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RESUMEN

TiTULO:
EVALUACION DE LA RESPUESTA DIELECTRICA DE MEMBRANAS BIOLOGICAS SOBRE
MATERIAL POLIMERICO PLA-PGA MODIFICADO, BAJO POLARIZACION AC Y DC
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Descripcion

En el presente trabajo de investigacion se evalud la interaccion de un biomaterial polimérico
electrodepositado sobre Ti6Al4V compuesto por acido polilactico-acido poliglicélico-hidroxiapatita,
modificado con quitosano y colageno en presencia de medio de cultivo celular y medio de cultivo-
células osteoblasticas, mediante técnicas electroquimicas que incluyen potencial de corrosién con
respecto al tiempo, espectroscopia de impedancia electroquimica y voltametria ciclica. Los
resultados de impedancia fueron analizados usando modelos de circuitos equivalentes que
describieron eléctricamente las interfases presentadas en el sistema biolégico. Con los datos de
impedancia se calculé la permitividad relativa plasmada en un espectro dieléctrico que permitié
identificar las dispersiones alfa y beta, relacionadas con el intercambio iénico y la polarizacién de la
membrana celular. La adhesion y proliferacion celular se analizaron mediante microscopia de
epifluorescencia, en donde fue posible observar al tercer dia del cultivo celular el proceso de
mitosis representado por la condensacion del ndcleo y la separacién de los cromosomas.
Morfologia de la superficie del biomaterial se observé mediante SEM y AFM, adicionalmente se
evalud la actividad celular mediante la medicion de fosfatasa alcalina. Finalmente se encontré la
mejor superficie para la adhesién y crecimiento celular mediante analisis estadistico, que
correspondio al recubrimiento con la mayor concentracion de quitosano y colageno.
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Description

In the present research it was evaluated the interaction of a polymeric biomaterial electrodeposited
on Ti6Al4V compound of polylactic acid-polyglycolic acid-hydroxyapatite, modified with chitosan and
collagen in the presence of cell culture medium and medium-osteoblastic cells, using
electrochemical techniques including corrosion potential with time, electrochemical impedance
spectroscopy and cyclic voltammetry. The impedance results were analyzed using equivalent circuit
models described electrically interfaces presented in the biological system. With the impedance
data was calculated the relative permittivity reflected in a dielectric spectrum that identified the
alpha and beta dispersions related to the cell membrane. Adhesion and cell proliferation was
analyzed by fluorescence microscopy, where it was possible to observe the third day of cell culture the
process of mitosis represented by the condensation of the nucleus and chromosome separation.
Morphology of the biomaterial surface was observed by SEM and AFM, further cell activity was assessed
by measuring alkaline phosphatase. Finally it was the best surface for adhesion and cell growth through
statistical analysis, corresponding to coating with the highest concentration of chitosan and collagen.
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INTRODUCCION

La busqueda de materiales biocompatibles que pueden ser usados en dispositivos
médicos para la reparacién de defectos y enfermedades 6seas ha aumentado
recientemente. Estos materiales deben ser apropiados para que funcionen como
soporte de las células regeneradoras de hueso para que puedan proliferar y

diferenciarse.

El estudio de propiedades eléctricas en el tejido 6seo nacidé con el descubrimiento
del efecto piezoeléctrico en su estructura y de las implicaciones de dicho
fendmeno en el proceso de consolidacion y tratamiento de patologias Oseas [1].
Algunos materiales biolégicos como el colageno y biopolimeros exhiben una
orientacion polar uniaxial de los dipolos en su estructura molecular y pueden ser
considerados como bioeléctricos. El colageno comprende el 90% de la matriz 6sea
y junto con la hidroxiapatita (HA), gobierna las propiedades biomecanicas y la

integridad de este tejido.

La caracterizacion de la interfase creada entre la superficie del implante y las
células llevan a entender los complejos procesos implicados en los mecanismos
de interacciobn para desarrollar superficies que faciliten la incorporacion del
dispositivo médico. Esta caracterizacion de la interaccion entre células y
biomaterial se realiza generalmente mediante medios Opticos y microscépicos, o
eliminando el biomaterial implantado en un animal. Estudios electroquimicos son

menos frecuentes y todavia escasos en la literatura para medios con células vivas.

En este trabajo busco modificar el biopolimero PLA — PGA con materiales como
colageno, hidroxiapatita y quitosano, para mejorar la respuesta inmune de células
osteoblasticas y estudiar la interaccion polimero — material biolégico desde el
punto de vista de la respuesta electroquimica de la superficie como consecuencia

de la adsorcion de proteinas, adhesion y crecimiento celular.
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La presente investigacion usé técnicas electroquimicas como potencial de
corrosion, espectroscopia de impedancia electroquimica y voltametria ciclica para
caracterizar las propiedades eléctricas de la interaccion medio de cultivo y células
de tipo osteoblastico sobre material polimérico PLA - PGA modificado con
hidroxiapatita, quitosano y colageno, en un amplio rango de frecuencia, mediante
un espectro dieléctrico. Se model6 el barrido de frecuencias en un circuito de
impedancia electroquimica, en el cual fue posible interpretar los fenGmenos
eléctricos ocurridos en la interfase PLA - PGA modificado — proteinas de adsorcién
— células osteoblasticas. Adicionalmente técnicas microscépicas sirvieron para
identificar la presencia de las células, la proliferacion y morfologia en las

superficies de estudio.

Este trabajo de investigacion se realizé bajo el marco del proyecto financiado por
Colciencias titulado: Desarrollo de soportes y peliculas de PLGA/bioceramico
sobre Ti6AI4V para regeneracién 0sea como productos de innovacion tecnolégica

de la empresa Quirargicos Especializados S.A.
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1
DESCRIPCION DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obtencion de biomateriales que facilitan la osteointegracion es uno de los
objetivos claves en el desarrollo de la nueva generacion de implantes ortopédicos
y dentales. Mas de cincuenta millones de personas en todo el mundo tienen
implantado algun tipo de proétesis y es un hecho bien conocido en nuestra
sociedad la utilidad y necesidad de todo tipo de implantes, asi como el
conocimiento de las complicaciones que pueden generar una vez implantados,

con el fin de mejorar la respuesta bioldgica.

El complejo sistema fisiolégico humano esta constituido por sustancias de muy
diferente naturaleza, como agua, lipidos, electrolitos, proteinas, enzimas, etc. El
compuesto polimérico natural mas comun dentro del cuerpo humano es el
Colageno, otras proteinas incluyen elastina, queratina, reticulita, miosina y actina.
En contraste con las proteinas estructurales, existe una gran cantidad de proteinas
globulares o enzimas, que no tienen funcibn mecénica, pero que actian como
biocatalizadores para mantener el proceso metabdlico y con ello las funciones
vitales. Ambos grupos de proteinas estan constituidas por aminoacidos que
forman la secuencia polimérica bajo el estricto control de los acidos nucleicos DNA
y RNA, dando lugar a macromoléculas con una funcién especifica. Gracias a esta
compleja organizacion el organismo humano tiene capacidad para identificar,

rechazar o admitir cualquier cuerpo extrafio (implante) introducido en él.
Es bien conocido que en el uso de biomateriales va asociado un cierto riesgo de

infecciones. Para combatir y prevenir estas infecciones el sistema sanitario realiza

una serie de protocolos y tratamientos que tienen un costo no despreciable en sus
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presupuestos. Es por ello que los fabricantes de materiales quirdrgicos estan
implicados en la obtencion de materiales cada vez mas aptos para fabricar
dispositivos biomédicos con caracteristicas adecuadas y adaptacion al ambiente
biolégico al que van a ser expuestos. EI comportamiento de los biomateriales a
nivel superficial, en contacto con el medio fisiolégico puede desencadenar
reacciones especificas que se sustentan en la aceptacion del material por el
organismo [2], materiales con un bajo riesgo de infeccion que los fabricantes
denominan “biomateriales antiinfecciosos o antimicrobianos”, o por el contrario, en
el rechazo del mismo con la correspondiente reaccion a cuerpo extrafio, debido
principalmente a que al introducir un implante en el seno de un tejido, se produce
la separacion fisica de los perfiles en contacto con la protesis, disminuyendo al
menos a la mitad las vias de alimentacion y oxigenacion celular de la interfase

tejido implante.

El andlisis de las interacciones tejido biologico-implante se estudia usualmente por
medio de la adhesion de células al material, métodos como el conteo de células,
métodos microscopicos como microscopia electronica de barrido y métodos
microgravimétricos son frecuentemente usados. Algunos otros métodos se han
estudiado solo en tejidos bioldégicos como las medidas de impedancia eléctrica, el
cual puede determinar en general el estado de los tejidos y las células que lo
constituyen. Sin embargo, este método no ha sido ampliamente estudiado en la
interaccion  material-célula, especificamente en materiales poliméricos

modificados, lo cual, fue el objetivo de la presente investigacion.

1.2 JUSTIFICACION

Se han desarrollado varios materiales con el propoésito de mejorar la respuesta
biolégica de la interaccion implante-tejido biolégico. Los polimeros no Unicamente

reemplazaron a otros materiales en aplicaciones médicas, sino que abrieron el

campo a otras nuevas aplicaciones antes dificilmente asequibles.
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El PLGA (acido polilactico - poliglicélico) es un biopolimero ampliamente usado en
la fabricacion de materiales quirdrgicos por sus buenas propiedades de
biodegradacion y biocompatibilidad, sin embargo, pese a su extenso uso, el PLGA
presenta ciertos inconvenientes a la hora de encapsular y almacenar proteinas,
péptidos y otros principios activos. La base de estos inconvenientes esta
relacionada con el mecanismo de degradacion del polimero, lo que conlleva a
reacciones no favorables en el tejido circundante al implante y por consiguiente a
la no adaptacion del ambiente biolégico. Es por ello que se buscé modificar
superficialmente este tipo de materiales con polimeros de origen natural como
coldgeno y quitosano y con hidroxiapatita con el fin de modular la interaccion del
biomaterial con entidades biolégicas y disminuir una respuesta inmunolégica en el

organismo.

Uno de los objetivos principales de las investigaciones biofisicoquimicas es
entender los procesos fundamentales de las células biolégicas. El funcionamiento
de las células esta intimamente relacionado con los procesos electroquimicos que
suceden en y a través de sus membranas. Ademas, el andlisis de los fenbmenos
gue aparecen a nivel de interfase entre las prétesis y los tejidos bioldgicos es de
vital importancia para predecir el grado de biocompatibilidad de un biomaterial,
especialmente los materiales poliméricos modificados, debido a la amplia

aplicacion de estos materiales en el campo biomédico.

Se han caracterizado tejidos y células biologicas por medio de la respuesta a un
estimulo eléctrico externo. Existen varios modelos que representan los principales
mecanismos que determinan la impedancia y el comportamiento eléctrico en una
suspension celular. Sin embargo no se han elaborado prolijamente
caracterizaciones eléctricas de células (osteoblastos) en contacto con un
biopolimero modificado con hidroxiapatita, quitosano y colageno. En este sentido
la investigacion hace un aporte importante en el estudio de la biocompatibilidad de

materiales quirdrgicos por medio de propiedades eléctricas de la interaccion
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material-célula, que permite ampliar el campo de estudio de los biomateriales y

sus interacciones con tejido biologico.

El estudio de la interfaz creada entre la superficie de los implantes y las células
dard lugar a la comprension de los complejos procesos implicados en los
mecanismos de interaccion y al desarrollo de superficies y materiales que faciliten
la incorporacion exitosa de un dispositivo en el tejido circundante. Una manera de
entender los diferentes procesos que ocurren en la interfaz superficie del implante
y células es el estudio de la respuesta electroquimica en el material polimérico
como consecuencia de la adsorcion de proteinas, el crecimiento y proliferacion

celular en la superficie del implante.

1.3 HIPOTESIS PLANTEADA

El cultivo de osteoblastos sobre el biopolimero tipo PLA — PGA modificado
presenta un comportamiento capacitivo alto a frecuencias relativamente altas, que
favorece la actividad de osteoblastos, y por lo tanto la biocompatibilidad del
material polimérico, debido principalmente a la presencia de quitosano en la matriz
polimérica de PLA — PGA.
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2
OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la respuesta dieléctrica de células de tipo osteoblastico sobre
materiales poliméricos PLA — PGA moadificados, bajo polarizacion AC y DC, por

medio de técnicas electroquimicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Estudiar el comportamiento capacitivo y resistivo del sistema biolégico, por
medio de la técnica Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE), mediante un
espectro dieléctrico, identificando las dispersiones que se presentan en dicho

sistema.

* Caracterizar dieléctricamente el sistema material polimérico PLA-PGA
modificado con hidroxiapatita, quitosano y colageno - células osteoblasticas por

medio de un modelo de circuito de impedancia electroquimica.
e Evaluar la actividad celular por medicién de fosfatasa alcalina (ALP) a varios

tiempos de cultivo y determinar el estado superficial del material polimérico
PLA-PGA modificado, por medio de SEM y AFM.
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3
FUNDAMENTOS TEORICOS

3.1 BIOMATERIALES Y BIOCOMPATIBILIDAD

Un biomaterial es un material no vivo utilizado en un aparato médico y concebido
para interactuar con sistemas biologicos. Este biomaterial debera satisfacer las
diferentes propiedades requeridas para su buen comportamiento a corto y largo
plazo, tales como la biocompatibilidad, la resistencia mecénica, la resistencia a la
degradacién, la disponibilidad [3]. La respuesta que el biomaterial causa en el
tejido, dando por supuesta su biocompatibilidad, puede tener diferente caracter.
Se puede definir un material bioinerte como un material que no es toxico y que no
es biolégicamente activo; mientras que un material bioactivo es un material que no
es toxico y es biologicamente activo. El material bioactivo causa reacciones
tisulares favorables, lo que lleva al establecimiento de enlaces quimicos directos

con los tejidos circundantes.

Las interacciones entre el implante o biomaterial y el medio fisiolégico determinan
el periodo de tiempo necesario para su reconocimiento y la intensidad de la
reaccion del organismo para rechazar o asimilarle, hasta restablecer el equilibrio
interno. Existen varios tipos de sustancias utilizadas como biomateriales para
regeneracion 6sea, dentro de las mas importantes se encuentran algunos metales
y aleaciones, ceramicas, vidrios biolégicos, polimeros naturales y sintéticos, los

cuales se muestra su aplicacion en la Tabla 1 [4].

Tabla 1. Biomateriales para regeneracion 6sea.

Polimeros Liberacién de farmacos, ingenieria de tejidos
Metales Placas de osteosintesis, clavos y tornillos,
implantes dentales
Ceramicas y Biovidrios Relleno de cavidades y defectos 6seos,

protesis de cadera.
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3.2 MATERIALES POLIMERICOS DE ORIGEN NATURAL Y SINT ETICO

3.2.1 Colageno

El colageno es un polimero natural usado como biomaterial en diversas
aplicaciones biomédicas. Es una proteina fibrosa que forma el tejido conectivo,
abundante en la naturaleza, ya que por ejemplo, constituye una cuarta parte de las
proteinas totales en los mamiferos. En la Figura 1 [5] se muestra una micrografia

electronica de fibrillas de colageno.

Figura 1. Micrografia electrénica de fibrillas de colageno.

Existen varios tipos de colageno, siendo el mas abundante el denominado tipo |I.
Este esta constituido por tres cadenas polipeptidicas unidas entre si por puentes
de hidrogeno que se establecen entre los grupos amino y carboxilo de las

unidades de glicina que suelen constituir un tercio de la composicion [5].

3.2.2 Quitosano

El quitosano es un polisacarido cationico de origen natural, extraido por procesos
guimicos del caparazén de crustaceos. La velocidad de biodegradacion de este
polimero viene determinada por el contenido residual de acetilo, que es un
parametro facilmente controlable. El quitosano tiene grupos reactivos amina e
hidroxilo, que ofrecen posibilidades de modificacion, reacciones de injerto e
interacciones ionicas. Las protesis cubiertas con estos polisacaridos son capaces
de promover la colonizacion por células, ya que promueven la osteogénesis y la

oseointegracion.
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Propiedades como la biocompatibilidad, la actividad antibacteriana, la posibilidad
de uniones de factores de crecimiento y la posibilidad de procesado de diferentes
formas hace que el quitosano tenga una amplia gama de posibles aplicaciones

tanto en ingenieria de tejidos como en implantes ortopédicos [6].

3.2.3 Hidroxiapatita

La hidroxiapatita esta formada por fosfato de calcio cristalino (Caio(PO4)s(OH)2) y
representa un deposito del 99% del calcio corporal y 80% del fésforo total. El uso
de implantes cubiertos de hidroxiapatita o fosfato tricalcico ha sido ampliamente
descrito para demostrar que existe un anclaje precoz entre la superficie de éstos y
la del hueso, aproximadamente en un mes tras la insercion. También evidencian
gue la anatomia del tejido blando alrededor del implante es normal y que hay

ausencia de inflamacion.

La hidroxiapatita, obtenida de fuentes naturales o bien de fuentes sintéticas, se
considera una sustancia bioactiva, ya que forma fuertes enlaces quimicos con el
tejido 0seo huésped, y por ello, se la reconoce como un buen material para
implantes 6seos. La HAp es osteoconductiva, no toxica, no inmunogénica, y su
estructura y composicion quimica son similares a la fase mineral del hueso
humano. Sin embargo, las caracteristicas sobresalientes de la HAp en términos de
biocompatibilidad y bioactividad se ven gravemente obstaculizadas por sus
propiedades mecanicas pobres, que impiden su uso en aplicaciones de carga
elevada, asociadas tradicionalmente con implantes ortopédicos [7,8,9].

3.2.4 Acido Polilactico (PLA)

Es un polimero semicristalino, termoplastico y biodegradable basado en acido
lactico que como biomaterial ha demostrado su capacidad de permitir el
crecimiento controlado del tejido biolégico durante su biodegradacion. Debido a

gue el acido lactico es un intermediario comun en el metabolismo de los
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carbohidratos en nuestro organismo, el uso de este hidroxiacido es generalmente

visto como la situacion ideal desde el punto de vista toxicoldgico.

El PLA puede hidrolizarse facilmente a acido lactico, mediante un proceso de
degradacién hidrolitica. Los poliésteres alfa, como el PLA, se degradan
inicialmente por hidrolisis y su degradacion puede ser acelerada in vivo por la
presencia de enzimas, lo cual conlleva a la liberacidon de sus respectivos
monomeros (&cido lactico en este caso). Estos mondmeros son incorporados
dentro de los procesos fisioldgicos a nivel celular, donde continla su degradacién

y dainicio a la ruta metabdlica [4].

El punto de fusion del &cido polilactico es de aproximadamente 180C. Si el
polimero consiste solo en el isomero L, se conoce como acido poli (L-lactico),
PLLA, que se usa comunmente en los implantes ortopédicos y es un polimero
semicristalino (grado de cristalinidad del 37%), debido principalmente a su
estereoregularidad. EI PLA es actualmente utilizado en aplicaciones que no
requieran altas prestaciones mecanicas como clavos para la union de ligamentos y
reparacion de meniscos, suturas, tornillos y clavos para la fijacion de fracturas,

liberacion de farmacos y stents para cirugia cardiovascular [10].

