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RESUMEN

Introduccion: El panorama demografico en el mundo esta cambiando. La poblacion
mayor de 60 anos es el segmento que esta creciendo mas rapidamente y en el que las
enfermedades del tejido dseo se presentan con mas frecuencia, lo que aumenta la
demanda de materiales y tecnologias apropiadas para restaurar estos tejidos.

Objetivo: Analizar la informacion que se ha generado sobre el desarrollo de
biomateriales compuestos para la reparacion 6sea, con énfasis en la identificacion de
las tecnologias emergentes basadas en el uso del campo electromagnético, sus
aplicaciones y potencialidades.

Métodos: Se consultaron trabajos cientificos publicados en libros, revistas, patentes y
tesis. El 80 % de la documentacioén seleccionada pertenece al periodo 2010-2020.
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Andlisis e integracion de la informacion: Los métodos identificados fueron clasificados
en cinco grupos: electrodeposicion quimica, ya sea por electrolisis, electroforesis o
sintesis electroforética in situ; electroporacion; electrohilado; control magnético distal
y bioestimulacion electromagnética de células y tejidos, directamente o por la
introduccion de dispositivos que convierten la energia electromagnética en energia
mecanica.

Conclusiones: Estos métodos permiten la conformacion de matrices celulares y
acelulares compuestas y, ademas, dispositivos bioestimuladores con control de los
parametros de construccion y accion, de tal manera, que se logran procesos con mayor
grado de reproducibilidad y a la medida de los requerimientos especificos para cada
paciente.

Palabras clave: biomateriales compuestos; regeneracion osea; electrodeposicion;
electroporacion; electrohilado; control magnético distal; particulas magnéticas;
estimulacidn por campos electromagnéticos.

ABSTRACT

Introduction: The global demographic panorama is changing. The population aged over
60 years is the fastest growing segment, as well as the one where bone tissue diseases
are most common, increasing the demand of appropriate materials and technologies to
restore those tissues.

Objective: To analyze the information so far generated about the development of
composite biomaterials for bone repair, with an emphasis on the identification of
emerging technologies based on the use of the electromagnetic field, its applications
and potential.

Methods: An analysis was performed of scientific papers published in books, journals,
patents and theses. Of the documentation selected, 80% was from the period 2010-2020.

Data analysis and integration: The methods identified were classified into five groups:
chemical electrodeposition, be it by in situ electrophoretic synthesis, electrolysis or
electrophoresis; electroporation; electrospinning; distal magnetic control and
electromagnetic biostimulation of cells and tissues, either directly or incorporating
devices which convert electromagnetic energy into mechanical energy.

Conclusions: These methods permit the conformation of composite cellular and
acellular matrices as well as biostimulator devices controlling construction and action
parameters in such a way that the processes obtained display greater reproducibility
and are more in keeping with the specific requirements of each patient.
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Introduccion

La disminucion de la tasa de fecundidad y la mayor esperanza de vida estan alterando
el panorama demografico de los paises en todo el mundo, lo que ha traido como
consecuencia que la poblacion de mas de 60 anos sea el segmento que mas rapidamente
esté creciendo. Ademas de recomendar la adopcion de practicas de vida saludables, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) propone como clave ante esta disyuntiva
garantizar el acceso a la atencion primaria y el “envejecimiento saludable”, definido
como el proceso de fomentar y mantener la capacidad funcional que permite el
bienestar en la vejez.("?) Especificamente en Cuba, segin su Oficina Nacional de
Estadisticas, para los proximos anos se prevé un aumento en la poblacion mayor de 60
anos que llegara a alcanzar el 30 % en el 2030.®

En los adultos mayores se presentan con frecuencia lesiones del tejido oseo, entre las
que se reiteran las enfermedades dentales que conducen a la disfuncion masticatoria y
los padecimientos cronicos como la osteoporosis, caracterizada por la disminucion de la
resistencia mecanica del hueso debido a la pérdida de masa 6sea, con el consiguiente
aumento de la fragilidad y propension a fractura. Estos problemas, sumados a que el
resto de la poblacion no esta exenta de sufrir pérdida de tejido 6seo por diferentes
causas, hacen que aumente la demanda de materiales y tecnologias destinadas a su
tratamiento.

