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ADHESION DE CELULAS OSTEOLASTICAS SOBRE
PLGA-HAP Y QUITOSANO EXPUESTAS A
POLARIZACION.*

AUTORES: MARIA DELMAR VARGAS QUINTERO
JOSE BERNARDO PENAS SERPA.”

PALABRAS CLAVES: Ingenieria de tejidos, adhesién celular, biomateriales,
espectroscopia de impedancia electroquimica.

RESUMEN

Durante mucho tiempo se ha creido que los tejidos dafados solo pueden ser sustituidos por
trasplante de drganos o por una total implantaciéon de partes artificiales. En consecuencia la
industria biomédica ha encaminado sus estudios a la produccién de nuevos materiales,
biomateriales que reemplacen total o parcialmente los tejidos y érganos dafados o deteriorados en
el cuerpo humano.

La eleccién de quitosano como material de apoyo del tejido se rige por sus multiples propiedades
bioldgicas, fisicas y quimicas como biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad, notable
afinidad a las proteinas, entre otras.

Las células para experimentacion de siembra en matrices celulares empleadas en estudios 6seos
in vitro, son células fibroblasticas o células osteoblasticas. Las células osteoblasticas se han
empleado para estudiar respuestas celulares en sus diferentes etapas de reconocimiento,
diferenciacion y adhesioén celular en materiales disefiados con altas caracteristicas bioactivas.

Los osteoblastos son las células responsables de la formacién 6sea y del mantenimiento de la
arquitectura esquelética.

En esta investigacién se evalué la adhesion y actividad de células osteoblasticas sobre superficies
utilizando métodos electroquimicos y microgravimétricos simultaneos, con los resultados obtenidos
se llegd a la conclusiéon que con el aumento en la concentracion de quitosano se incrementa la
adhesion celular y que la influencia de la polarizacion superficial sobre la orientacion celular
mostrd que las células responden a los estimulos de polarizacion en una organizacion irregular y
no completamente orientada. Sin embargo se identificaron posibles zonas de crecimiento
preferencial en el centro de los cristales.

* Proyecto de Grado
* Universidad industrial de Santander. Facultad de Ingenierias Fisico — Quimica. Escuela de
Ingenieria Quimica. Director. Custodio Vasquez Quintero. Codirector. Leidy Marcela Gelves Jerez
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ABSTRACT

For long time it was believed that damaged tissues could only be replaced by organ transplantation
or implantation of total artificial parts. Consequently, the biomedical industry has focused their
studies an production of new materials, biomaterials to replace completely partly tissues and organs
damaged or deteriorated in the human body.

The choice of chitosan as a support tissue is governed by its multiple biological properties, physical
and chemical properties as biocompatibility, biodegradability, no toxicity, significant protein binding,
among others.

Cells for experimental planting in cellular matrices used in bone studies in vitro are fibroblast cells or
osteoblastic cells. Osteoblastic cells have been used to study cellular responses at different stages
of recognition, differentiation and cell adhesion in engineered materials with high bioactive
characteristics.

Osteoblasts are the cells responsible for bone formation and maintenance of skeletal architecture.

The present study the cell adhesion and activity osteoblastic surfaces was evaluated using
electrochemical and microgravimetric methods simultaneous, | concluded that with increasing
chitosan concentration increased adhesion cell and that the influence of surface polarization on cell
orientation showed that cells further to polarization stimuli in an irregular organization and not fully
orientated. However, it identified potential areas of preferential growth in the center of the crystals.

* Grade Work
“ Engineering Physical-Chemical Faculty, Chemical Engineering School, Custodio Vasquez
Quintero, Marcela Gelvez Jerez
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INTRODUCCION

Los problemas especificos de salud que afectan la cotidianidad del ser humano,
tales como fracturas en los huesos, ruptura de ligamentos, traumas como
consecuencia de accidentes, cancer, enfermedades congénitas, quemaduras, etc.,
han motivado el desarrollo de la ingenieria de tejidos como una solucién efectiva y

rapida para la recuperacion o cambio total de tejidos y érganos dafiados.

Es asi, como en el contexto de la medicina, surge la necesidad de conocer el
comportamiento del cuerpo humano ante los dispositivos biomédicos, asi como

sus efectos a corto, mediano y largo plazo [1].

La modificacion superficial de materiales para aplicaciones biomédicas presenta la
posibilidad de combinar las propiedades ideales (por ejemplo, resistencia a la
tensién, rigidez de los implantes, propiedades electronicas u Opticas para
sensores), con las propiedades superficiales deseadas, como, biocompatibilidad o

selectividad a una biomolécula en particular.

Por lo tanto, en este trabajo se ha realizado la evaluacion de adhesidén de células
osteoblasticas sobre superficies polarizadas y no polarizadas, compuestas
deacidopolilactico-acido poligicélico (PLGA)-hidroxiapatita (HAP)-Quitosano para
aplicaciones en implantes endo-6seos, utilizando métodos electroquimicos (EIS)
Electrochemical Impedance Spectroscopy, simultdneos con mediciones de
cambios microgravimétricos (QCM) Quartz Crystal Microbalance. Evaluando

ademas el efecto de la concentracion de quitosano.
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La técnica EIS permiti6 determinar las propiedades eléctricas de este sistema
heterogéneo comprobando la conformacion de interfases entre monocapas
diferentes, tales como: medio de cultivo RPMIl/células osteoblasticas HOS, células
osteoblasticas HOS/recubrimiento, recubrimiento/cristal, usando modelos de

circuitos equivalentes.

