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El continuo y creciente envejecimiento de la poblaciéon conlleva a una mayor
incidencia de enfermedades degenerativas Oseas. Para su reparacién se
necesitan implantes que en un futuro no daran abasto para cubrir estas
necesidades. Asi, se hacen necesarias nuevas alternativas de reemplazo de
injerto como los biomateriales. Entre ellos, el biovidrio 45S5 (BV) ha mostrado
excelentes propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad, mientras
que el 6xido de grafeno (GO) de proliferacion y diferenciacidon celular. Es asi
gue, se propone elaborar un compodsito a base de biovidiro 45S5, evaluando
la adicion de 6xido de grafeno para la bioactividad, capacidad antimicrobiana
y viabilidad celular. Se espera obtener un mejor desempefio para el compdsito
de BV/GO 0.5% dado sus propiedades reportadas en bibliografia.

La metodologia parte con la elaboracion del biovidrio (sol-gel) y la de GO
(Marcanos-Terrones), fabricando polvos a razones de 20:0, 20:0.5y 20:2 para
BV:GO respectivamente. Se caracterizé el material con XRD y SEM/EDS, se
analizé la bioactividad mediante la formacidn de una capa de hidroxiapatita
(HCA) para los dias 1, 7 y 14 en SBF, se evallo la actividad antimicrobiana
sobre gram-positiva y negativa midiendo la cantidad de unidades formadoras
de colonia, y la viabilidad celular sobre células madre mesenquimales de pulpa
dental humana.

En cuanto a la bioactividad, no se pudieron observar los resultados para GO al
2% por la disolucion completa de la muestra, mientras que el BV/GO 5%
mostrd casi el doble de formacién de HCA en comparacion con BV puro. La
actividad antimicrobiana tuvo mejor desempefio para el biovidrio solo en
ambas bacterias (~500 UFC), luego los compodsitos con GO (~10% UFC), vy
finalmente el GO solo (No Contable). En viabilidad celular BV/GO 0.5% exhibio
un desempefio de 66% de células activas metabdlicamente para el séptimo
dia, mientras que 64% para BV y 61% para BV/GO 2%.

Se concluye que el candidato con mas potencial para aplicaciones biomédicas
es el BV/GO al 0.5%, pues presenta el mejor desempefio en la bioactividad y
viabilidad celular, quedando en duda su verdadero potencial para la actividad
antimicrobiana por las condiciones del protocolo.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

1.1 Motivacion

El cuerpo humano es un organismo complejo y con variadas funciones que con
el paso del tiempo comienza a presentar problemas. Muchas veces se nace
con anormalidades, los tejidos no se pueden regenerar completamente luego
de alguna enfermedad o lesidn, e incluso aquellos defectos extensos que son
controlados y reparados por el organismo no experimentan una mejora
completa.

Ademas, con el continuo y creciente envejecimiento de la poblacién, son cada
vez mas comunes las enfermedades degenerativas, entre ellas la osteoporosis
gue causa mas de 8.9 millones de fracturas al afio en el mundo [1].

En Europa para el afio 2002 se realizaron aproximadamente 408.000
procedimientos de injertos éseos, mientras que en Estados Unidos el nimero
ascendié a 600.000 operaciones [2]. Considerando el aspecto econdmico que
esto conlleva, segun un reporte anual de la industria ortopédica y GlobalData
del afio 2012, las ventas en injertos d0seos ortopédicos superan los $43.1
billones de ddlares, el cual es un aumento de 3 veces el valor de 2002 [3].

En Chile cada 10.000 personas 15 presentan una fractura de cadera debido a
la osteoporosis [4]. Ademas, se sabe que se realizan aproximadamente 400
trasplantes de hueso al afio en el Instituto traumatoldgico [5].

Lo anterior evidencia que la demanda por implantes de hueso aumenta cada
ano y se hace necesario el procedimiento de cirugias de reconstruccién para
tratar los traumas, enfermedades o tumores reemplazando el hueso dafiado
por uno funcional. En las ultimas décadas se han hecho innovaciones en el
area médica mejorando la técnica de operacion, sin embargo, con este enfoque
se llega a un limite de perfeccionamiento, lo que hace vital la introduccién de
nuevos materiales que cumplan con los requerimientos estructurales,
funcionales y mecanicos del tejido dseo [6].

Existen tres grandes tipos de injertos dependiendo de su procedencia;
autoinjertos (hueso obtenido del mismo paciente), aloinjertos (hueso de
donante) y aloplasticos o sintéticos (materiales fabricados sintéticamente).

Un tipo de material sintético que ha tenido mucho éxito como expansor de
injerto dseo y en cirugias maxilofaciales son los vidrios bioactivos [7][8].

El mas utilizado es el biovidrio 45S5 (BV), que posee actividad osteointegrativa
y osteoconductiva. Es capaz de formar un fuerte lazo mecanico con el hueso a
través de una capa rica en silicio y un fuerte enlace quimico al formar cristales
de hidroxiapatita [9][10].



Otras propiedades deseadas que posee este vidrio es la actividad
antibacteriana; efecto interesante para aplicaciones biomédicas [11], no
produce una toxicidad local al disolverse en compuestos organicos y naturales
de las vias metabdlicas del organismo y no hay respuesta inflamatoria, ni de
repulsién.

Tiene mayor fuerza mecanica en comparacion con los fosfatos de calcio,
presenta resistencia a las perforaciones y modelacién, sin embargo se pueden
fracturar en el proceso, lo que lo hace fragil dentro de los aloplasticos [12].
Lo anterior estimula a que se desarrollen mayores investigaciones en torno al
BV y su uso en reparacion osea.

Otro material interesante y que se ha mostrado prometedor en los campos de
eléctrica, mecanica y biomedicina es el 6xido de grafeno (GO). Posee
propiedades mecanicas, eléctrica y térmicas excepcionales, ademas de ser
antimicrobiano. Se puede manipular de tal forma que sea mecanicamente
rigido pero a la vez resistente, biomimético y puede tener un area superficial
muy extensa, caracteristicas atrayentes para el cultivo de células madre [13].
Varios estudios demuestran que mejora el desempefio osteogénico en
compositos [14][15][16][17]. A diferencia de los nanocarbonos, este se
degrada en meses en materiales acidicos organicos, se dispersa en el agua y
es metaestable, teniendo asi mejores propiedades bioldgicas. Sin embargo, su
compatibilidad y toxicidad a largo plazo aun son cuestionadas, razon por la
cual en vez de utilizarse como base del compdsito se prueba como
recubrimiento [18].

Ya que actualmente es imposible obtener un scaffold multifuncional con un
unico material, el desarrollo de materiales hibridos se presenta como la
solucién.

Asi, el biovidrio 45S5 solo es un buen material biocompatible y GO, por su
parte, es un buen material para mejorar la mecanica y propiedades bioldgicas,
por lo que reuniendo las propiedades de biocompatibilidad de BG vy
osteogénicas de GO, estos materiales podrian ser un biomaterial sinérgico para
aplicaciones de implantes.



CAPITULO 2 FUNDAMENTOS Y ESTADO DEL ARTE

2.1 Hueso humano

En un adulto normal existen 213 huesos, 126 de ellos son del esqueleto
apendicular, mientras que 74 del axial y 6 del d6sculo auditivo, excluyendo los
huesos sesamoideos. Hay cuatro categorias generales, los huesos largos de
eje hueco a base de hueso cortical, huesos cortos, huesos planos de formacion
membranosa de hueso y huesos irregular, hechos de una combinacion de
membranoso, pero también hueso de formacidén endocondral (cartilago hialino
embrionario).

El esqueleto cumple diversas funciones, entre ellas la mas importante es
proveer de soporte estructural al cuerpo, pero ademas permite el movimiento
y la locomocidn, protege drganos vitales, mantiene la homeostasis mineral y
el balance acido-base, actia como un depoésito de factores de crecimiento y
citoquinas y finalmente otorga un ambiente adecuado para la hematopoyesis
en los espacios medulares [19].

La composicién general del hueso corresponde a 50-70% mineral, 20-40%
matriz organica, 5-10% agua y 3% de lipidos. La hidroxiapatita (HA) en la
forma de cristales es el componente principal, con trazas de carbonato,
magnesio y acido fosférico. Estos minerales proveen las propiedades de fuerza
mecanica y capacidad de carga del hueso mientras que los componentes
organicos proveen de elasticidad y flexibilidad.

El esqueleto estd hecho de aproximadamente 80% de hueso cortical
(compacto o lamelar), correspondiente a la capa externa de los huesos que les
confiere su rigidez y elasticidad y 20% de hueso trabecular (esponjoso o
canceloso), tejido mas suave, débil y menos denso y rigido que el cortical.
Dependiendo de la ubicacion del hueso en el cuerpo, esta composicién variara,
ya que debera cumplir funciones principales diferentes. Por ejemplo, la
vértebra posee un 25% de hueso cortical, mientras que la cabeza femoral
posee un 50%. En la Figura 1 se aprecia su arquitectura.

El hueso cortical se caracteriza como un hueso sélido y denso, rodeando todos
los espacios medulares. Por otro lado, el hueso trabecular usualmente tiene
una estructura parecida a un panal de abejas con platos y barras trabeculares
en los compartimientos del hueso medular.



Collagen
molecule

Cancellous bone

Collagen C(;_l:)aglen
Lamella fiber 1on
A% [ &1 Bone
(Y Crystals
~
1 nm
Microstructure (B) Nanostructure (D)
Macrostructure (A) Sub-microstructure (C) Sub-nanostructure (E)

Figura 1:0rganizacion estructural jerarquica del hueso [18].

(A) Hueso cortical y trabecular/canceloso (macroestructura) (B) Osteones del sistema Harvesiano
(microestructura) (C) lamelae (sub-microestructura) (D) Ensamblaje de las fibras de
colageno(nanoestructura) (E) Cristales minerales del hueso, moléculas de colageno y proteinas (sub-
nanoestructura).

El aspecto que comparten ambos tipos de hueso es que estan hechos de
osteones.

Los osteones corticales forman una red ramificada conocida como el sistema
Harvesiano [20], que posee forma cilindrica con 400 mm de largo y 200 mm
de ancho en la base. En un humano sano estos se encuentran en una densidad
de 6 * 10° osteones por metro cuadrado.

En su contraparte, los osteones trabeculares se les llama comunmente
paquetes, estos tienen forma semilunar, con un grosor aproximado de 35 mm
y compuestos de lamelae concéntrica. Se encuentran en una densidad de 14 *
10° osteones por metro cuadrado en humanos adultos sanos.

En cuanto a porosidad, el hueso cortical ronda entre el 5%-10%, mientras que
el hueso trabecular entre un 75%-95%, pero estas cantidades varian
dependiendo del estado en el que se encuentre el hueso (edad, enfermedades,
sexo, remodelacién). El hueso cortical posee dos superficies, la perioestal y la
endoesteal interna. La primera participa en el crecimiento y la reparacion de
fracturas, y la segunda tiene una actividad de remodelamiento alta, ya que
tiene una mayor exposicion a citoquinas. Con la edad la velocidad de resorcién
del hueso es mas alta que la velocidad de formacién de hueso, por lo que el
espacio medular se expande.

El hueso cortical y trabecular tienen un patrén laminar, con alternaciones de
fibras de colageno, que le confieren una resistencia significativa a la estructura
de los huesos lamelares. Por otro lado, los huesos entrelazados son mas
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débiles ya que no poseen estos patrones, como lo que se observa en aquellos
huesos con osteitis fibrosa cistica.

2.1.1 Remodelaciéon osea

Los huesos estan en constante remodelacién, con el fin de extraer las zonas
viejas y reemplazarla con nuevo tejido o6seo, evitando los microdafos y
manteniendo la homeostasis mineral y la estructura resistente en un aspecto
mecanico.

Hay dos tipos principales de células en el hueso; osteoclastos y osteoblastos.
Los primeros son responsables por la resorcidon del hueso. Derivan del linaje
de las células precursoras de macréfagos de monocitos. Los osteoclastos se
unen a la matriz con la ayuda de integrinas, liberando iones hidrdogeno vy la
enzima catepsina K, que acidifica el medio disolviendo el mineral de la matriz
del hueso, ya que es mayormente colageno tipo I [21].

Los osteoblastos sintetizan la matriz nueva del hueso en las superficies de
formacién de hueso. Dependen fuertemente de la respuesta hormonal, sefales
mecanicas o de la citocina, como se ha visto en los osteoblastos del hueso
apendicular.

Hay un tercer tipo de células que son los osteocitos. Son osteoblastos
terminales diferenciados y funcionan en conjunto con redes sincitiales
apoyando la estructura del hueso y metabolismo [20].

El proceso de remodelacién consta de 4 pasos ilustrados en la Figura 2:
activacion, resorcién, reversa y formacion.

1) Primero hay un reclutamiento y activacién de los precursores de
osteoclastos para formar preosteoclastos multinucleados.

2) Esto se une a la matriz con la accion de los receptores de integrina y
péptidos con RGD en la matriz extracelular, tomando entre 2-4 semanas
para resorber el hueso. Gracias a la accidn de los osteoclastos al liberar
iones de hidrégeno y la enzima catepsina K se acidifica el medio
disolviendo el mineral de la matriz del hueso [22].

3) En la fase reversa la resorcién de hueso cambia a formacién de hueso,
pero este mecanismo es aun desconocido, existiendo diferentes
hipotesis al respecto [23]. Algunos suponen que se lleva a cabo con
factores derivados de la matriz como TGF, IGF-1, IGF-2, PDFG o
proteinas morfogenéticas del hueso, otros piensan que estd mediado con
el gradiente de tensidn en la lacunae.

4) En la formacion de hueso los osteoblastos sintetizan una matriz organica
de coldgeno nueva, regulando la mineralizacion, lo que toma entre 4-6
meses. Cuando este paso finaliza entre el 50-70% de los osteoblastos
son fagocitados y, los osteocitos junto con las células de la linea 6sea se
convierten en las células balanceadoras.
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Figura 2: Ilustracion etapas de remodelacion del hueso [24]

Cuando las fracturas son extensas el sistema no es capaz de realizar una
remodelacién completa, por lo que el hueso pierde su estructura caracteristica.

Para intentar reparar estos dafos se recurre a intervenciones quirurgicas con
tal de otorgarle al cuerpo un andamio sobre el cual se regenere la estructura
osea.

2.2 Ingenieria de tejidos e injertos dseos

2.2.1 Ingenieria de tejidos

La Ingenieria de tejidos consiste en la aplicacion de los principios y métodos
de la ingenieria, medicina y biologia, teniendo un entendimiento completo de
las relaciones estructura-funcion en el tejido normal y aquel con
enfermedades, para el desarrollo de sustitutos biolégicos con el fin de reparar,
mantener e incluso mejorar la funcion del tejido danado [25].

De esta forma, surgen los scaffolds para la ingenieria de tejidos. Los scaffolds
son dispositivos que explotan funciones fisicas y bioldgicas especificas y
complejas, ya sea in vitro o in vivo, proporcionando el soporte estructural
temporal para la unidén celular y el posterior desarrollo del tejido [26].

