion 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 dias de inmersion en el medio. Esta pérdida de masa se encuentra en torno
al 15 — 20 % para la mayoria 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 perdida de peso en las
zeolitas SAPO-34 que en las SAPO-5, y una mayor degradabilidad cuando se encuentran
modificadas con cationes extrared (Ca/Cay Li/Li).
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Figura 18. Gréaficos de degradabilidad de zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 en medio tamponado TRIS.

6.6. Viabilidad de células preostoblasticas MC3T3 cultivadas con las zeolitas.

La viabilidad celular se estudié con una concentracion de zeolita de 250 pg/mL con el
propdsito de comparar su citocompatibilidad con bioceramicas de referencia como nBG, en
cuyos ensayos se utiliza aquella concentracion. En la Figura 19 se muestran las viabilidades
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 dias de incubacion. A
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los 3 dias 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
dias, disminuye la viabilidad celular en la serie de zeolitas SAPO-34 respecto al control.
Luego de un periodo de 14 dias de incubacion, solo en las zeolitas SAPO-34, Li-SAPO-34 y
Ca-SAPO-34 disminuye la viabilidad, no observandose pérdida de viabilidad celular con las
demas zeolitas, especialmente en aquellas con cationes extrared (Ca/Ca y Li/Li) y toda la

serie SAPO-5.
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Figura 19. Ensayo de viabilidad celular MTS de células MC3T3 cultivadas con las nanoparticulas de zeolitas.
Los resultados se expresan como un promedio * desviacion estandar del nimero de réplicas biol6gicas n=3
para cada uno de los grupos. El grafico compara para cada tiempo todos los grupos de zeolitas SAPO entre si
respecto al control (células sin material) y al control negativo con plomo (Pb). En el gréfico se representa con
* s6lo aquellos grupos que mostraron diferencias significativas respecto al control en un mismo tiempo.
*p<0.05; ANOVA de una via con prueba de Tukey.

6.7. Adhesion de células preostoblasticas MC3T3 cultivadas con las zeolitas.
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La adhesion de células MC3T3 sobre las particulas de zeolita SAPO se analizé mediante
microscopia de fluorescencia tifiendo los filamentos de actina con faloidina (rojo) y los

nacleos celulares con DAPI (azul) (Fig. 20).
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Figura 20. Imagenes de microscopia de fluorescencia mostrando el citoesqueleto (faloidina) y nicleos
(DAPI) de células MC3T3 adheridas en las diferentes particulas de zeolita SAPO luego de 48 horas.
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Figura 21. Densidad de células MC3T3 en las zeolitas luego de 48 horas determinada mediante cuantificacion
de nlcleos tefiidos con DAPI. Se realizd la comparacion estadistica de todos los grupos entre si, no

encontrandose diferencias significativas entre ellos. ANOVA de una via con prueba de Tukey (p<0.05).

En todos los casos se observd que el citoesqueleto de las células adopta una morfologia
extendida en presencia de los cristales (zonas rojas de mayor intensidad) de las diferentes
zeolitas, lo cual es una indicacion de una buena adherencia de las células al sustrato
nanoparticulado de zeolita. Aunque morfoldégicamente no se pueden confirmar diferencias
significativas, aparentemente las células se aprecian mas separadas entre ellas en los cultivos
con zeolita SAPO-5, especialmente en las zeolitas SAPO-5 modificadas con litio. En la Fig.
21 se presentan las densidades celulares determinadas mediante la cuantificacion de los
nacleos tefiidos con DAPI, en donde no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos estudiados.

La morfologia de las células adheridas sobre diferentes zeolitas se analiz6 utilizando
microscopia SEM (Fig. 22). Se puede observar la presencia de células adheridas en la

superficie de todas las zeolitas estudiadas. Las células adoptaron una morfologia
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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 intima interaccion con los cristales de zeolita.



