Bioactividad y biocompatibilidad de
compaositos de zirconia estabilizada con Y/
hidroxiapatita-Cu, Fosfato Tricalcico-Ag o
Fosfato Tricalcico-Ga.

M. E. Alvarez-Monsivais?, B.R. Cruz-Ortiz?, I. Olivas-Armendariz®, A. Sdenz-Galindo?, S. G.

Solis-Rosales¢, E. M. Mlzquiz-Ramos®
@ Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Autbnoma de Coahuila, Saltillo Coahuila, México.

® Instituto de Ingenieria y Tecnologia, Universidad Auténoma de Ciudad Juarez Chihuahua, México.

¢Centro de Investigacién en Quimica Aplicada, Saltillo Coahuila, México.

Bioactivity and biocompatibility of zirconia Y stabilized /hydroxyapatite-Cu, Tricalcic Phosphate-
Ag or Tricalcic Phosphate-Ga composites.

Bioactivitat i biocompatibilitat de composits de zirconia estabilitzada amb Y/ hidroxiapatita-Cu,
Fosfat Tricalcic-Ag o Fosfat Tricalcic-Ga.

RECEIVED: 22 FEBRUARY 2021; REVISED: 22 JUNE 2021; ACCEPTED: 28 JUNE 2021

ABSTRACT

The biological compatibility of bone and dental im-
plants is limited, since it is placed until a long time
after it has been implanted, due to its low resistance
of infections attributed to a quick degradation of the
implant which is present in the physiological fluids.
Therefore, in this investigation, hydroxyapatite-zirconia
(HA-ZrO2) composite materials were developed, where
zirconia was stabilized with yttrium and hydroxya-
patite was doped with silver, copper and gallium, in
order to give biological properties to the composite
that the zirconia does not present. Each component
of the composite material has different characteris-
tics; such as hydroxyapatite (HA) that provides it a
bioactive behavior, On the other hand ZrO, stabilized
with yttrium gives it excellent resistance; otherwise,
Ag, Ga and Cu provide antimicrobial properties. To
obtain these systems, the materials were synthesized
by the Pechini method and chemical precipitation.
Afterward the compounds were obtained and tested
by bioactivity tests, hemolysis, cell viability studies by
the MTT method and osteoblast adhesion by staining,
hence there were obtained bioactive, non-hemolytic,
non-toxic materials with cell adhesion to the composite.
and as a result of that, these awesome materials can be
useful for dental implants.

Keywords
Bioactivity, biocompatibility, hydroxyapatite, zirco-
nia.

RESUMEN

La compatibilidad biolégica de implantes 6seos y den-
tales estd limitada, desde que se coloca hasta después de
un largo tiempo de estar implantado, debido a su baja
resistencia a infecciones atribuidas a una degradacién
rapida del implante al estar en presencia de fluidos fisio-
légicos. Es por esto, que en la presente investigacion se
desarrollaron materiales compuestos de hidroxiapatita-
zirconia (HA-ZrQO,), en donde la zirconia se estabiliz6
con ytrio y la hidroxiapatita se dopé con plata, cobre y
galio, para otorgarle al compésito propiedades bioldgicas
que no presenta la zirconia como tal. Cada componente
del material compuesto le confiere diferentes caracteris-
ticas; como la hidroxiapatita (HA) que le proporciona
un comportamiento bioactivo, la ZrO, estabilizada con
ytrio le confiere excelente resistencia; mientras que la
Ag, Ga y Cu le proveen propiedades antimicrobianas.
Para la obtencién de estos sistemas, se sintetizaron los
materiales por el método de Pechini y de precipitacién
quimica, posteriormente se obtuvieron los compdsitos
y se probaron en estudios de bioactividad, hemdlisis,
viabilidad celular por el método de MTT y adhesién
de osteoblastos por tincién. Se obtuvieron materiales
bioactivos, no hemoliticos, no téxicos y con adhesién de
células al compésito. Estos novedosos materiales pueden
ser Utiles para implantes 6seos y dentales.
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RESUM

