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RESUMEN

Los biomateriales son una prometedora area dentro de la medicina regenerativa; sin embargo,
aunque ya existen diferentes tipos de biomateriales con caracteristicas viables para la regeneracion
de tejido es necesaria la mejora y optimizacion de estos; esta necesidad es dependiente de la
naturaleza del tejido que se requiere recuperar, siendo el objetivo que estos biomateriales sean
facilmente asimilables y favorezcan una rapida recuperacion. En el presente trabajo se analizaron
diferentes pautas relacionadas con el desarrollo de un bioandamio a partir de biovidrio
nanoestructurado, cuyos parametros de sintesis se determinaron para la obtencion de estructuras
estables de alta 4rea superficial. Se calculd y analizo el efecto que el grado de cristalizacion tiene
sobre la actividad del biovidrio nanoestructurado, ademds se evalué un nuevo modelo para el
analisis de la actividad del biovidrio: el suero sanguineo de conejo, paralelamente se empled un
modelo in ovo el cual permite analizar la respuesta citotoxica y la formacion de hidroxiapatita
empleando la membrana corialantoidea de los embriones de pollo, ademés se manejé un modelo
in vitro como control el cual consiste en la reproduccion de la concentracion de iones en sangre
conocido como fluido corporal simulado. Se obtuvieron diferentes lotes de biovidrio 45s5
nanoestructurado dopado con diferentes elementos mediante el disefio de técnicas de sintesis y
micro procesamiento ceramico empleando templantes, los cuales se emplearon para la elaboracion
de andamios biomiméticos con porosidad hierarquica, los cuales recrean la estructura del hueso en
proceso de remodelacion. De forma simultanea se busco el conferir propiedades antimicrobianas
al material para evitar procesos infecciosos mediante el dopaje de la estructura. Se estudi6 el efecto
en la bioactividad de la biofuncionalizacion en los andamios biomiméticos con colageno tipo I y
vitamina D3, analizando los cambios en la estructura y la viabilidad de condensacion de la capa de
hidroxiapatita en la superficie, ademas del limite de la biofuncionalizacion sin el empleo de agentes
entrecruzantes. Del mismo modo se analizd6 la respuesta citotoxica que el biovidrio
nanoestructurado desencadena en una linea inmortalizada de células linfociticas tipo B, para
determinar el grado de citotoxicidad que este material presenta en el cuerpo humano en diferentes
cantidades. A partir de estos ensayos se obtuvieron diferentes alicuotas que fueron analizadas por
diferentes técnicas de caracterizacion como difraccién de rayos X, microscopia electronica de

barrido, microscopia Optica clésica y analisis elementales por dispersion de energia de rayos X.
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ABSTRACT

Biomaterials have become a promising area within regenerative medicine; although there are
already different types of biomaterials with viable characteristics for tissue regeneration, it is
necessary to improve and optimize them; this need is dependent on the tissue nature that is required
to recover, and the goal is to design easily assimilated biomaterials to promote a faster recovery.
In this work, different patterns related to the development of bioscaffolds from nanostructured
bioglass were analyzed, whose synthesis parameters were determined in order to obtain stable
structures with a high surface area. In this work the crystallization index effect of the
nanostructured bioglass on the bioactivity have been determined: also it has been proposed the
rabbit blood serum as a new bioactivity test medium, using the simulated body fluid as a control,
parallelly it has been analyzed the in 0vo model which allows analyzing the cytotoxic response and
hydroxyapatite formation by employing the corialantoic membrane in the chick embryo, also an in
vitro model has been used as a control assay which consists of the reproduction of the blood ions
concentration termed as simulated body fluid. Different nanostructured 45s5 bioglass batches
doped with different elements were obtained by the design of synthesis techniques and ceramic
micro processing using templates, used for the elaboration of nanostructured biomimetic scaffolds
with hierarchical porosity to recreate the bone structure at the remodeling process. Also, we
developed a process to confer antimicrobial properties to the material to avoid infectious processes
by doping the structure. The effect of biofunctionalization in biomimetic scaffolds with type I
collagen and vitamin D3 was studied, analyzing the changes in the structure and viability of the
hydroxyapatite layer condensation on the surface, in addition to the limit of biofunctionalization
without the use of cross-linking agents. In the same way, the nanostructured bioglass cytotoxic
response has been studied in an immortalized B lymphocytic cell line to determine the cytotoxicity
degree that this material presents in the human body at different amounts. For these tests, different
aliquots were obtained and analyzed by different characterization techniques such as X-ray
diffraction, infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, optical microscopy and

elemental analysis by X-ray dispersive energy.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Justificacion

Desde la década de los afos sesenta existe un continuo interés en el desarrollo de biomateriales
sustitutos de injertos dseos, para llevar a cabo la reparacion de diferentes secciones del tejido 6seo
humano, especialmente para correccion de defectos postraumaticos o incluso congénitos. Aunque
se han disefiado metodologias para realizar injertos aut6logos muy eficientes, existe un limite
considerable en cuanto a la poca cantidad que se puede obtener para cubrir un defecto 6seo grande,

ademas de la recuperacion que conlleva la obtencion de este.

1.2 Objetivo general

Disefiar, sintetizar y caracterizar una matriz de biovidrio con propiedades osteoinductivas y
angiogénicas cuyas propiedades estructurales optimicen la bioactividad, disminuyendo el tiempo
de bioasimilacion y formacion de tejido dseo maduro o tejido vascular endotelial

respectivamente.

1.2.1 Objetivos Particulares
Sintetizar biovidrio 45s5 nanoestructurado mediante la técnica sol-gel acoplada a secado por

aspersion.

Analizar las propiedades antimicrobianas del biovidrio 45s5 adicionado con diferentes porcentajes

de plata y cobre.

Determinar la citotoxicidad del biovidrio 45s5 nanoestructurado comparando contra el biovidrio

45s5 de sintesis normal no particulado.

Disefiar un proceso de preparacion de andamios biomiméticos a partir del biovidrio 45s5

nanoestructurado.

Determinar el efecto de las variables de temperatura y porcentaje microesferas de poliestireno en

la preparacion de andamios biomiméticos a partir del biovidrio 45s5.

Establecer un modelo de prueba bioldgica para evaluar la citotoxicidad y bioactividad mediante el

uso de la membrana corialantoidea de embriones de pollo.

Establecer los parametros para el analisis de bioactividad del biovidrio 45s5 en modelos in vitro

como el fluido corporal simulado y el plasma de sangre de conejo.



Disenar y evaluar un método adecuado para la fijacion de proteinas y otras biomoléculas en los

andamios biomiméticos de biovidrio.

Estudiar la estructura e interfaces de la matriz de biovidrio cargada con agentes colageno tipo I y

vitamina D3.
Evaluar la actividad de osteogénesis en sistemas in vitro e in ovo de la matriz de biovidrio disenada.
Evaluar la actividad angiogénica en un sistema in ovo del biovidrio 45s5 particulado.

Determinar efecto citotdoxico en modelos in vitro e in ovo.

1.3 Hipdtesis

Es posible disefiar una matriz de reconstruccion 6sea capaz de satisfacer la osteoconduccion, la
osteoinduccion y la osteointegracion para optimizar el proceso de osteogénesis y evitar procesos
infecciosos, empleando agregados de nanoparticulas de biovidrio con interconectividad de poro,
siendo bioactivado a partir de células, proteinas y otras biomoléculas caracteristicas del proceso de

reconstruccion 6sea, obteniendo actividad antibidtica a partir de dopaje con plata.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

A través de los anos la ingenieria de tejido ha emergido como una opcién prometedora para la
regeneracion de organos que han sido perdidos parcial o totalmente como resultado de accidentes,
enfermedades o envejecimiento, entre otros, ademas de resolver el tiempo de viabilidad tan corto
que los tejidos donados presentan e incluso la escasez de donadores [1,2]. En términos generales
un biomaterial es definido como cualquier material, de origen natural o sintético que presenta
bioactividad, es decir, puede unirse quimicamente formando enlaces con tejido vivo, reemplazar
un tejido natural o ser asimilado durante la formacion de tejido nuevo [3,4]. Mientras que un
bioandamio es una estructura tridimensional porosa elaborada con un biomaterial, que puede actuar
como un soporte que guie la proliferacion celular, reduciendo la limitacion de disponibilidad y
utilizacion de nutrientes y oxigeno al interior de este. Ademas, la estructura tridimensional de éstos
permite que sean incorporados otros componentes esenciales necesarios para la regeneracion del
tejido, tales como los factores de crecimiento u otras biomoléculas que se encuentran involucradas
con el desarrollo [1,5]. Los retos de la investigacion para la generacion de sustitutos biologicos esta
relacionado con la posibilidad de generar un producto con las caracteristicas necesarias para lograr
que sean compatibles con los procesos celulares, de tal modo que diversos aspectos deben ser
considerados y meticulosamente estudiados, tales como la dosis, el tiempo de exposicion, el
tamafio, la forma, la superficie de interaccion con los tejidos, entre otros, los cuales son

determinantes para generar el efecto deseado sin provocar dafio.

2.1 Biomateriales

Los biomateriales han sido desarrollados alrededor del mundo con el objetivo de mejorar la calidad
de vida de un nlimero creciente de personas que requieren del remplazo parcial o total de drganos
debido a defectos congénitos, enfermedades cronico-degenerativas y traumatismos, ademas,
conforme la poblacion envejece este tipo de requerimientos se incrementa. Asi, la meta principal
de la investigacion en biomateriales es la combinacion apropiada de propiedades fisicas y quimicas,
para lograr una correcta interaccion con el cuerpo. Existe una gran gama de biomateriales
desarrollados para el reemplazo de diferentes tejidos entre los que se encuentra la piel, el esqueleto,
las arterias, entre otros. A diferencia de los biomateriales tradicionales o inertes, donde los
principales objetivos son evitar la formacion de tejido de cicatrizacion y la corrosion, en los

biomateriales inteligentes se busca la interaccion quimica y fisiologica entre los implantes y el



tejido vivo, con la finalidad de regenerar el tejido perdido o dafiado, logrando la recuperacion del

organismo y evitando posteriores cirugias debido al deterioro de los implantes [6].

La evolucion de los biomateriales ha sido dividida en 4 generaciones, cada una con diferentes
objetivos y disefios, aunque su aparicion fue en diferentes tiempos, eso no impide que hoy en dia
sigan siendo desarrollados. La primera generacion se refiere al desarrollo de materiales cuya
combinacion de propiedades fisicas sean similares al tejido que buscan reemplazar con una
respuesta toxica minima en el organismo hospedero, normalmente referido a protesis o implantes
metalicos, ceramicos, vidrios o polimeros inertes [7]. La segunda generacion hizo énfasis en la
generacion de acciones y reacciones controladas en el ambiente fisiologico, tal es el caso de los
geles de silice como los vidrios bioactivos, cuya estructura quimica y fisica permite la liberacion
de iones al ambiente y la consecuente nucleacion y cristalizacion de apatitas en la superficie del
implante, generando un entorno adecuado para la proliferacion de células caracteristicas del tejido
que se busca reestructurar [7,8]. La tercer generacion abarca el desarrollo de biomateriales
involucrados en la estimulacion de respuestas celulares a un nivel molecular, el disefio de este tipo
de materiales ha involucrado la modificacion de biomateriales previamente establecidos, los vidrios
bioactivos y otros polimeros como el quitosano han sido dotados de la propiedad de establecer una
serie de estimulos que conllevan a la proliferacion celular, la diferenciacion e incluso la produccion
y organizacion de la matriz extracelular. Para ello se han disefiado procesos como el sembrado de
lineas celulares especificas o la funcionalizacion de la estructura de los biomateriales, con la
finalidad de liberar moléculas o iones como la hormona de crecimiento o el silicio, a fin de
estimular respuestas intracelulares y extracelulares [8]. En los ultimos 5 afios una cuarta generacion
fue propuesta por diferentes autores aunque la definicion de esta ain es dependiente del area de
especializacion de cada grupo, dichas definiciones coinciden en la modificacion de la superficie de
los biomateriales para la optimizacion de la interaccion biomaterial-organismo, ya sea a través de
la adicion de estructuras como nanocables de silicon para el monitoreo de los procesos bioeléctricos
[9], la funcionalizacion de estructuras a partir de materiales bioactivos [10] o el disefio en forma

de agentes particulados con una mayor area superficial [11].



2.1.1 Clasificacion de los biomateriales en base a su composicién
A lo largo del tiempo en que han sido desarrollados, los biomateriales han sido clasificados a partir
de sus propiedades, asi como de su funcidn, el tejido que buscan reconstituir o su composicion, a

partir de esta ultima los biomateriales se dividen en las siguientes categorias:

2.1.1.1 Biomateriales metalicos

En esta categoria se encuentran diferentes metales como los aceros inoxidables con cromo, el
cobalto, el niquel y/o niobio, entre otros, ademas de aleaciones especialmente disefiadas como el
acero al vanadio, elaborado para la fabricacion de placas y tornillos de fijacion. Sin embargo, el
uso de metales se ve limitado debido a la cantidad maxima de cada uno de estos elementos que es
tolerada por el organismo. Uno de los factores primordiales en la biocompatibilidad de los
implantes metalicos es su resistencia a la corrosion en ambientes vivos, debido a que las
consecuencias de la corrosion son la desintegracion del implante y por lo tanto el debilitamiento y
la liberacion de iones en altas concentraciones, pudiendo comprometer la salud e integridad de los

organos adyacentes [12,13].

2.1.1.2 Biomateriales poliméricos

Los biomateriales poliméricos se caracterizan por su amplia gama de formas, ya sea como espumas,
membranas o incluso suspensiones coloidales. Su constitucion quimica es muy variable
dependiendo de su origen, siendo posible su sintesis o su purificacion a partir de otros organismos,
como el poliuretano y el colageno respectivamente. Su principal funcion es en la cicatrizacion,
donde se busca acelerar el proceso de restauracion e incluso evitar procesos de infeccion a través
de la generacion de una capa protectora o la liberacion de agentes antimicrobianos. No obstante su
uso en la regeneracion de tejidos rigidos se encuentra también en desarrollo, donde algunos
materiales poliméricos como los fosfacenos, acido polilactico y los poliortoésteres, han sido

empleados para la reconstitucion de tejido dseo y cartilaginoso [14,15].

2.1.1.3 Biomateriales ceramicos

Estos biomateriales poseen una gran cantidad de propiedades que los vuelven adecuados para el
desarrollo de materiales prostéticos como su baja toxicidad, hipoalergenicidad, baja o nula
respuesta inflamatoria, alta capacidad de biofuncionalizacion, biocompatibilidad, bioactividad y la
capacidad de adquirir diferentes morfologias dependientes del método de sintesis. Debido a la

[naturaleza de su composicion basada en 6xidos como el 6xido de silicio, el 6xido de zirconio, el



oxido de calcio, entre otros, la estructura quimica puede ser modificada a partir de la formulacion
adecuada de la solucioén precursora, permitiendo determinar las mejores composiciones para la
regeneracion de tejidos, ademas, en base a las metodologias de secado se pueden obtener
biomateriales ceramicos particulados, andamios o incluso recubrimientos para otros biomateriales.
Sin embargo, el uso de estos se ve limitado en base a sus propiedades mecanicas debido a bajos

niveles en resistencia a fatiga [12,16—18].

2.1.1.4 Biomateriales compuestos

La definicion de material compuesto se refiere a la combinacidon heterogénea (en la escala
macroscopica) de dos o mas materiales cuya composicion, morfologia y propiedades fisicas, se
conjuntan para producir caracteristicas fisicas, quimicas y mecénicas controladas. Este tipo de
biomateriales tiene la propiedad de emplear las mejores caracteristicas de los constituyentes,
compensando las desventajas de un compuesto a partir de su conjugado, de forma similar a los
materiales ceramicos, los materiales compositos tienen la particularidad de ser ampliamente
adaptables, debido a la gran cantidad de combinaciones como es el caso del uso de polimeros
sintéticos y naturales para la fabricacion de implantes cardiovasculares a partir de poliuretano
impregnado de gelatina o colageno. A pesar de las grandes opciones que estos materiales poseen
aun existen limitantes como el fenémeno de delaminacioén en donde las fracciones del compdsito

se separan ocasionando que los implantes deban ser removidos [16,19].

2.1.2 Clasificacion de los biomateriales en base al tipo de aplicacion

Los diferentes biomateriales poseen diferentes aplicaciones dependientes de las caracteristicas
fisicas y quimicas que estos poseen, no obstante, aunque la mayoria de los biomateriales de
segunda, tercera y cuarta generacion se encuentran enfocados en el reemplazo, asistencia en la
sanacion y ayuda en el diagnoéstico, esto no limita que puedan ser empleados en areas como la

cirugia plastica.

2.1.2.1 Reemplazo de tejido dafiado o enfermo

Actualmente esta es el area prioritaria en el desarrollo de nuevos biomateriales, a partir del
desarrollo de la medicina regenerativa se busca la produccion de implantes con caracteristicas
como la biodegradabilidad, permitiendo que el organismo eventualmente reemplace el biomaterial
con una matriz de naturaleza biologica, haciendo uso de lineas celulares y las mismas propiedades

fisicoquimicas del injerto. En este tipo de materiales se busca de forma simultanea el reproducir la



estructura tridimensional del tejido a reemplazar en el implante, facilitando asi la asimilacioén por

parte del organismo [20].

2.1.2.2 Agentes coadyuvantes

Son aquellos materiales que aceleran o ayudan en ciertos procesos bioldgicos de los cuales depende
la reconstitucion del tejido, dentro de esta categoria se clasifican los biomateriales empleados en la
fabricacion de suturas, placas 6seas y tornillos. Dependiendo de la naturaleza del material estos

agentes pueden o no tener bioactividad o ser asimilados por el cuerpo humano [21,22].

2.1.2.3 Corrector de funciones

Una gran cantidad de biomateriales son desarrollados para la reconstitucion de funciones
bioldgicas, tal es el caso de los marcapasos y las lentes Opticas intraoculares, en este ultimo existen
destacan lentes elaborados a partir de silicon, acrilico y polimetilmetacrilato, cada uno con
diferentes ventajas y desventajas pero con la caracteristica comtn de ser biocompatibles, evitar la
generacion de tejido cicatrizante y principalmente tener propiedades opticas adecuadas [23], por
otro lado, en el caso de los biomateriales empleados en el disefio de marcapasos existen diferentes
caracteristicas deseadas para cada parte, se requieren metales bioinertes altamente resistentes a la
corrosion por urea que ademads sean capaces de convertir eficientemente una corriente eléctrica en
una sefial eléctrica, al mismo tiempo se requieren biomateriales flexibles y resistentes a estrés

mecanico y quimico para conducir la corriente eléctrica como el poliuretano [24,25].

2.1.2.4 Correccion cosmética

Debido a la variedad de defectos cosméticos que pueden existir, en esta area se involucran tanto
biomateriales implantados dentro del cuerpo humano como aquellos que buscan solo reemplazar
alguna imperfeccion fisica, teniendo en comun el requerir de una minima respuesta del cuerpo
humano hacia este, del mismo modo en esta categoria se hace uso tanto de biomateriales inertes
como bioactivos, ya sea el caso de implantes mamarios desarrollados a partir de materiales
poliméricos como el polidimetilsiloxano en conjunto con una matriz dérmica acelular, para asi
evitar la respuesta cicatrizante de los fibroblastos del estroma mamario [26,27], o algo de uso
externo como protesis de silicona sujetadas con sustancias adhesivas de composicion también

basada en silicio [28].



2.1.2.5 Ayudante en diagnosticos y tratamientos

Existen diversos dispositivos basados en biomateriales para ayudar al diagnostico y tratamiento de
enfermedades y traumatismos, desde los mas simples y comunes como lo son las agujas cuya
composicion evita respuestas alergénicas al introducirse en el tejido vivo, hasta aquellos tipos de
biomateriales que han sido desarrollados para la evaluacion del crecimiento y viabilidad celular a
partir del monitoreo de sefiales eléctricas, tal es el caso de los materiales hibridos desarrollados a
partir de coldgeno y andamios conformados de nanocables nanoelectronicos, cuya funcion es
analizar cualquier cambio eléctrico en el entorno a partir de dosificaciones de medicamentos o

cambios en el pH [29].

2.1.3 Clasificacion de las interacciones organismo-biomaterial

En el desarrollo de biomateriales se ha categorizado en 4 grupos principales los tipos de reaccion
que pueden ocurrir entre un biomaterial y el organismo una vez que este ha sido implantado, el tipo
de respuesta es dependiente de las propiedades fisicas y quimicas del implante ademas del lugar en

el organismo donde fue implantado.

2.1.3.1 Reaccion bioactiva

Este tipo de reacciones ocurre cuando se forma un enlace que une quimicamente al implante con
el tejyido. Este enlace interfacial evita el desplazamiento entre ambas superficies y ademas mimetiza
el tipo de interfase que es formada cuando el tejido vivo se repara a si mismo. El disefio de
materiales que generen este tipo de reaccion requiere del andlisis de la reactividad quimica, ya que
en el organismo la formacion de estas interfaces se encuentra en una constante reestructuracion

alcanzandose un equilibrio dinamico [30,31].

2.1.3.2 Reaccidn bioldgica casi inerte

También definida como reaccién aproximadamente inerte, se refiere a aquellos materiales que no
ocasionan cambios significativos en los tejidos proximos, sin embargo, su presencia si ocasiona el
desarrollo de capsulas fibrosas en su interfase. El grosor de esta capa se encuentra determinado
principalmente por la porosidad, la superficie y la composicion del implante, por ejemplo, debido
a las propiedades inertes de la alimina la capa fibrosa que se genera es delgada, en contraste con
los implantes metalicos, cuya alta reactividad ocasiona el desarrollo de capas mas gruesas. Ademas,
caracteristicas como la tasa de movimiento a la cual serd sometido el implante también ocasiona la

formacion de capas mas profundas [31].



2.1.3.3 Reaccion toxica

Las respuestas toxicas son el principal problema a evitar durante el disefio de biomateriales e
implantes, esto debido a que la liberacion de iones o nanoparticulas toxicas a partir de la corrosion
o del proceso de absorcion-resorcion puede ocasionar la muerte celular del tejido proximo al
implante, ademas, al tratarse de organismos con sistemas dindmicos estos iones o nanoparticulas

pueden migrar a través de los fluidos ocasionando un dafio sistémico al paciente [31,32].

2.1.3.4 Disolucion del implante

De forma similar a la reaccion bioactiva, en este tipo de interfaces intervienen cambios quimicos
que pueden llevar a la disolucion o resorcion del material, siendo reemplazado por tejido vivo. De
este modo, este tipo de interacciones se logran cuando el material posee una composiciéon que
permite su degradacion al entrar en contacto con fluidos corporales o lineas celulares especificas
como macréfagos u osteoclastos. Como un requerimiento adicional es necesario que los productos
generados a partir de la degradacion del material no sean tdxicos y tampoco ocasionen dafios

parciales a las células circundantes [31,33].

2.2 Biovidrio 45s5

El comienzo en la investigacion de los materiales ceramicos bioactivos ocurrid en la década de los
afos sesenta, un grupo de investigacion disefio un sistema basado en 6xido de sodio, 6xido de
fosforo, 6xido de silicio y 6xido de calcio, con un alto contenido de este ultimo. A partir de esta
composicion se elaboraron diferentes sistemas con variaciones en sus proporciones, siendo la mas
efectivas las alicuotas con una proporcion de 46.1 % de 6xido de silicio, 24.4 % de 6xido de sodio,
26.9% de 6xido de calcio y 2.6 % de o6xido de fosforo, dicha efectividad radica en la formacién de
una unién con el hueso, siendo solamente removible a partir de la fractura del hueso donde se ha
unido, a este biomaterial se le denomind como biovidrio 45s5 y ocasiond la entrada de los

materiales ceramicos en la medicina regenerativa y la ingenieria de tejido [13,34].

Los biovidrios poseen bioactividad en base a dos mecanismos quimicos, la union del implante de
biovidrio con el hueso se atribuye a la formacion de una capa de hidroxiapatita, la cual interactiia
con las fibras de colageno del tejido dafiado para formar un enlace. El proceso quimico en la
formacion de la capa de hidroxiapatita ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, la interaccion
bioldgica de dicha capa con el hueso del organismo hospedero no ha sido completamente

dilucidada. Las teorias mas aceptadas por los diferentes grupos de investigacion indican que la capa



de hidroxiapatita depende de la adsorcion de proteinas, la incorporacion de fibras de colageno, el
anclaje de lineas celulares caracteristicas de la osteogénesis (osteoclastos, osteoblastos y osteocitos
principalmente), la secrecion de matriz extracelular 6sea y finalmente su mineralizacion, no

obstante, dicha informacion atin debe ser confirmada [30].

El proceso quimico de la formacion de la capa de hidroxiapatita comienza con la liberacion e
intercambio de cationes de sodio, fosforo y calcio por protones del entorno, formando grupos
silanol en la superficie del biovidrio. El pH de la solucioén incrementa y la proporcion de silicio
comienza a incrementarse en el material. EI pH local permite que los iones hidroxilo comiencen a
romper los enlaces Si-O-Si, generando la aparicién de moléculas de hidroxido de silicio en la
solucion y una mayor cantidad de silanoles en la interfase del vidrio y el medio. Dicho incremento
ocasiona que los grupos silanoles comiencen a repolimerizarse formando una capa rica en silice,
posteriormente los cationes de calcio y el fosfato que se liberaron en el entorno comienzan a migrar
hacia la nueva capa de silica condensandose y formando una segunda capa de CaO-P»Os,
finalmente, dependiendo del tipo de medio en que se encuentre y de la disponibilidad de iones,
dicha capa comienza la incorporacion de grupos hidroxilo, carbonato o incluso cloruro desde la

solucion, ocasionando un proceso de cristalizacion de la capa de hidroxiapatita [30,35].