50

TOUM —
Li-SAPO-34

>~

A 10UM e— i
Ca/Ca-SAPO-5 . ] CaiCa-§ {34

oz

Figura 22. Imagenes 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. Evaluacion de la capacidad de las zeolitas para inducir la diferenciacion celular
osteogénica.
La capacidad de las nanoparticulas para estimular la diferenciacion osteogénica de células
preosteoblasticas MC3T3 se evalud midiendo la actividad enzimatica de ALP. La Figura 23
muestra los valores de actividad de ALP obtenidos. Al dia 7 no se observaron diferencias
significativas entre las zeolitas con cationes extrared (Li/Li-SAPO-5/34, Ca/Ca-SAPQO-5/34)
y nBG, que presentaron mayor actividad de ALP respecto al control y a las zeolitas sin
cationes extrared. Al dia 14, la actividad ALP fue ain 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 estadisticamente significativa. La actividad de ALP producida por las
zeolitas Li/Li-SAPO-5 y Li/Li-SAPO-34, que fueron las que presentaron mayor desemperio,
fue similar a la producida por las nanoparticulas de vidrio bioactivo (nBG) usadas como

referencia, ya que no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

1 —_
8 Control
1 e %
1,6 1 SAPO-5
1 Li-SAPO-5

€ 14 ] Cca-SAPO-5
c | I Li/Li-SAPO-5
D 1, Il Ca/Ca-SAPO-5
S+ SAPO-34
~ 1 Li-SAPO-34
Q 104 [ casApo-34
< . Bl Li/Li-SAPO-34
8 g Il Ca/Ca-SAPO-34
s O
C J
I
2 0,6
o |
3
< 04+

0,2 —

0,0 -

Dia 7 Dia 14
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 incubacidn, se realizé la comparacion estadistica
de todos los grupos con zeolitas SAPO entre si, asi como respecto a las células sin el material (Control) y con
la particula osteoinductiva de referencia (nBG). En el gréfico se representa con * sélo 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 + desviacion estandar del nimero de
réplicas bioldgicas n=3 para cada uno de los grupos descritos. */# p<0.05; ANOVA de una via con prueba de

Tukey.
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La Figura 24 muestra imagenes de microscopia 6ptica de las células MC3T3 tefiidas con el
reactivo NBT/BCIP especifico para la deteccion de actividad de la enzima ALP. Se observa
la tincion para ALP en todos los grupos estudiados, observandose una mayor produccion 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 particula

osteoinductora de referencia nBG.
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Figura 24. Actividad cualitativa de fosfatasa alcalina. Fotografias en microscopio 6ptico de MC3T3 cultivadas

con zeolitas SAPO, nBG y medio osteogénico durante 10 dias, tefiidas con reactivo NBT/BCIP.



53
6 DISCUSION.

7.1. Sintesis y caracterizacion estructural de zeolitas SAPO.

En este trabajo de tesis se planted la obtencién de zeolitas silicoaluminofosfato (SAPO) con
dimensiones nanométricas y que pudiesen incorporar cationes de Li* y Ca?" en su estructura
como agentes promotores de propiedades osteoinductoras. La obtencion del material que
cumpliera con las caracteristicas cristolagraficas, morfoldgicas y composicionales deseadas
fue verificada mediante técnicas de analisis de DRX, FTIR, SEM y EDX. Para la sintesis de
las nanoparticulas de zeolitas se utilizé el método hidrotermal, siguiendo inicialmente
condiciones descritas en diferentes fuentes bibliograficas 8. En la literatura no se describen
métodos de sintesis que incorporen calcio y litio dentro de la estructura de zeolitas SAPO,
por lo que las composiciones y condiciones de sintesis se optimizaron hasta obtener particulas
de zeolita SAPO con las caracteristicas deseadas de topografia (SAPO-5 y SAPO-34), de
tamafo de particula (nanodimensional), morfol6gicas (laminares) y composicionales (con
litio y calcio estructural). Las estructuras cristalinas de las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 se
confirmdé mediante andlisis DRX, encontrdndose que corresponden a las estructuras
topograficas AFI y CHA (Atlas of Zeolite Frameworks), respectivamente *°. La estructura
AFI de la zeolita SAPO-5 se caracteriza por tener nanoporos con aperturas conformada por
un anillo de 12 miembros con diametro de 0,73 nm, mientras que la estructura CHA de la
SAPO-34 posee poros de 8 miembros y con didmetro de 0,38 nm. Por otra parte, ambas
zeolitas presentaron particulas o cristales con una morfologia laminar y de espesor
nanométrico. En el caso de la SAPO-5 las nanolaminas fueron hexagonales, pero formando
agregados micrométricos, mientras que las laminas de SAPO-34 fueron de morfologia cibica
y mucho mas dispersas que los de SAPO-5. Estas caracteristicas nanométricas de tamafio de
poro, forma y tamafio de cristal determinan propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de
estos materiales. Una de estas propiedades es el area superficial de las zeolitas, que al ser
medida mediante isotermas de adsorcion de nitrégeno arrojo areas superficiales promedio en

