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RESUMEN

La reconstrucciéon de defectos del complejo craneomaxilofacial es un desafio clinico
actual en odontologfa. Las técnicas comiinmente empleadas para regenerar y reparar el
tejido 6seo dafiado presentan grandes limitaciones cuando su capacidad de auto
regeneracion es superada por el grado de lesion. Esta problemadtica se puede relacionar
con diferentes pardmetros: el rechazo inmunoldgico, las complicaciones de una
intervencidn quirdrgica, incapacidad del injerto de proporcionar una recuperacion total de
la funcionalidad del tejido y un elevado costo econdémico. La ingenieria tisular, busca
complementar esas técnicas y solucionar sus inconvenientes empleando biomateriales
hibridos como soportes celulares. Los biomateriales hibridos estin formados por la
combinacion de dos o mas materiales de distinta naturaleza, buscan incrementar las
propiedades que cada uno de estos posee de manera individual, que se traduce en una
mayor actividad. La hidroxiapatita (HA) es un mineral formado por fosfato de calcio, su
composicion quimica es similar a la matriz inorgénica del hueso y exhibe alta afinidad por
los tejidos duros del huésped a través de unién quimica. La HA se caracteriza por ser
biocompatible, bioactiva, osteoconductiva, no inflamatoria, no inmunogénica y no téxica.
Al afadir un componente antimicrobiano a los biomateriales como las nanoparticulas de
plata con reportes de actividad osteogénica hace posible extender su funcionalidad
principalmente en aquellas zonas que son susceptibles a infecciones. El sistema
inmunoldgico juega un rol importante en la regeneracion dsea, se ha demostrado que
extractos dializados de leucocitos de bazo bovinos (IMMUNEPOTEN-CRP) puede
disminuir la produccién de TNF-a e IL-6, muestra propiedades anti-inflamatorias y anti-
oxidantes. El equilibrio homeostético del sistema inmunoldgico favorece la diferenciacion
y activacion de la osteoblastogenesis.

En el presente trabajo se desarrolld6 un hidrogel como biomaterial inyectable para
cavidades 6seas cargados con particulas bioactivas de HA, nanoparticulas de plata e
IMMUNEPOTENT-CRP para regular una reacciéon inmunoldgica que induzca la
diferenciacion y proliferacion osteobldastica favoreciendo la regeneracion del tejido dseo

danado.

v



ABSTRACT

The reconstruction of craniomaxillofacial complex defects is a real clinical challenge in
dentistry. The specific techniques used to regenerate, and repair damaged bone tissue have
great limitations when their capacity for self-regeneration is overcome by the degree of
injury. This problem can be related to different parameters: immunological rejection,
complications of a surgical intervention, inability of the injector to provide a total recovery
of tissue functionality and a high economic cost. Tissue engineering investigates
complementary techniques and solutions for its disadvantages using hybrid biomaterials
as cellular supports. The hybrid biomaterials are formed by the combination of two or
more materials of different nature, they look for the properties of each of these possesses
individually, which translates into a greater activity. Hydroxyapatite (HA) is a mineral
formed by calcium phosphate, its chemical composition is like the inorganic matrix of the
bone and exhibits high affinity for the hard tissues of the host through chemical binding.
HA is characterized by being biocompatible, bioactive, osteoconductive, non-

inflammatory, non-immunogenic and non-toxic.

By adding an antimicrobial component to biomaterials such as silver nanoparticles with
reports of osteogenic activity, its functionality can be extended mainly in areas that are
susceptible to infections. The immune system plays an important role in bone
regeneration, it has been demonstrated that dialyzed extracts of bovine spleen leukocytes
(IMMUNEPOTEN-CRP) can decrease the production of TNF-a and IL-6, also shows anti-
inflammatory and antioxidant properties. The homeostatic balance of the immune system

will favor the differentiation and activation of osteoblastogenesis.

In the present work a hydrogel we developed an injectable biomaterial for bone cavities
loaded with bioactive particles of HA, silver nanoparticles and INMUNEPOTENT-CRP
to regulate an immunological reaction that induces osteoblast differentiation and

proliferation favoring the regeneration of damaged bone tissue.



INTRODUCCION

En la prictica odontoldgica es frecuente encontrar pacientes que han perdido tejido éseo
por diversos motivos, principalmente debido al proceso natural de reabsorcién dsea
posterior a la pérdida de piezas dentarias, o producto de la destruccién de tejido a causa
de la enfermedad periodontal, la cual es una enfermedad inflamatoria crénica
caracterizada por la pérdida de soporte alrededor del diente, padecida por gran parte de la
poblacién adulta (Sowmya, Kumar et al. 2011). Ademads, existen otras condiciones que
implican pérdida 6sea en la regiéon maxilofacial, tales como defectos causados por
traumatismos, defectos congénitos como paladar fisurado y enfermedades adquiridas

como cdncer (Kaigler and Mooney 2001).

Hoy en dia, mantener la integridad y el contorno del reborde 6seo es un aspecto relevante
para la futura rehabilitacion de los pacientes (Ashman 2000). Por lo que sélo la
intervencion terapéutica es capaz de inducir su regeneracion para poder restaurar la forma
y funcién de las estructuras perdidas (Aichelmann-Reidy and Reynolds 2008).

El hueso humano es un tejido dindmico, altamente vascularizado, con la habilidad de
remodelarse a lo largo de la vida a través de la formaciéon de nuevo tejido por parte de
células osteoblésticas, y la resorcion 6sea, producida por células osteoclasticas (Cortizo,
Molinuevo et al. 2006). Estos procesos estdn regulados por una variedad de agentes, tanto
locales como sistémicos (Marie, Ammann et al. 2001), incluyendo factores de
crecimiento, hormonas y estrés (Yamaguchi 1998). Los tres elementos esenciales en
regeneracion Osea son osteogénesis, osteoinduccién y osteoconduccién (Giannoudis,
Dinopoulos et al. 2005). La osteogénesis es el proceso de formacion de nuevo hueso a
partir de células osteoprogenitoras presentes dentro del material de injerto. La
osteoinduccion es la capacidad de un material de estimular y activar las células
osteoprogenitoras que se encuentran en los tejidos adyacentes a él. La osteoconduccion es
la facilitacion y orientacion de vasos sanguineos y la creacion de nuevo sistemas de Havers
dentro del injerto 6seo, el cual actia como un andamio para la formacion de hueso nuevo

(Moore, Graves et al. 2001).



El principal componente inorgdnico del hueso de los vertebrados es la hidroxiapatita
(HA). La fase mineral del hueso esta formada por cristales de calcio y fosfato, organizados
en hidroxiapatita donde un 70% de la masa del hueso lo constituye este mineral, como
biomaterial ~ presenta  propiedades como  biocompatibilidad,  bioactividad,
osteoconductividad y unién directa al hueso (laneselli, Zhang et al. 2010). Los
nanomateriales exhiben propiedades unicas de superficie (topografia, quimica,
humectabilidad y energia de superficie), debido a un aumento significativo en el 4rea
superficial, rugosidad y energia superficial, lo cual se traduce en una mayor actividad,
comparado con los materiales convencionales o microestructurados (Mendonga,

Mendonga et al. 2008; Nayar, Bhuminathan et al. 2011).

Las nanoparticulas de plata (NPsAg) se han estudiado ampliamente por sus propiedades
antimicrobianas en comparaciéon con varios antimicrobianos o actuando de forma
sinérgica, proporcionando una amplia aplicabilidad en odontologia evitando o
disminuyendo la posibilidad de infeccion. Las nanoparticulas de plata en tecnologias
dirigidas a la salud bucal se han utilizado como agentes inorgdnicos en nanocompuestos
de base polimérica y recubrimientos de implantes mostrando actividad contra patégenos
cariogénicos, biopeliculas periodontales, patégenos fingicos, bacterias endodoénticas y
céancer oral. Al afladir un componente antimicrobiano a los biomateriales como las NPsAg
con reportes de actividad osteogénica hace posible extender su funcionalidad
principalmente en aquellas zonas que son susceptibles a infecciones (Ong, Lim et al. 2013;

Marin, Mihail Vlasceanu et al. 2015; Zhang, Liu et al. 2016).

El sistema inmunoldgico juega un rol importante en la regeneracién dsea. Altas
concentraciones de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6 son potentes
inductores de la reabsorcion o6sea. El IMMUNOPOTENT-CRP es un dializado
heterogéneo de sustancias de bajo peso molecular liberados por los leucocitos de sangre
desintegrados o de tejido linfoide homogenizado de bazo bovino. Estudios recientes han
demostrado efectos inmunomoduladores, antiinflamatorias y antioxidantes por tal motivo
en este proyecto se estudio su actividad en biomateriales para la regeneracion dsea con la
finalidad de generar ambiente propicio para la actividad osteobléstica (Franco-Molina,

Mendoza-Gamboa et al. 2005; Franco-Molina, Mendoza-Gamboa et al. 2011).



Con los avances de la medicina, nanotecnologia e ingenieria de tejidos y la necesidad de
realizar procedimientos reconstructivos 0seos que demandan mayores exigencias en
relacion con la devolucion de la estética y la funcionalidad perdida. En el presente estudio,
se llevd a cabo el desarrollo de nanocompositos para la regeneracion ésea a base de
nanoparticulas de plata, hidroxiapatita que sirven de fase inorgdnica y el
IMMUNOPOTENT-CRP como un modulador del sistema inmunoldgico para favorecer
la actividad de osteobldstica. Esto podré tener beneficios importantes en salud publica,
logrando el acceso de la poblacion a terapias que mejoren su calidad de vida en forma

significativa.



ANTECEDENTES

Histologia del hueso

El tejido 6seo es un tipo de tejido conectivo especializado altamente vascularizado,

compuesto por una fase inorgénica o mineral y una fase orgénica. Aunque sus propiedades

varian a lo largo de su estructura este tejido se caracteriza por su rigidez y elevada

resistencia a fuerzas tanto de tracciéon como de compresion. (Wheater and Young 2006)

La organizacién estructural a nivel macroscépico de este tejido es la que le aporta las

propiedades mecdnicas que tanto le caracterizan:

Hueso cortical o compacto: Es el tejido que forma la carpa externa de los huesos,
caracterizado por su dureza, fragilidad y alta densidad. Estd formado
longitudinalmente por osteonas, unas estructuras cilindricas que envuelven los
canales de Havers en los que se encuentran nervios, vasos sanguineos y linféticos.
Estos canales se conectan entre si transversalmente gracias a los conductos de

Volkmann.

Hueso trabecular o esponjoso: Este tejido estd localizado en la parte interna de los
huesos, caracterizado por su elevada porosidad. Estd formado por una red de
delgadas prolongaciones dseas, llamadas trabéculas, que estdn orientadas de tal
modo que el hueso pueda soportar esfuerzos de tracciéon y compresion. En los
espacios de la red trabecular se encuentra la médula dsea roja, donde se produce

la hematopoyesis (Eastoe, Hollamby et al. 2006).

A nivel microscopico el tejido 6seo se diferencia en dos fases:

Fase inorgdnica o mineral: Alrededor del 65% en peso se corresponde a la fase

inorgénica de este tipo de tejido constituido en su mayor parte por nanocristales

de hidroxiapatita (Cal0(PO4)6(OH)2) (figura 1).

Fase organica: El 30% en peso, aproximadamente, se corresponde a la fase

orgénica del tejido dseo. Estd formada principalmente de una matriz de coldgeno



tipo I, en la que se disponen los cristales de hidroxiapatita, que da lugar a las fibras
que constituyen las estructuras a nivel macroscOpico. Esta fase también estd

formada por la parte celular y una pequeiia fraccion de proteinas no coldgenas.

Hidroxiapatita (2x95%)
Fase inorganica o Apatita 6sea impura con alta concentracion de

mineral (265%) carbonato
Magnesio, sodio, potasio, fluoruro y cloruro
Tejido .
= - ColagenotipoI (~95%)
~ 0,
o800 Fase organica Matriz (298%) {Proteinas no colagenas (~5%)

Osteoblastos
Células (2%) 4 Osteocitos
Osteoclastos

(=30%)

Agua (=5%)

Figura. - 1 Fases del tejido 6seo a nivel microscopico.

Aungque el tejido 6seo no tiene un alto contenido celular es importante conocer la funcién

que realizan, ya que son vitales para la correcta formacion de estos tejidos. Las células

Oseas pueden clasificarse principalmente en: (Navarro Toro 2005).

Osteoblastos: Estas células crean el tejido 6seo, ya que son las que generan la
matriz 6sea. En el momento en que se encuentran rodeadas de matriz se
mineralizan transformandose en osteocitos.

Osteocitos: Son el resultado de la mineralizacién de la membrana de los
osteoblastos al finalizar su funcién. Residen en la matriz 6sea y son las que
permiten que el hueso siga siendo un tejido vivo ya que se encargan de mantener
el equilibrio entre las fases orgdnica y organica.

Osteoclastos: La continua regeneracion del tejido 6seo es posible gracias a la
accion de estas células que se encargan de la reabsorcion 6sea y de activar la accion
de los osteoblastos mediante marcadores celulares para la generaciéon de nueva

matriz 4sea.

El tejido 6seo cumple varias funciones en el organismo, tanto a nivel mecdnico como

bioldgico. Las funciones mecanicas principales son: (Comin M 1999).



e Proteccion: Gracias a las cavidades que forma la disposicion de ciertos
huesos se protegen los organos vitales y tejidos blandos de los posibles
traumatismos.
e Estabilidad y movilidad: El sistema musculo-esquelético (huesos, musculos,
ligamentos y tendones) proporciona la estabilidad del cuerpo y permite su

movimiento.

