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EVALUACION DEL DIRECCIONAMIENTO DE
CELULAS OSTEOBLASTICAS A PARTIR DEL

TiTULO: PATRONAMIENTO CON LUZ UV DE PROTEINAS
SOBRE MEZCLAS DE PLA-PGA CON
BIOCERAMICOS.*

LESLY ALEJANDRA DELGADO SANCHEZ
AUTORES: NEMMA MARIA MARTINEZ GUERRA**

Ingenieria de tejidos, irradiacion ultravioleta,
PALABRAS CLAVES: adhesion celular, espectroscopia de impedancia
electroquimica, microbalanza de cristal de cuarzo.

RESUMEN

Las enfermedades relacionadas con el sistema musculo-esquelético representan la causa mas
comun de incapacidad fisica y afecta millones de personas en todo el mundo, dentro de este
contexto, la ingenieria de tejidos junto con otras disciplinas juega un papel fundamental en el
desarrollo de nuevos materiales para la regeneracion de defectos 6seos; evaluando
cuantitativamente la afinidad de la interface material-célula determinada parcialmente por la
adsorcion de proteinas en la superficie.

Utilizando las técnicas de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) y Microbalanza de
Cristal de Cuarzo (QCM) simultaneas en una celda de tres electrodos a condiciones de
bioseguridad adicionando una concentracion de 60000 células/ml con 2ml de medio, se evalud el
direccionamiento y adhesion de células osteoblasticas sobre peliculas delgadas de polimeros
(PLA, PGA) con 10% de bioceramicos (HAP, TCP-B), obtenidos por electrodeposicion catédica,
activados superficialmente variando la concentracion de colageno pipeteado (10ug/ml, 20ug/ml) e
irradiando el recubrimiento con luz ultravioleta empleando un filtro de aluminio a tres marcas con
1mm de espesor durante 10min.

Pruebas de Microscopia Optica se llevaron a cabo para estudiar la morfologia de las superficies
irradiadas y no irradiadas adecuadas para la adhesién y proliferacion celular, dando mejores
resultados de direccionamiento celular en las zonas irradiadas.

* Trabajo de grado.
*x Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ing. Quimica. Director. Hugo Armando Estupifian
Duran. Codirector. Nerly Deyanira Montafiez. Universidad Industrial de Santander.
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EVALUATION OF ADDRESSING OSTEOBLASTIC
CELLS PATTERNS FROM PROTEIN WITH UV

TITLE: LIGHT FOR MIXED WITH BIOCERAM AND PLA-
PGA.*
LESLY ALEJANDRA DELGADO SANCHEZ
AUTHORS: NEMMA MARIA MARTINEZ GUERRA**

Tissue Engineering, ultraviolet irradiation, cell
KEYWORD: adhesion, Electrochemical Impedance
Spectroscopy, Quartz Crystal Microbalance.

ABSTRACT

Diseases associated with musculoskeletal system represent most common cause of disability and
affects millions of people around the world, in this context, tissue engineering with other disciplines
plays a fundamental role in the development of new materials regeneration of bone defects,
evaluating quantitatively the affinity of cell-material interface partially determined by the adsorption
of proteins the surface.

Using the techniques of electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and Quartz crystal
microbalance (QCM) simultaneously in a three electrode cell biosecurity conditions by adding a
concentration of 60000 cells/ml and 2ml of medium, was evaluated routing and osteoblast cell
adhesion thin films of polymers (PLA, PGA) with 10% of bioceramic (HAP,TCP-B), obtained by
cathodic electrodeposition, surface activated by varying the pipette concentration of collagen
(10pg/ml, 20ug/ml) and irradiating the coating with ultraviolet light using an aluminum filter to three
brands with 1mm thickness during 10 min.

Light microscopic tests were conducted to study the morphology of irradiated and unirradiated
surfaces suitable for adhesion and proliferation cell, giving better results in cell addressing areas
irradiated.

*Grade Work
**Engineering Physical-Chemical Faculty, Chemical Engineering School. Director. Hugo Armando Estipifian
Duran. Codirector. Nerly Deyanira Montafiez. Universidad Industrial de Santander.
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INTRODUCCION

Actualmente, en el area de los biomateriales destinados a la fijacion vy
regeneracion oOsea, existe un interés creciente en el desarrollo de materiales
funcionales e inteligentes, capaces de estimular la respuesta biolégica necesaria
para restablecer las funciones que el tejido ha perdido. En el caso de los
materiales para fijacion 6sea, la idea es crear un material que sea capaz de
soportar las cargas iniciales y se degrade de forma gradual, transfiriendo las
cargas de forma progresiva al nuevo hueso, de manera que su funcién es, por
tanto temporal, ya que el material estd llamado a reabsorberse una vez
restablecida la funcion del tejido. En el caso de los materiales para regeneracion
Osea, el objetivo de estos materiales es interactuar con el tejido de forma
especifica, mediante estimulos a nivel celular y molecular, combinando

bioreabsorbabilidad y bioactividad dentro del mismo material.

Los biomateriales utilizados en el campo ortopédico han tenido un papel
fundamental en la restauracion de la movilidad y calidad de vida de millones de
personas. Hoy en dia, las enfermedades relacionadas con el sistema musculo-
esquelético representan la causa mas comun de incapacidad fisica y afectan a
cientos de millones de personas en todo el mundo, por lo que se plantea la
necesidad de desarrollar diferentes sistemas para la regeneracion y reparacion de
defectos 6seos. Dentro de este contexto, la medicina regenerativa juega un papel
fundamental en el desarrollo de nuevos materiales para la elaboracion de

implantes y para la regeneracion de tejidos.
La adhesividad celular es una caracteristica importante de los biomateriales. Para

el desarrollo de materiales con mejor biocompatibilidad, es necesario evaluar

cuantitativamente la afinidad del material por las células. La adherencia de una
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sustancia a un material, esta parcialmente determinada por la adsorcién de

proteinas a la superficie del material, asi como a la actividad de la propia célula.