La microbalanza de cristal de cuarzo permiti6 medir los cambios de masa de la
superficie del material compuesto, sobre la cual se realizé el proceso de adhesion
celular. Se usaron técnicas de microscopia Optica y de fuerza atémica (AFM,
Atomic Force Microscopy) para corroborar la presencia de células y observar la

influencia del quitosano en la topografia del material.

Este proyecto se desarrollé en el marco del proyecto de Investigacion titulado
“‘Desarrollo de Soportes y Peliculas de PLA/Bioceramico sobre Ti6Al4V para
regeneracion 6sea como producto de innovacidén tecnolégica de la Empresa
Quirurgicos Especializados S.A” codigo 1102-403-20711, financiado por
Colciencias y realizado por el grupo de investigacion en corrosion UIS, y el
proyecto interno financiado por la VIE-UIS: Evaluacién del crecimiento vy
diferenciacion de osteoblastos sobre colageno direccionado electroquimicamente,

mediante analisis nanogravimétrico.
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1. REVISION DEL ESTADO DEL ARTE DEL CONOCIMIENTO.

La creciente necesidad de mejorar la salud humana mediante el desarrollo de
organos sintéticos,ha llevado a los investigadores a plantear la posibilidad de
utilizarsimultdneamente células y materiales de diversa naturaleza para la
reconstrucciéon de o6rganos y tejidos, dando asi nacimiento a una disciplina

conocida como ingenieria de tejidos [2].

La ingenieria de tejidos es la aplicacion de principios biolégicos, quimicos vy
métodos de ingenieria para desarrollar sustitutos biolégicos que mantengan o
mejoren los tejidos vivos, utilizando materiales de diferente naturaleza como
soporte de material biologico,proteinas, células, factores de crecimiento, que le
permitan al huésped, reconocer y aceptar el implante. Los materiales de los

soportes pueden ser ceramicos, poliméricos, metalicos o una mezcla de ellos [3].

Los polimeros son materiales muy aceptados en la ingenieria de tejidos. La
funcién de los polimeros en esta rama de la ciencia es dirigir el crecimiento celular,
ya sea, a partir de células provenientes de los tejidos adyacentes o células
sembradas en los materiales previamente a la implantacion. Por lo tanto, el
polimero debe proveer una adecuada adhesion, favorecer la proliferacion vy

diferenciacion celular y en ciertos casos, favorecer la migracion celular[4].

La conformacién de la matriz extracelular (MEC) en la superficie de estos
materiales, esta relacionada con la funcionalidad de los mismos.Esta matriz es un
sistema dinamico integrado por diversas moléculas como colageno,
glucoproteinas, acido hialurénico, proteoglicanos,glucosaminoglicanos, elastina y
fibrina, ademas de otras sustancias tales como factores de crecimiento, citosina y

diversas enzimas.
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La organizacién de los compuestos en la MEC varia con los diferentes tejidos,
cada una de estas moléculas desempenfia funciones de manera integrada con las
demas, esto hace que la MEC sea calificada como un verdadero complejo

funcional.

El colageno y el sistema elastico constituyen la columna vertebral de la MEC. Las
glucoproteinas actuan como moléculas de adhesién del sustrato intercelular, son
importantes en las interacciones célula—célula y matriz-célula. Los
glucosaminoglicanos y proteoglicanos tienen un papel fundamental en la adhesion
celular ya que median con la superficie de la membrana celular y con otros
componentes matriciales, trasmitiendo sefiales a proteinas transmembranales,

como las integrinas [5].

Estos componentes se localizan entre las células de un determinado tejido o en el
lado externo de la membrana plasmatica de cualquier célula y son generalmente
producidos por las mismas células o los aporta la corriente sanguinea, en ambos
casos forman el medio donde las células sobreviven, se multiplican y desempenan
sus funciones. La dinamica de interaccion entre la célula y la matriz extracelular
contribuye a la migracion celular, proliferacion, diferenciacion, morfologia,

metabolismo y la consecuente muerte celular [6].

Los materiales mas estudiados para la fabricacion de matrices bioldgicas han sido
principalmente poliésteres de cadena sencilla como el acido polilactico y el acido
poliglicolico cuya propiedad principal es la biodegradacion y reemplazo por la
estructura de las células sembradas. Los productos de degradacién de estos
materiales pueden ser metabolizados por el organismo y eliminados en forma de

desechos no toxicos y COx.
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La propiedad del acido poliglicélico de tener una estructura lineal permite que la
mezcla entre los dos polimeros presenten mejores propiedades tanto mecanicas
como superficiales que los usados individualmente. Estos dos polimeros pueden
ser copolimerizados para graduar diferentes velocidades de degradacion y
ademas, permitir ser permeable y biotolerable a las células Oseas y ser

reabsorbido a través del ciclo de Krebs [7, 8, 9,10].

Las reacciones fisiologicas entre las células y la MEC corresponden a un
reconocimiento celular de grupos potencialmente funcionales en la superficie de
los materiales. Se ha encontrado que la senalizacion bioquimica depende de
ubicar en el material, grupos funcionales similares en composicion a los que posee

la MEC del tejido a remplazar o reparar.