En la actualidad son diversos los biomateriales que pueden utilizarse para la reparacion
o sustitucion del tejido 6seo. Entendiéndose como biomaterial cualquier substancia (no
medicamento) o combinacién de sustancias de origen natural o sintético, que puede ser
usada por cualquier periodo de tiempo, como un todo o como parte de un sistema que
trate, mejore o remplace cualquier tejido, 6rgano o funcion del cuerpo.®

Entre los materiales mas utilizados para la reparacion o sustitucion de huesos pueden
mencionarse los metales y sus aleaciones (verbi gratia, titanio, tantalo, magnesio,
hierro, cinc y sus aleaciones),®:%7.8%10) |as ceramicas de fosfatos de calcio, zirconia y
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alumina-12) y los polimeros sintéticos biodegradables, tales como poliacido glicdlico,
poliacido lactico, poli(e-caprolactona) y sus copolimeros. (31415 Actualmente se hace
mayor énfasis en el desarrollo de biomateriales compuestos (composites) basados en
polimeros reforzados con fosfatos de calcio; ortofosfatos de calcio reforzados con
vidrios, carbon o metales; concretos; materiales compuestos nanoestructurados,
cementos 0seos inyectables, con propiedades biologicas y mecanicas muy parecidas a
las del 6rgano natural.(1®)

Por otro lado, el desarrollo de la ingenieria de tejidos, area cientifica que integra los
principios de la ingenieria, la biologia celular y la medicina, y que se dedica a la
regeneracion de tejidos bioldgicos -con la ayuda de estructuras soportes con células
cultivadas (estrategia de cultivo, in vitro o matrices celulares) o como medio para guiar
células nativas (estrategia conductiva, in vivo o matrices acelulares)- ha permitido
mantener o reparar la funcion de drganos danfados, incluidos los huesos.(7:18)

El desarrollo de biomateriales requiere de trabajo multidisciplinario e interdisciplinario
y del logro de un vinculo directo entre la investigacion, la produccién y la aplicacion
clinica de los productos, de manera que se minimicen las barreras de tipo cientifico,
tecnoldgico, economico, ético-sociales y normativo que pudieran existir.(1?)

En particular, la gestion tecnologica como proceso para el desarrollo incluye como
primeras fases: el inventario y recopilacion de la informacion cientifica accesible a nivel
mundial, estado de alerta sobre la evolucion de las nuevas tecnologias, la
sistematizacion de la revision de las fuentes de informacion y la identificacion del
posible impacto de estas en la evolucion tecnologica para evaluar la competitividad de
la empresa en desarrollo y su potencial.?9 En un estudio realizado con anterioridad se
determinaron las tendencias que, a modo general, estan influyendo o pueden influir en
el desarrollo de biomateriales para la reparacion 6sea?" y se detecto el gran potencial
que pueden llegar a ofrecer los métodos basados en el uso del campo
electromagnético.2(?2.23)

El presente trabajo tiene como objetivo analizar la informacion que se ha generado
sobre el desarrollo de biomateriales compuestos para la reparacion 6sea, con énfasis en
la identificacion de las tecnologias emergentes basadas en el uso del campo
electromagnético, sus aplicaciones y potencialidades.

Métodos

Se consultaron trabajos cientificos divulgados en libros, revistas nacionales vy
extranjeras, patentes, tesis de maestria y doctorado. Se selecciond la informacion segin
su pertinencia y actualidad y, finalmente, se organizo atendiendo al tipo de tecnologia
utilizada en la obtencion de los materiales compuestos. De la documentacion
seleccionada el 80 % corresponde a al periodo 2010-2020.
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En cada caso se hace una breve explicacion de la tecnologia (fundamentos, ventajas y
desventajas), se citan libros y revisiones generales y luego se discuten los resultados de
su aplicacion a la obtencion de los biomateriales compuestos para la reparacion osea,
lo cual da fundamento a la clasificacion establecida.

Aunque existen numerosos libros y articulos que estudian la interaccion del campo
electromagnético con los sistemas vivos y la utilizacion de técnicas basadas en este
campo con fines terapéuticos o de diagnostico,?425.26) no se debe perder de vista que
este trabajo trata de la aplicacion de algunas de estas técnicas a la obtencion de
biomateriales compuestos que se pueden emplear en la restauracion ésea.

Analisis e integracion de la informacion

Tecnologias utilizadas para la obtencion de biomateriales compuestos

Los métodos identificados dentro de las tendencias actuales van desde la clasica
electrodeposicion quimica -ya sea por electrolisis o electroforesis- hasta los métodos
menos convencionales y emergentes, como la sintesis electroforética in situ, la
electroporacion, el electrohilado, el control magnético distal y la bioestimulacion. No
se tuvieron en cuenta en esta revision los métodos que se basan en la radiacion
electromagnética ionizante.