3.2.5 Acido Poliglicélico (PGA)

El acido poliglicélico o poliglicolida es un poliéster lineal biodegradable, alifatico,
hidrofilico y de cristalinidad elevada (46-52%). Debido a su elevada cristalinidad
es insoluble en la mayoria de solventes organicos. Se caracteriza por un punto de
fusion elevado y una temperatura de transicion vitrea relativamente baja. El 4cido
poliglicélico es de gran interés por su amplia gama de aplicaciones en el campo de
la medicina, se utiliza principalmente como material de implantes o suturas
biodegradables, como dispositivo de fijacion ésea en forma de varillas, planchas o
tornillos, como implante para sustituir fragmentos 0seos o0 como sistema de

liberacion de medicamentos.
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La propiedad que hace mas interesante la aplicacion del PGA como polimero
degradable es que su producto de degradacion, el acido glicdlico, es un metabolito
natural. El PGA es absorbido a los pocos meses de la implantacién debido a su

susceptibilidad a la hidrdlisis [5].

3.2.6. Acido Poli-lactico-co-glicolico (PLGA)

El PLGA es un polimero biodegradable y biocompatible ampliamente utilizado en
la preparacion de micro/nanoparticulas transportadoras de diferentes principios
activos tales como proteinas, péptidos o material genético entre otros.
Actualmente existen diferentes formulaciones de PLGA que han sido aprobadas
por la US Food and Drug Administration (US FDA). Sin embargo, el PLGA
presenta ciertos inconvenientes debido al mecanismo de degradacion del
polimero. Al tratarse de un poliéster su degradacion se debe a la hidrélisis de los

enlaces éster, lo que genera un microclima acido [11,12,13].

3.3 TEJIDO OSEO

El hueso estd compuesto por dos estructuras arquitectonicas béasicas que son
hueso compacto o cortical y hueso trabecular o esponjoso.

El hueso cortical es denso, mientras que el hueso trabecular aparece como un
entramado de fibras y laminas, descritas generalmente como trabeculas,
separadas por espacios intercomunicados. En los humanos, aproximadamente el
80% de la masa esquelética esta constituida por hueso cortical, que constituye las
paredes del eje o diafisis de los huesos largos. No obstante, dada su

tridimensionalidad, el hueso trabecular supone el 60% de la superficie total.

La formacion Osea resulta de una compleja cascada de eventos que incluyen
proliferacion de células mesenquimales primitivas, su posterior diferenciacion a
células precursoras osteoblasticas (osteoprogenitoras 0 preosteoblastos),

maduracion de osteoblastos, formacion de matriz y finalmente mineralizacion. Los
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osteoblastos son las células responsables de la sintesis y secrecion de matriz
0sea, 0 componente organico de la matriz extracelular del nuevo hueso, también
conocida como osteoide. No obstante la familia osteoblastica también incluye el
osteocito y la célula lining Osea, también llamada osteocito de superficie,
osteoblasto inactivo, célula linear endostica y célula mesenquimal plana. Esta
linea celular probablemente puede diferenciarse a osteoblastos activos, por lo que
algunos autores los consideran osteoblastos en reposo. Cuando no se requiere
mas sintesis de matriz 6sea, al final de la secuencia de remodelacién, los
osteoblastos pierden su capacidad sintética y quedan como osteoblastos inactivos,
células de la linea de formacion 6sea o bien resultan atrapados en el frente de
calcificacion, incluyéndose en el hueso como osteocitos, encargados de mantener

la integridad estructural de la matriz mineralizada.

La matriz extracelular estd formada por un 90% por colageno, principalmente tipo
I, y en un 10% por proteinas no colagénicas (NCPs). Los cristales de hidroxiapatita
Cai0(PO4)s(OH)2, constituyen la parte mineral del tejido 6éseo. Se ha sugerido que
la mineralizacién es iniciada por la formacion de cristales en vesiculas que se

forman en la matriz extracelular, a raiz de la desintegracién de osteoblastos [3].

3.4 CELULAS Y MEMBRANAS BIOLOGICAS

Un tejido vivo puede modelarse como la agrupacion de células, que se encuentran
en un medio iénico denominado medio extracelular. En el interior de la célula,
medio intracelular, existe también una concentracion de fluidos e iones, y es
donde se realizan los procesos metabdlicos del cuerpo. La divisién entre ambos
medios es la membrana celular, la cual funciona como una barrera permeable
selectiva. Esta protege el interior de la célula y permite el paso selectivo de iones.
La membrana celular mantiene la presibn osmotica y el gradiente de
concentracion ionico entre los medios intracelular y extracelular. Este gradiente

crea una diferencia de potencial a través de la membrana, el cual es esencial para
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gue la célula viva. Las alteraciones mas comunes entre los medios son las
variaciones en el volumen de uno de ellos, por aumento o disminucion de fluido, o
de la concentracion de iones disueltos en él. El dafio de la membrana celular, y de
sus funciones, mata la célula. Las caracteristicas eléctricas de los tejidos y sus
dispersiones estan determinadas por tres efectos. El primero es por las
caracteristicas eléctricas de las células o su integridad y normalidad. El segundo
es por variacion de los volumenes extra e intracelulares y el tercero es por los

efectos de la bicapa celular que conforma los tejidos bioldgicos [14].

Identificacion bioguimica y morfolégica de células

Identificacion bioquimica: Los estudios sobre células de aspecto osteoblastico han
demostrado una serie de propiedades asociadas al fenotipo de estas células,
como la secrecién de osteocalcina, sintesis de colageno tipo I, actividad de la

fosfatasa alcalina y produccion de matriz mineralizada, entre otros [15].

La fosfatasa alcalina (ALP), es un marcador de diferenciacion temprana del hueso
y es utilizada para evaluar la actividad celular de los osteoblastos. Esta es una
enzima que libera fosfato inorganico a partir de ésteres fosféricos. Indica la
formacion de hueso o el inicio de la etapa de diferenciacion [4]. Si la fosfatasa
alcalina disminuye, puede ser un indicador de muerte celular [16]. La fosfatasa
alcalina hidroliza el p-nitrophenyl phosphate disodium salt (p-NPP) o fosfato de p-
nitrofenilo para formar el cromdgeno amarillo p-nitrofenol de acuerdo con la

siguiente ecuacion.

. . Fosfatasa alcalina ”
Fosfatodep —nitrofenilo + H,0 ——— » p —nitrofenol + HPO,”~ +2H*

1)
En donde el incremento en la absorbancia de la mezcla de reaccion a 450 nm

debido a la formacién del p-nitrofenol, es proporcional a la actividad de la fosfatasa
alcalina.
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Un gran porcentaje de fosfatasa alcalina se encuentra alojada en la membrana
celular, por lo que en muchos casos se realiza el lisado celular (rotura de la

membrana celular) para la determinacion de fosfatasa alcalina.

Identificacion morfologica: Los estudios morfologicos de células abarcan las

microscopias Opticas y microscopias electronicas.

La microscopia de epifluorescencia es una de las derivaciones de la microscopia
Optica en donde una sustancia natural en las células o un colorante fluorescente
aplicado es estimulado por un haz de luz, emitiendo parte de la energia absorbida
como rayos luminosos. Uno de los métodos de marcado celular mas usados es el
marcaje nuclear con reactivo de Hoechst, que permite la visualizacion directa de
los nucleos celulares con el microscopio de fluorescencia. Este reactivo penetra en
el nldcleo de una célula y se une a la adenina y la timina del ADN y el ARN,

haciendo ver el nucleo celular con un color azul.

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una técnica de microscopia
electronica que crea una imagen tridimensional ampliada de la superficie de un
objeto. Permite incorporar sistemas de deteccidn de energia dispersiva de rayos X
y electrones lo cual es util para la deteccidn cualitativa y cuantitativa de distintos
elementos quimicos. Hay que mencionar que debido a que el SEM no ha sido
ampliamente utilizado como técnica para la observacion de tejidos, existe una
carencia de protocolos para la fijacion de las células, lo cual es de gran

importancia.
3.5 PROPIEDADES ELECTRICAS DE LOS MATERIALES BIOLOG ICOS
3.5.1 Antecedentes

Extraer informacion de los sistemas biolégicos con base en su respuesta a un

estimulo eléctrico externo es el objetivo de los diversos métodos de
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caracterizacion de tejidos y células biologicas desde hace casi una centuria. Entre
los afios 1910 y 1913, el médico aleman Hober, muy interesado en la fisiologia de
la membrana celular, llevd a cabo experimentos dieléctricos con eritrocitos
(glébulos rojos o hematies) con el fin de estudiar sus propiedades eléctricas
(1912). Pudo observar que a una frecuencia de 1kHz una suspensioén de eritrocitos
presentaba una resistividad de 1200 Q m, y que aumentando la frecuencia a 10
MHz, la resistividad disminuia hasta 200 Q m. Advirti6 también que la resistividad
gue presentaban células hemolizadas rotas a bajas frecuencias era muy similar a
la medida a altas frecuencias en las células integras. Lleg6 asi a la conclusiéon de
gue en altas frecuencias no hay diferencia entre células integras y células
destruidas, dado que en el primer caso se mide la resistividad de la solucién
interna y en el segundo la de la solucion externa, siendo ambas electrolitos
concentrados. De este modo se empezO a considerar que, eléctricamente, las
células estaban caracterizadas por un citoplasma de baja resistividad, rodeado por
una membrana muy poco conductora. Asimismo, se introdujeron los conceptos de
capacidad especifica de la membrana y la variacion de su impedancia con la

frecuencia de la sefal eléctrica [17].

En 1921 Phillippson, estableci6 el circuito eléctrico equivalente para
biomembranas, interpretd los resultados con el circuito de resistencia y capacidad
en paralelo representando la membrana a la que afiadié una resistencia en serie
representando el citoplasma. En 1925 Rogers y Cole confirman las propiedades
capacitivas de la membrana observadas por Hober en los eritrocitos, pero
estudiando los huevecillos del erizo de mar Arbacia punctulata. Posteriormente
Fricke (1933) aplico el tratamiento tedrico de Maxwell al calculo de la capacitancia

especifica de la membrana, obteniendo un valor de 0.81 uF/cm?.
Cole hasta 1972 hizo grandes avances a la medida e interpretacion del espectro

dieléctrico en general, asi como al de las suspensiones celulares y de tejidos.

Fundament6 completamente el circuito equivalente usado para la interpretacion de
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las mediciones eléctricas en las membranas de muchas células. De esta forma se

empez0 a indagar mas en las propiedades eléctricas de materiales biologicos.

3.5.2 Permitividad y conductividad eléctrica

La respuesta de toda materia a un campo electromagnético viene descrita por las
ecuaciones de Maxwell. Segun éstas, dicha respuesta depende de los parametros
eléctricos pasivos de la materia: la conductividad eléctrica o, la permitividad
eléctrica ¢, y la permeabilidad magnética y. La mayor parte de la materia bioldgica
tiene una permeabilidad magnética similar a la del vacio, po, por lo que el anélisis
de su respuesta dieléctrica se centra en la conductividad y en la permitividad
relativa a la del vacio. Estos parametros constitutivos de la materia proporcionan,
por un lado, su capacidad para permitir el movimiento de los portadores de carga

en su seno y, por otro, una medida de su polarizabilidad.

Respecto a los materiales neutros, heterogéneos y dispersivos, caracteristicas de
la materia bioldgica, sus propiedades eléctricas, por propia definicion, presentan

una dependencia con la frecuencia del campo eléctrico.

Un analisis del comportamiento de un material neutro bajo el campo puede
llevarse a cabo mediante un espectro dieléctrico, a través del cual se mide su
permitividad compleja en un rango determinado de frecuencias. La permitividad
compleja engloba los parametros constitutivos permitividad y conductividad, por lo
gue un analisis del espectro junto con un correcto modelo de interpretacion
proporcionara valiosa informacion sobre la estructura y, en su caso, sobre las
propiedades funcionales de la materia. La permitividad compleja £ esta definida

como:
flw)=¢ —j% )

Donde w es la frecuencia angular y j=+/—1. Para la mayor parte de las

sustancias, la permitividad y la conductividad son constantes solo en un rango
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determinado de la frecuencia. La tendencia general es una caida escalonada de la
permitividad al tiempo que la conductividad aumenta al recorrer en sentido

creciente las frecuencias del espectro, caracteristica de fenomenos dispersivos.

Cuando un campo eléctrico alterno débil se aplica a una suspension coloidal,
ocurre una serie de fendmenos: polarizacion, conduccion ibénica, formacién de
densidades de carga eléctrica cercanas a las interfases, cambios de Ila
concentracion electrolitica cerca de las interfases cargadas, flujo del fluido proximo
a dichas interfases, movimiento de particulas cargadas. Todos estos fenbmenos

estan relacionados con las propiedades dieléctricas de la suspension.

Los espectros de permitividad y de conductividad estan caracterizados por cuatro

dispersiones principales:
* Relajacion y: frecuencias superiores al GHz, que esta asociada con la relajaciéon
dipolar del agua (se origina por la alineacion de dipolos permanentes e inducidos

con respecto a un campo eléctrico) [17,19].

» Relajacion & o de alta frecuencia: (1 MHz a >100 MHz), relacionada con la

relajacion de Maxwell-Wagner, que esta caracterizada por una pequefia amplitud
(unas pocas unidades dieléctricas) y una frecuencia caracteristica que depende
sobre todo de la conductividad de la solucion electrolitica, creciendo con ella. En
esta region los cambios se asocian al contenido de agua, electrolitos y proteinas
de los tejidos [17,19].

* Relajacién B, en el orden del MHz, relacionada con el proceso de carga de las
membranas presentes en el sistema. En esta region los cambios se relacionan
principalmente con la polarizacion de la membrana celular, la cual actia como
barrera al flujo de iones entre los medio intra y extra celulares. Ademas, se

produce una polarizacion de proteinas y macromoléculas organicas [17,19].
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» Relajacion a o de polarizacién de contraiones: baja frecuencia (10 Hz a unos

pocos KHz), la que puede llegar a tener amplitudes extremadamente grandes:
miles de unidades dieléctricas. Su frecuencia caracteristica depende sobre todo
del tamafio de las particulas decreciendo para particulas grandes. En esta region
los cambios de impedancia son pequeios y se deben principalmente a procesos

de difusién i6nica a un lado de la membrana celular [17, 19].

Las distintas relajaciones o dispersiones se asocian con el paso de la corriente por
las diferentes regiones que constituyen el tejido y las distintas frecuencias. Para
frecuencias bajas se sugiere que el movimiento de cargas tiene lugar en la parte
externa de la célula (liquido extracelular). El origen de la relajacion a, la cual se
ubica en frecuencias inferiores a 100 Hz, no esta claramente definido.
Tedricamente se asocia con la formacién de una doble capa i6nica alrededor de

las células o con la formacion de canales de comunicacion entre las mismas [19].

A medida que la frecuencia aumenta se va venciendo la reactancia de la
membrana (relajacion B), lo que evidencia su caracter capacitivo, hasta alcanzar
un estado en el cual el movimiento de cargas que ocurre en el liquido intracelular
contribuye a la conduccion, produciendo un aumento de la conductividad. Se
observan las dispersiones de origen estructural, principalmente por la polarizacion
en la interfase membrana-electrolito, o debidas a la dependencia frecuencial de la
orientacion de dipolos moleculares, llamadas entonces dispersiones Debye. Esto
ocurre en la banda comprendida entre 1 KHz y aproximadamente 100 MHz.
Alrededor de 10 GHz, aparece la relajacion y que en general se asocia con

fenomenos de relajacion dipolar de las moléculas de agua [20].
Las Figuras 2 [18] y 3 [20, 21] muestran la conducta general en funcion de la
frecuencia tanto de la conductividad como de la permitividad eléctrica para tejido

biolégico.
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Figura 2. Espectro Ideal de las propiedades dieléctricas de suspensiones celulares y tejidos en
términos de la parte real &, 'permitividad relativa y la parte imaginaria £, " perdida dieléctrica de la

permitividad compleja relativa.

2 ® 3

—_
=
Fa

Petritividad Compleja

s PR e e )

TR R

Frecuencia, Hz

Figura 3. Conductividad o y permitividad &' en funcién de la frecuencia.
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La respuesta dieléctrica se puede modelar a través de la conductividad o y
permitividad £'. La dependencia funcional de cada una de estas magnitudes es de

gran interés en el estudio y caracterizaciéon de los diferentes tejidos, dando

informacion util para aplicaciones médicas.
3.5.3 Propiedades eléctricas de las células

Se describen las diferentes estructuras celulares implicadas en el comportamiento

celular frente a un campo eléctrico.
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» Superficie Celular: La superficie mas externa es el limite entre la célula y su

entorno. La composicion de dicho entorno es mas o menos compleja
dependiendo de la célula. En la capa superficial de practicamente todas las
células se encuentran grupos de carga negativa —como carboxilos o fosfatos—,
los iones positivos del medio son atraidos a la superficie creando una doble capa
i6nica. La formacién de esta doble capa explica el alto valor de la permitividad
observado en bajas frecuencias, y los efectos dispersivos que en ella se
producen se encuentran en el rango de la dispersion a.

 Pared Celular: Caracteristica de las células vegetales y de algunos

microorganismos. Consiste en largas cadenas de polisacaridos, aminoacidos y
otros polimeros. Los grupos cargados de la pared hacen que ésta actie como
intercambiador i6nico, por lo que sus propiedades eléctricas cambiaran en

funcién de la concentracion idnica del medio circundante.

* Membrana Celular: Membrana plasmatica, componente principal de las células,
consiste en una bicapa lipidica de entre 4 y 10 nm de espesor en la que se
disponen diversas proteinas que, formando canales transmembrana, regulan el
transporte de nutrientes entre el exterior y el interior celular. En condiciones
normales, la membrana presenta baja permeabilidad iénica, por lo que es
considerada como una capa de baja conductividad, permitiendo a la célula
mantener una diferencia de potencial con el medio externo. Esta diferencia de
potencial es lo que se conoce por potencial transmembrana (TMP), cuyo valor
oscila entre 10 y 100 mV, y que mantiene el interior celular negativo respecto al
exterior. EI TMP juega un importante papel energético y de transporte en la
actividad metabdlica celular, y por tanto revela el buen estado fisiolégico de la
célula. La bicapa lipidica por su comportamiento y estructura es comparada con

el espacio entre dos placas de un condensador.
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El efecto de dispersion B que aparece en el rango de radiofrecuencias se ha
atribuido al fendmeno de relajacion que se da en las interfases entre los medios

conductores intra y extracelular, y la membrana aislante.

» Citoplasma: Solucién salina del interior de la célula altamente conductora con
una gran concentracion de material organico (proteinas, moléculas de agua libres
o ligadas a proteinas, acidos nucleicos etc). Las dispersiones en el citoplasma
s6lo pueden ocurrir una vez que la barrera membranosa ha sido superada por el
campo eléctrico, por lo que se sitia en el rango de altas frecuencias.
Especialmente significativas a frecuencias mayores de 20 MHz son las
dispersiones provocadas por la rotacion de las moléculas de agua, tanto las

ligadas a proteinas, como las que no lo estan [17, 20, 21].

3.5.4 Modelos matematicos de circuitos en tejido bi  olégico

Las propiedades eléctricas de los circuitos eléctricos difieren de las propiedades
eléctricas de tejidos biologicos, sin embargo, los modelos de circuitos pueden
usarse para describir las propiedades eléctricas de los tejidos biologicos. Una de
las formas de describir las propiedades eléctricas de un tejido bioldgico es a través

de la impedancia compleja (Z), la cual se describe mediante la ecuacion 3:

Z=R+jX )

Donde R =Re{Z}, X =Im{Z} y j =+v—1 . R es la resistencia del tejido y X es la

reactancia tisular.