Compuestos de hidroxiapatita, fosfatos tricalcicos y biovidrios se han empleado
como nucleos de sefalizacion y formacion de MEC asegurando en cierta forma el
éxito de la adhesiéon y diferenciacion de células sembradas en un material. La
hidroxiapatita por ser un material que compone el tejido éseo debe ser el elemento
bioactivo mas indicado para usar en la mezcla con los polimeros de polilactico y
poliglicolico como matriz de crecimiento celular. Sin embargo, se han detectado
problemas en la estabilidad quimica de estas mezclas, cuya consecuencia se ha
presentado por los cambios de pH superficiales de los polimeros involucrados, en
donde la reaccion de formacion de apatita, en el proceso de interaccion fisiologica

entre las células y el material, decae por la degradacion de los polimeros.

Para contrarrestar este inconveniente se ha mejorado la composicién de estas
mezclas, con la adicion de quitosano, el cual es un polisacarido lineal con
componentes de glucosamina, similar a los glucosaminoglicanospresentes en la
MEC.
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El quitosano mezclado con estos materiales ayuda a mantener estable la
estructura entre los elementos bioactivosapatiticos, los polimeros y en cierta forma
a las células. Por otra parte, la sefializacién celular se favorece por su similitud con
los proteoglicanos y glucosaminoglicanospresentes en la MECnatural, ademas
favorece la reaccion hidroxilica sobre la superficie del material, promoviendo el
aumento del pH local a niveles que aseguran la supervivencia de las células y sus

procesos de crecimiento.

La eleccion de quitosano como material de apoyo del tejido se rige por sus
multiples propiedades biologicas, fisicas y quimicas como biocompatibilidad,
biodegradabilidad, no toxicidad, inercia fisiologica, notable afinidad a las proteinas,

antimicrobiana, antibacteriana, hemostatica, fungistatico, entre otras. [11,12]

Las células para experimentacion de siembra en matrices celulares empleadas en
estudios Oseos in vitro, son células fibroblasticas o células osteoblasticas. Las
células osteoblasticas se han empleado para estudiar respuestas celulares en sus
diferentes etapas de reconocimiento, diferenciacién y adhesion celular en

materiales disefiados con altas caracteristicas bioactivas.

Los osteoblastos son las células responsables de la formacién ésea y del
mantenimiento de la arquitectura esquelética. La fase organica del tejido éseo,
esta compuesto en un 90% del colageno tipo | y el restante 10% por proteinas no
colagénicas. Su funcion principal es la sintesis y deposicion de las proteinas de la
matriz del hueso (osteoide). La adhesion celular de los osteoblastos se lleva a
cabo por acoplamiento que se realiza a través de centros de contacto, donde la
membrana plasmatica se une a los componentes de la matriz extracelular que ha

adsorbido la superficie solida [13].
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Las células llamadas osteosarcomas humanos (Human Osteosarcoma) son una
linea celular de osteoblastos, consistente de células poligonales o fusiformes
provenientesde células tumorales [14]. Esta linea es atractiva para estudiosinvitro,
relacionados con la respuesta celular a diversos compuestos presentes en

implantes endo-6seos.

Se ha estudiado un mejoramiento en las propiedades de adhesién y reaccion
celular con la superficie de los materiales, mediante la evaluaciéon de las
respuestas de potencial redox del proceso de interaccion entre las células y el
material. La seleccion adecuada de los potenciales redox, permite emplear
métodos de estimulacion por polarizacion, que consiste en aumentar
controladamente la energia libre superficial de los materiales mediante procesos
de electrodo.Las células polarizadas pueden presentar el nucleo celular en
posicion distal respecto la superficie celular, disposicion de regiones
especializadas de la membrana plasmatica modificada para el trafico, la secrecion

vesicular y favorecer uniones con los osteoblastos adyacentes[15,16].

En términos generales, el hecho de aumentar la sefalizacion y funcionalizacion
celular hace parte de los componentes claves en la ingenieria de tejidos, el cual
disefia un soporte que provea el cimiento para la adhesiéon celular y un marco
estructural para que las células se organicen y ensamblen en un nuevo tejido

funcional.

En consecuencia, el uso de materiales compuestos ha mostrado ser ideal para
dispositivos biomédicos; las células normales responden a sefales micro y nano
ambientales relacionadas con la matriz extra celular, estas sefales pueden afectar

la funcidn celular y la misma estructura del tejido.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1.1 Revision bibliogréfica

Se realizé la revision bibliografica, obteniéndose toda la informaciéon necesaria

para dar inicio al proyecto.

En la figura 1 se observa de forma esquematica la metodologiaexperimental usada

para esta investigacion.

Figura 1. Esquema de la metodologia experimental

T
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2.2 DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

Las etapas del desarrollo experimental fueron las siguientes.

2.2.1Sintesis de PLA, PGA e Hidroxiapatita (Caracterizacion por FT-IR).

La sintesis de PLA y PGA se llevo a cabo por medio policondensacién de acido
lactico y acido glicolicoanalitico respectivamente, bajo las condiciones mostradas
en el Anexo A, en la Tabla A1y en la Tabla A2 [17]. Posteriormente se realizo la
caracterizaciondel producto obtenido por la técnica de infrarojo FT-IR, cuyos

resultados se presentan en elAnexo B.