Estos andamios se comunican a través de sefales bioquimicas y fisicas tanto
con células en el entorno y, cuando se implantan, con el sistema corporal.

Los scaffolds se producen principalmente con materiales sintéticos, y sus
tecnologias de fabricacion se derivan de procesos industriales ya bien
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establecidos, con algunas nuevas tecnologias especificas que se han
desarrollado en los ultimos afios para abordar las complejidades requeridas
[27].

Existen dos tipos de aplicaciones, la terapéutica, en donde el tejido se cultiva
en el paciente o es trasplantado hacia el paciente, y el de diagndstico, que es
un tejido hecho in vitro para probar la retencidon en el metabolismo de drogas,
toxicidad y patogenicidad.

Hay muchos aspectos para evaluar cuando se trata de construir un scaffold.
Entre ellos esta la seleccién del material para la matriz, la forma en que va a
ser el disefio y también su fabricacion.

Este debe permitir la unidn y migracién de las células, entregar y retener
factores bioquimicos y células, permitir la difusion de nutrientes celulares
vitales y productos expresados y ejercer ciertas influencias mecanicas vy
bioldgicas para modificar el comportamiento de la fase celular.

Deben permanecer en el drgano hasta que todas las células que se entregan
estén completamente integradas. Sin embargo, su degradacidon no debiese ser
mayor a la velocidad de regeneracién de tejido, pues en caso contrario
impediria el funcionamiento del 6érgano. Una solucidon simple a esto es la
biodegradabilidad. Si el biomaterial utilizado puede degradarse a la velocidad
adecuada, entonces satisface todas las necesidades anteriores que un
biomaterial debe cumplir [28].

En cuanto a los tejidos del cuerpo humano, el hueso es el segundo mas
trasplantado, después de la sangre. La busqueda de la forma mas eficiente de
sustituir el hueso perdido y desarrollar el mejor material de reemplazo éseo
ha sido perseguido por humanos durante miles de anos [29].

Cuando se produce una fractura en el hueso, se produce un tejido cartilaginoso
rico en colageno, hasta que el tejido cierra la brecha. Primero existe una
migraciéon de proteinas y posteriormente viene la mineralizacidon, para
comenzar a formar el tejido esponjoso. Lentamente se va remodelando a un
tejido mas denso y ordenado [30]. Los tiempos para cada etapa se observan
en la siguiente tabla.



Tabla 1: Tiempos para la regeneracion del hueso [29]

0-48h 2-14d 14-40d 40 d-1 yr
- o nrialir

ASES Reparative Calcification Remodeling
Inflammatory Collagen-rich tissue Fracture callus replaced Trabecular bone replaced with
response bridges the defact by trabecular bone compact bone

o e
Fibroblasts and - w
;?)::f::[:ens Both repair and calcification periods can be Osteoclasts break down bone

o substantially extended in large defects while osteoblasts build new bone

Sin embargo, cuando la brecha de la lesién es muy grande, el cuerpo no es
capaz de realizar una reparacion completa. Esto sucede para defectos de 25
mm Yy dependiendo de las circunstancias corporales, si es que existe una
deficiencia ya sea de vascularizacion o una ubicacion de dificil acceso, se podria
dar esta situacion para defectos de 500 um [31].

En este caso, se hace necesario el uso de injertos, para reemplazar al tejido
lesionado.

2.2.2 Injertos

Los mas utilizados son los autoinjertos, que corresponden a tejido dseo
extraido del propio paciente e insertado en la zona afectada. Este
procedimiento es preferido dada su alta biocompatibilidad con el receptor y
posee las caracteristicas necesarias para el crecimiento del hueso, que son:

a) Osteoconduccidn: consiste en proveer el ambiente necesario para el
crecimiento de células dseas necesarias para la regeneracion de huesos.

b) Osteogénesis: permite la viabilidad celular mediante la adhesién de las
células al scaffold.

c) Osteoinduccién: promueve la proliferacién de células madre y su
posterior diferenciacién a células osteogénicas.

Ahora bien, posee limitaciones como el tiempo de operacién, recurso limitado
y escaso y se debe realizar una operacion previa para obtener el injerto, con
la cual existe un 20% de probabilidad de desencadenar en morbilidad del
donante (dolor a corto o largo) [32], proporcional al tamano de la diseccion
requerida.

La otra alternativa recurrente son los aloinjertos, que en este caso provienen
de donadores o cadaveres. Posee las mismas caracteristicas que el aloinjerto
a excepcion de las células osteogénicas. Su actividad osteoinductiva puede ser
no reconocida en el cuerpo huésped por lo que se utiliza morcelizado o
desmineralizado del injerto. Como problemas se observan la incidencia a
fractura (19%), no unidn (17% de los casos) e infecciones.
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Para enfrentar la Ultima afeccidn, se tratan con diferentes técnicas como la
congelacion del tejido, congelacién en seco, esterilizacién con rayos gamma,
entre otros, pero el riesgo no se puede eliminar completamente.

La infeccion bacterial se ve en el 10% de los casos y es dependiente del tamafio
del injerto. La posibilidad de contraer VIH es de 1 en 1.6 millones y se han
reportado tres casos de contagio con hepatitis C y uno con hepatitis B desde
1992. El riesgo es bajo, sin embargo esta presente [32][33]. Incluso, otras
enfermedades se han reportado a través de los anos, dos casos de artritis en
2000 y una infeccion con Clostridium Sordelli en el 2001, lo que conlleva a
pensar que no sera erradicado en un futuro proximo.

También se tiene a los xenoinjertos, correspondientes a huesos de origen
animal. Aunque con esta técnica no hay limitacién en cuanto a la disponibilidad
de tejido donante, hay un gran inconveniente ya que existe un alto riesgo de
transmision de enfermedades infecciosas y, obviamente, un alto riesgo de
rechazo inmunoldgico.

Finalmente se tiene a los injertos sintéticos o aloplasticos, materiales
artificiales biocompatibles (biomateriales). Generalmente son
osteoconductivos, pero no necesariamente osteoinductivos u osteogénicos, a
menos que se les realice un tratamiento previo como la carga de células o
factores de crecimiento [34].

La ventaja de estos materiales es que cada afio se logran mas avances
tecnoldgicos-cientificos en la busqueda de la similitud quimica, bioldgica,
mecanica y estructural, de esta forma podran ser moldeados ‘a medida’,
garantizando recuperaciones rapidas y duraderas. Se revisara en mas detalle
a continuacién.

2.3 Biomateriales para la regeneracién désea

Los biomateriales son matrices temporales para el crecimiento del hueso y
proveen la arquitectura y ambiente necesario para el desarrollo del tejido.
Ademas, se pueden utilizar como vehiculos para el transporte de drogas, como
antibidticos, agentes quimioterapéuticos o factores de crecimiento.
Dependiendo en la aplicacion exacta que se quiere lograr, ya sea soporte
estructural o capacidad de transporte de medicamentos, existen materiales
gue son mas o menos adecuados para aquellas aplicaciones. Entre ellas se
encuentran polimeros, ceramicas, compodsitos de ambos, metales o de origen
bioldgico [35].

Para el disefio de estos se busca la idealidad de varias propiedades generales:

a) La superficie deberia promover la adhesién y crecimiento celular,
permitiendo la retencion de funciones diferenciadas celulares.

b) La biocompatibilidad del material es necesaria, es decir, debe mostrar

una nula respuesta inmunoldgica, y ni el material ni sus posteriores
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productos generados por la degradacidon deberian generar una respuesta
inflamatoria o de toxicidad in vivo.

c) Biodegradabilidad ideal del compdsito, en sus componentes quimicos
basicos y su eventual eliminacidn a un tiempo equivalente de
regeneracion de tejido.

d) La porosidad debiese ser suficientemente alta para proveer el espacio
necesario para la adhesion celular, la regeneracién extracelular de la
matriz, restringir una difusion minima durante el cultivo celular,
favorecer la formacion uniforme del tejido dependiente de la estructura
del poro, por ejemplo microporos con un tamafio menor a 10 ym son
necesarios para el crecimiento capilar e interacciones entre la célula y la
matriz y macroporos con un tamafio entre 150-900 pm permiten la
reposicion de los nutrientes y la remocién de desperdicios producidos en
el crecimiento celular.

e) El material debiese ser apto para el procesamiento de una estructura
tridimensional.

f) La estructura mecanica también es relevante, ya que el hueso responde
ante la ausencia o presencia de carga fisica, resorbiendo o formando
hueso. Es por esto que es necesario diseflar una matriz que posea
propiedades mecanicas similares al tejido 6seo de los alrededores
inmediatos del area dafada. Si esta sobredisefiada puede ser resorbida,
y si el disefio no es suficiente lo mas probable es que falle el aparato
para soportar mecanicamente al esqueleto [35].

Asi, el material debe tener caracteristicas excepcionales de porosidad,
bioactividad y biomecanica idéntica para lograr un compdsito durable y bien
unido al hueso. Actualmente para los dafos en la superficie de articulaciones,
fracturas en la vértebra por compresién y como tornillos y grapas degradables
se utilizan plasticos, para dafos grandes en el cuerpo se utilizan endoproétesis
metadlicas o autoinjertos/aloinjertos y finalmente para dafios pequefios se
utilizan ceramicas [36].

Estos Ultimos se muestran con caracteristicas osteoinductivas vy
osteconductivas, por lo que se analizarda con mas profundidad.

En base a la respuesta del tejido, las bioceramicas se pueden clasificar en tres
grandes ramas; casi inerte como la alumina y zirconia, bioactivos como el
vidrio bioactivo y las ceramicas reabsorbibles como a y B fosfato tricalcico o
TCP [37].

Desde un punto de vista microestructural, estas se pueden clasificar en
ceramicas cristalinas, vidrios bioactivos y ceramicas-vidrios.

Dentro de las ceramicas cristalinas destacan los fosfatos de calcio, dadas sus
propiedades de similaridad de estructura y composicidon quimica a la fase
mineral del hueso y su osteoconductividad.
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La HA sintética posee una relacidon estequiométrica calcio/fosfato muy similar
a la del hueso. Tiene una biocompatibilidad y osteoconductividad excelentes y
ha sido utilizada exitosamente como un relleno de hueso, ya sea en forma de
cemento o de granulos, y en forma de recubrimiento para prétesis de metal.
Sin embargo, su uso como scaffold es limitado por sus propiedades mecanicas
y su baja velocidad de reabsorcion [38].

Para solventar este Ultimo defecto, los fosfatos de calcio ahora tienen
diferentes grados de solubilidad y esto se logra variando la relacién Ca/P; a
menor relacién mayor velocidad de disolucion.

Una desventaja comun de esta ceramica, que en su produccion forma poros,
es su propiedad mecanica baja, presenta fragilidad y baja fuerza para soportar
cargas. Esto limita su uso clinico a zonas de baja carga en el cuerpo humano.
Hay que considerar también que la mayoria de los compdésitos de fosfato de
calcio se hacen mediante sinterizado a temperaturas mayores a la de
cristalizacion, lo que puede provocar una densificacién incompleta o fallos en
el mismo. Existen otros materiales como vidrios-ceramicas biaoctivos y
compdsitos que presentan mayor fuerza y rigidez en su fabricacion [39].

Por otra parte se tiene a los vidrios bioactivos, los cuales han sido bastante
investigados y se ha probado constantemente que son capaces de unirse
fuertemente a tejido vivo (o hueso primario) al crear una interfaz que detona
respuestas bioldgicas, como son la regeneracién de tejido y la angiogénesis, y
a la vez presenta una buena degradabilidad a través del tiempo [40].

Esto sucede debido a una interaccién dependiente del tiempo que cambia las
propiedades de su superficie al degradarse en un medio fisiolégico. Suceden
dos eventos simultaneos; se forma una capa de HA mientras se disuelven en
sus productos (Si, Na, Ca, fosfatos, iones, entre otros), lo que estimula a la
célula para la produccion de tejido nuevo [41].

El primer vidrio bioactivo es el bioglass®, desarrollado por Hench L. en 1971
y utilizado clinicamente desde 1985.

Estos vidrios se sintetizan mediante el método de fundicion en templado o la
técnica de sol-gel. En general los vidrios hechos con este uUltimo método han
reportado una formaciéon mas rapida de la capa nanocristalina de HA, debido
a la mayor area disponible para intercambio idnico [42].

De la combinacién de los dos anteriores se obtiene los vidrios-ceramicos, que
son vidrios con varias fases cristalinas con tamafio y contenido controlado
dependiente de los pardmetros de tratamiento térmico otorgado. Esto exhiben
propiedades mecdanicas superiores respecto a los vidrios (mddulo eldstico,
dureza, fuerza de corte y resistencia al desgaste).

Estos scaffolds se producen usualmente por el método de sinterizado, el que
requiere que los vidrios se calienten por sobre su temperatura de transicion
para iniciar un flujo localizado. Muchos biovidrios activos, como el bioglass
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45S5®, cristaliza inmediatamente sobre su temperatura de transicién del
vidrio, por lo que estas corresponden realmente a vidrios-ceramicas [39]. Este
ultimo tipo de bioceramica ha demostrado tener activacion de genes,
capacidad de regenerar el hueso con mejor y mas cantidad de hueso que el
tejido 6seo normal, alto nivel de bioactividad, mejor fijacion bioldgica y la
capacidad de unirse a tejidos blandos y duros en comparacién con la
hidroxiapatita sintética [43], ademas esta reportado que los vidrios bioactivos
son capaces de estimular mayor regeneracién Osea que cualquier otra
ceramica bioactiva y durante 40 afios de investigacion en los vidrios bioactivos
por variados grupos de investigacidon, no hay mejor composicion de biovidrio
en cuanto a las propiedades bioldgicas que el biovidrio 45S5 [44], por lo que
se analizara en mas profundidad.

2.3.1 Biovidrio 45S5 (BV)

El biovidrio 45S5 esta compuesto de (en porcentaje peso) silica en un 45 %
(5i0,), 24.5 % de 6xido de calcio (Ca0), 24.5% de 6xido de sodio (Na,0) y 6%
de pentdxido de fésforo (P,0s). Es asi que estd compuesto de minerales que
circulan naturalmente por el cuerpo humano, y las proporciones moleculares
de los 6xidos de calcio y fosforo se asemejan a las de los huesos [43].

Sintesis

Se puede sintetizar utilizando dos procedimientos; fundicion en templado o la
ruta sol-gel. Los biovidrios comerciales estan hechos por el método de
fundicidon, en el que los O0xidos son derretidos a altas temperaturas (sobre
1300°C) en un cubo de platino y templadas en uno de grafito o en agua. El
método sol-gel forma y ensambla nanparticulas de silica a temperatura
ambiente. Una solucion contenedora de los precursores composicionales sufre
de reaccion similares a la de los polimeros para formar un gel. Este gel es una
red inorganica humeda de silica unida covalentemente que puede ser
calentada y secada a 600°C o mas para formar un vidrio [45].