Electroobtencion de biomateriales compuestos por deposicion y
sintesis

El gran interés actual en el desarrollo de las técnicas de electrodeposicion:
electroquimica (ELD) o electroforética (EPD), se basa en su alta versatilidad, estricto
control de los parametros de sintesis, trabajo a bajas temperaturas, rapidas velocidades
de recubrimiento, facultad de utilizacion de sustratos muy diferentes y de formas
complejas, alto potencial de escalado, bajo costo y la posibilidad de formar multicapas
simples en muchos sistemas diferentes.?7:28)

La deposicion electrolitica es un proceso mediante el cual se logra la produccion de
especies quimicas en una superficie a través de una reaccion electroquimica. Las
reacciones catddicas o anoddicas pueden estar involucradas en la electrodeposicion,
aunque la mayoria de procesos practicos implican reacciones catodicas.?® Basado en
este método se han depositado metales, aleaciones, polimeros y actualmente se ha
ampliado a materiales compuestos mediante la incorporacion de particulas (ceramicas,
poliméricas o metalicas) dispersas en la disolucion de especies idnicas.
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La deposicion electroforética, por su parte, es un método en el cual, particulas
cargadas, dispersadas o suspendidas en un medio liquido, son atraidas y depositadas
sobre un sustrato conductivo de carga opuesta como resultado de la aplicacién de un
campo eléctrico, y puede ser catoédica o anddica dependiendo de la carga de las
particulas que se mueven y de cual sea el electrodo en el que ocurra la deposicion. %)

La ELD presenta alta conductividad y los recubrimientos son uniformes a escala
nanométrica, mientras que la EPD requiere baja conductividad, la uniformidad de los
depositos depende del tamano de las particulas y la velocidad de deposicion es mayor
que en el otro método.

Un tercer mecanismo es el método propiamente electroforético, en el que se realiza
una sintesis in situ del material compuesto en el interior del hidrogel situado entre los
dos electrodos (Fig. 1).

Hidrogel Cationes
Aniones
Particulas (-)

Fig. 1 - Celda para la deposicion in situ mediante la aplicacion del método electroforético.

Un ejemplo de ELD es la obtencion de recubrimientos de fosfatos de calcio tipo brushita
e hidroxiapatita (HA) sobre acero inoxidable (316L) a partir de una disolucion de
Ca(NOs3)2:4H,0 y NH4H,PO4 mediante una reaccion de desplazamiento (sintesis) en la que
el Zn actlla como anodo de sacrificio. Se encontro que la temperatura y el tiempo de
deposicion afecta la morfologia, estructura y composicion del recubrimiento. En capas
de brushita, se obtuvieron cristales de HA a 50 °C durante todos los tiempos de
deposicion utilizados. El recubrimiento aumenta la resistencia a la corrosion vy
biocompatibilidad del biomaterial.®"

El magnesio, como biomaterial para la restauracion o6sea, gana adeptos por sus
propiedades fisicas y mecanicas y por ser biodegradable, a pesar de que se degrada por
corrosion en poco tiempo y el proceso genera hidrogeno. Para disminuir la corrosion se
ha realizado la deposicion de recubrimientos bioactivos con fosfatos de calcio, usando
como electrodo de trabajo un cilindro de magnesio puro y una placa de acero inoxidable
como contraelectrodo. La disolucién electrolitica fue preparada con Ca(NOs)z-4H;0,
NHsH,PO4 y H,0; y se ajusto6 el pH a 4,5. Se aplicaron potenciales catddicos de -5y -3
V. Los resultados mostraron que la variacion de potencial llevd a la formacion de
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recubrimientos con la misma composicion quimica, pero con morfologias muy
diferentes.3?

Recubrimientos de HA se han realizado sobre sustratos poliméricos, en este caso, se
obtuvo un andamio® fibroso compuesto a base de poli-(l-acido lactico) / poli-(e-
caprolactona) (PLLA/PCL) recubierto con HA. Se utilizé un sistema de tres electrodos:
el andamio poroso de PLLA/PCL se fijo sobre una placa de acero inoxidable que servia
de catodo, como anodo un electrodo de platino y uno de calomel saturado se seleccioné
como el electrodo de referencia. La disolucidon electrolitica contenia NH4H,PO4 vy
Ca(NO3); a pH de 4,7.633

Utilizando una disolucion electrolitica de HA en polvo y como electrodo de trabajo los
sustratos a recubrir que actian como catodo (ej. aleaciones de Ti6AL4V y AZ31 a base
de magnesio) se obtuvieron recubrimientos diferenciados controlando, la intensidad de
la corriente, la diferencia de potencial y el tiempo de trabajo.?4