En esta investigacion se evalué la adhesion e interaccion de células
osteoblasticas sobre peliculas delgadas de mezclas de polimeros de acido
polilactico (PLA) y acido poliglicélico (PLG) y bioceramicas de hidroxiapatita (HAP)
y fosfato tricalcico beta (TCP-B), cuyas superficies fueron activadas con colageno
y con luz ultravioleta. Las técnicas de caracterizacion, se realizaron combinando
los métodos no destructivos de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica
(EIS) y Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM).
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1. MARCO TEORICO

1.1 INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos aplica principios biolégicos, quimicos para la reparacion,
restauracion y regeneracién de tejidos vivos utilizando biomateriales, células y
sefalizadores, solos 6 combinados. Se basa en la utilizacion de biomateriales
bioactivos y bioabsorbibles, capaces de estimular la respuesta celular y molecular
de forma controlada, para que actuen como soportes temporales en la reparacién
de defectos 6seos; un material cuyos productos de degradacion sean de facil
eliminacién y no-toxicos, y que sea osteoinductivo, es decir, induzca la formacién
de tejido 6seo. Dentro de esta area existen dos tendencias principalmente; la
primera consiste en el desarrollo de andamios tridimensionales acelulares, que
sirvan para alojar las diferentes células una vez implantados in vivo; la segunda
tendencia consiste en el desarrollo de andamios tridimensionales, que
inicialmente son colonizados por las células progenitoras bajo condiciones in

vitro, y luego son implantados en el paciente para reemplazar el tejido danado.

En el caso del tejido 6seo, los materiales mas utilizados para el desarrollo de las
estructuras  tridimensionales, son las hidroxiapatitas, los polimeros
biodegradables, y algunos polimeros de origen natural como el colageno o la
quitina. En muchos casos las superficies de los materiales son modificadas con
diferentes proteinas y factores de crecimiento que estimulan la respuesta celular,

y activan los genes responsables de la diferenciacién y mineralizacion del tejido

[1].
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1.2 BIOACTIVIDAD

Un biomaterial es un dispositivo creado para reemplazar una parte o una funcion
en el cuerpo humano de una manera segura, fiable, econdémica vy fisioldgica. El
éxito de los biomateriales en el cuerpo depende de factores como las propiedades
de los materiales, el disefio del implante y biocompatibilidad del material

empleado, asi como factores que el ingeniero no controla.

La biocompatibilidad es la capacidad de un material artificial de ser aceptado por
los tejidos que lo rodean y por el cuerpo, mientras que la bioactividad, es la
capacidad de un material de formar in vivo, una capa de apatita en la superficie, lo
cual permite al material enlazarse con el hueso a través de esta capa debido a su
similitud con la composiciéon quimica y estructura con el hueso mineral. Por lo
tanto, lo osteoblastos pueden proliferar y diferenciarse sobre la capa formada para
producir apatita y colageno y como consecuencia, el hueso puede crecer en

contacto directo con la capa superficial de apatita [11].

1.3 INTERFACE CELULA-MATERIAL

La interface tejido-material es de vital importancia para definir el funcionamiento
de un biomaterial o dispositivo biomédico. Los estudios in vitro de la adhesion y
proliferacion celular sobre diferentes materiales han demostrado que los sistemas
bioldgicos tienen la habilidad de reconocer cualquier detalle a nivel molecular. El
reconocimiento esta programado en las moléculas y células a través de la
combinacion de su arquitectura tridimensional, la arquitectura quimica y sus
propiedades dinamicas. La energia superficial es uno de los factores superficiales
mas importantes en lo que respecta a la adhesion y proliferacion celular y, sin
embargo, tiene menos influencia en la orientacion celular debido a que factores
como la textura, morfologia y rugosidad juegan un papel mas relevante. Sin
16



embargo, la orientacién celular, a su vez, puede afectar a la diferenciacién celular
y la rugosidad misma, puede modificar la correlacidn entre la energia superficial y
proliferacion celular. Aun no se han logrado establecer reglas generales para esto,
ya que la respuesta celular depende del fenotipo celular; fibroblantos,
osteoblastos, etc., y también depende de la adsorcidén de proteinas y su
conformacién en la superficie.

Los procesos de adsorcion-desorcion, estan controlados por el efecto Vroman,
que relaciona las propiedades de la superficie del material (energia y carga
superficial) con la capa adsorbida de proteinas (concentracion, conformacién y
tamano). La capa de proteinas adsorbidas, serda una mezcla de diferentes
proteinas en diferentes estados de conformacion cuya composicién depende en
gran parte de las propiedades superficiales, particularmente de la adsorcion
previa de las moléculas de agua. Al acercarse las células a la superficie, lo que se
observa es una superficie cubierta de una capa de proteinas, cuya composicion y
conformacion, varia segun las propiedades fisico-quimicas superficiales. De modo
que la respuesta implante-célula, dependera en gran parte del tipo de proteinas y
su conformacion. El resultado de esta interaccion puede ser la integracion del
implante o bien, el encapsulamiento de éste en una capa fibrosa.

Otros dos factores que influencian la respuesta celular ante las propiedades de la
superficie, son la liberacion de iones y la topografia. La liberacion de iones puede
ser un estimulo positivo, como en el caso de iones fosfato o calcio, hormonas de
crecimiento o enzimas que favorecen algun proceso bioldgico. La topografia
(curvatura, rugosidad, porosidad, protuberancias, etc.), afecta la interaccion
células-superficie y proteinas-superficie, aunque en diferentes escalas (1-10nm

para las proteinas y 1-100 ym para las células) [2].

1.3.1 Colageno

El hueso es un tejido vivo compuesto por minerales, proteinas, agua, células y

otras macromoléculas. La fase inorganica o mineral representa entre un 60 y un
17



70% en peso del tejido 6seo, contiene ademas entre un 5 y un 8% de agua y el
resto esta constituido por la matriz organica que determina la estructura y las
propiedades mecanicas y bioquimicas de éste. Aproximadamente el 90% de la
fase organica esta formada por colageno tipo |, y el 10% restante esta formado
por otras proteinas que representan una pequena cantidad en cuanto al volumen

total del hueso, pero contribuyen enormemente a las funciones biolégicas de éste.