2.2.1 Clasificacion de los biovidrios

A partir del desarrollo del biovidrio diferentes composiciones han sido propuestas, aunque todas
manteniendo en comun la formacion del enlace entre hueso y biomaterial a partir del proceso de
formacion de hidroxiapatita en la superficie, asi tres categorias se han posicionado como las

principales en este tipo de materiales ceramicos.

2.2.1.1 Biovidrios base silicio

Como se ha mencionado previamente esta composicion es el primer disefio elaborado para los
vidrios bioactivos, su estructura es prioritariamente 6xido de silicio y suelen adicionarse los 6xidos
de sodio, calcio y fosforo, ademas de otros elementos para conferir nuevas propiedades al material
como la plata o el cobre. La biocompatibilidad de estos compuestos ha sido estudiada en busca de
determinar el efecto que sus constituyentes generan en el cuerpo. La mayor parte de los iones
liberados como el calcio y el fosforo se condensan dando lugar a la formacion de la capa de
hidroxiapatita, mientras que el silicio liberado es tan abundante que aunque una fraccion de este se

convierte en una nueva capa de 6xido de silicio para permitir la nucleacion de la hidroxiapatita,
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otra fraccion de hidréxido de sodio e incluso fragmentos pequenos del implante se mantienen en el
medio hasta que son consumidos por fagocitos y finalmente excretados[36,37]. A raiz de trabajos
donde durante la implantacion de alicuotas de biovidrio 45s5 en periodos de hasta 7 meses en
conejos, se ha determinado una tasa de excrecion de 5.4 miligramos por dia, siendo el limite
maximo tolerable de 93 miligramos por dia, asegurando el evitar cualquier fallo de tipo renal en

los organismos debido a una sobrecarga de iones[38].

2.2.1.2 Biovidrios base boro

Una serie de biovidrios han sido desarrollados a partir del 6xido boro, este elemento no suele
encontrarse en el tejido dseo, pero ha demostrado que posee las caracteristicas necesarias para
presentar bioactividad. La incorporacion de este elemento ocasiona una hidrolisis mas rapida y
completa del implante, esto se debe principalmente a la baja durabilidad de este compuesto en los
medios fisiologicos, llevando a la formacion de hidroxiapatita a partir de un proceso similar al del
biovidrio 45s5 pero sin la formacion de la capa de 6xido de silicio. El boro y su rapida hidrdlisis
hace de estos materiales buenos candidatos para la liberacion de medicamentos en zonas
controladas, sin embargo debido a que no es un elemento propio del organismo existe cierta
controversia en cuando a sus propiedades citotoxicas, su rapida hidrdlisis ocasiona un efecto
citotoxico muy alto en modelos estaticos pero en modelos dindmicos este efecto se ve disminuido,
tal es el caso de injertos implantados en tejido subcutaneo de ratén donde no se detectd ningln tipo

de respuesta toxica en el organismo [1,37,39].

2.2.1.3 Biovidrios base fosfato

Este tipo de vidrios como su nombre lo indica esta principalmente conformado por 6xido de fosforo
(P20:s), el cual forma una red cristalina que puede poseer sustituciones como 6xido de calcio y
oxido de sodio, debido a que los elementos que conforman este tipo de biovidrio también se
encuentran en los huesos, se garantiza una afinidad total con el hueso a diferencia de los materiales
que contienen oxido de silicio y 6xido de boro, cuyos efectos a largo plazo atn no han sido
determinados del todo. Este tipo de materiales permite ademas modificar la solubilidad del material
y por lo tanto la tasa de formacion de hidroxiapatita, esto a partir de la modificacion en las
fracciones estequiométricas de fosforo, calcio y sodio, lo que ocasiona la aparicion de diferentes
fases cristalinas con diferentes solubilidades, donde el incremento en la fraccion de 6xido de calcio

disminuye la solubilidad y el incremento de 6xido de sodio aumenta dicha propiedad [40,41].
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2.2.2 Técnicas de sintesis sol-gel para particulas de biovidrio

Los materiales ceramicos particulados han sido de gran utilidad clinica en el desarrollo de uniones,
refuerzo de uniones, relleno de cavidades y para el desarrollo de protesis mas complejas para el
reemplazo de hueso perdido ya sea de forma parcial o total, en particular los biovidrios han
demostrado una alta bioactividad con respecto a otros materiales ceramicos e incluso superior a la
propia fase mineral del hueso aun tratdindose de injertos autdlogos disminuyendo tiempos de
aproximadamente dos meses a solo dos semanas, dependiendo del tipo de sintesis, esta reactividad
puede atribuirse al método por el cual se pueden obtener, dotandose de diferentes propiedades
fisicas, lo cual ha dado lugar a diferentes técnicas cada una con diferentes ventajas y desventajas

[42].

El método sol-gel es un proceso quimico que se realiza en condiciones acuosas para producir
materiales a partir de bloques como lo es el silicato tetrahédrico y otros iones como el fosforo,
calcio y sodio, este proceso involucra un proceso de hidrolisis y un proceso de condensacion de los
precursores, posteriormente una etapa de secado y otra de estabilizacion. Es posible controlar
propiedades como la morfologia y la composicién mediante un disefio adecuado en los parametros
de procesamiento, entre los que se incluyen las fracciones de los precursores, acidez del medio de
reaccion, factor de dilucion, temperatura, entre otros. Cominmente se emplea Tetraetil ortosilicato
(TEOS) para la sintesis de biovidrios cuya estructura se fundamenta en 6xido de silicio, asi los
procesos de sintesis suelen realizarse en medio acuosos o etilicos. Los procesos de sintesis sol-gel
suelen efectuarse en condiciones 4cidas o alcalinas, donde un exceso de iones H3O" favorece el
proceso de hidrdlisis pero limita la tasa de condensacion, siendo el caso contrario en un medio
alcalino donde se favorece la condensacion pero se limita la tasa de hidrolisis dando lugar a la
formacion de estructuras relativamente grandes, indicando las condiciones de sintesis 4cidas como

las més adecuadas para materiales nanoestructurados con altas areas superficiales [43].

En una sintesis sol-gel normal se comienza con la hidrélisis de TEOS el cual posteriormente se
condensa formando nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO2) que daran lugar a la produccion de
soles, a los cuales se agregaran otros precursores que se hidrolizardn de forma consecutiva,
condensandose simultineamente con mas 6xido de silicio y los precursores anteriores, generando
asi estructuras conformadas de una red continua de diferentes atomos entrelazados mediante

puentes oxo (-O-), las cuales se pueden encontrar de forma unitaria o de forma aglomerada. Estos
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productos suelen ser sometidos a procesos de secado posteriores para eliminar productos
secundarios y diferentes tipos de contaminacién que se puedan adquirir del medio, denominada
como contaminaciéon de co-condensacion, donde iones pueden quedar atrapados o adheridos

mediante interacciones quimicas durante el proceso de crecimiento de los soles [42,44].

2.2.2.1 Catalisis alcalina

Este proceso de sintesis es también conocido como el método Stober, cominmente se ha empleado
para la formacion de construcciones esféricas monodispersas de 6xido de silicio, aunque es posible
su implementacion en otro tipo de materiales cerdmicos en base a titanio o carbono o hibridos como
el biovidrio. En este método los precursores como el TEOS se mezclan en un medio compuesto
por agua, alcohol e hidréxido de amonio en condiciones de agitacion, lo que da lugar a un medio
altamente alcalino. La formacion de particulas dispersas se atribuye principalmente a las fuerzas
repulsivas que se generan entre las particulas debido a la presencia de iones OH-. Debido a que la
sintesis de biovidrio requiere de la adicién de otros precursores en el proceso de sintesis (ademas
del TEOS) que finalmente conformaran parte del biovidrio, es necesario realizar un escrutinio
adecuado de las condiciones de pH y la relacion TEOS/H>0, debido a que la presencia de estos
atomos da lugar a modificaciones de carga, ocasionando que la repulsion generada por los iones
OH- no sea suficiente y comience un proceso de agregacion no controlada que desencadenaria
situaciones de heterogeneidad en la dispersion de diametro de particula, formas irregulares, entre

otras [44].

2.2.2.2 Catélisis acido/base

Es posible la elaboracion de nanoparticulas de biovidrio mediante procesos catalizados por acido,
sin embargo, debido a la lenta condensacion que conlleva es necesaria la adicion de un catalizador
basico que evite la formacion de estructuras aglomeradas, en esta estrategia se emplea un proceso
de hidrolisis en condiciones acidas de TEOS y el resto de precursores, para posteriormente cambiar
el entorno a un medio alcalino en el cual se acelera la formacién de nanoparticulas, sin embargo,
durante este proceso es practicamente imposible evitar la desestabilizacion de una fraccion de
nanoparticulas lo cual da lugar a dispersiones de didmetro en el producto final. Para evitar este
proceso de desestabilizacion se suele emplear este método en conjunto con métodos
complementarios como el uso de surfactantes como el polietilen glicol, cuya funcidén es mantener

el tamafio y dispersion de las nanoparticulas conformadas durante el proceso de cambio en el pH y
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hasta que se dé el proceso de secado, otra desventaja en este tipo de sintesis es que en caso de
manejarse precursores metalicos es posible que estos se adhieran a las nanoparticulas de biovidrio
en forma de nanoparticulas mas pequefias de este, es decir, no se incorporan como iones sino en

una estructura definida [44,45].

2.2.2.3 Post-modificacion en derivados sol-gel

En este tipo de metodologia se requiere de la previa obtencidon de nanoparticulas de 6xido de silicio,
las cuales son relativamente mas sencillas de sintetizar por métodos como la catélisis alcalina o la
catalisis 4cida/alcalina, dichas nanoparticulas son posteriormente modificadas con otros elementos
mediante tratamientos como la inmersion de estas en sales precursoras por periodos de tiempo
suficientes para que se desencadene el proceso de absorcion de estos elementos en las
nanoparticulas, posteriormente se realizan tratamientos de calcinacion a alta temperatura para
conducir los iones en la red de silicato de las particulas. La ventaja de esta estrategia es el evitar la
formacion de nanoparticulas a partir de solamente precursoras, aunque existen desventajas como
la cantidad limitada de espacios en las nanoparticulas de biovidrio donde los elementos puedan
absorberse e incluso la formacion de un nanocomposito con diferentes propiedades de disolucion
en cada uno de sus componentes, dando lugar a materiales cuya bioactividad puede verse afectada
debido a la tasas de solubilizaciéon mas altas en los elementos agregados durante la post-

modificacion y una tasa menor en la nanoparticula base debido a los dos tratamientos térmicos que

esta ha recibido [40,44,46][44][44][44][44][44][44][44][44][44][44][44][44][44][44].

2.2.2.4 Técnica sol-gel asistida por microemulsion

Las microemulsiones son mezclas liquidas isotropicas de una fase oleosa, una fase acuosa y
surfactantes, que ademds se consideran estables termodinamicamente. Al contrario de las
emulsiones convencionales, las microemulsiones requieren de procesos de mezclado para la
formacion de microgotas que se estabilizan finalmente mediante los surfactantes. Estas pueden ser
clasificadas en tres tipos: fase oleosa dispersa en agua, agua dispersa en una fase oleosa y
microemulsiones bicontinuas. En el caso particular de la sintesis de nanoparticulas de biovidrio por
microemulsion, el producto final es una nanoparticula con la composicion del biovidrio, pero se
encuentra contaminada por surfactantes, parte de la fase dispersante y catalizadores. Los procesos
de hidroélisis y condensacion propios de la sintesis sol-gel se realizan dentro de las microgotas de

precursores formadas en la microemulsion, las cuales se encuentran rodeadas de un surfactante el
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cual funciona como un reactor miniatura. En esta metodologia es necesario estandarizar
adecuadamente las condiciones de agitacion, temperatura y fraccion de surfactante ya que, debido
a los procesos quimicos ademas de la dicha agitacion mecénica, dan lugar a una suspension de tipo
dinamico, donde las microgotas colisionan frecuentemente mediante un movimiento Browniano,
formando gotas mds grandes incrementando la variabilidad en la dispersion de didmetro y
perdiendo la caracteristica nanoestructurada de sus productos. Un posterior proceso de lavado para
la eliminacion de las especies organicas como el surfactante ayuda a mantener la individualidad de
las nanoparticulas debido a que, de no retirarse las especies organicas, se da lugar a procesos de
agregacion de las nanoparticulas, lo cual permite que se pueda realizar el proceso de secado o
calcinacion sin sacrificar la morfologia, eliminando la ltima fraccion de estos compuestos que no
se encuentran relacionados con la composicion del biovidrio. Una ventaja adicional de este proceso
es la facilidad con la cual se obtienen sistemas aislados que forman nanoparticulas y la forma de

evitar los procesos de aglomeracion cuando no son requeridos [44].

2.2.2.5 Técnica sol-gel asistida por aerosol

En esta técnica se aborda la produccion de materiales dentro de la escala nanométrica mediante el
uso de una flama que desencadena la combustion de los precursores para formar un aerosol, que
en conjunto con la sintesis sol-gel da lugar a materiales de estructura mesoporosa. Particularmente,
en la sintesis sol-gel asistida se parte de la preparacion de una solucion donde los reactivos
precursores se hidrolizan en un medio acuoso adecuado, posteriormente, esta fase sera llevada a
una fase de aerosol, donde las microgotas que lo conforman actuaran cada una como un reactor
individual (de forma parecida a la sintesis de microemulsion), con la caracteristica de que, en un
principio la concentracion de los precursores serd menor a la final, debido al proceso térmico que
da lugar a la evaporacion del solvente alcanzandose una concentracion denominada como
concentracion critica de micelas, el producto después de la aspersion es secado por contacto con
una corriente de aire caliente entre 80 y 90 °C, dando lugar a la formacion de agregados esféricos
mesoporosos de aerogel, posteriormente se realiza una etapa de combustion durante la cual se
eliminan las especies organicas y las nanoparticulas en los agregados finalmente quedan
estabilizadas. Esta técnica suele ser combinada con técnicas como la microemulsion lo que da lugar
a la formacion de micelas atin mas definidas limitando el crecimiento del tamafio e particula, esto

debido a que la produccion de las gotas suele ser mediante un proceso en condiciones turbulentas
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lo que da lugar a una dispersion de diametro muy grande que se ve reflejada en productos con

agregados de particulas con didmetros diversos [43,47].

2.2.2.6 Otros métodos basados en sintesis sol-gel

Debido a la versatilidad de la técnica sol-gel para ser acoplada a otros métodos se han disefiado
diversos procedimientos como el secado por aspersion cuya temperatura de estabilizacion para las
particulas puede involucrar altas temperaturas (180 °C) o bajas temperaturas (-190 °C)
denominandose como Spray Dryer o Freeze Dryer respectivamente, en estas técnicas se tiene como
un procedimiento comun la preparacion de una solucion de los reactivos precursores, donde se
hidrolizaran y se dara lugar a la formacion de los primeros soles, en esta metodologia se favorece
la erradicacion de construcciones de un solo elemento, es decir, da lugar a particulas de
composicion homogénea. Debido a la naturaleza del proceso se da preferencia a sintesis catalizadas
por acido, donde se obtienen tasas de hidrolisis superiores a la tasa de condensacion, evitando la
necesidad de un cambio de medio a alcalino mediante los procesos térmicos posteriores que
estabilizan las nuevas particulas, en esta técnica también se genera un aerosol donde cada gota
funciona como un reactor individual, debido al proceso de estabilizacion inmediato no es
indispensable el uso agentes surfactantes y las particulas no suele presentar grandes distribuciones
de tamafio, aunque es necesario que una serie de condiciones sean previamente establecidas como
la concentracion de los precursores, la tasa de flujo, la temperatura del tratamiento térmico, la
presion de la fase dispersante (gas), el pH e incluso la naturaleza de los materiales, donde algunos
suelen presentar procesos de aglomeracion aun después de haber sido estabilizados. Este tipo de
tratamientos da lugar a ventajas adicionales como la posibilidad de formar mezclas con otros
materiales con morfologias y composiciones especificas, como agregados que forman

construcciones complejas que no pueden ser logradas mediante otro tipo de sintesis [44,48].

2.2.3 Propiedades antimicrobianas de agentes dopantes

Los agentes dopantes metalicos como la plata y el cobre han demostrado capacidades
antimicrobianas las cuales han sido explotadas por diferentes culturas a lo largo del tiempo, en el
caso particular de la plata se han estudiado una gran variedad de mecanismos para su empleo,
siendo principalmente usada en su forma ionizada mediante soluciones acuosas o como polvos
como suspensiones de compuestos de ésta como la sulfadiazina de plata- Por otro lado el cobre ha

sido empleado principalmente como polvos que se adicionan a los nutrientes de las plantas para
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que este inhiba el desarrollo tanto de bacterias como de hongos patdgenos. Aunque este tipo de
tratamientos han caido en desuso, su empleo ha emergido nuevamente debido a procesos de
resistencia a antibioticos por parte de los microorganismos, siendo identificados al dia de hoy solo
dos plasmidos, uno denominado pMG101 aislado de Salmonella typhimurium el cual contiene 7
genes con dos marcos de lectura abiertos cuya funcion atin no ha sido completamente dilucidada,

y otro denominado pUPI199 el cual se aislo de Acinetobacter baumannii [49].

Debido a que la plata en estado metalico se oxida inmediatamente y su 6xido es practicamente
inerte, se requiere de un proceso de activacion en el cual se lleva a un estado ionizado o conjugado
con algln otro compuesto como triptdéfano, la funcién antimicrobiana de la plata consiste en su
interaccion con los elementos propios de las células bacterianas. Por ejemplo, en Escherichia coli
y Staphilococus aureus, mediante microanalisis de rayos X (FRX), se ha determinado que la plata
ionizada puede ingresar a través de la membrana celular para posteriormente interactuar con el
azufre contenido en las diferentes biomoléculas que se encuentran en el citoplasma dando lugar a
la desestabilizacion del equilibrio osmoético y la desnaturalizacion de proteinas cuya estructura
secundaria, terciara y cuaternaria se encuentran estabilizadas mediante puentes disulfuro
ocasionando la condensacion de granulos que finalmente desencadenan la apoptosis; paralelamente
en el analisis FRX de Staphilococus aureus se ha encontrado una desestabilizacion de la union de
la pared celular con la membrana plasmatica, donde la membrana se encontraba encogida y
arrugada con altos niveles de plata y fosforo, lo cual en conjunto con ensayos de comparativos con
Eschericha coli demostr6 que la cantidad de plata que logra ingresar al citoplasma e interactia con
las biomoléculas es dependiente del grosor de la capa de péptido glicano que estas poseen, siendo
un porcentaje de los iones atrapados en la membrana dando lugar a modificaciones morfoldgicas
que no necesariamente conllevan a la muerte celular. Otro mecanismo propuesto es el ingreso de
los iones de plata y su interaccion con el material genético, dando lugar a la formacion de una
estructura altamente condensada la cual puede reaccionar con los grupos tiol de las proteinas dando
lugar a la muerte celular, debido a su interferencia con la replicacion, la transcripcion y por lo tanto

la traduccion a proteinas [49-52].

El cobre es capaz de desencadenar procesos que conllevan a la muerte celular de una forma similar
a la plata, se ha demostrado que los iones de cobre son capaces de desestabilizar las membranas

plasmaticas de Escherichia coli dando lugar a la perdida de la permeabilidad, que conlleva a la
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liberacion de metabolitos como aminoacidos o iones de potasio hacia el entorno, esta
desestabilizacion por parte del cobre hacia la membrana es infundada en la capacidad del cobre
para generar radicales libres que promueven la peroxidacion de los lipidos que conforman la
membrana. De forma anédloga a la plata el cobre también puede interactuar con los acidos nucleicos,
debido a que posee una alta afinidad a las hebras de acido desoxirribonucleico (ADN)
desestabilizando los puentes de hidrégeno que dan la especificidad entre los nucledtidos,
desnaturalizando la doble cadena e inhibiendo la replicacion y otros procesos metabolicos. El cobre
ademas de reaccionar con el azufre contenido en las proteinas como lo hace la plata, es capaz de
modificar los aminoacidos que la conforman, dando lugar a la formacion de acido aspartico en
aminoacidos cuya sustitucion originalmente era una histidina, este mecanismo aunque no se
encuentra dilucidado por completo se ha demostrado que es realizado por el cobre mediante la
formacion de radicales libres, modificando asi la estructura primaria y, consecuentemente,

perdiendo la actividad original de dicha proteina [53-55].

Uno de los métodos mas aceptados para el suministro de iones de plata es mediante un agente
solido, ésta tecnologia emergio del uso de zeolitas de plata a partir de la cual en condiciones
liquidas se da una liberacion paulatina de iones de plata los cuales son adquiridos por las bacterias
que se encuentran cercanas a esta, dafiando la membrana celular y posteriormente incorporandose
al citoplasma, este tipo de tecnologias puede y ha sido extrapolado a su uso en biomateriales, donde
se emplea a la plata u otros metales como un agente dopante que se intercala en la estructura del
implante, liberando de forma paulatina los iones de dicho material mediante procesos de hidrolisis,
ya sea para la condensacion de fases minerales o la incorporacion de estos en agentes patdgenos

como bacterias u hongos [56].

2.3 Aplicaciones del biovidrio 45s5 a tratamiento de enfermedades

Existen diferentes padecimientos cuyo tratamiento se puede abordar desde el punto de vista de los
biomateriales o los materiales nanoestructurados, ya sea para la liberacion controlada de farmacos,
el reemplazo de tejido enfermo o incluso la estimulacion de ciertas respuestas por parte del
organismo, tal es el caso de la diabetes. El dia de hoy la poblacién mexicana experimenta una grave
problema en cuanto a enfermedades de tipo cronico como la diabetes, siendo esta una de las
principales causas de muerte en el pais, apenas en el 2008 un anélisis elaborado por el INEGI

determind que debido a esta enfermedad se reportaron 75572 muertes que corresponde al 14 por
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ciento de las muertes totales registradas en ese afo, siendo todas y cada una de estas personas
susceptible a la perdida de extremidades debido a las complicaciones que esta ocasiona, ademas,
se unen a esta estadistica todas las personas que tienen que vivir dia a dia con esta terrible
enfermedad, siendo reportado un 9.8 por ciento de la poblacion total, personas que aunque no han
visto finalizada su vida, si han sufrido una disminucién en cuanto a la calidad de esta, siendo mas
severa conforme avanza la edad del paciente. Es asi, que el uso de biomateriales nanoestructurados
en la medicina es de vital importancia en la busqueda de tratamientos nuevos que no solo
prolonguen la vida, sino que mejoren la calidad de vida del paciente, haciendo de este nuevamente

un integrante productivo no solo para la sociedad o su familia, sino para si mismo.

2.3.1 Osteomielitis necrosante

La osteomielitis es un padecimiento infeccioso en los huesos que es ocasionado por
microorganismos piogénicos, debido a que el hueso es un tejido altamente resistente a la infeccion
estos procesos son poco comunes en pacientes sanos, sin embargo, existe una alta incidencia en
pacientes con desordenes metabdlicos y traumatismo por presencia de objetos extrafios que dafian
la integridad del hueso. Esta puede ser de origen hematdgeno (a través de la sangre), infecciones
continuas o insuficiencia vascular, donde la diabetes es un factor de alto riesgo para el desarrollo

de este tipo de padecimientos.

El principal agente causante de este padecimiento es el Staphylococcus aureus el cual es capaz de
sobrevivir de manera intracelular en los osteoblastos, ademads, el proceso de respuesta del
organismo mediante fagocitos los cuales producen radicales libres de oxigeno y enzimas
proteoliticas, las cuales en conjunto con las biomoléculas producidas por las diferentes lineas
celulares que se encuentran en el hueso (osteoblastos, osteoclastos y osteocitos) para la
remodelacion del hueso, dan lugar a la lisis del tejido d6seo circundante, facilitando que los
productos piogénicos del patdgeno se dispersen por los canales vasculares y aumente la presion
intradsea, causando alteracion en el flujo sanguineo, isquemia y posteriormente necrosis dando
lugar a la osteomielitis aguda. Actualmente, los tratamientos para este padecimiento consisten en
la atencion rapida con antibioticoterapia empirica, para posteriormente realizar un analisis
microbiologico para la adecuacion en la administracion del antibidtico seguido de un proceso
denominado desbridamiento donde en caso de ser viable elimina la fraccion comprometida del

tejido 6seo, siendo necesario manejar el espacio vacio mediante mioplastia, transferencia de tejido
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libre y altas dosis de antibiotico localizado en el area especifica o se opta por la amputacion en
casos de necrosis donde la estructura completa del hueso se encuentra comprometida [57,58], este
tipo de esquemas en los tratamientos da lugar al empleo de materiales como el biovidrio cuyas
caracteristicas permiten realizar tratamientos integrales donde, a partir de un solo biomaterial se
puede realizar la correccion del tejido perdido o en un caso mas drastico podria ser empleado para
la produccion de implantes para reemplazar huesos enteros, ademas de obtener actividad antibiotica
mediante iones de metales cuyas propiedades permiten eliminar procesos infecciosos como los
producidos por Staphylococcus aureus los cuales pueden desarrollar resistencia a los antibidticos

al tratarse de infecciones arraigadas durante mucho tiempo en ciertos casos.