Para la obtencion del elemento bioactivo del compuesto final se siguié una ruta de
sintesis para obtener la hidroxiapatita, por precipitaciéon acuosa. En este método
se prepararon dos soluciones una de nitrato de calcio y otra de fosfato de amonio.
Se basificaron a un pH de 10 cada una. Posteriormente se mezclaron las dos
soluciones. La mezcla resultante se mantuvo en un proceso de envejecimiento por
144 horas a temperatura ambiente, decantandose la mezcla posteriormente.
Luego se realizé un calentamiento a 60°C durante 24 horas en una mufla WTB-
BLINDER, y una calcinaciéna 1050°C por una hora en un horno TERRIGENO
[18,19].

2.2.2 Obtencion de las mezclas a evaluar de PLGA-HAP y Quitosano.

Para obtener y evaluar por microbalanza de cristal de cuarzo y espectroscopia de

impedancia electroquimica,los materiales compuestosfueron

depositadoscatddicamente sobre cristales de cuarzo con electrodos de Au-Ti.
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Para realizar la electrodeposicion de estos materiales se prepararon tres
soluciones de PLA-PGA a una concentracion de 15% p/v en acetona, HAP y

quitosano en las siguiente proporcion (tabla 1) [20].

Tabla 1. Composiciéon de las soluciones a evaluar.

1 70/30 10 0
2 70/30 10 3
3 70/30 10 7

Fuente los autores.

El método de fabricacién del recubrimiento del cristal empleado fue por
electroforesis, bajo condiciones halladas en anteriores trabajos realizados en el
grupo de investigacion en corrosion [21]. Para realizar los recubrimientos sobre los
cristales de cuarzo Au-Ti con cada una de las soluciones, las condiciones
empleadas se muestran en la tabla 2.

Se uso6 una fuente de potencia ThermoScientific EC570-90, un anodo de acero
inoxidable y una celda de vidrio con un soporte de teflon, adaptada para sostener
el cristal, durante la electrodeposicion catddica. Este proceso fue llevado a cabo
en un ambiente de bioseguridad, dentro de una camara de flujo laminar, con el fin

de mantener la esterilidad en los materiales y los productos obtenidos.

Tabla 2. Condiciones de electrodeposicion del recubrimiento de la mezcla sobre el

cristal de cuarzo Au-Ti.

1,2,3 15 25 g

Fuente los autores.
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Obtenidos los recubrimientos, se realiz6 un tratamiento térmico en una mufla,
WTB-BLINDER a 100°C durante 15 minutos, con el cual se mejoré la morfologia y
adhesion del mismo. Mediante este tratamiento, se logra mejorar la integraciéon de
los componentes de la mezcla y la eliminacion del solvente del proceso de
electrodeposicion.

Figura 2. Electrodeposicion y montaje para las pruebas electroquimicas y
microgravimétricas. a) Cristal de cuarzo Au-Ti. b) Anodo y catodo c) Montaje de
electrodeposicion. d) Montaje celda de teflon.
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2.2.3 Caracterizacion electroquimica y gravimétricade lasmezclas de

materiales obtenidas

Esta caracterizacion se llevd a cabo por medio de las técnicas QCM y EIS
simultaneamente, para lo cual se empled una celda de tres electrodos, donde el
electrodo de trabajo fue el cristal recubierto, el contra-electrodo un alambre de
platino y el electrodo de referencia, fue un electrodo de calomel saturado 3M de
KCI. Para las mediciones en la QCM seempled el modelo QCM200. Las pruebas
de EIS, fueron desarrolladas usando un potenciostato GAMRY 600 bajo las
siguientes condiciones de experimentacién: aplicacion de un voltaje natural de 0V,
50mV y -50mV de potencial de corriente continua, los potenciales que fueron
determinados mediante ensayos devoltametria ciclica en el material con las
células y el medio. El rango de frecuencia en la prueba de EIS fue entre 0.01 y

100.000 Hz, con una toma de datos de 7 puntos por década[22].

Figura 3. Equipos para la realizacion de pruebas micrograviméticas vy

electroquimicas. a) Microbalanza de cristal de cuarzo. b) Potenciostato GAMRY.

Microbalanza

Poterciostato

0)
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

3.1 ANALISIS DEL PROCESO DE ADHESION CELULAR POR EIS

El método electroquimico EIS fue utilizado para evaluar la adhesion de células
osteoblasticas HOS en el recubrimiento. Las mediciones de EIS se realizaron bajo
estimulos de potencial para polarizar a 0V, 50mV y -50mV. Los espectros de Bode
y Nyquist obtenidos de estos ensayos, fueron ajustados a modelos de circuitos
equivalentes propuestos, utilizando el software Zview(los resultados de la

simulacién se muestran en el anexo C).

El error obtenido de los ajustes realizados, en términos de chi2, fue menor de 107
entre los datos experimentales y los datos simulados, el cual se considerd en
términos estadisticos, como aceptable. En la figura 2 se muestra un caso tipico de

los ajustes realizados.

Figura 4. Representacion del ajuste de los espectros de bode mediante simulacién

en el software Zview.
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Fuente los autores.
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Enesta simulacion, se asume un modelo o circuito equivalente de la
representacion de los procesos de electrodo entre los materiales, el medio y las
células en la doble capa electroquimica. Este modelo, puede variar, dependiendo

de los procesos que se quieran representar y del nivel de ajuste obtenido.