El colageno es una proteina de muy baja solubilidad y como componente
estructural principal de la matriz extracelular 6sea, puede ser un material de
eleccion para su uso como armazon celular. Varios estudios han concluido que
los armazones de colageno pueden tener propiedades bioactivas, promoviendo la

migracion celular hacia el armazon [3].

1.4 BIOCERAMICOS

Los bioceramicos son compuestos quimicos complejos que contienen
elementos metalicos y no metalicos. Debido a sus enlaces i6nicos o
covalentes, son generalmente duros y fragiles. Ademas de tener un alto punto de
fusion y una baja conductividad térmica y eléctrica, los ceramicos se
consideran resistentes al desgaste. Los principales bioceramicos son
alumina, zirconia, hidroxiapatita, porcelanas, vidrios bioactivos, etcétera. Sus
principales aplicaciones estan en el sistema 6seo, con todo tipo de implantes
y recubrimientos en protesis articulares; también se utilizan en aplicaciones
dentales, en valvulas artificiales, cirugia de la espina dorsal y reparaciones

craneales [4].

Los bioceramicos son compuestos de fosfato de calcio que han venido usandose

en Ortopedia y Odontologia desde los afios 80. La Hidroxiapatita (HA), tiene una
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estequiometria similar a la del mineral 6seo. Las bioceramicas de hidroxiapatita y
fosfato tricalcico beta, han sido utilizadas para el relleno de defectos 6seos y son

biocompatibles y osteoconductoras.

El fosfato tricalcico-B no es un componente natural del tejido éseo, y es, al menos
en parte, bioreabsorbible, pero no mas que la hidroxiapatita, ya que al implantarse
en el cuerpo, comienza a disolverse y lentamente se reemplaza por tejido

circundante [5].

Las principales limitaciones de las ceramicas de fosfatos de calcio derivan de sus
propiedades mecanicas. Como la mayoria de las ceramicas, son bastante fragiles,
tienen una baja resistencia al impacto y resistencias a la traccion relativamente
pequefias. En general, se puede afirmar que las propiedades mecanicas de las
ceramicas de fosfatos de calcio dependen de su porosidad. Los poros pueden ser
clasificados como microporos, cuando tienen un tamafo del orden de 1 ym, o
macroporos, cuando tienen un diametro superior a 100 ym, que es el tamafno a

partir del cual se puede producir crecimiento éseo en los intersticios del implante.

1.5 POLIMEROS BIOCOMPATIBLES Y BIODEGRADABLES

En el area de biomateriales, hay dos tipos de polimeros sintéticos: no absorbible,
y absorbible. Los polimeros no absorbibles se han utilizado como materiales clave
para la fabricacién de érganos artificiales, implantes, y otros dispositivos médicos.
En la mayoria de los casos, los polimeros absorbibles no son adecuados en la
fabricacion de dispositivos permanentes, ya que la absorcién o la degradacion de

los materiales, implica deterioro de las propiedades del material [7].

Actualmente existen polimeros sintéticos bioabsorbibles utilizados en el campo

biomédico, los cuales tienen la capacidad de degradarse debido a reacciones de
19



hidrdlisis en condiciones fisioldgicas dentro del cuerpo humano. Después de cierto
tiempo de ser implantados dan lugar a productos que no son téxicos y que
pueden ser eliminados por el organismo o metabolizados por éste. Estos son
materiales utilizados para formar matrices tridimensionales, que sirven como
dispositivos que proporcionan a las células el apoyo necesario para su
proliferacion, manteniendo sus funciones diferenciadas y generando las sefales
biolégicas requeridas para la conservacion de la expresion génica especifica;

ademas, definen la arquitectura del tejido.

El acido poli-lactico (PLA) es un polimero sintético absorbible de la familia de los
alfahidroxiacidos o poliésteres alifaticos, el cual es biocompatible, biodegradable
(produce la metabolizacion del acido lactico que comienza con la actividad de la
enzima Lactado Deshidrogenasa (LDH) sobre el lactato, transformandolo a
piruvato, el cual sufre una reaccién de descarboxilacion oxidativa, generando
Acetilco enzima A que se integra en el ciclo del acido citrico o Ciclo de Krebs
mitocondrial. El resultado de cada ciclo es ATP debido a la fosforilacion oxidativa,
mas H,O y CO,, que son posteriormente, eliminados por la respiracion y por la

orina), en un compuesto inmunoldégicamente inerte, atoxico y reabsorbible [10].

El acido poliglicolico (PGA) es un poliéster lineal biodegradable de estructura muy
simple. Las fibras obtenidas a partir de PGA se caracterizan por su alta
fuerza y médulo de Young, pero son demasiado rigidas para ser usadas
como suturas, excepto si se usan en forma de material trenzado. Puede
emplearse como dispositivo de fijacion 6sea en forma de varillas, planchas o
tornillos, y como implante para sustituir fragmentos 6seos o como sistema de

liberacion de medicamentos [6].
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En la figura 1 se observa la sintesis del procedimiento experimental usada para

esta investigacion.

Figura 1. Esquema de la Metodologia experimental.

© DISENO EXPERIMENTAL |

1
SINTESIS DE PLA, PGA, HAP, TCP-§ |
|

| PLA-PGA (70/30)

, PLA-PGA-HAP 10%
OBTENCION DE SOLUCIONES = BLA-PGA-TCP 10%

ELECTRODEPOSICION CATODICA J_

SOBRE CRISTAL DE CUARZO
|

Concentracion: 10ug/mL
ADICION DE COLAGENQ === ZOL:J%/mL

IRRADIACION ULTRAVIOLETA
z | "
MATERIAL ESTERIL ) 1

Condiciones 9V, 15min
—

MONTAJE CELDA ELECTROQUIMICA
I .
PRUEBAS DE CARACTERIZACION J

——

TECNICA EIS MEDICIONES QCM

——

MICROGRAFIAS
1
ANALISIS ESTADISTICO
|

ANALISIS DE RESULTADOS

Fuente: autores
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2.1.1 Sintesis de Polimeros y Bioceramicos.

