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Abstract. Bone tissue loss caused by severe injury or séséaa critical problem in orthopedic clinics, and
involves bone repairs and substitutes. At pressmieral devices and biomaterials in the treatmérnhese
defectsare used. Increased interest in the usetafium and hydroxyapatitecomposites for biomedical
applications has been observed in recent yearsodaegood combination of the hydroxyapatite bioaigtiand

the favorable mechanical properties of metals. Rowdetallurgyis a method that uses powder fronmititz
and hydroxyapatite to obtain composites having tyglpatite phases in metallic matrix. One of trepstof
this methodincludes a sintering stage ranged 1@00°C. However, in this system the presence afitita
accelerated dehydroxylation and the decompositibriyalroxyapatite to form tetracalcium phosphate and
calcium oxideand these were detected at a temperatulow as 800°C. This imposes certain limitation the
thermal conditions for the manufacture of compasitem a mixture of titanium and hydroxyapatite.this
work, we obtained a titanium-hydroxyapatite compmsisintered at 800°C and evaluated it
vitrobiocompatibility. The MTT assay was carried ousess cytotoxicity on Vero and NIH 3T3 cell lines
according to ISO 10993 Standard. In addition, tledl ecorphology and adhesion on composite surface
wereanalyzed usingfluorescence and SEM microsd@py.data show that the extracts from sintered caitgo
at 800°C did not produce toxicity on Vero or NIH3B¢€ells neither affected the morphology and derdityells
grown. Finally, the NIH 3T3 cells were adhered amaliferated on entire surface covering titanium-
hydroxyapatite composite at day 4 of cell cultufhese results providen vitro evidence of good
biocompatibility and bioactivity of this titaniumytroxyapatitecomposite sintered at low temperature.



1. Introduccién

La pérdida de tejido 6seo provocada por una legiéme o una enfermedad es un problema critico en
la clinica ortopédica e implica lareparacion és&a ytilizacion de sustitutos. Auto, aloinjertos e
injertos sintéticos son los principales enfoques paparar los defectos 6seos o reemplazar el hueso
perdido. La hidroxiapatita (Ga(PQy) ¢ (OH) ,) (HA) es uno de los materiales més utilizados como
implante para los tejidos humanos duros debido asitailitud quimica y de su estructura
cristalografica con el componente mineral de lossbs y los dientes de mamiferos [1, 2, 3]. Como
resultado, la HA ademas de ser no toxica es bioatiblp, es decir, no es reconocida como material
extrafio en el cuerpo y exhibe un comportamient@diieo[4]. Estas propiedades fisicoquimicas
producen un enlace intimo entre los implantes tgjelo 6seo, denominado osteointegracion[5]. Sin
embargo, las principales limitaciones de utiliz# €bmo bioceramicas de carga son sus propiedades
mecanicas, ya que son fragiles y con una resistgrafire a la fatiga [6, 7]. Por lo tanto, se zdili
principalmente como relleno y revestimiento en cgaiones biomédicas, haciendo imposible
utilizarla para la reparacion de grandes defeckRm otro lado, el titanio (Ti) es un metal
biocompatible y sus propiedades mecénicas son ewejoara los implantes que suponen grandes
reparaciones éseas, pero su biocompatibilidad tanelsuena como HA. La interfaz entre el titanio y
el hueso huésped es una union sencilla de enclemtonique puede conducir a la pérdida y al
eventual fracaso del implante [8]. Asi, materiateee combinen la bioactividad de HA y las
propiedades mecanicas de Ti son considerados daattm grupo promisorio para el desarrollo de
biomateriales con propiedades mejoradas. Se hdmagoodiferentes métodospara obtener estos
materiales compuestos de Ti-HA (composites) doadmiperficie de Ti es recubierta con HA [9, 10,
11, 12, 13, 14]. El método mas utilizado es laodepon por plasma de HA sobre Ti [15, 16, 17, 18],
sin embargo,diferencias en las propiedades fisica®rmicas de los dos materiales limitan
inevitablemente el uso de este tipo de composii@s Ptro método para obtener composites de Ti-
HA es la pulvimetalurgia [20, 21]. Este métodoimdilpolvos de Ti y HA para obtener composites que
tienen una fase de HA en una matriz de Ti [22]Jo&sbmpuestos podrian interaccionar mejor con el
tejido 6seo ya que el mismo podria crecer no sélwesla superficie sino también en los poros
presentes en el implante. La pulvimetalurgia ineluyha etapa de sinterizaciona temperaturas que
oscilan entre 1000 y1300°C [23]. Se ha reportago l4A pura es estable en atmdsfera de argén a
temperaturas de hasta 1200°C [24]. Sin embarge] sistema Ti-HA la presencia de Ti acelera la
deshidroxilacion y la descomposicion de HA, pananfir fosfato tetracélcico y 6xido de calcio, se
detecté a una temperatura tan baja como 800°C.ifgtone ciertas limitaciones a las condiciones
térmicas para la fabricacion de los composites ameipulvimetalurgia. Asi, el desarrollo de nuevos
biomateriales requiere una evaluacion sistematiceuantitativa de la biocompatibilidad de sus
componentes [25]. El comportamiento de las célettasontacto con el biomaterial y en particular a la
adhesion celular a su superficie esta estrechamelatdonado con la biocompatibilidad. Por lo tanto
en el presente trabajo se obtuvieron composite$i-#A sinterizados a 800°C y se evaluaron la
citotoxicidad, la adhesion y proliferacion celu@mo correlato de su biocompatibilidadvitro en
lineas celulares epiteliales Vero y células fibéisbitas NIH 3T3,de acuerdo a la norma 1SO 10993.

