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RESUMEN

Las cerdmicas nanoestructuradas en pelicula delgada se han pro-
puesto como una nueva opcidén de recubrimientos en implantes
ortopédicos y dentales. Con esto en mente, se realizé un estudio para
investigar el efecto de la nanotopografia en el proceso de biomine-
ralizacién por medio de la preparacion de peliculas delgadas con
base en el aluminato de cinc con morfologia nanométrica por el
método de rocio pirolitico. Los resultados obtenidos al cultivar células
osteobldsticas en las nanocerdmicas, indicaron que la superficie
nanomeétrica del material propuesto incrementa la adhesion celular
cuando se comparan con las superficies del material control. Se
puede argumentar que la superficie en rangos nanométricos cam-
bia las propiedades del material cerdmico al comportarse como un
material con superficie bioactiva. Esta bioactividad se demuestra con
el incremento en la biomineralizacién de la matriz extracelulary en el
incremento ordenado del tejido mineral depositado. Por los resultados
obtenidos, se propone al aluminato de cinc nanoestructurado como
una cerdmica biocompatible que proporciona un ambiente nanoes-
fructurado similar al hueso favoreciendo la formacion de mineral y la
cual puede aplicarse en un futuro como recubrimiento de materiales
de implante en el drea dental y ortopédica en México.

Palabras clave: Cerdmicas nanoestructuradas, peliculas delgadas,
biomineralizacién.

ABSTRACT

In recent years, the nanomaterials have been proposed like a new
option to increase the cellular response onto dental and orthopedic
implants. With this in mind, it has been developed a study to investi-
gate the effect of the nanotopography of one ceramic compound
on the biomineralization process. In this case we use zinc aluminate
films, deposited by spray pyrolysis technique, with nanometer sized
morphologies. The obtained results, when culture osteoblastic cells
onto nanoceramics, indicated that the nanometer sized surface of the
proposed material increased the cellular adherence, as compared
with the surfaces of the reference material. From the above-mentioned
result, it can be deduced that the nanometer sized surface changes
the properties of the ceramic material to behave as a material with
a bioactive surface. This bioactivity is manifested with the increment
in the biomineralization of the extracellular matrix and in the orderly
rise of the mineral tissue deposited. According to the obtained results,
we propose to the zinc aluminate films like a biocompatible ceramic
which provides a similar nanometer sized ambient comparable with
that of the human bone where biomineralization is favored. Such films
can be applied on the implant materials in the dental and orthopedic
area in our country.

Key words: Nanostructured ceramics, thin films, biomineralization.


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm

Alvarez-Pérez MA y cols. Biomineralizacién en cerdmicas nanoestructuradas de aluminato de cinc 7

INTRODUCCION

Con la tendencia mundial de una mayor expec-
tativa de vida y en consecuencia el aumento de
la poblacion adulta en nuestro pais, los sustitutos
biolégicos han tomado una gran relevancia
para lograr un aumento o reemplazo funcional
de tejidos u 6rganos del cuerpo humano'*. Con
respecto al hueso, los biomateriales metdlicos,
cerdmicos o poliméricos son comunmente uti-
lizados para restaurar su funcién, debido a que
mejoran las interacciones que existen entre las
células osteobldsticas y la superficie del mate-
rial de implante®. Sin embargo, en los ultimos
anos, los frabajos realizados para entender es-
tas interacciones, sugieren que los eventos que
controlan la respuesta célula-sustrato pueden
delimitarse a dos propiedades importantes: (1)
las propiedades fisicoquimicas de la superficie
del biomaterial y; (Il) la topografia superficial que
presenta el biomaterial®. De estas propiedades,
la que mds atencién ha recibido por parte de los
investigadores del area de la ingenieria de teji-
dos mineralizados, es la referida a la topografia
superficial. Esta propiedad, la cual puede con-
ceptualizarse como la morfologia del sustrato en
cuanto a tamano, formay textura; se ha tornado
como uno de los pardmetros importantes que
afecta la respuesta de los osteoblastos cuando
se utilizan biomateriales para sustituir o regenerar
el tejido 6seo’'°,