La sintesis de los polimeros biodegradables PLA y PGA, se llevé a cabo a partir
de la policondensacion de los acidos lactico y glicolico respectivamente, bajo las
condiciones mostradas en el Anexo A, en la Tabla A1 y en la Tabla A2 [8].
Posteriormente, se realizé la caracterizacion del producto obtenido por la técnica

infrarojo FT-IR, cuyos resultados se presentan en el Anexo B.

Por otro lado, las bioceramicas bioactivas (Hidroxiapatita, Fosfato Tricalcico-) se
obtuvieron por la técnica de precipitacion acuosa, en el cual se prepararon
soluciones de nitrato de calcio y fosfato de amonio. Posteriormente dichas
soluciones de basificaron a un pH de 10 y se mezclaron. La mezcla resultante se
mantuvo en un proceso de envejecimiento por 144 horas y luego decantado a
temperatura ambiente. Finalmente, se calenté a 60°C durante 24 horas en una
mufla referencia WTB-BLINDER, y una calcinacion a 1050°C por una hora
en un horno referencia TERRIGENO.

2.1.2 Obtencion de los Recubrimientos.

En este trabajo, por el mecanismo de la electrodeposicién catodica, se obtuvieron
peliculas delgadas de las soluciones mostradas en tabla 1. Estas fueron
inmovilizadas electroquimicamente en cristales de cuarzo Au-Ti, utilizando una
fuente de potencia, marca Thermo electron Corporation EC570-90, un anodo de
acero inoxidable, para aplicar un voltaje de 9 Voltios en un tiempo de 15min
(condiciones halladas en pruebas preliminares). Este procedimiento fue llevado a
cabo en un ambiente de bioseguridad, dentro de una camara de flujo laminar, con

el fin de mantener la esterilidad en los materiales y recubrimiento obtenido.
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Tabla 1. Soluciones de polimeros y bioceramicas empleados.

Soluciones PLA-PGA (P/V) HAP (%P/V) TCP-B (%P/V)

70/30 0
70/30 10
70/30 0 10

Fuente: Autores

Obtenidos los recubrimientos, se realizé un tratamiento térmico en una
mufla, WTB-BLINDER a 100°C durante 10 minutos manteniendo las condiciones
de esterilidad, con el fin de mejorar: la morfologia, adhesion, integracion de los
componentes de Ila mezcla y la eliminacion del solvente de la
electrodeposicion. Seguidamente, para activar superficialmente el recibrimiento,
se pipete6é colageno (colageno tipo C9879) sobre el mismo, variando dicha
concentracion como se muestra en el Anexo C en la tabla C1. Posteriormente se
irradio la superficie con luz ultravioleta durante 10 min, cuya oxidacion se realizo
puntualmente sobre la superficie con un filtro de aluminio con tres marcas de 1mm

y longitud de 250mm.

2.1.3 Mediciones Electroquimicas (EIS) y Gravimétricas (QCM).

Para las mediciones electroquimicas y de la gravimétricas simultaneas, se emple6
una celda estéril, de tres electrodos, donde el electrodo de trabajo fue el cristal de
cuarzo recubierto, el contra-electrodo un alambre de platino y el electrodo de
referencia un electrodo de calomel saturado en una solucion 3M de KCL. Las
curvas de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) fueron
determinadas usando un potenciostato tipo GAMRY 600 con un rango de
frecuencia de 0.01 Hz a 100 KHz, con una densidad de datos de 7 puntos de

frecuencia por década. Para las mediciones con la Microbalanza de Cristal de
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Cuarzo de empleo el modelo QCM 200 Stanford Research Systems, previamente

calibrada (figura 2).

Figura 2. Fotografia y esquema del montaje EQCM.

T INCUBADORA

CELDA
LELECJROQUIMICA

GAMRY

Y l QcMm

? s

Fuente: Autores
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 ANALISIS DEL PROCESO DE ADHESION POR EIS.

La técnica de Espectroscopia de Impedancia electroquimica fue utilizada para
determinar la adhesion celular a partir de la orientacion con luz ultravioleta de la
proteina (Colageno tipo C9879) sobre recubrimientos de PLA-PGA y mezclas con
bioceramicos (HAP, TCP-B). Para asegurar la caracterizacion completa de la
interface y los procesos superficiales, las mediciones de EIS fueron realizadas
con siete puntos por década, desde 0.01Hz a 100 KHz, a un potencial natural de
0.0V.

Figura 3. Circuito equivalente del proceso de células osteoblasticas sobre

recubrimientos de PLA-PGA y Bioceramicos modificados.

Rrpm Ccells/rpm
>
Rcells/rpm

Ccells/poli
\
d
Rcells/poli

Cpoli/crist

Rpoli/crist

Fuente: Autores

Los espectros de impedancias obtenidos mostraron claramente la presencia de
tres constantes de tiempo (tr = RxC), donde R es la resistencia asociada al
proceso electroquimico y C es la capacitancia, medida en segundos. Los
espectros obtenidos, fueron ajustados a modelos de circuitos equivalentes, como
se muestra en la figura 3 y simulados en el software Zview2 (los resultados de la
simulacién se presentan en el anexo C), el cual permitié describir la explicacion
fisica del fenomeno de adhesion de las células, en tres procesos electroquimicos
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en interfaces fijas entre: cristal-recubrimiento, recubrimiento-células y células-
electrolito (medio de cultivo: Rpmi). Estos procesos, se representan mediante
constantes de relajacion de la transferencia de carga, relacionadas por una
capacitancia y una resistencia. Las constantes de tiempo estan relacionadas entre
si, en paralelo, debido a la similitud en las constantes conductivas, mostrando que
los espectros se traslapan. Esta configuracidn se relaciona con una resistencia en

serie que representa la oposicion a la transferencia de carga del electrolito.

