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Resumen

Los biomateriales base calcio promueven la viabilidad celular, por lo que el cemento Portland
al contener carbonatos de calcio en su composicién, ademas de fosfato y calcio, podria ser una
alternativa para imitar la matriz extracelular en la regeneracion de tejido éseo. Esta investigacion
se basa en la obtencion de recubrimientos de CaCOz a partir del cemento Portland, obtenidos de
acuerdo a la solicitud de patente MX/2016/015445. El material obtenido se caracterizé por SEM,
EDS, FTIR, DRX y se determiné su porosidad y resistencia a la compresion. Los andlisis de
bioactividad y biocompatibilidad indican potenciales aplicaciones de este material en ingenieria
tisular.
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1. Introduccidn

En los Ultimos afios, se han realizado diversos estudios enfocados en el uso de materiales que posean
caracteristicas de osteoinduccion, osteointegracion y osteoconduccién similares al hueso. Entre estos
materiales se encuentran la obtencién de carbonato de calcio a partir de cemento Portland [1]. Como ya
es sabido el carbonato de calcio (CaCOs) es uno de los minerales mas abundantes en la naturaleza, y su
principal caracteristica es que ha sido utilizado en cirugias 6seas. Como lo son las intervenciones para
injertos o sustitutos 6seos. EI CaCOj3 se encuentra en tres formas cristalinas que son calcita, argonita y
vaterita donde se ha comprobado que estando en forma de calcita y argonita es un material
biocompatible y osteoconductivo [2].

Con el fin de entender los cambios que se dan en los minerales anhidros del cemento, se ha
investigado la evolucion mineralégica del cemento Portland durante el proceso de hidratacidn,
obteniendo que la hidratacién ocurre de manera diferente en cada mineral ya sea por la velocidad de
reaccion, o por los cambios cristalinos experimentados por éstos durante la transformacion de fase
anhidra a hidratada [3]. Ademas de que, en funcién de la dosificacion del aditivo plastificante, es posible
conocer el tiempo en el que se produce la precipitacion masiva de productos y los tiempos de fraguado,
y que el calor desprendido como consecuencia de las reacciones, asociadas a esta etapa, es
independiente de la naturaleza y dosificacion del aditivo, poniendo de manifiesto que las reacciones
que se producen son las mismas [4].
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Por otra parte, en diferentes investigaciones se ha evaluado la biocompatibilidad del cemento

Portland, las cuales han obtenido que la produccion de CaCOgs en el cemento Portland durante su
hidratacion, puede aumentar la biocompatibilidad y bioactividad de este material, una vez que fomenta
la adherencia y proliferacion celular. Encontrando evidencias que muestran las capacidades del CaCOs
de actuar como un tampén en solucion, manteniendo el pH del medio dentro de un rango fisiologico
[5]. Mientras que Obando y colaboradores encontraron que materiales que en su composicion contenian
cemento Portland tenian capacidad de sellado apical y propiedades antimicrobianas [6].
En el 2016, Pérez et al., solicitaron la patente ante el IMPI para la obtencion de un recubrimiento de
CaCO; a partir de cemento Portland, por lo que esta investigacion se enfoca en la sintesis y
caracterizacion del recubrimiento de CaCO; obtenida a partir de cemento Portland para una posible
aplicacion como biomaterial para la regeneracion de tejido éseo.

2. Metodologia

2.1 Preparacion y caracterizacion de las muestras.

Para la preparacién de las muestras se utiliz6 cemento Portland gris tipo | y agua destilada en proporcién
2:1 (%w/w), se mezcl6 el cemento Portland con el agua agitando constantemente hasta obtener una
composicién homogénea (sin grumos). Se dejo secar en una incubadora a 37 °C con una humedad
relativa del 95% durante 24 horas.