Algunas de las funciones bioldgicas que caracterizan el tejido 6seo son las descritas a
continuacion:

e Regulacién y almacenamiento: Este tejido regula el metabolismo de algunos iones
(Ca’+, Na+, Mg2+, PO%) y contiene la mayor reserva mineral del cuerpo, sobre
todo de calcio y fésforo.

e Hematopoyesis: Como se ha comentado anteriormente, en el hueso esponjoso se

localiza la médula 6sea roja que fabrica las células sanguineas.

Propiedades mecanicas del tejido 6seo

El hueso puede desempenar sus funciones mecdnicas resistiendo esfuerzos tanto de
compresion como de traccién y de cizalladura debido a determinadas propiedades
mecdnicas. Cabe destacar que es un material natural anisotrépico, lo cual significa que
segin en qué direccion se analice se obtendrdn unas propiedades u otras. También es
importante tener en cuenta que, dependiendo del tiempo y de la velocidad en que se
aplique la carga sobre el hueso, variardn sus propiedades mecanicas, ya que tiene un
comportamiento viscoeldstico (Barrere, Mahmood et al. 2008).

El equilibro que existe en el tejido Oseo, entre las fases inorgédnica y orgénica, le
proporcionan una combinacion perfecta para soportar cargas de distintos tipos. La fase
mineral se caracteriza por su elevada dureza y resistencia a esfuerzos de compresion y por
su fragilidad a esfuerzos de traccion. Pero gracias a la fase orgénica, blanda y ductil, el

hueso puede soportar esfuerzos de traccidon aportandole flexibilidad y elasticidad.



El tejido 6seo se diferencia estructuralmente en dos tipos cada uno de ellos le provee de
propiedades mecénicas diferentes.

En el hueso cortical, dado que los nanocristales de hidroxiapatita depositados en la matriz
Osea se orientan cristalograficamente en direccion longitudinal, tiene una mayor
resistencia tanto a la traccién como a la compresion en el eje longitudinal que en el eje
transversal. E1 médulo de elasticidad también varia segin la direccién en que se aplique
la carga.

Las propiedades mecénicas referentes al hueso trabecular dependen tanto de su densidad
que hace muy dificil su estudio y su rango de variacién es muy extenso. A pesar de ello,
ciertos ensayos han demostrado que su resistencia a la compresién es de 5-10 MPa y su

modulo de elasticidad de 50-100 MPa (Li, Yang et al. 2014; Chen and Thouas 2015).

Estrategias para la reparacion de tejidos

El tejido 6seo, gracias a su alta vascularizacién y a las células que lo forman, tiene una
gran capacidad de regeneracion. Tanto en la continua renovacion durante su desarrollo
como en respuesta a algun tipo de traumatismo o lesién. La regeneracién del tejido dseo,
al igual que cualquier otro tejido, no solo implica la reparacién de su estructura sino
también el restablecimiento de sus funciones a nivel bioquimico, metabdlico y
biomecanico (Barrere, Mahmood et al. 2008).

En ocasiones el nivel de defecto del tejido dseo supera su capacidad de autoregeneracién
debido al tamafio de la lesién como consecuencia de grandes fracturas, degeneracion del
tejido por osteoporosis o necrosis, infecciones, tumores, entre otros. Por ello existen
diversas técnicas de reparacion y regeneracion Osea con las que se intenta alcanzar el
maximo nivel de recuperacion posible tanto de su estructura como de su funcionalidad.
Algunas de las técnicas de reparacion y regeneracion 6sea existentes (Navarro Toro 2005;

Barrere, Mahmood et al. 2008).

Injertos

Una de las técnicas mas utilizadas en la regeneracion del tejido dseo es la utilizacion de

injertos, es decir, el reemplazo de un hueso o parte de él mediante un proceso quirtirgico



para reparar ciertos tipos de lesiones. Dichos injertos pueden clasificarse en tres grupos
distintos en funcion de su origen.

e Autoinjertos: Se trata de un trasplante en el que se extrae un fragmento de hueso
del propio individuo para luego implantarselo en el punto de la lesion. Aunque es
el caso de injerto de més éxito debido a que no presenta rechazos inmunolégicos
produce ciertas desventajas a tener en cuenta. Al tener que realizar dos operaciones
quirdrgicas el procedimiento se vuelve mds costoso, mas peligroso para el paciente
por posibles infecciones y la rehabilitacion resulta més larga y dolorosa. Ademas,
la cantidad de tejido de la que se puede disponer es limitada.

e Aloinjertos: Este trasplante se diferencia de los autoinjertos en el donante, ya que
en este caso el tejido proviene de un individuo humano diferente al paciente,
generalmente de uno fallecido recientemente. Este tipo de injerto evita la segunda
intervencién quirdrgica, pero en su lugar presenta un posible rechazo
inmunolégico y transmision de posibles patégenos (Reynolds, Aichelmann-Reidy
et al. 2010).

Para intentar evitar estos efectos el tejido es sometido a diversos tratamientos antes de ser
trasplantado. Ademas, sigue existiendo la limitacién de la disponibilidad de un donante.

e Xenoinjertos: Se basa en trasplantar un fragmento de hueso de origen animal.
Aunque con esta técnica no hay limitacion en cuanto a la disponibilidad de tejido
donante hay un gran inconveniente ya que existe un alto riesgo de transmisién de
enfermedades infecciosas y, obviamente, un alto riesgo de rechazo inmunolégico

(Bons, Lehmann et al. 2002; Sandor, Lindholm et al. 2003).

Conexiones anatomofuncionales entre el sistema immune y el tejido 6seo

Existen multiples contactos anatomicos y vasculares, asi como diferentes mecanismos
moleculares y celulares, que permiten la interaccion permanente entre el tejido 6seo y el
sistema inmune, de tal forma que podemos considerarlos como un conjunto funcional
integrado (sistema osteoinmune) (Geusens and Lems 2011). El hueso, en virtud de su
estructura, se relaciona interiormente con la médula Osea, participando en la

hematopoyesis y permitiendo la cooperacion local de células dseas e inmunes, tanto a



nivel local como a distancia a través de vasos nutricios y peridsticos, mientras que, a través
de las entesis y el esqueleto yuxtaarticular, se conecta con estructuras decisivas en el
proceso de destruccion articular que caracteriza a las enfermedades inflamatorias

articulares crénicas.

Las células de ambos sistemas comparten origenes comunes, ya que los osteoclastos (OC)
proceden de células madre hematopoyéticas y comparten su linaje con los monocitos y los
macréfagos, mientras que las células madre mesenquimales son las precursoras de los
osteoblastos (OB), que, a su vez, desempefian un papel central en la diferenciacién de las
células madre hematopoyéticas en los nichos adyacentes a la superficie endodstica (Calvi,
Adams et al. 2003). Algunas vias moleculares que participan en el remodelado, como la
parathormona (PTH), las proteinas morfogenéticas del hueso y la via Wnt, lo hacen
también en la regulaciéon de la hematopoyesis. Por otro lado, multiples citocinas
procedentes de linfocitos, células dendriticas y macréfagos, actian sobre las células del
remodelado 6seo (RO), tanto en su vertiente resortiva, generalmente a través de la via
RANK/RANKL/OPG, como en su vertiente osteoformadora, directa o indirectamente a

través de la sefial Wnt (Monroe, McGee-Lawrence et al. 2012).

Fisiologia de la remodelacion 6sea

El RO se produce en lugares concretos llamados compartimentos de remodelado 6seo, que
estdn compuestos por una grupo funcional de células que actian de forma coordinada,
denominada unidad multicelular bésica y que contiene OC, OB, osteocitos (OS), células
de la superficie dsea («linning») y células de los capilares de soporte (Feng and McDonald
2011). El ciclo se estructura en 4 fases consecutivas, pero no simétricas ni de la misma
duracioén, inicidndose con el reclutamiento de precursores de OC hacia un lugar de las
superficies quiescentes, en la superficie trabecular o endodstica o en la profundidad de una
osteona. Los OC maduros activan su maquinaria resortiva y labran una laguna (laguna de
Howship), que en la siguiente fase (fase de inversion) es «allanada» por la colaboracion
de células de estirpe macrofégica con las células del linning, lo que permite acudir a los
OB maduros que rellenan la cavidad de osteoide. Finalmente, se produce la mineralizacién

y la formacion de hueso maduro (Heino and Hentunen 2008).



En ausencia de enfermedad, la diferencia entre el corto periodo de resorcién y el largo
periodo de formacion (espacio de remodelado) no provoca consecuencias estructurales
relevantes. Sin embargo, cuando existe un desequilibrio entre ambos procesos y se
incrementa la frecuencia de activacién de unidades de remodelado, como ocurre en la
menopausia, el espacio de remodelado alcanza unas dimensiones considerables y puede
provocar aumento de la fragilidad ésea (muchas lagunas abiertas, sin que haya finalizado
el proceso de relleno osteobléstico).

En el esqueleto adulto normal hay unos 2 millones de sitios de remodelado que trabajan a
una velocidad de 25 pm por dia y reemplazan un volumen 6seo en cada micrositio de
0,025 mm®. El intervalo entre ciclos en la misma localizacién oscila entre 2 y 5 afios y la
tasa de remodelado del esqueleto completo es del 10% anual (3% en hueso cortical y 30%
en el trabecular). La vida media de los OC es de 2 semanas y su destino final, en
condiciones normales, es la apoptosis, mientras que la vida media de los OB activos es de
3 meses y su destino es triple, pues pueden sufrir apoptosis o quedar inactivos como
células del linning o enterrados en la profundidad de la matriz mineralizada por ellos

mismos fabricada, transformandose en OS (Mc Garrigle, Mullen et al. 2016).

Osteoblastos

La formacion Osea es dependiente del reclutamiento de un numero suficiente de
osteoblastos a las superficies que han sido sometidas al ataque de los osteoclastos.
Proceden de un subgrupo de células madre mesenquimales con capacidad de
diferenciacion osteogénica. Aunque la localizacién exacta de estas células in vivo no se
conoce, recientes estudios sugieren que podrian situarse en la superficie externa de los
sinusoides medulares y que alcanzarian las superficies Oseas a través de canales vasculares
en respuesta a sefiales procedentes de los sitios de remodelado, bien de la matriz
reabsorbida o de los propios OC activos. Una vez situados en la superficie 6sea, los OB
producen la matriz orgdnica (osteoide) y finalmente mueren por apoptosis o son

«enterrados» en la matriz calcificada, transformandose en OS (Marie and Kassem 2011).

Numerosos factores sistémicos y locales regulan la proliferacion, diferenciacion y
metabolismo de los osteoblastos, mediante mecanismos moleculares poco entendidos.

Entre ellos se encuentran hormonas, como la 1,25 dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D3) y
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la hormona paratiroidea (PTH), y las citocinas como las interleucinas (IL) 6 y 11, las
proteinas morfogénicas 0seas (BMPs) y los factores transformantes del crecimiento beta
(TGF-Bs) (Chen, Deng et al. 2012).

El TFG-B forma parte de una superfamilia de mds de 40 miembros donde también se
incluye a las proteinas morfogénicas 6seas (BMPs). La sefalizacion de TGF-f se
transmite a través de la membrana plasmaética por la formacién de complejos especificos
heteroméricos de tipo I y tipo II serina/treonina kinasa. La estimulaciéon autocrina y
paracrina por el TGF-f es importante en el mantenimiento y la expansién de las células
progenitoras mesenquimales. Huesos y el cartilago contienen cantidades de TGF-B y
células diana para la actividad TGF-B. Promueve la proliferaciéon y diferenciacion del
linaje osteoblastico a través de las vias MAPK y Smad2/3, y la activacion del factor de

transcripcion Runx?2 (Fig. 2) (Chen, Deng et al. 2012).
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Figura 2.- Via de sefializacion TGF-p.

El regulador master de la diferenciacion osteoblastica es Runx2, marcador que se expresa
de manera temprana en este linaje celular (Baek and Kim 2010). Es un factor necesario,
pero no suficiente, para que una célula progenitora se diferencie (fig. 3). Ademads, es
imprescindible para que se produzca tanto la osificacion endocondral como la
intramembranosa, ya que los ratones nulicigéticos para Runx2 no forman hueso
mineralizado en ninguna region del esqueleto y carecen de OB asi como de fosfatasa

alcalina, osteopontina y osteocalcina. En un estadio mas avanzado de diferenciacion
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intervienen otros factores, aunque los mds relevantes son PTH/PTHrp, GH/IGF-1 (que
desempefia un papel muy destacado en el mantenimiento de la masa muscular y dsea, y
en el envejecimiento), la gran familia de las BMP (Chen, Deng et al. 2012) (que
pertenecen a la superfamilia del TGF-f y son los factores osteogénicos mds potentes que
se conocen en la actualidad) y la via Wnt. En clinica, la BMP2 y la BMP7 se utilizan, a
nivel local, en fusion espinal y en defectos de unién de los huesos largos, respectivamente

(Higashi, Sukhanov et al. 2012).
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Figura 3.- Sefales moleculares que desempefian un papel clave en la diferenciacién y activacién

osteoblastica.

Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como “la creacion de materiales, dispositivos y sistemas
funcionales a través del control de la materia en la escala nanométrica (1-100 nm), y
explotacion de nuevos fendémenos y propiedades (fisicas, quimicas y bioldgicas) a esa
escala (Mendonga, Mendonga et al. 2008). Los nanomateriales exhiben propiedades

unicas de superficie (topografia, quimica, humectabilidad y energia de superficie), debido
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a un aumento significativo en el area superficial, rugosidad y energia superficial, lo cual
se traduce en una mayor reactividad, comparado con los materiales convencionales o
microestructurados. La nanotecnologia estd siendo explorada en multiples dmbitos
biomédicos. Las propiedades de superficie median la adsorcion especifica de proteinas y
la bioactividad celular, regulando el comportamiento celular y dictando la regeneracion
de tejidos. Estudios previos han demostrado que los materiales nanoestructurados con
propiedades de superficie favorables pueden promover mayor cantidad de interacciones
especificas de proteinas para estimular de manera mds eficiente el crecimiento de nuevo
hueso, en comparacién con los materiales convencionales. Todos estos mecanismos son
clave para comprender por qué los nanomateriales tendrian propiedades superiores en
relacion a los materiales microestructurados para estimular la regeneracion 6sea (Nayar,

Bhuminathan et al. 2011).

Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (NPsAg) se han estudiado ampliamente por sus propiedades
antimicrobianas en comparacién con varios antimicrobianos actian de forma sinérgica
proporcionando una amplia aplicabilidad en odontologia evitando o disminuyendo la
posibilidad de infeccion. Las NPsAg se han utilizado en tecnologias dirigidas a la salud
bucal como agentes inorgdnicos en nanocompuestos de base polimérica y recubrimientos
de implantes mostrando actividad contra patégenos cariogénicos, biopeliculas
periodontales, patégenos flingicos, bacterias endoddnticas y cdncer oral (Ong, Lim et al.
2013).

También han mostrado tener un amplio espectro contra bacterias grampositivas y
gramnegativas virus y hongos. De todos los metales antimicrobianos la plata tiene la
mayor eficiencia a bajas concentraciones en donde no tiene efectos toxicos en células de
mamiferos (Zhang, Liu et al. 2016). Ademads, los microorganismos tienen poca capacidad
de desarrollar inmunidad a la plata, por lo tanto, es ampliamente utilizado para disminuir

el crecimiento de microorganismos, en medicina (tratamiento de quemaduras, catéteres,
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recubrimiento de implantes) y otros campos (Silver 2003; Marin, Mihail Vlasceanu et al.

2015).

Es indispensable que la regeneracion Gsea sea de un volumen adecuado para restaurar la
estética maxilofacial y funciones musculoesqueléticas. Los defectos 6seos pueden ocurrir

como consecuencia de una lesion, cancer e inflamacion etc (Lu, Liu et al. 2016).

Una causa importante de defectos 6seos son las infecciones bacterianas crénicas, como la
periodontitis y peri-implantitis, enfermedades inflamatorias en la encia y hueso que rodea
el diente natural y el implante generando una pérdida de hueso. La prevalencia de
periodontitis severa con bolsas de 6 mm de profundidad es de un 10-15% (Petersen and
Ogawa 2012) en adultos y la tasa de incidencia de peri-implantitis es del 8.6% al 9.7%
después de 5 afios (Pjetursson, Tan et al. 2004; Jung, Pjetursson et al. 2008) y mayor al
14% después de 10 a 15 afios (Norowski Jr and Bumgardner 2009). La inflamacién de la
mucosa progresa mds en la peri-implantitis que, en la periodontitis, ademas la lesion
inflamatoria de la peri-implantitis se extiende mds rapidamente hacia la medula 6sea, por
lo tanto, la progresién de la perdida 6sea es en mayor medida que en la periodontitis

(Ericsson, Berglundh et al. 1992).

El tratamiento estandar para los defectos dseos infectados es la eliminacién de la seccion
necrética, administracion local y/o sistémica de antibiéticos y una reconstruccion de los
defectos Gseos por injertos de hueso. En estos casos la rehabilitacion es mds prolongada
principalmente por la dificultad de control de infecciones. Las bacterias adheridas a un
implante pueden convertirse en una fuente potencial de infeccién del tejido circundante
(Riool, de Boer et al. 2014). Los antibidticos mas comunes para el tratamiento de
infecciones Oseas son la tetraciclina y vancomicina, sin embargo, el tratamiento con
antibidticos tiene varios inconvenientes como la potencial toxicidad sistémica y pobre
penetracion a los tejidos necréticos en el sitio de la herida, a largo plazo la administracion
local de antibidticos puede causar resistencia (Lewis, Supronowicz et al. 2012). Es
importe el desarrollo de un método eficaz que al mismo tiempo pueda erradicar la

infeccion y promover la formacion de hueso nuevo.

En la dltima década, se han desarrollado nuevos biomateriales con propiedades

antibacterianas y osteoinductoras para proporcionar una opcidén viable para la
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regeneracion de defectos Oseos infectados (Zheng, Yin et al. 2010; Wang, Wang et al.

2011; Li, Xu et al. 2013).

Las nanoparticulas de platas son un grupo de dtomos de iones plata con un didmetro de 1
a 100 nm. Las NPsAg son interesantes para aplicaciones médicas debido a sus propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias por ser biocompatible y favorece la curaciéon de
heridas, en comparacion con la alta toxicidad de los iones de plata, las NPsAg tienen una
mayor drea de superficie contra las bacterias y lo mds importante menor toxicidad para
los humanos. Se ha reportado concentraciones minimas inhibitorias de NPsAg de 0.35
ng/ml para Escherichia coli y 3.5 ng/ml para Staphylococcus aureus (Kim, Kuk et al.
2007). Las propiedades antimicrobianas pueden atribuirse a los diferentes mecanismos
como dafio en la membrana bacteriana, la inhibicion de la replicaciéon del DNA sintesis
proteica y actividad enzimadtica y una alteracién de la respiracion celular. Por lo que la
resistencia antimicrobiana es extremadamente rara esto sugiere que los multiples
mecanismos bactericidas actdan en sinergia. Esta propiedad le confiere a las NPsAg la
capacidad de eliminar las biopeliculas formada por bacterias resistentes a los antibidticos

(Silver 2003).

Por otro lado, si se aplica la concentracién adecuada puede promover la actividad
osteogénica. Quin et al. Reporté el efecto osteogénico de las NPsAg en células
mesenquimales de origen urinario, ellos demostraron que 4 ug/ml de NPsAg y 2ug/ml del
NOs3Ag no afectaron la viabilidad celular. Los 4 ug/ml de nanoparticulas de plata se
asociaron a un aumento en la actividad de ALP y en la mineralizaciéon extracelular
mientras que los 2 ug/ml de NO3Ag no mostré un efecto. Asi mismo las nanoparticulas de
plata aumentaron la expresion de mRNA de Runx2, ALP, BMP2, colageno 1, OCN y
Osteoponina expuestas por 7 14 y 21 dias en comparacién de los controles en contraste
del efecto del nitrato de plata no fue visible (Qin, Zhu et al. 2014). Mahmood et al. Report6
nanomateriales con NPsAg que promover la mineralizacién en células MC3T3-E1

mediante un aumento en la expresion de genes osteogénicos (Mahmood, Li et al. 2011).
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Hidroxiapatita

La hidroxiapatita (HA), es una cerdmica bioactiva. Entendiendo como material bioactivo
aquel que puede inducir una actividad bioldgica especifica. En ingenieria tisular dsea;
aquel material que sumergido en suero induce la formacién de hidroxiapatita natural
(Gotz, Miiller et al. 2004).

HA es un componente natural del hueso, la hidroxiapatita sintética implantada en el
organismo es utilizada por el mismo para la sintesis de HA natural. Con la férmula
Cal0(PO4)60H2 es el fosfato de calcio més utilizado en la fabricacién de implantes para
tratamiento de tejido 6seo, por ser el compuesto mds parecido al componente mineral de
los huesos. La diferencia principal entre la hidroxiapatita sintética y la presente en el hueso
es la ausencia de impurezas en la estructura de la HA sintética, principalmente, iones de
carbonato y magnesio (Jin, Takita et al. 2000).

Presenta buenas propiedades como biomaterial tales como biocompatibilidad,
bioactividad, osteoconductividad y unién directa al hueso (Ianeselli, Zhang et al. 2010).
La hidroxiapatita se comenzd a utilizar en aplicaciones clinicas en 1981, como un
granulado para relleno de lesiones periodontales. Se continuaron los estudios
obteniéndose datos favorables, ausencia de toxicidad, de respuesta inflamatoria, de
formacidn fibrosa, y la habilidad de unirse al hueso directamente (Parhi, Golas et al. 2009;
Tagaya, Ikoma et al. 2011). Estudios experimentales a largo plazo confirmaron su
biocompatibilidad, lo que llevo a considerar las cerdmicas fosfacélcicas los materiales més
compatibles, en cuanto a la respuesta del hueso al implante. El seguimiento a largo plazo
en aplicaciones clinicas ha confirmado estos estudios. La capacidad osteoconductora de
la HA, se debe a que el material puede proporcionar el entramado que facilite la
penetracion del nuevo hueso en el implante. Un material osteoconductor, puede llegar a
ser osteointegrado si se llega a formar una unidn fisico-quimica entre el implante y el
hueso vivo a partir del crecimiento dseo. Para ello se requieren areas de intimo contacto,

estabilidad primaria y material bioactivo y compatible con el hueso (Vroman and Adams

1969).

Se encuentran gran cantidad de investigaciones basadas en este componente, centradas en
el desarrollo de métodos de conformado para obtener materiales con diversas

caracteristicas morfoldgicas, estudios de porosidad, caracteristica que influye en la
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integracion con el hueso, pero no se encuentran estudios comparativos de caracteristicas

texturales que influyan en su aplicacién en ingenieria tisular.

En la actualidad, aunque existen hidroxiapatitas comerciales, no ofrecen una
homogeneidad adecuada. Entre dos lotes distintos de producto se encuentran grandes
diferencias en cuanto a caracteristicas de tamafio de particulas y superficie especifica.
Ademads, otro problema con estas cerdmicas comercializadas es que poseen una porosidad
y propiedades mecénicas estandarizadas y por tanto, no pueden ser adaptadas a

aplicaciones especificas (Turbill, Beugeling et al. 1996).

Las unidades funcionales bdsicas de células y tejidos estdn definidas en la escala
nanométrica. El hueso es un compuesto ceramico natural formado por fibras coldgenas
que contienen nanocristales inorganicos de hidroxiapatita, cuyo tamaiio varia entre los 25-
50 nanémetros de largo(Zhou and Lee 2011). Estos cristales se forman en una matriz
orgénica y tienen uniones cristal-cristal débiles, por lo tanto, la reabsorcion mediada por
osteoclastos es homogénea. HA micrométrica al contrario, presenta menor drea superficial
y uniones cristal-cristal fuertes, es altamente estable, y en consecuencia, menos
bioreabsorbible, lo cual constituye una caracteristica indeseable, retrasando la tasa de
regeneracion Osea al ser utilizada como sustituto de hueso (Kivrak and Tas 1998) Por estas
razones, el mineral éseo presenta mayor bioactividad que HA sintética (Kim 2003). HA
nanométrica (nHA) presenta morfologia, tamaio y cristalinidad comparable con aquellas
apatitas que constituyen los tejidos duros humanos. La liberacion de iones Ca2+ de nHA
es similar a la de apatita 6sea y significativamente mds rdpida que la de la apatita
convencional (micro-HA) (Murugan and Ramakrishna 2004). Se ha registrado que el
proceso de reabsorcion de HA sintética (forma convencional) es diferente al del mineral
Oseo. Otras publicaciones han concluido que la bioreabsorcion in vitro de nHA es mayor
que la de HA convencional, por tanto, mas cercana a la de la apatita bioldgica En relacion
a las propiedades mecdnicas, se ha demostrado que nHA posee sinterabilidad mejorada y
densificacion aumentada debido a su mayor area de superficie, lo que podria mejorar su

resistencia a la fractura como también otras propiedades (Fathi, Hanifi et al. 2008).

Una de las principales propiedades de la hidroxiapatita es la capacidad de sustitucion

i6nica. La localizacion de los grupos hidroxilo pueden ser ocupados por iones similares
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en tamafo y carga como CI" o F. y la localizacién de los iones fosfatos poder ser
sustituidos por BOs* y la localizacién de los cationes de calcio pueden ser intercambiados
por Mg?*, Mn?* o Sr?* (Palcevskis, Dindune et al. 2011; Aina, Lusvardi et al. 2012). Esta
capacidad de intercambio i6nico es usada recientemente en la ingenieria de biomateriales.
La introduccién de pequeiias cantidades de algunos iones puede causar cambios o mejoras
en los procesos bioldgicos fisicoquimicos, o propiedades mecanicas (Shepherd, Shepherd
et al. 2012; Noor 2013). Como el Mn?* que favorecieron la proliferacién e incremento su

biocompatibilidad en osteoblastos humanos SAOS-2 (Palcevskis, Dindune et al. 2011).

Durante la sintesis de HA/Ag diferentes concentraciones de plata pueden ser agregadas,
desde 0.1% a 10% de peso. Concentraciones de 0.2% de plata ha inhibido efectivamente
el crecimiento de K. pneuomniae and C. krusei. En contraste con la actividad antibacterial
de 0.5% de plata en la hidroxiapatita que tiene efecto contra E. coli y B. subtilis y el
crecimiento de Staphylococcus epidermidis fue inhibido con plata al 1% (Choi, Cho et al.
2004; Costescu, Ciobanu et al. 2013). Una cantidad excesiva de plata en la hidroxiapatita
puede ser toxica, no solamente para los microorganismos sino también para el tejido de
mamiferos y puede conducir a la inhibicién de estos (Choi, Cho et al. 2004; Roy, Fielding

et al. 2012; Thian, Lim et al. 2012).

Por lo tanto, es importante la selecciéon de la concentracion de plata apropiada en la
hidroxiapatita, debe de ser suficiente para combatir eficazmente a los microorganismos

mientras que se deberia limitar el efecto negativo en células de mamiferos.