La impedancia de los tejidos biologicos es el resultado de la interaccion de la
corriente eléctrica con el tejido a nivel celular o molecular. EI comportamiento
eléctrico de un tejido puede modelarse mediante redes de circuitos RC. La
resistencia eléctrica del espacio extracelular se modela como una resistencia en
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paralelo con la resistencia y la capacitancia que modelan el espacio intracelular.
(Ver Figura 4 [14]).

Figura 4 . Membrana celular y su equivalente circuito eléctrico.
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Si se inyecta una corriente de excitacion de alta frecuencia se genera un efecto de
cortocircuito en la membrana celular, y la corriente pasa por los medios extra e
intracelulares. Si se inyecta una corriente de baja frecuencia, solo atraviesa el
medio extracelular y crece el valor de la impedancia a bajas frecuencias.
Tedricamente, la reactancia mide el volumen de la capacitancia de la membrana

celular y es una medida indirecta del volumen intracelular [14].

Una forma de observar la informacion de impedancia es mediante la grafica de
Nyquist en donde se grafica la resistencia vs la reactancia negativa. En esa grafica
se genera un semicirculo, a partir del cual el modelo Cole-Cole caracteriza la
bioimpedancia tisular en 4 parametros los cuales son R, (impedancia a frecuencia
cero), R. (impedancia a frecuencia infinita), T (constante caracteristica de tiempo),
a (medida de la depresion del arco semicircular debajo del eje real, es una
constante entre 0 y 1). La ecuacién general del modelo se encuentra a

continuacion.

RU_RIII

Z:R-I-jX:Rw‘l-W (4)
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El plano de impedancia complejo del modelo Cole-Cole para una sola constante

de tiempo se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Modelo de Cole — Cole.

Sin embargo, ya que los tejidos biolégicos son medios heterogéneos que

involucran diversas constantes de tiempo, la funcibn mas utilizada para
representar esta situacion es la denominada ecuacion de permitividad de Cole —

Cole.

o _ Es—&on

W) = + 175 fariG (5)
Donde a es un pardmetro empirico caracteristico de la distribucidon de la frecuencia
de relajacion (r — 1/2nf), dando una idea del grado de dispersién de las
constantes de tiempo asociadas con el fendmeno de relajacion. De esta forma se

encuentra la expresion analoga para la impedancia mostrada en la ecuacion 4 [22,
23].

3.5.5 Propiedades eléctricas en un tejido isquémico

Se denomina isquemia celular al sufrimiento celular causado por disminucion del
aporte de oxigeno y nutrientes. Si el sufrimiento es intenso puede llegar a la
muerte celular (necrosis). EI comportamiento de Ry durante la isquemia se ha
explicado tedricamente y se ha comprobado experimentalmente. A mayor

isquemia en el tejido, aumenta el valor de Rq [14].
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El incremento se debe al movimiento de fluido dentro del tejido del medio
extracelular al intracelular, alterando el volumen de los medios. El valor de Ry a
baja frecuencia es particularmente sensible a los cambios en volumen debido a
gue las capacitancias de las membranas celulares a baja frecuencia, actian como
circuitos abiertos para la corriente medida causando un incremento en la

resistividad del tejido.

En la Tabla 2 se observan los efectos de la isquemia sobre los cambios en las
diferentes regiones de dispersiones caracteristicas del tejido bioldgico.
Tabla 2. Efectos de la isquemia sobre las regiones de dispersion.

Region de Cambios en la(s) regiones de dispersion o enlaim  pedancia

dispersion

Durante la isquemia hay un movimiento de fluido del espacio extracelular al
ayp intracelular. Aume_nta en la impedancia a baja frecuencia debido a la
naturaleza capacitiva de las membranas celulares. Incremento en la
impedancia en estas regiones.
La impedancia a altas frecuencias es poco afectada por la isquemia,
degradacioén, y muerte del tejido. Esto se debe principalmente al hecho de que
Y la existencia de las membranas celulares no afecta las mediciones de alta
frecuencia. Los flujos intracelular y extracelular se igualan casi por completo
debido a su fuerza iénica.
La dispersion a cae mas rapido que la dispersién 3, generalmente unas horas
a, B después de la aparicion de la isquemia. La dispersion a reacciona a factores
ambientales y a varios procesos fisiolégicos como consecuencia de diferentes
mecanismos de relajacion.
B La dispersion 3 mide la relacién de volumen extracelular e intracelular, la cual
cambia durante la isquemia.

Las propiedades dieléctricas de las membranas celulares y sus interacciones con
los electrolitos extra e intracelulares pueden medirse en el rango de 1 kHz a 10
MHz. A nivel conceptual, el citoplasma celular y el espacio extracelular actian

como un medio conductivo aislado uno del otro por la membrana celular.

La conductividad de los espacios extra e intracelulares contribuye a la resistencia

promedio del tejido mientras la membrana celular contribuye al efecto capacitivo.
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La Figura 6 muestra cOmo se monitoriza la isquemia a través de mediciones de

impedancia.

Figura 6. Representacion del paso de la corriente a baja y alta frecuencia, y el aumento de
impedancia a baja frecuencia debido al hinchamiento celular causado por isquemia.
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Durante la condicion normoxica (condiciones adecuadas de O, presion de
oxigeno intracelular mayor de 15 mm Hg), una cantidad significativa de corriente
de baja frecuencia es capaz de fluir a través del espacio extracelular; cuando
ocurre disoxia (la presion de oxigeno intracelular es inferior a los 4 mm Hg), las
células no son capaces de generar suficiente energia para alimentar las bombas
iGnicas y el agua extracelular penetra al interior de la célula. Como consecuencia,
las células crecen e invaden el espacio extracelular y causan una reduccion de la
corriente en los fluidos extracelulares, causando un incremento en la impedancia a

baja frecuencia.

3.6 TECNICAS DE CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE S ISTEMAS
HETEROGENEOS

3.6.1 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

La caracterizacion de sistemas heterogéneos, entre los que se encuentran las
células bioldgicas, requiere técnicas de medida que presenten bajo riesgo de
desnaturalizacion de la particula, o dicho de otro modo, de métodos no invasivos.

El caracter no invasivo de una técnica en la cual la célula es expuesta a la accion
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de un campo eléctrico, viene dado por el valor del potencial de membrana inducido
por dicho campo. Para medidas dieléctricas con campos de intensidad Eo = 100
V/m vy frecuencia desde 1 Hz hasta 10 MHz, éste no supone mas que un 0.05%

del valor de potencial de membrana (Gheorghiu 1996).

Como método no invasivo, el empleo de medidas dieléctricas para el estudio de
parametros moleculares y celulares es, a dia de hoy, una técnica establecida,
cuya importancia sigue vigente alentada por la necesidad de posibles mejoras,
tanto en la técnica como en su interpretacion (Pethig y Markx 1997). Desde
entonces, la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE), también
conocida como espectroscopia dieléctrica, se ha venido aplicando reiterada y
regularmente como método de caracterizacion.

En la Figura 7 [17] se presenta de forma esquemética las estructuras y
propiedades dieléctricas de las células que responden en los distintos rangos de la
frecuencia del campo aplicado, que pueden ser investigadas por la espectroscopia

dieléctrica y la dielectroforesis.

Figura 7. Rangos de frecuencias que abarcan las técnicas de caracterizacion dieléctrica, junto con
los correspondientes a las dispersiones dieléctricas en biomateriales.
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La espectroscopia de impedancia consiste en la aplicacion de una diferencia de
potencial alterno entre los electrodos en contacto con la suspension celular a
investigar tomando como referencia la corriente alterna que pasa a traves de la

muestra y se compara con el voltaje de salida. De este modo, resulta una medida
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directa de la impedancia que la suspension celular ofrece al campo eléctrico v,
barriendo un rango de frecuencias, permite obtener el espectro caracteristico. Este
espectro es caracterizado con la ayuda de un circuito equivalente cuyo
comportamiento simule la respuesta de la suspension celular al estimulo eléctrico
como el modelo Cole-Cole, Davidson-Cole, etc., y con modelos del
comportamiento eléctrico de la suspension como los modelos de Maxwell,

Bruggeman, Hanai, etc. (Takashima 1989).

3.6.2 Voltametria

Conjunto de técnicas de analisis electroquimico en corriente directa (DC) que
permiten la deteccion de especies electroactivas contenidas en un electrolito. Se
encuentran la voltametria ciclica y la voltametria de barrido lineal. La técnica
voltametria lineal se ha usado para seguir el ciclo de vida de un material biologico
[24].

Uno de los aspectos mas interesantes de la voltametria ciclica es que permite
distinguir entre los procesos relacionados con especies adsorbidas en la superficie
del electrodo de trabajo (polimero modificado) y los debidos a las especies en
disolucién, proporcionando ademas acerca de la reversibilidad e irreversibilidad de
los procesos de transferencia electronica. Las curvas de densidad de corriente
frente al potencial que se obtienen son los voltagramas, que se caracterizan por la
existencia de maximos de corriente en un proceso faradaico, o picos, definidos por
los correspondientes valores de méaximo de densidad de corriente de pico y
potencial de pico. Hay otra contribucion a la curva voltamétrica que es de origen
capacitivo producida por la introduccion continua de carga sobre la superficie del
electrodo que debe ser compensada por cargas de signo opuesto procedentes del

electrolito (doble capa eléctrica) [25, 26].
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4
ESTADO DEL ARTE

GHEORGHIU, Eugen. ASAMI, Koji (1998) , usaron la técnica de espectroscopia
de impedancia electroguimica para observar la influencia de la forma de células de
fermentacion del whisky (considerada inicialmente esférica) sobre el
comportamiento dieléctrico y la progresion del ciclo celular. La observacion
microscopica revelo la forma no esférica de las levaduras en ciernes y la presencia
de la pared celular. La modelizacion tedrica sefialé que ambas caracteristicas
contribuyen claramente a un comportamiento dieléctrico pero que los efectos de la
forma y de la pared celular se deben considerar por separado. EI comportamiento
dieléctrico es capaz de proveer una medicion cuantitativa de la evolucion del
namero de células y volumen celular. Los investigadores tomaron los espectros de
permitividad y conductividad y lo ajustaron a un algoritmo matematico. Se
concluyé que la espectroscopia de impedancia es capaz de proporcionar una
herramienta cuantitativa de forma no invasiva para supervisar el ciclo celular,
debido a la evolucion de la polarizabilidad de células, debido a la contribucion de
forma de la célula. Al comparar las simulaciones con datos reales, se demostro
gue el ciclo de células de levaduras en ciernes es capaz de ser revelado por los

cambios significativos de las graficas de permitividad celular [27].

DOOP, Elke. JONAS, Ludwing y colaboradores (2000) , evaluaron los cambios
en las propiedades dieléctricas in vitro de las membranas de células mesoteliales
luego de la exposicion al asbesto/amianto, mineral determinado por los
organismos medicos internacionales como cancerigeno. Usaron la técnica de
electrorotacion para determinar los cambios tempranos celulares de propiedades
superficiales y dieléctricas. La técnica electrorotacién es una técnica usada en

biofisica celular para medir propiedades como conductividad y permitividad de
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células y sus membranas. Los resultados mostraron un incremento ligero en la
conductividad interna y un decrecimiento en la conductancia de la membrana en
las células de estudio, durante las primeras 12 horas de exposicion al amianto,
probablemente debido a los cambios funcionales en los canales i6nicos de la
membrana celular. Sin embargo después de 30 horas de exposicion la
conductividad interna se reduce y se incrementa la conductancia de la membrana.
Las propiedades dieléctricas marcaron diferencia durante las 50 horas de
exposicion. La técnica de electrorotacibn muestra unos picos de rotacion a
frecuencias de 3 MHz debido a la no conduccion en la membrana plasmatica y un
co-campo de rotacion como resultado de las diferencias de las propiedades
dieléctricas del medio que rodea la célula y el interior de la misma. Se concluy6
gue cuando la conductividad interna aumenta, la permitividad decrece
posiblemente debido al incremento de la viscosidad y/o decrecimiento de la

movilidad de las moléculas [28].

Z.G, Tang.J.T, Callaghan.J.A, Hunt (2005) , evaluaron morfologia, analisis
dinamico de éangulo de contacto, propiedades térmicas y la respuesta de
osteoblastos (proliferacion y adhesion) en peliculas de policaprolactona (PCL)
dopadas con poli (lactico-co-glicolico) (PLGA). Las peliculas de PCL dopadas
registraron un bajo angulo de contacto y el aumento en la hidrofilicidad. Las
células osteoblasticas se adhirieron a todos los materiales dopados, los materiales
dopados con 10, 20 (% peso) demostraron el mayor crecimiento de células. Se
observd la microestructura por microscopia electronica de barrido (SEM). El cultivo
de osteoblastos fue puesto sobre discos de 10 mm de diametro de PCL-PLGA
incubando a 37°C y 5% de CO, en 1 mL de medio esencial minimo modificado
(DMEM) por 3y 7 dias [29].

PARK, Jin - Soo. CHOI, Jae — Hwan y colaboradores ( 2006), investigaron el

intercambio i6nico de membranas usando espectroscopia de impedancia

electroquimica. Se realizaron diagramas de Nyquist que mostraron que la
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impedancia describe el sistema de intercambio i6nico de la membrana en tres
aspectos. (i) El intercambio i6nico de la membrana inmersa en solucién, (i) la
doble capa eléctrica de la superficie de la membrana, (iii) capas de frontera de
difusion derivada de la interfase entre el intercambio i6nico de la membrana vy el
electrolito. La permitividad y conductividad se calculé de acuerdo a la siguiente
ecuacion general: ¢” = ¢ + jwe. En una alta frecuencia, la permitividad dieléctrica
domina sobre la conductividad compleja. Esto significa que la permitividad
dieléctrica de la interfaz es mayor que la de la membrana, y la corriente puede
pasar facilmente a través de la membrana, sin obstaculos eléctricos significativos.
Sin embargo, a bajas frecuencias la conductividad domina sobre la conductividad
compleja resultando en alta impedancia a la corriente que pasa a traves de la
membrana de intercambio ionico. El circuito eléctrico equivalente fue similar al
obtenido para membranas celulares, las cuales cumplen la misma funcién del

intercambio ionico [30].

D. Llamosa P, E. Mufioz A, P. Cardenas M, B. Segura G, A. Rosales R (2006) ,
usaron la técnica de espectroscopia de impedancia bioeléctrica (EIB) para
caracterizar sistemas biologicos. La caracterizacion se llevé a cabo en cultivos de
levadura Sacharomyce Cereviseae spp y se analizaron propiedades estructurales,
morfoldgicas y fisicoquimicas del sistema biolégico. La técnica se aplicé en un
rango de frecuencias entre 25 KHz y 30 MHz, por el cual se obtuvo informacion
sobre las condiciones de la membrana celular. Usaron el modelo de Cole-Cole
para la obtencion del espectro de impedancia, la cual presenta una parte real y
otra imaginaria, la parte real muestra el comportamiento resistivo del citoplasma
celular y la parte compleja refleja el comportamiento capacitivo de la membrana
celular. Z(f) = Ry, +Hﬁ[%?éf
7

Los resultados obtenidos mostraron un comportamiento altamente capacitivo en la
membrana celular, se observé que la componente resistiva de la impedancia

eléctrica presenta disminucion a medida que la frecuencia aumenta, facilitando el
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paso de la corriente desde el medio extracelular hasta la membrana; la
componente capacitiva de la impedancia muestra un aumento a medida que la
frecuencia se incrementa, por lo tanto se acumula energia en la membrana celular,

lo cual es caracteristico de membranas celulares integras [31].

DEAN D.A y colaboradores (2008) , investigaron las propiedades de impedancia
eléctrica de tejido de pulmén y corazdn de rata ex vivo usando espectroscopia de
impedancia electroquimica. Se analizé la resistencia (real Z, Q) y la reactancia (Im
Z, negativo Q). Se uso6 el modelo Cole-Cole y el diagrama (real Z vs Im Z) para
estudiar dichas propiedades. Los resultados mostraron la relacion existente entre
la estructura y las caracteristicas funcionales. Los valores de impedancia fueron
altos a baja frecuencia comparada con los valores de alta frecuencia. Se encontro
gue a bajas frecuencias de campo eléctrico aplicado, la membrana es altamente
resistiva y una baja corriente eléctrica viajara a través del fluido extracelular
circundante, y donde la impedancia es bastante alta. A medida que la frecuencia
aumenta, la impedancia decrece debido a comportamiento capacitivo. Los autores
concluyen que la impedancia eléctrica de tejidos biolégicos es una compleja
combinaciéon de resistencia y capacitancia y esta depende de la frecuencia y del

voltaje ac aplicado [32].

WILLOWS, Alison. FAN, Qiang y colaboradores (2008) , estudiaron la
degradacibn de un colageno comercial con enlaces cruzados con
glucosaminoglicanos (GAG-C) usado como andamio cutdneo. El tiempo de
degradacién fue de 30 dias. Para mayor degradacion, las muestras fueron
irradiadas con rayos gamma, luego, inmersas en PBS a pH 7.4 e incubadas por
periodos de 12, 24 y 48 horas a 37C y 44T (simula ndo posibles condiciones
inflamatorias). Los especimenes se analizaron mediante SEM. Se realizo
voltametria ciclica sobre los especimenes. Los autores muestran los picos de
oxidacion y reduccion de los diagramas voltamétricos, y a partir de estos

diagramas concluyen que cambian las condiciones de la estructura y
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permeabilidad de las muestras irradiadas almacenadas en un pH &cido (pH 5). Los
factores de almacenamiento e irradiacion son factores importantes en el ciclo de

esterilizacion de la matriz dérmica [26)].

GARCIA ALONSO, M.C. SALDANA y colaboradores (2009) , estudiaron las
interacciones in situ entre la aleacién Ti-6Al-4V y células osteoblasticas humanas
Saos-2, mediante técnicas electroquimicas. Se estudié la evolucion del potencial
de corrosion con el tiempo de exposicion y por espectroscopia de impedancia
electroquimica. Los autores analizaron diferentes modelos de circuitos
equivalentes que simulan el estado interfacial de cada tiempo de prueba. El efecto
de las células sobre la respuesta electroquimica de la aleacion Ti-6Al-4V se ve
claramente después de 4 dias de pruebas, en la que dos aisladas constantes de
tiempo bien diferenciadas se observan con claridad. Una de ellas est4 asociada
con la presencia de las células y el otro con una pelicula pasiva de la aleacion.
Después de 7 dias de cultivo, el sistema se rige por un componente de resistencia
sobre un amplio rango de frecuencias que se asocia con un aumento en la tasa de
cobertura de células en la superficie debido a la matriz extracelular. El potencial de
corrosion del medio de cultivo con y sin células sobre la aleacion muestra una
disminucion con el tiempo, sin embargo el potencial de corrosién del medio con
células sobre Ti-6Al-4V es menor registrando potenciales de -140 mV a 7 dias de
cultivo, con una concentracion celular inicial de 26400 cel/mL. Los autores
concluyen que hay una buena correlacion entre los resultados electroquimicos y

las imagenes obtenidas por SEM [33].