El uso de la EPD ha ido incrementandose en la ultima década debido a su versatilidad
para combinar de manera efectiva diferentes materiales en formas y estructuras Unicas.
Por ejemplo, el método resulta Util en la obtencion de recubrimientos bioactivos de
materiales compuestos vidrio/HA/quitosana y vidrio/HA/alginato a temperatura
ambiente, donde la estabilizacion electro-estérica debido a la adicion de los polimeros
naturales permite la deposicion del bio-vidrio y de las particulas de HA.(% También en
la fabricacidn de laminas nano-compuestas de acido alginico a partir de la codeposicion
de acido alginico, hidroxiapatita (HA), dioxido de titanio (TiO;) y quitosana permitiendo
la obtencién de filmes de composicion variable (HA y TiO;) y diferente espesor, en el
intervalo de 0,1-3 pm. Las peliculas de acido alginico se logran por deposicion anddica
a partir de disoluciones de alginato de sodio, polisacarido anidnico que puede usarse
para la estabilizacion electroestérica de particulas inorganicas y la electrodeposicion
de compuestos organicos-inorganicos. (36

Asimismo, la obtencion de hidrogeles de fibroina de seda (promisora en la regeneracion
osea y cartilaginosa), mediante la aplicacion de un campo eléctrico que provoca la
migracion de la proteina y su coagulacion en el anodo (aleacion de aluminio o Ti6Al4V),
permite obtener recubrimientos porosos o peliculas compactas, controlando el voltaje
aplicado, la concentracion de la disolucidn, el tiempo de trabajo y la distancia entre los
electrodos.3?

También se ha logrado la construccion de matrices multicapas de zirconia compuesta
por diferentes fases cristalinas (tetragonal y cubica) las que fueron estabilizadas
mediante el dopaje con o6xido de itrio en diferentes concentraciones, con lo que se
obtuvieron materiales con buena integridad mecanica y propiedades combinadas.(®
Materiales compuestos de zirconia/HA pudieron ser obtenidos sobre sustratos de
titanio/TiO, por un proceso de micro oxidacién por arco en etanol a pesar de la
formacion de B-fosfato tricalcico durante la descomposicion de HA y la presencia de
CaZrO3 como fase indeseable debido al aumento de la concentracion de la fase
estabilizadora.®%
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También, se logro recubrir por EPD la superficie de una aleacion de Mg (WE43) con el
objetivo de disminuir su proceso de corrosion y simultaneamente promover la
diferenciacion osteogénica. Para el recubrimiento utilizaron quitosana y gelatina,
polielectrolitos biocompatibles y biodegradables que en disolucion acida se cargan
positivamente y migran hacia el catodo para depositarse. La gelatina fue utilizada
ademas como matriz portadora de simvastatina que es un medicamento usado
clinicamente como antilipidico, pero que, ademas, es capaz de actuar sobre la
osteogénesis con lo que promueve la formacion de hueso. Placas de acero inoxidable
fueron usadas como anodo. 40

Por su parte, la aplicacion del método electroforético (Fig. 1) ha permitido la sintesis
in situ de materiales compuestos al mineralizarse geles poliméricos. En este sentido se
ha formado HA, utilizando disoluciones acuosas de cloruro de calcio e hidrégeno fosfato
de di-sodio, colocadas en los depdsitos de un equipo convencional de electroforesis en
agarosa. Los iones de calcio y fosfato proporcionados migran hacia el hidrogel de agarosa
en su movimiento hacia el electrodo correspondiente. La HA se formo con la colision de
estos iones. El tiempo necesario para alcanzar la formacion completa de HA fue de 30
minutos, este procedimiento acelero la formacion de HA, y se demostro que la velocidad
lineal era aproximadamente 15 veces mayor que la de la difusion simple. "

Igualmente se logro la formacion de carbonato de calcio y fosfato de calcio en gel de
agarosa, el tiempo para alcanzar la formacion completa de minerales fue de solo tres
minutos y demostraron ademas que podrian transformarse en HA en disolucion tampoén
de fosfato a pH 7,4.¢%) Por el mismo método, dentro de un gel de agarosa, se consiguio
la precipitacion de particulas esféricas de fosfato de calcio amorfo (ACP) que precipitan
y aumentan su tamano con el aumento del tiempo de la electroforesis; el tamano de los
granulos de ACP depende de la concentracion de gel y del pH en la electroforesis. La
transformacion de ACP a HA fue dominada por el proceso de disolucion-precipitacion
durante el tiempo de envejecimiento.“3)

Electrohilado

La técnica de electrohilado (electrospinning en inglés) se remonta a inicios del siglo XX.
Sin embargo, no es hasta hace pocos anos que la técnica se ha convertido en un proceso
atractivo gracias a la habilidad de transformar una amplia gama de materiales a bajo
costo y con relativa simplicidad en estructuras bidimensionales y tridimensionales de
fibras ultrafinas (nanométricas o submicrométricas), que permiten su uso especifico en
ingenieria de tejidos como andamios para crecimiento celular in vitro o cultivos in vivo
para regeneracion osea, desarrollo de piel artificial e implantes vasculares, entre otras
aplicaciones. 444