Las muestras se analizaron por microscopia electrénica de barrido (JEOL JSM-7000F), acoplado a
un sistema de espectrometria por energia dispersiva de rayos X. Los espectros FTIR de las muestras se
determinaron usando un modo de transmision en un espectrémetro IR (Nicolet 6700, Thermo
Scientific). El analisis de las fases presentes de las muestras se realizo utilizando un difractometro de
polvo Panalytical XRD modelo X'pert con radiacion de un filamento de cobre con ko de 1.5406 A. El
anélisis de comprension de las muestras de cemento Portland y el recubrimiento brilloso de CaCOs se
llevé a cabo con la méquina universal de ensayos Syntech 20D, a una velocidad de 254 mm/min.

2.2 Analisis de bioactividad de las muestras.

Para el anélisis de bioactividad, se preparé una solucion del fluido fisiolégico simulado (SBF) 1.5X con
concentraciones ionicas similares a las encontradas en el cuerpo humano, ajustando el pH a 7.4. Se
colocaron muestras del cemento Portland y el recubrimiento de CaCOj3 en tubos de ensayo, se les agregd
5mL de la SBF y fueron incubadas a 37 °C por diferentes periodos de tiempo. Una vez concluido el
periodo de tiempo las muestras fueron caracterizadas por FT-IR, SEM y DRX.

2.3 Analisis de biocompatibilidad de las muestras.

Las muestras estériles y desgasificadas fueron sembradas con 5000 células de osteoblastos de la linea
celular MC3T3, se agregdé medio a-MEM conteniendo 1% de antibiético penicilina/estreptomicina,
10% de suero fetal bovino, 3 mM de B-Glicerofosfato y 10 pg/ml de &cido ascorbico. Se incubaron las
muestras a 37 °C y 5% de CO; por diferentes periodos de tiempo. A cada muestra y control (células sin
exponerse al material) se les retiro el medio en el que permanecieron durante su incubacion, se les
afiadio 200 pl de a-MEM y 50 pl de la solucion MTT (con una concentracién de 5 mg / mL en PBS).
Posteriormente, se incubo 37 °C por un periodo de 2 horas. Al finalizar este tiempo, se extrajo el
sobrenadante y se agregaron 250 pl de dimetil sulfoxido a cada muestra, se homogenizo la solucion y
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se prosiguié a medir la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm con ayuda de un
espectrofotometro de microplacas.

Para el analisis de diferenciacion celular se disolvieron dos pastillas de 5 mg cada una, del sustrato
p-nitrofenil fosfato (P-NNP) en 10 ml de la solucién tampdn de dietanolamina. Una vez terminado el
tiempo de incubacion los materiales sembrados y los controles se sometieron a tres ciclos de choque
térmico, mediante una congelacion -80°C y una descongelacion a 37 °C, esto para conseguir la lisis
celular. Se tomaron 100 pL de dicha muestra y se agregé 100 uL de la solucidn de P-NPP, fueron
incubados a 37 °C por 30 minutos, se determind la produccién de p-nitrofenol P-NP a una absorbancia
de 405 nm en el espectrofotometro de microplacas. Para la tincion con los fluordforos, se prepard una
solucion de 10 pg de DAPI en 100 ml de PBS 1X y se agreg0 en cada pocillo 200 pl, asi mismo, se
afiadio 100 pl de solucién Calceina AM. Finalmente, se incubd durante 1 hora, se observo mediante
microscopia de fluorescencia (Axio Vert.Al, Carl Zeiss), utilizando el software ZEN blue para capturar
las imagenes. Para el analisis de mineralizacion de los cultivos de osteoblastos en las muestras se realiz6
una fijacién de células con una solucién al 3% de glutaraldehido y deshidratacion de las mismas
(secuencias de etanol al 70, 80, 90, 95 y 100%) para ser analizadas a través de FTIR y DRX.

3. Resultados y Discusion

La Fig. 1 muestra imagenes de las superficies del material obtenido a partir del cemento Portland. En
ellas podemos observar que ambas tienen un color blanco, sin embargo, la superficie del inciso a)
podemos ver una superficie blanca con acabado superficial brillante, la cual nombraremos como
recubrimiento brilloso de CaCQs, mientras que la superficie del inciso b) es una superficie con acabado
opaco y que nombraremos como cemento Portland.