La compatibilitat biologica d’implants ossis i dentals
esta limitada, des que es colloca fins després d'un llarg
temps d’estar implantat, a causa de la baixa resisténcia
a infeccions atribuides a una degradacié rapida de
I'implant en estar en preséncia de fluids fisiologics. Es
per aixo, que en aquesta investigacié es van desenvo-
lupar materials compostos d’hidroxiapatita-zirconia
(HA-ZrQ2), on la zirconia es va estabilitzar amb itrio
ila hidroxiapatita es va dopar amb plata, coure i galli,
per atorgar-li al composit propietats biologiques que
no presenta la zirconia com a tal. Cada component
del material compost li confereix diferents caracteris-
tiques; com la hidroxiapatita (HA) que li proporciona
un comportament bioactiu, la ZrO2 estabilitzada amb
itrio li confereix excellent resisténcia; mentre que I'Ag,
Ga i Cu li proveeixen propietats antimicrobianes. Per
obtenir aquests sistemes, es van sintetitzar els materials
pel metode de Pechini i de precipitacié quimica, poste-
riorment es van obtenir els composits i es van provar
en estudis de bioactivitat, hemolisi, viabilitat cel-lular
pel metode de MTT i adhesié d'osteoblasts per tincié.
Sobtingueren materials bioactius, no hemolitics, no
toxics i amb adhesid de cellules al composit. Aquests
nous materials poden ser ttils per a implants ossis i
dentals.

Paraules clau: Bioactivitat, biocompatibilitat, hidro-
xiapatita, zirconia

INTRODUCCION

Los materiales que tienen la capacidad de estar en
contacto con tejidos vivos sin dafiarlos, completando
y mejorando su funcionamiento son conocidos como
biomateriales [1]. Los biomateriales compuestos con
calcio como base son muy populares para implantes
6seos y dentales debido a que el hueso estd constituido
por fosfatos de calcio [2]. Las nuevas tecnologias han
desarrollado materiales con propiedades fisicas, quimi-
casy mecdnicas adecuadas para este tipo de implantes.

Los bioceramicos se caracterizan por sus numerosas
propiedades adecuadas para implantes, tales como
resistencia a la corrosiéon y compresion, baja toxicidad,
biocompatibilidad, pero especialmente su cualidad de
regeneracién del tejido éseo[3]. De entre los biocerdami-
cos, la hidroxiapatita (Ca (PO,) (OH),), tiene un lugar
importante en los implantes éseos y dentales, ya que ha
sido utilizada como recubrimiento de metales, relleno
de hueso, injerto de hueso poroso y ademds se han
utilizado particulas de hidroxiapatita para obtencién
de compésitos [4] [5].

Las propiedades mecdnicas en los implantes dseos
aseguran que éste soporte los esfuerzos a los que se
somete al realizar su funcién en actividades cotidia-
nas. Debido a su resistencia mecdnicas, es comun la
utilizacién de zirconia estabilizada con ytrio en im-
plantes, ésta estabilizacién es necesaria para mantener
la estructura cristalina de la zirconia (ZrO,) aunque
esté en un medio acuoso, sin embargo, es sabido que
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el material es inerte e incapaz de unirse quimicamente
al cuerpo humano([6]. Ademds, es no reabsorbible por lo
que dificulta su degradacién, aunque se ha mencionado
que esta propiedad resulta favorable en los cementos
selladores dentales [7]. En otras investigaciones se ha
comprobado que la zirconia no reabsorbible, tiene
propiedades osteoconductoras [8] al ser modificada
con otro elemento [9 lo cual indica que no afecta la
regeneracion ésea.

Existen diferentes investigaciones realizadas en torno
al dopaje de la hidroxiapatita (HA) con elementos que
refuerzan y mejoran sus propiedades ya sea quimicas
o fisicas. Las mds demandadas son las propiedades
antimicrobianas para obtener un material con apli-
cacion médica que reduzca o elimine la necesidad de
usar antibidticos [10]. Se seleccionaron el galio [11]
[12], la plata [13] [14] y el cobre por sus caracteristicas
antimicrobianas y sus comportamientos biol6gicos
probados [15][16].