2.3.2 Enfermedad arterial periférica

Es un conjunto de cuadros sindrémicos, agudos o cronicos que se derivan de una enfermedad
arterial oclusiva, el cual limita el flujo sanguineo hacia y en las extremidades, mayoritariamente el
proceso patologico subyacente es la enfermedad arterioesclerdtica y afecta preferentemente a la
vascularizacion de las extremidades inferiores, clasificAndose en isquemia funcional e isquemia
critica, donde la primera se refiere a cuando existe una correcta irrigacion sanguinea en condiciones
de reposo pero esta es insuficiente en condiciones de exigencia como el ejercicio, contrario al a
isquemia critica en la cual existe una reduccién en el flujo sanguineo atin en estado de reposo lo

que da lugar a dolor o lesiones troficas.

El mecanismo mediante el cual se desarrolla esta condicion es la presencia de estenosis arteriales
que se desarrollan hasta formar una oclusion arterial completa, lo cual se traduce en un mayor o
menor grado de desarrollo de vias colaterales de suplencia. Cuando el desajuste entre las
necesidades de los tejidos periféricos y el aporte de sangre se produce de manera abrupta se genera
una estructura conocida como placa de alto riesgo que consiste en un deposito excesivo de lipidos

y tejido conectivo, lo cual se define como un cuadro de isquemia aguda de origen trombdtico [59].

Las placas de alto riesgo de las arterias encontradas en las extremidades inferiores son muy
estenoticas y fibrosas, lo cual se relaciona con un estado de coagulabilidad extremadamente alto
que influye en gran forma en el desarrollo de dichos eventos de isquemia aguda. Estas lesiones al
igual que las encontradas en arterias coronarias, se encuentran normalmente compuestas por un
gran nucleo lipidico extracelular ademas de un gran nimero células espumosas, recubierto por una

fina cubierta fibrosa susceptible de rotura. Donde las zonas donde la capa fibrosa es mas delgada
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y hay un mayor numero de células espumosas es también la mas vulnerable y dada a generar los

eventos de caracter agudo [59].

Las estrategias propias del organismo para evitar este tipo de complicaciones se basan en el
aprovechar la evolucion paulatina de las estenosis arteriales para la generacion de vias colaterales
de suplencia, sin embargo, esta estrategia solo es viables para pacientes cuya afectacion arterial es
en una unica zona, mientras que en pacientes que presentan varias areas afectadas no esta no es
suficiente para lograr el reabastecimiento de nutrientes y normalmente desencadena isquemia
critica u oclusiones infrapopliteas (en el caso especifico de los pies) que en conjunto con los habitos
diarios como el caminar, estar de pie o incluso el tipo de calzado dan lugar a condiciones de presion
que finalmente ocasionan la formacion de ulceras y gangrena, que suelen ocurrir sobre la parte
plantar media del pulgar, bajo las cabezas meta tarsales y sobre el dorso de los dedos de garra

[59,60].

Dentro de las estrategias abordadas para resolver esta problematica se encuentra el uso de
medicamentos para deteriorar la placa aun madura, sin embargo este procedimiento solamente
viable en individuos normales que no presentan algun tipo de sindrome metabdlico como la
diabetes, en los cuales se encuentran alteradas las funciones hematologicas que conducen a la
agregacion eritrocitaria, altos niveles de hemoglobina, adhesividad aumentada de las plaquetas e
incluso exceso de produccion de proteinas plasmaticas y algunos factores de coagulacion, debido
a lo cual no se considera posible y adecuado buscar la restauracion de los vasos capilares dafiados,
lo que da lugar a la busqueda de estrategias distintas entre la cual se puede encontrar la estimulacion
de la formacion de vasos capilares nuevos mediante procesos de angiogénesis controlada, dichas
estrategias han abordado la estimulacion de la formacion de estas estructuras, lo cual se puede
lograr mediante el uso de biomoléculas como el factor de crecimiento vascular endotelial, L-lisina

e incluso materiales bioactivos, entre otros [60].

En el caso del desarrollo de tejido vascular y al hecho de que los tratamientos para el
restablecimiento de la estructura vascular son de poca eficacia en pacientes con diabetes, se han
propuesto diferentes tratamientos, sin embargo muchos de estos no logran el desarrollo adecuado
del tejido nuevo ya que la deficiencia de irrigacion de oxigeno limita la respuesta de las células a
los tratamientos, asi, el uso de tratamientos como el uso de factores proteinicos del crecimientos

han cobrado importancia, no obstante es complicado definir si el tejido formado es viable debido
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a que suele ser poco ordenado, por otro lado, el uso de materiales como el biovidrio particulado
puede ser viable en el desarrollo de tejido nuevo, esto debido a que el proceso de reestructuracion
es logrado por medio de la estimulacion de diferentes procesos, que aun hoy en dia no se entienden
por completo, sin embargo se ha determinado que la liberacion de iones caracteristicos del
biovidrio da como resultado un entorno amigable y adecuado para la diferenciacion de células
como los osteoblastos, e incluso se ha encontrado correlacion en la expresion de grupos de genes
relacionados con la angiogénesis como lo es el factor de crecimiento vascular endotelial y el factor
de crecimiento de fibroblastos, esto sin la necesidad de biomoléculas o factores especificos para la

expresion de dichos genes [61,62].

Los biomateriales ceramicos como el biovidrio ofrecen alternativas como el uso de agentes
dopantes con los cuales se puede evitar el uso de antibioticos, esto es particularmente util debido a
que en el caso de la osteomielitis necrosante, los microorganismos gram negativos suelen generar
capas que rodean el area infectada y la erradicacion de estos mediante antibidticos de
administracion oral o intramuscular es complicada, requiriendo del uso de tratamientos paralelos
como el uso de rifampicina para desestabilizar las capas de microrganismos o la erradicacion por

medio de procedimientos quirurgicos [63],

2.4 Sistema 6seo humano

El esqueleto humano est4 conformado por 213 huesos sin contar los huesos sesamoideos, cada uno
de estos huesos se encuentra en un proceso de remodelacion constante para ayudarle a adaptarse a
las diferentes fuerzas biomecanicas que un cuerpo en desarrollo presenta, ademds al ser un
compuesto de diferentes fases €sta continua remodelacion permite la reparacion de hueso dafiado

o envejecido, para mantener una estructura adecuada [64].

Los huesos se dividen en cuatro categorias principales: largos como las claviculas o el humero,
cortos como los huesos tarsales o los huesos sesamoideos, planos como el craneo y las costillas e
irregulares como las vértebras y el coxis. Los huesos planos se encuentran formados principalmente
por formaciones O6seas membranosas, mientras que el resto de los huesos se componen de una
combinacion entre las formaciones 6seas membranosa y endocondral. Esta variedad de morfologias
da lugar a diferentes funciones siendo la principal el proveer de un soporte estructural, permitiendo
el movimiento y brindando proteccion a los diferentes 6rganos, ademas de estas, posee funciones

como el actuar de reservorio para minerales, proveer de factores de crecimiento y citocinas, ademas
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de proveer un entorno adecuado para procesos de formacion de gldébulos rojos en su interior

(hematopoyesis) [64].

Estructuralmente el hueso se compone de tres partes principales llamadas diafisis, epifisis y
metafisis. La diafisis se encuentra compuesta principalmente por hueso cortical (tejido Oseo
compacto) formando una estructura con una fraccion porosa de estructuras conicas menor a la
epifisis, constituyendo la parte alargada del hueso, mientras que la metafisis y la epifisis esta
compuesta principalmente de hueso trabecular (tejido 6seo esponjoso) rodeado de una capa delgada
de tejido cortical denso, la epifisis conforma los extremos de los huesos siendo unida a la diafisis

mediante la metafisis (Figura 1) [64,65].
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Figura 2.1 Anatomia del hueso [66].
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2.4.1 Células 6seas
El hueso es un drgano en constante cambio integrado por diferentes células con funciones
especificas que complementan unas a otras, las tres lineas celulares principales son los osteoclastos,

los osteoblastos y los osteocitos.

2.4.1.1 Osteoclastos

Los osteoclastos son la tnica linea celular con la capacidad de resorber hueso, los osteoclastos
activos son una linea multinucleada derivada de una linea macréfaga mononuclear la cual, aunque
es posible encontrarla en diferentes tejidos, principalmente proviene de la médula 6sea. Existe una
correlacion directa entre estas células y dos citocinas criticas en su formacion y desarrollo, RANKL
la cual es un ligando receptor activador para el factor nuclear K-B cuya presencia da lugar a la
diferenciacion de células precursoras y M-CSF la cual es un factor de estimulacion de colonias
macrofagas necesaria para la proliferacion y sobrevivencia de los osteoblastos, diferenciacion de
células precursoras y reacomodo del citoesqueleto, el cual es un paso necesario para la resorcion
de hueso. Dicha resorcion es dependiente de la secrecion de acido hidro clorhidrico y proteasas
como la catepsina K desde los osteoclastos, donde los iones de hidrogeno acidifican el medio
permitiendo la disolucion de los componentes de la matriz mineral del hueso mientras que la

catepsina K hidroliza la matriz proteinica principalmente conformada por colageno tipo I [67].

Los osteoclastos requieren de unirse al hueso para realizar el proceso de resorcion, para lo cual
cuenta con estrategias como la union a la matriz del hueso mediante receptores tipo integrina en la
membrana que se une a los péptidos de la matriz proteinica del hueso, particularmente la familia
de receptores tipo integrina 1 fijan a los osteoclastos al colageno, fibronectina, laminina, mientras
que la familia de receptores tipo integrina oyf3 unen al osteoclasto a la osteopontina y la
sialoproteina también del hueso [64,67]. Una vez unido el osteoclasto al hueso mediante el
citoesqueleto, se inicia un proceso de trasporte de vesiculas acidificadas hacia el lado de la
membrana que se encuentra unido al hueso, la insercion de estas vesiculas en el plasmalema da
lugar a una morfologia corrugada denominada membrana de volantes. Este nuevo organelo
resorbente contiene una gran cantidad de transportadores de protones para la formacioén de un
microentorno acidificado sirviendo también como una via para la exocitosis de catepsina K.
Adicionalmente la membrana ondulada da lugar a la polarizacion de la actina fibrilar en forma de

estructuras circulares conocidas como anillos de actina, estos rodean y aislan el nuevo
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microentorno acidificado permitiendo una mejor resorcion de la fase mineral y proteinica del

hueso.

2.4.1.2 Osteoblastos

Los osteoblastos son células especializadas en la produccion de biomoléculas de la matriz 6sea,
estos se producen a partir de células precursoras las cuales provienen de lineas celulares
pluripotentes que dan lugar a preosteoblastos que posteriormente se diferenciaran en los
osteoblastos, los cuales una vez que el hueso se encuentra correctamente estructurado se
diferencian de nuevo para dar lugar a osteocitos. Se pueden encontrar diferentes poblaciones de
osteoblastos con diferentes caracteristicas y expresando diferentes genes de forma simultanea,
aunque existe poco entendimiento sobre este fenomeno, se puede inferir que esta variabilidad es

consecuencia o necesidad de la gran heterogeneidad de morfologias de la matriz 6sea [64].

Los osteoblastos sintetizan y secretan principalmente colageno tipo I (uno de los principales
componentes de la matriz 6sea) y otras proteinas no colagenosas, entre las cuales se encuentran
proteoglicanos, proteinas glicosiladas y proteinas gama-carboxiladas. Aunque la mayoria de estas
proteinas no han sido asociadas con una funcioén determinada, se ha estipulado que se encuentran
involucradas en la regulacion de la deposicion de la fase mineral del hueso y la regulacion de la
actividad celular de otras lineas. Por ejemplo, se ha determinado que existe regulacion de los
procesos de remodelacion de hueso a partir de los niveles de osteocalcina, donde altos niveles de
esta biomolécula dan lugar a una menor cantidad de tejido 6seo, lo cual sugiere que los osteoblastos
poseen un proceso de control de la resorcion mediante la produccion de la osteocalcina, ya sea en
forma libre o adherida a la matriz del hueso, donde una alta actividad por parte de los osteoclastos
liberara a esta biomolécula de la matriz, evitando asi una sobreproduccion de hueso o una hidroélisis
excesiva de este. Otra proteina de gran importancia es la fosfatasa alcalina, la cuales es producida
en los osteoblastos y puede ser secretada en forma libre o unida a su superficie mediante un enlace
fosfoinositol, esta fosfatasa se encuentra relacionada de forma indirecta con la mineralizacion de
hueso debido a que es un factor de diferenciacion de los osteoclastos, ademas de estos procesos de
control en otras lineas celulares, los osteoblastos también poseen mecanismos de auto control como
lo es la osteonectina, una proteina relacionada con el crecimiento y proliferacion de los mismos

osteoblastos [64,68].
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2.4.1.3 Osteocitos

Los osteocitos son una linea celular derivada de los osteoblastos los cuales han perdido la capacidad
de realizar mitosis, estos forman una red de células dentro de la matriz mineralizada del hueso
comunicandose mediante estructuras denominadas dendritas que se extienden a través de los
diferentes canales porosos del hueso, su funcion principal consiste en la entrega de nutrientes,
oxigeno y biomoléculas de sefializacion. El mecanismo de sefializaciéon que da lugar a la
diferenciacion de osteoblastos en osteocitos no ha sido dilucidado por completo, aunque se ha
encontrado cierta correlacion de este proceso con la expresion diferenciada de productos génicos
como la fosfoglicoproteina de la matriz extracelular (MEPE), esclerostina y factor de crecimiento
23 de fibroblastos (FGF-23), siendo este ultimo un factor determinante de la homeostasis del
fosforo en el organismo. Los osteocitos funcionan como un sensor integral en el hueso, regulando
la masa de este en respuesta a cargas mecénicas y traumatismos, aunque el mecanismo que censa
el estrés mecanico no ha sido exactamente descrito existen hipotesis que indican que las dendritas
juegan un papel importante en su estimacion, por otro lado, el estrés se ve reflejado en el nivel de
expresion bajo de esclerostina, la cual se encuentra relacionada con procesos de apoptosis de los
osteoblastos dando lugar a una disminucién de la masa del tejido 6seo. De forma similar, la
produccion de prostaglandinas en los osteocitos se ha correlacionado con altas cargas o estrés
mecanico en los huesos, inhibiendo la produccion de esclerostina, evitando la inhibicion de la

osteogénesis al evitar la apoptosis de las células que intervienen en el proceso [69,70].

2.4.2 Fraccion mineral del hueso

La fase mineral del hueso se encuentra conformada principalmente por apatita conformada por
calcio y fosforo teniendo dos funciones principales, las cuales dependen en gran medida de la
forma, tamafio, composicion y quimica y estructura cristalina; sus funciones son actuar como un
reservorio de iones y proveer la estructura mecanica a los huesos. La primer funcion se encuentra
fundamentada en que aproximadamente el 99% del calcio, el 85% del fosforo, 90% del sodio y
50% del magnesio total de un cuerpo humano se encuentran en los huesos, dando lugar a un
reservorio distribuido a lo largo del cuerpo facilitando la disponibilidad de estos elementos donde
la concentracion de estos iones en los fluidos corporales se controla mediante la formacion de
cristales, dicho control es importante para mantener procesos en el organismo o in incluso para
limitar las concentraciones fisioldgicas maximas para mantener la viabilidad celular. Desde el

punto de vista estructural, las propiedades mecanicas del hueso son el resultado de la impregnacion
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de fases organicas suaves en los cristales de apatita, conformando un compdsito natural, donde la
fase mineral forma hasta un 60 por ciento de la materia solida de este, mientras que el resto se
conforma por biomoléculas y células. Esta fraccion mineral es también responsable de mantener la
arquitectura microscopica en la cual las células pueden habitar, desarrollarse y nutrirse [67]. Es
posible encontrar también minerales que no son apatitas en el hueso como los iones CO3>" y HPO4*
, estos se encuentran principalmente en las superficies hidratadas de los cristales de apatita, sin
embargo, debido a que estas especies son principalmente encontradas en dichas regiones hidratadas
y es dificil mantener estas condiciones de forma estatica, se incrementa la incertidumbre al
momento de realizar los analisis. En el caso de las diferentes metodologias de espectroscopia como
Raman e infrarrojo la muestra suele presentar un comportamiento amorfo debido a la presencia de
agua en la muestra, limitando la determinacion de las bandas picos caracteristicas de los
compuestos ubicados en regiones hidratadas, por otro lado, mediante difraccion de rayos X los
angulos de difraccion son dificiles de determinar debido a la poca cantidad de estos compuestos
[67]. Otros elementos como el magnesio y el sodio se encuentran embebidos en la estructura
mineral de la hidroxiapatita, donde su liberacién o almacenamiento se encuentran vinculados,
funcionando también como un reservorio para asegurar la disponibilidad de estos elementos a lo

largo del cuerpo.

2.4.3 Fraccion organica del hueso

La matriz extracelular del hueso que acompafia a las diferentes células y la fraccion mineral es
prioritariamente compuesta de proteinas colagenosas (Tabla 2.1), abarcando desde un 85 hasta un
90 por ciento, la principal de estas es el colageno tipo I encontrdndose trazas de colageno tipo III,
V y FACIT, siendo estos Ultimos colagenos asociados a fibrillas con su triple hélice interrumpida
cuya funcion es estabilizar las matrices extracelulares, encontrandose en esta categoria el colageno
de los tipos IX, XII, XIV, XIX, XX y XXI. Por otro lado, las proteinas no colagenosas componen
desde un 10 hasta un 15% de la proteina total, donde aproximadamente un 25% de estas es derivada
exogenicamente, como la albumina, la glicoproteina a2-HS, factores de crecimiento, entre otras
moléculas y biomoléculas, dando lugar a la regulacion de procesos de desarrollo celular y
mineralizacion del hueso. Particularmente, algunas lineas celulares como los osteoblastos producen
estas proteinas, tales como los proteoglicanos, proteinas glicosiladas, proteinas glicosiladas con
capacidades de adhesion y proteinas -carboxiladas, mientras que los osteoblastos producen otras
proteinas como la osteocalcina [64,71].
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Tabla 2.1 Proteinas de la matriz extracelular 6sea [64].

Proteina

Funcion

Proteinas colagenas
Tipo |
Tipo X
Tipo 11
Tipo V

Proteinas de suero
Albumina
Glicoproteina a2-HS

Glicoproteinas
Fosfatasa alcalina
Osteonectina

Proteinas SIBLING (Small Integrin-Binding
Ligand)

Osteopontina

Sialoproteina de hueso

Fosfoglicoproteina de la matriz extracelular

Glicoproteinas RGD
Trombospondinas
Fibronctina
Vitronectina
Fibrilina 1y 2

Proteinas acido g-carboxi glutdmico
Proteina Gla
Osteocalcina
Proteina S

Factores de crecimiento
IGF-1 E IGF-1I

TGF-b

Proteina estructural

Componente del cartilago hipertrofico

Puede regular el didmetro de fibrillas colagenas
Puede regular el didmetro de fibrillas colagenas

Disminuye el crecimiento de cristales de apatita
Estimula la mineralizacion por vesiculas

Hidroliza inhibidores de la deposicion mineral
Regula el diametro de fibras de colageno

Regula el diametro de fibras de colageno
Inicia la mineralizacién

Regula el metabolismo del fosfato

Uniodn celular

Ligado a células

Uniodn celular

Regula la formacion de fibras elasticas

Inhibe la mineralizacion
Regula osteoblastos e inhibe la mineralizacion
No determinada

Inhibe la mineralizacion
Induccion de hueso y coldgeno en respuesta a
fracturas
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2.5 El tejido vascular (vasos sanguineos)

Este tipo de tejido se encuentra rodeado de una matriz extracelular compuesta por proteinas
grandes, glicoproteinas, glicosa aminoglicanos y proteoglicanos, estas proteinas son
principalmente de forma fibrilar, confiriendo propiedades de fuerza de tension y resistencia a la
compresion. Las proteinas mds abundantes son el colageno y la elastina, en sus diferentes formas,
con una menor cantidad de fibronectina, vitronectina, entre otras. Este tejido contiene tipos
especificos de células que pueden producir y secretar proteinas ademas de soportar funciones
mecanicas como la contraccion y la migracion celular. Los vasos sanguineos tienen estructuras
concéntricas con diferentes capas, cada una con diferentes tipos de células y diferentes tipos de
proteinas. La seccidn interna consiste de una mono capa células endoteliales la cual forma una
apretada barrera no trombogénica entre el lumen del vaso y el resto de la pared del vaso sanguineo,
esta capa no solo es necesaria para evitar la formacion de coagulos sino también para la prevencion
de infecciones e inflamacion del tejido adyacente, esta capa se encuentra estabilizada por una capa
rica en laminina y coldgeno tipo IV, seguida de una capa libre de células conformada por elastina
llamada la lamina eléstica interna. En seguida de esta capa se encuentra la capa muscular que se
encuentra conformada por células musculares suaves (SMCs) o periocitos en el caso de los
microvasos capilares, los cuales se han especializado en funciones contractiles, se puede encontrar
colageno tipo I y III principalmente, paralelamente los movimientos de contraccion de las SMCs y
los periocitos se encuentran regulados por las células endoteliales del centro del vaso sanguineo o
directamente por el sistema nervioso. Posterior a esta capa muscular nuevamente se encuentra una
capa libre de células conformada por elastina y cubre al tejido interno separandolo de la adventicia,
que es la ultima capa del vaso sanguineo que se encuentra conformada principalmente por
fibroblastos y una matriz de coldgeno, siendo responsable de soporte estructural adicional mediante
el anclaje del vaso sanguineo al tejido circundante y de proporcionar un sustrato para la circulacion
de los mismos vasos sanguineos de menor diametro (Vasa vasorum venarum) a otros de mayor

diametro [72].

2.5.1 Células endoteliales

Las células endoteliales que conforman la capa mas interna de los vasos sanguineos han sido
reconocidas como un aspecto critico en la homeostasis vascular, cuyas funciones controlan el tono
vascular, la presion sanguinea, el trafico de leucocitos desde la sangre hacia los musculos, ademas

de mantener balanceada la relacion antitrombotica/anticoagulante. Sin embargo, una de las
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funciones menos reconocidas es su relacion con la angiogénesis, donde se ha determinado que las
células endoteliales dirigen la adquisicion de periocitos a partir tejido muscular mediante la
secrecion de sefnales moleculares que agrupan células mesenquimales indiferenciadas conllevando
a la maduracion de los vasos, estimulando directamente la mitogénesis de los periocitos que se
encuentran en el tejido muscular adulto, con la finalidad de que estos periocitos conformen la capa
externa del vaso capilar o sanguineo, madurando y completando la fraccion celular de los vasos

capilares [73,74].

Las células endoteliales se encuentran estrechamente relacionadas con trastornos metabolicos
como la diabetes debido a un fendmeno denominado como “memoria metabolica”, mediante el
cual se sugiere que condiciones de estrés oxidativo derivado de la hiperglicemia (niveles excesivos
de glucosa) da lugar a efectos detrimentales altamente conservados incluso después de la
restauracion de los niveles glicémicos mediante mecanismos epigenéticos aberrantes perpetuando
la disfuncion de las células endoteliales, encontrandose una correlacion entre los niveles de la
proteina p66 (enzima redox) y este proceso, cuya produccion se ve relacionada con altos niveles
de estrés oxidativo, reduccion en la disponibilidad de 6xido nitrico, muerte celular, inflamacion e
incluso resistencia a insulina. La alta cantidad de la proteina p66 se encuentra a su vez relacionada
con modificaciones epigenéticas persistentes como un alto nivel de acetilacion de la proteina
histona 3 y la hipometilacion del promotor CpG, al mismo tiempo la hiperglicemia se encuentra
relacionada con la inhibicién de la produccion de la proteina SIRT1 (sirtuina-1 deacetilasa
dependiente de NAD), la cual al ser suministrada de forma alterna y mediante su actividad
deacetilasa, permite restaurar los niveles de AMPK (proteina quinasa activada por adenosin
monofosfato de respuesta a estrés hipotoxico), MnSOD (enzima superoxido dismutasa mitocontrial
dependiente de manganeso de respuesta a estrés oxidativo) y VEFG (factor de crecimiento vascular
endotelial), devolviendo el desarrollo normal a las cé€lulas endoteliales [75,76], dicho efecto de
SIRT1 es posible de emular mediante diferentes moléculas sintéticas y biomateriales como la
metformina y el biovidrio 45s5, aunque el primero mediante la activacion directa de SIRTI y el
segundo mediante la estimulacion de la produccion de factores angiogénicos en células especificas

como se describira posteriormente [77,78].
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2.5.2 Requerimientos tridimensionales de las células endoteliales

El comportamiento metabdlico de las células endoteliales es dependiente del microentorno
tridimensional en que se encuentra, diferentes trabajos han dado lugar a datos que soportan
diferentes perfiles de expresion de productos de génicos los cuales aparecen dependiendo de la
forma en que se realiza el tejido, siendo evidente la diferencia entre modelos de crecimiento
tradicionales en dos dimensiones y modelos modernos como lo son los andamios biomiméticos
tridimensionales, por ejemplo en células cancerigenas de ovario se encontraron diferencias en la
cantidad de RNA mensajero codificante para los recetores de superficie tipo integrina a3/a5/bly la
proteasa MMP9 (metaloproteinasa 8 de la matriz extracelular), por otro lado, en células CRC
(células cancerigenas colorrectales) se ha demostrado también que existe un incremento en la
produccion de EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), AKT (proteina quinasa B) y
MAPK (proteina quinasa activada por mitdgenos), que finalmente se ven reflejados en el
metabolismo en diferentes partes como las cascadas de sefializacion en el transporte de glucosa o
incluso en la inhibicidn de procesos apoptéticos. Otro factor importante en el desarrollo de células
en un ambiente tridimensional es la adquisicion de nutrientes, a diferencia de los cultivos monocapa
donde las células se desarrollan adheridas a un entorno bidimensional en contacto con medio rico
en nutrientes e incluso factores de crecimiento ambos de forma homogénea, la monocapa producida
es normalmente homogénea en células viables debido a que las células necroticas suelen separarse
de la superficie y en condiciones in vitro e in vivo estas se eliminan durante los cambios de medio
o mediante la dindmica de fluidos del microentorno, lo que en conjunto, con las diferencias en la
expresion génica previamente mencionada, da lugar a diferencias en la morfologia, tasa de
proliferacion, diferenciacion, apoptosis y productos génicos, alterando la forma del tejido que se
busca regenerar o reemplazar [52,79], de esta forma el uso de andamios biomiméticos que emulan
el entorno natural de las células permite que se mantengan las condiciones naturales de
oxigenacion, flujo de nutrientes y moléculas de sefalizacion, ademas de la remocion de residuos,
dando lugar a los fenotipos caracteristicos de las células que se busca desarrollar con los productos

génicos que se producen de forma nativa [52].