La diferencia fisica entre estos métodos es que los vidrios de sol-gel tienden a
tener una nanoporosidad inherente, mientras que los de fundicidon son densos.
La nanoporosidad puede mejorar la nanotopografia, induciendo mayor
crecimiento celular y un superficie de area especifica dos érdenes de magnitud
mas alta que los de fundicidon [46][47]. Esta mayor area resulta en velocidades
de dilucién mas rapidos.

Hay algunos biovidrios sintetizados por método sol-gel que se han acercado a
la composicidén original del 45S5, llegando a tener 49.15% Si0,, 25.4% CaoO,
23.33% Na,0 y 1.72% de P,0;. Hay que tener en cuenta que si se quiere
mantener una estructura amorfa, las temperaturas utilizadas no deben
superar los 600°C [48].
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La ventaja del proceso sol-gel es que tiene versatilidad y cambiando el pH del
proceso se pueden sintetizar en forma de polvos nanoporosos, monolitos o
nanoparticulas.

Uno de los precursores mas comunes es tetraetil ortosilicato (TEOS), que
reacciona con agua en condiciones acidas o basicas para formar una solucidn
(de ahi la palabra sol) con nanoparticulas [44], como se aprecia en la Figura
3.

hydrolysis
TEOS Si(OC,Hs) + et
H,O + acid or base

Figura 3: Tetrahedro de silice y nanoparticulas. Imagen obtenida de [44]

Si la sintesis se lleva a cabo en condiciones basicas se forman nanoparticulas
bioactivas esféricas y submicrométricas. Usando catalisis acida se producen
microparticulas, monolitos o espumas. En esta Ultima, las principales
nanoparticulas que van de los 2 nm que se forman en el sol, se fusionan y se
produce condensacién (polimerizacidon), formando uniones Si-O-Si. Las
nanoparticulas engrosan, se fusionan y se unen, formando una red de gel de
nanoparticulas ensambladas. Para introducir calcio y fésforo a la mezcla es
comun que se utilice calcio tetrahidratado y tetraetilfosfato (TEP)
respectivamente [49].

Debido al exceso de agua en los reactivos, el gel queda hiumedo. Es por esto
que se usa un tratamiento térmico de ‘envejecimiento’, para secar y estabilizar
el gel produciendo canales nanoporosos [50].

Por el exceso de agua de los reactivos, y el etanol y agua de la condensacion,
el gel final se encuentra himedo. Es por esto que se le aplica un tratamiento
térmico o ‘envejecimiento’, para secar y estabilizar la red de gel, creando
canales nanoporosos. El tamafio de ellos dependerd de los precursores
utilizados, la composicion real del vidrio y el pH utilizado, pero usualmente
fluctian entre 1-30 nm.

Usualmente se utiliza una temperatura sobre los 700°C en el sinterizado para
obtener un vidrio bioactivo y nanoporoso, este proceso térmico elimina
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cualquier subproducto de los precursores que no son alcoxidos, como los
nitratos [51].

Las desventajas de este método respecto al otro es la dificultad de formar
monolitos. Si es que esta fuese la finalidad, durante el proceso de secado se
agrietarian (mayor a 1 cm de dafo). Esto se debe a dos hechos, uno de ellos
es la contraccion repentina y brusca que se da en el secado y la evaporacion
del liguido en la condensacion, pues el liquido tiene que viajar por los poros
desde el interior del gel, causando tensiones capilares y los agrietamientos.
En cambio, para los polvos revestimientos o fibras el camino a realizar por el
liguido es mas corto, por tanto, menos tension [44].

Bioactividad

Esta bien estudiado que la union dsea se debe a la formacién de una capa de
hidroxiapatita (HCA), siendo esta la que interactua con las fibrillas de colageno
del hueso dafado, formando un enlace [52].

La disolucion de vidrio provoca la formacion de HCA, la cual es bastante similar
a la corrosién de un vidrio comun.

En el medio se comienzan a acumular productos de la disolucion, causante del
cambio de pH y composicidon quimica, cambios ideales para la formacién de la
capa.

Este proceso se resume en 5 etapas [40]:

1) Hay un intercambio catidnico entre el Ca?* y/o Na* del vidrio con el H*
de la solucién, formando enlaces silanol (Si-OH) en la superficie del
vidrio, aumentando el pH y formando una capa rica en silice en la
superficie:

Si—0~"Na*+H*+ OH™ -» Si—OH" + Na*(aq) + OH"

2) El elevado pH genera un ataque a la red de silice por parte del OH, por
lo que se comienzan a romper los enlaces Si-O-Si, perdiéndose en forma
de Si(0OH), en la solucidon, creando mas enlaces silanoles en la interfaz
de vidrio-solucioén:

Si—0-Si+ H,0-> Si—0H+ OH - Si

3) Se inicia una etapa de repolimerizacién de la capa rica en silice con la
condensacion de grupos Si-OH.

4) Comienza una migraciéon en grupo de Ca?* y P0s*” a la superficie,
formando una pelicula de Ca0 — P,0; amorfo en la capa de silice.

5) Finaliza con la incorporacién de hidroxilos y carbonatos de la pelicula a
HCA
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De lo anterior, la composicion del vidrio es la variable que mas influenciara la
tasa de formacidén de las capas de hidroxiapatita y la union désea. Se ha
reportado que bajo contenido de silice conducird a una red de silice peor
conectada, por tanto, mas propensa a la disolucién, lo que conlleva a que el
proceso sea mas acelerado. La bioactividad en si demuestra estar relacionada
directamente con la energia de activacion de la disolucion de silice del vidrio
[53], sin dejar de lado la importancia de la conectividad de la red que depende
del contenido de silice y otros cationes que modifican al vidrio. Por ejemplo, si
se agrega mas sodio en vez de silicio aumenta la tasa de disolucion, pero si
por otro lado se agrega iones como Al3*, Ti**o Ta®* en vez de sodio y calcio se
reduce la bioactividad, pues se reduce la solubilidad [54].

Asi, de forma general para aquellos vidrios sintetizados mediante el método
de fundido si se tiene mas de 60% de Si0, no se unen al hueso y son bioinertes,
mientras que para los sintetizados por sol-gel se ha registrado bioactividad
hasta 90% mol [55].

Actividad antimicrobiana

El biovidrio presenta actividad antibacterial, y en su mayoria esto se atribuye
al aumento de pH por la liberacion de cationes en la solucion antes visto [56].
Con un biovidrio S53P4 se demostrd que eliminaba patdgenos relacionados
con caries y periodontitis (Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii,
Actinobacillus actinomycetemcomitas) in vitro. Se utilizé un tamafo promedio
de particula de 45 ym en una concentracion de 50 mg/ml o superior para
demostrar estas propiedades antimicrobianas, atribuidas al aumento de pH
[57]. Sin embargo, no se realizé un estudio para células mamiferas con las
mismas concentraciones para analizar si era citotoxicas.

En otros estudios, se necesitaron 1, 0.5 y 0.5 mg/ml de biovidrio en el cultivo
para matar a las bacterias de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus respectivamente [58], lo que podria llevar a pensar
gue con una concentracion mas elevada se lograria el mismo efecto en un
sistema in vivo, pero cuestionando la toxicidad de este cambio.

En otros estudios se ha probado que nanoparticulas de 45S5 eliminaban
Enterococcus faecalis, bacterias relacionadas con la falla de tratamientos del
conducto radicular [59].

Es relevante considerar que sélo el pH es el factor que genera la actividad
antibacterial, debido a que el cuerpo humano posee buffers naturales [60] que
regularian en parte la alcalinizacion generada por el vidrio, por tanto, este
efecto se podria ver diezmado. Es asi que se piensa que existen otros métodos
para combatir bacterias.

En otro estudio se probo el efecto de BV en concentraciones de 50 y 100 mg/ml
contra S.aureus, S.epidermidis y E.coli, demostrando un fuerte efecto
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bacteriano, notando que las las gram-positivas eran mas sensibles que las
gram-negativas al efecto del vidrio. Se relaciond con la formacion tipo aguja
de los restos del BV, dafiando la pared celular e inactivando a las bacterias.
Por lo que, tanto el pH como la superficie del biovidrio funcionaban como
mecanismo antibacteriano [61].

En otro trabajo pusieron a prueba el area superficial especifica para analizar
el efecto que tenia en bacterias, utilizando particulas nanométricas versus
microparticulas. Concluyeron que la eficacia en enterococos de infecciones del
conducto radicular era mucho mayor para las nanoparticulas debido a
liberacion diez veces mas elevada de silice y por tanto, mayor elevacién del
pH de la solucion en mas de tres unidades [62].

Esto significaria mas util utilizar una misma concentracién de biovidrio que los
ya estudiados con un tamafo de nanoparticula para tener un aumento mas
drastico de la alcalinidad.

Viabilidad celular

Se ha demostrado con diferentes tipos celulares que el biovidrio posee
viabilidad celular. Por ejemplo, los osteoblastos humanos cultivados en 0.5 g
de biovidrio 58S comenzaron a producir coldgeno para formar la matriz
extracelular, propiedad indispensable para la adhesién celular, todo esto sin la
necesidad de suplementos como hormonas o sin la presencia de fosfato. Por
otra parte, el calcio y el silicio en el medio estimulaban la divisién celular de
los osteoblastos, mientras otras bioceramicas necesitan medios agregados
para cumplir aquella funcidon [63][64].

En otro estudio se sembraron 5000 osteoblastos de ratdn, a una concentracién
de BV45S5, 77S y 58S de 2.38 mg por plato y se analizaron hasta el dia 6. El
BV 45S5 provocéd una alcalinizacién extra e intracelular, provocando una leve
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica, lo que generd un aumento en
la produccion de lactato, sin embargo no tuvo efecto sobre la viabilidad de los
osteoblastos (92% viabilidad a las 48 horas), al igual que en la proliferacion y
diferenciacion celular, a diferencia del biovidrio 77S y 58S que la disminuyeron
a 88% y 66% respectivamente [65].

Cuando el BV 45S5 se mezcla con &acido fosférico se puede tratar la
hipersensibilidad de la dentina. Para esto fue necesario evaluar en conjunto la
biocompatibilidad que presentaba con células de pulpa dental de rata. Se
compararon mediante ensayo MTT 5000 células por plato, sembradas por 24
horas a una concentracion de BV de 0.05 g/ml y se compard con otras pastas
disponibles en el mercado (Cavitén). Su viabilidad celular no difirid
significativamente, sin embargo, con el andlisis microscopico se podia observar
un leve efecto tdxico [66].
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Se ha determinado también que un derivado del BV, S70C30 sintetizado por
método sol-gel, posee una serie de caracteristicas deseables como lo son la
formacién de la fase cristalina Na,Ca,Si;0, que muestra una biodegradabilidad
y resistencia mecanica satisfactorias, demostraba tener bioactividad al formar
la capa de HA promoviendo la uniébn ésea y demostraba tener
citocompatibilidad [67].

En otro articulo en el que se analizaba el bioglass sintetizado por método sol-
gel a una concentracion de 0.1 g/ml provocaba una respuesta inicial de shock
en las células debido a la alcalinidad del medio, sin embargo, este efecto se
alivié con el tiempo (a los dos dias). Contrastando con un grupo de HA, no se
observé citotoxicidad significativa, sin embargo este efecto no se podia ligar a
priori al balance de alcalinidad del medio por parte de las células [68].

2.3.2 Oxido de grafeno

El grafeno y sus derivados como 6xido de grafeno (GO) u 6xido de grafeno
reducido (rGO) han recibido mucha atencién ultimamente para ser utilizados
en aplicaciones biomédicas, ya que presentan propiedades interesantes, tales
como gran area de superficie, alta fuerza mecdnica y facilidad de
funcionalizacidon. La diferencia general entre sus estructuras se encuentra en
la Figura 4.
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Figura 4: Principales grupos funcionales para G, GO y rGO, obtenido de [69]
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El GO en especifico ha demostrado tener buena dispersibilidad, propiedades
coloidales y potencial funcionalizacion de la superficie, lo que lo convierten en
un material atractivo para la biomedicina, como la ingenieria de tejidos,
agentes microbianos, bioimagen y entrega de medicamentos [70].

El 6xido de grafeno corresponde a una lamina de grafeno que se encuentra
funcionalizada con distintos grupos oxigenados, entre estos grupos oxigenados
se pueden encontrar grupos epoxido o hidroxilo. A la fecha, no se ha llegado
a un consenso acerca de la estructura de este material, dado que puede tener
variadas formas de obtencién y procesado, por lo que se han postulado
distintos modelos tal como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5: Representacion de los posibles modelos estructurales para el GO, obtenido de [71]
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Sintesis

Existen 3 métodos mas utilizados para la sintesis de GO. Estos son el de
Brodie, Staudenmaier o el de Hummers, o alguna variacidon de los anteriores.
La diferencia recae en las propiedades estructurales que se busque. Brodie y
Staudenmaier usan una combinacion de clorato de potasio (KCl03;) con acido
nitrico (HNO;) para oxidar al grafito, mientras que el método de Hummers
implica tratar al grafito con permanganato de potasio (KMn0,) y acido sulfurico
(H2S04) [72].

Uno de los métodos variados de Hummers es el de Marcanos et al. para
sintetizar un GO mas oxidado y posible de producir a gran escala.

Previamente en uno de sus estudios descubrieron que la adiciéon de acido
fosférico (H;PO0,) a la reaccién de nanotubos de multipared de éxido de grafeno
para su preparacion escalable, producia GO con planos basales grafiticos mas
intactos. Las cintas producidas por esta modificacién tenian una conductividad
comparable con los preparados por reduccién de primera generacién. Por lo
que utilizaron un procedimiento modificado al de Hummers, con KMn0, y una
mezcla de 9:1 de H,50, concentrado/ H;P0,, para preparar un GO con menos
defectos en el plano basal y mas oxidado.

Se utilizaron una variedad de técnicas para comparar las propiedades entre el
GO mejorado (IGO), Hummers modificado (HGO+) y Hummers (HGO). En
general se obtuvo un orden de oxidacién de HGO<HGO+<IGO. Las diferencias
eran de 10% entre IGO y HGO+. Mediante espectroscopia de fotoelectrones
por rayos X se obtuvieron picos mas pronunciados en 287 eV (correspondiente
a carbono oxidado) para IGO que el resto, lo que sugiere una estructura mas
regular. Esto se continuaba corroborando con espectros UV/vis, y atribuyeron
esta caracteristica a una mayor retencién de anillos de carbono en los planos
basales. Mediante el coeficiente de extincidn concluyeron que el IGO tiene mas
anillos aromaticos o dominios aromaticos aislados y retenidos.