El electrohilado permite la obtencidon de fibras al aplicar un campo eléctrico (con
potencial de 1-30 kV) a un material liquido viscoelastico (en disolucién o fundido)
contenido en un recipiente del que soélo puede salir a través de un capilar bajo flujo
controlado, de manera que las fuerzas eléctricas superan a las de tension superficial y

8
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se expulsan chorros muy finos hasta un colector conectado a tierra y dispuesto a una
distancia entre 5y 30 cm (Fig. 2). En el proceso se obtiene un material ultrafino en dos
de sus dimensiones, de gran area superficial, con multiples poros interconectados y
buenas propiedades mecanicas. El resultado final viene determinado por diferentes
tipos de parametros: los del liquido (composicion, concentracion, peso molecular,
viscosidad, tension superficial y conductividad), los dinamicos (campo eléctrico
aplicado, distancia de punta a colector y flujo de salida) y los ambientales (humedad y
temperatura). (46,4748

Fuente de alto voltaje

—||

L\ ] Colector

Bomba Capilar

Fig. 2 - Esquema del equipo utilizado en el electrohilado.

Los materiales asi obtenidos se han utilizado como matrices extracelulares para el
anclaje, migracion y diferenciacion de las células responsables de la regeneracion de
los tejidos 6seos. Ejemplo de ello es el estudio del efecto del diametro y la orientacion
de las fibras electrohiladas de copolimeros de los acidos lactico y glicolico en la
diferenciacion y organizacion de la matriz extracelular de células estromales de médula
osea. Se constato asi que las fibras alineadas de diametros submicrométricos obtenidas
con ayuda de un campo magnético aplicado pueden ser utilizadas como plataformas
para la diferenciacion de estas células buscando el desarrollo de una membrana
peridsea.“) Ademas se han preparado por electrohilado andamios de biomateriales
compuestos de nanofibras de estos copolimeros con particulas de HA de alrededor de
266 nm y se ha confirmado la integracion de la HA a la estructura asi como una gran
biomineralizacion y actividad osteoblastica;®® de igual manera, nanofibras compuestas
utilizando PVA con nanoparticulas dispersas de aliumina y zirconia®) u oxido de
titanio.®?

Asimismo, se ha obtenido un andamio multicapa tejiendo hilos de nanofibra de poli-
acido lactico y fibroina de seda salvaje fabricados ambos por electrohilado. Los
andamios tejidos basados en una mezcla 9:1 presentaron una distribucion de diametro
estrecho, excelentes propiedades mecanicas (modulo de Young de alrededor de 417 MPa
y una resistencia a la traccion de aproximadamente 180,36 MPa), apreciablemente
superiores a los valores obtenidos para andamios no tejidos. En las referidas estructuras
se observo la adhesion y la proliferacion de células madre mesenquimales de raton, por
lo que los andamios resultaron potencialmente adecuados para la ingenieria de tejido
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0se0.3) Por otra parte, al utilizar estos materiales en combinacion con moléculas
bioactivas, tales como proteinas adhesivas, factores de crecimiento, y farmacos
quimicos se obtienen materiales artificiales con potenciales respuestas celulares y
eficacia terapéutica.®4

Electroporacion

La electroporacién es un método de permeabilizacion de la membrana celular que hoy
en dia se usa ampliamente en biotecnologia y en la practica clinica para el suministro
de farmacos y genes en células vivas, electroquimioterapia y en ensayos preclinicos.
Este fendmeno se puede describir como un aumento espectacular en la permeabilidad
de la membrana causada por pulsos eléctricos cortos e intensos aplicados externamente
(Fig. 3).®

a) D

Fig. 3 - Electroporacion. A. Célula inmersa en el medio seleccionado y dentro del dispositivo
de electroporacion | B. Formacion de poros en la membrana celular con penetracion del
material seleccionado y restablecimiento de la membrana celular.

