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RESUMEN

El desarrollo de materiales innovadores para la fabricacién de implantes 6seos biodegradables es uno de los
tépicos mds importantes de investigacion en el drea de los biomateriales. Los materiales a partir de los cuales
se fabrican estos implantes, pueden ser gradualmente disueltos, absorbidos, consumidos o excretados por el
cuerpo humano, lo que elimina la necesidad de procedimientos quirtrgicos secundarios para la remocion del
implante. Las aleaciones de magnesio (Mg) aparecen como materiales promisorios para ser usados en aplica-
ciones ortopédicas, teniendo en cuenta su potencial biocompatible. Sin embargo, por sus propiedades quimi-
cas, este material se corroe rdpidamente, produciendo burbujas de gas subcutaneas lo que puede resultar en
productos de corrosién téxicos. De ahi que el uso del Mg y sus aleaciones como material biodegradable para
aplicaciones ortopédicas no estd completamente establecido. Por estas razones, el objetivo de este trabajo es
determinar los efectos citotéxicos de los productos de corrosion de la aleacion AZ31B usando la configuracién
de espuma metélica fabricada a partir de dicho material y el método de evaluacién de viabilidad celular de
la reduccién de sales de MTT. Los resultados obtenidos muestran un apreciable efecto citotéxico de los pro-
ductos de la biocorrosion de la aleacion sobre células CHO-K1, lo cual estd directamente relacionado con la
liberacién de iones y consecuente aumento del pH en el medio de cultivo.

Palabras clave: Citotoxicidad; Aleaciones de magnesio; Biocompatibilidad; Metales biodegradables; Metales
celulares; Espumas metdlicas.

ABSTRACT

The development of innovative materials for the manufacture of biodegradable bone implants is one of the
most important research topics in the area of biomaterials. The materials, from which these implants are
made, can be gradually dissolved, absorbed, consumed or excreted by the human body, eliminating the
need for secondary surgical procedures for removal of the implant. Magnesium alloys appear as promissory
materials to be used in orthopedic applications, considering its biocompatible potential. Nonetheless, due
to its chemical properties, this material rapidly corrodes producing subcutaneous gas bubbles resulting in a
variety of toxics corrosion products. In that sense the use of Mg and its alloys as biodegradable material in
orthopedic applications is not completely establish. For this reason the purpose of this work is to determine
the cytotoxic effects of the AZ31B alloy corrosion products using metal foam configuration made from such
material and the evaluation of cell viability using MTT reduction salts method. The results show a signifi-
cant cytotoxic effect of the biocorrosion products on CHO-K1 cells, which is directly related to the release of
ions and consequent increase in pH in the culture medium.
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1. INTRODUCCION

Debido al compromiso 6seo, los tratamientos para algunas
lesiones de hueso, requieren reconstruccién y fijacién
con material de osteosintesis. La fijacién con placas
metdlicas comerciales conlleva grandes costos debido
a que se necesita una segunda intervencién quirdrgica
para ser retirada, ademds, tiene implicaciones para el
paciente como nuevas fracturas tras el retiro del material,
aumento indeseable del volumen en el sitio y dificultades
estéticas, esto sumado a nuevas estancias hospitalarias e
incapacidades [1]. Es asi que se hace necesario el uso de
materiales que puedan estabilizar los procedimientos
reconstructivos con la misma capacidad mecdnica de los
implantes metdlicos, que permitan la reparacion activa
del hueso y que el cuerpo pueda convertirlo facilmente
en un producto metabdlico no téxico que desaparezca
a medida que el hueso vaya recuperando su ubicacién
natural.