Existe informacién de la estabilizacién de la zirco-
nia con ytrio [17][18] y del dopaje de la hidroxiapatita
con diferentes elementos, pero no existen reportes
de materiales compuestos de HA/ZrO, como el que
se desarrollé en este estudio, con el propdsito de ge-
nerar conocimiento cientifico tanto en la obtencién
de éstos materiales como de su valoracién biolégica,
considerando que en un futuro pudieran ser utiles
para aplicaciones biomédicas tales como ortopedia u
odontoldgica [19][20].

MATERIALES Y METODOS
Sintesis y fabricacion de los compésitos

Por una parte, se obtuvo la zirconia estabilizada con
4% de ytrio (ZrO,), y por otra parte la hidroxiapatita
sustituida con 1 mol de Ag, Cu, 0 Ga (HAAg, HACu,
HAGa respectivamente), para posteriormente, mediante
molienda mecénica, obtener materiales compuestos de
HAAg/ZrO,, HACu/ZrO,yHAGa/ZrO,

La zirconia estabilizada con 4% mol de ytrio se ob-
tuvo con el método de Pechini utilizando los reactivos
Hidroxiacetato de zirconio C . H,0,ZrxH,0 (99.9% de
Sigma Aldrich), Hidroxiacetato de ytrio CH;O Y'xH,0
(99.9% de Sigma Aldrich), Acido citrico C,H,O, (Fisher
Scientific) y Etilenglicol C. H,O, (99.5% de Jalmek Cien-
tifica). Los precursores fueron acido citrico y etilenglicol
que permiten la reaccién de esterificacién [21].

Se disuelven los reactivos uno a uno a 70 °C, primero el
4cido citrico en el etilenglicol, en seguida el hidroxiace-
tato de zirconia y finalmente el hidroxiacetato de ytrio
para tener un gel que posteriormente es secado por 12
horas a 120 °C. Finalmente se realiza un tratamiento
térmico a 1000 °C en una mufla Thermo Scientific
modelo BF518 para obtener la zirconia estabilizada
con ytrio en forma de polvo blanco.

Para obtener la hidroxiapatita dopada con un mol de
galio (HAGa) y la dopada con un mol de plata (HAAg)
respectivamente, también se sigui6 el método Pechini,
utilizando los reactivos Nitrato de plata AgNO, (99.8%
EMDAR MERCK), Nitrato de galio Ga(NO,), (99%



de Sigma Aldrich), Nitrato de calcio Ca(NO,),4H,O
(99% de Sigma Aldrich), Fosfato de amonio NH,H, PO,
(98% de Sigma Aldrich)’Acido citrico C,H O, (99.5% de
Jalmek Cientifica) y Etilenglicol C,H,O, (Fisher Scien-
tific). Buscando mantener una relacién Ca/P de 1.67,
se disolvieron los reactivos a 70 °C por dos horas hasta
obtener el gel, enseguida se secaron a 120 °C por 12 h,
obteniéndose una resina espumosa. Después se trataron
térmicamente a 1100 °C por dos horas y el producto
fue un polvo blanco.

La HACu se sintetiz6 por precipitacién quimicay se
utilizaron los reactivos Hidréxido de amonio (NH,OH
al30% de Jalmek), Nitrato de calcio Ca(NO,),4H,O
(99% de Sigma Aldrich), Fosfato de amonio NH,H,PO,
(98% de Sigma Aldrich)y Sulfato de cobre CuSO,5H,0
(98% Fermont). Se disolvieron en agua destilada por
20 min con una relacién de reactivo-agua diferente
para cada uno, el Ca(NO,),4H,0O y el NH,H PO, (1
g/50 ml), y CuSO,'5H,0 (0.5 g/50 ml). La solucién del
CuSO,5H,0 se adiciond a la del NH,H,PO, por 5 min
y enseguida se le agrego el NH,OH gota a gota durante
30 min a temperatura ambiente y después se elevé la
temperatura a 70 °C manteniéndose por tres horas. La
solucién se filtré y secé a 90 °C por 12 hy se realizé un
tratamiento térmico a 500 °C por dos horas.