NGIAM, Michelle. LIAO, Susan y colaboradores (2009) , usaron un material
fabricado de nano-hidroxiapatita sobre PLGA y nanofibras de PLGA/colageno tipo
I, para evaluar el efecto que tiene sobre células osteoblasticas. La mineralizacion
de las nanofibras de PLGA y PLGA/colageno se hizo mediante tratamientos con
calcio y fosfatos. El cultivo celular se hizo en nanofibras mineralizadas y no

mineralizadas durante 1, 4 y 7 dias. Para evaluar la actividad de los osteoblastos,
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se midi6 fosfatasa alcalina (ALP). En comparacion con las nanofibras de PLGA no
mineralizado, no hubo diferencia significativa en el nimero de células de PLGA +
n-HA en el dia 1, pero el nimero de células disminuyeron después de los dias 4 y
7 en las fibras de PLGA mineralizadas. Contrario al numero de células, la actividad
de ALP tuvo un incremento sobre el PLGA + n-HA a los dias 4 y 7, comparado con
ALP de PLGA puro. La actividad ALP en las nanofibras de PLGA/Col disminuy®,
mientras que en las nanofibras de PLGA/Col + n-HA aumentd. Finalmente los
autores concluyen que la adicion de cristales de n-HA fue predominante sobre
PLGA/Col, comparado con el PLGA, lo que sugiere que el coldgeno es un buen
material como plantilla para la nucleacion de n-HA. La cantidad de n-HA parece
tener un efecto significativo en las etapas iniciales de adhesion y proliferacion de
los osteoblastos, que en las etapas siguientes de proliferacion y diferenciacion,

debido a que la actividad de ALP y proteina aumentaron [16].
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5
METODOLOGIA

La metodologia experimental de la presente investigacion se bas6é en la
evaluacion por medio de técnicas electroquimicas de recubrimientos de acido
polilactico, éacido poliglicélico e hidroxiapatita, modificados con quitosano y
coldgeno, depositados sobre sustratos de Ti6AlI4V durante varios tiempos de
cultivo celular. Los resultados permitieron conocer la aplicacion de las técnicas
electroquimicas espectroscopia de impedancia electroquimica y voltametria ciclica
sobre materiales bioldgicos. En la Figura 8 se muestran las diferentes etapas de la

metodologia.

Figura 8 . Metodologia.
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Fuente: El autor.
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5.1 REVISION BIBLIOGRAFICA

Se llevd a cabo una revision y analisis de la informacién de la produccién cientifica
relacionada con el tema objeto de estudio, en tesis, patentes, memorias de
congresos y normas técnicas, asi como la informacion contenida en base de
datos. Se tuvo en cuenta los conceptos tedricos de las técnicas a usar, membrana
celular y sus propiedades eléctricas, cultivo celular, materiales biodegradables y
modelamiento de sistemas biologicos con circuitos equivalentes. Esta etapa se

realizo durante toda la investigacion.

5.2 PLANEAMIENTO Y ELECCION DE PRINCIPALES PARAMETR OS

Con la informacion obtenida de la revision bibliogréfica se realizo una descripcion
del plan de trabajo de forma detallada; se definieron las concentraciones de las
soluciones poliméricas a preparar, las condiciones a evaluar del recubrimiento de
matriz polimérica y colageno, condiciones de cultivo celular y tiempo de evaluacion
bioelectroquimica del material polimérico sobre Ti6Al4V y células HOS ATCC

(Human Osteoblastic Cells).
Los discos de trabajo a recubrir fueron discos de Ti6Al4V de 12 mm de diametro y
3 mm de espesor, suministradas por la Empresa QUIRURGICOS

ESPECIALIZADOS S.A (Figura 9).

Figura 9. Geometria de las probetas empleadas.

>

Fuente: El autor

55




5.3 SINTESIS DE PLA, PGA E HIDROXIAPATITA

5.3.1 Sintesis de &cido polilactico PLA

Acido polilactico se obtuvo a partir de acido L-lactico Carlo Erba al 98%, actuando
como catalizador cloruro de cinc en una concentracion de 1.5% en peso. El
procedimiento se llevé a cabo en un rotoevaporador, con control de temperatura y
presion de vacio. Se le suministrd6 al sistema entrada de gas nitrogeno para
mantener la reaccion a atmosfera inerte. El tiempo total de sintesis fue de 57

horas aproximadamente.

La obtencion del PLA const6 de cuatro etapas de sintesis. La primera etapa fue la
deshidratacion a una temperatura de 100C a presion atmosférica, la siguiente
etapa fue la esterificacion, a partir de esta reaccion se mantiene condiciones de
180C a presion de 133 mbar de 6 a 7 horas y entrad a de N, la etapa posterior
fue la oligomerizacion que trabaja a la misma temperatura a presion de 33 mbar y
entrada de N, cada cierto tiempo para no perder condiciones de vacio. El tiempo
de esta etapa fue de 40 horas. Se procedi6 a introducir el catalizador acompafado
de agitacibn para dar inicio a la policondensacién que ocurre a la misma

temperatura pero a una presion de 13 mbar durante 5 horas [34].

5.3.2 Sintesis de &cido poliglicélico PGA

El PGA se obtuvo mediante policondensacion a partir de acido glicélico Carlo Erba
al 70%, con un 0,5% de ZnCl, como catalizador, y un tiempo total de sintesis de 25
horas. La obtencién de PGA const6 de cuatro etapas, en la primera etapa se llevo
a cabo la reaccion entre el acido y el catalizador con agitacion a una temperatura
de 190 bajo vacio de 195 mbar por una hora, en la siguiente etapa se redujo la
presion hasta 39 mbar manteniendo la temperatura y sin agitacion durante 4
horas, posteriormente se aumenté la temperatura a 230C hasta que el polimero

se fundio totalmente y finalmente se mantuvo por 20 horas a 190C en un crisol
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[35]. En la Figura 10 se muestra el montaje en el que se llevo a cabo la sintesis de
PLAy PGA.

Figura 10. Rotoevaporador para la sintesis de PLA y PGA.

Fuente: El autor

5.3.3 Sintesis de hidroxiapatita (HAp)

Se usO6 el meétodo de precipitacibn acuosa para obtener los cristales de
hidroxiapatita, utilizando Nitrato de Calcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H,0) vy
Fosfato de amonio dihidrogenado ((NH4)H.PO,4) en concentraciones 1M y 0.48M
respectivamente, adicionados en relacion molar de 1,67. Se basificaron las
soluciones antes de mezclar utilizando hidroxido de amonio con agitacion continua
durante 3 horas para obtener un pH entre 9.8-10. Se dejo la solucién en
envejecimiento por 144 horas a temperatura ambiente y luego se sec6 a 60°C por
24 horas. Por ultimo se llevéd a cabo la calcinacién a 1050 °C durante 1 hora [36].
El precipitado de fosfato de hidroxiapatita se obtuvo de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

10Ca(N0,), 4H,0 — 6(NH,)E,PO,+ 1ANH,0H — 3 Ca,o(P0,),(OH), + 20NH,NO, + 52H,0

(6)
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5.4 CARACTERIZACION DE PLA, PGA, PLA — PGA, HAp Y C OLAGENO
COMERCIAL

El acido polilactico y poliglicolico por separado se caracterizaron mediante
espectroscopia por infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR). Los espectros de
FTIR se hicieron usando un Espectrofotometro 8400 Shimadzu, en un rango de

4000 a 500 cm™, con 1.5 gramos de muestra pulverizada.

Ambos polimeros pulverizados se mezclaron en seco en una proporcion de 70%
en peso de acido polilactico y 30% en peso de acido poliglicélico, luego se fundio
la mezcla a 220T durante 20 minutos en un horno WT B-BLINDER, teniendo en
cuenta que las temperaturas de descomposicion de ambos polimeros se
encuentran por encima de 250C [37], la mezcla (PLA — PGA) se dejo secar y se
pulveriz6 de nuevo para preparacion de las soluciones. EI PLA — PGA se
caracteriz6 por FTIR en un rango de 4000 a 500 cm™, asi como el colageno
comercial usado para los recubrimientos. La hidroxiapatita se caracterizo
cualitativa y cuantitativamente mediante difraccion de rayos X en un difractdmetro
de polvo marca RIGAKU modelo D/MAX IIIB a un voltaje de 40kV, corriente de 30
mA y muestreo de 0,02° (20). Los espectros se muestran y se analizan en el

siguiente capitulo.

5.5 ENSAYOS PRELIMINARES: SELECCION DE PARAMETROS

Los ensayos preliminares se llevaron a cabo con medio de cultivo y células
osteoblasticas con los respectivos protocolos de manipulacién, esterilizacion y
cultivo celular. En esta etapa se establecieron y validaron los rangos de trabajo
tanto para la electrodeposicién catodica como para los niveles de las variables
hidroxiapatita, colageno tipo | C9879 sigma (Bovine Achilles Tendon), colageno

comercial, quitosano y concentracion celular (ver Tabla 3).

58



Universidad
Industrial de
Santander

Tabla 3. Niveles de concentracion de PLA — PGA, hidroxiapatita, colageno tipo I, colageno

comercial y quitosano.

Niveles de concentracion

Factor -

Bajo Alto
PLA — PGA (15% sIn) 70/30 70/30

Hidroxiapatita (%p/v) 10 10
Colageno comercial(%p/v-PBS) 0,05 0,075

Colageno tipo | (%p/v-PBS) 0,1 0,1

Quitosano (%p/v) 0 3

Osteoblastos (cel/mL) 15000 30000

En la Tabla 4 se observan los parametros empleados para encontrar las mejores
condiciones en la electrodeposicién de la mezcla polimérica. Los recubrimientos

se evaluaron por micrografias de acuerdo a su homogeneidad y transparencia.

Tabla 4. Factores y niveles para ensayos de electrodeposicién de la mezcla polimérica.

Factor NOVEES

Voltaje (v) 3 9
Tiempo (min) 10 15
Agitacion(rpm) 0 100

De acuerdo a los parametros de la Tabla 4, las mejores condiciones de la
electrodeposicion fueron 3V, 10 minutos y sin agitacion. Una vez encontradas las
mejores condiciones para los recubrimientos de PLA-PGA, HAp y quitosano, se
prosiguié a definir las mejores condiciones para la electrodeposicion de colageno

comercial.

Las caracteristicas deseadas de los recubrimientos de colageno comercial disuelto
en PBS (Phosphate Buffered Solution), pH=7,4, correspondieron a una aplicacién
de 1V, un tiempo de 3 minutos y con agitacion de 100 rpm. Estos recubrimientos
se evaluaron por microscopia 6ptica. No se electrodepositd colageno tipo I, ya que
éste no resultd ser completamente soluble en PBS, ni en solventes organicos. En

la Tabla 5 se muestra la formulacion para la preparacion de PBS (pH=7,4).
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Tabla 5. Formulaciéon PBS

Reactivo Composicion g/ L

NacCl 8
KCI 0,20
Na,HPO,4.2H,0 1,44
KH,PO, 0,24

5.6 OBTENCION Y ELECTRODEPOSICION DEL POLIMERO PLA- PGA Y PLA-
PGA MODIFICADO

La composicion del polimero PLA-PGA fue constante de 70% PLA — 30% PGA, la
cual es reportada por otras investigaciones como una composicidn que tiene
buena resistencia a la degradacién, comparada con otras composiciones [38].

La obtencion y electrodeposicién del polimero y polimero modificado consta
basicamente de dos etapas: la primera es la preparacion de las diferentes

soluciones y la segunda es la electrodeposicion catddica.

5.6.1 Preparacion de las soluciones
Se hizo una solucion de PLA — PGA al 15% p/v, se us6 acetona como disolvente
principal. A esta solucion se le agreg6 hidroxiapatita en una concentracion de 10%

p/v. Una solucidon méas se hizo con hidroxiapatita al 10% y quitosano al 3% p/v.

Tres soluciones de colageno comercial y tipo I, (en concentraciones, de acuerdo
como se muestra en la Tabla 3) se prepararon en PBS para la electrodeposicion y
pipeteo del coldgeno sobre los discos electrodepositados con la mezcla
polimérica. Para la preparacion de la solucidon de colageno tipo | se llevo a cabo el
siguiente procedimiento: Se irradiaron con luz UV las fibrillas de colageno durante
30 minutos, seguido se mezclaron con PBS, se agit6 la mezcla durante 30 minutos
y se congel6 a -80C en un cuarto frio (Centro de e nfermedades tropicales
Cintrop-UIS), durante 24 horas. Este procedimiento proporciona un proceso

controlado de hinchamiento uniforme de las fibras, lo que favorece la disolucién
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parcial del colageno. Las fibrillas de coldgeno se disponen dentro de una masa
esponjosa y en suspension en el PBS. El resto de fluido toma una coloracién

blancuzca, el cual se toma para pipetear sobre los discos recubiertos.

5.6.2 Electrodeposicion catddica

Se realiz6 una electrodeposicion catédica de los recubrimientos compuestos sobre
discos de Ti6Al4V, este material metalico es empleado en ortopedia por tener
varias caracteristicas favorables en el uso de implantes como resistencia a la
corrosioén, biocompatibilidad y valores bajos de médulo de elasticidad (105 GPa)
[39]. Las muestras de Ti6Al4V se prepararon superficialmente con papel abrasivo
de SiC numero 400 hasta 1500. Posteriormente los discos se lavaron con agua

destilada y en bafio ultrasénico con etanol durante 30 minutos.

La electrodeposicion se llevd a cabo a temperatura ambiente, utilizando una fuente
de voltaje Thermo Electron Corporation EC570-90, a las condiciones de tiempo,
voltaje y agitacion, establecidas en las pruebas preliminares. Se us6 como
electrodo de referencia una lamina de acero inoxidable y como electrodo de
trabajo un soporte de Ti6Al4V que sostenia el disco de Ti6Al4V (catodo). En la

Figura 11 se observa un esquema del montaje usado para la electrodeposicion.

Figura 11. Esquema general del montaje para la electrodeposicion de los recubrimientos.

Termémetro

Fuente de Voltaje

Anodo | Citodo

T rpm

Fuente: El autor

Se electrodeposité coldgeno comercial sobre los discos recubiertos con la mezcla

polimérica, luego se dejaron secar durante 30 minutos bajo cadmara de flujo
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laminar y con luz ultravioleta para evitar que el secado por aire agrietara los
recubrimientos, tal y como se muestra en la Figura 12. Posteriormente se pipete6
40 pL de colageno tipo | sobre cada disco recubierto, igualmente se dejé secar
durante 30 minutos bajo luz UV. Todas las soluciones se prepararon y usaron bajo
cabina de bioseguridad para evitar impurezas y contaminacioén, asi mismo, el PBS

se preparo y se esterilizé por autoclaveado para mantener condiciones estériles.

Todos los recubrimientos se hicieron por triplicado antes de cada ensayo, con el
fin de obtener microscopias Opticas de los diferentes recubrimientos, ya que la

esterilidad se pierde al hacer la microscopia.

Figura 12. Recubrimiento con colageno, a) agrietado y b) no agrietado.

Fuente: El autor

Los discos de Ti6Al4V se esterilizaron bajo luz UV durante 30 minutos, por lado y
lado antes del recubrimiento. De igual manera, los discos recubiertos se lavaron
con PBS y se esterilizaron bajo luz UV durante 30 minutos por ambas caras antes

de ponerlos en contacto con el medio de cultivo celular.
5.7 CULTIVO CELULAR
Para este estudio se empled la linea celular HOS (ATCC) obtenida de American

Type Culture Collection, constituida por células osteoblasticas procedentes de un

osteosarcoma humano.
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Se llevo a cabo el cultivo celular en frascos de cultivo Falcon® bajo condiciones
estériles a 37T £ 0.5C y 5% de CO ,, en medio de cultivo RPMI 1640, con 1% de
L-glutamina, 1% de antibi6ticos (Penicilina/Estreptomicina) y suplementado con
10% de SBF (Suero Fetal Bovino), sin fenol rojo, pH=7,2. El medio de cultivo se
cambié6 cada dos dias para garantizar suministro adecuado de nutrientes
presentes en la placa de cultivo y/o en la celda electroquimica [9,15,16]. El Suero

Fetal Bovino se adquirié de Hyclone Laboratories®.
5.8 DISENO DE EXPERIMENTOS PARA ENSAYOS BIOELECTROQ UIMICOS

Con base en los resultados obtenidos en los ensayos preliminares, se llevé a cabo
dos disefios de experimentos factoriales, el primer disefio fue de 22 x3 para las
medidas de impedancia y de voltametria ciclica con medio de cultivo celular, y el
segundo disefio fue de 2°x3 para las medidas de impedancia y de voltametria
ciclica con medio de cultivo y células osteoblasticas, con dos concentraciones
celulares por mililitro de medio y tres tiempos de cultivo. Para ambos disefios se
repitié un ensayo escogido al azar y se llevé a cabo un analisis estadistico de los

resultados mediante diagramas y analisis de varianza con un software estadistico.

La variable de respuesta principal fue la impedancia; resistencia y capacitancia se
encontraron por simulacion; permitividad y conductividad AC, se encontraron por
medio de tratamiento matematico. Las variables dependientes fueron la
concentracion de colageno, quitosano y numero de células por mililitro. Las
variables fijas fueron: concentracion de hidroxiapatita, PLA — PGA, temperatura,
concentracion de dioxido de carbono, condiciones de tiempo y voltaje en la
electrodeposicion, encontradas mediante ensayos preliminares y volumen de
solucion. En las Tablas 6 y 7 se muestran los disefios experimentales para medio

de cultivo y para medio — células HOS.

"www.hyclone.com
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Tabla 6. Disefio de experimentos 2° para ensayos electroquimicos con medio de cultivo.

: uitosano Colageno
Experimento 2 Q %piv) (%p/ngBS)
P1 ' 0 0
P2 0 0.05
P3 3 0.05
P4 0 0.075
P5 3 0.075
R3 3 0.05

Tabla 7. Disefio de experimentos 2° para ensayos electroquimicos con medio de cultivo y células

HOS.
: uitosano Colageno HOS
Experimento * (%p/v) (%p/ngBS) (No. cel/imL)
P6 ' 0 0.05 15000
P7 3 0.05 15000
P8 0 0.075 15000
P9 3 0.075 15000
P10 0 0.05 30000
P11 3 0.05 30000
P12 0 0.075 30000
P13 3 0.075 30000
R11 3 0.05 30000

5.9 DISENO DE LA CELDA PARA ENSAYOS BIOELECTROQUIMI COS

Para esta etapa, fue necesario realizar el disefio de una celda electroquimica

adecuada para llevar a cabo el cultivo celular y evaluar electroquimicamente el

sistema bhiolégico células-recubrimiento. Esta celda es una celda bal6n de vidrio

con tapas planas de teflon. Sus dimensiones fueron de 40 mm de diametro por 40

mm de largo sin tapas, consta de rosca que encaja perfectamente en la tapa

inferior de teflon y dos capilares Luggin de vidrio. La muestra se ubica dentro de

las dos tapas inferiores dejando un area de exposicién de 0,785 cm?. Este disefio

2pLA-PGA (70-30, 15%p/v), HAP (10% p/v)
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se bas6 en una celda hecha por M.C Garcia-Alonso y sus colaboradores, so6lo que
con algunas modificaciones [33].

En la Figura 13 se muestra la celda para ensayos bioelectroquimicos, en donde el
cultivo celular y las mediciones electroquimicas se llevaron a cabo. Se usé como
electrodo auxiliar un electrodo de platino, como electrodo de referencia un
electrodo de calomel saturado de 5 cm de largo y como electrodo de trabajo el
disco de Ti6Al4V recubierto. Tanto el electrodo de referencia como el auxiliar, se
introdujeron en los capilares Luggin ajustados en su extremo inferior con dos

puntas vycor. Estos de llenaron con KCI 3M autoclaveado.

Figura 13. Celda para ensayos bioelectroquimicos

Electrodo de referencia

Electrodo auxiliar

Electrodo de trabajo

Fuente: El autor

5.10 EVALUACION DE LA RESPUESTA DIELECTRICA Y ACTIV IDAD DE
OSTEOBLASTOS SOBRE EL RECUBRIMIENTO DE MATRIZ POLIM ERICA

Se evalué la respuesta electroquimica en el material polimérico como
consecuencia de la actividad de osteoblastos en la superficie del implante.