El enfoque actual de la ingenierfa de tejidos para el
tratamiento médico de lesiones dseas, se ha centrado en
la posibilidad de reemplazar el tejido dafiado haciendo
uso de células vivas en combinacién con diferentes
biomateriales usados como andamio o soporte para la
regeneracion del tejido [2]. Las aleaciones de Mg son
consideradas como uno de los materiales mas promisorios
para ser utilizados en aplicaciones biomédicas, debido
a su alto requerimiento metabdélico. El Mg es el cuarto
catién mds abundante en el cuerpo humano, se presenta
en aproximadamente 760 mg al nacer e incrementa unos
25 g a 35 g en el adulto, por cada 70 kg de peso corporal.
La ingesta recomendada de Mg es entre 300 mg y 400
mg por dia. Entre el 50% y el 60% del Mg fisiolégico
estd localizado en el hueso y es uno de los iones mds
importantes que constituye la mayor parte del mineral
6seo. Adicionalmente, estd involucrado en un gran
ntmero de reacciones y mecanismos biolégicos por lo
que es considerado como biocompatible y bioabsorbible
[3, 4].

Estudios previos in vivo [5, 6], han demostrado que
las aleaciones de magnesio tienen comportamientos
adecuados que las hacen excelentes candidatas para
su posible aplicacion como implantes metdlicos
biodegradables. Investigaciones actuales indican que
existe una gran demanda en el disefio de aleaciones
de magnesio con velocidades de corrosion ajustables y
que al mismo tiempo no comprometan sus propiedades
mecdnicas o incluso se vean mejoradas [7, 8, 9]. Los
materiales porosos obtenidos a partir de aleaciones
basadas en Mg, presentan estructuras y propiedades
mecdnicas muy similares a las del hueso, incluso
mds cercanas que las propiedades de biomateriales
comtnmente usados en implantes como el acero
inoxidable o el titanio [10] y polimeros como el dcido
polildctico (PLA) o el 4cido poliglicdlico (PGA). Adicional
a esto resulta de vital importancia determinar los efectos

que puedan tener los iones liberados durante el proceso
de corrosién del material, debido a que estos pueden
generar reacciones adversas en las células y en los tejidos
que pueden comprometer la posibilidad de uso como
implantes biomédicos para la regeneracion de tejido éseo.

El uso de aleaciones de Mg en aplicaciones ortopédicas
también ha resultado de gran interés, debido a la
posibilidad de obtener estructuras tridimensionales
porosas, que actien como soporte sobre el que se
pueda obtener un tejido 6seo a partir del cultivo de
una linea celular osteogénica, como consecuencia de la
colonizacion celular, la formacién de vasos sanguineos
y la absorcién del metal por parte de las células, con el
fin de que el material sea gradualmente reemplazado
por la formacién de nuevo hueso [11]. En los dltimos
afios, la investigacion relacionada con la implementacion
de aleaciones de Mg para el desarrollo de materiales
biodegradables, ha reportado un alto numero de
investigaciones, en este trabajo se realiza una evaluacién
de la biocompatibilidad y el comportamiento citotéxico
de una espuma metdlica obtenida a partir de la aleacion
AZ31B, la cual se encuentra disponible comercialmente,
por el método de fundicién-infiltracién debido a la
capacidad de replicacién del método.

Los ensayos de viabilidad celular son utilizados como
pruebas de rutina con el fin de estudiar el efecto que
puede tener un determinado compuesto sobre la
proliferacion celular asi como los efectos citotéxicos
directos que eventualmente conducen a la muerte celular.
La linea celular CHO-K1 es ampliamente utilizada en
diferentes evaluaciones a nivel celular, entre ellas las de
citotoxicidad. Dicha linea celular es derivada de tejido
ovario de hdmster chino adulto y es aneuploide con
ntmero modal cromosémico de entre 20-21 cromosomas.
Ademds, es una linea celular adherente al sustrato y su
ciclo celular estimado es de 14 horas, 1o cual la hace viable
para desarrollo de este tipo de ensayos [12], teniendo
en cuenta su corto tiempo de replicacién, resistencia,
disponibilidad, manejo en el laboratorio y requerimientos
en términos de medios de cultivo y reactivos necesarios
para su mantenimiento.

Por estas razones, el objetivo de este trabajo es hacer una
evaluacién preliminar del grado de biocompatibilidad
una espuma metdlica fabricada a partir de la aleacién
AZ31B, con el fin de determinar la posibilidad de uso de
este tipo de materiales en la fabricacién para aplicaciones
ortopédicas, principalmente en las relacionadas con la
regeneracion de tejido 6seo a través de la evaluacion
del efecto citotéxico de los productos de la corrosién
del material sobre la viabilidad de células CHO. Los
resultados de porcentaje de viabilidad celular obtenidos
se comparan con los estdndares internacionales
establecidos por la norma ISO 10993-5: 2009, para la
evaluacién de dispositivos médicos, especialmente las
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pruebas in vitro de citotoxicidad y adicionalmente con los
resultados presentados por investigaciones realizados
con otras lineas celulares.