Entre varios modelos teoricos, el modelo de poro acuoso transitorio (el mas aceptado)
predice la formacion de poros hidréfilos que tiene lugar en una membrana celular como
respuesta a un campo eléctrico inducido. La efectividad de la electroporacion esta
determinada por los parametros del pulso eléctrico (amplitud, duracion, niumero y
frecuencia de repeticion), la composicion del medio de electroporacion y su presion
osmoética. La amplitud del pulso es un parametro critico ya que, al alcanzar el valor
umbral, activa el proceso de electroporacion y cuando se exceden sus valores optimos,
la viabilidad celular se ve afectada por una electroporacion irreversible. Las moléculas
pequenas se introducen de manera eficiente mediante la aplicacidn de pulsos eléctricos
cortos en el intervalo de decenas a cientos de microsegundos. Mientras que, para
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macromoléculas, se utilizan pulsos largos de 5-10 ps con amplitudes de pulso
relativamente bajas.®

La técnica ha sido empleada en biomateriales. Con esto se ha demostrado su efectividad
para permeabilizar liposomas utilizando la reaccion de sintesis del AgBr®® y se ha
estudiado teodricamente la posibilidad de realizar la electroporacion selectiva de
liposomas dentro de la célula mientras se mantienen intactos las membranas plasmatica
y nuclear.®”) Recientemente, se ha disefado un sistema para la electroporacion
simultanea de liposomas y de la membrana celular que facilita la liberacion del farmaco
de los liposomas y, al mismo tiempo, su captacion por parte de las células. 8> Estos
resultados son potencialmente aplicables en la reparacion y la regeneracion del tejido
0seo.

Control magnético distal

La técnica de control magnético distal o a distancia, se basa en las propiedades
especiales de las particulas magnéticas pequenas. Por debajo de un determinado
volumen (generalmente nanométrico), la particula magnética, no se divide en dominios,
la energia de agitacion térmica supera a su energia magnética y el momento magnético
de la particula puede fluctuar libremente; de tal manera que se comporta como los
materiales paramagnéticos, pero con un valor de momento magnético mucho mayor,
por lo que se denomina superparamagnética. Al aplicar un campo magnético externo,
el momento magnético se orientara con el campo aplicado; si este se retira, el momento
magnético vuelve a fluctuar libremente. (¢

Para obtener estas nanoparticulas superparamagnéticas (NpS) se pueden utilizar
métodos fisicos (litografia, pulverizacion catddica), quimicos (coprecipitacion, sol-gel,
hidrotermales, descomposicion térmica, electroquimica, microemulsion), o biologicos
(bacterias magnetotacticas);®® luego se cubren, generalmente con un polimero, un
ligante o un material inorganico que las protegen y estabilizan, se enlazan con un
determinado ente quimico o bioldgico y, opcionalmente, se encapsulan en liposomas o
matrices poliméricas, de manera que puedan ser controlados a distancia por un campo
magnético y ser utilizadas in vitro o in vivo. (1,62

Esta técnica se ha utilizado para dirigir en el espacio la formacion de tejidos in vivo y
construcciones ex vivo, soportados sobre andamios, para dar lugar a crecimiento celular
tridimensional mediante el marcaje de células con NpS (Fig. 4).
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a)

Fig. 4 - Control magnético distal de células cargadas. A. Célula (nucleo en negro) cargada con
particulas magnéticas (en amarillo). | B. Formacion de capa celular ordenada inducida
mediante la aplicacion de un campo magnético.

Liposomas cationicos de magnetita (MCL), con carga positiva en su superficie se han
utilizado para marcar células para diferentes aplicaciones. Para la construccion de
tejidos tridimensionales (3D) se sembraron células estromales de la médula 6sea (BMSC)
marcadas con MCL en un andamio poroso 3D de HA, y se colocé un iman bajo el andamio.
La eficiencia de la siembra de células fue aproximadamente tres veces mayor que la de
la convencional (sin iman). Después de un periodo de cultivo 14 dias el nivel de dos
marcadores osteogénicos representativos (fosfatasa alcalina y osteocalcina) fueron
significativamente mas altos, por lo que el método disenado se presenta como eficaz
para la ingenieria de tejidos dseos. (¢

La reconstruccion in vitro de tejidos 3D sin el uso de andamios se ha desarrollado
utilizando los MCL para marcar células madres mesenquimales humanas (MSC) en una
superficie de cultivo en la que se coloco un iman en el lado contrario. Las MSC formaron
estructuras laminares de varias capas después de un periodo de cultivo de 24 h y
mantuvieron capacidad in vitro de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos o
condrocitos después de un periodo de cultivo de 21 dias usando el correspondiente
medio de induccion. Utilizando un electroiman, las laminas asi construidas se
trasplantaron a defectos 6seos en craneos de ratas. La observacion histologica reveld
que se formo hueso nuevo rodeado de células similares a osteoblastos en el area del
defecto 14 dias después del trasplante, mientras que no se observd la formacion de
hueso en ratas de control sin el trasplante. (4