Para los ensayos con medio de cultivo, se usaron 5 mL de medio RPMI, para los
ensayos con células HOS se emple6 4 mL de RPMI y 1 mL mas de medio con la

concentracion de células requerido para cada ensayo. Se depositd el medio de
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cultivo celular RPMI y HOS sobre discos recubiertos de PLA-PGA modificado con
hidroxiapatita, quitosano y colageno en una cabina de bioseguridad, la cual hace
gue los osteoblastos estén libres de contaminacion por algun agente biolégico
patdgeno. Luego se conectd este sistema a un potenciostato Gamry ZRA 600, en
donde se hizo el seguimiento electroquimico del comportamiento de los
osteoblastos sobre el biomaterial por medio de las técnicas electroquimicas
potencial de corrosion, espectroscopia de impedancia electroquimica y voltametria
ciclica, a tiempos de cultivo de 1, 3 y 5 dias. En la Figura 14 se muestra el montaje

usado para la evaluacion bioelectroquimica del sistema en estudio.

Figura 14 . a) Montaje para ensayos bioelectroquimicos, b) detalle de celda. Ensayo en ejecucion.

Fuente: El autor

Los pardmetros empleados para las mediciones de impedancia fueron: barrido de
frecuencia de 1 MHz a 0,01 Hz, siete puntos por década, voltaje AC 10 mV, voltaje
DC 0 mV. Antes de realizar las mediciones de EIE, se registré el potencial de
corrosion durante 300 segundos hasta que el potencial estabiliz6. Para las
mediciones de voltametria ciclica, se realiz6 un barrido de potencial de -1 a 1 V
con respecto al electrodo de referencia, velocidad de barrido 50 mV/s, amplitud de
10 mV, corriente maxima de 0,1 mA 'y 4 ciclos.
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Para observar la actividad de los osteoblastos, se realizé la medicion de fosfatasa
alcalina con una concentracion celular de 30000 cel/mL. Se tomaron los discos
recubiertos e irradiados con luz UV y se depositaron en una placa de cultivo de 24
pozos. Se tomaron las células en fase exponencial, posteriormente se colocaron
en cada pozo y se dejaron a 37T en una atmosfera de 5% de CO,. Las
mediciones se realizaron a 72 y 120 h. A cada tiempo de medicion, se tomo tanto
el sobrenadante como el lisado de las células adheridas. Para la lisis, se adiciono
tripsina-EDTA por 10 min, se re-suspendi6 en PBS, se centrifug6é a 2500 rpm por 5

min y se re-suspendié el pellet celular en Triton X-100 5%.

En una placa de cultivo de 96 pozos se adiciond 50uL de la muestra a analizar
mas 50uL de p-nitrophenyl phosphate disodium salt (p-NPP) 0,1M por 6 horas a
37°C. Se detuvo la reaccién con NaOH 3N y se realiz6 la lectura en un lector de
placa a una longitud de onda de 450 nm?. La Figura 15 muestra el montaje usado

para los ensayos de medicién de fosfatasa alcalina.

Figura 15. Montaje para pruebas de fosfatasa alcalina y microscopia de epifluorescencia.

Fuente: El autor

5.11 ENSAYO DE ADHESION Y PROLIFERACION CELULAR POR
MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA

Para identificar las células adheridas y la forma como se proliferan, se decidié

realizar microscopia de epifluorescencia y complementar asi los ensayos

% Centro de Enfermedades Tropicales CINTOP-UIS.

67



Universidad
Industrial de
Santander

bioelectroquimicos y morfolégicos. Se hizo el siguiente procedimiento: se tomaron
los discos recubiertos con el polimero modificado a evaluar, se irradiaron bajo luz

UV durante 30 minutos y se depositaron en una placa de cultivo de 24 pozos.

La linea celular HOS (ATCC) fue cultivada en medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF). De igual manera como en la
evaluacion de fosfatasa alcalina, se tomaron las células en fase exponencial, se
colocaron en cada pozo y se dejaron a 37C en una atmosfera de 5% de CO,. Las
mediciones se realizaron a 72 y 120 h. Posteriormente se retir6 la probeta del
pozo, se lavo y se fijo por 10 min. Se colore6 con Hoechst 1pg/mL por 10 min en
oscuridad. La lectura se realiz6 en un microscopio de epifluorescencia Nikon
Eclipse E400, utilizando el filtro UV2A*,

Todos los ensayos se hicieron por duplicado, para cada tiempo de cultivo. En la
Tabla 8 se observan en detalle los experimentos realizados tanto para la medicion
de fosfatasa alcalina como para microscopia de epifluorescencia, teniendo un total

de 36 muestras.

Tabla 8. Descripcién ensayos para ALP y microscopia de epifluorescencia.

Concentracion de Concentracion de Tiempo de
Ensayo ; , : .
quitosano coldgeno comercial tratamiento celular (h)

Control-3, -5 0 0 72,120

P10-3, -5 0 0,05 72,120

P11-3, -5 3 0,05 72,120

P12-3, -5 0 0,075 72,120

P13-3, -5 3 0,075 72,120

5.12 MODELAMIENTO DEL SISTEMA BIOLOGICO BIOPOLIMERO PLA - PGA
MODIFICADO — OSTEOBLASTOS

Una vez obtenidos y analizados los espectros de impedancia, se prosiguié a
realizar la simulacidn de los circuitos equivalentes encontrados, mediante el
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software Zview (Scribner Associates Incorporated). Dichos circuitos modelaron el
sistema bioldgico en estudio, teniendo en cuenta las variables fijas y manipulables

de esta investigacion.

5.13 PROPIEDADES SUPERFICIALES Y MORFOLOGIA DEL MAT ERIAL
POLIMERICO MODIFICADO — HOS.

Se observaron los cambios morfolégicos del recubrimiento de PLA — PGA
modificado y osteoblastos luego del procedimiento experimental bioelectroquimico,
por medio de las técnicas de caracterizacion SEM (espectroscopia electrénica de

barrido) y AFM (microscopia de fuerza atdmica).

Las muestras biolégicas son por lo general, tejidos blandos que poseen un alto
contenido de agua y son muy sensibles a los cambios de presion. Debido a esto,
la preparacion de las muestras en el caso de sistemas biolégicos conlleva una
serie de pasos especiales, como la fijacion de las células, los lavados, la post
fijacion, la deshidratacion, el punto critico, el recubrimiento con oro y finalmente la
observacion. Se prepararon los discos para microscopia, fijando las células con 50
Ml de metanol, se dejaron secar a -4C durante 48 h oras. Seguido, se lavaron con
PBS y se repiti6 el procedimiento anterior para la post fijacion. El secado por punto
critico (método utilizado para pasar del estado liquido al gas seco, sin causar
efectos nocivos en la muestra) se llevd a cabo siguiendo condiciones estandar
(CO2, 31.1°C y 1072 psi), este es un método adecuado para la deshidratacién de
especimenes biolégicos. El anterior procedimiento se llevd a cabo en la

Universidad de Antioquia.
Las muestras para AFM se llevaron hasta el punto de post fijacion. La

caracterizacion superficial por AFM se realiz6 en un equipo Auto Probe CP Park
de la firma SCIENTIFIC INSTRUMENTS. El analisis de las microscopias se hizo
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mediante el software WSxM Scanning Probe Microscopy. En la Figura 16 se

muestra el microscopio de fuerza atomica usado y el sistema computacional.

Figura 16. Montaje para ensayos de microscopia de fuerza atémica’, a) Microscopio, b) Sistema
computacional.

5.14 DISCUSION GENERAL, ANALISIS DE RESULTADOS, PUB LICACION Y
SOCIALIZACION DE RESULTADOS

A partir de las propiedades dieléctricas de la interaccidon biopolimero-células
osteoblasticas, se determiné un modelo de circuito de impedancia electroquimica
qgue simuld el comportamiento de material bioldgico en contacto con el biomaterial,
ambos en medio de cultivo celular. Se llevé a cabo un andlisis estadistico de los
resultados obtenidos en donde se observaron posibles tendencias. Se encontro la
influencia del biomaterial modificado sobre el comportamiento eléctrico de la
interaccion recubrimiento-material bioldgico. Adicionalmente se evaluo superficial y
morfolégicamente el recubrimiento luego de las pruebas experimentales por SEM
y AFM, observando la relacién existente con el comportamiento eléctrico y la
actividad (ALP) del material bioldgico.

Se presentaran los resultados de esta investigacion tanto a Colciencias como a la
comunidad universitaria, asi como se pretende publicar un articulo en una revista
indexada por Colciencias.

4 Grupo de Optica y Tratamiento de Sefiales. EscleeFisica-UIS.
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6
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES

En la caracterizacion de los diferentes materiales, se pudo evidenciar que, los
materiales sintetizados en el laboratorio y los usados, en el caso del colageno

comercial, corresponden con las caracteristicas quimicas requeridas.

6.1.1 Caracterizacion de acido polilactico PLA

En la Figura 17 se presenta el espectro FTIR que muestra el porcentaje de
transmitancia vs longitud de onda del PLA sintetizado en laboratorio. Este espectro
se compard con el espectro encontrado en la literatura y se presenté similitud de

los picos de absorcion.

Figura 17 . Espectro FTIR de acido polilactico.

Se observa un pico caracteristico en una banda ancha en la regién de 3510 cm™,
el cual esta asociado a la vibracion de alargamiento de un grupo —OH, un pico a

3000 cm™ es debido a la vibracién de alargamiento para un grupo C-H,
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caracteristico de los alcanos. La sefial del grupo carbonilo se encuentra bien
definida (C=0), lo cual es caracteristico del acido polilactico [40]. En la zona de
1300 a 1000 cm™, aparecen varias bandas, una mas fuerte que las otras, asociada
a la banda de estiramiento del grupo C-O. En la Tabla 9 se observan los picos que
representan los diferentes grupos funcionales presentes en la estructura del acido

polilactico obtenido y referenciado.

Tabla 9. Grupos funcionales del acido polilactico obtenido y referenciado.

Grupo O-H C-H Cc=0 CHs Cc-C C-O
Sefial (cm ™) 3510 3000 1756 1450 1190 1086

NG U IZ0N 3508.2 2988.9 1738.2 1448.7 ~1200 1080.7

Se evidencia la similitud de las bandas y los grupos funcionales presentes, lo que

confirma que el polimero sintetizado en el laboratorio es similar al &cido poli (L-

lactico) referenciado.

6.1.2 Caracterizacion del &cido poliglicdlico.
En la Figura 18 se presenta el espectro FTIR que muestra la absorcion del PGA
sintetizado en laboratorio. En |la Tabla 10 se muestran las bandas que representan

los grupos funcionales del PGA sintetizado y de la literatura.

Tabla 10. Grupos Funcionales del acido poliglicélico obtenido y referenciado.

Grupo O-H C-H c=0 CH; CC CoO
BTG CE I 3500 2950 1750 1425 1160 1090

SENENCEURSIEEN 3500 2850-3000 1727-1750 1430 1200 1102
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Figura 18. Espectro FTIR &cido poliglicélico

El espectro IR para el acido poliglicdlico sintetizado, muestra bandas
caracteristicas principalmente debido a las bandas de los grupos funcionales
metilo y carboxilico. Segun Pandey y sus colaboradores [41], para el PGA, las
bandas tipicas se encuentran alrededor de 2960 cm™ (-CH), 1430 cm™ (-CHs),
1102 cm™ (-C-0). Una sefial de banda fuerte alrededor de 1727 cm™ es
caracteristica del grupo [C=0]. Los grupos funcionales de las bandas que
comprenden la regién entre 1000-800 cm™, se deben posiblemente a mezclas de
modos vibracionales de unidades repetitivas [-C-C-], y C-H. Se confirma que el

polimero cumple las caracteristicas quimicas requeridas.

6.1.3 Caracterizacion del PLA-PGA
En la Figura 19 se muestra el espectro IR realizado a la mezcla PLA-PGA y un

espectro del copolimero PLGA reportado en la literatura [42].

Segun los autores Martel et al., [43] una banda entre 2851-3000 cm™, corresponde
al enlace C-H, otra banda con alta intensidad, esta localizada a 1756, que
corresponde al doble enlace C=0. Las bandas a 1448 cm™, 1415 cm™y 1376 cm™

son atribuidas a vibraciones del grupo CHs. Las dos primeras corresponden al CH3
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asimétrico, y la ultima corresponde al CH3 simétrico del copolimero PLGA, lo cual

concuerda con las bandas encontradas para la mezcla PLA-PGA.

Figura 19. Espectro FTIR. A) PLGA y B) PLA-PGA obtenido.
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El espectro FTIR del material PLA-PGA presentd las siguientes bandas mostradas
en la Tabla 11, en donde se comparan las bandas correspondientes a los grupos
funcionales encontrados para el copolimero PLGA.

Tabla 11. Grupos funcionales del PLA-PGA obtenido y PLGA referenciado.

on o oo om ¢ co

NG 3400-3500 3000 1750  1380-1452 1190 1086
= il
Se”"’[‘llgm N 3200-3500 2850-3000 1700-1800 1376-1448 -  1050-1250

Adicionalmente la mezcla del &cido polilactico y poliglicélico sintetizados, muestra
una amplia similitud al copolimero PLGA de Sigma Chemical CO> (Poly (DL-
lactide-co-glycolide), lactide:glycolide (65:35), peso molecular 40000-75000 g/mol),

reportado por Mainardes et al., [42]. En la Figura 20 se muestran los espectros

*www.sigmaaldrich.com
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superpuestos de PLA, PGA y PLA-PGA en donde se observa que no hubo

cambios de los grupos funcionales que caracterizan los polimeros.

Figura 20. Espectros FTIR comparativos de los polimeros obtenidos.
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Fuente: El autor (Escuela de Ingenieria Quimica-UIS).

6.1.4 Caracterizacion del colageno comercial

En la Figura 21 se muestra el espectro FTIR del colageno comercial usado para
los recubrimientos, en donde se observan las bandas de absorcion de los grupos
funcionales amida | (RCONH,) a 1637 cm™, carbonilo a 1655 cm™. También
muestra una banda ancha en la zona de 3404 cm™ a 3547 cm™, que se atribuye a
las bandas de alargamiento del grupo amina (-NH;) primaria y secundaria,
reportadas dentro de la zona de 3300 a 3500 cm?, y una banda a 700 cm™

atribuida a la banda de flexion del grupo amina.

De acuerdo a Vidal y Mello [44], la banda de amida | resulta de la vibracién de
estiramiento del grupo carbonilo del péptido o polipéptido, y muestra tres
componentes, a 1633 cm™, 1643 cm™ y 1660 cm™, en donde el componente 1660
es el mas intenso. El pico de amida | puede estar separado dentro de tres

componentes 1651 cm™, 1642 cm™ y el mas intenso 1632 cm™. El pico de amida
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Il se encuentra aproximadamente a ~1560 cm™ y la vibracién C-N de tensién de

amida Il estd a ~1245 cm™, que en la Figura 21 se encuentra a 1542 cm™ y 1244
cm™ respectivamente.

Figura 21. Espectro FTIR experimental del colageno comercial
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Fuente: El autor (Escuela de Ingenieria Quimica-UIS).

Con respecto a lo anterior, para el colageno comercial, se encontraron similitudes
en las bandas de los grupos funcionales reportados para el colageno tipo I, lo cual

hace que el coldgeno comercial cumpla con las caracteristicas requeridas.

6.1.5 Caracterizacion de la hidroxiapatita (HAp)

En la Figura 22 se muestra el diagrama de difraccion de rayos X (DRX) para la
HAp sintetizada. El analisis cualitativo de las fases presentes en la muestra se
realiz6 mediante comparacion del perfil observado con los perfiles de difraccion
reportados en la base de datos PDF-2 del International Centre for Diffraction Data
(ICDD).
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Fuente: El autor (Laboratorio de Difraccion de Rayos X-UIS).

La caracterizacion de la HAp por difraccion de rayos X mostro la presencia de
fases cristalinas de hidroxiapatita y fosfato tricalcico (whitlockita). Este dltimo se
presenta en menor proporcion, reportdndose como un precursor de la HAp [45].
En la Tabla 12 se muestra las fases encontradas en la HAp, correspondientes al

analisis cuantitativo por DRX en la que no se presentan fases amorfas.

Tabla 12. Fases de la hidroxiapatita sintetizada.

FASE | ¥ TARIETA NOMBRE CUANTITATIVO

5 Ca, (PO, ), (OH I o10-74-701 tapali [ 849 % =05
Cristalings c h(OH) 010 080 Hidroxitapatita 849 % (DE=05)
Ga: (PO & 000-55-0898 Whitiockita 5.1 % (D.E = 0.4)

D.E = Deswviacion estandar

6.2 CARACTERIZACION DE LOS RECUBRIMIENTOS: MICROSCO PiA OPTICA

En las Figuras 23 a la 27, se observan las superficies de los recubrimientos

obtenidos a las diferentes concentraciones de quitosano (Q) y colageno (Col).
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Figura 23. Microscopia 6Optica del recubrimiento PLA-PGA/HAp. (a) 10X, (b) 50X.

En el recubrimiento PLA-PGA/HAp hay aglomeraciones de particulas, una
ampliacion a 50X aumentos muestra espacios libres en el disco de Ti6AlI4V,

evidenciandose una superficie no uniforme.

Figura 24. Microscopia Optica del recubrimiento PLA-PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%). (a) 10X, (b)
20X

Sin.recubrimiento 5
Colageno

Hidroxiapatita

Con recubrimiento

Figura 25. Microscopia Optica del recubrimiento PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.05%). (a) 10X, (b)

20X.
/Colégeno

> ; d Quitosaho
Hidroxiapatita
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La morfologia superficial de los recubrimientos presenté cambios con la adicion de
guitosano, el cual hace la superficie mas uniforme. Superficies mas irregulares se
presentaron para los recubrimientos que tienen colageno y no tienen quitosano.
En la Figura 25 b) es posible diferenciar los diferentes compuestos del
recubrimiento que tiene todos los componentes propuestos en esta investigacion,
las particulas mas grandes son el quitosano, este muchas veces funciona como un
integrador de las particulas de fosfato de calcio, o a veces entre si, para formar
redes [46], por lo que las particulas mas pequefias son la HAp. El colageno se
encuentra uniformemente en todo el recubrimiento, pero cuando éste se seca,
aparecen los cristales de sal del soluto del colageno, que contiene sales de PBS y
colageno. Esto se corrobor6 agregando uno a uno cada componente y observando

la morfologia.

Figura 26. Microscopia optica del recubrimiento PLA-PGA/HAp/Q(0%)/Col(0.075%). (a) 20X, (b)
50X.

~———» Colageno

Figura 27. Microscopia optica del recubrimiento PLA-PGA/HAp/Q(3%)/Col(0.075%). (a) 10X, (b)
20X.

% Colageno

Cristales de
sal de PBSY

colageno \

{7 ¥ Hidroxiapatit

il ey Guitosano
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El aumento en la concentracion de coldgeno aparentemente no modifica la
morfologia de los recubrimientos. Sin embargo la adicion de quitosano influye en
las caracteristicas superficiales del recubrimiento. Se sabe que los poros en la
morfologia de un composito de regeneracion 0sea, son de gran importancia para
crear un microambiente estable de actividad enzimética y de proteinas, durante
largos periodos de tiempo [43]. Aunque con la microscopias Opticas no se
observan los poros, la pregunta es si la alta irregularidad de la superficie

(rugosidad) es o no deseada para la adherencia y el desarrollo celular.