2. METODOLOGIA

El potencial citotéxico de la aleacion AZ31B se evalud
haciendo uso de dos métodos: 1) la técnica de reduccién
del MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) y 2) el colorante azul de tripano. Estos
métodos permiten determinar el porcentaje de viabilidad
celular teniendo en cuenta la integridad de la membrana.

Los efectos citotéxicos fueron evaluados en los productos
de corrosién del material poroso. Esta cuantificacion
se llevé a cabo de manera indirecta haciendo uso
de células epiteliales de ovario de hamster chino
(CHO-K1), cultivadas en un medio de cultivo RPMI
1640, suplementado con suero fetal bovino (SFB), en
caja de cultivo de 96 pozos incubados durante 24 horas.
Antes de someter el cultivo a los diferentes tratamientos,
se tomé una linea celular CHO-K1 con una confluencia
del 90%. Las células adheridas al frasco de cultivo fueron
resuspendidas y tefiidas con azul de tripano para ser
contabilizadas. El azul de tripano, es un colorante de
tincion selectiva que permite observar una diferencia
entre las células viables y no viables dado que las células
vivas poseen membranas celulares intactas que excluyen
ciertos colorantes, por lo que las células vivas tienen
citoplasma claro, mientras que las no viables se observan
con un citoplasma azul.

Se tomaron 10uL de la suspensién celular y se mezclaron
en un tubo eppendorf con 10uL de solucién de azul de
tripano (stock a una concentracién del 0.4%). 10ul de esta
nueva suspension fueron contabilizados en la cdmara
de Neubauer. El porcentaje de células viables se calculé
siguiendo la ecuacion 1.

Celulas Viables x mL de Alicuota

x100 (1)

% de Viabilidad Celular= Total de Células x mL de Alicuota

Después de 24 horas se descarté el medio de cultivo
de cada uno de los pozos y se sustituyé por medio
suplementado con SFB al 10% y 50uL del extracto acuoso
producto de la corrosién de las dos configuraciones de
la superficie. Las cantidades de los componentes usados
para la inoculacion de las placas estdn descritas en la
tabla 1. Se parti6 de una viabilidad de la suspension
celular del 94%. Adicionalmente, teniendo en cuenta
que este tipo de células crecen en forma de monocapa, se
evaluo el crecimiento y la adherencia sobre los dos tipos
de superficie.

Tabla 1. Cantidad de los componentes usados para la
inoculacién de placas.
Table 1. Quantity of components used to inoculate plates.

Componente Cantidad [S)?‘ng?aac(;
por pozo (96%)
Células CHO-K1 5uL 480 puL
Medio de Cultivo 79 uL 7584 uL
Suero 4 uL 384 uL
Antibiotico 1 ul 96 uL
Extracto 1 uL 96 uL
Volumen Total 90 uL 8640 uL

Después de 48 horas de exposicién al tratamiento,
se realizd6 una prueba colorimétrica para estimar
el porcentaje de células viables. 100 uL de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio bromuro)
fueron adicionados a cada pozo. Esta técnica permite
cuantificar la reduccién de sales de tetrazolium que causan
la formacién de un precipitado insoluble de coloracién
intensa, conocido con el nombre de Formazan por accién
de las células metabélicamente activas para la formacién
de cristales violeta. La reaccién de reduccién se llevé a
cabo durante aproximadamente tres horas. Los cristales
formados fueron resuspendidos, agregando 100uL de
isopropanol dcido en las siguientes proporciones: 89.2%
de isopropanol, 10% de tritén y 0.8% de HCL

La formacion de cristales fue cuantificada registrando los
cambios en la absorbancia de las muestras a una longitud
de onda de 570nm con un lector de placas de ELISA
acoplado al espectrofotometro Multiskango (Thermo).
Los resultados en términos de la viabilidad fueron
hallados siguiendo la ecuacién 2.