Figura 4. Representacion del ajuste de los espectros de Bode mediante

simulacioén en el software Zview.
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Fuente: Autores
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El error determinado en los ajustes realizados, en términos de chi?, fue menor de
10 entre los datos obtenidos y los simulados. En la figura 4 se muestra un caso

tipico de los ajustes realizados.

El angulo de fase es muy util para aproximar las caracteristicas de los elementos
eléctricos a diferentes frecuencias. Cuando el angulo de fase toma valores
cercanos a cero, indica que la impedancia medida corresponde a una resistencia.
Al disminuir la frecuencia, el capacitor tarda mas en permitir el flujo de corriente y
tendra una caida de potencial. En los diagramas de angulo de fase obtenidos se
observa que para altas y bajas frecuencias el sistema se vuelve mas resistivo
(Anexo D). Si esa caida de potencial es menor que la resistencia a la
transferencia de carga, la corriente circulara por el capacitor, iniciandose un
decremento en el angulo de fase, lo cual se observa para frecuencias intermedias.
A medida que aumenta el tiempo, existe un aumento en la resistencia a la
transferencia de carga células-polimero, lo que implica que con el tiempo, las

células pasan a ser mas resistivas, oponiéndose mas al paso de la corriente.

El aumento significativo en la resistencia indica que las células se encuentran en
un estado de isquemia, debido probablemente a la muerte o estresamiento de las
mismas, dicho comportamiento se observa de forma mas relevante en el Fosfato
Tricalcico-B indicando que la Hidroxiapatita es mas activa y tiene mejores
propiedades de reabsorcion lo cual permite la interaccién favorable entre
recubrimiento-células, que garantiza una disminucién en la resistencia estimado

en la figura 5a.
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Figura 5. Resistencia a la transferencia de la carga entre células recubrimiento vs.

Tiempo. a) Hidroxiapatita b) Fosfato Tricalcico (3.
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Fuente: Autores
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El analisis de la resistencia a la transferencia de carga entre células-
recubrimiento y células-electrolito permitié determinar el comportamiento interno y
externo (contacto con el fluido extracelular), respectivamente (Anexo C). En la
figura 6 se muestra el comportamiento de la transferencia de carga entre las
células-recubrimiento en un periodo de tiempo de 24 horas para las mezclas de
polimero PLA-PLG con los TCP y HAP empleados, teniendo en cuenta que en el
periodo de tiempo de ensayo, esta resistencia presente el minimo valor posible, lo
cual indica, evolucion celular, debido al incremento en el flujo e intercambio i6nico
a través de los conductos vascularizados celulares. Valores mayores de esta

resistencia, indica estresamiento celular o isquemia.

El aumento en la resistencia de carga entre células y medio, no indica la
restriccion del intercambio idnico, sino, la conformacion de la membrana celular
que es un indicador de la adhesion y crecimiento celular, ya que esta membrana
permite por difusion pasiva y por ésmosis, el transporte del fluido e iones, a través
de ella. El recubrimiento con Hidroxiapatita, concentracion de 20ug/ml de
colageno y con exposicion a luz UV presentd los mejores resultados,
especialmente después de 24 horas, respecto a la resistencia a la transferencia

de carga entre células y medio, tal como se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Resistencia a la transferencia de carga entre células y medio para la

Hidroxiapatita.
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Fuente: Autores

3.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR
EIS

El analisis estadistico se realizé por medio del diagrama de Pareto, que es una
representacion grafica de los datos obtenidos sobre un problema, que ayuda a
identificar cuales son los aspectos prioritarios. El disefio de experimentos tiene
como variables independientes la clase de bioceramico, la concentracién de
colageno, la irradiacion y el tiempo (Anexo F, figura F); y como variable de

respuesta se tomo la resistencia a la transferencia de carga células-polimero.
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3.3.1 Analisis de la varianza para R cel-pol

En la tabla de analisis de varianza para resistencia cel/pol (Anexo F) se muestra
la significancia estadistica de cada uno de los efectos comparando el cuadrado
medio contra una estimacion del error experimental. En este caso, 7 factores de
interaccién han obtenido valores valores-p por inferiores a 0.05, lo que indica que
son estadisticamente significativos. El coeficiente de determinacion R? es de
77,85%, lo que demuestra que el modelo se ajusta muy bien a los datos
experimentales. En el diagrama de pareto figura 8, se observa que existe efecto
positivo del colageno, y tiempo sobre la R, es decir, que entre mayor sea el nivel

de los factores de interaccion, la resistencia sera mayor.

Figura 7. Diagrama de Pareto para Rcel/pol.
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En la figura 8 se observa el efecto que tienen los factores bioceramico, colageno,
irradiacion y tiempo. A mayor concentracion de colageno, con Fosfato Tricalcico-3

y un tiempo mayor la resistencia toma los mayores valores.

Figura 8. Diagrama de interacciones de efectos principales.
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3.3 ANALISIS DEL PROCESO DE ADHESION POR QCM

La adhesividad celular es una caracteristica importante de los biomateriales. Para
el desarrollo de biomateriales con mejor biocompatibilidad es necesario evaluar
cuantitativamente la afinidad del material por las células. La fuerza de adherencia
a un material esta particularmente determinada por la adsorcién de proteinas a la
superficie del material asi como por la actividad de la propia célula. La QCM es
una potente técnica para el seguimiento de la cinética de adsorcidén de diferentes

sistemas, desde moléculas hasta células vivas.

Se considera el cristal y los electrodos depositados como un solo sistema, y como
‘capas simples” al material que se deposite sobre el electrodo. Esto implica
suponer que las impedancias del electrodo y del otro material depositado sobre él
son aditivas, esta condicion se cumple cuando el electrodo es muy rigido y de

pequefno espesor.

En la ecuacion de Sauerbrey (2), para peliculas delgadas, la frecuencia de

resonancia es inversamente proporcional al espesor de la pelicula [12].