2. Materiales y métodos
2.1. Preparacion de los composites.

Los composites de Ti-HA se prepararon mediante ipetalurgia. TiH 98% (Sigma, St Louis,

EE.UU.) de malla-325 (particulas de tamafio mend3 enm) se mezclé con 20 % p/p de HA bovina
(Inbiomed SA, Cérdoba, Argentina). La mezcla deHAi-fue homogeneizada en un mezclador en Y
durante 30 min. El polvo se compactoé sin adiciornutbeicante a 490 MPa y se obtuvieron muestras



de8 mm de diametro y 2 mm de altura. A continugaérrealizo el sinterizado en atmosfera de argon
a 800°C durante 2 h. El hidrégeno presente ens€iiber6 durante el comienzo de la sinterizacion
manteniendo la temperatura a 500°C durante 30 Digtos de Ti puro (Ti) y Ti poroso (Ti-P) se
prepararon de la misma manera. Ti-P se obtuvota daruna mezcla de Ti con 20 % p/p de ,S8H
Todos los compuestos se limpiaron ultrasénicamemtacetona al 100% y agua destilada, durante 10
minutos en cada paso y se esterilizaron en estld@%C durante 2 h.

2.2. Preparacion de los extractos de los composite

Se prepararon extractos de Ti-HA, Ti y Ti-P paralear el potencial efecto citotoxico de las
muestras. Lasondiciones de extraccion se llevaron a cabo derdow®n la norma ISO 10993, 2012
[26]. Los composites esterilizados se pusieron egipientes estériles, quimicamente inertes y
cerrados. Se afiadi6 medio de cultivo Dulbeccos eEagbdificado (DMEM) (Gibco, Invitrogen,
Auckland, NZ) en una proporcién de 0,1g/mL (masalideo/volumen de DMEM). Las muestras se
incubaron en una atmosfera humidificada de 5% de é2Caire a 37°C durante 72 h. Los discos se
retiraron de los medios de cultivo y luego de leiéd de suero fetal bovino (SFBPAA, Pasching,
Austria) a una concentracion final de 10% se obtelvextracto al 100% (100-extracto). Para el
ensayo de citotoxicidad se prepararon adicionalndihticiones del extracto: 75%, 50% y 25% (75,
50, 25-extracto). Los extractos se usaron inmetdiemdée después de la preparacion para evitar la
sorcion en el recipiente de extraccion u otros ¢asnbn la composicion.

2.3. Cultivo celular.

Células epiteliales Vero y células fibroblasticdsi T3 se cultivaron en DMEM suplementado con
10% de SFB, 4 mM de L-glutamina (Gibco, Invitrogéwickland, NZ), 4 mM de Piruvato de sodio
(Sigma, St Louis, EE.UU.) y 10.000 Ul/ml de penmat10000 pg/ml de estreptomicina a 37°C en
una atmosfera humidificada de 5% de,@@ aire. El medio de cultivo se renov6 cada 3. dihsso

de células provenientes de la linea Vero es recdatEnpara estudios de citotoxicidad e interacciones
célula-sustrato en investigaciones sobre biom#sridSO 10993, 2009b). Las células NIH 3T3
también se utilizaron en este trabajo debido aapmeparten un origen fibroblastico similar con las
células osteoblasticas.