2.6 Andamios biomiméticos
A diferencia de los implantes tradicionales en los implantes fabricados con biomateriales se busca
el reemplazar el tejido, su funcion o detectar ciertos estimulos, entre otras funciones. Asi, es

necesario el uso de estos en forma de andamios que imiten al tejido o que funcionen como una
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matriz extracelular. A partir de esto se pueden crear sustitutos para diferentes tejidos como la piel,
ligamentos, cartilago y tejido 6seo, permitiendo mejorar la calidad de vida en pacientes con
trastornos cronico degenerativos como la diabetes o el cancer en sus distintas convenciones. En
particular en el desarrollo de los implantes para la sustitucion de partes del sistema esqueletal, se
busca reproducir la arquitectura del tejido dseo esponjoso, debido a que es la forma nativa en la
cual el tejido se encuentra en una dindmica de remodelacion constante, permitiendo la proliferacion
de células y también su sembrado de forma in vitro. Estos andamios deben tener propiedades como
el facilitar la propagacion de células, la diferenciacion de tejidos y la optimizacion de las

propiedades mecanicas del tejido regenerado.

2.6.1 Propiedades de los andamios

El objetivo principal en el uso de andamios por parte de la ingenieria de tejido es el desarrollo de
sustitutos de tejido para mantener, mejorar o restaurar las funciones biologicas. Los andamios han
sido desarrollados con la finalidad de funcionar como ambientes amigables para la adhesion, la
proliferacion y la migracion celular, siendo capaces de satisfacer la necesidad inmediata de un

sustituto y el eventual reemplazo por tejido nuevo.

2.6.1.1 Porosidad

El disefio de andamios funcionales requiere de la generacidon de estructuras dentro del rango de 50
a 90 por ciento de porosidad, con un didmetro minimo de 100 micrometros. Sin embargo, los
diametros adecuados se dividen en dos rangos: el macroporoso y el microporoso, sin que sea
descartado un grupo de poros de otro en un mismo andamio, el rango de los macroporos se refiere
a aquellos cuyo diametro es superior a los 50 nandémetros o 0.5 micrémetros, estos poros son
esenciales para la difusion de nutrientes, iones y desechos generados por la red celular que se busca
desarrollar para la poblacion del implante. Por otro lado, los microporos son aquellos que tienen
un didmetro de menos de 2 nandmetros y los mesoporos cuyo didmetro es entre los 2 y los 50
nandmetros [80], ayudan en la capilaridad, la vascularizacion y las interacciones de la matriz
celular. De forma 6ptima ambas distribuciones deben ser lo més uniformes posibles en toda la

extension del andamio, para asi generar una correcta union e interaccion celular en todo el implante

[81,82].
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2.6.1.2 Biocompatibilidad

Como se ha mencionado previamente, la bioactividad es un requisito esencial en el disefio de
biomateriales y por lo tanto, también en los andamios fabricados a partir de biomateriales, en este
sentido se define la biocompatibilidad de un andamio a la capacidad de ser aceptado dentro de un
organismo sin la generacién de respuestas toxicas o la formacion de tejido de cicatrizacion,
fomentando la adhesion de células en su superficie permitiéndoles proliferar, formar redes y
diferenciarse. Esta propiedad es altamente dependiente de la composicion debido a la forma en que

ciertos compuestos generan respuestas en los organismos atn en bajas dosis [82,83].

2.6.1.3 Bioresorbilidad

Los andamios deben tener la capacidad de ser hidrolizados de forma similar a los tejidos propios
del organismo, ya sea por el medio acuoso como por células especializadas, a diferencia de los
biomateriales donde dicha actividad es principalmente para permitir la liberacion de iones para la
consecuente formacion de hidroxiapatita, en un andamio para regeneracion dsea, tiene ademas la
funcién de crear espacios para la formacion del nuevo tejido, tanto de la fraccidn mineral como la
fraccion orgéanica. El célculo de la velocidad 6ptima de la resorcion de los andamios de
regeneracion Osea aun no se ha determinado de forma concreta, existiendo aun un amplio rango
que varia entre los 3 y 9 meses, debido a las complicaciones renales que una tasa de resorbilidad

podria ocasionar debido a la gran cantidad de iones foraneos que el organismo debe procesar

[82,84].

2.6.1.4 Estructura tridimensional

Un componente clave en el diseno de andamios es la biomimeticidad, referida como la
reproduccidn de estructuras tridimensionales propias de los organismos y del tejido a reemplazar.
Particularmente en el disefio de materiales de regeneracion Osea se busca facilitar el transporte de
nutrientes y oxigeno, procesos generalmente alcanzados en base a la formacién de poros
interconectados cuya forma geométrica es prescindible, sin embargo, para que un andamio se
considere biomimético debe cumplir con caracteristicas geométricas como la formacion de esta
misma red porosa a partir de topografias y porosidades onduladas. Dichas caracteristicas dan lugar
a sitios o areas con fuerzas mecanicas que permiten un correcto desarrollo del citoesqueleto celular,
el cual a su vez participa en la organizacion de la matriz y las colonias celulares, ademas, a partir

de la biofuncionalizacion de la superficie de los andamios con biomoléculas como el colageno, se
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puede adecuar el entorno para acelerar el proceso de proliferacion celular a través del estimulo, la
adhesion mediante la uniéon de receptores especificos tipo integrina con dicho coldgeno en la

superficie del andamio [85,86].

2.6.1.5 Propiedades mecénicas

Las propiedades mecanicas de un andamio para sustituciéon 6sea debe corresponder con las del
tejido natural, siendo requerida tanto elasticidad y como fuerza de compresion, sin embargo, ain
en el tejido natural este tipo de caracteristicas son dificiles de determinar debido a la gran variacion
que existe, existiendo variaciones en la fuerza compresiva desde los 100 hasta los 200 mega
pascales para el tejido cortical y desde los 2 hasta los 20 mega pascales en el tejido esponjoso
(canceloso), haciendo que sea complicado el estandarizar este tipo de caracteristicas en el
desarrollo de implantes [84]. A esto se une las limitaciones en las propiedades de compresibilidad
que los biomateriales que se emplean normalmente en el desarrollo de andamios bioactivos,
optandose por el uso de materiales en conjunto que permitan compensar las desventajas de cada

uno [12].

2.6.2 Técnicas de sintesis de andamios de biovidrio

En la fabricacion de biovidrios no solo las propiedades quimicas afectan la funcionalidad de los
implantes elaborados, variables como la morfologia del implante también se ven involucradas
debido a la necesidad de un entorno amigable y funcional para las células que poblaran el andamio,
permitiendo su poblacion a partir de la generacion de poros con diametros adecuados o la
comunicacion celular a partir de poros interconectados que permitan la migracién de biomoléculas
de un lado a otro, simultaneamente el area superficial puede ser alterada debido a la porosidad
incrementando la cantidad de iones que pueden ser liberados al entorno y al mismo tiempo los
sitios de nucleacion donde se condensen las nuevas fases necesarias para el enlace del biomaterial
con el organismo. Para satisfacer estos requisitos han sido desarrollados diferentes metodologias
que permiten controlar dichas caracteristicas cuya aplicacidon permite obtener una gran cantidad de

disefios hasta alcanzar uno adecuado [87].

2.6.2.1 Enlace térmico de particulas y fibras
En este tipo de procesos los andamios son elaborados a partir de el empaquetamiento de particulas
que pueden o no ser de forma irregular o esférica, dicho empaquetamiento suele ser elaborado a

partir de particulas con formas determinadas. De forma adicional se suele agregar un agente
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denominado como pordgeno o templante, este agente varia desde compuestos sencillos como
granos de cloruro de sodio hasta microesferas de poliestireno, la funcion de este es el mezclarse
con las particulas de biovidrio como una fase que tras ser eliminada mediante disolucion o
calcinacion, dejara como huella un poro [88]. Esta técnica posee la ventaja de permitir controlar de
forma directa la cantidad de poros y el tamaino del poro generado, a partir de modificaciones en el
agente poroégeno como su cantidad y su tamafio. Pese a que es posible manipular dichas propiedades
de forma controlada, la principal limitacion radica en la formacion de estructuras porosas

interconectadas [37].

2.6.2.2 Replicacion de espumas poliméricas

Originalmente se desarroll6 esta técnica para la produccion de materiales ceramicos macroporosos,
en este método se emplea una espuma sintética o natural a partir de matrices organicas como la
estructura interna de plantas como la luffa [89], estd matriz es inmersa en la suspension de
precursores hasta lograr un recubrimiento uniforme permitiendo que el proceso de gelificacion
avance hasta alcanzar una forma estable y en seguida se realizan los tratamientos térmicos
pertinentes para eliminar la matriz y densificar la estructura, dicho tratamiento normalmente se
realiza en dos etapas siendo la primera la temperatura en la cual la matriz se elimina y la segunda
en la cual el material alcanza las fases cristalinas buscadas. La principal ventaja de este método es
que a través del uso de matrices orgdnicas se pueden alcanzar morfologias altamente

interconectadas en rangos de 40 a 95 por ciento, aunque disminuyendo su estabilidad mecéanica[37].

2.6.2.3 Fabricacion de solidos de forma directa

Se refiere a un grupo de técnicas empleados en la manufactura de objetos capa-por-capa, cuya
estructura es determinada mediante modelos computarizados. Se caracteriza por la carencia de
moldes en la elaboracion de bioandamios, debido al uso de equipos como impresoras
tridimensionales, modelado por deposicion de fusion, estereolitografia y sinterizado laser selectivo,
entre otros. Debido a la naturaleza de éstas técnicas, donde generalmente se aplica un sistema de
extrusion, la arquitectura y la interconectividad se pueden determinar de forma directa ya que las
lineas de alimentacion comuinmente pueden alcanzar didmetros finos que rondan los 30-40
micrometros y en el caso de técnicas como el sinterizado selectivo los didmetros de los laseres son
también ajustables rondando el milimetro de didmetro [88]. Este tipo de equipos permiten la

obtencion de estructuras biomiméticas pero requieren de pasos adicionales y criticos como la
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fabricacién de un material de inyeccion adecuado o la programacion de protocolos informéaticos

para una correcta operacion [90].

2.6.2.4 Secado por liofilizacion

En la fabricacion de bioandamios existe la posibilidad de secar mediante un proceso de
sublimacion, en esta se procede al congelamiento de suspensiones coloidales estables de
precursores, dicha temperatura agrega propiedades a los materiales como dispersiones adecuadas
para la fabricacion de micro y nanoparticulas, pero también puede ser aplicada en la fabricacion de
construcciones macroscopicas. El congelamiento de las suspensiones normalmente se efectua en
una direccion particular, lo que resulta en la formacion de poros con una microestructura orientada.
Debido a esta capacidad de otorgar direccion en la microestructura, las propiedades mecénicas
como la fuerza de compresion se ven optimizadas, comparadas con aquellas de los materiales de
direccion aleatoria en su microestructura, no obstante su limitacion se encuentra en los diametros
de poro que se pueden lograr, encontrandose entre tipicamente entre 10 y 40 micrémetros, lo cual

se considera demasiado pequefio para la colonizacion de células dentro de éste [37,91].

2.6.2.5 Procesamiento sol-gel

Uno de los mas estudiados procesos de elaboracion de andamios es el proceso sol-gel, donde la
solucion de precursores es modificada mediante surfactantes. Posteriormente los procesos de
condensacion y gelacion ocurren de forma normal, para en seguida ser sinterizados o tratados a
altas temperaturas. Esto da lugar a morfologias porosas con diferentes diametros donde los
macroporos cuyos diametros varian entre los 10 y 500 micrometros se encuentran interconectados
mientras que os mesoporos de entre 2 y 50 nandmetros se encuentran normalmente aislados. Esta
estructura jerarquica da lugar a un buen proceso de hidrolisis-condensacion para la formacion de
hidroxiapatita, pero limita las propiedades mecanicas, ocasionando comunmente bajas fuerzas de

compresion de entre 0.3 y 2.3 mega pascales [92].

2.6.2.6 Espumado por gas

En la mayoria de las técnicas de sintesis es un requisito el uso de solventes para la preparacion de
la solucion precursora, sin embargo esto ocasiona problemas como la incorporacion de residuos
que pueden dadar el tejido y afectar negativamente las funciones celular, para evitar el uso de
solventes se puede hacer uso de dioxido de carbono en estado gaseoso a presiones alrededor de los

800 psi para saturar la solucion de precursores, a partir de esta saturacion se desestabiliza el didoxido
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de carbono [93], ocasionando que estas moléculas inicien el proceso de nucleacion formando
burbujas, ocasionando la formacion de porosidad una vez que termina el proceso de sintesis, su
principal desventaja al igual que en otros procesos es la formacion de poros muy pequefios lo cual

ocasiona que el biomaterial no permita la migracion de células al interior del andamio [82].

2.7 Ensayos in vitro

El empleo de modelos estandarizados en el laboratorio permiten la discusion y comparabilidad de
los diferentes experimentos alrededor del mundo, uno de los principales modelos in vitro es el
fluido corporal simulado disefiado especificamente para ver la condensacion de hidroxiapatita y
los subproductos propios de este proceso, sin embargo, existen otros modelos que permiten el
analizar otras variables como los sueros naturales extraidos de sangre, cuya composicion proteinica
permite analizar el efecto de dichas biomoléculas en procesos quimicos. Ademas, otro tipo de
ensayos in vitro como los cultivos celulares ya sea de bacterias o células mamiferas inmortalizadas,
también permiten analizar e incluso obtener datos numéricos sobre el efecto de una sustancia sobre
dichos organismos. Asi, dichos modelos in vitro nos permiten realizar experimentos repetibles,

comparables y cuantificables.

2.7.1 Fluido corporal simulado

Desde hace aproximadamente treinta anos se desarrollé un modelo in vitro denominado fluido
corporal simulado o SBF (Simulated Body Fluid) a partir de sus siglas en inglés, en una primera
instancia se ha formulado la composicion idnica a partir de la composicion nominal de cada 16n
presente en la sangre, sin embargo, dicha composicion se ha adaptado a partir de diferentes
descubrimientos. Aunque se han generado diferentes modificaciones en la composicion, dos han
sido las principales variaciones empleadas, la primera fue la denominada composicion
convencional del fluido corporal simulado, donde se ha aumentado la fraccion del ion CI" y se ha
disminuido la de la fraccién del ion HCO*, dicha modificacién se elabor6 para alargar el tiempo
de estabilidad de la solucion y brindar tiempos de analisis de hasta un mes sin alteraciones debido
a precipitacion en los componentes del medio. Una segunda variacion del fluido corporal simulado
es la denominada composicion revisada del fluido corporal simulado, donde a raiz de diferentes
estudios se determinaron las cantidades del ion Mg?* y del ion Ca?* que, aunque se cuantifican
como parte del plasma, se encuentran ligadas a proteinas limitando su disponibilidad para los

procesos de condensacion de hidroxiapatita, siendo ajustada la concentracion de dichos iones en el
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medio para brindar un resultado mas representativo, dicha formulacion es la empleada en el
presente trabajo siendo actualmente la mas aceptada en conjunto con que los tiempos de ensayo

son menores a los 10 dias [94].

Este modelo es empleado principalmente en el ensayo de biovidrios y debido al proceso de
condensacion de la fase de hidroxiapatita y 6xido de silicio, existen cambios en la composicion del
fluido corporal simulado conforme avanza el tiempo de incubacion de alicuotas en este. En una
primer etapa comienza la liberacion de iones de silicio ademas del resto de los iones aunque en
menor proporcion debido a la composicidon, ocasionando cambios en la solubilidad del
microentorno inmediato generando un medio supersaturado, posteriormente una parte del silicio
liberado vuelve a condensarse para formar una capa de 6xido de silicio y enseguida comienza la
condensacion de hidroxiapatita, lo que conlleva a una disminucidon considerable en los iones de
fosforo y calcio, siendo condensados una mayor cantidad de iones de los que se liberaron en la
primer etapa a partir del biovidrio reduciendo considerablemente la fraccion de estos en el fluido
corporal simulado, evitando que dicho medio se precipite de forma espontanea debido a la alta
carga de iones, este cambio en la composicion conlleva un cambio en la alcalinidad del medio
ocasionando un incremento en el pH, sin embargo, aunque este cambio es evidente en un modelo
in vitro, en un organismo superior donde existe una dinamica de fluidos compleja, este cambio en

la alcalinidad es apenas perceptible [95-97].

2.7.2 Suero sanguineo de conejo

El uso de modelos in vitro como el fluido corporal simulado tiene la finalidad de representar de la
forma mas cercana el medio vivo al cual serd sometido un biomaterial, sin embargo, esto sistemas
son una representacion y existen factores cuya reproducibilidad es mas compleja. El uso de sueros
purificados a partir de diferentes especies permite analizar el efecto que las diferentes biomoléculas

solubles tienen sobre el organismo y la disposicion de ciertos elementos como el carbono [98].

Aunque el uso de estos modelos ha sido considerablemente lento en comparacion con sistemas
sintéticos como la soluciéon amortiguadora de fosfatos o el fluido corporal simulado debido a las
implicaciones que su obtencion conlleva, desde el nimero de individuos requeridos hasta los
equipos de centrifugacion, a diferencia de dichos modelos, el uso de sueros naturales permite la
obtencion de soluciones altamente estables con un contenido de proteinas que puede ser controlado,

representando de un modo mas cercano a organismos multicelulares y permitiendo
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simultdneamente la reproducibilidad entre experimentos, la importancia de la presencia de
proteinas durante los ensayos yace en el fendémeno de absorcion proteinica en la fraccién mineral
que compone al tejido dseo, donde se favorece prioritariamente la absorcion de coldgeno cuya
presencia da lugar a la posterior condensacion y ordenamiento de la nueva capa mineral de
hidroxiapatita, un proceso que se busca imitar en los implantes elaborados a partir de biomateriales
como el biovidrio. Sin embargo, un proceso derivado de la implantacion de un andamio
biomimético no tiene el mismo desarrollo que el proceso de remodelamiento 6seo natural,
generando incertidumbre en cuanto al efecto que las proteinas solubles presentes en la sangre
puedan tener en la bioactividad del andamio, ya que sin en el enlace inicial del implante con el

hueso, el proceso de remodelacion 6sea natural no ocurrira [99,100].

2.7.3 Actividad antimicrobiana

Una gran parte de la ciencia médica se ha desarrollado para el combate a procesos infecciosos,
permitiendo evaluar nuevos farmacos o agentes antimicrobianos en una gran cantidad de
microorganismos, sin embargo, esta area se encuentra en un constante desarrollo debido a la
perdida en la eficacia de dichas sustancias debido a la resistencia que los microorganismos
adquieren. Hoy en dia existe una gran variedad de metodologias para el andlisis de actividad
antimicrobiana cuya adecuacion depende tanto del microorganismo como del agente antibidtico

que se busca analizar [101].

El método de difusion de disco en agar es el mas comun, su metodologia se centra en la inoculacion
del microorganismo de forma homogénea en una caja de Petri, en seguida un disco de papel filtro
el cual contiene el compuesto de interés en diferentes concentraciones el cual se coloca en el centro
del medio para ser incubados en conjunto. Por convencion el agente antimicrobiano en estudio se
difundird en el agar e inhibird la germinaciéon y crecimiento del microorganismo, se analiza el
diametro de la zona de inhibicion, es decir, el radio alrededor del disco que se encuentra libre de
crecimiento permitiendo determinar la resistencia fenotipica del microorganismo. Sin embargo,
esta técnica posee limitaciones como la dificultad para el célculo en la cantidad de sustancia que
se difunde en el medio, la imposibilidad de determinar de forma directa la concentracién minima
inhibitoria o MIC (Minimal Inhibitory Concentration) por sus siglas en inglés, ademas de que el
tipo de compuestos que se pueden analizar se limita normalmente a moléculas o nanoparticulas.

Debido a este tipo de limitantes se han desarrollado otro tipo de metodologias como el método de
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dilucién, el cual es empleado principalmente para determinar la concentracion minima de
inhibiciéon y permite el analisis de compuestos de naturaleza particulada como algunos
biomateriales, esta metodologia se puede adaptar al analisis tanto en medios s6lidos como liquidos,
permitiendo la interaccion del compuesto en diferentes concentraciones con el microorganismo
que puede ser bacteria, levadura u hongos filamentosos. La concentraciéon minima inhibitoria es
calculada a partir de una curva de concentraciones y es determinada como la cantidad minima en
un volumen de medio que se requiere de una sustancia para inhibir el desarrollo de un
microorganismo. En el caso especifico del biovidrio 45s5 y su naturaleza particulada se requiere
de una doble etapa de crecimiento, donde en la primer etapa se permite la interaccion
sustancia/microorganismo en un medio liquido con la consecuente liberacion de iones al medio y
en la segunda etapa se analiza la viabilidad del organismo en el estudio a través de un sembrado en
medio de crecimiento so6lido, donde mediante un conteo de unidades formadoras de colonia brinda

una variable cuantificable del efecto de la sustancia en el microorganismo [101,102].

2.7.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli es uno de los microorganismos gram positivos mejor estudiados dentro del grupo
de las enterobacterias siendo el modelo de estudio en bacterias por excelencia, se encuentra
ampliamente distribuida en el suelo y agua, siendo muy comun en los ecosistemas casi todos los
ecosistemas naturales y artificiales, al encontrarse en los tractos intestinales de animales y del
hombre. Este microorganismo es el principal agente causal de infecciones urinarias, infecciones
hepatobiliares y abscesos [103]. Debido a su naturaleza se ha detectado una disminucion
considerable en su sensibilidad a los agentes antimicrobianos mas comunes, siendo esta resistencia

el principal problema al momento de buscar un tratamiento adecuado en un caso de infeccion [104].

E coli es un bacilo gram negativo, que puede poseer factores especializados de virulencia como
adhesinas, toxinas, sistemas de adquisicion de iones, recubrimientos de polisacaridos e incluso
invasinas, cuya presencia depende de cada filogrupo de dicho organismo. Dependiendo también de
cada linea de E coli se pueden encontrar distintos efectos en el organismo como la generacion de
respuestas inflamatorias, diarrea o colitis ulcerativa, dichas respuestas dependen de los genes que
estas poseen siendo determinantes los genes que codifican la hemolisina, factor 1 necrotizante
citotoxico, policetida sintetasa, entre otros. De forma similar a otros microorganismos es capaz de

asimilar multiples fuentes de carbono simultaneamente, lo cual ocasiona altas tasas de crecimiento
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y proliferacion, siendo posible su cuantificacion mediante técnicas de absorcion o técnicas de

sembrado en placa.

Dentro de las diferentes lineas se encuentra una de uso particular en la biotecnologia denominada
E. coli DHS alpha, la cual es derivada de la linea K12 cuyo empleo en el laboratorio se centra en
procesos de clonacion, produccion de plasmidos para terapias génicas y ensayos de actividad
antibacterial [105,106]. Esta linea es deficiente en la expresion de RecA y endonucleasa I, lo cual
mantiene la estabilidad genética y un nivel reducido de actividad nucleasa a nivel endogeno,
ademads no posee resistencia a firmacos lo cual permite analizar el efecto de diferentes sustancias

ademads de comparar con farmacos preexistentes sin algun tipo de restriccion [106].

2.7.3.2 Medio LB

El medio Luria-Bertani o medio LB, es uno de los medios mas usados a nivel internacional para el
cultivo de Escherichia coli y otros microorganismos, este proporciona una gran cantidad de
nutrientes a partir de la triptona extraida de la caseina de leche y el extracto de levadura extraido
de Sacharomyces cerevisieae, ademas, este medio permite el adicionar o no adicionar agar para
llevarlo a un estado sélido, permitiendo el desarrollo de metodologias de doble etapa, donde se
requiere de una etapa de crecimiento en medio liquido para una posterior etapa de conteo en medio
solido. Este medio ha sido ampliamente establecido por bacteridlogos alrededor del mundo para
brindar reproducibilidad a los cultivos, sin embargo es posible tener diferentes tazas de crecimiento
y limites en la densidad celular dependientes tanto de las condiciones de incubacion como de las
condiciones ambientales en la localidad, encontrandose cultivos que exceden cinco veces la

biomasa final a otros que emplean el mismo medio [107,108].

En el medio LB contiene amplias cantidades de nutrientes inorgdnicos como magnesio y calcio
permitiendo llevar a cabo el metabolismo celular sin presentar una limitante aparente, por otro lado,
el contenido de azlicares asimilables como la glucosa si afecta la tasa maxima de biomasa que se
puede obtener de un lote cultivo, siendo posible la recuperacion del crecimiento una vez adicionado
solamente el contenido de carbohidratos necesario al medio. La disponibilidad de aminoacidos es
proporcionada a través de la digestion de oligopéptidos propios de la triptona y el extracto de
levadura, siendo catabolizados a partir de permeasas de oligopéptidos y peptidasas con diferentes

rangos de especificidad que son producidas por el propio organismo, sin embargo, el uso de este
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tipo de fuentes de aminoacidos da lugar a la excrecion de amonio, lo cual alcaliniza el medio

durante el crecimiento [107].