En la figura 5 se muestra un modelo para representar los procesos de doble capa
de electrodo, asumiendo que suceden en dos interfaces fijas entre el cristal y el
recubrimiento y el medio con células y el material en el recubrimiento. Estas
interfaces, se representan mediante constantes de relajacion de la transferencia
de carga, relacionadas por una capacitancia y una resistencia. Las constantes de
tiempo estan relacionadas entre si, en paralelo, debido a la similitud en las
constantes conductivas, mostrando que los espectros se traslapan. Esta
configuracion se relaciona con una resistencia en serie que representa la caida
Ohmica u oposicion a la transferencia de carga del electrolito o medio celular. De
acuerdo con esto, se pudo representar el fendbmeno de adhesion de células

osteoblasticas HOS por medio de un circuito eléctrico equivalente.

Figura 5. Circuito equivalente del proceso de células osteoblasticas sobre

recubrimientos poliméricos modificados.

Fuente los autores.
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La interpretacion de este modelopermite obtener informacion del proceso de

adhesion celular, por medio del analisis de la resistencia a la transferencia de

carga a medianas frecuencias, lo cual se observa en el Anexo C.

El inverso a la resistencia a la transferencia de carga Rtc representa la masa

adherida por unidad de area. Por lo tanto, la adhesion celular se puede

representar por el porcentaje de cobertura, el cual relaciona la resistencia a la

transferencia de carga del cristal con el recubrimientosin las células y la

resistencia a la transferencia de carga del cristal con el recubrimiento con las

células, lo cual se representa en la ecuacion 1[23].

1-6=

Rtc

thCélulas—Material

€y

Donde 6 representa la cobertura de las células sobre el material.Los valores se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3. Cobertura de las células sobre el material.

1 70-30 10 0 9,90E-01 |-1,97E-01 | 8,99E-01 | 9,24E-01
2 0.05 70-30 10 3 6,47E-01 | -1,36E-01 | -1,96E+00 | -1,40E+00
3 70-30 10 7 2,80E-01 | 2,94E-01 | 2,21E-01 | 2,32E-01
1 70-30 10 0 1,42E-01 | -3,79E-01 | 1,06E-01 | 7,35E-01
2 -0,05 70-30 10 3 -5,43E-01 | -5,86E+03 | 4,16E-02 | -9,82E-01
3 70-30 10 7 5,39E-02 |-6,31E+03 | 5,92E-01 | -4,09E-01
1 70-30 10 0 1,21E-01 | 1,81E-01 | 3,83E-01 |-1,03E+00
2 oV 70-30 10 3 -1,70E+00 | -1,53E+05 |-7,38E+00 | -7,21E+00
3 70-30 10 7 3,99E-01 | 8,80E-01 | 9,87E-01 | 5,27E-01

Fuente los autores.
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En las figuras 6 y 7 se muestra la adhesion en términos de la cobertura para los

diferentes recubrimientos, a los diferentes voltajes aplicados.

Figura 6. Relacion entre la cobertura con el tiempo a 0,05V.

Tiempo (h)

Fuente los autores.

Figura 7. Relacién entre la cobertura con el tiempo a -0,05V.

Tiempo(h)

Fuente los autores
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En la figura 7, se observa que los recubrimientos realizados con la solucién 3 (7%
p/v de quitosano), mantienenvalores altos de adhesion durante las 24 horas. En
figura 6, esta solucion no tiene los mejores valores, peromantiene la tendencia de

la solucion 3 a presentar mejor adhesion.

En las figuras anteriores, se aprecia que los mejores resultados de adhesion se
presentaron a un voltaje de -0,05, con este valor, el material que contiene el
quitosano se comporta de forma capacitiva, favoreciendo la adhesion de las
células, al aplicar mayores potenciales,el material se comporta de forma resistiva

mostrando una disminucion de la adhesion.

Del analisis electroquimico se observa que al aumentar el voltaje se presenta

menor adhesion y mayor concentracion de quitosano mayor adhesion.

El comportamiento se debe a que forma estructuras que se interconectan entre los
poros de los recubrimientos, o que es muy importante, ya que numerosas células
migran hacia el interior lo que optimiza la funcién del recubrimiento y ayuda a la

regeneracion.
La naturaleza catidénica del quitosano permite interacciones que ayudan a la

adhesion y sirve como medio de retencion y concentracién de factores deseables

secretadas por las células [24].
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3.3.1 Andlisis estadistico de los resultados obtenidos por EIS.

Para el analisis estadistico se tomaron los valores de resistencia a la transferencia
de carga a frecuencias altas, obtenidas del ajuste de modelo del circuito

equivalente para un tiempo de 24 horas.

Figura 8. Diagrama del pareto para analisis EIS.
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Fuente los autores.
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Se presenta el diagrama de pareto, en donde se muestran dos factores
significativos a la variable de respuesta, uno de los factores es un factor principal,
el cual es la concentracion de quitosano, el segundo es un factor secundario el
cual es el factor quitosano al cuadrado. El tercer factor que aparece, es el
potencial aplicado, el cual no es significativo estadisticamente a la variable de
respuesta 1/C?, pero si interviene en el modelo ajustado, lo que hace aumentar el
coeficiente de regresion ajustado.

Cuando se observa el andlisis de varianza oAnova , los factores que tienen valor-p
por debajo de 0,05 son los factores significativos a la variable de respuesta 1/C%en
el 95,0% de nivel de confianza, lo cual concuerda con el diagrama de pareto. El
modelo es un modelo cuadratico y no lineal, los valores experimentales se ajustan

mejor a este modelo inverso del cuadrado.