6.3 EVALUACION BIOELECTROQUIMICA DE HOS SOBRE RECUB RIMIENTO
DE MATRIZ POLIMERICA

Se evaluaron bioelectroquimicamente las células HOS y el medio de cultivo sobre
el recubrimiento polimérico modificado, mediante tres técnicas: potencial de
corrosion, espectroscopia de impedancia electroquimica y voltametria ciclica. Para
cada ensayo se realiz6 cada técnica a 1, 3 y 5 dias con medio de cultivo con y sin

células sobre el recubrimiento.

6.3.1 Evolucion del potencial de corrosion Ecorr vs tiempo

Antes de las mediciones de EIE, se registro el potencial de corrosion durante 300
segundos hasta que el potencial se estabilizdé. En la Figura 28 se muestra un
diagrama del potencial de corrosion a los diferentes tiempos de medicion. En la
Figura 29 se muestra la evolucién del potencial de corrosion estable a los tres
tiempos de medicion de discos de Ti6Al4V recubiertos e inmersos en medio de

cultivo sin y con células.
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Figura 28.
PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%)-Rpmi+HOS (15000cel/mL)
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Figura 29. Evolucién del potencial de corrosién vs tiempo. (a) PLA-PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%),

(b)

PLA-PGA/HAP/Q(3%)/Col(0.05%),
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El potencial de corrosion para los recubrimientos correspondientes al blanco (PLA-
PGA/HAp) y a PLA-PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%), en medio de cultivo con y sin
células HOS, se incrementa al tercer dia, y disminuye considerablemente al quinto
dia en un rango entre 120 a 230 mV. Para los demas recubrimientos, tanto en
medio de cultivo, como en medio con células, hay un aumento de potencial de
corrosion con el tiempo. Sin embargo, analizando las diferencias de potencial
entre el tercer y quinto dia, para el recubrimiento PLA-PGA/HAp/
Q(0%)/Col(0.075%), la diferencia de potencial de estabilizacién fue entre 82 y 205
mV, mientras que para los recubrimientos PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.05%) y
PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%), la diferencia de potencial fue entre 0,1-27 mV

y 15-92 mV, respectivamente.

Los cambios méas grandes de potencial se deben a que al tercer dia hay un
desprendimiento total de la capa de colageno tipo | y gran parte del recubrimiento
de coldgeno comercial en los recubrimientos sin quitosano, confirmando el efecto
del quitosano de integrar las particulas de fosfato de calcio [46], lo cual hace que
los recubrimientos con quitosano presenten cambios mas pequefios en los
potenciales de estabilizacion con el tiempo. Los grupos amino del quitosano
interaccionan con los grupos carboxilo del PLA-PGA [43], creando un efecto
positivo para la inmovilizacibn de biomoléculas, obteniéndose superficies

termodinamicamente mas estables para la adhesion y proliferacién celular.

Por otro lado, las células se adhieren a los materiales por medio de las proteinas
de adhesién como las integrinas (familia de glicoproteinas) y el colageno. Estas
generan diversos tipos de proteinas, acidos organicos y aminoacidos. Un espacio
se forma entre las células y el material debido a que la membrana de la célula esta
rodeada de las proteinas de adhesion. De acuerdo con Hiromoto S. et al. [47], una
capa de adsorcion de biomoléculas que contienen proteinas de las células se
forma sobre la superficie del material y esta capa posiblemente previene la

interaccion de iones y moléculas del medio de cultivo a través de la capa adhesiva
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de células, haciendo los potenciales de corrosion méas nobles. Con respecto a lo
anterior, se observa en la Figura 29 que los potenciales correspondientes a células
en todos los recubrimientos son mas altos que en medio de cultivo, lo que indica la
formacion de la capa de proteinas de adhesion. Los potenciales de corrosion mas
altos de células HOS se obtuvieron para el recubrimiento PLA-
PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%).

Es de gran importancia destacar que la biocompatibilidad de un material depende
de la adherencia de biomoléculas de interés a la superficie. El contacto de un
cuerpo vivo con un material implantado se hace compatible con el entorno
mediante el desarrollo de una capa adsorbida compuesta de proteinas que estan

presentes en el tejido circundante.

6.3.2 Analisis de Impedancia

Los materiales biolégicos presentan dos estructuras de compartimientos
conductivos, espacios extra e intracelulares separados por membranas aislantes.
La conduccion de corriente eléctrica a través de las estructuras es altamente
dependiente de la frecuencia [32]. Los espectros de impedancia en los rangos de

frecuencia, reflejan las propiedades de las estructuras.

Se presentan los espectros correspondientes a los diagramas de Bode y Nyquist
para los recubrimientos con diferentes concentraciones de quitosano y colageno,
inmersos en medio de cultivo Rpmi y HOS, para una concentracion celular de
30000 cel/mL (ver Figuras 30 a la 33). En el Anexo A, se presentan los demas
espectros para una concentracion celular de 15000 cel/mL a diferentes tiempos de

medicion y para las mediciones con Rpmi.
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Figura  30. Espectros de impedancia obtenidos para el recubrimiento PLA-
PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%), para la concentracién celular 30000 cel/mL, a los diferentes tiempos
de medicion. (a) diagrama de Bode, (b) diagrama de Nyquist.
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Figura 31. Espectros de impedancia obtenidos para el recubrimiento PLA-PGA/HApP/Q(
3%)/Col(0.05%), concentracion celular 30000 cel/mL, a los diferentes tiempos de medicién. (a)
diagrama de Bode, (b) diagrama de Nyquist.
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Figura 32.
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recubrimiento  PLA-PGA/HApP/Q(

0%)/Col(0.075%), concentracién celular 30000 cel/mL, a los diferentes tiempos de medicién. (a)
diagrama de Bode, (b) diagrama de Nyquist.
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Figura 33. Espectros de impedancia obtenidos para el recubrimiento PLA-PGA/HAp/Q(3%)/
Col(0.075%), concentracién celular 30000 cel/mL, a los diferentes tiempos de medicién. (a)
diagrama de Bode, (b) diagrama de Nyquist.
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En la region de alta a media frecuencia, se encuentran los procesos que se llevan

a cabo en la interfase medio de cultivo-células HOS. En la regién de media a baja

frecuencia se detectan los procesos de transferencia de carga y transferencia de

masa que tienen lugar en la interfase proteinas o biomoléculas de adsorcidn-

recubrimiento o al interior de los poros del recubrimiento. De acuerdo a los

espectros de impedancia en las diferentes regiones de frecuencia, se observa la

presencia de tres constantes de tiempo, atribuidas a los procesos en las interfases
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medio de cultivo Rpmi-células HOS, capa de biomoléculas de adsorcidon-

recubrimiento y recubrimiento-sustrato de Ti6AI4V.

En la mayoria de los espectros de Nyquist se observa un solo semicirculo parcial
gue se atribuye a una superficie porosa y conductiva [48], evidenciando la
porosidad de los recubrimientos. Es importante destacar que las caracteristicas de
superficie tales como composicidbn quimica, topografia y rugosidad en los
implantes ortopédicos desempefian un papel importante en la adhesién de los
osteoblastos. La duracién de la adhesién depende de la etapa de fijacion que se
produce rapidamente y afecta eventos a corto plazo tales como enlaces
fisicoquimicos entre las células y materiales y esta directamente relacionada con

las caracteristicas de superficie de los biomateriales [33].

La respuesta electroquimica del recubrimiento de matriz polimérica sin quitosano
en presencia de células osteoblasticas revela angulos de fase de frecuencias
medias a bajas entre -70°a -80° Esta respuesta es ta asociada con el inicio de la
adhesion celular a través de las proteinas y biomoléculas de adsorcién que forman
la matriz extracelular [33]. Los angulos de fase para los recubrimientos con
quitosano y con la mayor concentracion de colageno, en presencia de células, se
mantienen entre -70°a -80°a medias frecuencias y aumentan a valores entre -40°
a -50° a bajas frecuencias, asociados a procesos de control mixto en donde se
llevan a cabo procesos de transferencia de carga y masa. Esa transferencia de
masa se define como la difusion de las proteinas de adsorcion al interior de los

poros del recubrimiento.

El incremento no lineal del moédulo de impedancia en el barrido de frecuencias,
indica la presencia de mas de una capacitancia, relacionadas con las constantes
de tiempo. Estas capacitancias corresponden a la capacitancia de las células, la
capa de adsorcidbn de biomoléculas y el recubrimiento, mostrando las dos

estructuras de compartimientos conductivos de los materiales biologicos.
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En las Figuras 34 y 35, se muestran los espectros de Nyquist para todos los
recubrimientos en medio de cultivo y células para un tiempo de incubacién celular
de 5 dias.

Figura 34. Diagramas de Nyquist obtenidos para todos los recubrimientos, concentracién celular
de 15000 cel/mL, tiempo de cultivo de 5 dias y para el blanco en Rpmi.
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Figura 35. Diagramas de Nyquist obtenidos para todos los recubrimientos, con una concentracion
celular de 30000 cel/mL, tiempo de cultivo de 5 dias y para el blanco en Rpmi.
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En la Figura 34, se hace una comparacion de los recubrimientos para una
concentracion celular de 15000 cel/mL y el blanco en medio de cultivo en donde
se muestra que hay una disminucion en los valores de resistencia cuando hay
presencia de quitosano o cuando la concentracion de coldgeno es mayor (ver
Anexo B - tablas B3 y B4). Para el blanco (PLA-PGA/HAp) en Rpmi se presenta
mayor impedancia. Para los ensayos con concentracion celular de 30000 cel/mL
los mejores resultados se presentaron para los recubrimientos PLA-
PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.05%) y PLA-PGA/HApP/Q(3%)/ Col(0.075%) (ver Figura 35),
lo cual se relaciona con las propiedades del quitosano de promover la adsorcion
de proteinas y biomoléculas de adhesion celular, y por tanto la proliferacion de

células.

6.3.3 Modelos de circuitos de impedancia electroqui  mica del sistema Rpmi —
PLA-PGA y Rpmi — HOS — PLA-PGA modificado.

Mediante circuitos equivalentes se ajustaron los datos obtenidos de impedancia
tanto de los ensayos con medio de cultivo como con medio y células. En la Figura
36 se muestran los modelos propuestos para los ensayos con medio de cultivo. La
Figura 36 a) se obtuvo para todos los recubrimientos excepto el recubrimiento
PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%), en donde se evidencié difusion representado
por los diagramas de Bode y Nyquist expuestos en el Anexo A. El circuito obtenido

para este caso se muestra en la Figura 36 b).

Figura 36. Circuitos equivalentes usados para el ajuste de los datos obtenidos de impedancia para
los ensayos en medio de cultivo Rpmi. (a) Sin difusién y (b) con difusion.
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En donde Rs es la resistencia de la solucion, Cdl es la capacitancia de la doble

capa electroquimica, Rct es la resistencia a la transferencia de carga en esa
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interfase, CPEpa es el elemento de fase constante debido a la capa de proteinas
adsorbidas en la interfase proteinas-recubrimiento, Rpa es la resistencia asociada
a la adsorcion de proteinas en la interfase proteinas-recubrimiento, CPErec/st es
el elemento de fase constante de la interfase recubrimiento-sustrato, Rrec/st es la
resistencia de la interfase recubrimiento-sustrato y Ws es la impedancia de
Warburg con fronteras transmisivas, asociada a la difusion de proteinas en la

interfase recubrimiento-capa de proteinas.

En la Figura 37 se muestran los circuitos propuestos para los ensayos con medio
de cultivo y células HOS a las dos concentraciones celulares. La Figura 37 a) se
obtuvo para los ensayos en los que no hubo difusion y la Figura 37 b) para los
ensayos en los que se presentd difusion: PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%) a
15000 y 30000 cel/mL y PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.05%) a 30000 cel/mL.

Figura 37. Circuitos equivalentes usados para el ajuste de los datos obtenidos de impedancia para
los ensayos en medio de cultivo Rpmi. (a) Sin difusién y (b) con difusion.
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En donde Rs es la resistencia a la solucion, Ccel es la capacitancia de las células,
Rextra es la resistencia asociada con la matriz extracelular excretada por las
células en la interfase células-biomoléculas de adsorcion, CPEbiom/rec es el
elemento de fase constante debido a la interfase capa de biomoléculas
adsorbidas-recubrimiento, Rbiom/rec es la resistencia asociada a la interfase
biomoléculas adsorbidas-recubrimiento, CPErec/st es el elemento de fase
constante de la interfase recubrimiento-sustrato, Rrec/st es la resistencia de dicha
interfase y Ws es la impedancia de warburg con fronteras transmisivas, asociada a

la difusion de biomoléculas en la interfase recubrimiento-capa de biomoléculas. En
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la Figura 38 se muestra una representacion del sistema biol6gico en estudio, para
el circuito equivalente de la Figura 37 a).

Figura 38. Representacion del sistema bioldgico y su circuito equivalente.
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A partir de la simulacion de los circuitos equivalentes mediante el software Zview®,
se encontraron los valores de capacitancia, resistencia e impedancia de warburg,
que describen eléctricamente las diferentes interfases presentadas en los
diferentes sistemas bioldgicos. En el Anexo B, se listan estos valores para todos
los ensayos a los tiempos de medicion de 1, 3y 5 dias. En la Figura 39 se muestra

los valores de Ccel para una concentracién celular de 15000 cel/mL.

Figura 39. Capacitancia celular vs tiempo de cultivo celular (15000 cel/mL).

1,B0€-05
= PLA-PGA/Hap/Cal{0.05%)

1,60-05 B PLA-PGA/Hap/Q(3%)/Col(0.05%)
 PLA-PGA/Hap/Cal(0.075%]
= PLA-PGA/Hap/Q(3%)/ Col{0.075%)

1,40E-05

1,20€-05

1,00E-05

Ceel (F.em*2)

8,00E-06

6,00E-06

4,D0E-06

2,00E-06

0,00E+00
1 3 5

Tiempo (Dias)

Se observa que con el quitosano en la matriz polimérica, se presenta un mayor

valor de la capacitancia celular, esta capacitancia se encuentra dentro de un rango
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de frecuencia entre 10 Hz a 100 KHz. Aunque en el recubrimiento sin quitosano y
con la mayor concentracion de coldgeno se observaron altos valores de
capacitancia celular (7,99 — 10,6 pF.cm?), a los diferentes tiempos de incubacion
celular, se obtuvieron mayores valores de capacitancia celular respecto a la mayor

concentracion de quitosano y colageno.

6.3.4 Analisis de permitividad y conductividad

Para determinar la permitividad de las mezclas poliméricas propuestas con medio
de cultivo y células se empled la ecuacion 7 de permitividad compleja, analoga a la
ecuacion 5, donde la parte real corresponde a la permitividad relativa (ecuacion 8)
y la parte imaginaria (ecuacién 9) es la perdida dieléctrica [49], correspondiente a
la perdida disipativa asociada con el movimiento de cargas polarizables en fase
con el campo eléctrico [23]. Como se observa en la Figura 3, la parte real de la

permitividad es la que permite distinguir las diferentes relajaciones:

f(w) = (w) —i"(w) (7)
;L C
€= (1+w2C3R2)=e, (8)
2
I — ¢ + _ @CR (9)

w  (1+w?C*R%)*g

Donde w = 2xnf es la frecuencia angular, ¢ = 1/2nfZ" es la capacitancia, R — Z'
es la resistencia, G es la conductancia (parte real de la admitancia) y

£ = 8,854 %X 10712 F/m es la permitividad del vacio.

La parte real de la conductividad AC fue calculada usando la siguiente ecuacion

[50]:
!

r__ —
o =G VAEE VAIL

(10)

En donde Z' es la impedancia real y Z" es la impedancia imaginaria.
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Una dispersion dieléctrica estd asociada con los tejidos biologicos, en el que la
permitividad relativa decrece con el aumento de la frecuencia. Sin embargo, la
corriente de desplazamiento es proporcional a la frecuencia del campo aplicado, y
estos dos factores conducen a un comportamiento complicado de la frecuencia
[32]. En la Figura 40 se muestra la permitividad relativa vs log frecuencia para
todos los recubrimientos a una concentracion HOS de 30000 cel/mL y 5 dias de

incubacion celular.

Figura 40. Variacion de la permitividad con respecto a la frecuencia.
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De acuerdo a los valores encontrados de permitividad relativa y el barrido de
frecuencias, para el sistema células HOS-recubrimiento polimérico, se identificaron
dos dispersiones alfa y beta en los rangos de frecuencia de 0,01 Hz a 100 Hz
asociado con la interfase de los tejidos y de 100 Hz a 1 MHz asociado con la
polarizacién de la membrana celular, proteinas y otras macromoléculas organicas.
En la Figura 41 se muestra la conductividad AC vs frecuencia para todos los

recubrimientos a una concentracion HOS de 30000 cel/mL.
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Figura 41. Variacion de la conductividad con respecto a la frecuencia.
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El alto valor de la permitividad a bajas frecuencias indican que los grupos de carga
negativa como carboxilos ubicados en la superficie de las células forman una
doble capa ionica con los iones positivos del medio, como se observa en la Figura
40, a baja frecuencia la permitividad es mayor para el sistema bioldgico con el
recubrimiento PLA-PGA/HAp/Q(3%)/Col(0.075%). A medida que la frecuencia
aumenta, la permitividad disminuye, mostrando la tendencia para un tejido normal,
permitiendo identificar la integridad de las membranas celulares adheridas a la
superficie del recubrimiento. Hasta aqui el mejor comportamiento ha sido para la
superficie polimérica con mayor concentracion de quitosano y colageno, lo cual
indica que los fenomenos de difusion ionica de los iones que envuelven la
membrana celular (dispersion «) juegan un papel importante en la determinacion
del comportamiento de los sistemas bioldgicos [21], asi como la polarizacion de la

membrana celular.

Por otra parte, el aumento en la conductividad para el recubrimiento PLA-
PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%), probablemente se deba a la rotura de membranas
celulares por estrés (desprendimiento de la capa de colageno), lo cual contribuye
a mayor cantidad de iones disueltos en el medio de cultivo y por lo tanto a mayor
conductividad, adicionalmente, a alta frecuencia el flujo de corriente pasa tanto por

el medio intra como extracelular, no se diferencia un tejido normal (células
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integras) a un tejido isquémico (algunas células muertas) (Hober 1912) [17],
evidenciado ademas por el aumento de la impedancia a baja frecuencia (ver
Figura 35).

6.3.5 Diagramas de Voltametria Ciclica

La Figura 42 muestra un voltagrama de células HOS, adheridas sobre un sustrato
de Ti6Al4V, recubierto con polimero modificado, a las 72 horas de incubacién
celular, en donde se evidencian los picos de corriente catodica, presentados en la
mayoria de los sistemas en estudio. En el Anexo C, se presentan los voltagramas
correspondientes a cada sistema a los diferentes tiempos de medicion y los datos

corriente y voltaje de los picos presentados.

Figura 42. Voltagrama obtenido para el recubrimiento PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%),
concentracion celular 30000 cel/mL a 72 horas de incubacién celular.
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La altura de pico de corriente es de importancia en el andlisis de los voltagramas,
de acuerdo al estudio de Cobas et al, la altura de pico determina las fases de
crecimiento en cultivos de células bacterianas [24]. En ese contexto, los
voltagramas con las mismas condiciones de concentracion celular y comparando
los diferentes recubrimientos, los picos de corriente mayores indican un mejor

crecimiento celular en un sistema dado. Ademas, los picos de corriente se
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presentaron todos en la curva de oxidacion, asociado con los procesos de

adsorcion de biomoléculas sobre el electrodo de trabajo.