El protocolo para producir este IGO no implica una gran exotermia y tampoco
produce un gas toxico, pues en los otros se produce NO,, N,0, y ClO,. El método
mejorado tiene un mayor rendimiento, produciendo una fraccion mas alta de
material de carbono hidréfilo bien oxidado, en la primera filtracion se retira
aquellos GO menos oxidados e hidrofdbicos, en IGO se retiraron 0.7 g,
mientras que en HGO y HGO+, 6.7 y 3.9 g respectivamente cuando se
comenzaba el proceso con 3 g de hojuelas de grafito (notar que este peso
podria contener agua que no se evapord totalmente de los tratamientos
previos). IGO es un material mas oxidado y con una estructura mas regular,
probablemente por la mayor cantidad de anillos aromaticos. Se cree habria
una formacién de grupos fosfatos ciclicos de cinco miembros entre el acido
fosférico y dos dioles vecinales formados en el plano basal de grafito [73].
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El protocolo, con una modificacién de Terrones para la filtracidon, se encuentra
en metodologia.

Actividad antimicrobiana

Varios factores del GO se han reportado que afectan las funciones de las
bacterias. Entre ellas se encuentra su estructura 2D plana, tamano lateral, los
bordes (filosos o suaves), grupos funcionales existentes en la superficie y el
estado de oxidacién [74][75][76].

Un estudio de 2018 estudid la influencia del nivel de oxidacion de la superficie
del GO. Sus simulaciones tedricas y los datos experimentales determinaron
que las esquinas agudas y las protuberancias de los bordes del GO permiten
gue penetre a las membranas bacterianas, extrayendo lipidos y moléculas,
induciendo asi la disrupcién de la membrana. Ademas, la expresidén de grupos
epoxi, hidroxilo y carbono en la superficie, incluido los grupos carboxilos de
los bordes, contribuian a los efectos bactericidas [70].

En modelos de bacterias gram-positivas y gram-negativas se probd la
toxicidad que tenian nanolaminas de grafeno como recubrimiento de acero
inoxidable. Las nanoparedes de 6xido de grafeno las sintetizaron con una
exfoliacién quimica y por deposicion electroforética.

Se determiné la fuerte influencia que tienen los bordes extremadamente
agudos de las nanoparedes, que inactivaba a las bacterias, ya que dafaban la
membrana celular con el contacto directo. Gram-negativa (Escherichia coli)
por su parte demostro tener menos dafios que la gram-positiva (Straptococcus
aureus), esto se debe a que la primera posee una membrana externa. También
se determind que los GO reducidos tienen mayor efecto sobre las bacterias
que el GO (aproximadamente del 22%), lo que fue explicado por la mejor
transferencia de carga entre bacterias y los bordes, que a la vez se
encontraban mas afilados por la reduccion [74].

Como se menciond previamente, el tamafio es otro factor importante para la
toxicidad. En un estudio se investigo el efecto sobre Escherichia coli. Para esto,
se produjeron suspensiones de 6xido de grafeno, con un area promedio de
lamina variable entre 0.01-0.65 pm?, evaluando su actividad en suspensiones
celulares o como un revestimiento de superficie. Cuando se trataba de este
ultimo, la actividad antimicrobiana aumenté 4 veces cuando el area de la
lamina disminuyd de 0.65 a 0.01 um?, efecto ilustrado en la Figura 6.

El efecto se atribuyd a los mecanismos oxidativos, asociadas directamente con
la mayor densidad de defectos que poseia una lamina mas pequena.

En cambio, para los ensayos en suspension, el GO ‘atrapaba’ a las bacterias,
rodedndolas y privandolas de su medio, por lo que, en este caso a mayor
tamano del area de la hoja, mayor el efecto toxico. Se observd una inactivaciéon
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completa después de las 3 horas de exposiciéon con las laminas de 0.65 um?
[77].
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Figura 6: Efecto del tamafio de la lamina con la actividad antimicrobiana, obtenido de [77]

Hay otra propiedad que no ha sido muy reportada, sin embargo, parece tener
un efecto sobre las bacterias. Corresponde a la debris oxidativa, que son los
desechos o0 restos pequefos y altamente oxidados que se encuentran
adsorbidos en la superficie del GO. En un estudio para analizar este factor se
le hizo un lavado a las laminas de GO y su toxicidad hacia las E.coli disminuyd
significativamente. Emplearon una concentracién de 50 pg/ml de GO en la cual
inocularon 108 UFC/mI, con una diferencia de inactivacion de 20% entre el GO
con y sin debris. Las mediciones de espectroscopia Raman y la oxidacion
acelular del glutation indicaron que los desechos oxidativos aumentan la
capacidad de promover la inactivacién de las bacterias a través del dano de la
membrana celular y los mecanismos de estrés oxidativo [78].

Figura 7: Relaciéon entre la debris oxidativa y la actividad antimicrobiana, de [78]

Viabilidad celular
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Existe una opinion diferida respecto a la toxicidad del GO en células mamiferas.
Algunos aseveran que no tiene efecto, y que por sobre todo promueve la
proliferacion y diferenciacion celular, mientras otros reportan sus efectos
citotoxicos a concentraciones iguales o incluso menores a 50 pg/ml. Esto se
debe a que no existe una completa caracterizacién del GO utilizado y cémo el
tamafo, la superficie, el recubrimiento utilizado y los estados de oxidacion
contribuyen a presentar efectos toxicos en células mamiferas, principalmente
por la falta de comprensién quimica de la relacion del GO con estas células,
por lo que se requieren mas estudios al respecto [75][79].

Se ha observado que el GO puede inducir una respuesta de inflamacion vy
efectos fibrogénicos en el pulmodn, razén por la cual se quiso observar el dano
a la membrana y la citotoxicidad que provocaba en macréfagos del pulmon,
ya que podria ser un sistema Uutil para delinear las primeras relaciones de
estructura-actividad relacionadas con la variacién de las propiedades de la
superficie.

Se utilizaron nanomateriales con diferentes niveles de funcionalidad de
superficie y se analizd su efecto. Se concluyd que a mayor cantidad de
radicales de carbono se inducia una mayor citotoxicidad en células THP-1 y
BEAS-2B, debido a adsorcion del GO en la membrana plasmatica, peroxidacion
lipidica, dafo a la membrana y por tanto muerte celular. El que tuvo una menor
accioén citotoxica fue el rGO [70].

En una resefia del grafeno para ingenieria de tejidos se sefialaron diversos
efectos de varios estudios. Destacaban la importancia del anclaje de las
células, para llevar a cabo la adhesién celular por medio de la ECM. En este
aspecto se cultivé grafeno mediante deposicion por quimica del vapor en
células madres mesenquimales humanas, permitiendo la adhesion vy
proliferacion celular. Por otra parte, se utilizaron MSCs de cabra, derivadas de
la médula ésea, y pudieron proliferar en las placas que estaban recubiertas
con GO a una concentracién de 0.1 mg/ml.

Destacan que, aunque el GO cuando esté en su estado de recubrimiento no
presenta una actividad citotéxica elevada, en solucidon podria ser lo contrario.
Por ejemplo, el GO en altas concentraciones en solucion (50 ug/ml) se
acumulaba en la membrana celular, conduciendo a altos niveles de estrés
oxidativo, disminuyendo la viabilidad celular.

Hay que tener en cuenta que con un tamano lateral igual o menor a 5 um el
material puede ingresar a la célula mamifera [69].

2.4 Compésitos BV/GO

La unién de bioglass con GO puede presentar mejoras respecto a los materiales
en forma individual. Un compdsito con ambos productos presentaria mejoras
mecanicas y de las propiedades antibacterianas, se podria mejorar la dureza
que poseen las ceramicas bioactivas con la adicién de éxido de grafeno, pues
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el vidrio por si solo es fragil. Por otro lado, se podria funcionalizar la superficie
del GO, para utilizarlo como una plataforma para dirigir la osteogénesis de
células madres, y junto al biovidrio se podrian mejorar la adhesion celular,
proliferacion y la diferenciacidon osteogénica.

Sintesis

En la elaboracidon del compdsito se busca principalmente una buena dispersion
del GO en el biovidrio.

Uno de los protocolos consistia en utilizar biovidrio 45S5 con un tamafio medio
de particula <10 ym. Para sintetizar el GO utilizar el método de Hummers
modificado.

Para obtener el compdsito se utilizd6 un proceso coloidal utilizando
dimetilformamida (DMF), para asegurar una buena dispersion a largo plazo del
GO, lo que se ha reportado previamente.

Estos fueron sonicados por 30 min en DMF de forma independiente a 1 mg/ml
para GO y 86 mg/ml para 45S5, esto maximizaba el grado de homogeneidad.
Se mezcld el sonicado y se procedidé a secar con un agitador magnético de
placa caliente a 100°C hasta obtener un gel. En un horno de secado al vacio
con aire se realizé un segundo batch a 80°C por 24 horas para eliminar el DMF
restante.

Se obtuvieron asi polvos compuestos con GO al 0.1, 0.5y 1% en peso. Luego
con un mortero se molio la torta seca.

Finalmente se sinterizd el polvo a 550°C por 3 minutos mediante un sistema
SPS con una tasa de calentamiento y enfriamiento de 50°C/min y 100°C/min
respectivamente. Se escogié esa temperatura en base a hallazgos de sus
estudios pasados [80].

En otro estudio se prepard biovidrio 58S hasta obtener el gel previo al horno
de secado, mientras que en paralelo se ultrasonicaba el GO por 2 horas en
DMF.

Posteriormente se mezclaron ambas soluciones hasta lograr concentraciones
de 1%-5% en peso de GO. Luego se agitd por 2 horas y se secaron en una
placa calefactora a 80°C por 12 horas.

Finalmente, el material compuesto se carbonizdé a 300°C por 1 hora, 750°C
por 2 horas y luego 1000°C por 3 horas con aire. De esta forma se logré reducir
el GO [81].

Bioactividad

Los estudios respecto a la bioactividad de este compdsito son escasos ya que
la literatura esta enfocada en viabilidad celular, por lo que se exponen similes,
ya sea del biovidrio o el 6xido de grafeno.
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Se sintetizd un compuesto de rGO/HA mediante una ruta ecoldgica, la que
consistia en polimerizar al GO con dopamina (PDA) a una concentracion de 1
mg/ml, luego exponer esta mezcla a SBF (fluido corporal simulado, con
diferentes concentraciones de iones) por 14 dias, de esta forma obteniendo
una capa de HA en la superficie. Se demostré asi que la capa de PDA permitia
una buena interaccion con iones y rGO promoviendo asi la formacién de las
nanoparticulas de HA [82].

En un estudio de bioglass 4555/Grafeno al 0, 0.5, 3 y 5% vol. evaluaron la
bioactividad para el tercer dia de sumergido en SBF. No hubo diferencia
observable en la capa de HA formada para compuestos con diferentes vol%
carga del grafeno, lo que sugiere que este no obstaculizé la bioactividad de
BV. De hecho, el tamafio de las grietas en la capa de HA sugiere que las capas
formadas eran bastante gruesas [83].

Otro compuesto de 585/GO se formd a concentraciones de este ultimo de 0,
0.5, 1 y 1.5% en peso. Se depositd el compdsito en una solucion de SBF,
exponiendo un area superficial de 0.1 cm?/ml a 37°C durante 7 dias. Se
renové el medio cada tres dias para mantener constante la concentracién de
iones y el pH para una mejor simulacién de las condiciones in vivo.

Se reveld al ultimo dia, que el andamio se encontraba cubierto por una capa
gruesa de HCA. Ademas, se verificd que los granulos depositados estaban
distribuidos homogéneamente, mientras que la prueba EDS revel6 una
relaciéon Ca/P de 1.69. Por otra parte, el analisis XDR indicé que picos de
HCA se superpusieron con los de CaSiO; en los angulos 25.8° y 31.7° [84].

Actividad antimicrobiana

Las caracteristicas que influyen a las bacterias son el conjunto de las
previamente mencionadas como materiales independientes.

Sin embargo, el mecanismo exacto ejercido por particulas para la actividad
antibacteriana aun no se entiende claramente. Se piensa que en mayor parte
el GO es el que mas efecto bacteriano ejerce. Existen 4 mecanismos que son
los mas reportados [85].

a) Perforacion de la membrana, en donde las puntas filosas de las hojas de
GO perforan la membrana de la bacteria.

b) Extraccion de fosfolipidos, con la interaccidn de fuerzas de Van der Waals
entre los lipidos de la membrana y el GO.

c) Entrelazado, la bacteria se entrelaza en las hojas de GO, disminuyen el
potencial de la membrana.

d) Produccion de especies reactivas al oxigeno (ROS), liberadas por GO que
se dirigen a infecciones dependientes de oxigeno causando efectos
NOCiVos.

24



Respecto a ROS, la especie tipica es el anidon superdxido producido por GO,
que se presenta de forma natural en las células inmunes [86].

Por ejemplo, se elaboré un compuesto de rGO/n-BG y obtuvieron que habia
mayor influencia de parte del rGO que el biovidrio como agente ROS. Esto se
lo atribuian a la interaccidon entre las moléculas y la alta area de superficie de
las hojas de rGO. En los compuestos la produccion de aniones superéxido fue
mas bajo, pero mas elevado que BV, como se parecia en la Figura 8 [87]. Y
esto podria deberse a la presencia de Si0,. Sin embargo, hay que considerar
que hay estudios que revelan a concentraciones de 100 mg/ml el grafeno
produce dosis letales de ROS [86].

Tal como se ve en este estudio, las particulas de n-BG no producen una
cantidad considerable de O2-, mientras que rGO producen altos niveles de 0%
que podria ser perjudicial para una célula mamifera. Es por esto que, en
conjunto, podrian representar un buen balance para este efecto.
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Figura 8: Evaluacion de la cantidad de aniones superdxido radicales en n-BG, rGO, y los compdsitos
preparados por dispersion, ultrasonicacién y reduccién simultanea, de [87].

En otro estudio de 2016 se probd la actividad antimicrobiana para vidrio
bioactivo dopado con éxido de grafeno en una proporcion aproximada de 16:1
p/p sobre E.coliy S.aureus. Se le atribuyd la actividad al GO mas que al BV, y
dado los datos experimentales que obtuvieron una de las razones fue el
tamano de este. Por otro lado, la diferencia que se podia observar entre en
polvo de P-GO-BV (GO tratado con &cido fosférico) y el de N-GO-BV (GO
tratado con nitrato de sodio) que tenian similares tamafos, se atribuia a la
actividad ROS, y que los primeros tres mecanismos del GO para atacar la
bacteria no eran los relevantes. Lo anterior se condecia con el alto desorden
estructural entre ambas elaboraciones (que conllevaba a mayores defectos y
espacios de oxigeno vacios) que determinaban mayor muerte de bacterias,
por lo que pensaban que ese era el mecanismo predominante.
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Viabilidad celular

Utilizando un método de autoensamblaje, se recubrieron vidrios con peliculas
de GO a una concentracion de 0.4 mg/ml y se comparé la viabilidad celular de
células madre derivadas de tejido adiposo (hACSs). Las células cultivadas en
la pelicula de GO demostraron una adhesion aumentada y una mayor
correlacidon entre las orientaciones de los filamentos de actina y las bandas de
vinculina en comparacion con el vidrio solo.