Tanto el valor del coeficiente de regresibn como el de regresion ajustado, es
mayor de 99%, lo cual indica que el modelo se ajusta muy bien a los datos

experimentales.

En el analisis estadistico se determin6 que el quitosano tiene un mayor efecto de
interaccidon con la adhesion, estos efectos se deben a cambios superficiales vy
quimicos que estan ocurriendo en la interface. Se observo que el mayor efectodel
quitosano con la variable respuesta, Se presenta cuando el quitosano se

encuentra a concentraciones mas altas.

Del analisis electroquimico se observd que a mayores voltajes, la adhesion
disminuye y cuando se aumenta la concentracion de quitosano, aumenta la
adhesion, con lo cual se corrobora los resultados obtenidos a partir de los ensayos

electroquimicos.
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3.2 ANALISIS DEL PROCESO DE ADHESION POR QCM

Para el analisis adhesion se utiliza la microbalanza de cuarzo que es una potente
técnica para evaluar la adhesion celular, aprovechando que de el analisis
obtenemos informacion del almacenamiento de energia en forma de oscilaciones,
se tomd¢ la informacion dada por los analisis de masa adherida por unidad de area,
utilizando esta relacién se obtuvo un procedimiento analogo al realizado para las

pruebas electroquimicas.

1

— = M,ps (2
RCT ADS()

Esta relacion se utilizé para obtener datos de cobertura utilizando la ecuacion (1)
Combinandolos para obtener una ecuacion que relaciona la cobertura con la masa

adherida.Reemplazando tenemos:

Myps
0=1-222 @

ADS

Los parametros obtenidos por pruebas microgravimétricas se observan en la tabla
4.

Tabla 4. Masa adherida por unidad de area QCM

1 70-30 10 0 7,00E+03 6000 5,00E+03 | 2,00E+03
2 0.05 70-30 10 3 5,00E+03 | 6,00E+03 | 3,00E+03 4000
3 70-30 10 7 1,50E+03 | 2500 3,00E+03 4000
1 70-30 10 0 60000 60000 6,00E+04 | 4,00E+04
2 -0,05 70-30 10 3 | 4,50E+03 | 5,00E+03 | 3,35E+03 | 4,00E+03
3 70-30 10 7 6,00E+03 | 5,00E+03 | 4,50E+03 | 3,00E+03
1 70-30 10 0 7,00E+03 | 5,00E+03 | 1,50E+04 10000
2 ov 70-30 10 3 | 2,00E+03 | 2,50E+03 | 3,00E+03 | 6,00E+03
3 70-30 10 7 6,00E+10 | 2,00E+10 | 6,00E+09 | -1,50E+10
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Figura 10. Relacion entre la cobertura con el tiempo a 0,05V usando QCM

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

Fuente los autores.

Se presentan mejores resultados en la solucién 3, corroborando los obtenidos en
los ensayos electroquimicos. Sin embargo se observa un comportamiento

particular en las soluciones 1 y 2, mostrando una tendencia ascendente de
adhesion con el tiempo.
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3.3 ANALISIS DE LA ORIENTACION DE LAS CELULAS

En la figura 12 se observd la orientacion de las células osteoblasticas en el
microscopio de fuerza atdmica (AFM) anexo D en la cual los resultados de mayor
concentraciéon de células se presentaron preferencialmente en el centro del cristal

de cuarzo Au-Ti, tal como se sefialan en las imagenes tomadas.

Figura 12. AFM Cristal con recubrimiento con la sin 3.

Fuente los autores.

Otra forma de observar la orientacion de las células se hizo mediantel microscopia
interferométrica la cual present6 resultados similares a los obtenidos en AFM

anexo E.
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CONCLUSIONES

Los resultados de espectroscopia de impedancia electroquimica mostraron una
mayor adhesion celular en las mezclas con mayor porcentaje de Quitosano.
Corroborado por los cambios microgravimétricos obtenidos en las pruebas

simultaneas realizadas con la técnica de microbalanza de cristal de cuarzo.

La adhesiéon celular presentdé mayores valores, a potenciales mas catddicos,
mostrando una incidencia directa con posibles procesos de hidroxilacién

superficial relacionados con la reaccion del elemento bioactivo del material.

La aplicacion de diferentes potenciales sobre las células, mostro que las células
responden a estimulos de polarizacion, evidenciando una organizacion irregular y
no orientada. Sin embargo, se identificaron posibles zonas de crecimiento

preferencial en el centro de los recubrimientos de los cristales.
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ANEXO A PROCEDIMIENTOS PARA LA SINTESIS DE MATERIALES

Tabla A1. Procedimiento sintesis de PLA

Fuente los autores.

Tabla A2. Procedimiento sintesis de PLG

Fuente los autores.
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ANEXO B ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA (FT-IR)

Esta técnica espectroscopica de absorcion analiza la interaccidn de los niveles de
energia vibracionales de los enlaces covalentes con la radiacion infrarroja, se
utiliza en su mayor parte para identificar la presencia de grupos funcionales en una
compuesto. Cada grupo funcional puede dar una o varias absorciones a distintas
longitudes de onda dependiendo del tipo de vibracion (de tension o flexién) de

cada grupo de enlaces.

En general, el espectro infrarrojo de un compuesto proporciona gran informacién
sobre sus propiedades internas (composicion quimica, impurezas, interaccion
entre sustituyentes, analisis de grupos funcionales, etc.), por lo que es de gran
importancia en analisis cualitativo. La técnica también es util para analisis
cuantitativo, dado que por su gran selectividad se puede cuantificar una sustancia

en una mezcla compleja sin la realizacion de mucho trabajo previo de preparacion.