En ahos recientes, con los avances en la tec-
nologia, las investigaciones enfocadas a la re-
generacion del tejido dseo se han cenfrado con
gran interés en explorar la aplicacion bioméedica
de los nanomateriales. En especial, en las nuevas
propiedades fisicoquimicas y de topografia super-
ficial que pueden presentar los nanomateriales,
cuando se comparan con los materiales conven-
cionales' 2,

Lo anterior contrasta con la consideracion
de que el hueso se visualiza como un material
nanoestructurado, compuesto por entidades
biolégicas tales como: proteinas coldgenas y
no coldgenas y cristales de hidroxiapatita, que
poseen dimensiones nanométricas en su matriz
extracelular (MEC). Por ejemplo, la dimension del
cristal de hidroxiapatita en el hueso natural es de
50 a 100 nm en longitud y de 1 a 10 nm en di&-
metro, mientras la coldgena tipo | presenta 300
nm en longitud y 0.5 nm de didmetro's. Es claro
entonces, que las células osteobldsticas estdn
naturalmente acostumbradas a interaccionar

con estructuras bioldgicas y con topografias en la
escala de nandmetros. Esto ha llevado a estudiar
las nuevas propiedades de los nanomateriales,
principalmente las nanocerdmicas de aluming,
oxido de titanio e hidroxiapatita?; haciendo uso
de los cultivos celulares in vifro. Los estudios
realizados hasta la fecha, reportan que los osteo-
blastos son células capaces de percibir, sensar
y de utilizar la nanotopografia para orientarse y
migrar a traves de ella' 7. Asimismo, los estudios
estdn comparando las geometrias topogrdaficas
—nanoesferas, nanotubos, nanoagujas, Nanofi-
bras, nanocolumnas, enfre muchas ofras- de
las distintas nanocerdmicas con la respuesta de
los osteoblastos; sugiriendo que la respuesta de
los osteoblastos en cuanto a la adhesion se ve
afectada dependiendo de la geometria superfi-
cial. Aungque se propone que las células podrian
reaccionar de la misma forma a topografias
con caracteristicas similares, aun y cuando su
composicién guimica sea diferente. Lo cual ha
llevado a sugerir que los osteoblastos responde-
rian mejor a geometrias en nanoescalas debido
a gue mimetizan la estructura de la MEC en el
hueso natural. Sin embargo, mientras emergen
datos sugiriendo que las células osteobldasticas
responden favorablemente a topografias que
presenten dimensiones nanomeétricas y altamente
porosas, el mecanismo para entender el papel
de la nanotextura superficial en el proceso de
biomineralizacion in vitro adn no ha sido com-
pletamente investigado'®20,

Con esta interrogante, nuestro laboratorio de-
sarrolld la nanocerdmica de aluminato de cinc
(ZnALO,); la cual en su fase convencional ha estado
utilizadndose en el drea dental y ortopédica, debido
a que es un biomaterial que presenta ventajas
en cuanto a su alta resistencia mecdnica, su alta
resistencia a la fractura y su diferente estructura
cristalogrdfica dependiente de la temperatura. Los
estudios realizados muestran que la cerdmica
nanoestructurada de ZnAl,O, resulta en una topo-
grafia con morfologia esferoide organizada a es-
cala nanomeétrica. Por ello, el interés de este trabajo
radica en caracterizar la morfologia superficial y
la composicién quimica de la pelicula delgada
de ZnAlL,O, depositada por el método de rocio
pirolitico ultrasénico y evaluar la adhesion celular
de los osteoblastos y su diferenciacion celular al
ser cultivados sobre las ceramicas de ZnALO, en
un modelo in vifro, para proponerse como una
alternativa a futuro de recubrimiento cerdmico de
implantes de uso dental y ortopédico.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Depdsito y caracterizacién de las cerdmicas
nanoestructuradas