Promedio del Tratamiento-Promedio del Blanco

% de Viabilidad= x100 (2)

Promedio del Control Negativo-Promedio del Blanco
Donde:
Promedio del tratamiento: Absorbancia promedio
obtenida con el tratamiento.
Promedio del blanco: Absorbancia promedio obtenida
del blanco
Promedio del control negativo: Absorbancia obtenida del
control negativo.

3. RESULTADOS

Después de 48 horas de incubacién del cultivo con
fragmentos de aproximadamente 0.1 g de la aleacidn, se
realiz6 una inspeccion visual y se observé que los pozos
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que fueron cultivados con Mg presentan una coloracién
amarilla diferente a la coloracién de los pozos control de
la placa. Ademads, se identificé que en el estado inicial
las células de los pozos cultivados con Mg no estaban
adheridas, lo que da una muestra inicial del efecto
negativo del extracto sobre las células.

La tabla 2 muestra el resumen de los valores de las
absorbancias leidas de los pozos cultivados con los dos
tipos de superficies de Mg. El porcentaje de viabilidad
celular calculado con la ecuacién 2, resulté de 29,47+
0,05% para el tratamiento con la aleacion de Mg en
forma de matriz porosa. Estos resultados indican que de
las ~5000 células sembradas por pozo, para un total de
~15000, s6lo ~1450 sobrevivieron al tratamiento.

4. DISCUSION

De acuerdo con la norma ISO 10993-5:2009
[Standardization 2009], para la evaluacién bioldgica de
dispositivos médicos, cuando hay una reduccién en la
viabilidad celular de mds del 30%, se considera que hay
efectos citotoxicos. Segtn la tabla 2, la aleaciéon de Mg
usada en este trabajo tiene efectos citotéxicos sobre la
linea celular CHO.

La linea celular CHO se caracteriza por su resistencia,
rdpido tiempo de generacion y facilidad en el manejo
y cultivo in vitro. La respuesta celular observada, en
presencia tanto de la aleacién como de los productos
de su corrosién, sugieren que deben considerarse otro
tipo de aleantes para la fabricaciéon y desarrollo de
estructuras tridimensionales que permitan el crecimiento
celular y sirvan como soporte para la regeneracion de
tejidos 6seos. Los resultados obtenidos muestran que la
viabilidad celular estd directamente influenciada por la
liberacién de iones desde la aleacién e indirectamente

por las variaciones en los valores de pH y osmolalidad
que estos iones producen dada la coloracién amarilla que
se observo en los pozos tratados.

El Mg tiene un limite de consumo diario permitido de
400 mg, muy superior al limite permitido para metales
como el Zn (15 mg) y el Fe (40 Mg) [13] (World Health
Organization, Food and Agriculture Organization of the
United Nations, and International Atomic Energy Agency,
Trace elements in human nutrition and health. Geneva: World
Health Organization, 1996). Ademds, algunos estudios
de citotoxicidad sobre esta misma aleaciéon y otras
aleaciones de Mg que prometen ser biocompatibles, han
mostrado valores de viabilidad entre el 55% [3] con la
linea celular 1929 y el 111% [14] con la linea NIH3T3.
Particularmente para la aleacién AZ31, se han reportado
valores de alrededor del 88% en ensayos realizados con
la linea celular 1929 [15].

Los iones de Mg?*', son los principales productos de la
corrosion de este material. Para mantener un porcentaje
de viabilidad celular aceptable en el cultivo (superior al
80%), que no represente efectos citotéxicos considerables,
la concentracién de estos iones debe permanecer en
un rango de entre 20-40 mM, dependiendo de la linea
celular utilizada [16]. Como primera aproximacién,
bajo las condiciones de cultivo y teniendo en cuenta el
comportamiento de la corrosién del material, es posible
considerar que la aleacién tiene efectos citotdxicos
apreciables y se requieren pruebas mds rigurosas tales
como pruebas de genotoxicidad y adherencia, a fin de
determinar el uso potencial de este material como matriz
porosa, al interior del cual se establezca el cultivo de una
linea celular osteogénica; que permita la regeneracion del
tejido.