Ademas, se demostré mayor afinidad y por tanto mayor viabilidad celular
dependiente del tiempo con las hASCs. La diferenciacion mejorada incluia
osteogénesis, adipogénesis y génesis epitelial, mostrando su versatilidad y
afinidad con células madre, mientras que la diferenciacién condrogénica
disminuy6 en comparacién con el control, correspondiente a poliestireno. Se
demostré entonces, que el GO es un substrato eficiente para adhesion,
proliferacidn y diferenciacién de hASCs [88].

También se ha analizado la biocomatibilidad de biovidrio 58S con grafeno a
diferentes concentraciones (0, 0.5, 1 y 1.5% peso) para células del
osteosarcoma humano MG-63. Los ensayos in vitro revelaron que estas células
colonizaron y crecieron favorablemente para el compdsito de BV 585/GO 0.5%
a los 7 dias.

En este scaffold, las MG-63 mostraron una forma redonda con nodulos
mineralizados y estaban ancladas a la superficie por filopodios alargados,
demostrando la buena compatibilidad [84].

Siguiendo con esta linea celular, en otro estudio se conformaron compdsitos
de biovidrio 4555 con 6xido de grafeno al 0, 0.1, 0.5y 1.0 % peso. Las células
se sembraron directamente a los pellets pulidos a una relacién de 0.4 g/ml
(pellet/masa), sembrando 1000 células. A las 72 horas se evalud la
citocompatibilidad, y no se encontré diferencia estadistica entre el porcentaje
células vivas en la muestra pura de 45S5 y los pellets compuestos.

Se encontré que al agregar 0.5% en peso de GO a los pellets sinterizados, la
resistencia a la fractura aumentaba en un 130%, mientras que el coeficiente
de friccién y la tasa de desgaste especifico disminuyeron en 21.3% y 62%
respectivamente. Ademas, la viabilidad de las células MG-63 era un 0.1% mas
alta que las células cultivadas en 45S5 puro, mientras que las que estaban
cultivadas al 0.1% de GO presentaron una diferencia de casi el 1% [80].
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CAPITULO 3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Evaluar la adicién de 6xido de grafeno al biovidrio 45S5, para la bioactividad,
capacidad antimicrobiana y viabilidad celular del compdsito.

3.2 Objetivos especificos:

1. Sintetizar biovidrio cuaternario (45% Si0,, 24,5% Na,0, 24,5% de Ca0O
y 6% P,0s; en peso) mediante método sol-gel y oxido de grafeno
mediante método de Marcano y de Terrones modificado.

2. Evaluar la formacion de una capa de apatita por inmersion en SBF y su
dependencia con la adicion de GO en diferentes proporciones.

3. Analizar la capacidad antibacterial in vitro del biovidrio en dependencia
del GO, evaluando el crecimiento bacterial de gram-positiva y gram-
negativa.

4. Evaluar el efecto del biovidrio y el GO en la viabilidad celular de células
madres mesenquimales de pulpa dental.
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CAPITULO 4 METODOLOGIA

4.1 Sintesis y caracterizacién biovidrio 45S5 y éxido de grafeno

4.1.1 Sintesis Biovidiro 45S5

Sintesis biovidrio 45S5 por método sol-gel

1.

2.

Se agrega en un vaso de precipitado 76 ml de HNO; 0.25 M bajo
agitacién magnética a 300 rpm y a 25 ©°C.

Posteriormente se agrega en una primera etapa y por goteo 42.7 ml de
tetraetilortosilicato (TEOS, Si(0C,Hs),; Aldrich 98%). Se deja agitar por
45 minutos.

. Una vez pasados los primeros 45 minutos, agregar por goteo 1.9 ml de

trietilfosfato (TEP, OP(0C,Hs);; Aldrich 99.8%) y repetir tiempo de
agitacion, antes de agregar el siguiente reactivo.

. Agregar 8.58 g de nitrato de sodio (NaNO;; Riedel-de Haen, 99.5%) y

dejar agitando por 45 minutos.

. Agregar 26.34 g de nitrato de calcio ((Ca(NO3), * 4H,0; Merck, 99%) y

dejar agitando por 60 minutos. La solucion resultante debe tener un pH
igual a 1 y se transformara en un gel. Almacenar el gel por 3 dias a
60°C.

. Posteriormente se debe dejar por dos dias mas a 130°C, para terminar

proceso de gelacién y eliminar agua.

. El material resultante es sometido a molienda en molino analitico, 10

ciclos de 5 min cada uno a 500 rpm, con una pausa de 1 min.

. El polvo obtenido es sometido a tratamiento térmico a 700°C (0.5

O0C/min hasta llegar a 200°Cy 2°C/min hasta llegar a 700°C) por 10
horas, con el fin de estabilizar la estructura de los vidrios vy
eliminar restos de NaNO; y Ca(NOs3), que se logra a los 680°C y
560°C respectivamente.

4.1.2 Sintesis 6xido de grafeno

Se utiliz6 una combinaciéon de las técnicas propuestas por Marcano y
colaboradores en relacion con la sintesis de grafeno, y por Terrones vy
colaboradores en relacién a la filtracidon y separacion de GO.

1.

2.

Agregar una mezcla en una proporcion de 9:1 de H,S0,/H;PO,
concentrado (360:40 mL) a una mezcla de laminas de grafito (3.0 g, 1
wt % equivalente) y KMnO, (18.0 g, 6 wt % equivalente),
produciéndose una leve reaccién exotérmica a 35° 40 °C.

Calentar la reaccion a 50 °C y agitar a 200 rpm por 12 horas.

28



3. Enfriar la reaccién hasta llegar a temperatura ambiente y verter sobre
hielo (~400 mL) con H,0, al 30% (3 mL).

4. Dejar dispersion de GO en solucidon, de color amarillo brillante, toda la
noche reposando para que se neutralice completamente el KMnO,

Purificacion del GO

1. Decantar sobrenadante de dispersion de GO anaranjado. Eliminar
sobrenadante.

2. La torta de GO solido se dispersa en 1 L de H,5S0, 5 wt%.

3. Mezclar en agitador por 15 minutos.

4. Centrifugar la dispersion de GO a 4000 rpm por 5 minutos y el
sobrenadante decantado se elimina, conservando el barro de color
anaranjado.

5. Repetir pasos 2, 3y 4 tres veces, pero en vez de usar H,50, , usar agua
destilada. Mientras el acido es lavado, el GO expande.

6. A diferencia del método anterior, la capa bifasica desaparece. Se obtiene
solamente una capa homogénea color marrén anaranjado. El aspecto del
material obtenido es el de un hidrogel.

. Se extrae todo el material con una espatula.

. Se obtiene una cantidad de 47,3 gr de material.

Se dispersa 3,6 gr de material en 300 mL de agua. Esta relacion se

obtiene aplicando lo senalado por Terrones y col, donde dispersaban el

material recolectado en 4 L de agua.

10. El material se somete a centrifugacién a 4000 rpm por 3 minutos.

11.El material sdlido se separa del sobrenadante y se descarta. El
sobrenadante se somete a ciclo de centrifugacion por 3 hrs a 6000 rpm.

© 0 N

4.1.3 Caracterizacion biovidrio 45S5

La caracterizacion del material se realizd mediante difraccion de rayos X
(DRX), analisis de superficie mediante un microscopio electrénico de barrido
(SEM) y analisis de la composiciéon elemental mediante espectroscopia de
energia dispersiva de rayos X (EDS).

Para DRX se utilizé un difractometro Bruker modelo D8 Advance con un
detector lineal LynxEye, radiacién CuKa (A=1.5418 R), sistema de filtro de
niquel y rejilla variable. El difractémetro fue operado a 40 kV y 30 mA con un
rango 206 de 2-80° usando un barrido acoplado con un tamafo de paso de
0.029/s.

Para las imagenes SEM se utilizé un equipo de microscopio de barrido
electrénico con catodo de emisidn de campo FESEM Quanta 250 FES del Centro
de investigacion de nanotecnologia y materiales avanzados de la Universidad
Catolica de Chile. Previamente fue necesario recubrir las muestras con una
capa de oro durante 60 segundos a 30 mA, ya que el biovidrio de por si no es
conductor y el porcentaje de GO es muy bajo.
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El microscopio fue operado con un voltaje de aceleracion entre 5-10 kV.

4.2 Elaboracion pastillas de biovidrio/éxido de grafeno

AW

. Se calcula la masa necesaria de biovidrio 45S5 y de 6xido de grafeno

(20:0,5 y 20:2 en peso respectivamente).

. Se sonica por 2 horas a temperatura ambiente en agua destilada y se

seca encima de una estufa a 60°C por 48 horas.

. Se muele la muestra con un mortero de ceramica.
. Se depositan 0,25 gr de la muestra en un pastillero y con una prensa

hidraulica se aplican presiones de 2, 4 y 6 toneladas por 1,5 minutos
cada una.

4.3 Bioactividad

Se refiere a la capacidad que tiene un material de realizar uniones quimicas
con el hueso mediante la formacidon de una capa rica en silicio, parecida a la
hidroxiapatita del tejido éseo [31].

1.

2.

Se fabrica un triplicado de las pastillas de biovidrio 45S5 y 6xido de
grafeno en las relaciones correspondientes (20:0.5 y 20:2).

Se prepara el SBF segun Kokubo [89], considerando una relacién para
el ensayo de 0.01 mg/ml de SBF [31].

. Se acomoda la pastilla en un tubo Falcon de 50 ml, rellenando con SBF.

Se prepara un control negativo con agua destilada, y otro de SBF solo
sin pastilla.

. Se dejan las muestras en agitacién a 60 rpm y 37°C [31], para simular

las condiciones ambientales del cuerpo humano.

. Se toman medidas de pH a las muestras embebidas en SBFalos 0, 1, 7

y 14 dias. Posteriormente se le realiza difraccion de rayos X vy
microscopia electréonica de barrido (SEM) a las pastillas en los dias 0, 1
y 14 del experimento.

4.4 Actividad Antimicrobiana

Se realiza un ensayo de contacto en tubo de materiales 2D para cultivos de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus (gram-negativa y gram-positiva
respectivamente). Se describird el protocolo para la primera, siendo la Unica
diferencia el tipo de medio de cultivo a utilizar, Luria-Bertani (LB) en caldo y
placa para E.coli y Tryptic Soy Broth (TSB) en caldo y Trypticase Soy Agar
(TSA) en placa para S.aereus. Para todas las experimentaciones se usaron los
materiales en calidad de polvo.
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1. Se preparan las muestras de biovidrio 45S5 y 6xido de grafeno en las
relaciones descritas en la Tabla 2. Sonicar por 2 horas en agua destilada
y secar muestras encima del horno de 80°C por 48 horas para su uso.

Tabla 2: Concentraciones biovidrio y/o oxido de grafeno para utilizar como producto

Material Masa Masa para 2 mL
BV 45S5 20 wt% 0,49
GO 0,5 wt% 0,01g
GO 2,0 wt% 0,04 g
BV 45S5 + GO 20 wt% + 0,5 wt% 04g+0,01g
BV 45S5 + GO 20 wt% + 2,0 wt% 0,49 +0,04g

2. Preparacién de los medios de cultivo para caldo y placa de Luria-Bertani
(LB). Se esterilizan a 121°C por 1 hora.

3. Se les aplica luz UV a las placas Petri al igual que a los productos, y se
preparan las placas con el medio de cultivo LB, las cuales se refrigeran
a 4°C.

4. Se realiza un cultivo de bacterias desde un indculo de placa a caldo LB.
Se incuba a 37°C por 24 horas.

5. Se ajusta el caldo previamente preparado en un espectrofotdmetro a
0,125 A con una longitud de onda de 600 nm. Como método alternativo
se puede utilizar un tubo McFarland 0,5 para calibrar el caldo, siendo
mas inexacto. Se utilizan 3 ml del caldo ajustado en donde se vierten los
productos y se prepara el control positivo (adicién de 1 ml de PBS 1X),
el control negativo (adicién de 1 ml de clorhexidina al 0,12%) y un
testimonio. Se agitan por 20 segundos a velocidad baja y se incuba por
24 horas a 37°C en aerobiosis.

6. Se siembra en duplicado una alicuota (100 pl) de las muestras incubadas
sobre placa LB. Ademas, se realizan diluciones de 1071,1072y 1073 y se
siembran. Para esto se extraen 100 ul de cada muestra inicial y se
agregan 900 pl de PBS 1X, se agita por 15 segundos y se obtiene la
primera dilucion. De esta dilucion se extraen 100 ul y se repite el
procedimiento para obtener una segunda dilucién. Se repite la accion
para obtener una tercera dilucion. Todas las placas se incuban a 37°C
por 24 horas.

7. Se evalla la presencia o ausencia de colonias de bacterias, mediante un
conteo de UFC utilizando algln programa morfométrico (Imagel).

4.5 Viabilidad Celular
Se realizé un ensayo MTS para los dias 1,3 y 7 de cultivo en placas de 96

pocillos en triplicado. Este ensayo se basa en la habilidad de las células vivas
de reducir la sal tetrazolio a un producto soluble: formazan coloreado.
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. Se prepararon los polvos de biovidrio 45S5 y/o 6xido de grafeno, en una

relacion de 20:0.5y 20:2, considerando una concentracién de 0.05 g/ml
y/o 0.01 g/ml (biovidrio).

. Se ambientaron los polvos por 24 horas.
. Se depositd en placas de 96 pozos un triplicado para cada condicidén (con

el objetivo de realizar en ellas MTS), una muestra control y un negativo
(peroxido).

. Se dejo por 30 minutos en la campana con luz UV con el fin de esterilizar.
. Se sembraron 5.000 células por pozo, agregando 300 ul de medio al

10% de SBF. A las muestras control negativo tan solo se les agregd
medio al 10% SFB. Se deja incubar por los dias a analizar (1, 3y 7).

. Se prepara la solucién para colorimetria; 344 ul de MTS y 4,3 ml de

medio de cultivo sin suero bovino (DMEM-F12).

. Se lavan los pocillos con PBS 1X gentilmente y luego se les afiade 100

Ml de la solucién de MTS con medio DMEM. Se incuba por 2 horas

. Se retira el medio con MTS y se deposita en un nuevo pocillo de 96

poZos.

. Se mide la densidad éptica a 540 nm, utilizando el control para medir la

viabilidad.
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CAPITULO 5 RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Caracterizacién biovidrio 45S5 por sintesis sol-gel

Los materiales en forma de pastilla fueron observados mediante microscopia
electrénica de barrido. Tal como se presenta en la Figura 9, las particulas
poseen una morfologia irregular y tamafios variados entre 80 nm y 140 nm,
sin embargo, obtener un valor determinado para el tamafio de ellas se dificulta
debido a que las particulas estdn muy agregadas y han experimentado un
proceso de prensado, por lo que previo al prensado se deberia realizar un
tamizado a las particulas de biovidrio con una malla de 38 um, pues aquel
tamano o menor ha demostrado mejor bioactividad [31].