El proceso de elaboracion de las cerdmicas en
pelicula delgada, se llevé a cabo por la técnica
de rocio pirolitico ultrasénico, utilizando soluciones
de 0.05 M de acetato de cinc dihidratado + 0.05M
de cloruro de aluminio hexahidratado. Esta técnica
consiste de un generador ultrasénico que trabaja a
800 kHz, localizado en la parte inferior del contene-
dor de pldstico para producir un fino vapor desde
la soluciéon precursora. El vapor es dirigido a un
sustrato caliente localizado sobre un bano caliente
a través de un tubo que contiene aire filtrado como
portador a una velocidad de flujo de 10L min”'. La
distancia de la boquilla al sustrato fue colocada a
1 cm para el depdsito de las peliculas delgadas.
En la elaboracién de las cerdmicas se controld la
temperatura del sustrato (7s) que fue de 550°C; lo
cual permitié controlar la distribucion de la altura y
el ancho de las particulas depositadas a un tiempo
de 5 minutos. Para el depdsito de las peliculas de
ZnAlLO, se utilizaron sustratos de vidrio de 1.5 cm?
(Corning glass 7059). La caracterizacion estructural
de las cerdmicas fue por medio de difraccion de
Rayos X utilizando el equipo Siemens D-5000. Para
caracterizar la morfologia superficial de las cerd-
micas (fases nanoestructuradas) se utilizd la técnica
de microscopia electrénica de barrido (MEB) por
medio del microscopio SEM: Leica-Cambridge 440
y el microscopio de fuerza atdmica: Jeol JSPM-
4210. Por Ultimo, para caracterizar la composicion
qguimica de las cerdmicas se usd la técnica de
dispersién de energia (EDS) por medio del micros-
copio SEM acoplado con el detector Pentafet con
microsonda marca Oxford.

CULTIVO CELULAR

Para caracterizar la biocompatibilidad y la biomi-
neralizacién sobre las cerdmicas nanoestructura-
das de ZnAl, O, se utilizaron células osteobldsticas;
las cuales se mantuvieron en un medio de cultivo
minimo esencial de Eagle modificado por Dul-
beco (DMEM) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB), una solucién de antibidticos
(penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 ug/mil)
y fungisona (0.3 ug/ml), 100mM de aminodcidos
no esenciales y 100 mM de piruvato de sodio. Para
inducir el proceso de biomineralizaciéon, al medio
se le adiciond 10 mM de B-glicerofosfato y 50 ug/

ml de dacido ascdrbico («<medio mineralizante»).
Para el tfrabajo experimental se utilizaron cultivos
celulares en el 2%° pasaje. Los cultivos se mantuvie-
ron a una temperatura de 37°C con una atmdsfera
de 95% de aire y 5% de CO, en un ambiente con
100% de humedad.

ENSAYO DE ADHESION CELULAR

Para establecer el efecto de la nanotopografia
de las cerdmicas sobre la adhesion celular, los
osteoblastos fueron cultivados sobre las cerdmi-
cas nanoestructuradas en placas de cultivo de
12 pozos a una densidad celular de 1 x 103y se
cultivaron durante 24 horas; pasado este tiempo,
las células que no se adhirieron a las superficies
fueron removidas por medio de fres lavados con
buffer de fosfatos (PBS), fijadas con 4% de para-
formaldehido por 5 minutos e incubadas con 0.1%
de azul de toluidina por 4 horas. Para remover el
colorante no especifico se realizaron 3 lavados
con PBS y posteriormente el colorante fue extraido
con 500 ul de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 1%.
De la solucién obtenida se tomaron 100 ul que se
colocaron en un pozo de una placa de 96 pozos
para obtener su absorbancia a una longitud de
onda de 605 nm?'. Los valores de la absorban-
cia obtenidos fueron utilizados para obtener el
porcentaje de células adheridas a las cerdmicas
nanoestructuradas normalizadas contra un sustrato
de ZnAl,0O, igualmente procesado con azul de
toluidina sin células para restar el valor obtenido
de la lectura de absorbancia. Los cultivos contro-
les fueron las células sembradas sobre sustratos
de vidrio. Los experimentos de adhesion celular
se realizaron por triplicado repitiéndose al menos
fres veces.