Los compositos se obtuvieron de la mezcla de HA do-
paday ZrO, por el método de activacién mecénica con
una relacién HA-ZrO, de 70:30% en masa en un molino
planetario con un contenedor de 6xido de zirconia con
bolas de molienda del mismo material.

Las fases obtenidas se determinaron mediante un
andlisis por DRX para lo cual se utilizé un equipo PA-
Nalytical Empyrean con radiacién Cu Ka (\ = 1.5460 A)
en un rango de 10° a 80° a 40 Kv. Para la determinacién
de los grupos funcionales, se utilizé un espectrofoté-
metro FT-IR Pekin Elmer Nicolet Nexus 47, equipado
con ATR (Attenuated Total Reflection) con un dngulo
de incidencia de 45°y cristal de diamante, a una resolu-
cién de 4 cm™ y frecuencia desde 500 hasta 4000 cm™.

Se evaluaron propiedades bioldgicas con las pruebas
de bioactividad en SBF, hemocompatibilidad con eri-
trocitos, viabilidad celular, morfologia y adhesién de
osteoblastos mediante fluoroforos.

Prueba de bioactividad en SBF

Para realizar la prueba de bioactividad, se elabora-
ron tabletas por compresion en una prensa uniaxial
Strongway 46269, después se sometieron a un trata-
miento de densificado de 1000 °C por dos horas para
el compésito HAAg/ZrO,, 500 °C por dos horas para
el compésito de HACu/ZrO,y 1200 °C por dos horas
en el compésito HAGa/ZrO,. Se utilizaron diferentes
temperaturas para los tratamientos térmicos confor-
me a las caracteristicas de los iones que doparon las
hidroxiapatitas y de acuerdo a lo reportado en otras
investigaciones, en las cuales se llevaron a cabo trata-
mientos de densificacién para materiales compuestos
con Ga [22], Ag [23] y Cu [24].

Para evaluar la bioactividad de los materiales, se
procedio a la inmersion de estos en una soluciéon SBF
(fluido fisiol6gico simulado por sus siglas en inglés).

Esta solucién se preparé al adicionar a 1 litro de agua
desionizada uno a uno los siguientes reactivos [25]:
cloruro de sodio (NaCl), bicarbonato de sodio (Na-
HCO,), cloruro de potasio (KCI), fosfato de potasio
trihidratado (K,HPO,-3H,0), cloruro de magnesio
hexahidratado (MgCl,-6H,0), 4cido clorhidrico (HCI),
cloruro de calcio (CaCl,), sulfato de sodio (Na,SO,),
trisaminometano (C,H, NO,) y ajustando el pH a
7.4 a una temperatura de 36 °C. Los compdsitos se
colocaron en frascos sumergidos en la solucién que
se cambi6 cada 7 dias por solucién fresca, los com-
positos estuvieron sumergidos durante 7,14y 21 dias.
Al terminar el tiempo de inmersién las muestras se
analizaron en un microscopio electrénico de barrido
de alta resolucién (MEB) Jeol JSM-7041F y se evalué
la bioactividad en la superficie del material.

Prueba de hemocompatibilidad con eritrocitos

Las pruebas de hemolisis se efectuaron en base a la
norma ASTM F-756-00[26] Para esto se prepar6 una
solucién de Alsever, la cual consiste en disolver en 1
litro de agua desionizada citrato trisédico (Na,C.H,O,),
cloruro de sodio (NaCl) y D-glucosa (C_H ,0,).

Se recolecté una muestra de sangre de 4 ml de un
donador sano de sexo masculino en un tubo de en-
sayo con EDTA la muestra se centrifugé a 3000 rpm
durante 4 min, lavindose con solucién de Alsever
tres veces para obtener una solucién concentrada
de eritrocitos. Posteriormente se tomaron 100 pl de
esta solucion y 9900 ul de solucién Alsever y fueron
agitados suavemente para obtener una suspension.