Bioactividad

Un material bioactivo se define como un material que provoca una reaccién especifica de
superficie cuando es implantado en el cuerpo, llevando a la formacion de una capa tipo
HA que es responsable de generar una unién firme con los tejidos duros. El
comportamiento bioactivo de HA y otras cerdmicas se puede demostrar preliminarmente
por la mineralizacion in vitro. Este experimento permite evaluar la bioactividad de un
material por su capacidad de generar una capa de HA en su superficie cuando es sumergido
en fluido corporal simulado (SBF) (Kokubo and Takadama 2006). El mecanismo
propuesto es que los materiales bioactivos muestran una carga superficial negativa en

SBF, debido a deprotonacion de grupos tipo -COOH u -OH a pH fisioldgico. Esta carga
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negativa atrae iones de calcio creando una capa rica en Ca2+ con potencial de superficie
positivo, que atrae a iones negativos en soluciones tipo fosfato, llevando a la deposicién
de una capa pobre en Ca®* (Fig 4). Este proceso se repite generando la capa de HA en la
superficie del material. Se ha sugerido que la bioactividad in vitro es un indice del
potencial bioactivo de un material in vivo (Kim, Knowles et al. 2005; Landi, Tampieri et

al. 2005).
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Figura 4.- Ejemplo de formacién de apatita sobre una superficie de biovidrio

IMMUNEPOTENT-CRP

Es un dializado de una mezcla heterogénea de sustancias de bajo peso molecular liberados
por los leucocitos de sangre desintegrados o de tejido linfoide homogeneizado obtenido
de bazo bovino. Este extracto dializable de leucocitos (EDL) contiene diferentes
componentes y se ha demostrado que varios de ellos son capaces de modificar la respuesta
del sistema inmune, sus moléculas son de un tamaflo menor a los 3.500 Da (Franco-
Molina, Mendoza-Gamboa et al. 2004; Franco-Molina, Mendoza-Gamboa et al. 2005;
Franco-Molina, Mendoza-Gamboa et al. 2006). Existen distintos estudios donde se
comprueban las diferentes actividades del ICRP tanto in vitro como in vivo (Rodriguez-
Balderrama, Pérez-Martinez et al. 2000). En el 2005 se demostr6 que este compuesto
puede disminuir la produccién de TNF- o y de IL-6 y a su vez aumentar la produccién de
IL-10, después de ser utilizado como tratamiento, en macréfagos peritoneales murinos
estimulados con lipopolisacédridos (LPS) (Franco-Molina, Mendoza-Gamboa et al. 2005).
Este grupo de investigadores comprob6é que el ICRP puede modular la expresion de
mRNA de algunas citocinas pro-inflamatorias en células sanguineas humanas estimuladas

con LPS, asi como la produccion de estas mismas (TNF- a, IL-6 e IL-10) sin afectar la
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viabilidad de las células sanguineas (Franco-Molina, Mendoza-Gamboa et al. 2007).
Recientemente se observaron otras propiedades anti-inflamatorias del ICRP en
macréfagos humanos estimulados con LPS de las cuales podemos destacar que disminuye
la produccién de 6xido nitrico (ON) y TNF-a, incrementa moléculas antioxidantes y
disminuye la fosforilacion de IkB y la unién de NF-kB al DNA. Las caracteristicas del
ICRP para modular moléculas oxidantes e inflamatorias es de mayor importancia ya que
estos metabolitos son potentes mediadores pro-inflamatorios. El tratamiento con este
compuesto disminuye las moléculas mencionadas anteriormente incrementando la
actividad antioxidante intracelular de catalasas (CAT), glutatiéon peroxidasas (GPx) y
stper 6xido dismutasas (SOD) estas secuestran, reparan y previenen el dafio causado por
los radicales libres como el 6xido nitrico (NO), prostaglandinas (PGs) y ciclooxigenasa-2
(COX-2) (Franco-Molina, Mendoza-Gamboa et al. 2011). Se ha considerado que la sobre
regulacion de la IL-6 dada por el extracto, pueda promover la resolucion de la inflamacién
iniciando el reclutamiento de los neutrdfilos y favoreciendo la infiltracién de los

monocitos (Ojeda, van’t Veer et al. 2005).

Se ha reportado que varios factores humorales que promueven la resorcion de hueso
actian, al menos en parte, incrementando la expresion de RANKL, tal es el caso de la
parathormona, la 1,25 dihidroxivitamina D o algunas citocinas, como la IL-6 (Riches,
McRorie et al. 2009).

Otra citocina pro-inflamatoria como el TNF- a causa destruccién del hueso por la
induccién de la actividad de los osteoclastos, e inhibicién de la osteoblastogenésis por
diferentes mecanismos. Aquellos niveles altos de TNF- o inhiben la formacién de hueso
in vitro, como in vivo. Sin embargo, las bajas dosis pueden aumentar la proliferacion de

osteoblastos. Esto sugiere un nivel homeostatico de TNF-a para la regeneracion 6ptima

del hueso (Kotake and Nanke 2014) .

Ingenieria de tejidos

Uno de los puntos clave en la regeneracion de tejidos es desarrollar estructuras
tridimensionales que sustituyan parte del 6rgano dafado o actien como vehiculo para

transportar células y moléculas a lugares concretos del organismo. A pesar de las
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excelentes propiedades de las cerdmicas bioactivas, su uso aislado en forma de polvo no
cumple con estos objetivos. Aplicaciones de ingenieria tisular han indagado en el
desarrollo de nuevos biomateriales para estos fines. La ingenieria tisular (IT) se define
como un campo interdisciplinario que aplica principios de ingenieria y ciencia para
desarrollar sustitutos bioldgicos que restauran, mantienen o mejoran la funcién tisular.
Esta disciplina se ha dedicado durante la década pasada a recrear 6rganos y tejidos
funcionales con el objetivo de reemplazar tejidos enfermos o muertos (Kaigler y Mooney,
2001). LaIT involucra conocimiento de dreas como biologia celular, bioquimica, quimica,

fisica, medicina e ingenieria, entre otros (Kaigler and Mooney 2001).
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JUSTIFICACION

A pesar de que los injertos 6seos han conseguido éxito y han sido uno de los mejores
avances de la medicina, poseen ciertas limitaciones, considerando las desventajas y los
costos altos que se le agregan al paciente. Es necesario contar con biomateriales de
generacion mds avanzadas, que busquen restituir la funcién de los elementos de la cavidad
oral que se han perdido, y que impliquen menor morbilidad asociada a la técnica, menor
cantidad de procedimientos invasivos, menor riesgo de transmision de enfermedades y
mayor aceptacion del paciente. Debido a esta situacion es de gran interés el desarrollo y

uso de nuevos materiales para reparacion de tejidos 6seos.
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HIPOTESIS

Los sustitutos 6seos a base de particulas de hidroxiapatita, nanoparticulas de plata e

IMMUNOPOTENT-CRP favorecen la regeneracién 6sea.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de regeneracién Osea de nanocompositos cargados con

hidroxiapatita, nanoparticulas de plata e IMMUNEPOTENT-CRP

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de hidroxiapatita/plata.

2.- Evaluar la bioactividad in vitro de las nanoparticulas de hidroxiapatita/plata en fluido

corporal simulado.
3.- Determinar la liberacién de Ca?* de las nanoparticulas de hidroxiapatita/plata.

4.- Evaluar la actividad citotoxica y genotéxica de las nanoparticulas de

hidroxiapatita/plata.
5.- Evaluar la actividad antimicrobiana de las particulas hidroxiapatita/plata.

6.- Determinar el efecto del nanocompuesto en la producciéon de proteinas especificas

asociadas a la regeneracion 6sea (Osteocalcina, Runx2, TGF-) en un cultivo in vitro.

7.- Determinar el efecto del nanocomposito en la produccién de citocinas inflamatorias,

su efecto antioxidante en un cultivo in vitro.
8.- Determinar el porcentaje de hinchamiento y degradacion del nanocomposito.

9.- Evaluar la bioactividad de regeneracién dsea del nanocomposito en un modelo in vivo.
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METODOLOGIA

Sintesis de particulas de hidroxiapatita con nanoparticulas de plata (HA/Ag)

La sintesis de HA se realizd a través del método de co-precipitacion reportado por
Vukomanovic (Vukomanovi¢, Bracko et al. 2011) con algunas modificaciones. Nitrato de
calcio tetrahidratado (Ca(NOs)2. 4H>0,), fosfato de amonio di hidrogenado (NH4H2POy4)
y Nitrato de plata (AgNOs3) fueron usados como precursores a través del siguiente
procedimiento. Una solucién 0.012 M de NH4H>PO4 se agregé gota a gota a un volumen
igual de una solucién 0.02 M de Ca(NO3)2.4H>0, bajo agitacion constante de 15 000 rpm.
Posteriormente se agregd por goteo urea 0.03 M y nitrato de plata 0.10 mg/ml en un
volumen final de 100ml. Después de la mezcla se calent6 a 80°C por 30 minutos. Se ajustd
y mantuvo el pH con una solucién de hidréxido de amonio (NH3) en un pH 5.5. La
solucién resultante estuvo bajo agitacion por 1 hora y se dejé reposar por 24 horas a
temperatura ambiente. El precipitado fue separado y lavado a través de tres ciclos
repetidos de centrifugado y redispersion en agua destilada, de 10 minutos cada uno a 4000
rpm. Luego, el precipitado se secé a 70°C en un horno por 24 horas, obteniéndose

finalmente un polvo blanco y fino de HA/Ag.

Afadir
(NH,),CO

Ajustar
pH 5.5

Mezcla de Calentara 90 °C Polvos de HA/Ag
reactivos

Figura 5. Esquema de reaccién para la sintesis de particulas de HA/Ag
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Caracterizacion de particulas de HA/Ag

Difracciéon Laser

El andlisis de la distribucién de tamaifio de las particulas de HA/Ag se realizaron por
difraccion laser en un equipo HELOS (H3421) y RODOS. 5 mg de muestra fueron

depositados en el portamuestra usando un método de dispersiéon con 3.00 bar de presion.

Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR)

Esta técnica permite determinar los modos de vibracién de los grupos quimicos y su
modificacién por interacciones quimicas y/o electrostiticas de los componentes del
material sintetizado (HA/Ag). Las particulas obtenidas se analizaron por medio de un
espectrofotémetro de infrarrojo marca Perkin Elmer modelo Spectrum One con
aditamento de ART, analizados por la técnica de transmisién en un intervalo de 4000 a

650 cm™! y 24 barridos con una resolucién de 4 cm™!.

Difraccién de rayos X (DRX)

Las mediciones se realizaron empleando un difractémetro de Rayos X marca Rigaku
model ULTIMA 1V, equipado con fuente de cobre (A\=1.5406 A) operando a 30 kV y 20
mA, las muestras se fijaron en una lamina de cobre y los datos fueron colectados en un
rango de 4 a 60° con un rango de movimiento angular de 0.02° y de esta manera se obtuvo
el grado de cristalinidad del material, asi como los d4ngulos de difraccién proveniente de
las nanoparticulas en el material. El software usado para analizar el espectro fue MDI Jade

5.0 (versién libre).

Microscopia electronica de barrido (SEM)
Se uso para revelar la morfologia, tamafio de las particulas sintetizadas y la composicion
elemental de las mismas por la técnica de espectroscopia de energia dispersa (EDS).

Las particulas de HA/Ag se dispersaron en isopropanol usando un bafo ultrasénico, la
muestra se coloco sobre una cinta de grafito hasta secar, se examinaron es un microscopio

JOEL JXA 840A.
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Espectroscopia de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)

El andlisis de la concentracion de plata fue realizado por mediciones de espectrometria de
masas de acoplamiento inductivo. Las muestras de HA/Ag fueron carbonizadas a 300°C
por 1 hora, el polvo obtenido se colocd en porta muestras de teflon. Posteriormente se
sometieron a una digestion dcida a 250°C con &cido nitrico y dcido clorhidrico por 15

minutos.

Espectroscopia Fotoeléctrica de rayos X (XPS)

El XPS es una técnica analitica de superficie, se basa en el uso de una fuente de rayos X,
como radiacion primaria para provocar la ionizacion de los 4tomos de una muestra. Se
utilizé para establecer la composicion primaria de las muestras en la superficie e
identificar la, presencia de Ag y su estado quimico. Los espectros se obtuvieron en un

equipo XPS (Thermo scientific).

Ensayo de actividad citotoxica de nanoparticulas de HA/Ag

Se cultivaron 1 x 103 células éseas MG-63 en medio D-MEM (Gibco) enriquecido con
10% suero fetal bovino (Gibco) bajo una atmésfera a 37°C con 5% de CO? en placas de
96 pozos. Se tomaron en cuenta controles de crecimiento a los cuales no se agregd ningin
tratamiento. Los pozos se trataron con diferentes concentraciones de HA/Ag (250-7ug/ml)
y ICRP (1 — 0.031 U/ml cuando el cultivo celular llegé a un 80% de confluencia misma
que se observo en el microscopio. La exposicion de las particulas en las células se evalu6
en un tiempo de incubacion de 24, 48 y 72 horas Posteriormente, se afiadi6 la soluciéon
bromuro (4,5-dimetiltiazol-2-1lo)-2,5-difeniltetrazol (MTT Cell Viability Assay Kit
Biotium) para obtener una concentracion final de 0.5 mg/ml por pozo, se homogeniz6
agitando suavemente y se incubd a 37°C durante 4 horas. Después se anadié 200 pl de
DMSO para disolver el formazan (MTT reducido) pipeteando varias veces.