Con el fin de garantizar la seguridad de los materiales

Tabla 2. Medicién de la absorbancia en los pozos cultivados con la aleacién de Mg.
Table 2. Measurement of absorbance in wells cultured with Mg alloy.

Aleacion de Magnesio
Pozo | Lectura | Absorbancia Promedio absorbancia Promedio absorbancia Total
por Pozo
1 0,5335
Mg3 2 0,5368 0,5337
3 0,5309
1 0,5653
Mg2 2 0,6204 0,5982 0,5825
3 0,6714
1 0,5358
Mgl 2 0,6087 0,5948
3 0,6399

10
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biodegradables base Mg, investigadores han trabajado
en el desarrollo de nuevos tipos de aleaciones con otros
metales de transicién, sin toxicidad o con baja toxicidad,
incluyendo principalmente los sistemas Mg-Ca, Mg-Zn
y Mg-Mn [17, 18, 3]. Se han encontrado adelantos en
la descripcién de las propiedades que promueven los
nuevos grupos de aleaciones. Por ejemplo, las aleaciones
Mg-Ca no inducen citotoxicidad en las células y reducen
la tasa de corrosién con respecto al Mg puro. Ademds,
se ha observado alta actividad de los osteoblastos y los
osteocitos alrededor de los implantes de Mg-Ca [19]. El
Zn es un elemento esencial en el cuerpo humano y tiene
un efecto de fortalecimiento en las aleaciones. Ademads,
puede elevar tanto el potencial de corrosién como la
resistencia del Mg [20]. Otros elementos aleantes como
el Mn, el Si y la Ag se han estudiado para evaluar los
comportamientos biolégicos comparados con el Mg puro
y se encontrd que las aleaciones Mg-X tienen menores
efectos negativos comparadas con el control de Mg puro
[14].

Ademds de considerar los elementos aleantes, recientes
investigaciones han demostrado que para aplicaciones
de ingenieria de tejidos Gseos, se hace necesario el
disefio de andamios tridimensionales, en los cuales, la
geometrfa de la microestructura porosa se convierte
en un factor clave para el control de la funcién
mecénica del sistema hueso-andamio, en el proceso de
regeneracion del tejido, asf como también después de la
regeneracion. El andamio que sirve como soporte para la
regeneracion 6sea generalmente debe tener propiedades
biolégicas y biomecdnicas [21], que incluyen (1) la
porosidad adecuada para la difusién de nutrientes y la
vascularizacion del tejido, (2) la superficie del material
debe tener una composicion quimica apropiada, que
garantice biocompatibilidad para permitir que las
células se adhieran y expresan sus fenotipos normales,
(3) suficiente propiedades mecdnicas que brinden
soporte de carga durante el proceso de reconstruccién
y de regeneracién del tejido, y (4) la biodegradabilidad
adecuada después de la formacién de hueso nuevo.
Por lo tanto, un andamio poroso debe equilibrar estas
funciones complejas, a través del disefio controlado
de la microestructura, asi como de las propiedades del
biomaterial [2].

5. CONCLUSIONES

Para el desarrollo de este estudio se fabricaron estructuras
porosas a partir de la aleacién AZ31B, que se utilizaron
para evaluar el potencial de aplicacién en aplicaciones de
ingenierfa de tejidos 6seos y adicionalmente los posibles
efectos citot6xicos que pueden generar los productos de
la biodegradacion del material una vez inmerso en un
medio biolégico. Los resultados obtenidos muestran un
apreciable efecto citotéxico en las células CHO, el cual
puede estar relacionado con la alta concentracién de
iones metdlicos producto de la biocorrosién del material,
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lo cual produce un rdpido cambio en el pH del medio
de cultivo evidenciado en su cambio de color. Estos
resultados muestran la necesidad de realizar estudios
mucho mds rigurosos del comportamiento de la aleacién
en medios biolégicos, de la misma forma que vislumbra
la necesidad de hacer este tipo de estudios haciendo uso
de lineas celulares osteogénicas, que permitan demostrar
la formacién de tejido dseo alrededor de la aleacién de
magnesio.
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