torno a los 100 m?/g para las zeolitas SAPO-5 y de 350 m?/g para las zeolitas SAPO-34.
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La mayor area superficial de la zeolita SAPO-34 podria explicarse por la mayor dispersion,
morfologia cibica y menor tamarfio de los nanocristales de SAPO-34, lo cual incrementa su
area superficial externa, a pesar de que posea un tamafio de poro menor que la SAPO-5. Otra
diferencia encontrada entre las zeolitas es que, aunque la zeolita SAPO-5 tiene menor area
superficial, esta zeolita posee mayor mesoporosidad que la zeolita SAPO-34 como lo
mostraron las formas de las isotermas de adsorcion. Estos “mesoporos” en realidad
corresponden a espacios interparticula formados por la aglomeracion de los pequefios
nanocristales y que se comportan como mesosoporos 8%, Los espacios interparticula tienen
un rol importante en la adsorcion de macromoléculas bioldgicas que por su tamafio no pueden

ser adsorbidas a través de los nanoporos de la zeolita.

Por otra parte, se confirm6 la composicion quimica de las zeolitas SAPO, especialmente que
su estructura estaba compuesta de silicio (Si), aluminio (Al), fésforo (P) y oxigeno (O),
elementos que le otorgan el nombre de silicoaluminofosfato (SAPO). Aunque estos
elementos se encuentran en todas las zeolitas obtenidas, se encontré una mayor proporcién
de Al'y P por sobre Si. Asimismo, se verificd la incorporacion de los iones de Cay Li en la
estructura de las zeolitas SAPO, detectandose la incorporacion 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 comprob6é que la
modificacion de las zeolitas con estos cationes no produce cambios en su estructura cristalina,
lo cual les permite conservar sus propiedades de porosidad y area superficial. Aunque las
zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 se han sintetizado para su uso en otras aplicaciones
(catalizadores de reacciones petroquimicas) °*%, no se encuentran en la literatura reportes

de su preparacién para su utilizacion en aplicaciones de regeneracion 6sea.

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

El SBF es una prueba utilizada para evaluar la capacidad de materiales bioceramicos para
estimular quimicamente la formacion de hidroxiapatita (HA) en contacto con el fluido
fisiologico. A los 3 dias en SBF, todas las zeolitas SAPO-5 y Ca/Ca-SAPO-34 mostraron
sefiales FTIR asociadas a la formacion de la estructura de apatita. Sin embargo, a los 7y 14
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dias, todas las zeolitas mostraron sefiales FTIR de la HA, siendo mas 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 (Cai0(PO4)s(OH)2), por lo que los
iones de Ca?* liberados por la zeolita facilitan la mineralizacion de apatita. La formacion de
apatita también fue evidenciada en algunos casos mediante depésitos minerales detectados
con microscopia SEM y por el aumento de los contenidos de calcio (y disminucion de Al y
Si) luego del tiempo de inmersién en SBF. Por lo tanto, la formacién de apatita en la zeolita
se puede explicar por la liberacidn de iones de calcio y fosfato de sus cristales que sufren una
disolucién parcial junto con la alta area superficial que ofrecen estos materiales para las
reacciones quimicas superficiales de precipitacion de apatita. La capacidad de las zeolitas
para inducir la formacion de apatita no habia sido hasta aqui bien demostrada. EI 2015, Li et
al. usando recubrimientos de zeolita MFI (silice pura) sobre titanio detect6 la formacion de
depdsitos minerales con morfologia de apatita mediante microscopia SEM después de 4 dias
en SBF %8, pero no confirmaron la estructura quimica de los dep6sitos mediante otra técnica.
En el presente trabajo la composicion silicoaluminofosfato (grupos fosfatos), la alta area
superficial de las zeolitas SAPO, las dimensiones nanométricas, junto con la presencia de
cationes como calcio pueden explicar la mejorada mineralizacion de apatita presentada por
estas zeolitas en SBF. La capacidad mostrada por las zeolitas SAPO para promover la
formacion de apatita es una propiedad deseada para las bioceramicas para su potencial
aplicacion en la reparacion de tejido dseo.