Posteriormente se utilizo el lector de placas de ELISA iMark® Microplate Absorbance
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Reader (BioRad) a una longitud de onda de 570nm para su lectura. Cada experimento se

desarroll6 por triplicado para confirmar los resultados.

Evaluacion genotoxica de particulas de HA/Ag por ensayo cometa.

A partir de un cultivo de células 6seas MG-63 confluentes en un frasco de cultivo de 25
cm?, se centrifugé un volumen que contenia 1x10° células/ml y resuspendié en PBS 1x
frio, previamente se precalentd la agarosa (Oxiselect™) en bafio maria a 90-95°C por 20
minutos y se mantuvo a 37°C para evitar su gelificacion, se mezclé la muestra con la
agarosa en una relaciéon 1:10, e inmediatamente se agregd 75 ul a cada pozo del
portaobjeto, se dejo gelificar a 4°C en la obscuridad por 15 minutos. Se transfirié el
portaobjeto al buffer de lisis por 30 minutos a 4°C en la obscuridad, cuidadosamente se
retir6 el buffer de lisis y se reemplazé con solucidn alcalina por 30 minutos a 4°C en la
obscuridad. La electroforesis se realizé en una solucién alcalina durante 15-30 minutos a
35 volts. Transcurrido el tiempo se lavé con agua destilada por 2 minutos, y etanol frio al
7 % por 5 minutos posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente y se afiadié 100
ul/ por pozo de “green dye” y se incubd por 15 minutos, se observé al microscopio con el

filtro FITC.

Ensayo de bioactividad en fluido corporal simulado

La habilidad de las particulas de HA/Ag para inducir la formacion de apatita se evalu6 en
un fluido corporal simulado (SBF), el cual tiene concentraciones i6nicas similares a las
del fluido extracelular humano. Para la realizacion de este ensayo, basado en el método
propuesto por Kokubo y Takadama, 2006 (Kokubo and Takadama 2006), se prepar6 en
primer lugar la solucion de SBF bajo la siguiente composicion i6nica estandar: Na+: 142.0
mM; K+: 5.0 mM; Ca2+: 2.5 mM; Mg?*: 1.5 mM; CI': 148.0 mM; HCO32: 4.2 mM; HPO,
2: 1.0 mM; SO4*: 0.5 mM. En segundo lugar, se disolvieron las sales antes mencionadas

en un vaso precipitado de 1000 mL, en el mismo orden en el cual se mencionan. La adicion
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de cada reactivo se realiz6 una vez disuelto completamente el reactivo previo. El fluido se
neutraliz6, ajustandolo a pH fisiolégico de 7.4, a 37 °C con Tris/HCL Una vez agregada
la dltima sal y ajustado el pH, se aforé con agua destilada hasta completar 1000 mL de
volumen. Smg/ml de particulas HA/Ag fueron sumergidas en 50 mL de SBF 1X, en tubos
conicos de 50 ml de polietileno a 37°C, usando un bafio termostético con agitacion leve y
constante por 1, 7, 14 y 21 dias, el medio se cambié cada 2 dias para mantener la
concentracion idnica. las particulas fueron removidas del SBF al finalizar cada periodo de
incubacidn, se lavaron con agua destilada y secaron a 60°C por 24 horas. La fase de
formacién de apatita en la superficie de las particulas HA/Ag fue analizada con DRX y

microscopia SEM equipada con EDX.

Ensayo de liberacion de calcio de los polvos de HA/Ag

El método empleado para determinar este parametro fue el del complejo de O-
cresolftaleina. El calcio forma un complejo de color purpura con O-cresolftaleina en un
medio alcalino. La inclusién del HCI ayuda al calcio liberado unido a proteinas y al 8-
hidroxi-quinolina a eliminar la interferencia por magnesio, 2-amino, 2-methyl y 1-
propanol (AMP) proporcionan el medio alcalino adecuado para el color de la reaccion.
Se preparé una solucion de Hank’s sin Ca®* y se conservé en refrigeracion hasta su uso.
Posteriormente se prepar6 el buffer AMP (2-amino 2-metil 1-propanol 1.57 M pH10.7) a
y el reactivo de coloracion (HCL 3.479 mM, O-cresolphtaleina 0.015nM, 8-
hidroxiquinolina 6.88nM) y se conservaron hasta su uso. Los intervalos de tiempo en los
que se medio el rango de liberacion de calcio fueron 1, 7, 14 y 21 dias. Para ello primero
se afiadid la misma cantidad de particulas (3mg) en cada tubo cénico de 1.5 ml y se
prepararon 3 repeticiones para cada muestra a analizar.

Luego se afiadié 1 ml de soluciéon de Hank’s sin Ca®* en cada tubo y se incubé por los
tiempos establecidos a 37°C. También se utilizaron tubos unicamente con solucién de

Hank’s sin Ca®* como blanco en todos los resultados para evitar medidas erréneas.

29



Transcurrido cada tiempo se centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 10 minutos, se
extrajo el volumen de la solucién de Hank’s con el Ca** liberado en 1, 7, 14 y 21 dias, se
traspasaron a nuevos tubos y se conservaron en refrigeracion.

Para medir el rango de liberacién de Ca>* se utilizaron placas de 96 pozos estériles en las
que se afiadié en cada uno de los pozos 97,5ul de coloracién, luego Sul de las soluciones
de Hank’s con el calcio liberado y finalmente 97,5ul del buffer AMB. Se protegieron de
la luz con papel de aluminio y se dejaron incubando a temperatura ambiente durante 15
minutos. De cada tubo con solucién de Hank’s y el calcio liberado se hicieron tres
medidas. Con lo que finalmente se obtuvieron 9 valores para cada variable de tiempo.
Finalmente se midi6 la absorbancia con el espectrofotémetro a 570 nm. Las respectivas
concentraciones de Ca>* se determinaron mediante una funcién lineal dada por una curva

de calibracion.

Se repitid este experimento utilizando medio DMEM el cual fue conservado para evaluar
el efecto de los iones de calcio liberados en la produccién de proteinas asociadas en la

regeneracion 6sea (Runx2) por 8, 24 y 72 horas en células MG-63

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las particulas de HA/Ag se analiz6 sobre 2 cepas
bacterianas: Escherichia coli DH5a (ATCC, 53868) y Staphylococcys aureus MRSA
(ATCC, BAA-1747) y una cepa de Candida albicans (ATCC, 900029) mediante el
método de concentracién minima inhibitoria. Todos los microorganismos se cultivaron en
un medio de tripticaseina de soya a 37 °C por 24 horas. El inoculo se obtuvo de una
dilucién del tubo 0.5 de la escala de McFarland con 1 x 10° unidades formadoras de
colonias. Después 100 ul de células microbianas con diferentes concentraciones de
HA/Ag (250/7 pg/ml) se incubaron en placas de 96 pozos a 37°C por 24 horas. Para su
andlisis cuantitativo la placa de ley6 a una longitud de 600nm utilizando una lectora de

placas de ELISA.
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Estimacion de los niveles de endotoxina

Para excluir la posibilidad de los efectos proinflamatorios es debido a una contaminacion
bacteriana en los polvos de HA/Ag, las particulas de HA/Ag fueron esterilizadas por
autoclave e irradiacion ultra-violeta (CL-1000 ultraviolet crosslinker) y los niveles de
endotoxina se midieron usando un lisado de amebocitus de limulus. La concentracion de
endotoxina fue detectada por el kit PYROGENT TM usando las instrucciones del

proveedor.

Actividad antioxidante

Para determinar la produccién de 6xido nitrico (NO), células MG-63 se cultivaron con
una densidad de 2.5x10* células por pozo en una placa de 24 pozos, cuando las células
alcanzaron un 80% de confluencia fueron estimuladas con LPS (1 pug/ml), diferentes
concentraciones de HA/Ag (250-7 pg/ml) ICRP (1-0.031 U/ml) y LPS en combinacién
con HA/Ag e ICRP se incub6 a 37°C en una atmosfera con 5% de CO» por 24 y 48 horas.
los sobrenadantes fueron colectados y usados para la deteccion de 6xido nitrico. La
concentracion de Nitrito (NO) producida por las células MG-63 fue usado para medir la
produccién de NO. La concentracién de NO, fue determinado por espectrofotometria a
540 nm usando el kit colorimétrico de detecciéon de NO (Cayman chemical) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Brevemente, 80ul del sobrenadante se incub6 con 10 ul de
enzima cofactor y nitrato reductasa por 2 horas, después se afiadié 50 ul de reactivo de
Griess (1% sulfamida, 0.1% de diclorhidrato de N-1-naftiletilendiamina, 2.5% H3PO4) a
temperatura ambiente por 10 minutos, y la absorbancia se leyé a 540 nm usando nitrato
de sodio como estdndar. La concentracion de NO; se calculé siguiendo la siguiente

ecuacion.

Agso — Y intercept) ( 200ul )

[Nitrate + Nitrite] (ul) = ( slope volume of sample used(ul)
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Efecto en la produccion de citocinas pro-inflamatorias con actividad

Para la deteccion de citocinas en sobrenadantes de cultivos in vitro se us6 el kit Cytometric
Array (CBA) Human inflammatory Cytokine Kit, para la medicion de las citocinas IL-8,
IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70 y TNF-0, la captura se realiza por medio de microesferas
conjugadas con anticuerpo especifico, al detectar la citocina mds el reactivo de deteccion
se genera un tipo sdndwich (microesfera + citocina + reactivo de deteccién). Se realizaron
las siguientes combinaciones para evaluar el efecto inmunomodulador: Células S/
tratamiento, LPS 1ug/ml, LPS + Polimixina, como controles, y LPS + HA/Ag, LPS +
ICRP y LPS + HA/Ag + ICRP.

Se resuspendio el reactivo estdndar para human inflammatory con 2 ml del diluyente en
un tubo cénico de 15 ml y se incubo por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se rotularon tubos de 1.5 ml con las siguientes diluciones: 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, 1:128 y 1:256 se les afiadié 300 ul del diluyente a cada uno de los tubos, se
agregaron 300 ul del tubo estandar al tubo 1:2 y 300 ul del 1:2 al 1:4 y asi de manera
sucesiva hasta el tubo 1:256. Al terminar se agrega un tubo cénico de 1.5ml con solo
diluyente el cual serd tomado en cuenta como negativo.

Se determiné el nimero de ensayos y se rotuld cada uno de los tubos incluyendo las
muestras, los tubos de la curva estdndar y el negativo. Se toman 10 pul de cada perla
capturadora de citocina por cada tubo de ensayo a analizar, se mezcla y se etiqueta como
“mix de perlas capturadoras”.

Finalmente se afiadieron 50 ul del mix de perlas capturadoras a cada tubo, también se
afiadié 50ul de cada punto de la curva estandar en el tubo correspondiente, S0ul de cada
muestra de los sobrenadantes en el tubo correspondiente y S0ul del reactivo de deteccion
PE en todos los tubos. Se incubaron todos los tubos durante 3 horas a temperatura
ambiente y sin exposicion a la luz, transcurrido el tiempo, se agregd 1 ml de la solucién
de lavado y se centrifugo a 200g por 5 minutos se retir0 el sobrenadante y se afiadio
nuevamente 300 pl de solucién de lavado a cada tubo y para su lectura su utilizé un

citometro de flujo Accuri C6 de Becton Dickinson, en donde se creé una platilla para el
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andlisis de las muestras usando 5000 eventos, y analizado en el programa FCAP array

software.

Identificacion de proteinas especificas en la regeneracion ésea

Se cultivaron 2.5 x 10° células 6seas en medio D-MEM (Gibco) enriquecido con 10%
suero fetal bovino (Gibco) bajo una atmésfera a 37°C con 5% de CO? en placas de 6 pozos
por 7, 14 y 21 dias y se tomaron en cuenta los siguientes controles: Células sin tratamiento,
con medio osteogénico, ICRP, HA, HA/Ag y HA/Ag-ICRP. Transcurrido los diferentes
tiempos se lavé con PBS 1X una vez, se tripsiniz6 y después de homogenizar se transfirié
a un tubo Ependorff y se fijé con formol al 4% por 10 minutos a 37% después se incubd
1 minuto de hielo, se centrifugé a 2,000 rpm por 2 minutos se decantd y resuspendié en 1
ml de metanol al 90% por 30 minutos en hielo para permeabilizar. Para realizar la tincion
de centrifugd y decantd y se lavé 2 veces con buffer de lavado (PBS 1x-SFB 1%)
posteriormente se resuspendié en 100ul de PBS con anti-osteocalcina y anti-TGF-3 1:50
por 1 hora a 37 °C en un ambiente himedo, posteriormente se centrifugd y lavo con buffer
de lavado 1 vez y se resuspendié en 100 ul de PBS 1x con el anticuerpo secundario anti-
mouse/FITC y anti-coat/PE se incubd 1 hora a 37 °C en un ambiente de humedad y
finalmente transcurrido el tiempo se lavé con buffer de lavado 1 vez y se resuspendi6 en

100 pl de PBS 1X para su lectura en el citémetro.

Ensayo de hinchamiento in vitro

El hinchamiento de los nanocompuestos fue estudiado utilizando solucién de Hank s y se
evaluo el incremento del peso respecto al tiempo. Los compositos fueron depositados en
una placa de 6 pozos hasta secar, se registro su peso inicial (Mi). Se realizaron mediciones
los minutos 0.5, 1, 3, 5, 7, 15, 30, 60 de incubacién. Al realizar cada control, se retir6 el
medio, posteriormente se pesd. Finalmente, se obtuvo el peso seco (Ms) de cada

membrana. El hinchamiento fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:

Degradacion (%) = (MiM—_MS)x100

N
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El ensayo se realiz6 por triplicado y se consideré el promedio de las 3 muestras para su

posterior andlisis.