Fig. 1. a) muestra de la superficie del recubrimiento brilloso de CaCOs y b) cemento Portland.

La Fig. 2 (a, b) podemos observar los espectros de difraccion del recubrimiento CaCOj3 y cemento
Portland. En ellos podemos observar la presencia de las fases tipicas del cemento como lo es el CaCQs,
alita o silicato tricalcico (CsS), belita o silicato bicélcico (C2S) y Aluminato tricalcico (CsA) [7-8]. Sin
embargo, en la Fig. 2a del recubrimiento brilloso, presenta un pico adicional en el angulo 20 entre 17 y
20, el cual puede ser atribuido a la presencia de portlandita derivado de la hidratacion del silicato
bicalcico y del silicato tricalcico del cemento Portland [3, 9]. Mientras que en el cemento Portland se
observa la aparicién del pico caracteristico del CaCOs identificado con la fase polimorfica calcita en
26=29.4. Lo que estaria indicando que parte del calcio del CH pudo haberse consumido en la formacién
de CaCOs por accion del CO; del aire sobre el sistema. Al mismo tiempo podria aparecer en otras
formas por ejemplo como vaterita (m-CaCQOs), en fases de aluminatos de calcio hidratados y
posiblemente en la estructura de la tobermorita C-S-H [3]. En ambos espectros de difraccion se observan
los picos que identifican al de CaCOs, donde se identifica la vaterita y calcita, esta Gltima como fase
mayoritaria tanto en el recubrimiento brilloso CaCO3; como en la superficie de cemento Portland [10].

En la Fig. 2 (c, d) se puede observar iméagenes de SEM del recubrimiento brilloso y la superficie de
cemento Portland. En ellas se aprecia el caracter nanométrico de las mismas, observandose ademas un
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cierto acumulamiento entre los granos. De acuerdo a otros investigadores [3] sucede que los granos de
aluminato tricalcico (CsA), a medida que se hidratan y se van convirtiendo en tobermorita, se van
uniendo los unos a los otros creando de esta forma una matriz continua y en forma de capas, a los que
estan unidos dificilmente se les diferencia el contorno de sus lados, mientras que este limite es mas
evidente en los cristales aislados como se observa en la Fig. 2 inciso d. También se aprecia un cambio
de grises en la estructura debido a que existe una diferencia de composicion quimica [9]. Mientras que
la Fig. 2 (e, f) muestra el EDS del recubrimiento brilloso y cemento Portland donde se observa la
presencia de Ca, C y O como elementos principales del recubrimiento, confirmando la presencia de
CaCQOg, fase tipica de este tipo de material. Ademas de otros elementos que conforman el cemento
Portland como por ejemplo Si, Aly K.
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Fig. 2. DRX de la superficie del a) recubrimiento de CaCOs y b) cemento Portland; Im&genes de SEM
de ¢) recubrimiento brilloso CaCOs y d) superficie de cemento Portland; EDS de la superficie del €)
recubrimiento de CaCOs y f) cemento Portland; FTIR del recubrimiento de CaCOs y cemento
Portland (g).

De acuerdo a la medicion de la distribucion del tamafio de poro del recubrimiento brilloso y

superficie de cemento portland, se obtuvieron tamafios promedios de poro de 10.34 um + 3.29 um y de
5.80 pm + 3.47 um, respectivamente. En estos resultados se puede observar un incremento en el tamafio
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de poro del recubrimiento brilloso. El tamafio de poro juega un papel importante en el disefio de
implantes, puesto que segun sea su tamafio, la regeneracion del hueso sera directamente afectada, ya
que el tamaiio de poro de 5 um permite una nueva vascularizacion, poros entre 15 um y 40 um permiten
el crecimiento de osteoblastos y la interconectividad se da a través de poros con tamarios que van de 10
um a 80 pum. La porosidad del hueso cortical oscila entre 1 um y 100 pm, y en hueso trabecular entre
150 wum y 400 um [11].