En tubos de ensaye se colocaron 2.5, 5 y 10 mg/ml
de cada compésito con 1850 pl de solucién Alsever y
150 pl de la suspensién antes descrita. Se prepard un
control negativo con eritrocitos-solucién Alsever y
un control positivo con eritrocitos-agua desionizada.
Las muestras fueron incubadas a 37 °C por una hora
y posteriormente centrifugadas, el sobrenadante de
los tubos se analiz6 en un espectrofotémetro UV-VIS
PerkinElmer utilizando una longitud de onda de412
nm. Se obtuvo el % de hemdlisis al introducir las lec-
turas de absorbancia en la ecuacién [1]:[1]

Prueba de viabilidad celular

Los andlisis de viabilidad y proliferaciéon celular se
llevaron a cabo con el método 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), empleando la linea
celular 3T3 de osteoblastos de ratén (3T3, ATCC®) [27].

Las muestras de 50 pg/mly 100 pg/ml, fueron cul-
tivadas con 10,000 células en una microplaca de 32
pozos incubadas en D-MEM suplementado con 10%
de suero fetal bovino y 1% de antibiético (penicilina-
estreptomicina) por 24 h a 37 °Cy 5% de CO,.

Una vez transcurrido el tiempo de cultivo, a las mues-
tras se les retird el medio de cultivo y se reemplazé por
medio nuevo conteniendo una solucién de MTT (0.5
mg/ml), se incubaron por 4 h a 37 °C con 5% de CO,,.
Los cristales de formazan obtenidos fueron disueltos
en dimetilsulféxido (DMSO). La absorbancia se midié
en un lector ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
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Assay) a 570 nm. Se utiliz6 un control positivo durante
el ensayo, células sin estar expuesta al material.

Prueba de la morfologia y adhesion de osteo-
blastos mediante fluoroforos

A las 24 h de cultivo se agregaron 200 pl de una
solucién de DAPI (10 pg en 100 ml de PBS 1X) y 200
ul de una solucién de Calcein AM (50 pg en 10 mL de
PBS 1X), se incubaron en oscuridad por 45 min y se
observaron en un microscopio (Ze Axio Vert Al) en
configuracién de reflectancia para obtener imagenes
utilizando el software Zen blue.

Analisis estadistico

Los valores se expresaron como medias + desviacién
estandar (SD). Se utiliz6 la prueba t de student de dos
colas para discernir la diferencia estadistica entre los
grupos. Un valor de probabilidad menor de 0.05 (p<0.05)
se considerd estadisticamente significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de los compésitos

Mediante DRX se obtuvieron los difractogramas
de los compésitos HAGa/ZrO,, HAAg/ZrO,,HACu/
ZrO, conformados por HA dopada con 1 mol de Ga-
Ag-Cuy ZrO, estabilizada con 4 mol de ytrio. Los
compositos se formaron con un 70% en masa de HA
y 30% ZrO, estabilizada.
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Figura 1. Patrén DRX del compésito HAAg/ZrO2 que se
obtuvo del conformado de los polvos de HA dopada con
Agy ZrO2 estabilizada con ytrio mediante mezclado
mecdnico y un tratamiento posterior de densificacion a
1000 °C.

Enla Figura 1, se presenta el patrén de DRX del com-
posito HAAg/ZrO,, en el cual se observa una fase de
Ca,(PO,),, la cual corresponde al fosfato tricélcico 8
(B -TCP) segtin la carta cristalografica PDF 09-0169,
cuyos angulos 20: 22.2°, 26.1°, 27.7°, 31.02°, 34.3°, 46.6°,
53.5°y 59.5°, corresponden a los planos cristalograficos
(116), (211), (214), (0210), (220), (413), (3018) y (517) res-
pectivamente. También se presenta la fase ZrO, que se
identificé con la carta cristalografica PDF 50-1089, en
donde se observan los dngulos 26: 30.7°, 50.37° y 60.2°
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que corresponden a los planos cristalograficos (011),
(112) y (121) respectivamente. Ademas, estd presente la
plata elemental (Ag°) segtin la carta PDF 04-0783, los
angulos 26 38.1°,44.2°y 64.4° pertenecen a los planos
cristalograficos (111), (200) y (220) respectivamente.
Esto indica que la Ag no se incorpor6 a la estructura
de la HA, por lo que no se puede hablar de un dopaje
de HA con Ag, sino de un material compuesto de Ag,
B-TCPy ZrO,.
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Figura 2. Patrén DRX del composito de HAGa/ ZrO2 que
se obtuvo del conformado de los polvos de HA dopada con
Ga y ZrO2 estabilizada con ytrio mediante mezclado
mecdnico y un tratamiento posterior de densificado a
1200 °C.