ENSAYO DE BIOMINERALIZACION

Para analizar el efecto de la nanotopografia en el
proceso de biomineralizacion enfocado principal-
mente en el depdsito del mineral, las células osteo-
blasticas fueron sembradas a una densidad celular
de 2 x 10%sobre las cerdmicas nanoestructuradas
de ZnAl,O, y cultivadas bajo medio inductor de Ila
biomineralizacién durante 15 dias. Al término del
periodo experimental, el tejido mineral depositado
fue analizado por microscopia de fuerza atdémica.
Esta técnica se utilizd para determinar el papel que
juega la superficie nanomeétrica de las cerdmicas
sobre la morfologia del mineral depositado por las
células osteobldsticas. Se utilizd un microscopio



Alvarez-Pérez MA y cols. Biomineralizacién en cerdmicas nanoestructuradas de aluminato de cinc Q

Jeol JSPM-4210 en modalidad de contacto y modo
constante de fuerza de 5 nN. Asi mismo la compo-
sicién elemental del tejido mineral formado por las
células osteobldsticas cultivadas sobre las cerdmi-
cas nanoestructuradas fueron analizadas utilizando
un microscopio electrénico de barrido (SEM Leica-
Cambridge 440) equipado con el aditamento
Pentafet y la microsonda para el microandlisis con
rayos X (EDS). La evaluacion de la biomineralizacion
se llevd a cabo al realizar mapeos de composicion
buscando los elementos de calcio (Ca) y fosforo (P)
a 20 kV por 300 y 600 segundos. Por Ultimo, para
determinar las caracteristicas de la fase mineral
formada, el mineral depositado fue extraido levan-
tando con una navaja de un solo filo; centrifugadas
con agua bidestilada a 5,000 rom para obtener
limpia la fase mineral y posteriormente lavadas 3
veces con agua desionizada. Esta fase mineral fue
colocada sobre rejillas de cobre recubiertas con
una delgada capa de carbdn para determinar el
patrén de difraccion electrdonico. Los patrones de
difraccién de los espacios interplanares-D fueron
calibrados contra aguéllos obtenidos con el es-
t&ndar de oro evaporado al vacio sobre rejillas de
cobre y en idénticas condiciones de difraccion
para la hidroxiapatita. La fase mineral fue analizada
con un MET Jeol 120 CX a 100 kV.

RESULTADOS

Caracterizacion de las ceradmicas
nanoestructuradas

Las peliculas delgadas depositadas a una tem-
peratura de 550°C por 3 minutos fueron caracte-
rizadas por medio de las técnicas mencionadas
anteriormente para determinar sus propiedades
cristalinas y de morfologia superficial. Los patrones
de difraccién de rayos X (XRD), muestran picos con
anchuras considerables debido a las dimensiones
nanométricas de los cristalifos que conforman la
ceramica de ZnAl,O,. Aqui es bueno indicar que el
ensanchamiento de los picos de difraccién es de-
bido a los cristalitos mds pequenos en la cerdmica.