Los espectros de FTIR del recubrimiento brilloso y cemento Portland se muestran en la Fig. 2 g. De
600 a 1500 cm™ se encuentra la zona de la huella dactilar donde se origina la flexion de enlaces CH,
CO, CN y CC. Se observa una banda de adsorcién a los 1426 cm™ y otra a los 700 cm™, las cuales
determinan la unién del carbono y oxigeno lo que indica la presencia del grupo funcional COs? [12].
Se observa otra banda prominente en el rango de 1000 cm™ atribuida a la torsién fuera del plano del
dimero carboxilo [13]. A los 605, 900 y 1089 cm se observan bandas asignadas al fosfato de calcio
(PO43), mientras que en la zona entre 850 y 880 cm™ se observan dos bandas, que, de acuerdo a Lépez,
se atribuyen a fases del CaCOs, la banda de 875 cm™ asignada a la fase calcita y la banda de 855 cm™?
a la fase aragonita [14].

En cuanto a las propiedades mecénicas, el material debe tener al menos la misma resistencia que el
hueso, por lo que un equilibrio entre porosidad y resistencia mecanica se hace absolutamente
imprescindible. Los valores de los ensayos de resistencia a la compresion fueron calculados a partir de
las curvas de esfuerzo-deformacion. Obteniendo un méaximo esfuerzo de 15.98+2.5 MPa, un médulo de
Young de 3.48+0.35 MPa y un porcentaje de elongacion de 0.68+0.13. Los resultados obtenidos
muestran que estan por debajo de los requeridos por la norma 1SO 5833. Sin embargo, materiales con
baja resistencia podrian ser utilizado como relleno de hueso trabecular o hueso esponjoso, dado que la
resistencia a compresion de este tipo de tejido oscila entre los 3 MPay 20 MPay las cifras para el hueso
esponjoso oscilan entre 1 MPa y 7 MPa [15].

La Fig. 3 muestra los resultados del analisis de bioactividad del material. Los incisos a, b, ¢, d, e y
f muestran imagenes del material expuesto a SBF de la primera semana a la sexta, respectivamente. En
ellas se puede observar la deposicion de la capa de apatita biolégica sobre la superficie del material
desde la primera semana y como se fue depositando hasta observar una capa uniforme aglomerada en
forma de coliflor. EI EDS de la primera semana de exponer al material a la SBF (Fig. 3g) muestra la
presencia de los mismos elementos antes de ser expuesto (Fig. 3a), asi como P, Mg, y Na indicando la
presencia de la apatita bioldgica. Fig. 3h, derivada de la resta de los espectros infrarrojos del material
expuesto a la SBF durante las diferentes con el espectro infrarrojo del material antes de ser expuesto,
nos muestra picos de absorcion atribuidos a los grupos carbonatos a los 876, 1134, 1429 y 1472 cm™,
mientras que a los 1033, 962 y 566 cm™* aparecen los grupos fosfato [16]. Por otro lado, EI DRX (Fig.
3i), obtenidos para verificar la presencia de apatita biol6gica en la superficie de acuerdo al standard
card (01-074-0565), observa (durante las diferentes semanas) las fases tipicas obtenidas del material sin
exponerse ademas de la presencia de nuevas fases de la hidroxiapatita y la Monetita.