300 nm ——

v { 9 BB [— pm ——— B 10/26/ D mag BB
5.00 KV mm | 40000 x 1 | 5.1 D CIEN-UC | 11:07:5 n | 160 000 x CIEN-UC

Figura 9: Microscopia electronica de barrido de pastilla de biovidrio 4555 sintetizadas por método sol-
gel y moldeada en prensa. a)Aumento de 1 um, b) Aumento de 300 nm

Para analizar la composicion de las particulas se empledé el método de
espectrometria de energia dispersiva (EDS), técnica que detecta Ia
composicion elemental del material. Tal como se aprecia en la Tabla 3, el
porcentaje atdmico experimental para los elementos oxigeno, sodio, silicio,
calcio y fosforo se asemeja a los esperado segun la composicién tedrica. Se
puede observar una presencia mas alta de oxigeno y silicio en comparacién
con el resto de los elementos. Dada la estequiometria se tendria una
composicion de 60.7% Si0,, 19.3% Na,0, 18.3% Ca0Oy 1.7% de P,0s, lo que
no presentaria un problema para la bioactividad segun lo revisado en
bibliografia [89]. Naturalmente se escapa de la composicidn deseada, sin
embargo, para métodos sol-gel esto es comun, siendo la mejor aproximacion
de 49% de SiO0,.

La muestra en si poseia un recubrimiento de oro (para la medicién SEM) y en
su confeccion no se contaba con un ambiente ideal (estéril y libre de
contaminacidn cruzada). Estos factores podrian haber afectado la medicién del
oxigeno debido a que es un elemento liviano (Z<11), por tanto, al ser dificil
de ionizar, la energia de los rayos que alcanzan el detector se debe a la
superficie de la muestra y no necesariamente a las del elemento, ya que estas
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son facilmente absorbidas por la misma muestra. En caso de que el porcentaje
de oxigeno fuese calculado por estequiometria, resultaria un total mas cercano
a lo esperado de 52,2%.

Por otra parte, se tiene una mayor formacion de silicio, esto repercute
directamente en el total de Oxido de silice de un 60,7% en vez del rango
esperado de 45-55%, clasificando como un biovidrio de bioactividad de clase
B [90], es decir, es capaz de unirse sélo a hueso y no a coldageno de tejido
suave como los biovidrios de clase A.

Para el P,05 se obtuvo una concentracién menor a lo esperada, que bien podria
ser considerada traza. Esto podria influir en la bioactividad como se describira
mas adelante.

Finalmente, la concentracién de calcio es dos veces menor a lo esperado, lo
gue podria afectar tanto la bioactividad como la viabilidad celular.

Tabla 3: Composicion elemental tedrica y experimental de porcentaje en peso del biovidrio 4555
sintetizado por método sol-gel

Compuesto | % atdmico Tedrico | % atdmico Experimental
Oxigeno 54,7 61,9
Sodio 16,3 11,9
Silice 15,0 19,4
Calcio 12,3 6,3
Foésforo 1,7 0,5

En paralelo se aplicé difraccion de rayos X a las particulas para obtener un
analisis estructural de estas. Tal como se aprecia en la Figura 10, el material
presenta una estructura mas cristalina de lo esperado [91], denotada por la
cantidad de picos correspondiente a la formacién de cristales y leve
pronunciacion de la curva basal (halo).

La presencia de las fases cristalinas se debe al tipo de procesamiento que tuvo
el material, pues al aplicar temperaturas iguales o sobre los 600°C se
comienzan a formar picos caracteristicos de Na,CaSi,0, [92][93]. Esto es
apreciable en los picos caracteristico 26 de 20.3°, 26.8°, 30.1°, 33.6°, 34.1°,
38.2° y 41.9°, identificados con A.

Sin embargo, hay otro cristal que se forma en la sintesis de biovidrio y es el
Na,Ca,Si;04, influenciado por las altas temperaturas de sinterizacién reportado
en bibliografia [94] [95]. Estos picos se encuentran en la Figura 10 en 20.3°,
23.9°, 38.2°, 48.9°, 50.7° y 60.1° representados por e.
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Figura 10: DRX de las pastillas de Biovidrio 45S5. A Na,CaSi,0¢ ¥ ® Na,Ca,Si30,.

La formacidon de estos cristales podria tener consecuencias graves en la
bioactividad presentada por el material, disminuyéndola. Se ha reportado que
la alta cristalizacion del biovidrio 45S5 convierte un vidrio bioactivo en un
material inerte [91]. Por otra parte, se ha declarado que Na,(Ca,Si;0, da mayor
soporte mecanico a la estructura, por tanto, mayor resistencia ante fracturas.
Razon por la cual, la etapa de sinterizado es de importancia y determinante
para la bioactividad.

5.2 Morfologia compdsitos biovidrio 45S5 con 6xido de grafeno

Luego de la preparacion de las pastillas estas fueron observadas por la técnica
de SEM, como se ve en la Figura 11, Figura 12 y Figura 13.

35



Figura 12: Superficie pastilla de biovidrio Figura 11: Superficie pastilla de biovidrio
45S5. La flecha indica aglomerados en la 45S5 con éxido de grafeno al 0.5%. La
pastilla. flecha indica aglomerados en la pastilla.

11:45:19 AM 5 ETI

Figura 13: Superficie pastilla de biovidrio
4555 con éxido de grafeno al 2%. La flecha
indica particulas en la superficie de la

Tanto en la Figura 12 como en la Figura 11 se aprecian deposiciones de
conglomerados de particulas en la superficie de la pastilla (indicadas con la
flecha blanca), mientras que en la Figura 13 estos parecieran ser particulas
aisladas distribuidas por toda la superficie, otorgando una apariencia mas
uniforme. Por otro lado, la superficie de las pastillas de biovidrio y biovidrio
con GO al 2% tienen una gran similitud, difiriendo con la pastilla de biovidrio
con GO al 0.5%, ya que esta ultima presenta una granulometria mayor, dando
la apariencia de mayor espacio vacio.

Se esperaba que para las pastillas con 6xido de grafeno se obtuviera una
superficie similar entre ellas, ya que ambas a se les aplicé el mismo proceso
para el mezclado, sonicado por 2 horas y posterior molienda de las muestras,
lo que deberia asegurar una mejor dispersidon de GO en el biovidrio.

La mayor uniformidad que se aprecia en la Figura 13 para el biovidrio con GO
2% probablemente se deba a la etapa del mortero, ya que el 6xido de grafeno
tiene un color negro se logra una mejor apreciacion fisica visible al ojo
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humano, por tanto se puede llegar a un mejor mezclado en la molienda manual
(zonas blancas para aquellas concentradas en biovidrio y negras para 6xido de
grafeno). Asi, con el GO a menor concentracion resultan zonas con baja y otras
con mayor concentraciéon imperceptibles para el ojo humano.

Por otro lado, al biovidrio puro no se le aplicé un proceso de sonicado ni
tamizado, lo que podria explicar la mayor cantidad de conglomerados
distribuidos en la superficie, tal como se aprecia en imagenes de bibliografia
[91][92][96].

Para evitar aquellas irregularidades, un tamizado con una malla de <38 um en
la Ultima etapa pudo asegurar mayor homogeneidad.

5.3 Bioactividad de pastillas de biovidrio 45S5 con éxido de grafeno

Para determinar la bioactividad de las pastillas, es decir la formacién de una
capa tipo apatita rica en calcio y fésforo, estas fueron sumergidos en una
solucidon de SBF a una temperatura controlada de 37°C y en agitacion para
emular condiciones corporales durante 14 dias, sin reposicion del medio.
Fueron caracterizados mediante SEM y DRX para los dias 1, 7 y 14.

En la sintesis del biovidrio las composiciones de los elementos distan de los
esperado. En primer lugar, el alto contenido de silicio podria afectar en la unién
gue tendra el hueso con el material. En un estudio de Oonishi H.[40] en la que
se probaban injertos de biovidrio terciario con diferentes concentraciones de
Si0, en el céndilo femoral de conejos, la velocidad de crecimiento interno de
hueso decrecia significativamente con el aumento del contenido de éxido de
silicio. Por ejemplo, para una concentracion de 55% mol. o superior estimulaba
el crecimiento después de 2 semanas transcurridas, en contraste con aquel de
50% que a las seis semanas ya se encontraba totalmente integrado. Si la
concentracion de Si0, era 60 % mol. o mayor, no existia adherencia alguna al
hueso. Esto denota la importancia de la concentracién de silicio en un estado
basal para la bioactividad del material. Por otra parte, existe evidencia de que
el pentdoxido de difésforo influye el tipo de apatita que se deposita en Ia
bioactividad. Por el método sol-gel se elaboré un biovidrio terciario Si0, — Ca0 —
P,0s, €l cual contenia 80 %mol de Si0, y variaban la concentracion de P,0s,
uno tenia 3 %mol y el otro 0 %mol. Se concluyé que en ambos se formaba
una capa HA, pero los cristales en aquel vidrio con pentéxido eran mas grandes
[97].

La concentracion de calcio es dos veces menor a lo esperado y esto podria
repercutir en la formacion de la capa de hidroxiapatita, ya que el segundo paso
consiste en un intercambio de iones entre el sodio y/o el calcio con el hidrégeno
de la solucion para crear los enlaces silanol [98]. Ademas, esta reportado que
la concentracién de calcio disuelto influye en la actividad mitocondrial,
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aumentando la formacién de ATP, por tanto, la viabilidad celular mediante
MTS.

Todo lo anterior podria afectar el desempefio general de la bioactividad de las
pastillas.

Se midié el pH en aquellos dias, expuesto en la Figura 14, en la cual se aprecia
un aumento de la basicidad del medio al transcurrir los dias.
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Figura 14: Evolucién pH del biovidrio en la solucién de SBF

Este aumento de basicidad se explica por la transferencia de iones tanto calcio,
sodio, fosfato y silicio del vidrio a la solucién, tal como se espera para la
formacién de la capa de apatita [95][44]. Es mas, las ceramicas son conocidas
por elevar la basicidad de la solucién alcalinizandola hasta valores cercanos a
9-10 [99].

Sin embargo, es inesperado que el pH de las pastillas con GO haya aumentado
de una forma mas critica que el biovidrio puro. Se esperaba que existiese una
compensacion por parte del éxido de grafeno con los grupos carboxilos e
hidroxilos para disminuir la basicidad del medio [100].
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La diferencia en el cambio de pH entre las pastillas con y sin éxido de grafeno
es de aproximadamente 1 unidad. Cabe destacar que para el ensayo de
bioactividad se utilizé un tubo con pastilla de biovidrio en agua, para observar
su cambio de pH. Se obtuvo que para el primer dia ya habia aumentado de
7.2 a 10.

Como se menciond previamente, para obtener una mejor dispersion del GO en
el biovidrio para la elaboracién de pastillas, se utilizd sonicacién en agua
destilada durante 2 horas. Esto debid dejar mas expuesto al biovidrio, por el
proceso de disolucion de los cristales en agua. Se ha evidenciado que la forma
cristalinas al ser mas estable en agua se disuelve con una velocidad menor a
su contraparte amorfa, sin embargo en electrolitos las velocidades son
similares [101][102].

Ademas, a las muestras sonicadas se les reduce el tamafo de particula [103],
lo que conduce a una mayor area superficial expuesta, implicando mejor
intercambio de iones, por tanto aumento de pH en este caso. Es mas, en la
practica se utilizan diferentes métodos de fabricacién de compdsitos de
biovidrio 45S5 para cambiar la ‘textura’ de la ceramica, dejando un mayor
area superficial de contacto[104].

Por Ultimo, que el GO 2% presente pH mas alcalino que el GO 0.5%
probablemente se deba a una desprotonacién de los grupos hidroxilo vy
carboxilo del GO y disolucidn de los cristales del biovidrio al primer dia,
convirtiendo al GO en una base débil y dejando mas area expuesta por el
sonicado del polvo, lo que significa una disolucién e intercambio de iones mas
alta. Para prevenir en medida la basicidad del compuesto habria que cambiar
la fuerza utilizada en la prensa hidraulica, ya que estas podrian ser excesivas
y con un material duro se provocan roces con mayores presiones, creando
grietas en la estructura interna de la pastilla [38]. Es asi, que para el radio
utilizado en el molde (0.8 cm) se recomendaria una fuerza maxima de 3
toneladas.

La liberacién de los iones a través de los dias propicia a una mayor uniformidad
en la superficie de las pastillas, lo cual es apreciable tanto en la Figura 16
como en la Figura 18. Comparando estas mismas figuras, se aprecia una
superficie mas lisa para las pastillas de biovidrio puro. Lo anterior afectaria el
area total expuesta, por tanto, el intercambio de iones, lo que podria
correlacionarse a un menor aumento de basicidad. La adicion de GO podria
estar generando mayor porosidad del material, lo que se relacionaria a una
menor estabilidad del compdsito, provocando mayor intercambio i6nico [105].
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A las muestras de los dias 0, 1 y 14 se les realiz6 un analisis DRX para

comprobar la formacién de hidroxiapatita, los cuales se pueden observar en la
Figura 15
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Figura 15: Difractograma de bioactvidad para los dias 1, 7 y 14. a) Biovidiro 4555, b) Biovidrio 4555
y Oxido de grafeno al 0,5%, c) Biovidrio 4555 y dxido de grafeno al 2%. Los picos corresponden a A
Na, CaSi, Oy, ® Na, Ca, Siz0q y & HA

Las tres pastillas poseen picos marcados para el dia 0 en los dngulos 20.3°,
23.9°, 26.8°, 30.1°, 33.6°, 34.1°, 38.2°, 48.9° y 60.1° atribuidos
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principalmente a los picos caracteristicos que se observaban anteriormente en
la estructura del biovidrio.

El pico caracteristico para 6xido de grafeno usualmente se ubica en 12.5°,
16.6°, 26.5° y 42.9°, sin embargo, debido a que su concentracidon es minima
en comparacién con el otro material, su espectro se hace imperceptible.

La intensidad de los picos de la pastilla con 6xido de grafeno al 2% son mas
bajos, lo que se debe a una menor concentracion de biovidrio. Ademas, se
observa que estos picos se sitluan a 2° menos de los esperado y obtenido con
las otras pastillas. Esto es un error comun para valores de 26 bajos en los que
la muestra ha sido desplazada respecto al eje del difractdmetro, lo que afecta
finalmente la posicion en la que se encuentra el pico [106].

Se observa en los tres difractogramas un cambio en la curvatura a través de
los dias, lo que podria corresponder a una transformacion de una estructura
mas cristalina a una amorfa. Esto ha sido reportado para los cristales de
Na,Ca,Si;04 que al estar inmersos por 28 dias en fluido corporal simulado se
transforman a fosfato de calcio amorfo [94]. Esto se veia reflejado en el
difractograma con una desaparicion de los picos caracteristicos y la formacién
de un halo, lo que indica la transicion de la fase cristalina a una amorfa.