7.3. Propiedades de degradacion y capacidad de liberacion de iones calcio y litio de las

zeolitas.

En los ensayos de degradacion se observd que todas las nanoparticulas estudiadas
presentaron cierto grado de degradacion (~15 — 20 % en masa), particularmente las SAPO-
34 y SAPO-5 modificadas con cationes extrared. En general las zeolitas tradicionales con
composicion aliminosilicato (AlSi) son materiales estables quimica y térmicamente, por lo
tanto, poco solubles o degradables. En cambio, las zeolitas SAPO han demostrado tener una
estructura menos estable quimicamente y, por lo tanto, més soluble, debido a la hidrélisis que

pueden sufrir sus enlaces -Si-O-Al- y -Si-O-P- incluso en condiciones normales .
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Esta mayor reactividad de las estructuras SAPO explicaria la degradabilidad que presentaron
en medio con pH fisiologico, lo cual es una propiedad deseada para su aplicacion en procesos
de regeneracion Osea. La degradabilidad de las zeolitas SAPO deberia también producir la
liberacion de especies solubles de silicio, las que se han demostrado que estimulan los
procesos diferenciacion osteogénica como ocurre con el vidrio bioactivo 2°®°, En el ensayo
de liberacion de iones se observo que todas las zeolitas SAPO liberaron iones de Ca?* y Li*
al medio, sin embargo, las concentraciones de cationes liberados fue superior en SAPO-5y
SAPO-34 que contenian estos cationes de forma extrared. En el ensayo de liberacion de
calcio se observo que alrededor de las 3 horas las particulas con cationes extrared liberaron
una concentracion de ~0,8 mg/L, mientras que las particulas sin cationes extrared liberaron
alrededor de ~0,4 mg/L. Estos niveles de liberacion de calcio explican también que las
particulas con cationes extrared hayan presentado una mayor formacién de apatita en SBF.
Un mayor potencial degradativo y una mayor liberacion de cationes Ca?* y Li* también se
deberia traducir en una mayor interaccién de estos productos i6nicos de disolucion con las

células, lo que podria estimular los procesos de proliferacion y diferenciacion celular.

7.4. Capacidad de adsorcion de proteinas de las zeolitas.

Las zeolitas SAPO también presentaron alta capacidad para adsorber proteinas como
fibrindgeno y albumina. Respecto a la adsorcion de fibrindgeno las zeolitas SAPO-5 y
SAPO-34 no presentaron diferencias significativas. Sin embargo, las zeolitas SAPO-5 en
general presentaron mayor capacidad de adsorcidn de albumina respecto a las zeolitas SAPO-
34, excepto cuando la SAPO-5 contenia litio extrared (Li/Li-SAPO-5). Aunque la zeolita
SAPO-34 tiene mayor area superficial (~300 m?/g) que las zeolitas SAPO-5 (~100 m?/g), su
alta area superficial esta dada principalmente por el area interna dentro de los nanoporos de
la zeolita, area que no es accesible para las macromoléculas de las proteinas. Por lo tanto, la
adsorcion de proteinas se explica por su adsorcion en la superficie externa de los cristales de
zeolita y por la presencia de espacios interparticulas. En este sentido, la forma de las
isotermas de adsorcion de N> 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 interparticulas (espacios entre los
nanocristales de zeolita) que facilitan la adsorcidon de grandes moléculas de proteina y con
forma globular como es el caso de la proteina albtmina (14 x 4 x 4 nm) ®+°_ El fibrindgeno
al ser una molécula més lineal y de menor didmetro (6,5 x 6,5 x 46 nm) posee menos
limitaciones difusionales para acceder por los espacios interparticula a la superficie de los
cristales de SAPO-34 % Estas diferencias de adsorcion de albimina versus fibrindgeno han
sido reportadas también por nuestro grupo en otros tipos de materiales hanoporosos que
generalmente distinguen la morfologia y tamafio de las proteinas “*%. La capacidad de
adsorcion de proteinas presentada por las zeolitas es una propiedad deseable en los
biomateriales, ya que la adsorcion de proteinas extracelulares es un proceso que precede y
favorece la adhesion y proliferacion celular en la superficie del material 8. Especificamente,
proteinas extracelulares como fibronectina promueven la adhesion de células
osteoprogenitoras mediante el dominio Arg-Gly-Asp (RGD), el cual se une a receptores
transmembranas (integrinas) *°. En general materiales con alta capacidad de adsorcion de
proteinas, tiende a presentar una mejor adhesion y proliferacion celular en su superficie,