En la Figura 2 se presenta el patrén DRX del compésito
HAGa/ZrO2, en la que se puede observar la presencia
de B-TCP de acuerdo con la carta cristalografica PDF
09-0169, cuyos angulos 26 mas significativos a 13.6°, 17°,
21.8°,25.8°,27.7°,31.02°, 34.3° 46.9° y 52.9°, correspon-
den alos planos cristalogréficos (104), (110), (024), (1010),
(214), (0210), (220), (4010) y (2020) respectivamente.
En el DRX se observa, ademds, una segunda fase que
corresponde ala ZrO, segtin la carta cristalografica PDF
50-1089. Los dngulos 26: 30.2°, 50.37° y 60.2° corres-
ponden a los planos cristalograficos (011), (112) y (121)
respectivamente. El difractograma no revela la presencia
de otras fases, lo cual indica que el Ga probablemente
se incorpord a la estructura del compésito.
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Figura 3 Patrén DRX del compdsito de HACu/ZrO2 que
se obtuvo del conformado de polvos HA dopada con Cu 'y
ZrO2 estabilizada con ytrio mediante mezclado mecdnico
y un tratamiento posterior de densificado a 500 °C.



En la Figura 3 se presenta patréon DRX del compésito
HACu/ZrO, y en el que se observan tres fases: La prime-
ra fase corresponde a la HA segtin la carta cristalogréfica
PDF 82-1843, los dngulos a 20 25.8°, 31.6° 34°, 39.6° y
46.5° corresponden a los planos cristalograficos (002),
(211), (202), (130) y (222) respectivamente. La segunda
fase es ZrO, ctibica segun la carta PDF 49-1642, los
angulos 20: 30.1°, 50.2° y 59.7°, corresponden a planos
cristalograficos (111), (220) y (311) respectivamente.
La tercera fase es Baddeleyita ZrO, monoclinica segin
la carta PDF 37-1484, los dngulos 26: 28.1° y 34.1°, co-
rresponde a planos cristalograficos (-111) y (200). Las
dos fases de zirconia resultan del cambio de la forma
cristalografica tetragonal a ctibica y monoclinica[28],
debido a la temperatura del tratamiento de densificado
del compésito. En el patrén de DRX no se encontré fase
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Figura 4. Espectros FT-IR de los compdsitos en polvo que
se obtuvieron por mezclado mecdnico de HA dopada con
Ag, Ga, Cu y ZrO2 estabilizada con ytrio.

En la Figura 4 se presentan los espectros FT-IR de los
materiales obtenidos, en donde se observan las bandas
a942 cm?, 944 cm’, 969 cm?, 970 cm™, 1016 cm™, 1022
cm?, 1027 cm™ y 1118 cm™ que son las vibraciones co-
rrespondientes al grupo funcional fosfato (PO,*) [29].

Bioactividad de los compésitos

En las Figuras 5, 6 y 7 se muestran imégenes que se
obtuvieron por microscopia electrénica de barrido,
utilizando un equipo Jeol JSM-7041F, después de 21
dias de inmersién en SBF, en las cuales se observa la
formacién de aglomerados de pequefios cristales aci-
culares que forman esferas de consistencia esponjosa
sobre la superficie del material, también se realizé un
analisis por espectroscopia de energfa dispersiva (EDS)
a la superficie de los compdsitos y en cada imagen se
muestra la caracterizacién de los elementos presentes
en la capa depositada. Los elementos predominantes
fueron fosforo, calcio y oxigeno que corresponden a la
formacién de apatita similar a la 6sea, demostrando
que los compdsitos son bioactivos.