2.7.4 Citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad son requeridos para la evaluacion del efecto y respuesta que ocasiona
un compuesto o molécula a las células que conforman un organismo, este efecto puede ser
monitoreado y cuantificado mediante el analisis del desarrollo, la reproduccion, la morfologia e
incluso el metabolismo de lineas celulares especificas. La citotoxicidad se encuentra ampliamente
relacionada con la biocompatibilidad debido a que es necesaria una evaluacion cuantificable sobre
el efecto que un implante o instrumento médico puede tener sobre el receptor al encontrarse en
contacto directo, dicho de otra forma, la citotoxicidad se puede definir como el proceso dindmico
de cambio en un ambiente determinado y la tolerancia a ese cambio en el receptor, evitando

cualquier tipo de expulsion o encapsulacion del agente que propicié dicho cambio.

2.7.4.1 Tipos de ensayos de citotoxicidad in vitro.
Hoy en dia existen tres tipos principales de ensayos in vitro las pruebas de extractos, las pruebas
de contacto directo y de contacto indirecto, cada una se emplea dependiendo de la sustancia a

estudiar, del tipo de cultivo y de la medicidon que se busca registrar, entre otras consideraciones.

2.7.4.1.1 Pruebas de extractos

El método mas empleado actualmente es la denominada prueba de extractos, la cual consiste en la
cuantificacion de la actividad de la enzima mitocondrial deshidrogenasa a partir de la degradacion
del compuesto metil tiazol tetrazolio (MTT). El principio de este método es la reaccion de la enzima
deshidrogenasa mitocondrial localizada en el citocromo b y ¢ con el reactivo MTT, bajo la premisa
de que dicha reaccion solo sucedera en células cuya integridad metabdlica no ha sido alterada por
el tratamiento en cuestion, cambiando el color de la sustancia de amarillo a parpura mediante el
rompimiento del anillo tetrazolio de la estructura del MTT dando lugar a una molécula de
formazan, los cristales generados mediante esta reacciéon son insolubles en agua y deben ser
solubilizados empleando dimetil sulféxido u otro solvente organico. La cantidad de cristales de
formazan obtenidos brinda una correlacion positiva respecto al nimero de células viables en el
medio, siendo cuantificable mediante espectroscopia el cual puede ser cuantificado mediante
colorimetria, generando una correlacion entre la integridad del mecanismo energético de las células

viables y la medicion del color obtenido tras la produccioén de formazan [109,110].
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2.7.4.1.2 Pruebas de contacto indirecto

Se basan en el cultivo de células que forman monocapas como los fibroblastos sobre un filtro de
celulosa con medio liquido, para posteriormente ser removidas mediante la adicion de un medio
que contiene agar, este gel se separa del filtro retirando la monocapa de células al encontrarse
adheridas al agar, posteriormente este cultivo es expuesto a la muestra cuya toxicidad se busca
analizar en diferentes tiempos y concentraciones del agente. Para analizar el efecto sobre las células
se emplean compuestos como la calceina AM y el homodimero de etidio, los cuales permiten
diferenciar mediante microscopia de fluorescencia aquellas células sanas de las que han sufrido
deterioro en su estructura, este tipo de técnica se denomina como semicuantitativa debido a que el
resultado obtenido se representa en un formato de area a través de la diferenciacion por color de

células viables [109,111].

2.7.4.1.3 Pruebas de contacto directo

Este método consiste en la incubacion directa de células en un medio 6ptimo que contiene lo
necesario para su desarrollo y también la muestra de la cual se plantea el andlisis de citotoxicidad,
los ensayos citotoxicos de este tipo se elaboran mediante la observacion directa de cambios
morfoldgicos en las células en conjunto con tinciones con compuestos como el azul de tripano,
cuyo empleo permite analizar la permeabilidad de las membranas, adicionalmente se emplean
celdas de conteo para obtener una cuantificacion real del nimero de células viables que se
encuentran en el cultivo. La principal limitante en este método es el no poder discriminar células
aparentemente viables cuyo metabolismo se ha comprometido, pero no su membrana. No obstante,
este tipo de cultivo es de gran utilidad en andlisis de citotoxicidad en cultivos mixtos, debido a que
técnicas como la produccion de formazan mediante enzimas deshidrogenasas no pueden

diferencias de un organismo a otro, dando una cuantificacion general [109].

2.7.4.2 Células RPMI 8226

El empleo de lineas celulares mamiferas inmortalizadas en ensayos de citotoxicidad es una practica
estandarizada alrededor del mundo, a diferencia de las células extraidas directamente de tejido, las
lineas inmortalizadas poseen la capacidad de reproducirse indefinidamente, esta capacidad las
vuelve un excelente modelo para ensayos de citotoxicidad donde se busca determinar el efecto de
una sustancia particular en la proliferacion celular evitando factores como la inviabilidad

generacional que las células silvestres poseen. En particular la linea RPMI 8226 es una linea celular
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de mieloma multiple la cual se obtuvo y desarrollo a partir de la sangre periferial de un hombre de
61 afos diagnosticado con mieloma multiple [112,113] hace cinco décadas [114]. La linea RPMI
se ha posicionado como una de los mas importantes modelos de estudio en células mamiferas
debido a la gran cantidad de informacidon que se ha documentado sobre ella, se ha mantenido
genéticamente estable desde su purificacion, es una linea celular EBV-negativa lo cual elimina el
problema de la interpretacion de resultados debido a su funcién como factor mitogénico, es capaz

de producir factores de crecimiento auto estimulatorios, entre otras caracteristicas [114,115].

2.8 Ensayos in ovo

En el ambito cientifico se manejan diferentes modelos de estudio, cada uno con caracteristicas que
le vuelven un modelo adecuado para su implementacion en el laboratorio, ya sea por su tamaio, su
ciclo de vida, el conocimiento que se tiene sobre este, su similitud con el ser humano o incluso la
economia que implica su manejo. Dentro de los modelos in vivo existe una gran variedad de
modelos a elegir entre los que destacan los modelos mamiferos por su similitud fisioldgica con el
ser humano, sin embargo, su manejo requiere de instalaciones adecuadas destinadas unica y
exclusivamente a este propoésito. Es asi, que el modelo in ovo, el cual consiste en el uso de
embriones de Gallus gallus domesticus (Gallina domestica) dentro del cascarén ha cobrado
importancia como medio de crecimiento o modelo del desarrollo angiogénico. El desarrollo del
embrion tarda 21 dias antes de la eclosion, siendo clasificadas las etapas del crecimiento a partir
de las caracteristicas externas de diferentes partes del embridn, el primer dia de incubacion es
denominado como el primer dia del desarrollo embrionario o EDD (Embryonic Development Day)
por sus siglas en el idioma inglés, en esta etapa se comienzan a formar tres membranas extra
embrionicas que protegen al embrion durante todo el proceso de desarrollo. Posteriormente, entre
el 4 y 5 EDD a partir de la fusion de las capas mesodérmicas, el alantoides y el corion, se da la
formacion de un mesodermo altamente vascularizado compuesto por arterias y venas. Esta red
capilar prolifera a una alta velocidad hasta el 11 EDD donde decrece y alcanza su velocidad
minima, siendo a partir de este momento la etapa en la cual se puede analizar el desarrollo de las
membranas con respecto a alguna sustancia, a partir del 18 EDD el desarrollo se vuelve constante

y se mantiene asi hasta la eclosion [116].
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2.8.1 La membrana corialantoidea

La membrana corialantoidea posee caracteristicas como amplia visibilidad, accesibilidad y rapido
desarrollo las cuales hacen de esta un modelo altamente eficiente para el analisis de funciones
vasculares, inicialmente este modelo de estudio fue empleado para el ensayo de crecimiento de
tumores [117] y posteriormente exportado al cultivo de virus y bacterias [117] hasta que se

consolido como un modelo para el analisis de la respuesta vascular.

La membrana corialantoidea es un tejido similar al alantoides de los mamiferos, donde también se
extiende extra embridnicamente desde el tubo digestivo, con la diferencia de que en aves también
se une con el corion para formar la membrana corialantoidea. Esta comienza de forma avascular,
pero hacia el tercer EDD se desarrolla hasta ganar un plexo vascular que rdpidamente adquiere
complejidad jerarquica con la aparicidn de arterias y venas, encontrandose completamente formada

al décimo dia de la gestacion.

Histologicamente, la membrana corialantoidea consiste en 2 hojas epiteliales que limitan una capa
fina de estroma, el epitelio superior es de origen ectodérmico mientras que el estroma y la hoja
epitelial inferior son de origen mesodérmico y endodérmico respectivamente. Debido a esto
cualquier tipo de tratamiento que afecte al desarrollo vascular debe poseer la caracteristica de lograr
atravesar las capas epiteliales, siendo importante que el embrion se encuentre en condiciones de
humedad adecuadas debido a que en condiciones de poca humedad es comtn la queratinizacion de

la capa epitelial superior.

CAM

Allantoic
sac

Inner shell
membrane

a.View from the top of b. Localization within  c¢. CAM cross-section
the egg the egg

Figura 2.2 Membrana corialantoidea. a) Imagen tomada desde la parte superior de un embrién en
el 10 EDD, b) localizacién de la membrana corialantoidea (rojo) en el 12 EDD, c¢) ilustracion del

corte transversal de la membrana corialantoidea que esta en contacto con el cascarén [118].
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2.8.2 Angiogénesis

La estimulacion de la formacion de tejido vascular es un factor de vital importancia en los
biomateriales que se desarrollan actualmente, esta se vuelve necesaria debido al trafico de
nutrientes que el nuevo tejido requiere para un correcto desarrollo y para la manutencion del tejido
ya formado. Existen dos procesos similares que buscan cumplir esta funcidn, la neoangiogénesis y
la angiogénesis, la primera es un proceso de formacion de vasos capilares completamente nuevos
a diferencia de la angiogénesis en donde el proceso de formacion de vasos capilares nuevos es a
partir de vasos capilares preexistentes. La angiogénesis se encuentra regulada por diferentes
biomoléculas como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF por sus siglas en inglés),
proteinas de la matriz extracelular, algunos tipos de receptores de membrana y otras moléculas de
sefalizacion, sin embargo, el empleo de estos factores de forma directa en la estimulacion de la
formacion de vasos capilares suele tener ciertas dificultades como el calculo del tiempo de vida, la
desnaturalizacion en los procesos de liberacion controlada y la formacion de construcciones
vasculares sin la morfologia natural [119]. Debido a estas limitantes, el uso de compuestos
quimicos ha cobrado importancia para promover la angiogénesis, asi el biovidrio mediante la
liberacion de iones bioactivos como el silicio, el calcio, el fosforo y el sodio puede estimular
diferentes factores que se encuentran involucrados con procesos metabodlicos, sin embargo, dicha
estimulacion depende de la disponibilidad y de la forma en que dichos iones interactiian con el
tejido vivo, encontrandose que la disponibilidad se encuentra relacionada de forma directa con la
cristalinidad y la morfologia del material llegando a ser nula si estos no se encuentran disponibles
de forma adecuada como tiempos de liberacion muy lentos o demasiado rapido al grado de ser
resorbidos por otros tejidos [120]. A través de diferentes experimentos con diferentes lineas
celulares como fibroblastos o células endoteliales en forma in vitro e in vivo, se ha encontrado una
correlacion directa entre la cantidad de biovidrio disponible en medio y la cantidad de factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) o factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), dicha
correlacion se ha analizado mediante cuantificacion directa de proteinas, cuantificacion de ARN
mensajero y bajo diferentes condiciones de crecimiento, ya sea de forma libre o fija sobre algin
sustrato, e incluso embebida en andamios, siendo constante el incremento de los bioproductos

relacionados con el desarrollo y la concentracion del biomaterial [121].

En el caso particular del silicio, el cual es el principal componente del biovidrio 45s5, existen

diferentes estudios que le confieren propiedades angiogénicas ya sea como un factor aislado [78]
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o acompaifiado de otras moléculas como dimetil oxaloil glicina [122] donde se genera un tipo de
sinergia en la estimulacion de la formacion de tejido nuevo, particularmente el silicio ha sido
catalogado como un elemento bioactivo en el desarrollo angiogénico debido a que tiene un papel
quimio-atrayente donde mediante un gradiente de estos iones se genera un sefal de migracion para
células endoteliales, fomentando la formacion de tejido vascular el cual mantiene la morfologia
natural, encontrandose la sobreexpresion de factores como los previamente mencionados (VEGF
y FGF) ademés de una sintetasa especifica del 6xido nitrico. Esta estimulacion ha sido propuesta
mediante la simulacion de hipoxia en el microentorno donde el silicio se libera, posiblemente
mediante la inactivacion del dominio 2 de la prolil hidroxilasa (PHD2) ya sea por la interaccion
directa o agotando indirectamente el acido ascorbico (AA) (cofactor de la enzima) acelerando la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales posiblemente contribuyen a la
estabilizacion del factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1a) el cual en conjunto con el factor
inducible por hipoxia 1 beta (HIF-1[) se dimerizan para formar el factor inducible por hipoxia 1
(HIF-1) el cual se transloca al nucleo donde activa los elementos de respuesta a hipoxia (HREs)
que regulan la produccion de factores de crecimiento como VEGF el cual una vez secretado es
reconocido por los receptores tirosina quinasas VEGF de las células endoteliales con lo cual se
activa la cascada de senalizacion propia de la angiogénesis, donde otros factores como el receptor
con dominio inserto/quinasa (KDR) activan la produccion de la sintetasa de 6xido nitrico (NOS) y
por lo tanto de 6xido nitrico (NO), los cuales son responsables de la proliferacion y migracion de

células endoteliales [78,123].

2.9 Biofuncionalizacion

Los biomateriales de tercer y cuarta generacion son sistemas multifuncionales, dindmicos y con
diferentes caracteristicas que les hacen una plataforma adecuada para reacciones quimicas y
bioldgicas. Sin embargo, atin con toda la tecnologia que existe en el disefio de estas estructuras es
imposible mimetizar un entorno vivo sin el uso de biomoléculas, ante esta situacion se emplean
procesos de modificacion en la superficie donde se adapta para favorecer el desarrollo del tejido
vivo alrededor de este mediante biomoléculas como coldgeno, proteinas integrinas, material
genético, entre otros [124], no obstante esta funcionalizacion de superficies no se limita solo a
dicha adaptacion, también se puede emplear las superficies para el tratamiento de enfermedades
mediante la liberacion controlada de farmacos o de genes en el caso de las terapias génicas, cuya

disposicion y entrega dentro del cuerpo humano puede ser mas especifica al encontrarse unidas a
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un material que se encuentra en la micro o nano escala siendo posible su aplicacion oral o
intramuscular ademads de ser facilmente ubicable mediante propiedades como magnetismo [125],
disminuyendo la cantidad de farmacos o biomoléculas mientras mantiene su disponibilidad y

disminuye los efectos adversos que pueda tener [124].

2.9.1 Colageno Tipo |

El colageno es una biomolécula extremadamente versatil, ha sido empleada en la ciencia de los
biomateriales en formas como andamios, esponjas, membranas, entre otras. Debido a esta
versatilidad una gran cantidad de funciones se han atribuido a esta biomolécula como la fabricaciéon
de injertos para reemplazo de corneas o el tratamiento de infecciones al empelarse en conjunto con
farmacos antiinflamatorios o antibacterianos. Ademas, el colageno también puede ser empleado en
conjunto con otras proteinas como las proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs), las cuales se

emplean para estimular la osteoinduccion y por lo tanto la osteointegracion [125].

El término colageno se emplea de forma genérica para proteinas que conforman hélices triples a
partir de 3 cadenas polipeptidicas, estas a su vez se organizan en grupos basados en sus funciones
y estructura supramolecular, dentro de las cuales destaca el grupo de las fibrilares por ser el mas
abundante en los macroorganismos, estas se han categorizado en 5 tipos diferentes (I, II, III, V' y
XI) dependiendo de su funcion inmediata. El coldgeno tipo II y el coldgeno tipo XI son
principalmente encontrados como parte del cartilago, mientras que el coldgeno tipo III se encuentra
principalmente como parte estructurar de 6rganos como el higado, bazo y rifiones, por otro lado, el
colageno tipo I y el colageno tipo V son de gran aplicacion por ser de los principales componentes
del hueso al actuar como la parte organica y flexible de este composito natural, lo que les brinda

una gran importancia en aplicaciones de la ingenieria de tejido dseo.

Como se ha mencionado, aun cuando las funciones son distintas, todos los diferentes tipos de
colageno tienen en comun una estructura de triple hélice compuesto por tres cadenas alfa las cuales
pueden ser idénticas (homotrimeros) o diferentes (heterotrimeros), la triple hélice es
prioritariamente helicoidal dextrogira, como prerrequisito para el ensamblaje de la estructura
helicoidal se requiere de residuos de glicina en cada tercera posicion de la cadena polipeptidica lo
cual resulta en una estructura de repeticiones (Gly-X-Y)n la cual es definida como un domino
colagenoso o colagénico. Las cadenas alfa se posicionan alrededor del eje central de tal forma que

todos los residuos de glicina se encuentran posicionados hacia el centro, mientras que el resto de
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residuos en los aminoacidos se encuentran en la parte externa, permitiendo un efecto de

superenrollamiento debido al pequefio tamano de la glicina, la posicion X y [125].

El coldgeno tipo I se encuentra relacionado con la formacion y remodelacion de hueso en diferentes
estratos, su funcidn es principalmente atribuida a la adhesion de células propias de la osteogénesis,
sin embargo, diferentes estudios relacionan a esta biomolécula con procesos de regulacion de
genes, tal es el caso de diferencias en los niveles de RNA mensajero que codifican a la hormona
paratiroide y su receptor en la linea UMR 106-08 la cual posee el fenotipo de un osteoblasto
maduro, también se ha encontrado relacion del coldgeno tipo I en la sobre expresion de RNA
mensajero codificante para fosfatasa alcalina y osteopontina las cuales se encuentran relacionadas
con la diferenciacion de células de la medula 6sea en osteoblastos lo cual sugiere una correlacion
directa entre esta biomolécula y los procesos de osteogénesis [126]. Por otro lado, es necesario
encontrar un método adecuado para la funcionalizacion con colageno, esto debido a que
recubrimientos totales de la superficie requieren de procesos de entrecruzamiento quimico entre
ambos, con la subsecuente necesidad de quimicos como el glutaraldehido que al liberarse en un
medio lleno de biomoléculas puede ocasionar la desnaturalizacion de estas, en el otro extremo un
recubrimiento total sin entrecruzamiento da lugar a un sustrato inestable en el cual las células se
pueden desprender del andamio al estar unidas a un recubrimiento que en medios acuosos actua

como una fase gelatinosa [71,127].

2.9.2 Vitamina D3

La vitamina D3 también conocida como colecalciferol es una biomolécula de un grupo con la
caracteristica estructural de estar conformadas por 4 anillos (A, B, C y D), difiriendo en las
sustituciones de las cadenas laterales. La conformacion de estos cuatro anillos es derivada de un
anillo estructural ciclopentanoperhidrofenantreno propio de los esteroides, siendo definidas las
vitaminas D como seco-esteroides, debido a que estos poseen un anillo que ha sido roto, siendo el

enlace 9,9 carbono-carbono del anillo B el que se encuentra roto [128].

De forma natural el colecalciferol es sintetizado en la piel mediante una via que involucra radiacion
ultravioleta, lo que limita su disponibilidad a partir del tiempo de exposicion a la luz, el clima, la
region del planeta donde se reside ademas de la cantidad de pigmentos en la piel. Esta vitamina es
sintetizada a partir de la irradiacién del 7-dihidrocolesterol para posteriormente ser movilizada al

higado por proteinas de transporte de uniéon a vitaminas D, en este Organo se realiza una
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hidroxilacion generando una forma inactiva llamada 25-hidroxivitamina D3 o 25(OH)D3, para
posteriormente ser hidroxilada en los rifiones mediante una enzima 1 alfa-hidroxilasa dando lugar
a la forma activa denominada 1,25-dihidroxivitamina D3 o 1,25(OH)D3. Aunque esta forma activa
es principalmente generada en los rifiones es posible también que ocurra en osteoclastos, colon,
cerebro e incluso en macrofagos. El tiempo de vida medio de esta biomolécula es de 21 dias, esta
amplia estabilidad se encuentra relacionada con la forma de sintesis debido a la adaptabilidad de

los humanos a lugares donde existe escases de luz solar en ciertos periodos del afo [129,130].

El colecalciferol se encuentra relacionado en la formacion de hueso mediante procesos de
regulacion de concentraciones de iones de calcio y fosforo en sangre, tomando un papel critico en
la homeostasis del hueso mediante su participacion en el control del metabolismo dseo a través de
la regulacion de la diferenciacion de osteoblastos, proliferacion, apoptosis y expresion de proteinas
especificas del hueso y factores de crecimiento. El papel que tiene el colecalciferol en la
mineralizacion del hueso se debe a su factor como regulador positivo en la actividad de la fosfatasa
alcalina y osteocalcina, donde se ha encontrado una correlacion entre la cantidad de calcio
intracelular, esta enzima y su proximidad al tejido 6seo en formacion, ademds se ha encontrado
que el colecalciferol afecta a la produccion de fosfatidilserina en los osteoblastos, la cual se ha
demostrado que posee relacion con la formacion de apatita mediante su union con calcio y fosfatos
para la formacion de complejos calcio-fosfatidilserina-fosfato. También se ha encontrado que esta
biomolécula regula el transporte de calcio mediante la sintesis de calbindina-D9K. Por otro lado,
el colecalciferol al igual que el colageno se encuentra relacionado con la diferenciacion celular a
partir de células de médula 6sea, aunque en una forma menos especifica al dar lugar a células tanto

osteogénicas como adipociticas [131,132].

2.10 Estado del arte

Hoy en dia diversos trabajos han sido publicados en el desarrollo de biomateriales, la mayoria de
estos se enfocan en procesos de reconstruccion 0sea, no obstante, el desarrollo de estos materiales
ha alcanzado un limite en cuanto a la mejora en la capacidad bioactiva por medio de la composicion
quimica basica, debido a este limite aparente se han desarrollado estrategias alternativas como lo
es la biofuncionalizacion, algunos de los centros de investigacion mas importantes han abordado
este tipo de procesos mediante procesos quimicos que involucran el uso de reactivos como el 3

aminopropil trietoxisilano y el glutaraldehido, en este modelo el 3 aminopropil trietoxisilano actiia
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como un activador de superficie agregando grupos amino en el biomaterial para que posteriormente
se forme un enlace con el grupo carboxilo de uno de los extremos del glutaraldehido y de forma
simultanea se forme en el otro extremo un enlace igual pero entre el glutaraldehido y la proteina
en cuestion, dicha metodologia permite obtener recubrimientos de practicamente un cien por
ciento, sin embargo, involucra el uso de reactivos altamente peligrosos cuya estabilidad debe ser
analizada para determinar que eventualmente no reaccione con proteinas propias del organismo,
debido a esta problematica se ha buscado alternativas como el uso de soluciones amortiguadoras
que permitan la adhesion a la superficie de los biomateriales sin el uso de agentes entrecruzantes,
aunque se encuentre limitado el rango de recubrimiento [127]. El uso de agentes templantes en la
elaboracion de estructuras tridimensionales en materiales ceramicos es un area altamente
desarrollada, al dia de hoy existen trabajos especializados en andamios de biovidrio donde el
empleo de agentes templantes de origen organico dan lugar a estructurar altamente ordenadas con
areas superficiales definidas, sin embargo, es necesario hacer hincapié a que dentro de la naturaleza
es necesario alcanzar equilibrios, debido a que una construccidon de extremadamente alta superficial
no garantiza un proceso de condensacion adecuado para la formacion de hueso nuevo, no obstante
esto da lugar al disefio de experimentos especificos para determinar tanto el disefio con el templante
como la temperatura para la cristalizacioén del andamio [120,133]. El biovidrio ha sido ampliamente
estudiado en cuanto a sus propiedades en la regeneracion de tejido dseo, sin embargo su aplicacion
puede ser enfocada también a otro tipo de bioprocesos, un ejemplo es el uso de biovidrio en base a
boro, los cuales han sido ampliamente correlacionados con la reparacion de ulceras cronicas en la
piel que se han extendido hacia el interior del tejido vivo, asi, el disefio de los procesos de sintesis
desarrollados en el presente proyecto pueden ser acoplados no solo a un tipo de biomaterial con un
enfoque especifico, sino que este puede adquirir un enfoque transversal en el tratamiento de
padecimientos que involucran a procesos como la osteogénesis y la angiogénesis como lo es la

diabetes y sus efectos en el organismo [63,76].