Ensayo de degradacion in vitro

La degradacion de los nanocompdsitos fue estudiada utilizando medio de cultivo celular
(D-MEM), y se evalu6 la pérdida de peso del nanocomposito en funcién del tiempo. Los
nanocompdsitos fueron depositados en placas de 6 pozos hasta secarse, posteriormente se
afiadié 5 mL de medio de cultivo cada uno. Previo a sumergirlas en el medio, se registrd
su peso inicial (Mi). Se realizaron mediciones en los dias 1, 6, 12, 18, 24, 30 de incubacioén.
Al realizar cada control, se medio el pH del medio de cultivo, luego se retird el medio, se
dejé secar la membrana, y posteriormente se peso. Finalmente, se obtuvo el peso seco
(Ms) de cada membrana. La degradacion seré calculada utilizando la siguiente ecuacidn:

Degradacién (%) = leoo
El ensayo se realiz6 por triplicado y se considerd el promedio de las 3 muestras para su

posterior andlisis.

Ensayo de regeneracion en un modelo in vivo

Se utilizaron 20 ratas blancas machos de cepa Wistar de 12 semanas de edad
proporcionados por el bioterio del laboratorio de Inmunologia y Virologia, dicho
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacién y Bienestar Animal de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, (CEIBA) de la UANL No. registro CEIBA-2018-020.
Los animales fueron distribuidos en 5 grupos, segtn el tipo de biomaterial de relleno
utilizado.

Los animales fueron anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal de ketamina (95
mg/kg) y xylacina 10 mg/kg), y posteriormente se infiltré localmente con mepivacaina

(Ultracain®, 0,5ml sin vasoconstrictor). Una vez anestesiados los animales se colocaron
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los animales en posicion decubito dorsal, se inmoviliz6 la boca para que quedase abierta.
Se colocaron gasas estériles en la zona genital por la posible miccion.

En la zona del premaxilar, en el fondo del vestibulo se realizé una herida de 3mm con un
bisturi #15, posteriormente se realiz6 una cavidad de 1.5mm de didmetro con una fresa de
carburo #6 utilizando un micromotor de baja velocidad, se irrigé con solucién salina con
una jeringa para evitar necrosis por la elevacion de la temperatura.

Tras la perforacion se presioné la herida con una gasa estéril durante 2 minutos para
detener el sangrado y facilitar la colocacién del material. El experimento se realiz6 de
forma unilateral. El biomaterial se colocé de acuerdo con los siguientes grupos. En el
grupo 1: el defecto se dejo vacio y sin cubrir, el grupo 2: Se utilizé el nanocomposito
HA/Ag con la mezcla de quitosano, HA/Ag e IMMUNOPOTENT-CRP. Grupo 3:
nanocomposito HA/Ag con quitosano. Grupo 4 quitosano con ICRP, los grupos 2-4 se
colocé una membrana de quitosano 2% para evitar la extraccion del material.

Se realizé un seguimiento clinico posquirirgico, valordndose una serie de pardmetros:
estado general del animal, aspectos de la herida y de la zona intervenida, sangrados,
exudado, extrusion de los biomateriales 0 membranas, y cambios degenerativos por lesion
dentaria (Kim, Moon et al. 2013; Erdemci, Gunaydin et al. 2014).

Una vez terminado el periodo experimental de 4 semanas, se procedi6 al sacrificio de los
animales mediante decapitacién. Valoraciéon macroscépica. En el momento del sacrificio
y diseccién de las muestras, se realizd una valoracién descriptiva de los siguientes
pardmetros: a) organizacidén anatomica y tisular, b) infecciones, exudados o lesiones
histicas; c¢) desplazamiento del lecho de los biomateriales; d) presencia de fracturas; e)
cambios degenerativos dentarios; f) secuestros 6seos; g) consistencia y forma superficial
del defecto.

La obtencion de las muestras se realizé mediante extirpacion en bloque de los maxilares.
Posteriormente se realiz6 una valoracion macroscopica y seguida de inmersion en formol
al 10% tamponado, para posterior procesamiento histoldgico.

Los bloques 6seos se sumergieron en una solucion descalcificante de dcido férmico por
124 horas, y neutralizados por 24 horas y fueron procesados, incluidos en parafina,
talladas mediante un micrétomo de rotacion, y finalmente tefiidos mediante hematoxilina-

eosina.
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Valoracién histoldgica. Para la lectura histoldgica de las preparaciones se utilizé un
microscopio 6ptico Olympus BX41 adaptado a una cdmara digital, y conectado a un

ordenador para la recopilacion de imédgenes.

Insercion del \
bionanocomposito = Y
Gpo 1.- Sin nanocomposito (\ *‘ p

Gpo 2.- Quitosano

Gpo 3.- Quitosano-ICRP

Gpo 4.- Quitosano-HA/Ag-ICRP
Gpo 5.- Hidroxiapatita

| Evaluacion de la lesion l

Grupos de 3 ratas Winstar. de 12 semanas de
Dia 0 edad. Dia 28 l

Dia 14 Reiasg mo

v 'v“;di Sacrificio Sacrificio m

histomorfometria

Figura 6. Esquema del modelo de regeneracidn in vivo
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RESULTADOS

Sintesis y caracterizacion

Se estableci6 un método de sintesis de particulas de HA/Ag las cuales tienen una
morfologia irregular y la mayoria de las particulas muestran un tamafno de 1.37 pm,
aunque también se encontraron particulas de HA/Ag de hasta 370 nm (Fig. 7a). Sobre su
superficie se observaron adheridas nanoparticulas de plata de forma esférica con un
tamaio de 23 nm (Fig. 7b).

En el andlisis por EDS se identificaron picos de mdxima intensidad que corresponden a la
presencia de elementos como Ca, P, O, C y Ag. Esto puede ser un indicativo de que la Ag
ha sido incorporada a los polvos de HA (Fig. 7c¢) Ademas se examind mds a fondo la
composicion realizando un mapeo sobre la muestra identificando la distribucién de cada

uno de los elementos por colores (Fig. 8).

c

~
- el N
[e]

Densidad de distribucion

00 1O
o Mo ®» -2 N

0.8 4

KCnt|

0.5 —

0.3 4

Ag
(o]

0.0 -
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Energia (KeV)

Figura 7. Caracterizaciéon de polvos de HA/Ag (a,b) microscopia electrénica de barrido (SEM) (c)
Difraccion laser (d) espectroscopia de energia dispersa. Las flechas rojas sefialan las nanoparticulas de plata.
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Figura 8. Mapeo de polvos de Ha/Ag por EDS.

El espectro de FT-IR de HA y HA/Ag se observa en (Fig. 9). las principales bandas
caracteristicas de la HA pura pueden observarse a 3456 y 3569 cm™! relacionadas con los
modos de vibracién de los grupos OH, las vibraciones de los grupos PO.* pueden
observarse a 471,561,600,962,1027 y 1088 cm™ y las bandas para los grupos COs*
aparecen a 876, 1342, 1461, 1629 and 1666 cm™'. Cuando la Ag fue afadida, la banda que
corresponde a los modos de vibracién de OH™ 3456 disminuye. Ademads, la resolucién de
la banda que corresponde a la vibracién de CO3> también se encuentra disminuida en el
composito con plata, esta disminucién puede ser asociada con un aumento en el

intercambio de iones dentro de la estructura de la apatita.
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Figura 9. Espectro de FT-IR de polvos de hidroxiapatita/plata.
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La XRD es una técnica para determinar la fase de cristalinidad de cualquier muestra y es
indicativo de la estructura quimica. La fase de identificacion de las particulas de HA/Ag
revela los tipicos picos de difraccién en el dngulo 38.16 y 46.7 que corresponden a la
estructura de la Ag cubica (JCPDS No. 4-0783) junto con los principales dngulos de
difraccion de la HA 25.8°,31.7°, 32.1°, 32.9°, 34.04°, 46.7°, y 49.5° (Cas(PO4);0H), el
pico de mayo intensidad se observa a 31.7 del angulo teta(6), que corresponde al principal

pico de la estructura hexagonal de la hidroxiapatita (JCPDS No. 9-0432) (Fig. 10).
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Figura 10. Patrén de difraccion de rayos X de los polvos de HA/Ag.

La incorporacién de Ag en la Ha fue corroborada usando las mediciones de XPS. En la
figura 11 se muestran los espectros de HA y HA/Ag. La energia de enlace (BE) de los
espectros encontrados en ambas muestras se resumen en la tabla 1. También es posible

ver una contribucion en torno a 373.03 y 368.69 eV, que podrian corresponder a Ag3ds,

y Ag3dsp.
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Figura 11. Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) para los polvos de HA/Ag.

Tabla 1.- Energia de enlace (BE) de los elementos presentes en el espectro de XPS

Elemento/Configuracion BE(eV) BE (eV) % atémico
electrénica HA HA/Ag

Cazp 352.36 350.5 23.69

P2p 138.05 135.91

O1s 536.26 534.15 64.16

Cis 290.74 288.92 11.78

Ag3d Ag3ds), 373.02 0.36
Ag3ds, 368.69

En la tabla 2 se muestra la composicion quimica de las particulas de HA/Ag, expresado
en porcentaje en peso, de los elementos de Ca y Ag presentes en la materia. Dichos datos
son el resultado del analisis de ICP-OES el cual identificé la cantidad de Ag que fue de
16,640.0mg/kg que corresponde a 0.01%.
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Tabla 2. Analisis elemental de HA/Ag por ICP-OES

Muestra Ag (wt%) Ca (wt%)
HA/Ag 1.66 31

Bioactividad

Nuestras particulas de HA/Ag fue capaz de inducir la nucleacién y precipitacion de Ca 'y
P con la tipica morfologia de HA. Las imédgenes de SEM después de 1 y 7 dias de
incubaciéon en SBF muestra la formacion de aglomerados amorfos con una relacién de
Ca/P de 1.43 y 1.28, respectivamente (Fig. 12. a-b).

Después de 14 dias de incubacién, se observa en las imagenes varios precipitados con
forma de hojuelas en la superficie de la HA/Ag con una relacién de Ca/P de 1.58. Estas
caracteristicas pueden ser asociadas con la formacién de capa de apatita en la superficie
de HA/Ag (Fig. 12 ¢).

Los patrones de XRD de HA/Ag de la incubacién de 1-14 dias varios picos de difraccion
pueden ser atribuidos a la presencia de dos fases de fosfatos de calcio. Fosfato tricalcico
(TCP) y Fosfato octacalcico (OCP) sin embargo los picos no estan bien definidos (Fig 12
a-c). En el patrén después de la incubacion de 21 dias, se observan los principales picos
de difraccion de la HA (Fig. 12 d). La plata elemental no se cuantificé en el andlisis de
EDS y sus dngulos de difraccién no se detectaron; esto podria indicar la bioactividad de
las nanoparticulas de plata Tabla 3. Otros elementos como: Na, Mg, K, Cl fueron
identificados en la muestra, que también se encontraron en estructuras de apatita dsea y

pueden estar asociadas con el intercambio 16nico en el momento de incubacion en el SBF.
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Figura 12. Microscopia electrénica de barrido y difraccién de rayos X de las particulas HA/Ag
después del proceso de bioactividad en SBF. a) 1 dia b) 7 dias c) 14 dias d) 21 dfas.

Tabla 3. Porcentaje atémico y relacién Ca/P en la superficie de la muestra de HA/Ag por EDS.

Elementos
Dia Ag Ca P Ca/P
1 - 143 % 9.97 % 1.43
7 - 8.86 % 6.92 % 1.28
14 - 16.2% 10.2% 1.58
21 - 17.3% 10.3 % 1.63

Liberacién de Ca*

Los resultados de liberacién de calcio muestran un incremento en la cantidad de calcio
liberado respecto al tiempo. En todos los tiempos analizados los polvos de HA liberaron
una mayor concentracién de Ca** que los de HA/Ag. Nuestro compuesto de HA/Ag liber6
a los 21 dias una concentracién 0.4216 mM/mg, mientras que la hidroxiapatita pura liberé
0.4919 mM/mg en el mismo periodo de tiempo. Aunque esta diferencia no fue
significativa. Durante la sintesis es posible la sustitucién de los cationes como el Ca®* con
otros iones positivos como Ag*, lo que puede explicar este resultado (Fig. 13 a). El medio
de cultivo DMEM que contenia los iones de Ca** que se liberaron por las muestras de HA

y HA/Ag por 21 dias, se utilizé para cultivar células MG-63 por 8, 24 y 72 horas. Los

42



resultados muestran que el medio de las particulas de HA/Ag estimula la produccién de
Runx?2 hasta un 11.3% mas que el control sin iones de calcio, incluso 5.9 % mas que el

medio de cultivo que contenia los iones liberados por la HA pura.
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Figura 13. Liberacién de calcio de particulas de HA con y sin Ag (a) y su efecto en la produccién de
Runx2 (b).