Por otra parte, se rellen6 un defecto cubital en conejo mediante una ceramica de HA
con poros interconectados. Dos semanas después se inyectaron percutaneamente
células oseas derivadas de médula de conejo mesenquimales del estroma marcadas con
ferumodxido y se utilizd un sistema de focalizacion magnético externo para atraer estas
células a la ceramica. De esta manera se facilito significativamente la infiltracion de las
células y se contribuyé a la formacion osea. Este procedimiento pudiera ser
clinicamente utilizable para tratar fracturas, defectos, retraso de consolidacion osea y
pseudoartrosis. (¢
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En relacion con las células MSC, los estudios iniciales confirmaron la inocuidad de varios
preparados de nanoparticulas magnéticas con respecto a su potencial de diferenciacion
MSC y la funcion de los osteoclastos. (6

Utilizando una combinacién de condensacion magnética eficiente de MSC y maduracion
dinamica en un biorreactor se logré una produccion de tejido sin precedentes de
cartilago en un andamio de polisacarido poroso. En condiciones éptimas, todas las
caracteristicas de la condrogénesis se mejoraron con un aumento de 50 veces en la
expresion de los genes de colageno Il en comparacion con el control negativo, una
sobreexpresion de agrecano y colageno Xl, y una expresion muy baja de colageno |y
RUNX2. Se observé un gran niUmero de agregados celulares, asi como un aumento de la
sintesis de proteoglicanos por los condrocitos, condrocitos mas grandes y una matriz
extracelular mas abundante.(¢7?)

A partir de andamios comerciales hechos de HA y colageno, se obtuvieron andamios
magnéticos, mediante el recubrimiento profundo por inmersion en ferrofluidos acuosos
que quedan integrados en los andamios, proporcionando gradientes de campo magnético
que posibilitan el control magnético distal en su interior. Los andamios no sufren dafo
durante el proceso, mantienen su porosidad y forma y no liberan particulas magnéticas
bajo un flujo constante de fluido corporal simulado por un periodo de ocho dias. Estudios
preliminares demostraron la capacidad de los andamios magnéticos para la adhesion y
la proliferacion de las células madre de la médula 6sea humana in vitro y la capacidad
potencial, mediante el control magnético distal, de atraer y capturar in vivo factores
de crecimiento, células madre u otros agentes biologicos unidos a particulas
magnéticas. (¢®

Bioestimulacion

La bioestimulacion es un proceso que tiene como objetivo restablecer el metabolismo
y la funcion de los tejidos a través de técnicas no invasivas que estimulan la
regeneracion ésea y logran una éptima union entre huesos o entre el hueso y el sustituto
oseo después de su implantacion quirdrgica. Algunas de estas técnicas se basan en el
uso del campo electromagnético y comenzaron su desarrollo a partir de que se
establecid que el ejercicio que supone la marcha, a través de la produccion de impulsos
eléctricos endogenos, da lugar al crecimiento del tejido 6seo y de que se comprobara
que al imponer un campo eléctrico externo también se conseguia el mismo efecto. ¢
En el desarrollo de la bioestimulacion se fueron utilizando de forma independiente o
combinada, el campo eléctrico constante, el campo eléctrico pulsado y el campo
electromagnético pulsado (PEMF) en el que se aplica un campo magnético pulsado que
da origen a corrientes eléctricas también variables. 7%

En el campo de la ingenieria de tejidos se han obtenido andamios de materiales
compuestos y se ha utilizado el campo electromagnético como bioestimulante sobre
cultivos celulares. Asi, se han sometido cultivos de células oOseas MC3T3-E1 a
acoplamientos capacitivo, inductivo o combinados, con las intensidades de campo
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apropiadas, durante diferentes tiempos y en presencia de varios inhibidores de la
transduccion de senales, con o sin estimulo, y se determind el contenido de ADN de
cada caso. Las tres variantes de campo produjeron un aumento del contenido de ADN
en comparacion con los controles, pero Unicamente el acoplamiento capacitivo tuvo
como resultado un aumento constante para tiempos mayores de 30 minutos. El uso de
inhibidores metabdlicos especificos posibilité concluir que la transduccion de la seial
en el caso del acoplamiento capacitivo comienza con la translocacion de iones Ca%* a
través de los canales de calcio dependientes del voltaje de la membrana celular,
mientras que, para el acoplamiento inductivo y los campos combinados, el evento inicial
es la liberacion de Ca?* almacenado dentro de la célula."

También se han estudiado los efectos del PEMF en la expresion de genes asociados con
la degeneraciéon del disco intervertebral humano (IVD) en ambientes normales e
inflamatorios. Para ello, las células del anillo fibroso y el nicleo pulposo se encapsularon
por separado en perlas de alginato y se expusieron a interleuquina 1a (IL-1a) y al PEMF.
Se aislo ARN de cada grupo de tratamiento para evaluar los cambios inducidos por IL-1a
y PEMF en la expresion génica. Se encontré que el tratamiento con PEMF disminuyd la
regulacion positiva inducida por IL-1a de los genes expresados en los IVDs degenerados.
Estos resultados demuestran que las células IVD son sensibles a PEMF, lo que pudiera
ser utilizado en ingenieria de tejido para el desarrollo de matrices para la interface
hueso-cartilago.(’?