—2F2
AF = —2—A 2
ee=dm (2)

Donde AF es la mediciobn de cambio de frecuencia [Hz], F, es la frecuencia de
resonancia del modo fundamental microbalanza de cuarzo [Hz], A es el area
geomeétrica activa del cristal piezoeléctrico, p, es la densidad del cuarzo 2.648 [g
cm®], u, es el médulo de corte del cuarzo [2.947 x 10" g cm™ s, Am es el
cambio de masa [ug], por lo tanto agrupando todos los valores constantes,
tenemos que:

AF = —C;Am (3)
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El factor de sensibilidad para el cristal C; tiene un valor 56,6 Hz pg'1 cm? para un
cristal Au-Ti 5 MHz. La Tabla 3 muestra la variacion de la masa adherida
calculada por unidad de area, respecto al cambio en la frecuencia de resonancia

medida a las 0 y 24 horas.

Tabla 2. Variacion de la masa adherida por unidad de area.

. L. . L, Af Am (pg/cm2)

Bioceramico Colageno(ug/ml) Irradiacion 0 Horas 24 Horas 0 Horas 24 Horas
TCP-B 10 Sin UV -4,8E+04 3,9E+02 8,5E+02 -6,9E+00
TCP-B 20 uv -1,5E+05 3,2E+04 2,7E+03 -5,5E+02
TCP-B 10 uv -3,4E+03 -4,0E+03 6,0E+01 7,1E+01
TCP-B 20 Sin UV -2,5E+06 -1,7E+06 4,4E+04 3,0E+04
HAP 20 Sin UV -7,0E+04 2,6E+05 1,2E+03 -4,6E+03
HAP 20 uv -2,4E+05 5,9E+01 4,3E+03 -1,0E+00
HAP 10 uv -1,5E+02 -4,4E+04 2,7E+00 7,8E+02
HAP 10 Sin UV -7,1E+05 -2,4E+06 1,2E+04 4,3E+04

Fuente: Autores

En la figura 7 se observa la variacion de la masa por unidad de area respecto al
tiempo para el Fosfato Tricalcico-B y la Hidroxiapatita, respectivamente. La
disminucién significativa en la pendiente de las graficas representan la pérdida de
masa por area geométrica activa del recubrimiento, indicando una disminucion de
la adhesion celular. Un comportamiento constante en el delta de masa favorece
significativamente la masa adherida por unidad de area e indica que la velocidad
de degradacion del recubrimiento es simultanea al proceso de adhesion celular, lo
cual se presenta en los casos con una concentracién de colageno de 10ug/ml y

tratamiento con UV para la HAP y el TCP-3.
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Figura 9. Relacion de la variacion de la masa por unidad de area respecto al

tiempo. a) Fosfato Tricalcico 8, b) Hidroxiapatita.
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3.4. ANALISIS DE MICROSCOPIAS OPTICAS

Las microscopias Opticas tomadas, demostraron la presencia de dos zonas que
corresponden a las zonas irradiadas y no irradiadas del recubrimiento, para lo
cual se usd un filtro de aluminio de tres marcas con 1mm de espesor.
Observandose que en las zonas irradiadas cambia la morfologia, favoreciéndose
al proceso de adhesion celular debido una mayor interaccion en la interface
células-recubrimiento. En la figura 10 se muestra una micrografia en la que

identifica la presencia de fibrillas de colageno y de los bioceramicos.

Figura 10. Micrografia Fosfato Tricalcico B- 10ug/ml-con irradiacion 10x.

BIOCERAMICO

Cj)LAGENO

En la figura 11 se evidencian las dos zonas activadas y no activadas
superficialmente por la luz ultravioleta indicadas por la linea punteada que
representa la diferencia en la rugosidad del recubrimiento, donde la zona irradiada
es la que posee mayores cambios en la topografia de la superficie favoreciendo la

adhesion celular.
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Figura 11. Micrografia Fosfato Tricalcico B- 10ug/ml-con irradiacién 10x.
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4. CONCLUSIONES

Los recubrimientos de PLA-PGA e Hidroxiapatita favorecieron la adhesion de las
células osteoblasticas, debido a la actividad que tiene dicho bioceramico al
reabsorberse, lo cual permite un mayor intercambio idnico entre el recubrimiento
y las células. Esto fue comprobado en la respuesta obtenida de los espectros y
simulacion de impedancia y de los resultados de la técnica de microbalanza de

cristal de cuarzo.

Las mezclas de PLA-PLG y de Fosfato Tricalcico-B, a concentraciones mayores
de colageno, mostraron un comportamiento resistivo en el proceso electroquimico
medido entre las células y el fluido, lo cual indica un decrecimiento del proceso
de adhesion; mientras, para las mezclas con Hidroxiapatita, se presentd un
comportamiento capacitivo. A concentraciones menores de colageno, se presento

una respuesta resistiva en este proceso.

El modelo de circuitos equivalentes propuesto, corresponde fielmente a la
representacion de las interacciones de las células con el material y el fluido o
medio, cuya respuesta del proceso de intercambio idnico, fue representada
mediante el balance de resistencias altas y bajas en paralelo de los procesos

entre las células y el fluido y las células con el material, respectivamente.

La exposicion a la luz ultravioleta a la misma concentracion de colageno favorece
la adhesion celular para la Hidroxiapatita, debido a que mejora la morfologia e
interaccién con el medio celular. Sin embargo, se determiné segun el andlisis
estadistico, que entre la variable de porcentaje de colageno y la irradiacion
ultravioleta, la variacién de colageno tuvo mas significancia estadistica y efecto,

que el colageno, sobre la respuesta celular.
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5. RECOMENDACIONES

Las técnicas electroquimica, microgavimétricas y el analisis estadistico mostraron
que la adhesion celular para el Fosfato Tricalcico-B a bajas concentraciones de
colageno y exposicion a la luz ultravioleta disminuye, por esta razon, se debe
cambiar las condiciones de estudio para dicho bioceramico con el fin de mejorar
la adhesién, aumentando la concentracion de colageno y disminuyendo o

anulando la irradiacién UV que hace mas poroso el recubrimiento.
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ANEXO A. METODOS PARA LA SINTESIS DE POLIMEROS Y

BIOCERAMICOS

Tabla A1. Etapas de la Sintesis del PLA.