Efecto citotoxico y genotoxico

El efecto citotoxico de las particulas de HA/Ag fue evaluada en la linea celular MG-63 y
MC3T3-E1 (Fig. 14). Después de 24 horas de incubacion de tratamiento con las particulas
de HA/Ag, los resultados muestran un porcentaje de viabilidad mayor al 81 % incluso a
la mayor concentracion (250 ug/ml), esto sugiere la ausencia de efectos téxicos en las
células de osteosarcoma humano. Ademas, se realizaron experimentos con una exposicion
mds prolongada. Los resultados muestran una viabilidad del 75% a 250 pg/ml después de
72 horas. Mientras que las concentraciones por debajo del 31pug/ml después de 72 horas
mostraron una viabilidad mayor al 89% (Fig. 14. a). En cambio, la concentracion de 250
pg/ml en MC3T3-E1 mostr6 una viabilidad del 80% a 24 horas de tratamiento, y en los
tiempos posteriores los resultados fueron muy similares (Fig. 14. b). Con base en estos
resultados con MTT se selecciond la concentracion de 15 pg/ml con la cual se mantuvo la
viabilidad al 90% en los 3 periodos de tiempo. A las células tratadas por 72 horas a esta
concentracion se realizé pruebas de genotoxicidad donde se observo su integridad. En la
Figura 14 b, d no se observa la aparicion de la estela que simula el cometa, indicando que

no hubo una fragmentaciéon del DNA en ambas lineas celulares.
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Figura 14. Ensayo de viabilidad y genotoxicidad en células MG-63 (a-b) y MC3T3-E1 (c-d).

Con respecto al efecto citotéxico de ICRP. Se probaron concentraciones a partir de 1 -
0.03 U/ml en un periodo de 24-72 horas. En la linea celular MG-63 la concentracién de 1
U/ml mostro una viabilidad de 12 % a 24 horas 'y 3 % a 72 horas, la concentracién de
0.12U no se afecto la viabilidad manteniendo un porcentaje entre el 92 'y 100%. La linea

celular MC3T3-E1 fue menos sensible a ICRP en los tiempos de incubacién antes

mencionados (Fig. 15).
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Figura 15. Ensayo de viabilidad de ICRP en células MG-63 (a) y MC3T3-El (b).
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Mineralizacion de la matriz extracelular

Como se observa en la figura 16, el drea que contiene la matriz mineralizada se detectd
por la aparicién de nédulos rojos con la tincidn rojo de alizarina, después de la incubacién
con los tratamientos de ICRP 0.1 U/ml, HA y HA/Ag 15 pg/ml y en combinacién HA/Ag.
15 pg/ml-ICRP 0.1 U/ml comparado con un grupo sin tratamiento. La mineralizacion se
analiz6 por diferentes periodos de tiempo de 7-21 dias (Fig.16). En los nédulos rojos
calcificados (indicativo de una diferenciacion y calcificacién) se observé que, los grupos
con fosfatos de calcio tienen una mayor aparicién de nédulos a partir de los 14 dias. Y se
encontraron diferencias significativas a partir del dia 21 contra los grupos sin fosfato de
calcio, pero no hubo diferencias significativas entre la HA, HA/Ag y HA/Ag-ICRP. Esto

sugiere que los fosfatos de calcio promueven la mineralizacién in vitro (Fig. 16).

Deteccion de proteinas asociadas a la regeneracion ésea

La figura 17 muestra el porcentaje de expresion del factor de transcripciéon Runx2 en un
periodo de 8-72 horas y la figura 18 las proteinas osteocalcina y TGF-f detectadas en un
periodo de 7, 14 y 21 dias producidas por células MG-63, todos los tratamientos probados
aumentaron su expresion en comparacion con el grupo control. Se observa que el grupo
tratado con HA/Ag aument6 de un 26 % a un 41 % de 8-72 horas, superior a la HA pura
que aumentd un 19.9% a las 72 horas (Fig. 17). Mientras que el ICRP tuvo su mayor
porcentaje de expresion a las 24 horas con 43 %. Cuando ambos tratamientos se combinan
aumenta la produccién del factor de transcripcion Runx2 un 35 % hasta un 57.4 % en el
periodo de 8 a 72 horas.

Respecto a la produccion de osteocalcina los compuestos de HA/Ag aumentaron su
produccion a un 36 % al dia 14 en comparacion con 30% de la HA pura. La mayor
diferencia se observo en la combinacién de HA/Ag-ICRP aumentando la expresion de
osteocalcina en un 59.4 y 57.9 alos 14 y 21 dias.

Se detect6 la mayor concentracion del Factor de Crecimiento Transformante (TGF-p) a
los 14 dias con los compuestos ceramicos e ICRP, este mostré individualmente una

expresion del 53.7 % y junto con la HA/Ag aumento a 65.9 % (Fig. 18).
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Figura 16. Efecto HA/Ag y HA/Ag-ICRP en la mineralizacién de la matriz extracelular de células MG-63.
(a) las células MG-63 fueron tratadas con fosfatos de calcio e ICRP hasta por 21 dias para visualizar la

deposicién de calcio. (b) Medicién por absorbancia de la matriz extracelular mineralizada.
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Actividad antimicrobiana de HA/Ag

En la figura 19 se muestra una diferencia significativa del efecto antimicrobiano entre los
polvos de HA y HA/Ag. Después de 24 horas de incubacidn, todas las concentraciones de
las particulas de HA/Ag analizadas (7-250 pg/ml) tuvieron actividad antimicrobiana.

La concentracién mds baja de 7 pg/ml disminuyé el crecimiento de E. coli en un 78 %
hasta un 87% a 250 pg/ml. Comparado contra MRSA que tuvo una inhibicién del 84% a

un 87% en las mismas concentraciones. Respecto a la actividad fungicida contra C.

albicans el efecto inhibitorio fue de un 62 a 86%.
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Figura 19. Actividad antimicrobiana de las particulas de HA/Ag contra E.coli, MRSA 'y C.
albicans. **p< 0.01 y *** p< 0.001.

Capacidad antiinflamatoria de los nanocompuestos

Para descartar efectos de inflamacion ocasionados por muestras contaminadas, los
nanocompuestos se evaluaron para determinar la presencia de endotoxina.

La deteccion de los niveles de endotoxina muestra que los polvos de HA/Ag no forman
un gel en el tubo en todas las diluciones analizadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16), esto indica que

los niveles de endotoxina estan por debajo de 0.06 UE/mL (tabla 4).
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Tabla 4. Deteccién de endotoxina: Los polvos de HA/Ag fueron analizados por PYROGENT ™, La

endotoxina de E.coli 0111B4 fue usada como control positivo

Endotoxin concentraciéon
/ Positive control dilution

Control
positivo

Control
negativo

HA/Ag

0.5 UE/ml

)

¢

)

0.25 UE/ml

)

©)

)

0.125 UE/mL

)

¢

¢

0.06 UE/mL

()

¢

)

La actividad antioxidante de los polvos de HA/Ag fue cuantificada por la produccién de

6xido nitrico (NO) en células MG-63 estimuladas con LPS (1ug/ml). La figura 20 muestra

que la concentraciéon de NO increment6 considerablemente con el tratamiento de LPS a

24 horas (0.157 um/ml). Cuando se agreg? el tratamiento de HA/Ag en combinacién con

LPS, todas las concentraciones mostraron una inhibicion de la liberacion de NO. Ocurre

un evento similar a las 48 horas la incubacion de las células MG-63 con LPS incremento

la producciéon de NO a 0.231 um/ml, en combinacién con HA/Ag la concentracion de 7

pum/ml disminuy6 a 0.082 um/ml. Respecto a la actividad antioxidante del ICRP se probd

la concentracién de 0.1 U/ml junto con LPS, el efecto inhibitorio en la produccién de NO

se redujo a 0.037 y 0.051 um/ml a las 24 y 48 horas respectivamente. Y el tratamiento de
HA/Ag + ICRP + LPS 0.031 pm/ml a las 24 horas y 0.047 um/ml a las 48 horas después.

No hubo diferencia significativa entre tratamientos.
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Figura 20. Efecto en la inhibicién de 6xido nitrico de las particulas de HA/Ag e ICRP en células

MG-63.

Los resultados obtenidos de los andlisis de citocinas mediante citometria de flujo
mostraron que la estimulaciéon de LPS aumentd significativamente la producciéon de
citocinas inflamatorias en las células MG-63. IL-1 (1,200 pg/mL), IL-6 (600 pg/mL), IL-
8 (9,295 pg/mL), IL-10 (0.2 pg/mL), IL-12p70 (0.5 pg/mL), TNF-a (313.69 pg/mL).
Todos los tratamientos y su combinacién mostraron una actividad anti-inflamatoria al
reducir de manera significativa las concentraciones de algunas citocinas como se explica
a continuacién. Cuando el LPS fue combinado con HA/Ag disminuyo la produccién de
IL-1 (968.2 pg/mL), IL-8 (4,516.03 pg/mL) and TNF-a (207 pg/mL). Aunque la HA/Ag
indujo la produccién de IL-8 (2,624 pg/mL), IL-10 (12.54 pg/mL) and TNF-o (128
pg/mL) a 24 h. El ICRP mostré un efecto similar cuando se incubo junto con LPS la
concentracion de IL-1 (275 pg/mL) IL-6 (302 pg/mL) IL-8 (3652.5 pg/mL) y TNF- a (122
pg/mL) disminuyeron. Esta caracteristica se mantiene también en los nanocompuestos de
HA/Ag-ICRP con LPS, IL-1 (427 pg/mL), IL-6 (312 pg/mL), IL-8 (3978.48) y TNF-a
(214 pg/mL) (Fig. 21 a) a 24 h.

Después de 48 horas el LPS estimul6 la produccion de IL-6 a (110 pg/ml) después de
incubacion con el LPS e HA/Ag el tratamiento mostré una reduccion significativa de IL-

6 (110 pg/ml) con el tratamiento de ICRP disminuy6 a 42 pg /ml. Un efecto similar se
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observé cuando se combind el compuesto de fosfato de calcio con plata (HA/Ag con ICRP

y LPS que disminuy6 a 41 pg/ml (Fig. 21 b).

sfe sk kok

9000
7500
6000
E
o 4500 -
[=H
3000
&k k
1500 i—’_l_‘
Hokok
0 [ | III I _Ill I _ L_ -
IL-12p70 IL-1 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-o
24h
m Ctrl mLPS u LPS+Polymyxin ICRP
BHA/Ag mICRP+LPS BHA/Ag+LPS BHA/Ag+ICRP+LPS
3000
2500
2000
E
- 1500
o
1000
500
Hskk
0 — -&- e B
IL-12p70 IL-1 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-a
48h
mCtrl uLPS m LPS+Polymyxin ICRP
mHA/Ag u ICRP+LPS mHA/Ag+LPS mHA/Ag+ICRP+LPS

Figura 21.- Nanocompuestos modulan la produccidn de citocinas proinflamatorias en células MG-63

estimuladas con LPS. ****p< (0.0001 y *** p< 0.001.
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Hinchamiento y degradacion de los nanocompuestos

Los materiales poliméricos experimentan deterioro mediante interacciones con el
ambiente. El porcentaje de hinchamiento de las peliculas de los geles esta relacionado con

la absorcion de liquidos, y por consecuencia el transporte de nutrientes.

Las peliculas de Qts presenta porcentajes de hinchamiento alrededor de 495%, en
comparacion con las demds formulaciones de Qts-ICRP con un porcentaje de
hinchamiento del 354 %, un 314% y 166% para Qts-HA/Ag y Qts-HA/Ag-ICRP
respectivamente, las propiedades hidrofébicas afectaron la porosidad de la estructura de
la pelicula, lo que redujo la capacidad de absorciéon de agua, en comparacién con la

pelicula de Quitosano (Fig. 22).
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Figura 22. Porcentaje de hinchamiento de peliculas de Qts, Qts-ICRP y Qts-ICRP-
HA/Ag. La absorcién de nutrientes estd en funcién al porcentaje de hinchamiento.
El compuesto con particulas cerdmicas aumento 259 % a los 60 minutos de
incubacién.

El porcentaje de degradacion de las peliculas de Qts-ICRP- HA/Ag mejor6 la estabilidad,
da lugar a una mayor densidad de reticulacién con la microestructura mds compacta,
menos contenido de agua y menos pérdida de masa. Los 5 dias la pelicula de Qts se
degrado un 17% y el compuesto completo 11.67% a los 30 dias la degradacion aumento a

un 61% y un 50.67 respectivamente. Las propiedades fisicoquimicas del biomaterial se
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pueden ver afectadas por las condiciones donde haya sido implantado por el transcurso

del tiempo (Fig 23).
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Figura 23. Porcentaje de degradacién de peliculas de Qts, Qts-ICRP y Qts-ICRP-
HA/Ag. La estabilidad de las peliculas se mide por la pérdida de masa respecto al
tiempo. Después de 30 dias de incubacién el compuesto q-ICRP-HA/Ag 50% en
comparacién con el polimero.

Ensayo de regeneracion en un modelo in vivo

La cirugia in vivo se llevd acabo en ratas Wistar. No hubo extraccién del material y los
animales 24 horas después de la intervencidn quirtirgica estaban en condiciones de ingerir

alimento blando y agua (Fig. 24).

Colocacioén del hidrogel
Cavidad 1.5mm (Qts-HA/Ag-ICRP) Membrana __Cierre de IaM herida

Figura 24. Proceso de colocacion de injerto de Qts-ICRP-HA/Ag. Después de la colocacion del
injerto los animales fueron monitoreados para revisar el estado de la herida Sangrados, extraccién
del material.
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La histologia de los diferentes grupos en los dos periodos de tiempo muestra una
regeneracion mds avanzada en los grupos con particulas de HA/Ag, a los 15 dias se
observa material mineralizado de forma irregular en comparacion con los otros grupos
donde ain hay zonas con tejido conectivo o fibroso. A los 28 dias este mismo grupo
muestra la presencia de osteocitos y sistema de Havers evidenciando una mineralizacién

ain mas avanzada (Fig. 25).