Una vez analizados todos los antecedentes y el estado del arte, podemos determinar algunos
parametros y consideraciones para el desarrollo de una estrategia que de lugar a la obtencion de un
material bioactivo el cual pueda funcionar tanto como un sustituto 6seo bioactivo y a su vez, bajo
ciertas condiciones, también pueda propiciar la formacion de tejido vascular endotelial, asi, el
biovidrio ofrece un modelo con amplios rangos para su adecuacion, los cuales destacan desde los

diferentes métodos de sintesis que pueden ser aplicables y adaptables, al mismo tiempo este
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material permite la construccion de estructuras tridimensionales las cuales se pueden adecuar hasta
alcanzar condiciones viables para su empleo, sin embargo, aunque existen diferentes estudios es
necesario mantener puntos de control que permitan realizar ensayos comparables con otros grupos

de trabajo.
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CAPITULO 3. REACTIVOS Y METODOLOGIAS
La sintesis del biovidrio puede ser adaptada a diferentes procesos o tratamientos, dichos procesos

se estandarizaron a nivel laboratorio con la finalidad de brindar reproducibilidad a los diferentes
experimentos, por lo cual se han determinado los mejores parametros de sintesis incluyendo la
estandarizacion de procesos de caracterizacion, en el presente trabajo se ha abordado un proceso
de sintesis sol-gel el cual parte de precursores los cuales se hidrolizan y posteriormente se
condensan, acoplado a este proceso se empled un proceso de secado por aspersion, en ambos se
analizaron las diferentes condiciones a fin de obtener los mejores procesos de sintesis, entre los
que se encuentran la concentracion de precursores, las temperaturas de secado, la relacion entre
precursores y fase acuosa, entre otros. La caracterizacion se llevo a cabo en diferentes equipos en
los cuales se han manejado las mismas condiciones de andlisis para que estos sean reproducibles y
comparables. En el presente proyecto se han manejado algunas técnicas de biologia como la
cuantificacion de viabilidad mediante la cuantificacion de actividad enzimatica o el conteo de
unidades formadoras de colonia, los cuales se desarrollaron conforme a los desarrollado en los

siguientes puntos.

3.1 Reactivos

Todos los reactivos para la sintesis de biovidrio, su funcionalizacién, ensayos in vitro y
caracterizacion del espectro infrarrojo fueron adquiridos de la empresa Sigma-Aldrich: Tetraetil
ortosilicato (CsH2004S1) 98.0% (TEOS), Trietil fosfato (C¢Hi504P) 98.0% (TEP), Nitrato de Sodio
(NaNO3) 99.0% (NaN), Nitrato tetra hidratado de Calcio (Ca(NO3)244H20) 98.0% (CaNT), Nitrato
de Plata (AgNO3) 99.0% (AgN), Nitrato de Cobre (Cu(NO3)2) 98.0% (Cu(NO3)2), Colecalciferon
(Vitamina D3), Cloruro de Sodio (NaCl), Bicarbonato de Sodio (NaHCO3), Carbonato Sédico
(NaxCO:3), Cloruro de Potacio (KCl), Fosfato de Potasio Dibasico Trihidratado (K2HPO4-:3H>0),
Cloruro de Magnesio Hexahidratado (MgCl,-6H20), Cloruro de Calcio (CaClz), Sulfato de Sodio
(Na2SOy4), Tris(hidroximetil) aminometano ((HOCH);CNHz) y Bromuro de Potasio (KBr).
Solventes y fases acuosas fueron adquiridos de reactivos Meyer como la Acetona (CH3(CO)CH3)),
Acido Nitrico (HNO3), Acido Clorhidrico (HCI), Alcohol Etilico Absoluto (C2HsO), Cloroformo
(CHCI3). Asi mismo algunos compuestos fueron obtenidos mediante colaboracion con otras
instituciones como las Nanoesferas de poliestireno 100 y 500 um en el IPN-ESIQIE y el Colageno
Tipo I Proveido por el IIAF. El resto de los reactivos complementarios fueron adquiridos en

diferentes laboratorios como la Peptona de Caseina GE Dibico, Bacto Agar GE Dibico, Solucion
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Amortiguadora de Fosfatos (PBS) pH 7.0 JT Baker, Triton X-100 JT Baker, Extracto de Levadura
Beckton Dickinson Bioxon y algunos consumibles como el Agua destilada y Agua desionizada

fueron producidos en el propio laboratorio de Ceramicos Avanzados.
3.2 Metodologias

3.2.1 Sintesis de biovidrio por la técnica sol-gel

Las diferentes alicuotas de biovidrio se prepararon, a partir de la técnica sol-gel acoplada a una
etapa de secado por pulverizacion. La sintesis se inicid con la hidrélisis de tetraetilortosilicato
mezclando en medio acido (HNO3 0.1 M) durante una hora para proporcionar tiempo suficiente
para la hidrdlisis del precursor; posteriormente se agrego el resto de los reactivos también con un
tiempo de hidrolisis de una hora entre cada uno y en el siguiente orden: fosfato de trietilo, nitrato
de calcio tetrahidratado, nitrato de sodio y nitrato de plata, siendo este tltimo agregado solo en

aquellas muestras donde es pertinente el uso de plata para conferir actividad biocida al biovidrio.

3.2.2 Secado por aspersion

Las soluciones preparadas se secaron en un equipo de secado por pulverizacion también llamado
Spray Dryer marca Yamato Modelo ADL, dando como resultado microesferas aglomeradas de
nanoparticulas de biovidrio. La solucion de alimentacion se inyecto usando un sistema monofasico,
a través del uso de una bomba peristaltica de flujo continuo a 2.45 ml/min, que inicia el proceso de
atomizacion en gotas usando aire a 2 bar (2 x 10° Pa) de presion. Las gotas formadas son secadas
por contacto con una corriente de aire caliente cuya temperatura se mantuvo a 180 ° C, los
aglomerados de biovidrio se separaron de la corriente de aire caliente en un ciclon incorporado en
el equipo de atomizacion, llevando a cabo un proceso de sedimentacion. Los aglomerados
obtenidos se almacenaron a temperatura ambiente durante 24 horas en un desecador para producir

un ambiente libre de humedad.

3.2.3 Tratamientos termicos

Con la finalidad de analizar el efecto de la temperatura en la morfologia y la estructura cristalina
de los diferentes productos elaborados a partir del biovidrio, se disefiaron diferentes tratamientos
térmicos (Figura A), previamente al tratamiento térmico las muestras se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 24 horas en un entorno libre de humedad. Para realizar el tratamiento térmico los

diferentes productos se depositaron en contenedores de porcelana y se colocaron en una mufla
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modelo F47925M de la marca Thermo Scientific. El tratamiento térmico consiste en dos etapas de
calcinacion, comenzando con una rampa de calentamiento con una velocidad de 3 °C por minuto,
que se mantiene hasta alcanzar los 100 °C donde permanecera constante €sta temperatura durante
una hora, a continuacion se establece una rampa nuevamente de 3 °C por minuto hasta alcanzar la
temperatura de la segunda meseta de calentamiento, en esta etapa del tratamiento la temperatura
puede ser variada entre los 600 y 1000 °C. Posteriormente se efectudé una rampa de enfriamiento,

a una velocidad de aproximadamente entre 1 y 2 °C por minuto.
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Figura 3.1 Tratamientos térmicos empleados en la fabricacion de diferentes productos de

biovidrio.

3.2.4 Biofuncionalizacion del biovidrio.

Las pruebas de adicion de colecalciferol (vitamina D3) y colageno tipo I en la superficie del
biovidrio se realizaron empleando soluciones de vitamina D3 y coldgeno en solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) con un pH de 7.0 en un rango de 0.005 a 0.03 mg/mL de Vitamina
D3 y 0.3 a 3.0% (p/p) de Colageno. Las alicuotas del bioandamio se mantuvieron en agitacion
constante a 150 rpm con una temperatura controlada de 25 °C en tubos protegidos de la luz durante
25 minutos en el caso de la vitamina D3 y 15 minutos para el coldgeno, posteriormente se lavaron
con agua destilada para eliminar el excedente de biomoléculas agregadas o aquellas que no se
adhirieron adecuadamente a la superficie, consecutivamente se secaron las alicuotas a 4 °C en

ausencia de luz durante 15 dias.

3.2.5 Caracterizacion cristalogréafica por difraccion de rayos X.
Se emple6 un equipo D8 ADVANCE Brunker CuKa, donde se analiz6 la interaccion entre la

estructura cristalina desarrollada en el biovidrio y una fuente de Rayos X, donde los planos
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atdbmicos en ordenamiento cristalino difractan los rayos X permitiendo obtener reflexiones
caracteristicas de acuerdo con la ley Bragg, de las fases cristalinas presentes. Las diferentes fases
presentes en el biovidrio se determinaron en un rango de 15° a 75° . Con un tamafio de paso de 0.3

mediante la técnica de caracterizacion de polvos.

3.2.6 Caracterizacion de grupos funcionales por espectroscopia de infrarrojo.

Para la identificaciéon de grupos funcionales correspondientes al biovidrio, hidroxiapatita
condensada y las diferentes biomoléculas empleadas en la biofuncionalizacién, se empled un
equipo de analisis IR TENSOR 27 BRUKER para realizar un analisis espectroscopico de infrarrojo,
donde un haz de luz que se encuentra en el rango medio del espectro infrarrojo genera un barrido
que abarca de 4000-400 cm™! con un tamafio de paso de 0.1 cm™, el cual es dirigido a una muestra
suspendida en bromuro de potasio en forma de tableta, siendo determinada la cantidad de radiacion
que es absorbida y transmitida debido a la interaccion de esta vibracion con los enlaces moleculares
de la muestra, el espectro obtenido en modo de transmitancia atenuada fue analizado con el
software especifico del equipo a partir del cual se gener6 el correspondiente espectro de

absorbancia para su consecuente analisis.

3.2.7 Caracterizacion morfolédgica por microscopia electronica de barrido.

La caracterizacion estructural se realizé utilizando un microscopio de electronico de barrido de
emision de campo JEOL JSM-7600F en condiciones de alto vacio, en determinados casos, para
analizar la microestructura y morfologia con mayor calidad de imagen, las muestras fueron
metalizadas mediante bombardeo de atomos de cobre durante 5 minutos para mejorar la
conductividad del material y evitar la carga de la muestra. Todas las muestras fueron colocadas en
un soporte de cobre en conjunto con pintura de carbono para su fijacion. Las condiciones de analisis
se estandarizaron en 2000 y 20000 aumentos con la finalidad de brindar una mejor
representatividad y comparabilidad entre las diferentes muestras analizadas generadas a partir de

los diferentes tratamientos y procesos de sintesis.

3.2.8 Caracterizacién semicuantitativa por espectroscopia de energia dispersiva de rayos X

Se realizaron andlisis de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS) con una
microsonda marca Bruker XFlash 6T, cuyo fundamento se basa en la exposicion de la muestra a
un haz de electrones que interaccionan con las capas electronicas de valencia de los atomos de la
muestra excitdndolos para producir por fluorescencia rayos X caracteristicos para cada uno de los
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elementos que conformar la muestra. Ya que esta técnica es paralela al analisis de microscopia
electronica de barrido, no se requiere de un procesamiento especial de la muestra, este analisis se
realizd en un rango de 0 a 15 keV, siendo solo reportado el rango de 0 a 5 keV, debido a que en el
excedente del espectro no se obtuvieron sefiales a mayores energias, permitiendo una mejor

interpretacion y representacion de los resultados.

3.2.9 Ensayos de bioactividad in vitro.

Las pruebas de bioactividad in vitro para la formacion de hidroxiapatita en el bioandamio se
elaboraron empleando tres soluciones de tratamiento: fluido corporal simulado y plasma de sangre
de conejo parcialmente desproteinizado. El tamafio de las muestras del bioandamio se estandarizé
en 5 x 5 mm y se cargd en recipientes de plastico previamente lavados con agua destilada para
posteriormente ser secados a temperatura ambiente, se afiadié 1 ml de solucion de tratamiento y se
mezclaron suavemente para eliminar las gotas de aire en el andamio, a 37 °C, en posicion estatica
y en ausencia de luz. La soluciéon se cambid cada 48 horas durante el periodo de inmersion y se
recogieron alicuotas después de dos, cuatro, seis y ocho dias. Las muestras obtenidas se lavaron
cinco veces en agua desionizada para eliminar la solucion de tratamiento, y luego se secaron a 37°C

durante dos dias y se almacenaron en un desecador hasta su analisis.

3.2.10 Preparacion del fluido corporal simulado.

El fluido corporal simulado se prepar6 de acuerdo con el procedimiento de Kokubo [95,134],
empleando agua destilada a 36.5 + 1.5 °C bajo agitacion en un recipiente de plastico de 1000 ml,
empezando con so6lo 700 ml de agua y disolviendo totalmente los reactivos uno a uno en el orden
siguiente: cloruro de sodio (0.035 g), carbonato de sodio (0.355 g), cloruro de potasio (0.225 g),
fosfato de hidrogeno fosfato di-potasico (0,231 g), hexahidrato de cloruro de magnesio (0.311 g)
acido clorhidrico 1 M (39 ml), cloruro de calcio (0.292 g), sulfato de sodio (0.072 g), Tris-
hidroximetilaminometano (6.18 g) y dacido clorhidrico 1 M (desconocido); los reactivos
higroscopicos fueron medidos inmediatamente antes de la adicion. Posteriormente a la adicion de
sulfato sodico se ajusto el volumen a 900 ml y luego se agreg6 el tris(hidroximetil)aminometano
(Tris) lentamente para evitar la precipitacion controlando que el pH no aumente mas de 7.45,
adicionando HCI 1M para mantener el nivel en 7.42 £ 0.01, el pH finalmente se ajusté a 7.4 con la
temperatura atn en 36.5 °C y se colocd en un matraz aforado de 1000 ml, se enfrié a 20 °C en agua

y finalmente se ajust6 con el volumen con agua destilada. Las concentraciones de iones inorgénicos
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de SBF fueron 142 mM de Na*, 5 mM de K*, 1 mM de Mg,", 1.3 mM de Ca,", 103 mM de CI, 27
mM de HCOs", 1 mM de HPO4>" y 0.5 mM de SO+, diferenciando tnicamente las concentraciones

de CI' y de HCO3 ™ a las del plasma sanguineo humano.

3.2.11 Obtencidn de plasma sanguineo de conejo

Se obtuvo la sangre a partir del sangrado de conejos conforme a las normas oficiales mexicanas
(NOM-033-Z00-1995). Donde se indica realizar la insensibilizacion a partir del desnucamiento
para separar el craneo de la columna vertebral, posteriormente se realizo un corte en la vena yugular
dentro de los 30 segundos posteriores a la insensibilizacion. La sangre obtenida fue almacenada
durante una hora a cuatro grados centigrados para favorecer que los factores hemostaticos sean
separados, posteriormente el coagulo fue dividido en viales para ser separado en fases en una
centrifuga a 3000 revoluciones por minuto, se recupero la fraccion liquida y se coloco en viales
nuevamente para ser centrifugados bajo los mismos parametros y eliminar el resto del coagulo,

obteniéndose asi el suero sanguineo.

3.2.12 Cuantificacion de contenido de proteina por el método de Bradford

La fraccion de proteina en el plasma de sangre de conejo se determind para asegurar la
reproducibilidad de los experimentos, el proceso de cuantificacion se realizd empleando albumina
de suero bovino como estandar, el reactivo de Bradford como indicador y solucion amortiguadora
de fosfatos a un pH de 7.0. Se elaboraron diferentes alicuotas a partir del estandar ajustandose la
concentracion en 25, 50, 74, 100 y 120 mM/mL, mientras la solucion problema (plasma de sangre
de conejo) se diluyo a 1:2, 1:5 y 1:10 para encontrarse dentro del rango lineal del anélisis. De
acuerdo al procedimiento se tomaron 80 mL de los estandares y muestras problemas y se colocaron
en una placa de 96 pocillos donde se adicionaron 20 mL de reactivo de Bradford a estos, se incubd
durante 2 minutos a temperatura ambiente y se midio la absorbancia de todas las muestras a 595
nm con un analizador de placas iMark Microplate Absorbance Reader de la marca Bio Rad, a partir
de los datos obtenidos se elabord la ecuacion caracteristica mediante regresion lineal y se realizo

el calculo para las muestras problema [135].

3.2.13 Ensayos de bioactividad in ovo.

Se incubaron huevos de pollo criollo fertilizados con un periodo maximo de incubacioén de 15 dias
a 35 °C y 65% de humedad relativa. Se elabor6 una perforacion de 3 mm en el lado superior del
huevo al dia 4 de fertilizacion usando un taladro con una fresa de acero inoxidable de alta velocidad
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desinfectada a 1000 rpm y se sello6 con una pelicula elastica de parafina. A los ocho dias de
fertilizacion empleando una lampara, los huevos inviables fueron retirados del grupo segregandose
por la exposicion de la vasculatura de la membrana corialantoidea, donde la presencia de la
vasculatura indica huevos viables, en esta etapa también se marcaron los extremos del saco de aire.
Las muestras del bioandamio se colocaron en la membrana corialantoidea a los 10 dias de
fertilizacion usando la marca anterior, elaborando un hueco de 2 cm empleando un disco de corte
de alta velocidad de 15/16X1/64 pulgadas, de forma transversal a la cascara del huevo para exponer
la membrana corialantoidea y con el uso de pinzas para eliminar los fragmentos restantes del
cascaron alrededor del hueco. Posteriormente se elabor6 una incision de 5 mm de largo con un
bisturi estéril para poder insertar el bioandamio en la membrana, finalmente el 6vulo se sellé6 con
una pelicula elastica de parafina y las alicuotas del bioandamio se recuperaron después de 2, 3,4y

5 dias después de la implantacion y los embriones se mataron por decapitacion.

3.2.14 Ensayos de citotoxicidad con células RPMI 8226

Se emplearon células RPMI 8226, caracterizadas por ser linfocitos B aislados por primera vez en
1968, en un paciente con mieloma multiple, otorgando modificaciones que permiten su
proliferacion sin las limitaciones que las células normales tienen. Se empled6 medio RPMI
adicionado con 10% de suero fetal de ternera adicionado con antibidticos para la adaptacion de las
células, incubandose a 37 °C en condiciones atmosféricas de 5% de CO», se realizaron varias etapas
de lavado de las células para eliminar la contaminacion generada durante su almacenamiento en
criogenia, consistentes en la remocion del medio de crecimiento empleando una centrifuga para
separar las células, la remocion del medio con vacio y la adicién nuevamente de medio de

crecimiento con antibiotico.

La citotoxicidad fue medida a partir de la viabilidad celular empleando la tincion por MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-2,5-bromuro difeniltetrazolio), cuyo fundamento se basa en la reduccion de este
compuesto por enzimas deshidrogenasas presentes en células viables (principalmente en las
mitocondrias) haciendo uso del NADPH (Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido Fosfato Reducido)
como donador de protones, produciendo el (4,5-Dimetiltiazol-2-il)1,3-difenilformazan) también
llamado formazan (Figura 2), cuyo color caracteristico es el purpura. El ensayo consistio en el uso
de una placa de 96 pocillos, donde se colocaron 10000 células RPMI 8226 por pozo dispersas en

medio de cultivo RPMI 1640, posteriormente se colocaron los diferentes tratamientos en cada
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pocillo ajustando el volumen a 200 microlitros con medio de cultivo, estos se incubaron durante
24 y 48 horas a 37 °C en una atmdsfera con 5% de CO», a 5 diferentes concentraciones: 1, 2, 4, 8,
16 y 32 miligramos de los diferentes tipos de biovidrio por mililitro de cultivo. Para calcular el
indice de muerte celular se adicionaron 10 microlitros de reactivo MTT en cada pocillo, este fue
incubado durante 4 horas para posteriormente ser centrifugado a 2500 rpm durante 5 minutos
retirando el sobrenadante, se adicionaron 100 microlitros de DMSO 99.9% para suspender los
cristales de formazan y lisar las membranas de las células en el ensayo, el precipitado parpura fue
incubado en ausencia de luz a 27 °C durante 10 minutos para completar la solubilizacion. Una vez
listas las placas, se centrifugo a 2500 rpm durante 5 minutos nuevamente y se recuperaron 100
microlitros de la suspension en placas de 96 pocillos y los cuales se midieron en un espectrometro
UV/Vis donde se determiné la banda correspondiente a absorbancia en una longitud de onda de

595 nanometros, calculdndose el porcentaje de células viables a partir de la ecuacion:

) ) Muestra,,s — Blancog,s
%Supervivencia = =100
Control,,; — Blancog,s

ec. 1

Donde la absorbancia del blanco (Blancoans) es el medio solamente y la absorbancia del control
(Controlaps) corresponde al medio con células. Ademas, este control sin la adiciéon de ningin
tratamiento brinda una referencia para determinar un cien por ciento de supervivencia celular,
mientras que la absorbancia de la muestra (Muestraans) se refiere a las muestras problema cuyo

efecto citotoxico buscamos cuantificar.

3.2.15 Conteo celular y viabilidad de células linfociticas.

El medio de cultivo con las células de la caja de Petri o los posos, son colocados en un viales de
fondo conico, para recuperar la mayor cantidad de células es necesario realizar un lavado
enzimatico empleando una solucion de tripsina 0.25% con EDTA 0.53 mM para estabilizar los
aminodcidos de carga positiva como la lisina que ocasionan una adhesion de las células RPMI 8226
a las paredes de la caja de Petri debido a su recubrimiento con poli-L-lisina, que permite la
formacion de enlaces de tipo i6nico con otros aminoacidos que se encuentran en la matriz
extracelular como el 4cido aspartico o glutdmico. En seguida se realiza una etapa de centrifugacion
a 2000 revoluciones por minuto durante 5 minutos, se elimina el medio de cultivo empleando una

linea de vacio dejando solamente el precipitado del fondo del tubo. Una vez realizada esta
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separacion se estandariza el volumen del cultivo a 5 mililitros adicionando medio RPMI-1640 y
suspendiendo las células empleando un agitador de tipo vortex. Cuando existe un nimero muy alto
de células y el conteo no puede ser realizado de forma directa, se puede proceder a elaborar tres
diluciones empleando una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) a pH fisiologico, agregando
100 microlitros del medio con células y 200 microlitros de la soluciéon amortiguadora, este se agita

y homogeniza nuevamente y se procede a la etapa de tincion.

Consecutivamente se realiza el calculo del factor de dilucidon el cual se obtiene a partir de la

siguiente ecuacion:

Volpps

VOlmedio

ec.2

Donde el volumen de PBS (Volpss) se refiere a la cantidad de solucion amortiguadora que se
adiciona para elaborar la dilucion y el volumen de medio que contiene las células (VOlmedio) es la

cantidad de la suspension de células que se adiciono.

Durante la etapa de tincion se toman 90 microlitros de esta suspension de células y se adicionan 10
microlitros del reactivo azul de tripano al 0.4% (esta etapa es opcional cuando se ha obtenido la
capacidad para diferenciar células sanas y viables a partir de la morfologia de las membranas). El
colorante azul de tripano es un reactivo cuyas propiedades electroquimicas evitan que este se
penetre la membrana celular, siendo asi un ensayo de viabilidad indirecto, indicando la viabilidad
a partir de la tincion del citoplasma en las células debido a la perdida de la integridad de la

membrana (Figura 3).

El conteo se realiza empleando una camara de Neubauer, donde se colocan 10 microlitros de la
suspension de células tratadas con el azul de tripano, colocandolos de forma rapida para evitar
cualquier tipo de gradiente que pueda suceder dentro de la cdmara. En seguida se realiza el conteo
de las células en cinco cuadrantes diferentes para en seguida realizar los célculos pertinentes

aplicando la siguiente formula.

cel #_q -F
Concentraci()nm— — —celulas | 10000

#cuadrantes
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Donde el niumero de cuadrantes (#cuadrantes) es el numero total de cuadrantes analizados siendo
cinco en este experimento, mientras que el niimero de células (#células) es el numero total de
células en los cuadrantes cuantificados y el factor de dilucion (F) se refiere al ajuste necesario para
correlacionar la medicion con el numero de células por mililitro real siendo calculado a partir de la

foérmula anterior.

3.2.16 Ensayos de actividad antimicrobiana.

Se tomo una alicuota de una linea de Escherichia coli resistente a antibioticos la cual fue cultivada
en 100 mL de medio LB liquido (10 g de peptona de caseina, 10 g de cloruro de sodio, 5 g de
extracto de levadura, Agua Desionizada cbpiooomr), se incubo durante 24 horas en agitacion a 37
°C. Posteriormente se pesaron diferentes alicuotas del biovidrio dopado con diferentes porcentajes
de plata en su estructura, ademas de los controles correspondientes. Fueron vaciados 5 mL de
medio LB liquido en tubos de cultivo y se agregaron las diferentes cantidades de biovidrio. Se
inocularon 200 uL del cultivo de E. coli por cada 5 mL de medio y se incub6 a 37 °C, durante 24
horas en agitacion. Posteriormente se elaboraron una serie de cultivos en medio LB solido (10 g de
peptona de caseina, 10 g de cloruro de sodio, 5 g de extracto de levadura, 7.5 g de bactoagar, Agua
Desionizada cbpiooomr) a partir de cada alicuota fueron sembrados 50 microlitros los cuales se
diluyeron en 4.9 mL del medio, se mezclaron y se incubaron durante 48 horas a 37 grados
centigrados. Posteriormente se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonia por centimetro

cuadrado y se elabord una curva de correlacion.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de las metodologias previamente descritas se ha disefiado una serie de experimentos que
permite la toma de decisiones dependiendo de los resultados obtenidos, estos se encuentran
estructurados en diferentes puntos, partiendo de la sintesis de la materia prima que son los
aglomerados esféricos de biovidrio, posterior a esto se han establecido diferentes condiciones para
la obtencion de andamios biomiméticos de biovidrio. Una vez determinados los pardmetros mas
eficientes para la elaboracion de estos andamios se ha procedido a estudiar los diferentes medios
para la determinacion de bioactividad, analizando las ventajas y desventajas de cada uno, en
seguida se han hecho las pruebas pertinentes de citotoxicidad y actividad angiogénica de forma in
Vitro e in ovo, para determinar si el material obtenido hasta ahora es realmente adecuado para su
uso como implante en un organismo vivo. Posteriormente se ha realizado la biofuncionalizacion
del andamio con diferentes biomoléculas, determinando también las mejores condiciones para

obtener un recubrimiento mayor, analizando el efecto que esta tiene sobre la bioactividad.