Con dichos patrones de XRD se obtuvieron los
pardmetros de red cristalina utilizando la ecuacion
de difraccién de Bragg:

2d,, Sen® = na, (1

Donde: d,,, indica los planos de difraccién de
Bragg, © es el dngulo de difraccién, n es un entero

y A eslalongitud de onda de los rayos X. El valor del

pardmetro de red experimental: A = 0.8086 nm,
el cual concuerda con el valor reportado tedrico:

A = 0.8084 nm (2)

Para la fase cubica de la espineloa—gahnita de
ZnAlLO, (ICCD Card File N°. 5-669)2. Por otro lado,
utiizando la férmula de Debye-Scherrer: D = 0.9
A/ 80 Cos ©® Donde: D es el didmetro del cristal
asociado al pico de difraccion de los patrones
XRD y 80 es el ensanchamiento correspondiente
al pico analizado. Con la anterior férmula junto
con el programa WinSize de equipo Siemens de
rayos X D5000 se obtuvieron los valores del tamano
de los cristales que conforman a la cerdmica de
ZnAl,0,. El promedio del didmetro de los cristales
se encontré alrededor de 20 a 30 nm a partir de
los difractogramas de XRD (Figura 1). Los mapeos
topogrdficos de la superficie de aluminato de
cinc con el microscopio de fuerza atémica (MFA)
muestran que la cerdmica de ZnAl,0, presenta un
arreglo en su superficie de granos a manera de se-
miesferas uniformemente distribuidas. Por medio del
programa de rugosidad del MFA se obtuvieron los
tamanos de grano, los cuales indican un tamano
promedio de alrededor de 30 a 85 nm, por esta
razén, los granos se consideran como constituidos
por dos o mds cristales nanométricos del orden
de 20 a 30 nm en promedio, como lo indica el
difractograma de rayos X (Figura 2).

La composicién quimica de las cerdmicas se
determind por medio de la técnica de espec-
troscopia de dispersion de energia (EDS) que
consiste en irradiar con el haz de electrones del
SEM la superficie de la cerdmica, lo que induce
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Figura 1. Difractograma de Rayos X de la cerdmica de
aluminato de cinc depositada a una Ts de 550°C.
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fransiciones electronicas en los niveles K, L y M
de los dtomos gue constituyen a la cerdmica vy
en su desexcitacion, emiten rayos X en el nivel de
energia correspondiente al dtomo caracteristico
que fue excitado por los electrones del MEB. Los
estdndares de energia asociados a cada dtomo
para obtener la composicion quimica se adqui-
rieron del programa: Multi-elementos quimicos
esténdares de referencia Microspec serial 0034,
parte N° 8160-53 ubicados en la PC del SEM. La
composicion guimica de la pelicula cerdmica
se determind a partir del andlisis del espectro de
EDS. Los resultados experimentales promedio son:
56.49% de oxigeno; 13.57% de cinc; 27.83% de
aluminioy 2.11% de cloro, los cuales al comparar-
se con la composicion tedrica (56% de oxigeno;
14% de cinc y 28% de aluminio), indican una
estructura estequiométrica de la cerdmica de
ZnAl,0, impurificada con cloro®.

108 nm

87 nm

65 nm

43 nm

22 nm

0nm

ZnA1,0,-14
AFM Slope Ref. -0.997V

Size 285 x 285 nm Bias 0.000V

CARACTERIZACION DE LA BIOCOMPATIBILIDAD
CELULAR

La caracterizacion de la biocompatibilidad se rea-
lizé con el objeto de investigar si la nanotopografia
de la cerdmica de ZnAl,O, afecta la respuesta
celular de los osteoblastos, utilizando el sistema de
cultivo celular in vitro. En las imdgenes de micros-
copia éptica de las células osteobldsticas tenidas
con azul de toluidina al 0.1%, para obtener los por-
centajes de las células adheridas a las cerdmicas
de ZnAl,O, con respecto al control, se observa la
expansion celular con las prolongaciones citoplds-
micas formando un mayor nimero de contactos
del citoesqueleto celular que se adhieren a los
granos nanocerdmicos (Figura 3B). Por otfro lado, en
los cultivos control se observa la morfologia aplana-
day lenticular de las células osteobldsticas (Figura
3A). El nUmero de células osteobldsticas adheridas