Por otro lado, el campo electromagnético también ha sido utilizado para la conversion
de energia eléctrica o magnética en mecanica, mediante la induccion de una
deformacion reversible longitudinal, volumétrica o por flexion en diferentes dispositivos
(Fig. 5), los cuales pudieran ser utilizados como biomateriales para estimular el
crecimiento tisular in situ. Asi, se han desarrollado materiales compuestos magneto
restrictivo de particulas de terfenol-D encapsuladas en resina que al ser expuestas al
campo magnético cambian su longitud produciendo una estimulacion mecanica e
induciendo crecimiento de hueso cortical cuando fueron colocadas en un hueso porcino
(Fig. 5a).(73)
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Fig. 5 - Diferentes métodos de estimulacion para el crecimiento del tejido éseo donde la
energia electromagnética es transformada en energia mecanica.

Ademas, se disend un dispositivo implantable basado en un material ferromagnético,
444 316L (acero inoxidable ferritico, grado biomédico) que promueve la
osteointegracion a través del crecimiento de osteoblastos fetales y monocitos capaces
de deformarse bajo la accion de un campo magnético y producir una deformacion
mecanica; eliminando asi el inconveniente de la inmovilizacién y ausencia de tensiones
después de cualquier operacion quirdrgica, que se conoce resultan beneficiosas para la
neoformacion osea en el intervalo de 1 millistrain. 4

Por otra parte, campos magnéticos uniformes acoplados con nanoparticulas
magnetizables incrustadas dentro de estructuras de andamios tridimensionales (3D)
crean de manera remota fuerzas transitorias que pueden ser transferibles a las células
presentes en las proximidades de las nanoparticulas. En particular, se investigo la
hipotesis de que andamios de alginato magnéticamente sensibles pueden sufrir
deformaciones reversibles debido a la alineacion de las paredes del andamio en un
campo magnético uniforme. Utilizando la configuracion de bobina de Helmholtz hecha
a la medida adaptada a un microscopio de fuerza atémica, se monitorearon los cambios
en las dimensiones de la matriz in situ en funcion del campo magnético aplicado, la
concentracion de particulas magnéticas dentro de la estructura de la pared del andamio
y la rigidez de la matriz. Los resultados mostraron que los andamios experimentan una
deformacion de forma reversible. La fuerza mecanica estimada que puede impartirse
en las células crecidas en la pared del andamio en condiciones experimentales es del
orden de 1 pN, que se correlaciona bien con el umbral informado para inducir efectos
de mecanotransduccion a nivel celular.
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Diferentes dispositivos construidos a base de electrolitos han sido utilizados en sistemas
para la liberacion controlada de principios bioactivos’® (Fig. 5b) - y en modelos
electrocinematicos o robots!’”) (Fig. 5c). En el primer caso se han evaluado geles de
PDMAPAA (poli-dimetil amino propil acrilamida), NAPAA (poli-acrilato de sodio), PMAA
(poli-metacrilato de sodio). Los modelos o robots en forma de cintas flexibles fueron
construidos a base de PAMPS (poli-acido sulfénico de 2-acril amido-2-metil propano) el
cual, en presencia del surfactante cloruro de dodecilpiridinio en una solucion
conteniendo sulfato de sodio se dobla hacia el anodo. Controlando la intensidad del
campo aplicado se controlan la velocidad y amplitud del movimiento.

Consideraciones finales

Los métodos electromagnéticos identificados fueron clasificados en cinco grupos:
electrodeposicion quimica, ya sea por electrolisis, electroforesis o sintesis
electroforética in situ; electroporacion, electrohilado, control magnético distal y
bioestimulacion electromagnética de células y tejidos, directamente o por la
introduccion de dispositivos que convierten la energia electromagnética en energia
mecanica. Estos métodos permiten la conformacion de matrices celulares y acelulares
compuestas y con alto grado de complejidad, ademas de dispositivos bioestimuladores
con control estricto de los parametros de construccion y operacion. Si a esto agregamos
su uso combinado, complementario en diferentes fases de los procesos preclinico y
clinico del tratamiento, pudiera alcanzarse un alto grado de sinergia, de tal manera,
que se lograrian procesos con mayor grado de reproducibilidad y eficiencia. La
creatividad en el uso de estos métodos, unido a la diversidad de materiales disponibles
y que pueden desarrollarse, hara posible la reparacion del tejido 6seo a la medida de
los requerimientos especificos para cada paciente.
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