2.4. Ensayo de citotoxicidad.

La evaluacion de la citotoxicidad de los extractedos composites se realiz6 mediante el ensayo de
MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetradio bromuro), una modificacion de Mosmann, 1983
[27]. EI MTT es una sal de tetrazolio incolora daema un compuesto coloreado cuando se oxida en
la mitocondria de células metabdlicamente activas.intensidad de la absorbancia depende del
namero de células viables. Células Vero o NIH 3& 3ambraron en DMEM suplementado en placa
de 96 pocillos a una densidad de 10.000 célulap@ulo. Después del cultivo celular durante 24 h,
se retir6 el medio y se agregaron las dilucionesad®s de los extractos (100, 75, 50 y 25-extracto)
Después de 24 h, los pocillos se lavaron dos vame®BS estéril y se agregd 50 pl de MTT 1 mg/mL
en DMEM a cada pocillo y se incubd durante 1,303Y%C. Se agregé alcohol isopropilico en cada
pocillo para disolver los cristales de formazan.abaorbancia se cuantific6 por espectrofotometria a
595 nm usando un lector Multiskan Spectrum mictep{@hermoScientific). Como control negativo
de citotoxicidad (CN) se utiliz6 100-extracto ddigtileno de alta densidad (HDPE) (6 cm2 superficie
de HDPE/mL de DMEM) y como control positivo (CP)ausolucion de fenol 0,2%. Todos los
experimentos se llevaron a cabo por sextuplicado.

2.5. Analisis de la morfologia celular



Como un procedimiento adicional para estudiar lacdmpatibilidad de los extractos de los
composites se evalud la morfologia celular por osicopia [28]. Para células Vero se usd microscopia
electrénica de barrido (microscopio modelo JEOL JBAB0 de Marca LV, LASEM, INIQUI-
CONICET-unas). Las células se sembraron a unadhehsie 10.000 células/éen cubreobjetos de
vidrio y se incubaron durante 4 dias en preseneial@-extractos o medio de cultivo DMEM
suplementado. Después de la incubacion, las maesrimvaron cuidadosamente con PBS y se fijaron
durante toda la noche en glutaraldehido al 4% €8 &B°C. La morfologia de las células NIH 3T3 se
analiz6 mediante microscopia optica. Se sembra®dd@?0Q células en placas de 24 pocillos. Después
de 24 h de incubacion con DMEM suplementado, ssiret medio y se afiadieron 100-extracto de
cada composite. Se analizé la morfologia celullmsa y 5 dias, se tomaron imagenes digitales con
una camara CCD (Modelo DSU1-5MP) montado en unasapio NIKON ECLIPSE TE-U 2000 de
contraste de fase.

2.6. Evaluacion de la adhesion celular

Células NIH 3T3 se cultivaron sobre la superficee Ids composites colocados en placas de 24
pocillos. Los controles consistieron en célulagicatias sobre cubreobjetos de vidrio. Las céludas s
sembraron a una densidad de 10.000 células pdigpexiDMEM suplementado.

2.6.1. Microscopia de fluorescenciha adhesién de las células NIH 3T3 a superficieslade
composite se evalué a través de microscopia deefluencia mediante tincion con DAPI (4,6-
diamino-2-fenilindol) para los nlcleos. Cuandodékilas alcanzaron la confluencia (luego del caoltiv
celular para 96 horas) se fijaron con solucion aafermaldehido al 4% y se permeabilizaron con
0,1% Triton X-100 en PBS a temperatura ambientardar 10 min cada paso. Los composites se
incubaron con DAPI durantel0 min a temperatura enibi A continuacién, se examinaron las
muestras en un microscopio de fluorescencia deifasesa NIKON ECLIPSE TE-U 2000sando
filtros de 340/360 nm para DAPI. Debido a la opadide los discos, no hubo manera practica para
evaluar confluencia de los cultivos. Debido a est@ando las células alcanzaron la confluencia &n lo
cubreobjetos de vidrio, se detuvieron los cultigndodas las superficies.