Image information
Ra= 12.3 nm RMS = 15.6 nm
Rz = 75.4 nm PV = 108 nm
S = 111437 nm? S ratio = 1.37
Profile information
Ra= 6.23 nm Rz = 0.000 nm
PV = 44.1 nm Length = 224 nm
RMS = 8.37 nm
1 2 3
Z1 @ (nm) 55.1 77.3 70.3
Z2 ® (nm) 77.2 85.9 86.0
Z1 - 72 (nm) 22.1 8.57 15.6
Length (nm) 89.2 64.1 64.6
Angle (deg) 13.9 7.61 13.6
44.1 nm 1
0
0 224 nm

Figura 2. Imagen de microscopia de fuerza atdmica de la morfologia nanoestructurada a manera de aglomerados se-

miesféricos de la cerdmica de aluminato de cinc.
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a las superficies de ZnAlL,O, mostrd un incremento
del 86% (p < 0.05) cuando se comparan con los
controles a un tiempo de cultivo celular de 24 horas.

ENSAYO DE BIOMINERALIZACION

El ensayo de la biomineralizacién se realizd para
determinar el efecto de la nanotopografia de las
cerdmicas de aluminato de cinc sobre el depd-
sito de tejido mineral. El andlisis del tejido mineral
depositado por las células osteobldsticas al ser
cultivadas sobre las cerdmicas nanoestructuradas
de ZnAl,O, y sobre los sustratos control a un tiempo
de 15 dias por microscopia de fuerza atémica,
permitid caracterizar la disposicién morfoldgica
que adquiere el tejido mineral. En los cultivos con-
tfroles la disposiciéon del tejido mineral consiste de
una delgada capa homogénea que cubre toda
la superficie del sustrato (Figura 4A) sin porosidad
aparente, mientras que, en la superficie cerdmica
se observan crecimientos minerales granulares,
aglomeraciones del tipo columnar y zonas tipo laja
gue asemejan a la morfologia del hueso esponjoso
(Figura 4B). Asimismo, el andlisis elemental del tejido
mineral depositado sobre la cerdmica de alumina-
to de cinc, se llevd a cabo por un tiempo de andlisis
de 600 seg, en tres zonas diferentes y pidiendo al
programa de multielementos quimicos Unicamente
la composicion elemental de calcio y fésforo para
obtener la composicion de las zonas homogéneas
de los ndédulos mineralizados en la superficie de
ZnAlL0,. Los resultados mostraron un aumento en
la composicién elemental que se refleja en una
mayor razén de Ca/P debido a que el efecto de
la nanotopografia fue aumentar la diferenciacion
celular y con ello aumentar el depdsito de tejido
mineralizado cuando se comparan con los cultivos
control (Cuadro 1).

Por otro lado, para determinar si el proceso de
biomineralizacion celular induce un depdsito de
mineral del tipo amorfo o cristalino, se procedid a

Cuadro 1. Valores de la razén Ca/P de la composicion
elemental del tejido mineral depositado.

Biomineralizacion a

Sustrato 15 dias Razén Cao/P
Control 35.83 % de Ca 1.48
(sustrato de vidrio) 24,16 % de P

Cerdmica 56.11 % de Ca
nanoestructurada 34.27 % de P 1.63

de ZnAlLO,

hacer un andlisis del patrén de difraccion electrd-
nica del tejido mineral depositado por medio de
microscopia electrénica de fransmision. En la Figura
5, seilustra el patrén de difraccion correspondiente
al mineral depositado sobre los sustratos, el cual
indica un patrén de puntos y anillos concéntricos.
Estos Ultimos corresponden a la difraccion de los
cristalitos en el tejido mineral indicando un material
policristalino. Los puntos difractan con un eje de
zona [0 0 1] que para un material tipo hexagonal
genera el conjunto de indices (h, k, 1) mostrado en
la Figura 5 y que corresponden a las difracciones
generadas por un mineral policristalino de hidroxia-
patita hexagonal de grano fino. Los puntos extras
de difraccién se deben a otros cristalitos del mineral
de hidroxiapatita de acuerdo a o reportado en la
tarjeta de difraccion?: ICCD-09-0432, y al proce-
dimiento de indizacién rep2ortado por Edington?,