Sano
Quitosano-
Quitosano Quitosano-ICRP HA/Ag -ICRP
14 dias ;
28 dias -

Figura 25. Andlisis histolégico del proceso de regeneracién en un modelo de rata. Los grupos con particulas
de HA/Ag muestran una densidad 6sea mds avanzada a los 14 y 28 dias, en comparacién con los otros grupos
donde atn hay zonas con dreas de tejido conectivo. Tincién H y E, 40X.
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DISCUSION

El polvo de HA revel6 morfologias irregulares similares a las sintetizadas por
Vukomanovic, M., et al. De acuerdo con la difraccién de rayos X, los dngulos de 25.8 °,
31.7 °,32.1 °y 32.7 ° son los de mayor intensidad de acuerdo con la carta cristalogréfica
JCPDS. 9-0432; Ademads, en las micrografias de SEM se observaron nanoparticulas de
plata de 23 nm adheridas a la superficie de la hidroxiapatita. La formacién de plata
metélica fue confirmada por XRD la aparicién de los dngulos 38.1 ° y 44.3 ° que
corresponden a plata ctbica de acuerdo con el JCPDS. 04-0783 (Vukomanovi¢, Bracko
et al. 2011). El espectro FT-IR mostré las bandas caracteristicas de HA como se informa
en la literatura (Jansen and Leon 2009). La incorporacién de Ag revel6 una disminucién
significativa de las bandas relacionadas con OH (3456, 3222 cm™) y los principales
grupos funcionales de POs* (1088 cm™) COs* (1666, 1629, 1461, 1343 cm™); estos
cambios observados sugieren una interaccion de los iones de plata y estos radicales de HA

(Badrour, Sadel et al. 1998; Vukomanovi¢, Bracko et al. 2011).

En los resultados de XPS se identific6 la presencia de los elementos presentes
caracteristicos de la fase de hidroxiapatita e hidroxiapatita/plata (tabla 1), estos elementos
presentes en la muestra de HA/Ag concuerdan con los andlisis de XRD, FTIR y EDS. De
acuerdo con la energia de enlace (BE) encontrada para Ca, P, O y C de ambas muestras,
se observd que hay un ligero cambio de BE mads bajo en la muestra de HA dopada con
Ag, esto podria deberse a la incorporacion de Ag* en la estructura de la HA. Puede ser
explicado considerando la diferencia en los tamafios de radio entre Ca** y Ag* (Qi, Huang
et al. 2018; Yuan, Xu et al. 2018). Ademés, la incorporacion de los iones Ag en la
estructura también es evidente en el espectro para HA / Ag (Fig. 5), con la contribucion a
373.02 y 368.69 eV, que corresponde a Ag3d>? y Ag3d** respectivamente, y estos
concuerdan con los valores reportados (Ciobanu, Ilisei et al. 2014; Q1, Huang et al. 2018;

Yuan, Xu et al. 2018).

La bioactividad es una propiedad deseada en biomateriales disefiados para la regeneracion
de tejidos 6seos. La prueba de bioactividad en solucion SBF demostr6 que nuestros polvos

HA/Ag pueden inducir la nucleacion y precipitaciéon de Ca y P con la morfologia tipica
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de HA. Los resultados de SEM-EDS indican que HA/Ag después de la inmersién en SBF
experimenta cambios estructurales caracteristicos en el proceso de formacion de apatita.
El primer cambio es el crecimiento de una capa rica en Ca. El segundo cambio estructural
se basa en la interaccion de la superficie rica en Ca con iones negativos como el fosfato
para formar una capa pobre en Ca. Luego, la capa se cristaliza para formar apatita. Este
proceso conduce a cambios en la relacion Ca/P debido al intercambio i6nico (Kim,
Himeno et al. 2004). Este proceso ocurre de manera ciclica, comienza con la formacién
de fosfato de calcio amorfo que luego se modifica formando fases intermedias como TCP
(1.5), OCP (1.33) y finalmente se transforma en HA (Li and Chang 2008; Lewandowska-
Lancucka, Fiejdasz et al. 2015).

El cambio en la estructura de la superficie de HA/Ag revela la interaccion electrostatica
de HA/Ag con los iones de calcio y fosfato en el SBF; Estos elementos son los principales
constituyentes de la fase mineral en el hueso natural. En el caso de nuestros polvos HA/Ag,
la relacion Ca/P fue mads cercana a 1.67, que es el valor de la hidroxiapatita
estequiométrica. Este estudio confirma la capacidad de HA/Ag para promover la
mineralizacién / nucleacion de apatita in vitro. Por otro lado, la adicién de Ag no afect6
la formacién de la estructura de hidroxiapatita; ademds, Se han reportado estudios donde
muestran que nanoparticulas de plata de 20 nanémetros tienen actividad osteogénica en
las células madre derivadas de tejido urinario, aumentando la produccién de proteinas
osteogénicas como la osteocalcina, fosfatasa alcalina, proteina morfogénica désea y el

factor de transcripcion RUNX?2 (Zhang, Liu et al. 2016).

La plata es conocida por sus fuertes propiedades antimicrobianas contra bacterias, gram
positivos y gram negativas, virus y hongos (Wright, Lam et al. 1999; Lara, Garza-Trevifio
et al. 2011). Es por eso, que se usa ampliamente para limitar el crecimiento de
microorganismos en medicina, odontologia (Lara, Garza-Trevifio et al. 2011; Simchi,
Tamjid et al. 2011; Noronha, Paula et al. 2017) y en otros campos (Benn and Westerhoff
2008). Las interacciones entre HA/Ag y las células humanas se han estudiado y confirman
(Ciobanu, Iconaru et al. 2013) que las concentraciones mdas bajas son altamente
compatibles con las células de osteosarcoma (OS U-2) y fibroblastos de pulmén fetal
(IMR-90), sin embargo las concentraciones mds altas (5-10% en peso) de Ag en la HA

muestra un efecto téxico capaz de inducir cambios morfoldgicos similares a los
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observados en infecciones bacterianas (Vukomanovié¢, Bracko et al. 2011). En nuestro
estudio, los nanocompuestos HA/Ag obtenidos con 0,1% de plata nanométrica mostraron
un 80% de actividad antimicrobiana contra E.coli, un 85% contra MRSA y 63% contra C.
albicans en concentraciones de 7 ug/mL, en contraste con los reportes de Costescu et
al,(Costescu, Ciobanu et al. 2013) donde la HA dopada con iones de plata inhibi6 el
crecimiento de Klebsiella pneumoniae, Candida krusei, Escherichia coli y Bacillus

subtilis, pero las concentraciones mds altas (5 mg/ml) (Liu, Mou et al. 2013).

El efecto en la viabilidad de diferentes lineas células frente a HA/Ag, se ha evaluado in
vitro en osteoblastos humanos y en ratén (Choi, Cho et al. 2004; Singh, Dubey et al. 2011;
Fielding, Roy et al. 2012; Singh, Kim et al. 2015; Shi, Gao et al. 2016), células madre
humanas (Thian, Lim et al. 2012) y fibroblastos de ratén (Lee, Whang et al. 2006), asi
como en estudios in vivo en ratas que implican la implantaciéon de HA/Ag en estructuras
oseas. En nuestros resultados obtuvimos un 100% de viabilidad en células MG-63 tratadas
con 7 ug/ml de HA/Ag que contiene 0.01% de plata nanométrica. El aumento de la
concentracion y la tasa de liberacion de iones de plata produce un impacto negativo en los
tejidos, inhibiendo su crecimiento y desarrollo. Choi et al. demostraron que los polvos de
HA dopados con 0.15% de Ag idnica eran levemente toxicos, mientras que las
concentraciones de HA dopados con 1.5 y el 4.3% de Ag eran moderadamente t6xicos
(Choi, Cho et al. 2004). Otros experimentos con osteoblastos humanos (hFOB) mostraron
que la hidroxiapatita con un contenido de plata del 6% en peso con particulas de 150-212
um utilizado como recubrimiento en titanio puro, inhibe significativamente el crecimiento
de los osteoblastos y provoca la muerte de algunos de ellos. Mientras otros reportes
indican que la HA que contenia un 2% y 4% de Ag permiten un buen equilibrio entre la

actividad antimicrobiana y efectividad citotoxica (Fielding, Roy et al. 2012).

La induccidn de la resorcion Osea estd relacionada en parte con la presencia de bacterias
y LPS (Lieder, Petersen et al. 2013). La infeccion microbiana produce una variedad de
productos tales como NO y citocinas que provocan una respuesta en el huésped que
consiste en la expresion de varias moléculas de sefnalizacion y el reclutamiento de células

inflamatorias. Este proceso puede culminar en la destruccion del tejido e interferir con la
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regeneracion y reparacion del tejido 6seo (Harrison, Kleinert et al. 1998; Graves and
Cochran 2003; Mountziaris and Mikos 2008). La produccién de NO esta asociada con la
pérdida 6sea en algunas afecciones inflamatorias, lo que lleva a la osteoclastogénesis,
favoreciendo asi la resorcion 6sea (Ilyas, Odatsu et al. 2016; Pandey, Midha et al. 2018).
Los niveles elevados de TNF-a e IL-1 estdn directamente relacionados con la destruccion
6sea. También se ha demostrado que TNF-a e IL-1 inhiben la sintesis de coldgeno, y
retrasan la formacién de hueso a través de la inhibiciéon de la diferenciacion de los
osteoblastos y la supresion de la funcién de los osteoblastos. Se ha demostrado que la IL-
6 aumenta en la osteoclastogénesis al regular la diferenciacion de las células progenitoras
en osteoclastos(Harrison, Kleinert et al. 1998; Bronner, Farach-Carson et al. 2006).

Debido a los riesgos asociados con las endotoxinas (LPS) en biomateriales y dispositivos
médicos, la cantidad de endotoxinas no debe exceder de 0,5 EU / mL, segun las pautas de
la Administraciéon de Alimentos y Alimentos de EE. UU. (FDA). La deteccion de la
concentracion LPS en las muestras de HA/Ag obtenidas para este estudio muestra que la
concentracion de LPS estd por debajo de 0,06 EU / mL de acuerdo al ensayo de
LAL(Gorbet and Sefton 2005; Dobrovolskaia, Neun et al. 2010) que rechaza el efecto pro-

inflamatorio por contaminacién con endotoxinas.

Cuando nuestros polvos de HA/Ag se incubaron en combinacién con LPS, la produccion
de NOy las citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a y la IL-1 inducida por LPS a las
24 hy laIL-6 alas 48 h se atenuaron significativamente. Este efecto puede explicarse por
modificaciones estructurales de LPS debido a la interaccion de HA y sus componentes
moleculares que inhiben la formacién de enlaces con grupos reactivos del LPS y su
actividad inflamatoria. Ansari et al. informaron la interaccion por ATR-FTIR de
biomoléculas bacterianas como LPS, un componente principal de la pared celular de las
bacterias gramnegativas, y la L-a-fosfatidil-etanolamina (PE) el principal fosfolipido de
la membrana externa bacteriana con nanoparticulas de plata (AgNP). El espectro IR de
LPS mostré cambios en el enlace de hidrogeno en el antigeno O del LPS después de la
exposicion con nanoparticulas de Ag. Ademas, se ha reportado que la estabilidad del LPS
disminuye por la adicién de iones Ca®* que se unen a PO4 en la regién del lipido A. Es

probable que el LPS pierda propiedades anfifilicas debido a los cambios estructurales
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inducidos por las nanoparticulas de Ag y el Ca** contenido en la HA/Ag (Parikh and
Chorover 2008; Ansari, Khan et al. 2014).

El IMMUNEPOTENT-CRP® es un extracto dializable de leucocitos murinos, contiene
factores de transferencia que actian como inmunomodulador. Se ha reportado que el ICRP
a concentraciones de 0.05-0.5 U/ml posee propiedades antioxidantes al disminuir la
produccién de NO, y a concentraciones de 0.5 U/ml modula la produccién de citocinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-6 ambas actividades reportadas sobre células de
macréfagos peritoneales murinos estimulados con LPS (Franco-Molina, Mendoza-
Gamboa et al. 2004; Franco-Molina, Mendoza-Gamboa et al. 2011). Este efecto fue
similar al reportado en este estudio tratadas con ICRP a concentraciones de 0.1 U/ml
disminuyo produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a IL-1 e IL-6) y la produccién
de 6xido al ser estimuladas con LPS, sin afectar la viabilidad celular.

Cuando el ICRP se combiné con la HA/Ag mantuvo las mismas propiedades, aunque no
se observa un efecto sinérgico o aditivo la disminucioén se las citocinas IL-1, IL-6 y TNF-
o producidas por células MG-63 estimuladas con LPS disminuyen de manera
significativa.

Los biomateriales 6seos con capacidad para modular el ambiente inmunolégico local
permiten incrementar la funcionalidad y eficiencia de los procesos celular responsables

de la regeneracion Osea.
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CONCLUSIONES

Los resultados experimentales sugieren que nuestro método de sintesis modificado
permitié la incorporacién de nanoparticulas de plata en la superficie de la hidroxiapatita.
El nanocompuesto de HA/Ag demostré tener capacidad bioactiva y actividad
antimicrobiana contra los microorganismos analizados (E.coli, C. albicans y MRSA) con
bajas concentraciones de plata sin afectar la viabilidad celular. Adem4s, la combinacién
del nanocompuesto de HA/Ag con ICRP atenua el efecto inflamatorio, disminuyendo la
produccién de 6xido nitrico y citocinas proinflamatorias inducidas con LPS en células
MG-63 (IL-1 y TNF-a). Y favorece su capacidad para inducir una regeneracion de tejido
6seo in vitro aumentando la produccién de proteinas asociadas a la regeneracién dsea

(Osteocalcina, Runx2, TGF-B y en un modelo in vivo de rata.
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