como fue posteriormente verificado en las zeolitas estudiadas.

7.5. Viabilidad y adhesién de células MC3T3 cultivadas con las zeolitas.

Las zeolitas SAPO mostraron ser citocompatibles con las células preosteoblasticas MC3T3.
El ensayo MTS mostr6 que al dia 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 ningun periodo de incubacién. Aunque a los 7
dias se observo una disminucion de la viabilidad con las zeolitas SAPO-34, a los 14 dias las
celulas 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 dia 7 entre las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 podria ser consecuencia de las
menores dimensiones nanometricas y mayor dispersion de los cristales cubicos de SAPO-34,
a diferencia de los nanocristales de SAPO-5 que forman y se comportan como aglomerados

micrometricos de mayor tamafo.
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Varios estudios indican que la toxicidad de un nanomaterial puede ser provocada por factores
relacionados al tamafio y forma de la particula, su composicién quimica o area superficial lo
cual determina diversas respuestas intracelulares que afectan la viabilidad celular 1%, Sin
embargo, en el presente trabajo se encontrdé que la modificacion de las zeolitas con los
cationes de Ca y Li permitieron producir particulas que no afectaron la viabilidad celular
incluso hasta 14 dias de incubacion. Existen reportes en la literatura que destacan el rol del
Ca2" y del pH intracelular basico en la proliferacion celular %1, En este estudio, la liberacion
iones Ca?* y la alcalinidad producida por las zeolitas SAPO son caracteristicas que pueden

favorecer la proliferacion celular.

La citocompatibilidad de las zeolitas SAPO fue también corroborada mediante los ensayos
de adhesion celular, y el registro de imagenes con microscopia de fluorescencia y SEM. En
estos ensayos fue posible comprobar que las células se adhieren con una alta densidad, una
morfologia muy extendida e interactuando intimamente a través de filopodios con la
superficie de las diferentes nanoparticulas, lo cual confirma la inocuidad de los materiales

sintetizados.

7.6. Capacidad de las zeolitas para inducir la diferenciacion osteogénica de células
MC3T3

La capacidad de las zeolitas para promover la diferenciacién celular osteogénica se evaluo6
mediante la medicion de la actividad de ALP. La enzima ALP es un marcador ampliamente
utilizado para evaluar la diferenciacion celular hacia linaje osteogénico, ya que esta enzima
es producida cuando las células osteoblasticas se encuentran formando la matriz extracelular
6sea 192, 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 encontré que incluso
las zeolitas sin modificaciones con calcio y litio (SAPO-5 y SAPO-34) fueron capaces de
estimular la diferenciacion celular. Este efecto se podria atribuir a la topografia nanoporosa
de las zeolitas. Se conoce que la diferenciacion celular puede ser estimulada mediante
mecanismos de mecanotransduccion, es decir, mediante estimulos fisicos provenientes de un