DISCUSION
En este trabaqjo se evaluaron diversos procesos

celulares involucrados en el proceso de oseointe-
graciéon como: adhesiéon celular y mineralizacion de

(@]

Figura 3. Imagen de la morfologia del citoesqueleto de las
células osteobldsticas cultivadas sobre el sustrato control (A)
y sobre el material nanoestructurado de ZnAl,O, (B) después
de 24 horas de cultivo celular, tenidos con 0.1% de azul
de toluidina. El campo de visién de la imagen es de 20X.
Barra = 10 um.
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la matriz extracelular de las células osteobldsticas
cultivadas sobre superficies nanoestructuradas de
aluminato de cinc (ZnAl,O,) en un modelo de cultivo
celular in vitro.

Los resultados obtenidos de los ensayos de
adhesion celular muestran que la superficie de la
ceramica de ZnAlLO, favorece la adhesion de las
células osteobldsticas cuando se comparan con
las superficies de vidrio que sirvieron como conftrol.
Este incremento en la adhesién celular, indica que
las propiedades de superficie de las sem?2iesferas
que conforman a la cerdmica de ZnAl,O, aumen-

Figura 4. Imagen de microscopia de fuerza atémica del
tejido mineral depositado por las células osteobldsticas a
manera de aglomerados sobre los sustratos control a los
15 dias de cultivo celular in vifro (A). Morfologia del tejido
mineral a manera de placas porosas depositado por las
células osteobldsticas sobre la cerdmica de ZnAlL,O, a los
15 dias de cultivo celular in vitro (B).

tarian la cantidad de proteinas adheridas a su
superficie, incrementando el drea de contacto o
puntos focales de la célula osteobldsticay con ello
la organizacion mds rdpida del citoesqueleto sobre
la topografia de la cerdmica de aluminato de cinc.
Esto puede observarse en la imagen de la Figura
3B, donde las células osteobldsticas se encuentran
en infimo contacto con la superficie con un incre-
mento en las prolongaciones citoplasmdticas por
drea. Esto concuerda con los resultados de inves-
tigaciones recientes que reportan que el tamano
de grano juega un papel esencial en mediar la
adhesion celular en nanofases cerdmicas y que
el incremento en la adhesion es dependiente sélo
cuando la nanofase presenta un tamano homo-
géneo en la superficie topogrdfica del material?*?7,

Las superficies como se puede observar en las
imdgenes topogrdficas obtenidas por MFA pre-
sentaron un tamano de grano de alrededor de
30-80 nm; por lo cual la superficie presenta una
influencia directa sobre la respuesta celular de
los osteoblastos. Esta influencia en la interaccion
célula-nanosuperficie nos proporciona datos sobre
si el material puede ser tdxico o bien comenzar
a liberar a corto plazo los iones que conforman
su fase cristalina, comprometiendo las funciones
celulares de los osteoblastos.

Los resultados muestran que la topografia de
la cerédmica de aluminato de cinc incrementa la
adhesion celular, lo cual indica que la rugosidad
superficial tiene un efecto positivo, permitiendo
a las células osteobldsticas realizar sus funciones
metabdlicas asociadas a una mayor produccion
de proteinas de matriz extracelular que juegan un
papel primordial en la formacién del tejido mine-
ralizado. Por ello, la funcionalidad y la biocompa-
tibilidad celular de las células osteobldsticas se ve
influenciada favorablemente por la caracteristica
nanométrica de la superficie de la cerdmica de
aluminato de cinc. Esto Ultimo concuerda con los
resultados obtenidos al caracterizar los nddulos del
tejido mineral depositado por las células osteoblds-
ticas sobre las cerdmicas de ZnAlLO,. Dicho tejido
mineral al ser sometido a un andlisis elemental por
EDS mostrd en su composicién la presencia de cal-
cioy fésforo, con una razén de 1.63, valor reportado
similar a la hidroxiapatita bioldgica. Sin embargo, a
diferencia de otros trabajos en los que sélo se ha
estudiado la presencia de nddulos mineralizados,
en este estudio se determind la morfologia que
adoptan los cristales de hidroxiapatita del tejido
mineral depositado sobre las cerdmicas de ZnALQO,.
Los resultados de los patrones de difraccién de
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Figura 5. Patron de difraccién electronica del tejido mineral
depositado a 15 dias de cultivo celular con un eje de zona:
[001].