En la Figura 43 y 44, se muestran los voltagramas de los diferentes sistemas o
recubrimientos correspondientes a 5 dias de incubacion, con una concentracion
HOS de 15000 cel/mL y 30000 cel/mL respectivamente, en donde se observa en
ambos casos que el ancho de pico de corriente menor, se presentd para el

recubrimiento sin quitosano y con la menor concentracion de colageno.

Figura 43. Voltagramas obtenidos para todos los recubrimientos, concentracion celular de 15000
cel/mL, tiempo de cultivo de 5 dias.
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Figura 44. Voltagramas obtenidos para todos los recubrimientos, concentracion celular de 30000
cel/mL, tiempo de cultivo de 5 dias.
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Para una concentracion de 15000 cel/mL los recubrimientos se comportaron
similarmente, excepto el de menor concentracibn de colageno y quitosano,
mientras que para 30000 cel/mL, el recubrimiento con la mayor concentracion de
guitosano y colageno esta muy por encima de los demas, debido a la mayor
actividad celular y adsorcién de biomoléculas en la superficie del recubrimiento.
Observando los valores mas altos de pico de corriente para cada ensayo Yy
comparando contra el tiempo de incubacion, hubo tendencia al aumento de altura

de pico de corriente atribuido al crecimiento de células HOS.

6.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE OSTEOBLASTOS POR MEDICION
DE FOSFATASA ALCALINA

Se determind la produccion de fosfatasa alcalina tanto en los sobrenadantes como
en los lisados celulares en diferentes tiempos de incubacion de las células (72 y
120 h) sobre los discos de Ti6Al4V recubiertos. La Figura 45 muestra los valores
promedio y correspondiente desviacion estandar de las absorbancias registradas
para los diferentes sistemas con una concentracion celular de 30000 cel/mL. En el

Anexo D se presentan las tablas de los valores correspondientes a la Figura 45 a)
y b).

Figura 45. Produccién de fosfatasa alcalina para los diferentes recubrimientos, a) sobrenadantes y
b) en los lisados celulares.
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Se llevaron a cabo dos ensayos previos en los cuales después de 1y 2 horas de
incubacién de las muestras con el sustrato no se evidencié ninguna formaciéon de
color en los pozos, mientras que los controles positivos utilizados (datos no
mostrados) si presentaban formacion de color. Se decidi6 aumentar el tiempo de
incubacion a 6 horas para aumentar la sensibilidad de la prueba. Pasadas las 6
horas se evidencié la formacién de color en algunos de los sobrenadantes,
mientras que la formacién de color en los lisados es casi indistinguible del blanco

de reactivo.

La diferenciacion de los osteoblastos se da a partir del tercer dia [51], por lo que
en ambos casos la absorbancia a 72 horas es menor que a 120 horas, incluso por
debajo del control. Se evidencié la presencia de concentraciones de fosfatasa
alcalina mayores en los sobrenadantes que en sus respectivos lisados celulares
probablemente por el uso de EDTA, el cual en ocasiones inhibe la accion de la
fosfatasa alcalina por lo que debe evitarse su empleo [52]. De acuerdo a Setzer et
al [53], quien realiz6 estudios de produccion de fosfatasa alcalina con coloracion
para células de tipo osteoblastico, al dia 7 de cultivo, las células alcanzan
confluencia, empiezan a diferenciar y sélo algunas células son positivas para ALP.
Con la iniciacién de la produccion de matriz (14 dias) se puede observar muchas
mas células positivas para ALP. Las mediciones ALP para los polimeros
modificados, mostraron una gran variabilidad representado por desviaciones
estandar amplias probablemente debido a que a los cinco dias de cultivo, no es
posible obtener datos lo suficientemente positivos para fosfatasa alcalina. Sin
embargo como se observa en las figuras anteriores el recubrimiento PLA-
PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%), indujo mayor diferenciacion celular, apenas en su

inicio, tanto en el sobrenadante como en el lisado de las células.
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6.5 ADHESION Y PROLIFERACION CELULAR POR MICROSCOPIi A DE
EPIFLUORESCENCIA

Las microscopias se realizaron a 72 y 120 horas de incubacion de células HOS,
en diferentes sitios del disco con aumentos microscopicos de 10 y 40X. En las
Figuras 46 y 47 se muestran las micrografias para el control (PLA-PGA/HAp) a 72

y 120 horas de incubacion celular respectivamente.

Figura 46. PLA-PGA/HAp-3. (a), (b) 10X, (c) 40X.

p 'y < b d 8 AT = Citoplasma
0% S . T, dividido
recubrimiento ’ s AP P : @/V

Separacion de p
los

cromosomas

Figura 47. PLA-PGA/HAp-5. (a), (b) 10X, (c) 40X.

--

En las Figuras 48 y 49 se muestran las micrografias para el recubrimiento (PLA-
PGA/HAP/Q(0%)Col(0.05%)) a 72 y 120 horas de incubacion respectivamente.

Figura 48. PLA-PGA/HApP/Q(0%)Col(0.05%)-3. (a), (b) 10X, (c) 40X.
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Figura 49. PLA-PGA/HAp/Q(0%)Col(0.05%)-5. (a), (b) 10X, (c) 40X.

--

En las Figuras 50 y 51 se muestran las micrografias para el recubrimiento (PLA-
PGA/HAp/Q(3%)Col(0.05%)) a 72 y 120 horas de incubacion celular

respectivamente.

Figura 50. PLA-PGA/HApP/Q(3%)Col(0.05%)-3. (a), (b) 10X, (c) 40X.

Figura 51. PLA-PGA/HApP/Q(3%)Col(0.05%)-5. (a), (b) 10X, (c) 40X.

--

En las Figuras 52 y 53 se muestran las micrografias para el recubrimiento (PLA-
PGA/HApP/Q(0%)Col(0.075%)) a 72 y 120 horas de incubacion celular

respectivamente.
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Figura 52. PLA-PGA/HApP/Q(0%)Col(0.075%)-3. (a), (b) 10X, (c) 40X.

Figura 53. PLA-PGA/HAp/Q(0%)Col(0.075%)-5. (a), (b) 10X, (c) 40X.

--

En las Figuras 54 y 55 se muestran las micrografias para el recubrimiento (PLA-
PGA/HAP/Q(3%)Col(0.075%)) a 72 y 120 horas de incubacién celular.

Figura 54. PLA-PGA/HApP/Q(3%)Col(0.075%)-3. (a), (b) 10X, (c) 40X.

--

Figura 55. PLA-PGA/HAp/Q(3%)Col(0.075%)-5. (a), (b) 10X, (c) 40X.
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Es evidente que en los ensayos realizados, las células HOS son capaces de
adherirse a la superficie de los diversos recubrimientos poliméricos. Se observa el
aumento de la poblacion celular comparando la hora 72 con la hora 120 de
incubacién en todos los polimeros, evidenciando asi que se lleva a cabo
replicaciéon de las células adheridas a la superficie del polimero. En todos los
sistemas evaluados a las 72 horas, fue posible evidenciar la presencia de células
en mitosis representado por la condensacion del nucleo y la forma caracteristica
de la mitosis celular, primero duplicando el material genético (cromosomas), luego
se separan los dos juegos de cromosomas, se divide el citoplasma y por ultimo la
célula duplica su tamafo. Esta etapa de la célula es visible en las fotos tomadas

con el objetivo de 40X.

Los recubrimientos poliméricos presentan unos mas que otros, un grado de
degradacion y desprendimiento a medida que pasa el tiempo de incubacion. El
recubrimiento  PLA-PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%) presenta a las 72 horas un
recubrimiento de casi la totalidad del disco, mientras que a las 120 horas un gran
porcentaje del recubrimiento se ha desprendido. De igual manera pero en menor
proporcion presenta el recubrimiento PLA-PGA/HAp/Q(0%)/Col(0.075%).

El desprendimiento del recubrimiento a medida que transcurre el tiempo de
ensayo, sugiere que el recubrimiento de colageno no presenta buena adherencia
en las superficies sin quitosano, debido principalmente a que durante el proceso
electroquimico de deposicion se presentaron burbujas probablemente de
hidrogeno [54] alrededor de la superficie del electrodo. Lo anterior suma al hecho
gue se produce un aumento de la impedancia al tercer dia de ensayo para las
superficies sin quitosano (ver Figuras 30 y 32). Sin embargo el recubrimiento no
fue del todo perjudicial para las células, evidenciado por la no turbidez, ni cambio

de color o acidificacion del medio de cultivo.
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Los recubrimientos PLA-PGA/HAp/Q(3%)/Col(0.05%) y PLA-PGA/HApP/Q(3%)/
Col(0.075%) presentan mayor crecimiento comparando la confluencia celular a las
72 y 120 horas de incubacién sobre las superficies cubiertas por polimero. El
recubrimiento que presentdé mayor confluencia y menor desprendimiento del
recubrimiento es el de mayor concentracion de colageno y quitosano,

concordando estos resultados con los observados en ALP.

6.6 ANALISIS POR MICROSC'OPiA DE BARRIDO ELECTRONICO SEM Y
MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA AFM

Se llevaron a cabo ensayos SEM sobre los discos de Ti6Al4V recubiertos, luego
de los ensayos bioelectroquimicos y un tiempo de 120 horas de incubacion celular.
Estos ensayos se llevaron a cabo en cinco muestras equivalentes a tres para una
concentracion celular de 15000 cel/mL y dos para una concentracion celular de

30000 cel/mL. En la Figuras 56 a la 60 se presentan las micrografias SEM.

Figura 56. SEM para el recubrimiento PLA-PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%) y una concentracion
celular de 15000 cel/mL. a) 1500X y b) 5000X.

Figura 57. SEM para el recubrimiento PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.05%) y una concentracion
celular de 15000 cel/mL. a) 1500X y b) 10000X.
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Figura 58. SEM para el recubrimiento PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%) y una concentracion
celular de 15000 cel/mL. a) 1000X y b) 5000X.
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Figura 59. SEM para el recubrimiento PLA-PGA/HAp/Q(3%)/Col(0.05%) y una concentracion
celular de 30000 cel/mL. a) 1000X y b) 5000X.
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Figura 60. SEM para el recubrimiento PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%) y una concentracion
celular de 30000 cel/mL. a) 350X y b) 1500X.
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Se pudo observar que la morfologia celular cambié con el tiempo de cultivo, las
células se mostraron extendidas sobre la superficie de los recubrimientos,
presentaron una morfologia alargada con extensiones (Figuras 57 y 60). Las
células son completamente observadas a menos de 400X (Figura 60). Esta

morfologia no mostré diferencias significativas en los recubrimientos. Se observa
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gue hay sitios de Ti6Al4V desnudo, en donde el recubrimiento se desprendio por

completo.

A més de 1500 X, Se observa una estructura en forma de panal con macroporos
~5 um (5000X), poros de importancia para el desarrollo celular [43] y una gran
cantidad de microporos ~1 pum (10000X), poros de importancia para la interaccion
con proteinas y enzimas [43] (ver Figura 56), como evidencia Zhang et al. [55], en
la estructura de compuestos de PLGA/HAp insertados en conejos a 8 semanas
luego de la cirugia. Adicionalmente esta estructura es similar a la que presenta el

hueso trabecular.

Se llevaron a cabo ensayos de microscopia de fuerza atomica AFM. Estos
ensayos se llevaron a cabo en seis muestras (Figuras 61 a la 66) equivalentes a
dos para muestras con recubrimiento sin incubacion celular sin quitosano y con
quitosano 3%; y cuatro muestras equivalentes a las diferentes concentraciones de
quitosano y colageno, a una concentracion celular de 30000 cel/mL y un tiempo de

incubacion de 120 horas.

Figura 61. a) Micrografia por AFM en 3D y 2D, realizada sobre la muestra con recubrimiento PLA-
PGA/Hap/Q(0%)/Col(0.075%), sin incubacién celular y b) histograma para el calculo de la
rugosidad.
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Figura 62. a) Micrografia por AFM en 3D y 2D, realizada sobre la muestra con recubrimiento PLA-
PGA/Hap/Q(3%)/Col(0.075%), sin incubacién celular y b) histograma para el calculo de la
rugosidad.
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De acuerdo a las Figuras 61 y 62, los recubrimientos sin quitosano presentan una
rugosidad de 0,8462 con una altura promedio de 2,31 pum y una altura maxima de
4,34 um y el recubrimiento con quitosano presenta una rugosidad de 0,3806 con
una altura promedio de 1,46 um y una maxima altura maxima de 3,91 pum. Con
respecto a los analisis electroquimicos, morfoldgicos y bioquimicos las células de
tipo osteblastico HOS prefieren superficies porosas y de rugosidades
relativamente pequefias, para la interacciébn de proteinas y biomoléculas, su

fijacidn, proliferacion y adherencia.

Figura 63. Micrografia por AFM en 3D y 2D, realizada en dos zonas sobre la muestra con
recubrimiento PLA-PGA/Hap/Q(0%)/Col(0.05%), una concentracion celular de 30000 cel/mL y un
tiempo de incubacién de 120 horas.
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Figura 64. Micrografia por AFM en 3D y 2D, realizada en dos zonas sobre la muestra con
recubrimiento PLA-PGA/Hap/Q(3%)/Col(0.05%), una concentracion celular de 30000 cel/mL y un
tiempo de incubacién de 120 horas.

Figura 65. Micrografia por AFM en 3D y 2D, realizada en dos zonas sobre la muestra con
recubrimiento PLA-PGA/Hap/Q(0%)/Col(0.075%), una concentracién celular de 30000 cel/mL y un
tiempo de incubacion de 120 horas.
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Figura 66. Micrografia por AFM en 3D y 2D, realizada en dos zonas a) y b) sobre la muestra con
recubrimiento PLA-PGA/Hap/Q(3%)/Col(0.05%), una concentracién celular de 30000 cel/mL y un
tiempo de incubacién de 120 horas, c) perfil de medicion.
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Nuevamente se encontraron las rugosidades para cada superficie a diferentes
areas y se encontré un promedio de 0,6402 um para las superficies sin quitosano

y de 0,3293 um, para las superficies con quitosano.

Se observa en todas las micrografias una aglomeracion de particulas, las cuales
fue posible medir con el software WSxM Scanning Probe Microscopy, sus
dimensiones fueron aproximadamente de 700 nm de largas y 400 nm de anchas.
Estas particulas son granos con forma redonda, su forma caracteriza los cristales

de hidroxiapatita.

Es de importancia aclarar que no es posible distinguir claramente las células en
las micrografias por AFM, debido al tamafio de la micrografia y a la misma
rugosidad de los recubrimientos. Comparando con otros estudios [56],
posiblemente se pueda ver la morfologia de parte de una célula HOS sobre la
superficie del recubrimiento PLA-PGA/HAp/Q(0%)/Col(0.075%) (Ver Figura 65,
zona limitada). Sin embargo, los ensayos de microscopia de epifluorescencia
ayudaron a dilucidar acerca la presencia de células HOS y de la biocompatibilidad

de las superficies.

6.7 ANALISIS ESTADISTICO

De acuerdo a los circuitos de impedancia modelados, se llevé a cabo un analisis

estadistico con las variables de respuesta Rpa para medio de cultivo; Ccel y
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Rextra para los ensayos con medio de cultivo y células HOS. En la Figura 67 se

muestran los diagramas de pareto para las variables de respuesta Ccel y Rextra.

Figura 67. Diagramas de pareto, a) para Ccel y b) Rextra.
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En los diagramas de pareto se observan los factores que son estadisticamente
significativos a la variable de respuesta; para Ccel, los factores significativos son
concentracion de colageno y quitosano, estos tienen un efecto positivo sobre la
variable de respuesta, adicionalmente se presenta un factor significativo de
interaccion entre los factores colageno- tiempo de incubacion celular con un efecto
negativo. Para Rextra, los factores significativos son concentracion de quitosano,
concentracion celular y un efecto de interaccion de los factores quitosano-
concentracion celular, todos con efecto positivo sobre la variable de respuesta
Rextra. A mayor concentracidbn de quitosano, mayor es Rextra, que es la
resistencia asociada con la matriz extracelular excretada por las células, mientras

mas actividad celular haya, mayor sera Rextra.
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Cada una de las variables de respuesta Ccel y Rextra presento tres factores
significativos, los cuales obtuvieron valores-p inferiores a 0.05, lo que indica que

son estadisticamente significativos en el 95,0% de nivel de confianza.

El coeficiente de determinacién R? indica el ajuste de la ecuacién matemaética
obtenida a los datos experimentales para cada variable de respuesta. Ccel obtuvo
70,25% y Rextra obtuvo un 69,37%. El efecto de los factores principales muestran
gue a mayor concentracion de quitosano y colageno, la capacitancia de la célula
€s mayor y a mayor concentracion de quitosano y mayor concentracion celular, la
resistencia de la matriz extracelular es mayor, lo cual estd asociado con un
recubrimiento parcial de la superficie por células y matriz extracelular [36] (ver
Figuras en Anexo E). En la Figura 68 se muestran los diagramas de los factores

de interaccion para cada variable de respuesta.

Figura 68. Diagramas de interaccion para las variables de respuesta Ccel y Rextra.
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A medida que aumenta la concentracion de quitosano, aumenta Ccel tanto para
una concentracion de colageno de 0.05% como para 0.075%, y aumenta Rextra
tanto para una concentracion HOS de 15000 como para 30000 cel/mL. El
quitosano es el factor comun para las dos variables de respuesta, por lo tanto es el
factor mas influyente en el sistema bioldgico de estudio. Se realizé un andlisis de
optimizacion de multiple respuesta a partir del método de deseabilidad global en
donde se busca maximizar la deseabilidad (1) para obtener el punto 6ptimo

(méaximo Ccel y maximo Rcel). Las graficas de superficie y contorno muestran que
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hay un maximo dentro de la region experimental (Anexo E, Fig. E2), ese maximo
corresponde a una concentracién de quitosano de 3%, concentracién de colageno
de 0.075% y tiempo de incubacién de 5 dias; en donde las membranas celulares

se mostraron mas capacitivas a una concentracion de 30000 cel/mL.

En la Figura 69 se muestra el diagrama de pareto para el andlisis de resistencia en

la interfase recubrimiento-proteinas en los ensayos con medio de cultivo.

Figura 69. Diagrama de pareto para Rpa.

Standardized Pareto Chart for Rpa

C:tde medicion
B:[Colégeno]
AB

AC

A:[Quitosano]

Standardized effect

Solo el factor principal tiempo de medicion es estadisticamente significativo a la
variable de respuesta Resistencia a la adsorcion de proteinas, teniendo un efecto
negativo sobre la misma. Sin embargo si los demas factores se excluyen del
modelo, el coeficiente de determinacién disminuye drasticamente. El R? fue de
74,31%. La respuesta Optima se analiz6 minimizando Rpa, el mejor sistema
resultd ser el de mayor concentracion de colageno, mayor concentracion de

guitosano y mayor tiempo de medicion, para las mediciones con Rpmi.
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7
CONCLUSIONES

Las técnicas electroquimicas potencial de corrosion, espectroscopia de
impedancia electroquimica y voltametria ciclica, permitieron identificar una
interfase formada entre el recubrimiento de matriz polimérica y las células de
tipo osteoblastico, asociada a una capa de adsorcién de biomoléculas que
contienen proteinas de las células, causando un aumento en los potenciales
de corrosion a los tiempos de incubacion celular, esa adsorcion se presenta
con la difusion de biomoléculas al interior de recubrimientos porosos que
contienen quitosano y coladgeno, los cuales proveen un ambiente estable de

actividad proteinica.