Las aplicaciones son multiples: analisis de polimeros, aditivos, estudios forenses,
identificacion de contaminantes ambientales, medicina, diversas areas de la

quimica (organometalica, organica, inorganica, agricola, industrial, etc.). [25]
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Figura B1. Perfil infrarrojo acido lactico reportado en base de datos.

HIT-NO=4530 [SCORE= ( 1 [5DBS-NO=12682 [IR-NIDA-20634 : LIOUID FILH
LACTIC ACID
C4Hg0y
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Fuente base de datos UIS.

Figura B2. Perfil infrarrojo acido glicdlico reportado en base de datos

HIT-ND=1386 [SCORE= ( I [5DBS-NO=1267 [IR-NIDA-60563 : KBR DISC
GLYCOLIC ACID
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098 41 1729 4 996 &8 634 B0 |
3088 41 1432 29 938 41 S05 70
2940 31 | 1362 €6 | @95 33 | 483 6B O
2764 41 | 1264 B | @85 46

Fuente base de datos UIS.
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Figura B4. Perfil infrarrojo acido lactico experimental.
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Fuente: espectrémetro infrarrojo Ingenieria Quimica.

Figura B5. Perfil infrarrojo acido glicélico experimental.
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Fuente: espectrometro infrarrojo Ingenieria Quimica.
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Figura B3. Difraccion de rayos-x de la hidroxiapatita.
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METODOLOOGIA

1. Preparacion y Montaje de lac muectirac
L3z muestras fueron puverzadas en un morero de agata y levada a un tamafo de 28 um
(400 meszh). El espécimen seleccionado de Cada muesya fue montado en un portamuesina ge
aumnic mediante |3 técnica Oe lenado frontyl.

2. Toma de datoc de difracolon
2e realzd en un ditractometro de poivo marca PANaIytical modeio X' PERT FRO MFPD bajoc as
sipuientes condiciones:

Voltaje 4500V)

Comente 4C(imA)

Rengijaz Soler 0.C4 rad (Incidencia y Difraccion)

Renagijas Fijas 1/4 y 1/8 (incdencia) y 1/4 (Difraccion)

Myestreo 0.013* 2thety

Rango e Medicion £-70° 2thets

Radlacen Cuxat

Fitro N

Detecter de e2%a00 2010 re‘erencia PDIcel con 255 canales activos
Teo de barmdo Contnud

3. Tipo de Andlicic

Analiclc Cuailtativo

El analsiz cualitativo de las fazes prezentes en la muestra se realzd medante comparacion oel
perfil obzervado con 10s perfie: de gifraccion reportacos en 13 base de dawo: FPDF-2 gel
Internationai Centre or Di%action Data (ICODD)L

Analicic Cuantitativo

El ansizis cuanttatve de laz fazes encontradas se reaize medianie el refmamiento por el
Metooe de Rietveld del per’l cbzervado habdbéndoie 30regado 3 @ muestra una cantidad

conocica de un estandar intermo (Aiuminum oxide, -100mesh, $9%. Coundum, a-phase.
Algrich No. 23 474-5) correzponaiente 31 20%.
4. Informaolon cuminictrada por el cliente
Analicic elemental: No.

interéc por algunalc) face{c) en partloular: identificacion y cuanificackn de “azes
crizstalings.

*Los resuitados se relacionan dnicamente con (33 muesiras analizacas.
Pagnaldes
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RESULTADOS

1. HAPM (C2IP)
FASE "‘w‘ NOMERE CUANTITATIVO
[Canm i PO nm | OF how | CIS52438 | Hidexixelh | ZANDE-C]
Crictainos Hetpere
CoamMontinlPodoe | 010792186 | FosbboeCaco | 34%DE=02)
yMagrezo
Ty Crzaing [ 4%
Amoros y olros | 3%
2 HAPN (C210)
FASE |"‘,§§“ | NOMBRE CUANTITATNO
| Conm(POumm(Onpme | 010896433 | Hdoridpaty | LI%(DEeD4)
Crictalinoe | S Move | 000030168 | ‘whtooms | 2INDEeD2)
€8P 000090248 "‘F"“"c ® | 27%0E-02
Ty Crzang T a@sw
Ao y otres TRis
Nota.
O£ = Desviaciin estindar
Otcarvaokonec:

¢ Serecomiendd reaZy andlziz eementy pan COTCOINY B presenciy oe a2 fazes repartdds.

¢ En oz perfies oo Gfracoon se cbcenva 3 faze de Corundum - Auminum Oxide (estandar inemo), ef
G fue 3regaco 3 3 MUeZYd en urd Cantaad ConcOda pan 13 rezpectivd cuaratcacon,

49



Ll E U

L

e

Pagnad de s




AP N

- WA

O @20 T Peagbatn
= s e I
AT L 0 -

FLMME e it e e—

- Jl JG -'l J L Ji J L] -

1 %Ta
ERaboro: Revico:
Goo. Jocé Lulk Pinto C. Go0. M3o. Jeclc Andelfo Pinlla A
Profezony Anyiizhy Oirector Técnico
PQ. 2009 PO, 1585

PagnasSdes



ANEXO C PARAMETROS DE LOS CIRCUITOS EQUIVALENTES

Valores obtenidos mediante la simulacién de los circuitos equivalentes.