rayos X, junto con las imdgenes de MFA; muestran
que la superficie de las cerdmicas de aluminato
de cinc fienen una influencia directa sobre la for-
macion del tejido mineral que crece generalmente
entre y sobre la superficie porosa de la cerdmica
de ZnAl,0,. Sin embargo, es dificil aun explicar la
razén por la cual esta nanocerdmica favorece la
oseointegracion del cristal de hidroxiapatita en los
tamanos de granos que conforman la estructura
de la cerdmica de ZnAl,O,. Sin duda, la primera
respuesta podria enfocarse a la composicion qui-
mica y/o a las nuevas propiedades de superficie
que adopta el nanomaterial. Esta nueva propiedad
que adopta la nanocerdmica favorece la interac-
cioén de las proteinas del medio, incrementando la
adhesion celulary con ello la posterior proliferacion
celular que se refleja en un incremento en la se-
crecion de proteinas de matriz extracelular que se
pueden asociar en este estudio al aumento de la
biomineralizacién celular. Lo cual toma relevancia
debido a que existen diversas proteinas que regulan
el crecimiento del tejido mineral depositado. La
propuesta de cémo podria darse el crecimiento
mineral en forma de Igjas y columnas del tejido
mineral es suponiendo que los osteoblastos podrian
estar formando grandes redes nanoestructuradas
de fibras de coldgena tipo |, en las cuales puede
estar asociada la sialoproteina ésea, proteina que
podria estar nucleando los cristales de hidroxiapati-
ta sobre esta matriz extracelular nanoestructurada,
mientras que la osteocalcina, otra proteina de
matriz extracelular, al localizarse principalmente en

las estructuras nodulares, podria estar regulando
la forma y el tamano de los cristales de hidroxia-
patita, determinando asi su crecimiento granular,
de aglomeraciones del tipo columnar vy tipo lgja
sobre la superficie de la cerdmica de ZnAl,O, como
se observa en la figura 4B% 2°, Sin embargo, se
necesitan llevar a cabo mds estudios enfocados
a evaluar la cantidad de proteinas de matriz extra-
celular gue se estdn expresando, asi como las vias
de senalizacién durante la induccién del proceso
de biomineralizacién de las células osteobldsticas
al estar en presencia de la superficie nanométrica
de la cerdmica de aluminato de cinc.

CONCLUSIONES

En este estudio se determind una respuesta favora-
ble de biocompatibilidad de las células osteoblds-
ticas sobre la superficie de cerdmicas de ZnAl,O,;
evaluada por medio de la adhesidn celular.

La nanotopografia lograda por el método de
rocio pirolitico ultrasénico de las cerdmicas de
ZnAl,O, (medida en funcion del tamano de grano)
influyeron o tienen un efecto directo sobre la bio-
mineralizacion de la matriz extracelular depositada
por los osteoblastos en el modelo de cultivo celular
in vifro.

Por ultimo, las peliculas delgadas de ZnAl,0O,
representan una opcidén de recubrimiento biocom-
patible en implantes dentales y ortopédicos de
desarrollo nacional, ya que no presentan ningun
signo de toxicidad y proveen un medio adecuado
para la biocompatibilidad del material cerdmico
a las células osteobldsticas humanas.
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