Lo anterior es un indicio destacable, ya que se reporta que esta trasformacion
de una fase cristalina a una amorfa permite que haya un equilibrio entre la
competencia mecanica y la biodegradabilidad del material [91].

Para el primer dia se nota la formacidon de un pico en 32° para las muestras
de BV y BV/GO 0.5% denotado por ¢, el cual es caracteristico para la
hidroxiapatita. No asi para BV/GO 2%, ya que tiene los picos desplazados. Es
mas, para este Ultimo se nota una repeticién de los picos sin mayor
transformacion, lo que podria sugerir que no existe bioactividad, o esta es muy
baja, posiblemente relacionado con su disgregacién completa. Esto no seria
un resultado esperado, por lo que se debiese volver a realizar la prueba con la
pastilla completa para el dia 14.

A medida que pasan los dias se nota una desaparicidon de la mayoria de los
picos, quedando los que se situan entre el rango de 20°-40°.

En paralelo se efectuaron microscopias electrénicas de barridos a las pastillas
para los dias 0, 1 y 14, a excepcion de la de BVGO 2%, que solo se pudo
obtener al dia 0, ya que las pastillas se disolvian casi completamente al primer
dia, comprometiendo su integridad para realizar pruebas. Las imagenes se
encuentran en las figuras a continuacion.
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Figura 16: Imagenes SEM a 10 um para bioactividad de pastilla de biovidrio 4555 a los diasa) 0, b) 1y
¢) 14, siendo d) Aumento de la imagen al dia 14

En la Figura 16 se presenta la bioactividad para el BG. Al dia 0 (a) se aprecia
una rugosidad en la superficie con una notable porosidad y conglomerados de
particulas. Luego, para el dia 1 (en b), la superficie se comienza a suavizar,
pero aun no se visualiza la presencia de hidroxiapatita o derivados.

En cambio, en el dia 14 se aprecian formaciones esféricas, muy similares a las
gue adopta la hidroxiapatita por toda la superficie, que se encuentra aun mas
suavizada. Para cualquier material bioactivo que haya sido expuesta a SBF se
aprecia una evolucion similar en la superficie del material [31][98][107].

Mediante EDS que se dispone en la Figura 17, se logr6 obtener la relacién Ca/P
equivalente a 2.5, cifra que se escapa de lo visto en bibliografia ya que el
rango va entre 1.37-1.87, y sobre todo de 1.67 que equivale a relacién de HA
del hueso [108]. Esto indicaria que la relacién estequiométrica es diferente
para la apatita formada, e incluso podria estar ligada a su tamafo, pues hay
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evidencia de que a mayor tamafo de HA formada menor es la relacién Ca/P
[109].

Element Weight % Atomic % Net Int.

0K 41.06 60.26 165.25
Nak 3.43 3.55 41.21
Sik 6.73 562 22135
P K 11.38 8.63 326.67
CIK 058 0.38 1625
Cak 36.79 21.55 T79.43

Figura 17: EDS del biovidrio al dia 14 en SBF

Finalmente, si se observa la Figura 16 se logra apreciar que las esferas de
pseudo apatita se van formando en agregados y presentan una leve porosidad.
Como sea la forma de la apatita dependera en gran parte del tratamiento
térmico que se le da al vidrio [110], el tamano de particulay el pH [100][111],
ademas del tipo de biovidrio que se esté utilizando, como se ve para NaBG,
CuNaBG, 1ZnNaBG y 1ZnCuNaBG sumergidas en SBF en el trabajo de
Bejarano J.[112] en el que para las primeras la particula es muy porosa,
mientras que en las Ultimas dos es mas densa.
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Figura 18: Imdgenes SEM a 5 um para bioactividad de pastilla de biovidrio 4555 con GO 0.5% a los dias
a)0,b)1yc) 14, siendo d) Aumento de la imagen al dia 14 a 1 um

Para el dia 14 en el biovidrio con GO 0.5% existe una de formacién de la capa
tipo-apatita, con una morfologia esférica, densa y poco porosa tal como se
aprecia en (d), siendo anormal para lo reportado en bibliografia [31][112].
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Dada su apariencia densa aquellas particulas podrian corresponder a vaterita,
uno de los polimorfos de la calcita, pero mas inestable y soluble.

Su morfologia, agregacién y pH al cual se encuentra es muy similar a un
estudio de Sheng Han de 2005 [111] en el que se observa la cristalizacién y
transformacién de la vaterita a pH controlado.

Ahora bien, la vaterita es un carbonato de calcio muy soluble y se disocia
rapidamente cuando estd en SBF. Por ejemplo, a un medio que poseia vaterita
y calcita estabilizada con dopamina se le agregd 1.5x SBF y a las 48 horas ya
se habia transformado completamente en hidroxiapatita y en menor forma se
mantuvo la calcita, es decir, la vaterita es un precursor para la formacion de
HA [109]. El GO podria actuar como estabilizante del mineral al controlar la
nucleacion y crecimiento de los cristales de CaC0;.

En el estudio anterior se utilizd GO reducido, el cual posee grupos carboxilos
residuales en los bordes, los cuales interactian con los iones de Ca?*
controlando la mineralizacién de la vaterita.

Ademads, se explica que por su magnitud mayor a la de moléculas
convencionales para estabilizar el mineral, reducen la energia interfacial de
Gibbs para la nucleacidn segun la ecuacion de Nielsen, por lo que se
encapsulan facilmente formando compdsitos de cristal [113]. Hay que rescatar
gue la disolucion de la vaterita implica un aumento en la supersaturacion de
la apatita en SBF [114][115][112].

En este caso particular el GO utilizado no se encuentra reducido, sin embargo,
puede estarlo parcialmente, ya que en el proceso de homogenizacion de la
mezcla biovidrio/GO con sonicado y molido existia una diferencia de color en
la mezcla, de inicialmente un gris claro a un gris oscuro, ademas se ha
reportado que agentes alcalinos reducen al GO [116].

Los picos caracteristicos de la vaterita se encuentran posicionados en 26 21°,
24°, 26.6°, 33.4°, 38.4°, 39°, 42.1°, 48.2°, 49°, 50.3° [109] muy cercano o
en el mismo grado que los cristales formados desde un inicio en el biovidrio,
por lo que se podria estar generando una superposicidén de los espectros.

Sin embargo, al medir la relacidon Ca/P de las esferas posee un valor de 1.55,

lo que se encuentra dentro del rango de lo reportado y mas cercano a 1.67
que el BV, tal como se ve en la Figura 19.
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Element Weight % Atomic % MNet Int.

oK 4518 62.06 261.04
Mak 56 5.35 7617

SiK 16.33 12.78 57288

PK 10.62 753 280 58

: CIK 0.96 0.59 26.49

by B Cak 2132 11.69 46686

Figura 19: EDS del BV/GO 0.5% al dia 14 en SBF

Dado lo anterior, y debido a la existencia de fosfato en la particula, es mas
probable que se trate de hidroxiapatita o alguno de sus fosfatos de calcio
relacionados como hidroxiapatita deficiente en calcio, fosfato de calcio amorfo,
tricalcio fosfato o fosfato de calcio bifasico (tricalcio fosfato + hidroxiapatita).
Sus relaciones Ca/P corresponden a 1.67, 1.33-1.66, 1.2-2.2, 1.5, 1.5y 1.55-
1.66 respectivamente [117].

El tricalcio fosfato, tanto en su forma a y B, no puede ser precipitado de
soluciones acuosas y se forma a partir de los 800°C.

A parte de la temperatura, otro factor critico es el pH al cual se encuentra el
medio. De esta forma, se descarta el resto de los compuestos a excepcion de
la apatita deficiente en calcio (CDA) y fosfato de calcio amorfo (ACP), con
estabilidad en rangos de pH de 6.5-9.5 y 5-12 respectivamente, a
temperaturas entre 25-37°C.

De estos dos, en analisis DRX los picos caracteristicos mas intensos para CDA
se encuentran en 26°, 32° y 33° aproximadamente y otros menos
pronunciados en 34°, 40°, 48° y 50° [118], siendo evidenciada como una
apatita cristalina en el trabajo reportado. Por su lado, ACP posee los picos en
28°, 31° y 34° aproximadamente [117].

Por la comparacién de los picos presentes, existe mayor similitud con CDA,
coincidiendo incluso en intensidad de estos, siendo bastante marcado para 26
32°-33°.

Se ha reportado que ACP es muy soluble en medios acuosos y se convierte en
hidroxiapatita, por lo que se piensa que es un precursor de HA [119]. Por otra
parte, la hidroxiapatita en un medio agotado de SBF se puede transformar en
CDA, debido al déficit de calcio en el medio, pasando primero por una fase
mas amorfa de HA [120]. En el estudio, el secuestro de Ca?* estaba potenciado
por la presencia de acido citrico, siendo que recambiaban el medio cada dos
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dias. Un efecto similar pudo haberse desencadenado en el experimento al no
cambiar el SBF durante los 14 dias.

De acuerdo a la literatura la apatita bioldgica humana siempre seran
nanoparticulas deficientes de calcio de HA, que contiene un pequefio
porcentaje de carbonato, fosfato, sodio y magnesio debido al contacto
continuo con un flujo traza de iones [82].

Ahora, si se compara la HA formado en biovidrio 4555 y BV/GO 0.5% se
aprecia que el tamafio medio de las esferas del segundo son mas grandes que
las del BV, lo que podria sugerir una mayor reactividad de BV/GO mas que BV.
La adicion de GO pudo haber otorgado una nano-rugosidad extra al compuesto
mejorando la bioactividad [83].

D pm o
CIEN-UC 00 kV X ETD CIEN-UC

Figura 20: Imagenes SEM a dia 0 para bioactividad de pastilla de biovidrio 4555 con dxido de grafeno
2% aa)10umyb) 1 um

Por ultimo, se tienen las imagenes para BV GO 2%, y como previamente se
mencionod solo se presenta el dia 0. Se aprecia una superficie mas homogénea
que el resto de las pastillas y con mayor rugosidad. Se hubiese esperado un
comportamiento similar al observado en el caso anterior, con agregacion de
vaterita y suavizamiento de la superficie. Posiblemente una menor densidad
en la formacion de este mineral ya que proporcionalmente se encuentra menos
biovidrio, por tanto, se dispondria de menos calcio en el medio. Recordar que
la medida de pH no implica una relacidn directa con la concentracion de Ca?*,
pues también existe silice, fésforo y sodio.

Se puede ver, por tanto, que la mejor formacién de capa de apatita se dio en
BV/GO 0.5% al comparar la frecuencia de esferas en la superficie de casi el
doble que BV. Habria que volver a realizar la experimentacién para confirmar
el desempeno de BV/GO 2%, y analizar en mas profundidad si las esferas en
estos compuestos son CDA o si efectivamente son hidroxiapatita, pero con una
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estructura modificada debido a la presencia del GO, considerando que su Ca/P
es de 1.55, muy similar al de HA del hueso (1.67).

5.4 Actividad Antimicrobiana

Una de las caracteristicas deseadas en implantes es que estos tengan
capacidad antibacteriana, ya que la posibilidad de infeccion puede significar el
fracaso de un implante al desencadenar una respuesta inflamatoria del tejido
circundante, llevando eventualmente al rechazo del aparato [121].

En la familia de las bacterias existen dos grandes categorias, las gram-
positivas que se caracterizan por tener una pared celular de peptidoglucano,
la cual rodea a la membrana interna citoplasmatica y las gram-negativas, que
poseen una membrana citoplasmatica y otra externa. En este caso se realizd
la prueba con Staphylococcus aureus y Eschericha coli bacterias que
normalmente generan infecciones cuando se realizan procedimientos médicos
y quirdrgicos [121] y representantes de las respectivas familias.

En la Figura 21 se muestran las placas cultivadas con las bacterias y los
diferentes productos a las 24 horas de sembradas.
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E.coli S.aureus E.coli S.aureus

Figura 21: Cultivos en placa 1000 veces diluido de la concentracidn inicial para E.coli (x.1) y S.aureus
(x.2) con los productos de a) PBS, b) Clorhexidina al 0.12%, c) BV, d) BV + GO 0.5%, e) GO 0.5%,
f)BV GO 2%, g) GO 2%.
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El control positivo fue realizado a base de PBS 1X y el control negativo con
clorhexidina al 0.12%. Se utilizaron para corroborar que las etapas del
protocolo fueron bien llevadas a cabo. Se esperaba que el PBS no influyera en
forma alguna en el crecimiento bacteriano, y en caso contrario, que la
clorhexidina desencadenara muerte celular. Los resultados se ven en la Figura
21 ena.l, a.2, b.1 yb.2y se condicen con lo esperado.

Para el biovidrio 4555 de 0.2 g/ml se aprecia que las bacterias se ven
influenciadas de diferente forma. La gram-positiva (S.aureus) es menos
sensible a los efectos del material que la gram negativa, donde su actividad
se ve casi completamente extinguida. Las muestras que se encuentra en c.1y
c.2 estan diluida 1000 veces, por lo que cada colonia mas implica una
diferencia de 103 bacterias/ml aproximadamente. Esto se explica por los pHs
a los que usualmente viven las bacterias, E.coli desde pH tan bajos como 2
hasta 7-8 y las S.aureus desde 7-7.5 a un maximo de 9.3 [122].

Varios estudios reportan al biovidrio 45S5 y sus derivados con buena actividad
antibacteriana [123][124][125] y atribuyen su desempefio al cambio de pH
gue genera en el medio, volviéndolo mas basico, es decir, menos propicio para
el crecimiento de bacterias, y en paralelo a la superficie del biovidrio que
rompe la pared de la bacteria con sus bordes filosos.

Los productos con GO al 0.5% y 2% no tuvieron tanta influencia en el
crecimiento bacteriano como el biovidrio, tal como se muestra en e) y g)
respectivamente de la Figura 21. Se aprecia que el GO al 2% reduce la
actividad de ambos tipos de bacteria, pero no drasticamente como lo logra el
BV.

Se podria pensar que uno de los factores influyentes seria la concentracién
que se utilizé para medir el ensayo, pues el BV estaba al 20%, mientras que
el GO eran menor o igual a 2%, lo que se transforma en una concentracion
entre 2.5 y 10 mg/ml. Sin embargo, en un estudio de Shaobin Liu se analiza
la dependencia entre la dimension lateral de las hojas de GO y la actividad
antibacterial [126], en el que logrd observar un efecto considerable desde los
10 pg/ml para hojas de gran tamano, estas interactuaban directamente con
las células, envolviéndolas y privandolas de su entorno, imposibilitandoles asi
la funcién de proliferacion. Por tanto, se descarta esta caracteristica como
influyente.

Por otra parte, el método empleado considera una etapa de cultivo en
suspension, y tal como se menciond previamente, en estos tipos de cultivo el
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oxido de grafeno presenta mejor actividad cuando aisla a la bacteria, se
desprende que el contacto directo con la bacteria es de suma importancia.