Los datos de impedancia se ajustaron a modelos de circuito electroquimico,
que describen eléctricamente las interfases presentadas en los diferentes
sistemas biologicos, en donde la capacitancia de las células, identificada como
Ccel, fue mayor para el recubrimiento PLA-PGA/HAp/Q(3%)/Col(0.075%) y a
los cinco dias de incubacion celular.

De acuerdo a los espectros de permitividad relativa, se identificaron dos
dispersiones, alfa y beta, en donde se evidenciaron los fendmenos de difusion
i6nica de los iones que envuelven la membrana (dispersién «), asociada a
mayor permitividad a baja frecuencia y la polarizacion de la membrana celular
(dispersion ), los cuales permitieron identificar la integridad de las

membranas celulares adheridas a la superficie de los recubrimientos.

111



A partir de las microscopias de epifluorescencia, SEM y AFM, se concluye que
las caracteristicas superficiales de un implante como morfologia, rugosidad y
porosidad, intervienen directamente en la adhesion y proliferacion de los
osteoblastos, adicionalmente, fue posible mostrar el proceso de replicacion de
células mediante la mitosis celular a tres dias de incubacion en todas las
superficies poliméricas en mayor proporcidon sobre el recubrimiento PLA-PGA

IHAP/Q(3%)/Col(0.075%), concordando con la medicién de fosfatasa alcalina.

El analisis estadistico confirmé que la matriz polimérica con la mayor
concentracion de quitosano y colageno fue la éptima para los procesos de
adherencia, proliferacion y diferenciacion de osteoblastos (HOS), evidenciado
por una alta capacitancia celular Ccel y Rextra, resistencia asociada con el
recubrimiento parcial de la superficie por células y matriz extracelular
excretada por las mismas, de acuerdo con lo observado electroquimicamente,

morfologicamente y bioquimicamente.
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8
RECOMENDACIONES

* Se recomienda que para futuros trabajos, el tiempo de cultivo sea mayor para
observar formacién de matriz extracelular, mineralizacion y obtener mas
cantidad de células positivas para fosfatasa alcalina.

* Realizar recubrimientos con colageno soluble tipo | y mejorar la adherencia de
los mismos.

* Ajustar la metodologia para recubrir piezas de implante y validar el

procedimiento industrialmente.
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ANEXO A: DIAGRAMAS DE BODE Y NYQUIST

Figura Al: Espectros de impedancia obtenidos para el recubrimiento PLA-
PGA/HAp/Q(0%)/Col(0.05%), concentracion celular 15000 cel/mL, a los diferentes tiempos de
medicidn. (a) Diagrama de Bode, (b) Diagrama de Nyquist.
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Figura A2: Espectros de impedancia obtenidos para el recubrimiento PLA-
PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.05%), concentracion celular 15000 cel/mL, a los diferentes tiempos de
medicidn. (a) Diagrama de Bode, (b) Diagrama de Nyquist.
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Figura A3: Espectros de impedancia obtenidos para el recubrimiento PLA-
PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.075%), concentracién celular 15000 cel/mL, a los diferentes tiempos de
medicion. (a) Diagrama de Bode, (b) Diagrama de Nyquist.
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Figura A4: Espectros de impedancia
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obtenidos para el recubrimiento PLA-

PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%), concentracién celular 15000 cel/mL, a los diferentes tiempos de
medicidn. (a) Diagrama de Bode, (b) Diagrama de Nyquist.
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Figura A5: Espectros de impedancia obtenidos
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para el recubrimiento PLA-PGA/HAp en medio de

cultivo Rpmi, a los diferentes tiempos de medicién. (a) Diagrama de Bode, (b) Diagrama de

Nyquist.
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Figura  AG6: Espectros de impedancia

PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%), medio de cultivo
Diagrama de Bode, (b) Diagrama de Nyquist.
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Figura A7: Espectros de impedancia
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obtenidos para el recubrimiento PLA-

PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.05%), medio de cultivo Rpmi, a los diferentes tiempos de medicién. (a)

Diagrama de Bode, (b) Diagrama de Nyquist.
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Figura  A8: Espectros de impedancia
PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.075%), medio de cultivo
Diagrama de Bode, (b) Diagrama de Nyquist.
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Figura  A9: Espectros de impedancia

PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%), medio de cultivo
Diagrama de Bode, (b) Diagrama de Nyquist.
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ANEXO B: PARAMETROS CIRCUITOS EQUIVALENTES

Tabla B1. Datos obtenidos a partir de simulacion de los circuitos equivalentes correspondientes a
las mediciones de impedancia en medio de cultivo Rpmi, a los diferentes tiempos de medicién
(circuito correspondiente a la Figura 40.a).

Ensayo
PLA PGA/HAp+ CPEpa a Rpa CPErec/st
) e e

' i : o . 3 Chi-Squared
= F.cm* (2 e, (F.cm®)
Q% Col%) Dia sy aay (G

1 3667 4984E-06 23940 6709E-06 0,797 2,502E-06 0766 ©,333E07  0,000723

0 0 3 2266 5128E-06 2375 7A71E-06 0796 12184 2725606 0759 9,072E06  0,000553
i} i} 5 1338 5391E06 1459 B8512E-06 0781 0560 2806E-06 0,756 5475E06  0,000875
0 005 1 471 58B0E-08 2371 7.252E-06 0,805 20078 3.724E-06 0,804 8581E06  0,005867
0 005 3 204 ©5742E-06 2641 B.527E-06 0740 13758 1,093E-06 0,809 3657E06  0,002689
0 0.05 5 1022 5307E-06 1147 B8533E-06 0769 7860 2557E-06 0743 3392E06  0.000150
3 0.05 1 135 5441E-06 1643 ©B458E06 0781 10379 2821E-06 0755 5453E06 0.000834
3 005 3 1648 4536E-06 1055 B8,198E-06 0514 9936 2,187E-06 0,750 3,.259E06  0,000596
3 005 5 480 5361E06 1071 B753E-06 0791 4847 4326E-06 0770 2,298E06  0,000824
0 0075 1 10,65 5676E-06 1637 1569E-05 0,760 6035 1,159E-05 0,779 3,383E06  0,001057
i} 0075 3 1157 716B15E-06 2225 0835606 0,810 6019 O098E-06 0,686 1,003E06 0,000688
i} 0075 & 708 BHODE-06 2016 1382E-06 02306 6612 B8165E-06 0,793 1,.236E06 0,001475

Tabla B2. Datos obtenidos a partir de simulacién de los circuitos equivalentes correspondientes a
las mediciones de impedancia en medio de cultivo Rpmi, a los diferentes tiempos de medicién
(circuito correspondiente a la Figura 40.b).

Ensayo

PLA-PGAHAD+ : 3 =
T oo 5 (Fo oomy  WR Sipiros
Q(%} Coli%) Dia : Gt

0075 1 613 1,128E-05 0821 6617 7,194E-05 0798 17950 5820E05 149 0693 0,001129

3
3 0.075 3 6,72 8,721E-06 0945 3024 3885E-06 0898 5504 5814E05 2359 0798 0002755
3 0.075 B 240 373406 0964 2123 1,022E-06 1 1042  1205E05 5155 0565 0,005507

Tabla B3. Datos obtenidos a partir de simulacion de los circuitos equivalentes correspondientes a
las mediciones de impedancia en medio de cultivo Rpmi con células HOS en una concentracién de
15000 cel/mL, a los diferentes tiempos de medicidn (circuito correspondiente a la Figura 41.a).

Ensayo
PLA-PGAHAp+ . Ceel Rextra CPEbiom Rbiom CPErecist e
Q%) Coli%) Dia 0 <1 (F.cm?) (£xcm?) (F.cm®) n (2.cme) (F.cm®) Chi-Squared
0 1 1507 5297E-06 1008 1,68VE-05 0776 4286 136BE-05 0795 1113E06 0,001636
0 0.05 3 15,08 6931E-068 1974 1377E05 0748 6725 1.947E-06 0714 1577E07 0,007842
0 0.05 5 1032 T7B867E-06 1042 1333E05 0775 9760 3548E-06 0754 1475E07  0,000292
3 0.05 1 6,10 8.685E-06 53,0 157TE-06 0775 7754  54TZE-07 1 1,895E06 0,000354
i 0.05 3 451 8652E-06 550 1228E-05 0819 7345 3495E06 0761 3015E06  0.000627
3 0.05 5 452 B724E-06 512 1377VE-05 0811 7712 2475E-06 0845 2712E05 0001272
0 0.075 1 924 1065E-05 70,7 1,379E-05 0828 4531 577BE-06 0,818 2278E06  0,000365
] 0.075 3 10,05 T7998E-06 522 1453E-05 0764 4474 TT757E-07 0,763 1,480E06 0,000148
i} 0o7s 5 993  B339E-06 218 1214E-05 0773 4520 2918E-06 0676 3,082E06 0,001361
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Tabla B4. Datos obtenidos a partir de simulacion de los circuitos equivalentes correspondientes a
las mediciones de impedancia en medio de cultivo Rpmi con células HOS en una concentracién de
15000 cel/mL, a los diferentes tiempos de medicidn (circuito correspondiente a la Figura 41.b).

Ensayo
PLA-PGAHAp+ Rs CPEcel Rextra CPEbiomirec = Rbiomirec Chi-

Q%) Coli%) Dia emsy  (Fomd) (Q.cm?) (F.cm?) (.cm?) ' S5- Squared
3 0.075 1 19,37 1,529E-05 0,903 1031 1,959E-05 0616 202360 211710 3358 0665 0000422
¥ 0.075 2 18,64  1144E-05 0,909 5608 3, 144E-06 0,760 45162 299980 5510 0,653 0000487
3 0.075 e 2511 1.544E-056 0804 ThH48 4 834E-06 0714 64215 288560 bBG53 0629 0000213

Tabla B5. Datos obtenidos a partir de simulacién de los circuitos equivalentes correspondientes a
las mediciones de impedancia en medio de cultivo Rpmi con células HOS en una concentracion de
30000 cel/mL, a los diferentes tiempos de medicion (circuito correspondiente a la Figura 41.a).

Ensayo
PLA-PGA/HAp+ Rs Ccel Rextra CPEbiom o Rbiom CPErec/st Rrec/st

(D.em?) (F.cm?) (Q.cm?) (F.cm?2) (Qema) (F.cm?) (O.cm?) CHSquated

Q(%) Col(%) Dia

0 005 1 0,75 9286E-06 2794 1.009E-05 0,794 72733 6577E-07 0680 6.023E05 0.001359
0 0.05 3 1,14 6.199E-06 4930  1,138E-07 1 521,7 8183E-06 0,748 1.00E20 0,001914
0 0.05 5 1,79 5.955E-06 4165  7.636E-07 1 2339 B8074E06 0,739 1,00E12 0,006546
0 0.075 1 3,32 1.919E-05 23,5 7.683E-06 1 21134  5867E-05 0861 1,211E06 0,003409
0 0.075 3 499 4074E-06 447 5259E-06 0,832 1109 2868E-06 0817 1.561E07 0,001418
0 0.075 5 4,06 4635E-06 1185  T7509E-06 0821 4163 2,933E-06 0,776 7 422E06 0,001014

Tabla B6. Datos obtenidos a partir de simulacion de los circuitos equivalentes correspondientes a
las mediciones de impedancia en medio de cultivo Rpmi con células HOS en una concentracion de
30000 cel/mL, a los diferentes tiempos de medicion (circuito correspondiente a la Figura 41.b).

Ensayo
PLA-PGA/HAp+ n Rextra (CPEbiom/rec = Rbiom/rec Chi-

(F ) @cm?)  (Femd) (@) - = e
Q%) Col%) Dia e ey e (Q.cmé Squared
955  3,831E-06 4.938E-06 0,000278
1502 2617E-06 0794 14438  3626E06 1 14812 84180 2200 0458  0,000558
4042 2205E-05 0,013 51480  5,654E05 0,732 18987 546980 4,88 0,690  0,000050

1
3
5 1 i !

0.075 i 32,66 2272E-06 0910 18441 9.390E-05 0732 18567 536001 2425 0598 0,003362
3
5

2375 1422E-05 0800 8530 1382E-04 0,807 6277 191510 21,59 0,613 0,000468

L] G| L) G | L

695 1466E-05 0917 11082 1,235E-04 0,709 9026 132440 13,05 0645 0,001216

127



Universidad
Industrial de
Santander

ANEXO C: VOLTAMETRIA CICLICA

Figura Cl1l. Voltagrama para 15000 cel/mL a diferentes tiempos de medicién. (a) PLA-
PGA/HAP/Q(0%)/Col(0.05%) y (b) PLA-PGA/HAP/Q(3%)/Col(0.05%).
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gura C2. Voltagrama para 15000 cel/mL a diferentes tiempos de mediciéon. (a) PLA-
PGA/HAP/Q(0%)/Col(0.075%) y (b) PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%).
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Figura C3. Voltagrama para 30000 cel/mL a diferentes tiempos de medicion. (a) PLA-
PGA/HAP/Q(0%)/Col(0.05%) y (b) PLA-PGA/HAP/Q(3%)/Col(0.05%).
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Figura C4. Voltagrama para 30000 cel/mL a diferentes tiempos de medicion. (a) PLA-
PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.075%) y (b) PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%).
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Figura C5. Voltagrama para medio de cultivo Rpmi a diferentes tiempos de medicion. (a) PLA-
PGA/HApP/Q(0%)/Col(0.05%) y (b) PLA-PGA/HAP/Q(3%)/Col(0.05%).
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Figura C6. Voltagrama para medio de cultivo Rpmi a diferentes tiempos de medicion. (a) PLA-
PGA/HAP/Q(0%)/Col(0.075%) y (b) PLA-PGA/HApP/Q(3%)/Col(0.075%).
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Figura C7. Voltagrama para medio de cultivo Rpmi a diferentes tiempos de medicién para PLA-
PGA/HAp.

2,0605
15605

1,06-05

L /__g
0,0E+00 S

-5,0E-06

1(a)

——Dial
-1,0-05 —~Dia3
—Dia¥

-1,5€-05

-1,0E-05

-LSE-05
12 1 48 05 -1 D2 € 02 04 Q& 08 1 12
Evs Eref (V]

Tabla C1. Picos de corriente y voltaje para los diferentes sistemas en Rpmi-HOS y Rpmi, a los tres
tiempos de medicion. Corriente en pA y potencial en mV vs SCE.

Ensayo C tracié

PLA-PGA/HA oncentracion ‘

celular/mL o Rpmi
892  -230,3 805  -3996 7,82  -329,3
0 0.05 15000 11,80  -6694 1165 -6892 1237  -698.8
1434 5740 1275 7989 1207 9277
3 0.05 15000 2252  -4593 32.63  -4993 3088  -549.9
1415 4889 1238 7685 12,19 9284
o bivre el 2463 4596 3019  -5193 3300 -5492
851 1997 1043 7383 1085 7783
3 0.075 15000 11,89  -6190 1165 -5697 1237  -599.6
239 5792 2282  -479.6
0 0.05 30000 S 750
16,35 4297 1244 3598 11,68 3402
3 0.05 30000 1710 2100 1263 1501 1201 1340
303 2800 264 9572 349 1897
0 e 30000 397 7592 323  -7593 674  -778,7
1854 5270 3439 5392 3235 5587
3 0.075 30000 1913 2204 3803 2297 3448 2597
. 276  -2303 208 5789 213  -4588
v noe Reu 316  -6098 - 220  -6585
s 0.05 o 413  -3295 230  -4092 222  -469,1
: P 475  -669.0 256  -7587 242  -758.6
. 10,06 2997 12,40 5990 12,16  808.4
o Ul i 22,94  -608,9 3462  -549,2 3523  -569,4
) 901  -409,3 4347 6677 19,83 6589
3 0.075 Rpmi 924 5200 5225 3182  19.96 4893
o 782  -509,6 1912  -5493 218  -579,2
P 8,08  -749,4 1934  -7292 221  -689,0
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ANEXO D: FOSFATASA ALCALINA Y MICROSCOPIA DE
EPIFLUORESCENCIA

Tabla D1. Produccion de fosfatasa alcalina en los sobrenadantes.

Ensavo  Tiempo de incubacion  Absorbancias  Desviacion
°  celular(h) °(promedio) _estandar |

Control-3 72 -0,001

Control-5 120 0,080
P10-3 72 0,004 0,034
P10-5 120 0,043 0,054
P11-3 72 -0,036 0,002
P11-5 120 0,081 0,008
P12-3 72 -0,009 0,018
P12-5 120 0,058 0,016
P13-3 72 -0,031 0,011
P13-5 120 0,148 0,116

Tabla D2. Produccion de fosfatasa alcalina en los lisados celulares.

Ensavo “Tiempo de incubacion  Absorbancias  Desviacion
4 celular (h) (promedio) estandar

Control-3 72 0,010

Control-5 120 0,020
P10-3 72 0,017 0,008
P10-5 120 0,034 0,035
P11-3 72 0,005 0,008
P11-5 120 0,019 0,001
P12-3 72 0,070 0,098
P12-5 120 0,015 0,001
P13-3 72 0,004 0,012
P13-5 120 0,131 0,134

® Absorbancia registrada menos la absorbancia detblde reactivo.
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ANEXO E: ANALISIS ESTADISTICO

Figura E1. Diagramas de efectos principales para Ccel y Rextra
Main Effects Plot for Ccel Main Effects Plot for Rextra
(X LE-7) (X 1000,0)
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Figura E2. Diagramas de superficie de respuesta y contorno para el andlisis de multiple respuesta

de Ccel y Rextra.
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Tabla E1. Optimizacion por el método de deseabilidad global.

Factor Low | High | Optimum
[Quitosano] -1,0] 1,0 1,0
[Colageno] -1,0]| 1,0 1,0

[HOS] -1,0 | 1,0 1,0
t Incubacién -1,0| 1,0 1,0

celular

Ecuaciones que modelan las variables de respuesta Ccel y Rextra

Ccel = 7,76E — 6 + 2,18E — 6« [Q] + 2,22E — 6= [Col] + 5,72E — 7 = [HOS] — 4,76E — 7 = t.inc
+ 1,09E — 6 = [Q] * [Cul] + 3,86E — 7 = [Cul] « [HOS] — 2,66E — 6 « [Cul] = L.inc
— 4,87E — 7 * [HOS] » t.inc + 3,67E — € = t.inc>
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Rextra = 3677,3 + 5054,5  [Q] — €33,8 [Col] + 3973,6 = [HOS] + 2870,4 t. inc — 745,1 % [Q]
« [Col] +3920,9 = [Q] * [HOS] + 2822,6 = [Q] = t.inc — 1997,6 = [Col] * [HOS]
— 2045, 4 % [Col] = t.inc + 2037,2 = [HOS] * t.inc + 2330,7 = t.inc?

Figura E3. Diagramas de efectos principales y de interaccién para Rpa
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Figura E4. Diagrama de superficie de respuesta para Rpa
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Tabla E2. Respuesta éptima para Rpa
Optimize Response
Goal: minimize Rpa
Factor Low|High|Optimum

[Quitosano] (-1,011,0 |10
[Colageno] (-1,011,0 |1,0
t de medicién|-1,0{1,0 |1,0

Ecuacion que modela la variable de respuesta Rpa.

Rpa= 9247,5 — 962,833 « [Q] — 2053,8 « [Col] — 4372,6 * t. medicién + 1943,5 « [Q] = [Col] — 1237,4
= [Q] * t.medicidn
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