2.6.2 Microscopia electronica de barridioa morfologia de las células adheridas a la $igpede los
composites de Ti-HA se examin6é por microscopiatelaica de barrido. Después del cultivo, los
composites se lavaron cuidadosamente con PBSijasmnfcon glutaraldehido al 4%en PBS a 4 ° C
durante toda la noche. Después de lavar tres eeceBBS, las muestras se deshidrataron en gradiente
de etanol (10-100%) durante 10 min en cada cascedlied secado por punto critico y recubrimiento
con cromo. Las muestras fueron examinadas con aroscopioXigma FE-SEM a 1 kVa distintas
magnificaciones (2000 y 5000) en LAMARX, IFEG-FaMARC.

3. Resultados
3.1. Citotoxicidad

El efecto de los extractos de los composites dalbvmbilidad celular se evalué usando el ensayo d
MTT. De acuerdo a la Norma I1SO 10993, las muestasonsideran no citotoxicas si la viabilidad es
mayor al 70% en las células cultivadas en presedeiain 100-extracto [29]. El porcentaje de
viabilidad de células Vero y NIH 3T3 incubadas easpncia del control negativo fueron 98,50%zx
1,44y 99,50% + 1,52, respectivamente (Fig. 1A ¥.1B figura 1A muestra la viabilidad de células
Vero cultivadas en presencia de diluciones seriattasos extractos de, Ti, Ti-P y Ti-HA y los
controles negativo (CN) y positivo (CP). Los vabrebservados para los extractos de dichos



composites fueron 95,7 + 0,81 (Ti), 88,83 + 1,84%P) y 100,11 + 1,35% (Ti-HA). La viabilidad
celular para el CP fue inferior al 70% (9,80 + @f§3omo se esperaba. El porcentaje de viabilidad de
células NIH 3T3 cultivadas en presencia de 100aeitrde Ti-HA, Ti y Ti-P fueron 91,30 * 2,38,
92,30 £ 2,06y 93,24 £ 1,64 (Fig. 1b).

A B = 25%

100 = 100 = so%

B i ar = = il & 5%

g El 100%

= 1 - - _——. . i - - S E——
s

> 501 50+

T
Q
2

ol | I ! | B

Ti Ti-P Ti-HA CN cp Ti Ti-P Ti-HA CN cp

Figura 1. Porcentaje de viabilidad de células incubadapreesencia de diluciones de 25, 50, 75 y
100%de los extractos de Ti, Ti-P y Ti-HA después2deh de cultivo. n = 6A. células VeroB.
células NIH 3T3.

3.2. Andlisis de la morfologia celular

La morfologia de células Vero expuestas al extraf#olos composites durante 4 dias fueron
analizados por microscopia electronica de barfsiotodos los casos la morfologia y la densidad de
células cultivadas en 100-extracto fue similarsadaltivadas en DMEM suplementado (condicién de
control) (Figura 2 a, c, e). Luego de 4 dias déwvautelular la confluencia alcanzada fue similargp
las tres condiciones: Ti-HA, Ti-P y DMEM suplemedda El extracto de los composites tampoco
afect6 el tamafio celular (figura 2 b, d, f).

También se analiz6 el efecto de los extractos eletasidad y morfologia de células NIH 3T3. En
la figura 3 se muestran las micrografias Opticasrotias a los 2 y 5 dias de cultivo en la preseteia
100- extracto de Ti-HA, Ti y Ti-P. En todas las dmiones de cultivo, las células NIH 3T3
exhibieron la misma morfologia que el control (Ba, b, ¢, d). Adicionalmente, las células NIH 3T3
proliferaron ampliamente entre el dia 2 y el dae&ultivo y mostraron confluencia en el dia 5 (Big

e, f, g, h). Las observaciones sobre la morfolagiular estan de acuerdo con los resultados de
citotoxicidad.
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Figura 2. Micrografias electronicas de barrido de célulaao\/exustas a 100-extracto de
composites durante 4 diash: Ti-HA;c-d: Ti-P;e-f: DMEM. Los paneles a y c: magnificacion 200x
bar: 100 um; Panel e: magnificacién 300x, 1 barub0 paneles b y d: magnificacién 1000x, 1 k

10 um; Panel e: magnificacion 900x, 1 bar: 20 um.

Figura 3. Imégns de contraste de fase representativeslulas NIH 3T3 cultivadas en resen
de:DMEM suplementada, ey 100-extracto de: Ti-Hf, f); Ti(c, g} Ti-P(d, h). Paneles superiore
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después de 2 dias de cultivo. Paneles inferioesgwes de 5 dias de cultivo.