ETAPA

Deshidratacion
Esterificacion
Oligomerizacion
Policondensacién

Fuente: Autores

Temperatura (°C)

Presion (mmHg)

760
100

25
10

Tabla A2. Etapas para la Sintesis del PGA.

ETAPA  Temperatura (°C)

1
2
3
4

Fuente: Autores.

190
190
230
190

Presion (mmHg)

150
30
30

760
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Tiempo (h)
2-3
6-7
40
5
Tiempo (h) Agitacion
1 Si
4 No
0.5 No
20 No



ANEXO B. METODOS DE CARACTERIZACION DE MATERIALES

Figura B1. Espectro IR tedrico para el Acido Lactico.
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Fuente: Espectrometro IR de Ingenieria Quimica.
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Figura B3. Espectro IR tedrico para el Acido Gicdlico.
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Figura B4. Espectro IR experimental para el Acido Gicdlico.
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DIFRACCION DE RAYOS-X

Figura B5. Difraccion de Rayos-X para la Hidroxiapatita.
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Fuente: Laboratorio de Difraccién de Rayos-X PQ 0321
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Figura B6. Difraccion de Rayos-X para el Fosfato Tricalcico-3.
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ANEXO C. PARAMETROS DE LOS CIRCUITOS EQUIVALENTES

Valores obtenidos mediante la simulacién de los circuitos equivalentes.

Tabla C1. Parametros de circuitos equivalentes a las 0 horas.

Sin Bioceramico Colageno(ug/ml) Irradiaciéon 0 Horas
(10%) Ccell/pol T  Ccell/pol P Recell/pol
1 TCP-B 10 Sin UV 2,78E-07 7,30E-01  3,34E+03
2 TCP-B 20 uv 1,05E-05 8,64E-01  4,30E+04
3 TCP-B 10 uv 6,10E-06 9,27E-01  1,98E+03
4 TCP-B 20 Sin UV 1,58E-05 8,57E-01  9,80E+03
5 HAP 20 Sin UV 1,38E-05 9,09E-01 6,16E+03
6 HAP 20 uv 7,08E-07 5,83E-01 3,41E+04
7 HAP 10 uv 3,10E-05 7,80E-01  1,15E+04
8 HAP 10 Sin UV 2,62E-05 7,61E-01  2,86E+04
9 0 12 Sin UV 4,90E-09 8,24E-01  1,33E+05
10 0 12 uv 7,21E-06 8,08E-01  1,58E+04
Fuente: Autores
Tabla C2. Parametros de circuitos equivalentes a las 2 horas.
SIn Bioceramico Colageno(ug/ml) Irradiacion 2 Horas

Fuente: Autores
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(10%) Ccell/lpol T Ccelllpol P Rcell/pol
1 TCP-B 10 Sin UV 1,84E-07  8,09E-01  7,25E+03
2 TCP-B 20 uv 1,48E-05  8,58E-01 4,14E+04
3 TCP-B 10 uv 1,46E-05  6,18E-01  1,55E+03
4 TCP-B 20 Sin UV 1,19E-05  8,64E-01 4,17E+04
5 HAP 20 Sin UV 1,69E-05  8,99E-01 1,64E+04
6 HAP 20 uv 8,82E-07  6,06E-01 2,31E+04
7 HAP 10 uv 3,29E-05  6,15E-01  6,90E+03
8 HAP 10 Sin UV 1,82E-05  7,48E-01  4,48E+04
10 0 12 uv 7,21E-06  8,08E-01 1,58E+04



SIn Bioceramico Colageno(ug/ml)

S0 NOUAWN-

Sin Bioceramico Colageno(ug/ml)

-
o

© 0O NG WN--

Tabla C3. Parametros de circuitos equivalentes a las 22 horas.

(10%)
TCP-8
TCP-3
TCP-8
TCP-3
HAP
HAP
HAP
HAP
0
0
Fuente: Autores

Tabla C4. Parametros de circuitos equivalentes a las 24 horas.

(10%)
TCP-B
TCP-B
TCP-B
TCP-B
HAP
HAP
HAP
HAP
0
0
Fuente: Autores

10
20
10
20
20
20
10
10
12
12

10
20
10
20
20
20
10
10
12
12

Irradiacion

Sin UV
uv
uv

Sin UV

Sin UV
uv
uv

Sin UV

Sin UV
uv

Irradiacion

Sin UV
uv
uv

Sin UV

Sin UV
uv
uv

Sin UV

Sin UV
uv
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Ccell/pol T
3,45E-07
4,41E-06
4,72E-06
1,10E-06
1,51E-05
8,81E-07
4,77E-05
1,92E-05
1,02E-07
9,50E-06

22 Horas

Ccell/pol P
8,34E-01
6,66E-01
8,42E-01
8,76E-01
9,05E-01
6,35E-01
5,90E-01
7,75E-01
5,57E-01
8,48E-01

24 Horas

Rcell/pol
8,36E+03
9,20E+04
4,51E+04
8,73E+04
6,38E+04
1,95E+04
1,17E+04
1,01E+04
2,13E+05
1,28E+04

Ccell/pol T Ccell/pol P Rcell/pol

2,12E-07
4,48E-06
4,49E-06
1,05E-05
1,40E-05
2,12E-08
5,21E-05
1,69E-05
8,40E-07
1,09E-05

8,93E-01
6,42E-01
8,50E-01
8,66E-01
8,97E-01
9,69E-01
6,54E-01
8,02E-01
5,71E-01
8,37E-01

5,99E+03
9,32E+04
4,49E+04
8,85E+04
8,36E+04
1,40E+04
1,92E+04
8,38E+03
6,38E+04
7,97E+03



ANEXO D. DIAGRAMAS DE ANGULO DE FASE OBTENIDOS POR LA
TECNICA EIS

Figura D1. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para la concentracion

de colageno de 10ug/ml a 0 horas.