En el experimento como no existid agitacion en la etapa de incubacién, el
producto decanté acumuldndose en el fondo, tal como se aprecia en la Figura
22 inferior generando una minima interaccion con las células y estas se
pudieron desarrollar eventualmente en el medio circundante superior del tubo
de ensayo.

p- 4
L) - « - 4

Figura 22: Tubos de ensayo con bacteria y GO listos para iniciar la etapa de incubacién, luego de
tres minutos de haber sido mezclado en el virtex.

Un factor fisico que pudo haber influido en el desempeio de la actividad son
los bordes filosos del GO, pues estos al hacer contacto con la bacteria les dafia
su membrana como se menciond previamente. Se ha reportado ademas que
el efecto es mayor en S.aureus que para E.coli, ya que esta Ultima presenta
una capa exterior que protege a las gram-negativas del contacto directo [127].
Esto explicaria la diferencia de UFC en las placas de GO para ambas bacterias.

Otra propiedad a analizar es la capacidad oxidativa del GO, provocando un
estrés oxidativo en la célula, pero el método empleado para la elaboracién de
este se escogid pensando en generar una mayor cantidad de grupos
hidrofilicos oxidados en comparacion con el método tradicional de Hummers o
Hummers mejorado [73]. Por tanto, se justifica un mejor rendimiento para el
GO 2%.

Respecto a las caracteristicas quimicas del GO, también existe el efecto de la
debris oxidativa, correspondiente a fragmentos oxidados absorbidos en la
superficie del material y que influye directamente en la toxicidad hacia
Escherichia coli. Segun el estudio del 2018, a mayor cantidad de fragmentos,
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mayor es el efecto tdxico hacia las células [78]. Dado que ambos son el mismo
tipo de GO, pero en diferentes concentraciones se observa mejor rendimiento
para GO 2% nuevamente.

El método de Marcano genera hojas con una estructura mas regular y con el
plano basal mas retenido, ademas el lavado v filtracion es mas minucioso que
el del método tradicional, esto posiblemente conlleve a una menor cantidad de
fragmentos oxidados en la superficie, lo que conllevaria a una menor actividad
antimicrobiana en general.

Francois Perrault evalud el efecto del tamafio del GO en recubrimientos vy
suspensiones, demostrando que a mayor cantidad de imperfecciones, o mayor
densidad de defectos, mejor propiedades antibacteriales para los
recubrimientos, que se da mayormente en hojas pequefias, ya que esto les
confiere mayor potencial oxidativo por las imperfecciones de los bordes y
enlaces intactos que median el estrés oxidativo [128].

Dicho lo anterior, probablemente se formaron hojas grandes de GO con una
estructura mas ordenada, las cuales decantaron en el fondo del tubo, por lo
gue no se pudo observar su actividad antimicrobiana en condiciones éptimas
(agitacion), dificultando el envolvimiento de las bacterias. No obstante, sus
bordes afilados dafiaron las membranas de ciertas bacterias, provocando la
muerte celular. Es por esto que se debiesen realizar modificaciones al
protocolo para observar la verdadera actividad del GO.

Pareciera ser que el pH es el mayor influyente en la actividad antibacterial
entre todas las propiedades mencionadas, sin embargo, este efecto se podria
ver disminuido en el cuerpo, por la acciéon del organismo para controlar la
basicidad del cuerpo a un pH mas neutro, por lo que seria de mayor interés la
accién del GO.

Finalmente se tienen las placas para las mezclas de biovidrio 45S5 y 6xido de
grafeno en d) y f).

Por lo analizado anteriormente, era de esperar que estuviese presente la
actividad antimicrobiana, ya que existe la presencia de BV en mayor
porcentaje.

En un estudio de Hu Sheng [123], se destaca que a menores concentraciones
de BV 45S5, menor es la actividad antibacteriana observada, lo que explicaria
la menor actividad para los productos que son mezclas. Ademas, como se
menciond previamente S.aureus es mas susceptible a el dafo en la membrana
provocado por cualquier tipo de borde, ya sea del biovidrio o del 6xido de
grafeno, lo que se condice con una menor cantidad de colonias en ambos casos
respecto a la E.coli. Luego, existe un menor efecto para el biovidrio con 0.5%
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de 6xido de grafeno, lo que se explica por una menor concentracién de bordes
afilados expuestos en el medio y concentracion de GO.

La tabla Tabla 4 resume los resultados obtenidos para las pruebas de actividad
antimicrobiana en duplicado y con dos sesiones independientes para asegurar
reproducibilidad del ensayo.

Tabla 4: Actividad antimicrobiana de E.coli y S.aureus

E.coli S. aureus
UFC UFC
TESTIMONIO No Contable No Contable
CONTROL + No Contable No Contable
CONTROL - 0 0
BV 45S5 0 1025
GO 0.5% No Contable No Contable
GO 2% 438200 No Contable
BV 45S5 + GO 0.5% 718000 17530
BV 45S5 +GO 2% 52190 8030

Como se observa en la tabla el biovidrio 45S5 posee el mejor desempefio,
seguido por aquellos que son mezcla.

La actividad observada para el éxido de grafeno es casi nula en comparacion
con el biovidrio, dado que se estan utilizando concentraciones elevadas de este
ultimo material. Seria valioso repetir el ensayo, pero esta vez con agitacion
para que las particulas se encuentren en suspensidon y en contacto mas directo
con las bacterias. Esto, ademas, simularia de forma mas fehaciente al cuerpo
humano.

5.5 Viabilidad celular

Para el ensayo de citocompatibilidad se utilizaron células madres
mesenquimales de pulpa dental y se les aplico el ensayo MTS. Las células
viables, es decir con actividad mitocondrial activa, seran capaces de reducir el
tetrazolio para convertirlo en un colorante de formazan, soluble en el medio
de cultivo.

En la Figura 23 se expone el comportamiento de cada una de las células con
los productos a los dias 1,3 y 7 a una concentracion de 0.05 g/ml.
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Figura 23: Viabilidad celular para los diferentes productos a los dias 1, 3 'y 7, a una concentracion
inicial de 0.05 g/ml

Todas las muestras fueron contrastadas con el control positivo considerandolo
como un 100% para cada dia. Ademas, las muestras que poseian biovidrio
debieron ser tratadas previamente con acido clorhidrico para disminuir su pH
entre un rango de 7-8 antes de ser embebidas en el medio con células.

Para el primer dia se nota una baja de la viabilidad, siendo el GO 0.5% el de
mayor cambio llegando a un 65%.

Luego, al tercer dia todas las muestras presentan un decrecimiento, a
excepcion del biovidrio y el GO 2%. El primero sufrié un decrecimiento drastico
del 40%, mientras que el segundo tuvo un alza en la cantidad de células
viables, pasando de un 67% a un 72%. La primera se puede deber a la
concentracion de la ceramica, que genera una presencia de iones calcio muy
alta en el medio, provocando un colapso en la célula al intentar mantener la
homeostasis de este i6n [129]. Otros estudios hechos en osteoblastos
humanos concluyeron que la presencia de iones del biovidrio disminuyen la
actividad metabdlica [130][131].

Por otra parte, esa alza para el GO 2% es inesperada y contradictoria con la
otra concentracién menor de 6xido de grafeno y significativa segun la prueba
t-student al utilizar el programa IBM SPSS Statistics. Se han reportado
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estudios que acreditan un aumento en la proliferacién y adhesion de células
mamiferas en presencia de 6xido de grafeno, pero estas estaban en menores
concentraciones a la utilizada (25 pg/ml en ese estudio versus 5 mg/ml en
este trabajo) [132], por lo que si el alza fuese consistente, el GO 0.5% debid
haber aumentado a la vez. Es mas, el error asociado es del 11%, lo que
cuestiona el valor real para aquella absorbancia. Probablemente al momento
de depositar el producto en el pocillo se generd una aglomeracién del mismo
en un sector especifico, dejando espacio libre en el fondo para el crecimiento
celular.

Se observa que para los primeros dias las mezclas de GO con biovidrio tienen
una actividad sostenida cercana al 80%, decreciendo enfaticamente al séptimo
dia.

Aun asi, su actividad promedio es mejor que aquella del GO, e incluso que el
biovidrio para el caso del BVGO 0.5%.

Se cree que la alcalinizacién provocada por el biovidrio es contrarrestada al
agregar GO, pues debido a la baja concentracién de los compuestos no se
utilizé sonicado para su mezcla, si no tan solo mortero. En un estudio de 2014
se reportd que existia un decrecimiento del pH en compdsitos de silicato de
calcio con nanoplaquetas de grafeno al 0.5 y 2 % wt en comparacién con
aquellos sin grafeno, es mas, la diferencia era de un pH de 8.75 para los
silicatos a uno de 8.40 y 7.65 para los de grafeno 0.5 y 2%wt respectivamente.
Esto se explicaba por los grupos funcionales del grafeno, como éteres,
carboxilos o hidroxilos que pueden formar acidos y por tanto reducir el pH
cuando hace contacto con la solucién de SBF [133].

Walker et al. explica que pudo haber existido una envoltura alrededor de la
matriz, actuando como una barrera para el vidrio y la solucidon acuosa en el
ensayo realizado en compdsito ceramicos con grafeno [134].

En general, existi6 una muerte celular para todos los productos mas
pronunciada para el séptimo dia, llegando a tener un maximo de 26% para el
GO 0.5% vy un error asociado muy alto. Dado lo anterior, se decidi6 repetir el
ensayo, pero con una concentracién menor, equivalente a 0.01 g/ml como se
ha reportado en otros ensayos. En la Figura 24 se adjunta los resultados.
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Figura 24: Viabilidad celular para los diferentes productos a los dias 1, 3 y 7, a una concentracion
inicial de 0.01 g/ml

Se aprecia una mejora sustancial para todos los productos al reducir la
concentracion inicial, al séptimo dia todas las muestras presentan una
viabilidad superior al 60%, comparando con el caso anterior debe ser la
concentracidn mas baja, que permite que las células sean capaces de regular
el pH.

Con esta concentraciéon existe incluso un alza superior al control para todos
aquellos compuestos en presencia de biovidrio, siendo mayor para aquellas
que son mezcla.

Q.Z.Chen et al. sembroé 2000 células de osteoblasto en pellets de 0.5 g de BV,
obteniendo mejor crecimiento celular que el control (thermanox®) para los
dias 1, 3 y 6 de incubacién , atribuyendo esta diferencia a la rugosidad de la
superficie, en las que se desea tener rugosidad de micrometros.

De ser asi, se explicaria una mejor viabilidad en caso de que el polvo haya
decantado en el fondo propiciando una mejor adherencia de las células a la
particula. Ademas, como se menciond previamente en la fabricacién de
pastillas y posterior bioactividad, la adicion de GO al compdsito puede estar
causando esta mayor rugosidad, por lo que se podria esperar mayor actividad
de ellas.

56



Esta rugosidad y adhesion no necesariamente garantiza mejor
citocompatibilidad para los Uultimos dias, debido a los efectos toxicos
previamente mencionados y sus efectos dependientes del tiempo.

Ahora bien, se ve una menor viabilidad para las muestras con GO, a pesar de
brindar mayor rugosidad al medio. Esto se explicaria con la mayor liberacién
de aniones superoxido (ROS) como se comentd de estudios anteriores.
Concentraciones de 100 mg/ml presentan dosis letales para las células. En
este caso se utilizd 0.25 mg/mly 1 mg/ml para GO 0.5 y 2% respectivamente.
Ademas, se sefialaba en el mismo estudio que esta actividad se veia reducida
con la adicién de BV, lo que podria sumarse a la mejor viabilidad demostrada
con BV/GO.

Con la reduccion general de la concentracidon se obtiene un mejor desempefio
debido a que los efectos tdxicos antes visto se ven apaciguados.
Concentraciones aun menores podrian demostrar un rendimiento mejor, como
se reporta en diferentes estudios [135][136][137].

El mejor rendimiento se obtiene entonces para el biovidrio 45S5 con 6xido de
grafeno al 0.5% a largo plazo (séptimo dia), con una diferencia leve en
porcentaje respecto a los otros compuestos del 2% y 5% con el biovidrio y
BV/GO 2% respectivamente. Estos resultados son significativos al realizar la
prueba t-student con el programa IBM SPSS Statistics, pasando las pruebas
de Shapiro Wilk de normalidad y Levene de igualdad de varianzas.
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CAPITULO 6 CONCLUSIONES

Se lograron elaborar compodsitos a base de biovidrio 45S5 y 6xido de grafeno
en una relacién de 20:0.5 y 20:2 respectivamente.

Se analizé la capacidad bioactiva para cada una de las pastillas, determinando
mejores resultados para la de biovidrio con 6xido de grafeno al 0.5%, al poseer
una densidad de casi el doble de HA en comparacidén con el biovidrio para la
misma cantidad de dias. Se debe evaluar si el compuesto corresponde a
hidroxiapatita o a vaterita, siendo este precursor del anterior. No se tienen
datos del BV/GO 2%, por lo que no se pudo contrastar con este compuesto.

Especificamente se sintetizd un vidrio similar al 4555 mediante el método sol-
gel, pero no en sus mismas relaciones estequiométricas, con un porcentaje de
Si0, mayor. Por otra parte, se logro sintetizar el 6xido de grafeno con el
método de Marcanos y de Terrones modificado, faltando una caracterizacién
del material para conocer mejor sus propiedades, como el tamafio lateral y si
efectivamente se encontraba mas oxidado que el del método de Hummers.

Se evalud la capacidad antimicrobiana, determinando una mejor accion en el
biovidrio y una accién mas débil en el éxido de grafeno, pero siempre mas
marcada para las gram-positivas. Se recomiendan modificaciones en la
experiencia para analizar mejor los resultados: misma concentraciéon para
todos los productos en estado puro y agitacidn para mantener en suspension
las particulas de producto. De todas formas, BV con GO demostrd tener
capacidad antibacterial directamente relacionadas con la concentracion de GO.

Se realizaron pruebas para determinar la viabilidad celular, mostrando
mejores resultados para biovidrio 45S5 con éxido de grafeno al 0.5%, con una
diferencia leve en porcentaje para el séptimo dia con los otros materiales con
biovidrio (de aproximadamente 3%), utilizando una concentracion de 0.01

g/ml.

Se concluye que el candidato con mas potencial para aplicaciones biomédicas
es el biovidrio con 6xido de grafeno al 0.5%, al presentar mejor desempefio
que el biovidrio en la bioactividad y mejorar las condiciones para la viabilidad
celular, quedando en duda su verdadero potencial para la actividad
antimicrobiana.

Se recomienda modificar el protocolo de la sintesis de biovidrio para que el
porcentaje de los elementos se asimile mas al tedrico, caracterizar el GO (si
forma hojas, si es nanoparticula, si esta parcialmente reducido, tamano
lateral), cambiar el SBF de la bioactividad cada dos dias y realizar la
experiencia de actividad antimicrobiana con agitacién durante la incubacién.
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