En la Figura 5 se presenta la imagen MEB de la su-
perficie del compésito HAGA/ZrO,, observandose
la formacién de esferas esponjosas de apatita a 5,000
aumentos y en el EDS la presencia de galio, la cual co-

rresponde al compdsito. La presencia de estas esferas
indica que el material es bioactivo [30].

La Figura 6 corresponde a la imagen obtenida con
2,000 aumentos de la superficie del compésito HAAg/
ZrQO,, en la cualse aprecia el crecimiento de apatita en
forma de aglomerados esféricos. E1 EDS indica la presen-
cia de P, Cy Ca, elementos que corresponden a la HA.

5000 1gm  WD8Omm

Figura 5. Imagen MEB y su correspondiente espectro EDS
de la superficie del compdsito HAGa/ZrO2 después de 21
dias de inmersion en SBF.
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Figura 6. Imagen MEB y su correspondiente espectro EDS
de la superficie del compdsito HAAg/ZrO2 después de 21
dias de inmersién en SBF.
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Enla Figura 7 se muestran la imagen MEB a 2,000X y
el correspondiente EDS de la muestra de HACu/ZrO,,
después de 21 dias de inmersion en SBE. Claramente se
observa la presencia del Ca, P y O correspondientes a
la HA, ademas de Cl, Na y Mg en menor proporcién,
los cuales estaban presentes en la solucién de inmer-
sién. Se demostro la bioactividad del compésito con la
presencia de crecimiento de esferas de apatita. De las
Figuras 5, 6 y 7 se puede concluir, que los materiales
obtenidos son bioactivos.

v 26

LEI 50kV  X2,000 10pm WD 8.0mm

Figura 7. Imagen MEB y su correspondiente espectro EDS
de la superficie del compdsito HACu/ZrO2 después de 21
dias de inmersion en SBF.

Hemolisis de los compédsitos

Hemolisis de los compositos

B HAAQ/ZrO2
Il HAGa/zrO,

6-

Hemolisis (%)

2.5mg/ml 5mg/ml 10mg/ml

Concentraciones (mg/ml)

Figura 8. Efecto hemolitico segiin la norma ASTMF
756-00 a las concentraciones 2.5, 5 y 10 mg/ml de los
materiales sintetizados HAAg/ZrO2 HAGa/ZrO2 y
HACu/ZrO2.
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En la Figura 8 se muestran los resultados de hemocompa-
tibilidad de los compésitos con los eritrocitos a diferentes
concentraciones: 2.5 mg/ml, 5 mg/mly 10 mg/mllos cuales
presentan valores de porcentaje de hemolisis menores a 4.9
%. La norma ASTMF 756-00 indica que con porcentajes
menores al 5% de hemdlisis los materiales se consideran
como no hemoliticos. De los materiales analizados, solo
el compdsito HAAg/ZrO, resulté ligeramente hemo-
litico a la concentracién de 10 mg/ml. Los compositos
HAGa/ZrO,y HACu/ZrO, en las tres concentraciones
presentaron porcentajes de hemdlisis menores al 2% de
lo que se concluye que, a las concentraciones estudiadas,
los materiales sintetizados no constituyen un riesgo de
hemodlisis al estar presentes en el cuerpo humano.