La Fig. 4 muestra los resultados de los andlisis de proliferacién, diferenciacion y calcificacion de
los materiales sembrados con células osteoblasticas. En el inciso a) podemos observar la proliferacion
celular de los osteoblastos, no observandose diferencias significativas (en los diferentes periodos de
tiempo) entre el control y material, resultados que sugieren que la superficie de carbonato de calcio,
obtenida a partir de cemento Portland, no afecta la adhesion y viabilidad celular de los osteoblastos. La
Fig. 4b muestra los resultados de la actividad de la fosfatasa alcalina durante el periodo de estudio y en
ella se puede observar como se incrementa a medida que avanzaban los dias de cultivo celular, lo cual
corrobora lo obtenido por Olivas y colaboradores donde encontraron una reducida actividad de la
fosfatasa alcalina durante los 3 primeros dias de exposicidn y la maxima actividad después del décimo
dia. Encontrandose diferencias significativas entre el control y el material durante los diferentes
periodos de estudio, Resultados que sugieren que el material podria promover una diferenciacion celular
mas rapida que la observada en el grupo control.
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La Fig. 4c muestra imagenes de SEM y EDS de los materiales cultivados, en ella se pueden apreciar
células con morfologia poliédrica y textura rugosa granular aglomeradas a través de la superficie del
material, siendo esta morfologia tipica de osteoblastos activos, asi como la interaccion célula-material
y como las células pudieron adherirse, extenderse y propagarse sobre la superficie del material. La
composicion quimica de los materiales cultivados fue analizada mediante el SEM por la técnica de
espectroscopia de energia dispersa (EDS, por sus siglas en inglés), observando la presencia de
componentes inorganicos del hueso como: Ca, P, Mg y sodio. Por otra parte, el inciso ¢) muestra el
difractograma de los materiales cultivados a diferentes periodos, en ellos podemos encontrar picos
caracteristicos de la hidroxiapatita producidos en 206=26°, 32°, 33°, 34°, 39.5°, 44°y 49° [17], asi como
el pico caracteristico de fosfato de calcio fueron visualizados en 26 = 29.8° Estos resultados son
respaldados por otros investigadores quienes refieren que la fase solida inicial del fosfato de calcio
formado en el hueso amorfo, es reemplazado por apatita en estructura cristalina y posteriormente, se
transforma en apatita cristalina madura. En base a esto, la presencia de fosfato de calcio amorfo se debe
a las células osteoblasticas que todavia estaban dirigiendo el proceso de mineralizacion de la formacion
Osea [17]. Ademas, los espectros FTIR fundamentan el proceso de biomineralizacion del material
debido a que se encontraron los picos caracteristicos de fosfatos y carbonatos. La Fig. 4e muestra las
bandas de absorcion correspondientes a los picos de fosfato de calcio PO, (1089, 960 y 605 cm™) y
carbonato de calcio (1458, 1462 y 912 cm™), los cuales concordaron con Olivas y colaboradores [11].
Asimismo, se muestran bandas caracteristicas de Amida I (1658 cm™), grupo hidroxilo (1476 cm™) y
grupo Amino (1932 cm™), esto sugiere la presencia de glicosaminoglicanos, proteoglicanos y colageno,
entre otras proteinas los cuales estan asociados a la organizacion de la matriz extracelular secretada por
las células [11].
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Fig. 3. Imagenes de SEM, EDS, espectros infrarrojos y DRX del material al ser expuesto a la SBF: a) primera
semana, b) segunda semana, c) tercera semana, d) cuarta semana, €) quinta semana, f) sexta semana de exposicion,
g) EDS de la primera semana de exposicion, h) resta de los espectros infrarrojos de las diferentes semanas de
exposicion con el espectro infrarrojo del material sin exponerse y i) DRX de las muestras durante las 6 semanas de
exposicion.
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cultivo.

Conclusiones

Se prepard un nuevo biomaterial formado por cemento Portland con recubrimiento de carbonato de calcio mediante
la hidratacion del cemento. Este facilita la proliferacion y formacidn de nédulos mineralizados de los osteoblastos
de la linea celular MC3T3-1, logrando inducir la diferenciacion celular de los osteoblastos por sus caracteristicas

estructurales y quimicas favorables.

Por medio del ensayo MTT se confirma que la proliferacion aumenta

gradualmente conforme pasan los dias de investigacion evidenciando la biocompatibilidad del material. La
morfologia de los osteoblastos cultivados no presenta ninguna diferencia con respecto al control, ademas, estas
células lograron adherirse y propagarse sobre la superficie del cemento formando cristales de hidroxiapatita en la
superficie del soporte confirmando la bioactividad in vitro induciendo la hidroxiapatita. La obtencién del
recubrimiento de carbonato de calcio, constituye un biomaterial prometedor para desarrollar la préxima generacion
de andamios en la ingenieria tisular.
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