4.1 Sintesis de aglomerados esféricos de biovidrio por la via sol-gel acoplada a secado por
aspersion.

A partir de las metodologias descritas se prepararon 5 lotes diferentes de biovidrio con la
composicion caracteristica del biovidrio 45s5, mediante la técnica sol-gel acoplada a secado por
aspersion, estos 5 lotes difieren en la relacion entre la fase acuosa y los precursores (Tabla 4.1),
estos se pulverizaron y secaron a las mismas condiciones para ser posteriormente tratados a 3
diferentes temperaturas (500, 600 y 700 °C), con la finalidad de observar la morfologia obtenida
en los productos de dichas sintesis. En la tabla 4.1 se describe la nomenclatura y composicion de

las muestras obtenidas.

Tabla 4.1 Composicion nominal de soluciones de alimentacion

Sistema de alimentacion Relacion nominal Biovidrio (g) H>0 (g)
BGsl:1 1/1 49.72 49.72
BGsl:3 1/3 49.72 99.44
BGsl:6 1/6 49.72 248.6
BGsl1:9 1/9 49.72 397.76
BGsl:12 1/12 49.72 546.92
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La Figura 4.1 se muestran las diferentes distribuciones de didametro de agregado obtenidos del
secado por aspersion y tratados térmicamente, se puede observar la forma en la cual se puede
controlar este didmetro en base a la concentracién, donde se obtienen mayores diametros en
aquellos sistemas cuya concentracion de sales fue mayor y viceversa. El diametro de estos
agregados fue determinado a partir de un equipo de dispersion dindmica de la luz (90-PLUS/Bi-

MAS).
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Figura 4.1 Distribucion de diametro de aglomerados de particulas en 5 lotes de biovidrio 45s5

con tratamiento térmico y sin tratamiento térmico.

Es posible observar como en aquellas muestras donde no se realiz6 un tratamiento térmico (Figura
4.1, grupo S/T), el diametro de los agregados disminuye desde 1106.1 hasta los 702.1 nm, con una
correspondencia practicamente lineal, no obstante, esta relacion se pierde una vez que se efectian
los tratamientos térmicos, dentro de los cuales destaca el sistema BGs1:9 por una gran variabilidad,
mientras que el sistema BGs1:3 se mantiene mas estable, con una disminucion en el diametro de
agregado conforme la temperatura maxima del tratamiento va aumentando. Un sistema de muestras
también interesante es el BGs1:12, donde se puede observar una disminucion en el didmetro de los
agregados al ser sometidos a tratamiento térmico, hasta que se alcanza el tratamiento de 700 °C
donde el diametro comienza a incrementarse, posiblemente debido a procesos de crecimiento de
grano dentro de los aglomerados, lo que da lugar a la formacién de construcciones de mayor

tamano.
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4.1.1 Caracterizacion morfolégica de las microesferas de biovidrio.

En la figura 4.2 se pueden observar las micrografias electronicas de barrido de las microesferas
producidas por secado por aspersion correspondientes al sistema BGs1:3 previo al tratamiento
térmico, se puede observar la correcta formacion de esferas, con una morfologia homogénea
aunque con diferentes didmetros, a diferencia de trabajos anteriores donde se obtienen agregados
con formas oblicuas irregulares aun tratdndose de una técnica de atomizacion similar [136], por
otro lado, en trabajos donde se ha manejado la misma técnica pero con diferentes materiales, la
formacion de cuerpos esféricos se ha logrado solamente cuando se emplean tratamientos de
sinterizacion, donde la compactacion de la estructura acarrea esta morfologia como consecuencia

[137].

Posteriormente a los tratamientos térmicos se puede determinar una evolucion en la superficie y
morfologia de las muestras de biovidrio sintetizadas, particularmente en la Figura 4.2 panel D se
puede apreciar la formacion de uniones entre las esferas tras el sinterizado, ademas de algunas
esferas huecas, los cuales colapsaron tras el tratamiento. Similarmente, las muestras BGs1:3 de la
Figura 4.2 (B), mostraron uniones entre ellas, aunque de un modo mas robusto, generando una
estructura muy similar a la denominada como coral con un cierto nivel de rugosidad en la
superficie. Por otro lado, la muestra BGs1:3 cuyo tratamiento térmico se realizé hasta llegar a los
700 °C exhibid superficies lisas y un alto grado de dispersion de tamafos entre las esferas, a
diferencia de las muestras anteriores. Esta serie de resultados corresponde con trabajos anteriores
donde se analiz6 el comportamiento del biovidrio a través del sinterizado, donde se determin6 que
la fusion de particulas es algo comtn, ademas de la perdida de rugosidad en la superficie, al menos
por debajo de los 800 °C, ya que una vez que se supera esta temperatura comienza un proceso de
craterizacion superficial, devolviendo la rugosidad a la muestra e incluso incrementandola

[138,139].
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Figura 4.2 Micrografias (MEB) de diferentes muestras de biovidrio obtenidas por la via sol-gel
acoplada a secado por aspersion del lote BGs1:3 previo al tratamiento térmico (A), el lote BGs1:3
tratado a 500 °C (B), el lote BGs1:3 tratado a 700°C (C) y el lote BGs1:12 tratada a 700 °C (D).

Columna izquierda aumento de 2500X y columna derecha aumento de 10000X.

4.1.2 Caracterizacion semicuantitativa de las microesferas de biovidrio.

Durante las pruebas de microscopia electronica de barrido se realizaron una serie de ensayos de
espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (Figura 4.3), mediante los cuales se determin6 la
composicion de la muestra analizada ademas de que permite un ensayo no solo cualitativo sino

semicuantitativo.
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Figura 4.3 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X de la
muestra BGs1:3 previa al tratamiento térmico (A), muestra BGs1:3 tratada a 500 °C (B), muestra

BGsl1:3 tratada a 700°C (C), muestra BGs1:12 tratada a 700 °C (D).

Los andlisis EDS determinaron un espectro caracteristico del biovidrio 45s5 [138], ademas de la
presencia de un cierto grado de contaminacién en el biovidrio por parte de los precursores,
generando una sefal de electrones con una energia de enlace de 0.392 keV caracteristica de los
atomos de nitrogeno, esta sefial es encontrada en la muestra BGs1:3, por lo que se puede deducir
que esta contaminacion es eliminada o disminuida por el tratamiento térmico, como se puede
observar en el resto de los andlisis EDS donde la intensidad del pico nula o bastante baja. Esta
contaminacion se debe a la eliminacidon incompleta del i6n nitrato de las sales precursoras que se
encuentra presente en los sistemas de reaccion sol-gel durante el proceso de gelificacion; a través
del andlisis de difraccion de rayos X (Figura 4.4) se determind que esta contaminacion es Nitratina
(NaNO3), cuya temperatura de descomposicion es de 570 °C, siendo esta temperatura menor a la
empleada durante el sinterizado es normal que su fraccion en el biovidrio disminuya [140]. Por
otro lado, todas las muestras han mostrado los picos correspondientes para el silicio, el calcio, el

fosforo, el sodio y el oxigeno, como se ha mostrado en otros procesos de sintesis donde los picos
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son correspondientes atn con la adicion de agentes dopantes y tras procesos de incubacion en

medios organicos e inorganicos [45,141].

4.1.3 Caracterizacion cristalografica de las microesferas de biovidrio.

La caracterizacion estructural mediante difraccion de rayos X muestra los patrones de difraccion
obtenidos de las nanoesferas de biovidrio de las muestras: BGs1:3 sin un tratamiento térmico
(Figura 7A), y de las muestras BGs1:3 (Figura 7B) y Biovidrio 45s5 dopado con 3% de plata
(Figura 7C) después del proceso de sinterizado a 700 °C. El espectro del biovidrio BGs1:3 sin
tratamiento térmico muestra los picos caracteristicos de la fase cristalina nitratina (NaNO3) (COD
9009659), correspondiente a la contaminacion que se genera a partir de los nitratos de las sales
precursoras del sistema sol-gel, que se ve disminuida en el resto de las muestras por el tratamiento
de sinterizado; ademas, el espectro permite determinar un grado de cristalinidad menor en aquellas
especies que contienen sodio, calcio, potasio, silicio y oxigeno, en base a la intensidad de la sefial
de las crestas correspondientes a las fases cristalinas que en la Figura 7A son préacticamente

irreconocibles, contrario a las Figura 7B y 7C.

En contraste, los espectros de las muestras BGs1:3 y del Biovidrio 45s5 dopado con 3% de plata
muestran el patron correspondiente al biovidrio 45s5 y un grado de cristalizacion adecuado con
respecto a otros trabajos, mostrando las crestas caracteristicas de la fase cristalina NasCa3Si60O18
(JCPS #77-2189), cuya presencia ha sido reportada por diferentes autores tras el analisis de
diferentes probetas pero siempre manejando la composicion propia del biovidrio 45s5 [142,143],
siendo esta cristalizacion benéfica para la bioactividad del biovidrio al fomentar la formacién de
apatita, segun reportes previos donde se compara la estructura amorfa del biovidrio y su contraparte

cristalizada [ 142].
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Figura 4.4 Patron de difraccion de rayos X: (A) de la muestra BGs1:3 previa al tratamiento
térmico, (B) muestra BGs1:3 tratada a 700 °C, (C) muestra BGsP3 tratada a 700 °C.

4.2 Sintesis de biovidrio nanoestructurado dopado con plata y dopado con cobre

Aplicando los resultados generados a partir de la sintesis de biovidrio, incluyendo la primera
aproximacion a la adicion de plata en la estructura, se obtuvieron diferentes lotes de este material
dopado con dos elementos diferentes, la plata y el cobre. Se analiz6 la distribucion del tamafio de
agregado que se obtuvo para ambos grupos de muestras y se encontré que el dopaje con cobre
ocasiona un mayor tamafio de agregado y una mayor variabilidad en este (Tabla 4.2), alcanzando
tamafios de agregado desde 10000 hasta 50000 nandémetros, seglin se incrementa la cantidad de
cobre en el sistema de sintesis, el dopaje puede ser confirmado a partir de los ensayos de EDS,
difraccion de rayos X e incluso por el color azul que este ocasiona en el materia al tratarse de un

oxido cuprico.
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Tabla 4.2 Distribucion de diametro nominal de particula en los microagregados de biovidrio

dopado con plata y cobre.

lczjaériiiosgz Composicion Nominal (mol. %) airé;lr;ietro g;z\gggién
BGs g;o()z(éié%/:))ons (6%) - NaxO (24.5%) — 553 97
powg SHEZO-PO@Y N0 sy,
BGsAg3 g;%(éio./g{/;)l)_ﬁ; gyz% (,'A)I)\Iazo (24.5%) = 60.9 8.3
BGsCul g;%(éjz{/‘;)) hes ((%O'/S"?,/;)Nmo (24.5%) - 10262 1345
BGsCu2 g;%%ﬁf,;?:g&g%f;/g?%;)Nazo (24.5%) - 2456.6 189.3
BGsCuy  Si0242%) - P20s (6%) - NaxO (24.5%) - 51003 4303

Ca0 (24.5%) - CuO (3%)

4.2.1 Caracterizacion morfologica de biovidrio nanoestructurado dopado con plata y dopado
con cobre

La morfologia del biovidrio sintetizado puede verse en la Figura 4.5 obtenida mediante el uso de
un microscopio electronico de barrido de emision de campo, donde se observa la conservacion
parcial de la forma esférica en los lotes adicionados con plata (BGsAgl, BGsAg2 y BGsAg3)
mientras que se puede observar una considerable aglomeracién que se debe a la forma en que el
cobre se comporta como agente dopante (BGsCul, BGsCu2 y BGsCu3), al cambiar la carga en la
superficie y favoreciendo la unidon de las nanoesferas individuales que durante el proceso de
gelificacion lleva a la generacion de un gran niimero de cuellos entre si, este efecto ha sido
reportado previamente en diferentes materiales incluyendo compositos de biovidrio, donde se ha
encontrado que el cobre favorece la formacion de aglomerados de nanoparticulas [144] y en otros
materiales como nanoparticulas de 6xido de zinc donde se puede apreciar el mismo efecto

aglomerante [ 145].Este efecto se debe a que el cobre posee la capacidad acomplejante que favorece
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la aglomeracion cuando se encuentra en condiciones acidas, siendo esta caracteristica explotada
para procesos de extraccion y produccion de sulfato de cobre, debido a esto se ha recomendado el
uso de otro tipo de medios como el hipofosfito de sodio que, aunque incrementan
considerablemente el costo de produccion, también permiten obtener nanoestructuras mas

definidas aunque con un grado de aglomeracion visible [144].

BGsCu3
%
L

. /

——{2000X
f

Figura 4.5 Micrografias (MEB) de muestras de biovidrio obtenidas por la via sol-gel acoplada a
secado por aspersion de los lotes BGsAgl, BGsAg2, BGsAg3, BGsCul, BGsCu2 y BGsCu3.

4.2.2 Caracterizacion semicuantitativa del biovidrio nanoestructurado dopado con plata y
dopado con cobre

Mediante la observacién microestructural por microscopia electronica de barrido se realizaron una
serie de ensayos de espectroscopia de energia dispersiva o EDS (Figura 4.6), con los cuales se
determind la composicion de las muestras analizadas, ademas de que permite un ensayo no solo

cualitativo sino semicuantitativo.

Los analisis EDS determinaron un espectro caracteristico del biovidrio 45S5[138], ademas de la

presencia de los agentes dopantes en el biovidrio, generando una sefial de electrones con una
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energia de enlace de 2.984 keV y 0.927 keV para la plata (Figura 4.6) y el cobre (Figura 4.7)
respectivamente, descartandose un pequefio pico adicional en 8.04 que identifica también al cobre
pero cuya intensidad es baja en comparacion con el determinado a 0.927 keV. De forma similar a
resultados previos, tras el tratamiento térmico desaparece la sefal de electrones correspondiente al
nitrogeno correspondiente a 0.392 keV, que se encuentra en el material debido a la eliminacion

incompleta del nitrato de las sales precursoras durante el proceso de gelificacion.

25 — O Na §i P (n Ca
- 20 —
i . A )
215 - .
3 4 A A A (B)
210 —
5 — N (&)
E o5 — -
. . : A (D)
0 ) I I I I I ) l ) I
0 | 2 3 4 5
keV
Muestra
Flementa Contral BGisCul B(sCu2 BGisCul
Si (%) 47.35 45,54 43,83 43.3
Na (%) 23.91 26.1 25.16 23.38
('a (%) 22,52 21.95 23.32 23.9%
P (%) 6.22 548 5.8 6.5%
N (%} 0 0.63 1.89 2.76

Figura 4.6 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X de la
muestra Control (A), BGsCul (B), BGsCu2 (C) y BGsCu3 (D) posteriores al tratamiento

térmico.

Por otro lado, todas las muestras han mostrado los picos correspondientes para el silicio, el calcio,
el fosforo, el sodio y el oxigeno, como se ha mostrado en otros procesos de sintesis donde los picos
son correspondientes ain con la adicion de agentes dopantes y tras procesos de incubacion en

medios organicos e inorganicos [45,141].
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Figura 4.7 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X de la
muestra Control (A), BGsAgl (B), BGsAg2 (C) y BGsAg3 (D) posteriores al tratamiento

térmico.

4.2.3 Caracterizacion cristalografica del biovidrio nanoestructurado dopado con plata y
dopado con cobre

La caracterizacion estructural mediante difraccion de rayos X muestra los patrones de difraccion
obtenidos de los microaglomerados de biovidrio de las muestras dopadas con plata y dopadas con
cobre sin un tratamiento térmico (Figura 4.8 B y D respectivamente), y de las mismas muestras
posterior al tratamiento térmico realizado a 700 °C (Figura 4.8 C y E), ademas de una muestra de
biovidrio control que muestra las fases caracteristicas del biovidrio 45s5 posteriores a un
tratamiento térmico también a 700 °C. El espectro de los biovidrios sin tratamiento térmico
muestran los picos caracteristicos de la fase cristalina NaNOs, correspondiente a la contaminacion
que se genera a partir de los nitratos de las sales precursoras del sistema sol-gel, siendo este un
efecto conservado del proceso de sintesis sol-gel independiente de si existe o no un elemento
adicional para dopaje (Figura 4.4), dichas fases producidas a partir de los productos secundarios de
los precursores es desplazada del resto de las muestras por el tratamiento a 700 °C (debido a que

este compuesto solo es estable hasta aproximadamente 530 °C); ademads, el espectro permite
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determinar un grado de cristalinidad adecuado en base a la intensidad de la sefial de los picos
correspondientes a las fases cristalinas y la deformacion de la linea base del mismo espectro. Tanto
en la muestra de biovidrio control como en las muestras BGsAg3 y BGsCu3 se muestra el patron
correspondiente al biovidrio 45s5, indicando a partir del biovidrio control que las condiciones de
sintesis y de andlisis son las adecuadas para su caracterizacion, ademas de demostrar un grado de
cristalizacion adecuado con respecto a otros trabajos, mostrando las crestas caracteristicas de la
fase cristalina NasCasSisO1s, cuya presencia ha sido reportada por diferentes autores tras el analisis
de diferentes probetas pero siempre manejando la composicion propia del biovidrio 45s5 [142,143],
siendo esta cristalizacion benéfica para la bioactividad del biovidrio al fomentar la formacion de
apatita, segun reportes previos donde se compara la estructura amorfa del biovidrio y su contraparte
cristalizada, encontrandose que al poseer el biovidrio una estructura amorfa, el material es
hidrolizado a una velocidad mayor a la de bioasimilacion, perdiéndose este material antes de la

correcta formacion de hidroxiapatita [142].
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Figura 4.8 Patron de difraccion de rayos X de biovidrio 45s5 (A), biovidrio 45s5 dopado con
plata (BGsAg3) antes (B) y después (C) del tratamiento térmico, biovidrio 45s5 dopado con
cobre (BGsCu3) antes (D) y después (E) del tratamiento térmico.

4.3 Actividad antimicrobiana

Se investigaron los efectos bactericidas de las nanoparticulas de biovidrio dopadas con plata y de
las dopadas con cobre correspondientes a los sistemas enunciados en la Tabla 4.2. Para ello se
realiz6 un andlisis de actividad bactericida en liquido, donde se agregd una alicuota de medio
conteniendo un nimero homogéneo de bacterias de Escherichia coli a diferentes probetas de medio
conteniendo diferentes concentraciones de biovidrio dopado. Para poder realizar la medicion de la
actividad antimicrobiana se realizé un cultivo de placa, debido a que las nanoparticulas de biovidrio
interfieren con la densidad Optica del medio de cultivo y por lo tanto con el conteo en liquido del
numero de bacterias. Debido a esta situacion se elabor6 una curva de correlacion entre el nimero
de células en el medio y el nimero de Unidades Formadoras de Colonia por cada 50 pL que se

pueden contabilizar a través de un sistema de sembrado por vertido en placa (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Curva de calibracion entre unidades formadores de colonia y nimero de células en

suspension de cultivo.

Para la elaboracion de la grafica, se utiliz6 el control positivo, correspondiente al medio liquido sin
biovidrio dando lugar al que seria el nimero maximo de células que se podria obtener, este se
diluyo y fue sembrado por vertido en placa para obtener el nimero de UFC/50 uL para cada caso,
de manera similar se planted realizar también una serie de diluciones a las muestras que si contenian
biovidrio, aunque una vez que se realizo la practica se pudo observar la falta de crecimiento de las
bacterias evidenciando que no era necesario realizar las diluciones. En la Tabla 4.4 se aprecian las
cuantificaciones del nimero de bacterias que se encontraron en cada alicuota de medio con y sin
biovidrio dopado, tras su inoculacion con 50 mL del medio liquido incubado con E. coli. Es
facilmente deducible que los lotes de biovidrio dopado con plata mostraron una alta actividad
antimicrobiana, mientras que los lotes de biovidrio dopados con cobre desarrollaron una pobre
actividad antimicrobiana al verse completamente turbios los tubos que se sembraron, e incluso el
proceso de contabilizacion en las cajas se vio imposibilitado debido al gran nimero de unidades

formadoras de colonias.

En investigaciones similares se elabor6 y analiz6 la actividad antimicrobiana del biovidrio dopado
con plata, sin embargo el porcentaje molar de plata minimo que tuvo que ser adicionado es del 3%,
debido sobre todo a la geometria irregular del material [146,147], no obstante aunque en el presente
estudio se ha analizado un material de composicion idéntica a dicho andlisis, es su caracter
nanoestructurado el cual incrementa sustancialmente el area superficial de contacto con respecto a
cualquier otra configuracion no porosa, resultando en un menor limite inferior respecto al
porcentaje de adicion de plata que se requiere, encontrandose en el 0.5% cuando este se encuentra
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en una proporcion de 15 mg/mL de biovidrio en el medio. Este efecto es debido a que la actividad
que la plata presenta se debe en principio a la liberacion de iones de este elemento, lo cual se ve
potencializado cuando la superficie de contacto con el medio se incrementa. Respecto al biovidrio
cuyo dopaje se realizo con cobre, se determind que la concentracion que se empled no fue suficiente
para conferir una actividad antimicrobiana representativa, en trabajos con una tematica similar se
desarrollaron nanoparticulas con un contenido suficiente de cobre para inhibir la proliferacion
microbiana, manejandose porcentajes nominales de hasta 53% de cobre con respecto al resto de los
componentes, lo cual para un bioandamio de la naturaleza del biovidrio es inviable, por otro lado,
trabajos previos con biovidrio [148] donde se realiza la sustitucion de una fraccion de silicio
permitiendo un dopaje de hasta 15% con cobre, han mostrado actividad antimicrobiana similar a la
de la plata, sin embargo este gran porcentaje de cobre modifica negativamente la velocidad en la
formacion de hidroxiapatita encontrandose que solamente en concentraciones alrededor de 2.5%

el dopaje con cobre no afecta la bioasimilacion del biovidrio [149].

Tabla 4.3 Cuantificacion de unidades formadoras de colonia de Escherichia coli en presencia de
diferentes concentraciones de biovidrio dopado con plata (BGsP1, BGsP2 y BGsP3) y dopado
con cobre (BGsC1, BGsC2 y BGsC3).

Muestra mg/mL UFC/cm? Bacterias/mL Muestra mg/mL UFC/cm? Bacterias/mL

BGsPI 5 5 7338 BGsCI 5  ND ND
0 3 299,02 10 ND ND
5 0 0 15 ND ND
20 0 0 20 ND ND
30 0 0 30 ND ND
BGsP2 5 0 0 BGsC2 5  ND ND
10 0 0 10 ND ND
5 0 0 15 ND ND
20 0 0 20 ND ND
30 0 0 30 ND ND
BGsP3 5 0 0 BGsC3 5  ND ND
100 0 10 36 5287
5 0 0 15 26 3186
20 0 0 20 47 6398
30 0 0 30 45 6604
gggﬁ% NA 48 10250
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Control N/A 0 0
Negativo

4.4 Sintesis de andamios miméticos de biovidrio nanoestructurado empleando microesferas
de poliestireno como agente templante.

Para lograr el andamiaje de células como los osteocitos cuyo didmetro es de entre 7 y 20
micrometros, se requiere de la sintesis de andamios de biovidrio capaces de capaces de contener
diametros de poro superiores a 100 micrometros y al mismo tiempo lograr la formacion de poros

de menor didmetro que interconecten la estructura completa [150].

Dentro del proceso de sintesis por secado por aspersion se requiere analizar las condiciones en las
cuales la adicion de microesferas de poliestireno es mas estable y ademds genera una mejor
morfologia, esto puede ser analizado desde el punto de vista de la estructura tridimensional final.
Asi, se sintetizaron 5 diferentes sistemas sol-gel dopados con plata (1.75%) y adicionados con
microesferas de poliestireno para la produccion de bioandamios con actividad antimicrobiana
(Figura 4.10), manejando la composicién de agua y sistema sol-gel, correspondiente al sistema

BG1:3 estandarizado en resultados previos.

La Figura 4.10 muestra las micrografias MEB de bioandamios obtenidos mediante sintesis sol-gel
del Biovidrio y alimentando al secador por aspersion junto con el agente poroso de esferas de
poliestireno en forma concurrente, formacion de los bioandamios por prensado y tratamiento
térmico para eliminar el poliestireno dejando como resultado la estructura porosa hierarquica tipica
disefiada de acuerdo a los requerimientos de la aplicacion, definiéndose en modelos dependientes
de la fraccion de agente: BGsHw1 (3.322 gramos de pordgeno por cada 49.59 gramos de
precursores), BGsHw2 (6.644 gramos de porogeno por cada 49.59 gramos de precursores),
BGsHw3 (9.966 gramos de pordgeno por cada 49.59 gramos de precursores), BGsHw4 (13.288
gramos de porogeno por cada 49.59 gramos de precursores) y BGsHwS5 (16.61 gramos de pordgeno

por cada 49.59 gramos de precursores).