Viabilidad celular de los compésitos

En la Figura 9 se muestran los resultados del ensayo
MTT de los diferentes compositos y su control. En ella
podemos observar como la viabilidad celular de los ma-
teriales alas 24 h de cultivo y a una concentracién de 100
pg/ml fueron 74.5, 88.01 y 33.03% para los compositos
HAGa/ZrO, HAAg/ZrO, y HACu/ZrO, respectiva-
mente. Por otra parte, al mismo periodo de tiempo y
a una concentracién de 50 pg/ml se pueden percibir
viabilidades de 78.56, 78.73 y 26.8% para los materiales
compuestos HAGa/ZrO,, HAAg/ZrO, y HACu/ZrO,.
Observandose, independientemente de la concentracién,
diferencias significativas entre el control y los 3 mate-
riales compuestos, entre el compédsito HACu/ZrO, y los
compésitos HAGa/ZrO,y HAAg/ZrO,, no asi entre los
compésitosHAGa/ZrO, y HAAg/ZrO,. Resultados que
muestran que los compdsitos HAGa/ZrO,y HAAg/ZrO,,
independientemente de la concentracién, no presenta
efectos téxicos a nivel celular (ISO 10993-5), lo que su-
giere que no hubo afectaciones del metabolismo celular
después de la exposicién al mismo [31] [32]. Mientras el
compésito HACu/ZrO, a cualquier concentracion, y en
concordancia a la ISO 10993-5 induce la citotoxicidad
en osteoblastos de la linea celular 3T3 [33] [34].

Il Control (-)
1307 Il HAGa/ZrO;
1204 [l HAAQ/ZrO;
1104 [l HACu/ZrO2
100 -
90 -
80 -
704
60
50
404
301
204
10
0

1%+

% Viabilidad celular

100 50
Concentracién ug/ml

Figura 9. Porcentaje de viabilidad celular de los compdsi-
tos a 24 horas de cultivo celular. * diferencia significativa
comparado con el control y +: diferencia significativa con
el composito HACu/ZrO2 (P=0.05, la comparacion se
hace entre muestras del mismo dia).



Figura10. Adhesion de osteoblastos con la técnica de tintes fluorescentes para los compdsitos
a-b) HAGa/ZrO2, c-d)HAAg/ ZrO2 y e-f)HACu/ ZrO2.

Morfologia y adhesion de osteoblastos de los
compaoésitos

Se realiz la tincién de osteoblastos expuestos a los
compoésitos utilizando dos tintes fluorescentes: DAPI,
para la observacion de nicleos celulares y Calcein AM
para observar el citoplasma celular. En la Figura 10 se
presentan las imdgenes obtenidas después de la tincién
y de la observacién al microscopio de los diferentes
compdsitos y concentraciones [35]. En estas imagenes
se aprecian los nucleos de los osteoblastos en color azul
intenso envueltos por el citoplasma (azul menos intenso)
para los diferentes compésitos. En HAGa/ZrO, (Figura
10ay b) y HAAg/ZrO, (Figura 10c y d) se aprecian los
nucleos celulares adheridos al compésito con prolon-
gaciones citopldsmicas algunas con morfologfa redonda
y otras tratando de expandirse y tomar la forma de un
osteoblasto normal. Mientras que el compdsito HACu/
ZrQO, (Figura 10 e y f) se observa una disminucién del
ndmero de células, las cuales muestran una morfologia
redonda, indicando dafo celular [36].

CONCLUSIONES

Para la sintesis de HAGa/ZrO,, HAAg/ZrO, por el
método de Pechini, y de HACu/ZrO, por precipitacién
quimica, se obtuvo B-TCP por Pechini e HA por pre-
cipitacién. Por inmersién en SBF se constaté que los
tres materiales son bioactivos, y solamente el HAAg/
ZrQ, resultd ligeramente hemolitico a concentraciones
de 10 mg/ml.

Los compésitos HAGa/ZrO,y HAAg/ZrO, son mate-
riales no téxicos en las condiciones evaluadas y cum-
plen con la norma ISO 10993-5:2009. En la tincién
fluorescente se obtuvo buena adhesiéon de estos los

compdsitos porque se observaron células adheridas
con nucleo-citoplasma definido. Y el compésito HACu/
ZrO, resulté téxico en ambas concentraciones y con un
ligero daio celular en las células adheridas. Lo anterior
descrito indica que los compésitos HAGa/ZrO,y HAAg/
ZrO, son biomateriales que presentan propiedades bio-
légicas como bioactividad, compatibilidad hemolitica,
viabilidad celular y adhesién de osteoblastos adecuadas,
figurando como muy buena opcién para aplicaciones
6seas y dentales que se pueden utilizar en forma de
polvo si se aplica como selladores, rellenos dentales,
en cementos o recubrimientos de implantes metélicos.
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