==¢—=TCP-Beta-10ug-sinUV

==¢—TCP-Beta-10ug-UV
HAP-10ug-UV

e=¢==HAP-10ug-sinUV

lo de Fase (Grados)

Angu
NI
o

P

-90 T T T 1
-2 0 4 6

Log Frecn?encia (Hz)

Figura D2. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para la concentracion

de colageno de 20ug/ml a 0 horas.
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Fuente: Autores
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Figura D3. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para recubrimientos sin

irradiacion 0 horas.
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Figura D4. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para recubrimientos

con irradiacion 0 horas.
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Fuente: Autores

51



Figura D5. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para Fosfato

Tricalcico-B a 0 horas.
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Figura D6. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para Hidroxiapatita O

horas.
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Figura D7. Comparacion de los diagramas de angulo de fase vs. Log frecuencia
de las soluciones de bioceramicos respecto a la solucion 15% PLGA y 12ug/ml de
colageno a 0 horas. a) Colageno 10ug/ml sin irradiacion. b) Colageno 20ug con

irradiacion.
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Fuente: Autores
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Figura D8. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para la concentracion

de colageno de 10ug/ml a 2 horas.
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Figura D9. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para la concentracion

de colageno de 20ug/ml a 2 horas.
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Figura D10. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para recubrimientos

sin irradiacion 2 horas.
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Figura D11. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para recubrimientos

con irradiacion 2 horas
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Figura D12. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para Fosfato

Tricalcico-3 2 horas.
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Figura D13. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para Hidroxiapatita 2

horas.
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Fuente: Autores
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Figura D14. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para la concentracion

de colageno de 10ug/ml a 22 horas.
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Figura D15. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para la concentracion

de colageno de 20ug/ml a 22 horas.
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Figura D16. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para recubrimientos

sin irradiacion 22horas.
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Figura D17. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para recubrimientos

con irradiacion 22 horas
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Figura D18. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para Fosfato

Tricalcico- 22 horas.
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Figura D19. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para Hidroxiapatita 22

horas.
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Figura D20. Comparacion de los diagramas de angulo de fase vs. Log frecuencia

de las soluciones de bioceramicos respecto a la solucion 15% PLGA y 12ug/ml de

colageno a 0 horas. a) Colageno 10ug/ml sin irradiacion. b) Colageno 20ug con
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Figura D22. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para la concentracion

de colageno de 10ug/ml a 24 horas.
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Figura D23. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para la concentracion

de colageno de 20ug/ml a 24 horas.
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Figura D24. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para recubrimientos

sin irradiacion 24 horas.
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Figura D25. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para recubrimientos

con irradiacion 24 horas
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Figura D26. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para Fosfato

Tricalcico- 24 horas.
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Figura D27. Diagrama de angulo de fase vs. Log frecuencia para Hidroxiapatita 24

horas.
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Figura D28. Comparacion de los diagramas de angulo de fase vs. Log frecuencia
de las soluciones de bioceramicos respecto a la solucion 15% PLGA y 12ug/ml de

colageno a 24 horas. a) Colageno 10ug/ml sin irradiaciéon. b) Colageno 20ug con

irradiacion.
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ANEXO E. DIAGRAMAS DE AF OBTENIDAS POR LA MICROBALANZA DE
CRISTAL DE CUARZO

Figura E1. Diagrama de Af vs. Tiempo para la solucion de PLGA- 10%TCP-( -

20ug/ml de colageno y con irradiacion en el tiempo inicial.
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Figura E2. Diagrama de Af vs. Tiempo para la solucion de PLGA- 10%HAP -

10ug/ml de colageno y con irradiacion en el tiempo inicial y final.

100000
0
-100000

1000

1500 2000

-200000 -
-300000 - === Horas

Af

-400000 - =t=724 Horas
-500000 -
-600000

-700000 -

-800000 - Tiempo (s)

Fuente: Autores
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ANEXO F. TABLAS DE ANALISIS ESTADISTICO

Tabla F1. Analisis de la varianza Rcel/pol.

Source
A:Bioceramico
B:Colageno
C:lrradiacion UV
D:Tiempo
AB
AC
AD
BC
BD
CD
DD
Total error

Total (corr.)

Sum of
Squares

1,40462E9
7,71248E9
2,90465E6
4,13851E9
2,11096E9
1,67301E9
1,65545E9
1,27908E8
2,12673E9
1,15609E8
2,13744E7

6,06925E9

2,71588E1
0

R-squared = 77,6527 percent

Fuente: Autores

20

31

66

Mean
Square
1,40462E
9
7,71248E
9
2,90465E
6
4,13851E
9
2,11096E
9
1,67301E
9
1,65545E
9
1,27908E
8
2,12673E
9
1,15609E
8
2,13744E
7
3,03462E
8

F-Ratio

4,63

25,41
0,01
13,64
6,96
5,51
5,46
0,42
7,01
0,38

0,07

P-Value
0,0438
0,0001
0,9230
0,0014
0,0158
0,0293
0,0300
0,5236
0,0155
0,5441

0,7934



ANEXO G. MICROGRAFIAS

Figura G1. Fosfato Tricalcico B- 20ug/ml-con Irradiacion 10x.

Figura G2. Fosfato Tricalcico B- 20ug/ml-sin Irradiacién 10x.
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Figura G3. Fosfato Tricalcico - 10ug/ml-sin Irradiacion 10x.

Figura G4. Hidroxiapatita-20ug/ml-sin Irradiacion 10x.
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Figura G5. Hidroxiapatita-20ug/ml-con Irradiacién 10x.

Figura G6. Hidroxiapatita- 10ug/ml-con Irradiacién 10x.
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Figura G7. Hidroxiapatita -10ug/ml — sin irradiacién
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