3.3. Adhesién celular

Se analizé la capacidad de células NIH 3T3 pareradke a la superficie de los composites de Ti-HA,
Ti y Ti-P a través de microscopia de fluoresceltEig. 4). La tincibn con DAPI muestra que las
células NIH 3T3 fueron capaces de unirse y pralifesobre todas las superficies, alcanzando una
densidad celular similar al cuarto dia de cultiFvigy(@ b, d, f). Esto sugiere que Ti-HA, asi comePTi

y Ti fueron inocuos para las células. En la superfile Ti-HA, las células también fueron capaces de
adherirse a HA presente en composite (Fig 4b).

Figura 4.Microscopia de fluorescencia de las células NIH XTBivadas durante96 h sobre
superficie de los compositels: Ti-HA;d. Ti;f: Ti-P. Paneles, c y e:Ti-HA, Ti, Ti-P sin células
Flecha: cristales de HA presente en el composite.

a

Para analizar la morfologia de las células adherdia superficie del composite de Ti-HA
se realizdé microscopia electronica de barrido.dédslas pudieron extenderse a través de la sujgerfic
del composite con extensiones que llegaron hastddamicras de largo (Fig. 5 a, b). Mas aun, las
celulas creC|eron en los poros presentes en Iaffme@lompuesto (Fig. 5 c).

Figura 5. Micrografias electronlcas-aé barrido de celulas BIT3 sobre la superficie Ti- HA despu 5
de 4 dias de cultivd?anel a: magnificacion 2000x, bar: 20 pmanel h: magnificacion 5000x, baf:
10 um;Panel c la ampliacion: 5000x, bar: 10 um.
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4. Discusion

En el presente trabajo se obtuvieron compositeJid¢A sinterizados a 800°C que no
mostraron toxicidad en cultivos de células epiketia/ero y fibroblasticas NIH 3T3. Ademas, ambos
tipos celulares mostraron una morfologia similaacuellas cultivadas en presencia de DMEM
suplementado demostrando una biocompatibilidad ake dxtractos del composite de Ti-HA
sinterizado a baja temperatura.

El ensayo de citotoxicidad, recomendado en primgar por la Norma 1ISO 10993 para ser
realizado en los andlisis de Biocompatibilidad, éiensayo de MTT [26] que ha sido validado como
un indicador preciso de la toxicidad potencial pamerosas pruebas con una variedad de agentes
citotoxicos conocidos [32]. La figura 1 muestra dueiabilidad celular para células Vero o NIH 3T3
expuestas a los extractos del composite fueron resyal 70%. Esto indica que el composite de Ti-
HA sinterizado a baja temperatura no mostro efadisos en cultivo celular para ninguna de las dos
lineas celulares. Por otra parte, la morfologia gdnsidad de las células cultivadas en 100-e&tchect
los composites de Ti-HA analizadas por microscapéatronica de barrido para células Vero o por
microscopia oOptica para células NIH 3T3 fueron lsiras a las células cultivadas en medio de cultivo
suplementado (control). Esto sugiere que los extsano afectan a la proliferacion ni la viabilidad
celular. Por otro lado, esta consensuado que leofipatibilidadin vitro de los biomateriales esta
muy estrechamente relacionado con el comportamidettas células en contacto con ellos y en
particular a la adhesién celular a su superficas Eig. 4 y 5 muestran que células NIH 3T3 tuviero
la capacidad de adherirse a la superficie del ceitgpdi-HA asi también como a la superficie de Tiy
Ti-P, proliferando sobre la superficie de los cosis hasta cubrirlos completamente al cuarto elia d
cultivo. Mas aun, estas células también pudier@terr en los poros del composite como puede
observarse en la Fig. 5. Estos hallazgos sugiemenlas composites de Ti-HA sinterizados a baja
temperatura podrian ser indicados para inducijdeidn biologica del implante, ya que el crecin@@n
interno de tejido se produce en los poros presasmes superficie del implante. Por otro lado, la
porosidad de la superficie esta considerada cornadaros requisitos para un andamio ideal ya que
los poros en su superficie permiten una difusiditosa de nutrientes y oxigeno esenciales para la
supervivencia celular [33]. Por lo tanto, los réstibs obtenidos en este trabajo demuestran mediante
estos ensayo#n vitro la buena biocompatibilidad del composite de Ti-Histerizado a baja
temperatura.
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