material con una topografia particular *°.
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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 podria generar estimulos mecénicos especificos. Sin embargo, la mayor
actividad ALP se observé 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 explicarian por las
mayores concentraciones de Li* y Ca?* que estas zeolitas liberan al medio. El litio es un
elemento que posee una reconocida capacidad osteoinductora. Se ha demostrado que la
estimulacion de células madre con ciertas concentraciones de iones Li* (5-10 mM), tienen la
capacidad de regular la via de senalizacion Wnt/p-catenina mediante la inhibicion de la
enzima glucdgeno sintasa quinasa-3 (GSK-3pB). La activacion de la via Wnt/B-catenina
estimula la expresion de genes en el nicleo asociados al proceso de diferenciacion
osteogénica %1% Por su parte, el calcio presenta conocidas funciones en el control del
metabolismo del hueso y la angiogénesis 1%, Numerosos procesos celulares, tales como la
migracion y la diferenciacion, dependen de la interaccion 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 %17, | os
resultados demuestran que tanto las zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 que presentan litio y calcio
estructurales y extrared estimulan notoriamente la diferenciacion osteogénica de células
preosteoblasticas MC3T3, generando de este modo las propiedades osteoinductoras que se

propusieron en la hipétesis de este trabajo.

Las particulas de zeolita SAPO con propiedades osteoinductoras podria ser de interés para
desarrollar biomateriales mas eficientes para la reparacion de tejido 6seo. Con la excepcion
del vidrio bioactivo, los actuales biomateriales utilizados en odontologia estan basados en
autoinjertos 6seos o bioceramicas (fosfato tricalcico, HA) que no presentan un mecanismo
genético de estimulacion dsea (osteoinduccion), razon por la cual producen una reparacion y
no necesariamente la regeneracion del tejido 6seo provocada cuando existe osteoinductividad

en el biomaterial.
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Las propiedades osteoinductoras presentadas por las particulas SAPO podrian ayudar a
mejorar la calidad del tejido regenerado, asi como disminuir los tiempos requerido para la
reconstruccion Osea. Con estos antecedentes, las particulas SAPO con morfologia
nanolaminar y propiedades osteoinductoras podrian dar pie al desarrollo de biomateriales
mas eficientes para la reparacion de tejido 6seo, en términos de formar hueso nuevo con
mejores caracteristicas histologicas en menores lapsos de tiempo. Esto permitiria, por
ejemplo, mejorar la calidad dsea en el sitio receptor del biomaterial, reducir los tiempos de
tratamiento y disminuir la tasa de fracasos consecuente a la instalacion de implantes de

titanio.
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Figura 25. Representacion esquematica de las principales caracteristicas que le confieren a las zeolitas SAPO
propiedades osteoinductoras, ademas de un ejemplo de su potencial aplicacion en la regeneracion de tejido 6seo

en el territorio maxilar.

En el contexto del proyecto en el que se enmarca este trabajo de tesis, las particulas de zeolita
SAPO seran posteriormente utilizadas como un nano relleno en la elaboracién de andamios
poliméricos de ingenieria de tejido (IT) 6seo, generando de este modo propiedades
osteinductoras a matrices poliméricas generalmente inertes 0 poco bioactivas. Estudios
posteriores determinaran qué tipo de zeolita (SAPO-5 0 SAPO-34) sera la que permita el
mejor desempefio como aditivo bioactivo para estas aplicaciones, ya que en la elaboracion
de los andamios de IT influyen variables como el tamafio, forma y concentracion de las
particulas y la manera en como estas variables afectan las propiedades mecéanicas y de

procesabilidad del polimero.
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7 CONCLUSIONES

1. Fue posible la sintesis hidrotermal de zeolitas SAPO-5 y SAPO-34 modificadas con
cationes intra y extrared de litio y calcio en su estructura, ademas presentando
particulas de dimensiones nanométrica y morfologia laminar.

2. Las zeolitas presentaron capacidad para promover la formacion acelular de apatita
tipo dsea en liquido fisioldgico simulado, particularmente la zeolita SAPO-5 presentd
una mas rapida mineralizacion 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
incubacion y favoreciendo la adhesion celular en su superficie.

4. Las nanozeolitas SAPO presentaron propiedades osteoinductoras, siendo capaces de
estimular el proceso de diferenciacion celular osteogénica en ceélulas
preosteoblasticas, especialmente aquellas modificadas con iones de litio extrared.

5. Las propiedades osteoinductoras exhibidas por las nanoparticulas de zeolita SAPO
resultan de interés para estudios en el desarrollo de biomateriales dseos mas
avanzados y que conduzcan a tratamientos de reconstruccion dsea maxilofacial mas

eficientes.
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