Tabla C1. Parametros de circuitos equivalentes a 0 horas

1 70-30 10 0 1.67E-07 | 0.68308
2 0.05 70-30 10 3 1.98E-06 | 0.58598
3 70-30 10 7 8.61E-06 | 0.83769
1 70-30 10 0 1.14E-05 | 0.82319
2 -0,05 70-30 10 3 6.92E-06 | 0.7342

3 70-30 10 7 1.20E-05 | 0.78761
1 70-30 10 0 1.24E-05 | 0.77577
2 ov 70-30 10 3 1.10E-05 | 0.80706
3 70-30 10 7 9.33E-06 | 0.64448

Fuente: los autores

Tabla C2. Parametros de circuitos equivalentes a 4 horas

1 70-30 10 0 1.68E-05 | 0.68308
2 0.05 70-30 10 3 1.58E-05 | 6.24E-01
3 70-30 10 7 9.61E-06 | 8.28E-01
1 70-30 10 0 1,36E-05 | 0,9726

2 -0,05 70-30 10 3 6.91E-02 | 0,73385
3 70-30 10 7 8.67E-02 | 0,82067
1 70-30 10 0 1.09E-05 | 7.21E-01
2 0 70-30 10 3 1.43E-01 | 0,74905
3 70-30 10 7 2.80E-06 | 4.83E-01

Fuente: los autores

Tabla C3. Parametros de circuitos equivalentes a 20 horas
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1 70-30 10 0 4.43E-06 | 7.42E-01
-0,05 70-30 10 3 6.16E-06 | 7.35E-01
3 70-30 10 7 1.60E-05 | 0.91791

Fuente: los autores

Tabla C4. Parametros de circuitos equivalentes a 24 horas

1 70-30 10 0 4.48E-06 | 7.16E-01
-0,05 70-30 10 3 9.09E-06 | 7.24E-01
3 70-30 10 7 1.66E-05 | 9.11E-01

Fuente: los autores



ANEXO D MICROSCOPIO DE FUERZA ATOMICA (AFM)

El microscopio de fuerza atémica, ha sido empleado para el estudio topoldgico de
la superficie de los materiales, es una de las principales técnicas dentro de las
técnicas de barrido de sonda por sus posibilidades de caracterizacion a escala
nanometrica y micrométrica[26], en una AFM se distinguen tres modos basicos de

operacion que son el modo de contacto, contacto intermitente, y no contacto.

En el método de contacto, la punta barre la superficie de la muestra, aplicando una
fuerza constante y sin levantar la punta de la superficie, la fuerza esta relacionada
con la deflexion que experimenta la punta mediante la constante de fuerza de
cantiléver. Asi se fija la deflexién de trabajo y a medida que se hace el barrido, el
escaner sube o baja para mantener la deflexion constante. El movimiento vertical
del tubo de barrido permite mantener una imagen topografica que generalmente

se llama imagen de alturas.

En el método de contacto intermitente se emite una sefial sinusoidal, haciendo
oscilar la punta a su frecuencia de resonancia. Los barridos se efectuan a una
amplitud de oscilacion constante, denominada amplitud de trabajo, el escaner
efectia movimientos parecidos al método de contacto generando una imagen de
alturas, y el afecto de interaccion de la punta con los distintos constituyentes de la
muestra, se produce un cambio en la fase de la onda sinusoidal aplicada, esto es

un desfase y la imagen es una imagen de fase.

En el método de no contacto también se aplica una onda sinusoidal, pero sin tocar
la muestra. Es mas complejo, ya que debido a la capa de contaminacion de agua
que recubre todas las muestras, podria en cualquier momento pasar a tocar la

muestra, sus aplicaciones se limitan al caso de muestras planas [27].
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Figura C1. Equipo utilizado para la realizacion de AFM

Fuente los autores
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ANEXO E MICROSCOPIA INTERFEROMETRICA
Figura E1. Imagenes microscopio interferométricoCristal con recubrimiento PLGA
70/30 HAP 10% Q 3%
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ANEXO F IAGRAMAS DE LA MICROBALANZA DE CRISTAL DE CUARZO
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Fuente los autores.
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Delta F
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Fuente los autores.
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ANEXO G DIAGRAMAS DE ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA
ELECTROQUIMICA

6,00 - - 10
g -0
] 5,00 - -10 "3"
© ©
S 4,00 - -0 g
3 0%
g- 3,00 A - -40 ©
S - 50 B
S 2,00 - o
:§ - -60 2
L _ c
E 1,00 - 70 .5
3 - -80
0,00 T T T T -90
-3,00 -1,00 1,00 3,00 5,00 7,00
Log frecuencia (Hz)
EIS 0.05V RPMI PLGA 70/30 HAP 10% 0 HORAS
__6,00 - - 10
-0 =
§ 5,00 . | _10 _§
S 4,00 - - 20 &
c - -30 o
(T (%2}
g 300 - , —rrrrrrrtot® - 40 &
- -50
E 2,00 - . 0 o
2 S
3 1,00 - -0
.g - -80 <
) 0,00 T T T T -90
S 3,00 -1,00 1,00 3,00 5,00 7,00
Log frecuencia (Hz)

EIS 0.05V RPMI PLGA 70/30 HAP 10% 4 HORAS

Fuente los autores
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Fuente los autores
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