El primer resultado visible fue el limite de adicion de agente pordgeno, aunque estructuralmente
se puede ver a las muestras BGsHw5 (Figura 4.10 Panel E) como un andamio altamente poroso, el
equipo de secado se ve limitado en cuanto a la capacidad de inyectarlo en forma de gotas, la
cantidad de microesferas de poliestireno es tan alta que se agregan en la boquilla de la columna de

inyeccion e incluso variando el didmetro de la boquilla por uno mayor, el equipo no es capaz de
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inyectar la corriente de alimentacién por mas de 5 minutos, mermando la cantidad de material que

se puede obtener en cada corrida de secado.
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Figura 4.10 Micrografias (MEB) de los andamios de biovidrio: BGsHw1(A), BGsHw2(B),
BGsHw3(C), BGsHw4 (D) y BGsHwS5 (E) adicionados con microesferas de poliestireno en la

solucion precursora, secadas por aspersion, formados por prensado y tratados a 700 °C.
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Las muestras de biovidrio analizadas muestran que la interconectividad efectivamente va vinculada
a la cantidad de nanoesferas de poliestireno que han sido adicionadas durante el proceso de sintesis.
Es asi que las muestras con un contenido menor de este agente pordgeno han mostrado una pobre
interconectividad, tal es el caso de la muestra BGsHw1 donde se pueden visualizar cuellos con
grosores que varian desde 1 hasta 7 micrometros, mientras que en la muestra BGsHw2 (Figura 4.10
Panel B) se ve una disminucion en el grosor de los cuellos determindndose desde los 200
nanometros hasta 5 micrometros, en las muestras BGsHw3 (Figura 4.10 Panel C) y BGsHw4
(Figura 4.10 Panel D) se puede encontrar que estos cuellos han disminuido su grosor alrededor de
un micrometro o menos, ademas de mostrar una gran interconectividad entre los macro y los
mesoporos formados, lo cual favorece a la vascularizacion del nuevo tejido 6seo que se busca
generar. Estudios previos de otros autores refieren esta porosidad como un objetivo durante la
sintesis de cualquier tipo de andamio, ya que no solamente se requiere el trafico de células sino de

iones, proteinas y otras biomoléculas para un correcto desarrollo de tejido nuevo [151-153].

Respecto a la microestructura se analizaron diferentes muestras de los lotes preparados con la
adicion de agentes pordgenos, descartando al lote BGsHwS5 debido a que su composicion no es
viable para la produccién empleando un equipo de secado como lo es el SprayDryer. Haciendo uso
de un equipo de corte se realizaron diferentes incisiones en el material para observar la porosidad
sin problemas de iluminacion. Asi se elaboraron las estadisticas de la distribucion de tamafno de
microporo en los bioandamios sintetizados, los resultados se muestran en la Figura 4.11 donde se
puede ver que existe una correspondencia practicamente lineal entre el contenido de agente

porogeno y los diametros de poro promedio obtenidos (Figura 4.11).
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Figura 4.11 Curva de distribucion de diametro de poros en andamios biomiméticos de biovidrio

45s5.

Se puede observar como la porosidad de los bioandamios nuevamente estd completamente
relacionada con la adicion de las nanoesferas de poliestireno, encontrandose una relacion
practicamente lineal entre el tamafio final del poro y la concentracion de agente porégeno, aunque
se observo que también se aumentaba la variabilidad en el tamafio de poro con el incremento del
agente pordgeno. Estimandose que la muestra BGsHw3 la mas adecuada para la preparacion de
estos bioandamios, al lograr una porosidad suficiente para la vascularizacion del tejido, la
migracion de biomoléculas y requiriendo de una cantidad de agente porogeno lo suficientemente

baja para no complicar el proceso de secado.
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Figura 4.12 Fotografias de microscopio optico de los bioandamios de biovidrio porosos:
BGsHw1(A), BGsHw2(B), BGsHw3(C), y BGsHw4 (D) adicionados con microesferas de

poliestireno en la solucion precursora.

Ademéds, de acuerdo con investigaciones previas, se deben elaborar bioandamios con la mayor
cantidad de area especifica debido a la gran cantidad de mesoporos que se requieren para optimizar
la asimilacion del biovidrio, resultando en un biomaterial con caracteristicas lo suficientemente
adecuadas para la implantacion. Sin embargo, aunque algunos autores refieren a un material de esta
naturaleza como extremadamente poroso, que puede ser asimilado de manera descontrolada
mediante hidrolisis, ocasionando cambios significativos en el microambiente como la modificacion

del pH fisiolégico, que es tan necesario para la correcta asimilacion del biovidrio por parte del
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organismo, esto puede ser equilibrado con un grado suficiente de cristalizaciéon del material

[146,154].

4.5 Efecto de la temperatura en la sintesis de andamios miméticos de biovidrio
nanoestructurado empleando microesferas de poliestireno como agente templante

A partir de los resultados de morfologia previos se determinaron las proporciones adecuadas de
agente pordgeno para la formacion de poros interconectados, dicha informacion se emple6 para la
elaboracion de andamios y el andlisis del efecto del tratamiento térmico sobre este y la bioactividad
que se genera. En las muestras obtenidas de los diferentes tratamientos térmicos se evaluaron una
seriec de parametros entre los que se encuentra la estructura, la composicion, pero
fundamentalmente la bioactividad. Para ello, se emplearon diferentes técnicas, siendo Ia
microscopia electronica de barrido la mejor para determinar la morfologia y su evolucion con
respecto a los diferentes tratamientos, los ensayos de difraccion de rayos X brindan la identidad de
las fases que se encuentran en las muestras obtenidas y los ensayos de composicion
semicuantitativa por espectroscopia de energia dispersiva de rayos X nos brindan un panorama

general sobre la composicion de cada una de las alicuotas.

4.5.1 Caracterizacion morfolégica de los bioandamios obtenidos a diferentes tratamientos
térmicos.

A partir de los ensayos previos donde se estandarizé la cantidad de agente templante, se elaboraron
diferentes bioandamios que, aunque contenian la misma cantidad de microesferas de poliestireno
(0.66mgmicroesteras'mL), llegaron a mostrar diferencias estructurales con respecto a la temperatura a
que fueron tratadas. Las muestras de los bioandamios analizados muestran que la interconectividad
efectivamente se encuentra vinculada tanto a la temperatura (Figura 4.13) como a la cantidad de
esferas de poliestireno que han sido adicionadas durante el proceso de sintesis (Figura 4.12). Sin
embargo, a diferencia del efecto de la adicion de las microesferas, el efecto de la temperatura se ve
reflejado en una porosidad que va evolucionando, siendo el tratamiento a 600 °C el que no mostrd
la generacion de una porosidad definida (Figura 12A), mientras que a 700 °C se mantiene una
porosidad que en reportes previos se habia descrito y comprobado como interconectada (Figura
4.13 Panel B), sin embargo, en las temperaturas mas altas es posible ver un efecto negativo en la
porosidad de la estructura siendo disminuida en aquellas muestras tratadas a 800 °C (Figura 4.13

C), formando un material con poros del orden de los 10 micrémetros, cuya interconectividad es
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dificilmente apreciable, ademads, en los tratamientos que se realizaron a 900 y 1000 grados
centigrados se puede definir la formacion de poros de didmetros que varian entre los 20 y 100
micrémetros, que aunque en didmetro son similares a las muestras tratadas a 700 grados
centigrados, estos se encuentran aislados unos de otros, generdndose también un material compacto
en el que la microporosidad de las paredes ha colapsado y es esta la porosidad que permite el flujo
de biomoléculas de un extremo del bioandamio a otro (Figura 4.13 Panel D y E), particularmente
en el desarrollo de bioandamios este efecto en la arquitectura del material es limitante, ya que,
aunque el trafico de células hacia el material requiere de poros en una escala mucho mayor también
es necesaria la interconectividad para facilitar la dispersion de iones, proteinas y otras biomoléculas

(hormonas, oxigeno, etcétera) a través del bioandamio.
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Figura 4.13 Micrografias (MEB) de los bioandamios obtenidos a partir de los diferentes
tratamientos térmicos (A) 600, (B) 700, (C) 800, (D) 900 y (E) 1000 °C. Imagenes tomadas a

250X aumentos.
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4.5.2 Caracterizacion semicuantitativa de bioandamios obtenidos a diferentes tratamientos
térmicos.

Los ensayos de caracterizacion semicuantitativa elemental mediante EDS (Figura 13) muestran las
diferencias composicionales en los bioandamios obtenidos a partir de los cinco tratamientos
térmicos propuestos (Figura 1), ante esto es posible ver que no existe una diferencia significativa
en la composicion de las muestras cuyos tratamientos térmicos no superan los 800 °C (Figura 4.13
panel A, B y C); sin embargo, de forma similar a otros trabajos, a 1000 °C es posible observar
modificaciones en la composicion final, siendo los elementos mas afectados el silicio y el sodio
(Figura 13D y 13E), ya que la proporcion de estos se ve disminuida por la difusion de estos dos

elementos que suele suceder a temperaturas superiores a los 900 °C [155].
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Figura 4.14 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X de

diferentes bioandamios tratados a (a) 600, (b) 700, (c) 800, (d) 900 y (e) 1000 grados centigrados.

4.5.3 Caracterizacion cristalogréafica de bioandamios obtenidos a diferentes tratamientos
térmicos.

La caracterizacion de las fases mediante difraccion de rayos X mostro los patrones de difraccion
obtenidos de los diferentes bioandamios elaborados con los cinco diferentes tratamientos térmicos

(Figura 4.15), asi como en las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido, en los
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resultados obtenidos por difraccion de rayos X también se muestran variaciones con respecto a las
temperaturas empleadas, es posible encontrar diferentes fases en cada uno de los tratamientos las
cuales corresponden con trabajos previos, donde se establece la formacion de fases ricas a partir de
tratamientos con 580 °C, apareciendo la fase Na;CazSisO16 (PDF 00-023-0671) a partir de los 610
°Cy la aparicion de la fase NaxCas(PO4)2S104 (JCPS #32-1053) a partir de los 700 °C en contraste
con otros trabajos donde esta fase se presenta hasta temperaturas de 800 °C [138,143]. Asi mismo,
es posible determinar la formacion de una gran cantidad de silicato de calcio en forma de CaO-SiO»
(CaSiO3) (PDF 00-034-0558) a partir del tratamiento térmico que se realizd6 a 600 grados
centigrados (Figura 4.15 Panel E), mientras que en el caso de las muestras tratadas a 700 grados
centigrados (Figura 4.15 Panel D) esta fase no es tan representativa y aparece la fase NasCazSisO13
ademads de una fraccion de 6xido de silicio que en otros trabajos ha demostrado afectar directamente
la bioactividad del material acelerando la formacion de hidroxiapatita en la superficie [1,156],
ademads, se puede identificar parcialmente la fase NaAg3;O> (PDF 04-015-4528) indicando la
presencia de plata en el material, sin embargo, no se puede concluir del todo ya que s6lo un pico
se encuentra de forma independiente (55.88°) y el resto se encuentran solapados con otros,
desapareciendo en las muestras sometidas a tratamientos con temperaturas mayores,
adicionalmente a esto, a partir de 800 °C no se aprecia una gran variacion en su estructura, salvo
por la aparicion de mas picos caracteristicos de la fase Na;Caz(PO4)2S104 el cual normalmente solo

logra ser cristalizado a partir de este rango de temperaturas [138,143,157].
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Figura 4.15. Difractogramas de rayos X de los diferentes bioandamios tratados a 600 °C(A), 700
°C (B), 800 °C (C), 900 °C (D) y 1000 °C (E).

En la Figura 4.16, se grafica el comportamiento de la relacion de fracciones de la masa amorfa y
la masa cristalizada, denominado como: indice de cristalizacion, con respecto a la temperatura de
los tratamientos, se puede determinar un comportamiento parcialmente lineal, aunque es claro que
el indice se incrementa conforme se incrementa la temperatura, mostrando un comportamiento
similar al obtenido por otros autores donde se encuentra esta relacion en muestras obtenidas de

forma sintética con indices de caracter similar [158,159].

87



4.0
3.5
3.0
25
20
1.5
1.0

res

-
-
-

Indice de cristalinidad

L L L L
600 700 800 900 1000
Temperatura (°C)

Figura 4.16 Indice de cristalinidad de los diferentes bioandamios tratados a (a) 600, (b) 700, (c)
800, (d) 900 y (e) 1000 grados centigrados.

4.6 Ensayos de bioactividad en fluido corporal simulado de los andamios obtenidos de los
diferentes tratamientos térmicos.

La bioactividad es influenciada directamente por la disponibilidad de iones en la cercania de los
biomateriales, aunque algunos de estos son tomados del medio una gran parte se debe generar del
material debido a lo cual la cristalinidad y la morfologia juegan un papel crucial en esta
caracteristica. Este efecto en la bioactividad fue analizado en un medio sintético llamado fluido
corporal simulado (SBF) el cual fue removido cada 24 horas durante 2, 4 ,6 y 8 dias, donde una
vez cumplidos los lapsos de incubacion de cada alicuota se realizaron una serie de tres lavados con
agua desionizada para ser secados a temperatura ambiente y, posteriormente, ser sometidos por las

diferentes técnicas de caracterizacion.

4.6.1 Caracterizacion morfologica de la bioactividad en fluido corporal simulado de los
andamios obtenidos de los diferentes tratamientos térmicos.

A partir de las muestras previamente generadas por los diferentes tratamientos térmicos se
elaboraron una serie de alicuotas que fueron incubadas en fluido corporal simulado para evaluar su
capacidad en la formacion de hidroxiapatita en su superficie. Asi, en las muestras elaboradas a 600
°C (Figura 4.17) se encontrd que efectivamente existia la depositacion de hidroxiapatita, sin
embargo, esta es muy escasa debido posiblemente a la inestabilidad de la superficie ya que una

tercera parte es correspondiente a fase amorfa, la cual, aunque es mas facil de solubilizar también
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ocasiona una deposicion muy inestable de la hidroxiapatita en la superficie (Figura 4.17 Panel C)

que se ve reflejada en aglomerados pequefios y discontinuos.

Figura 4.17 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
600 °C después de (A) 2, (B) 4, (C) 6 y (D) 8 dias de incubacién en fluido corporal simulado.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.

La situacion es distinta en los andamios cuyo tratamiento térmico se realizd a 700 grados

centigrados (Figura 4.18), como se habia determinado en reportes propios previos, la formacion de
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hidroxiapatita comienza a depositarse desde los 4 dias (Figura 4.18 Panel B), adquiriendo la
morfologia denominada de coliflor y manteniendo un tamafio constante donde solamente se

incrementa el nimero de estas formaciones hasta saturar la superficie (Figura 4.18 Panel D).
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Figura 4.18 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
700 °C después de (A) 2, (B) 4, (C) 6 y (D) 8 dias de incubacioén en fluido corporal simulado.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.

Por otro lado en las muestras correspondientes a los andamios producidos a 800 °C (Figura 4.19)
se puede determinar una correcta formacion de la hidroxiapatita, que ademas, despliega diametros
de hasta 3 micrometros en sus agregados, lo cual indica que la porosidad que se retiene es suficiente

para permitir la liberacion de iones suficientes para la formacion de la hidroxiapatita, que en
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conjunto con una distribucién de poros menor, da lugar a la formacion de agregados de mayor

tamafio siendo poco limitado por las inmediaciones estructurales (Figura 4.19 Panel D).

Figura 4.19 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
800 °C después de (A) 2, (B) 4, (C) 6 y (D) 8 dias de incubacion en fluido corporal simulado.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.

En estos tres ensayos, correspondientes a los tratamientos térmicos de 600, 700 y 800 °C, la
formacion de aglomerados de hidroxiapatatita sucede del mismo modo como ha sido reportado en
diferentes trabajos realizados por otros investigadores, con una aglomeracion de la hidroxiapatita
que no se realiza en forma de nodulos, sino en forma de aglomerados de pequefios micro-bigotes

que conforme se incrementa su nimero llegan a formar cuerpos semiesféricos [84,160,161].
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Una situacion similar se presenta en las muestras que han sido tratadas a 900 °C (Figura 4.20),
donde se puede observar la formacion de hidroxiapatita, sin embargo, estas formaciones se ven de
un didmetro menor pese a que tampoco encuentran limitaciones en cuanto a la superficie donde se
depositan, sugiriendo que la formacioén de la hidroxiapatita fue limitada debido al tratamiento
térmico que al formar un material mas cristalino no permite la liberacion de los iones tan necesarios
para la bioactividad ocasionando que los aglomerados, aunque cubren practicamente toda la
superficie (Figura 4.20 Panel D) sean de menor tamafio a su homologo tratado térmicamente a 800
°C (Figura 4.19 Panel D). Este resultado es similar al obtenido por Clupper y colaboradores [162]
quienes encuentran una limitada formacion de hidroxiapatita que se ve limitada por la cristalinidad
del material, no obstante, ain cuando el resultado es similar, el biovidrio nanoestructurado que se
empled en esta serie de experimentos incrementa la formacién de una capa homogénea de
hidroxiapatita a 8 dias contrario a Clupper y colaboradores que requirieron de un periodo de 14

dias.
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Figura 4.20 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
900 °C después de (A) 2, (B) 4, (C) 6 y (D) 8 dias de incubacion en fluido corporal simulado.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.

Las muestras calcinadas a 1000 °C (Figura 4.21) tienen un comportamiento diferente al resto de
las muestras, cabe resaltar que el indice de cristalinidad revela a que una quinta parte del injerto se
encuentra en fase amorfa, dando lugar a una muy limitada fuente de iones de calcio, sodio, fésforo
y silicio, lo que se ve reflejado en formaciones de hidroxiapatita anquilosadas (Figura 21 Panel B
y C) que no logran cubrir por completo la superficie del material aun después de 8 dias en
incubacion con fluido corporal simulado (Figura 4.21 Panel D). Este resultado contrasta con los

datos obtenidos por Vargas y colaboradores [120], donde reportan la pérdida de la estructura y
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solamente obtienen un remanente del bioandamio tras 6 dias de incubacion, a diferencia de ellos el
bioandamio que se ha desarrollado en este trabajo mantiene su estructura, y esto es debido a la
porosidad tan limitada que se generd en el bioandamio ya que estos otros autores tenian una alta

porosidad la cual no permiti6 el deposito de la fase de hidroxiapatita pero si la dilucion del material

[120].

1040m '
—— 2000X /4

Figura 4.21 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
1000 °C después de (A) 2, (B) 4, (C) 6 y (D) 8 dias de incubacién en fluido corporal simulado.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.
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4.6.2 Caracterizacion semicuantitativa de energia dispersiva de rayos X de la bioactividad en
fluido corporal simulado de los andamios obtenidos de los diferentes tratamientos térmicos.
Enla Figura 4.21 se puede comparar la evolucion de los diferentes andamios tratados a 600 (Figura
4.22), 700 (Figura 4.23), 800 (Figura 4.24), 900 (Figura 4.25) y 1000 °C (Figura 4.26), en los
ensayos correspondientes al bioandamio tratado a 600 °C se puede observar una modificacion muy
rapida en los espectros EDS (Figura 4.22 Espectro A), donde aunque por medio de los ensayos
estructurales es visible la formacion de la hidroxiapatita (Figura 4.17) se puede determinar que
existe una gran pérdida de la matriz de biovidrio, especificamente de la fraccion conformada por
silicio (1.739 keV), ya que el pico caracteristico de este va disminuyendo con forme pasan los dias
del tratamiento, del mismo modo se ve una disminucion en el pico principal correspondiente al
calcio (3.69 keV), que puede ser interpretado como una incorrecta depositacion de los iones sobre
la superficie en forma de hidroxiapatita; al mismo tiempo se puede observar la aparicion e
incremento de un pico en la banda 2.62 keV que corresponde al cloro, es decir, este elemento se
encuentra siendo absorbido en la superficie del andamio, ya que cuando se encuentra unido a la

hidroxiapatita como clorhidroxiapatita, la cantidad que se puede detectar suele ser menor.
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Figura 4.23 Evolucion de la composicion elemental de alicuotas de andamios de biovidrio
obtenidas a 700 °C después de 0 (A), 2, (B), 4 (C), 6 (D) y 8 (E) dias de inmersion en fluido

corporal simulado.

El caso del biovidrio obtenido por el tratamiento térmico a 700 °C (Figura 4.23) confirma la
informacion que se ha desarrollado a lo largo del proyecto, donde existe una pérdida de silicio no
significativa debido a la depositacion de este en forma de oxido de silicio en la superficie del
bioandamio para asi permitir el anclaje de la fase de hidroxiapatita, se puede ver un incremento en
la fase de fosforo y también en el calcio, mientras que la cresta correspondiente al sodio se ve
disminuida (1.041 keV), también existe la aparicion de una cresta correspondiente al elemento
cloro, lo cual se debe a que la forma en que se produce la hidroxiapatita es en forma de

clorhidroxiapatita, siendo un caso muy similar los bioandamios tratados a 800 °C (Figura 4.24).
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Figura 4.25 Evolucion de la composicion elemental de alicuotas de andamios de biovidrio
obtenidas a 900 °C después de 0 (A), 2, (B), 4 (C), 6 (D) y 8 (E) dias de inmersion en fluido

corporal simulado.

Los tratamientos térmicos de 900 (Figura 4.25) y 1000 °C (Figura 4.26) se muestran
particularmente invariables, es decir, aunque existe una formacion visible en ambos, los espectros
no cambian en gran medida, sin embargo, existe la aparicion de una banda en 2.62 keV que
nuevamente puede confirmar la formacion de clorhidroxiapatita, sin embargo, este ensayo solo
funciona como prueba ortogonal de confirmacién y no como una prueba definitiva ya que la
aparicion de esta banda puede estar relacionada con fendmenos de absorcion y no de depositacion

de una fase especifica en el andamio.
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Figura 4.26 Evolucion de la composicion elemental de alicuotas de andamios de biovidrio
obtenidas a 1000 °C después de 0 (A), 2, (B), 4 (C), 6 (D) y 8 (E) dias de inmersion en fluido

corporal simulado.

Estos espectros corresponden parcialmente con trabajos de otros autores, aunque existe una
generalidad en cuanto a la forma en que se comportan los bioandamios elaborados y es la
practicamente nula pérdida de la estructura, que se puede determinar debido a la conservacion del
pico caracteristico del silicio, ya que la perdida de este pico en los andamios se encuentra
relacionada con una disminucion completa o parcial de la estructura de soporte del bioandamio, es
decir, deja de ser osteoconductiva y se limita a ser solamente osteoinductiva debido a la liberacion
no regulada de iones [163,164]; asi, podemos determinar que el método de sintesis empleado nos
permite generar andamios estables y osteoconductivos sin la limitante de un tiempo muy estrecho

en su aplicacion y la obtencidon de un resultado favorable tras su implantacion.

4.6.3 Caracterizacion cristalogréafica de la bioactividad en fluido corporal simulado de los
andamios obtenidos de los diferentes tratamientos térmicos.
En la figura 4.27 se pueden observar los difractogramas correspondientes a los bioandamios

producidos a través de los 5 tratamientos térmicos propuestos tras haber sido incubados en fluido
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corporal simulado, ademas de una alicuota de hidroxiapatita porcina como control (A). Asi, es
posible determinar la formacion de la fase hidroxiapatita en el bioandamio y otras fases como la

cristobalita que es caracteristica de la formacion reciente de hidroxiapatita.

Es posible observar una tendencia indicativa de que cuanto mas se acercan los tratamientos
térmicos a los 700 °C, es mas facil la determinacion de las bandas caracteristicas de la
hidroxiapatita (Figura 4.27 Panel C), sin embargo, es posible ver que existe también una variacion
en cuanto a los picos caracteristicos de la cristobalita, ello se debe posiblemente a que debido al
alto grado de cristalizacion que existe esta es la unica fase que puede ser formada ya que el resto
de los elementos no estan en una forma sencilla de hidrolizar y por lo tanto, de poder ser empleados
en la formacion de hidroxiapatita, asi, es posible determinar las temperaturas 6ptimas a las cuales
se puede recurrir para determinar las caracteristicas especificas que se quieran atribuir a un injerto

en especifico.

En trabajos similares se ha determinado la temperatura optima en 600 °C debido a que se busca
facilitar el flujo de iones del material y economizar la energia que se invierte en la sintesis de los
bioandamios, sin embargo, debido a que en el presente trabajo también buscamos una serie de
caracteristicas estructurales preestablecidas vemos esta temperatura como no 6ptima, debido a que
con el tratamiento correspondiente a 700 °C no solo se obtuvo una adecuada cristalinidad sino que

también se logrd obtener una estructura tridimensional interconectada y estable [165,166].
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Figura 4.27 Difractogramas de Rayos X de hidroxiapatita porcina (A) y diferentes bioandamios
tratados a 600 (B), 700 (C), 800 (D), 900 (E) y 1000 (F) grados centigrados, tras un tratamiento

de 8 dias en fluido corporal simulado.

4.7 Analisis de la interconectividad de poro

Analizando los resultados particulares de cada uno de los diferentes andamios obtenidos en
diferentes temperaturas, se ha estandarizado el método de sintesis con la adicion de 9.966 gramos
por cada 49.59 gramos de precursores realizdndose un tratamiento térmico a 700 °C, a partir de
estos parametros se elaboraron una serie de muestras que se emplearon para los consecuentes
andlisis, partiendo de un andlisis de estructura para determinar que efectivamente los diferentes

poros se encuentra interconectados.
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Figura 4.28 Micrografias electronicas de barrido de andamio de biovidrio 45s5.

Mediante microscopia electronica de barrido se elaboré un primer acercamiento a los poros
generados en el andamio de biovidrio, el a figura 28 panel A se puede observar un poco cuyo
diametro supera los 100 micrémetros, dentro del cual se encuentran poros con un diametro de entre
10 y 30 micrémetros (Figura 28 Panel B), que al mismo tiempo permiten encontrar poros internos
con didmetros menores a los 10 micrometros (Figura 28 Panel C) y simultdneamente se obtienen
evidencias de poros mas pequefios cuya caracterizacion adecuada debe ser determinada mediante

otro tipo de técnicas.

Macro-estructuralmente se puede observar una similitud con el tejido dseo esponjoso,
obteniéndose poros lo suficientemente amplios para contener la estructura organica que pueda
poblar al injerto (Figura 29), dichos poros tienen un rango de didmetro de entre 300 y 500
micrémetros, mientras que existe una poblaciéon de poros mdas pequefios con didmetros muy
variables, dicha distribucion de poros se encuentra relacionada con niveles mas altos de fosfatasa
alcalina, cuya actividad se puede tomar como un parametro para la adhesion celular de lineas como

los osteoblastos y osteoclastos.
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Figura 4.29 Microscopias Opticas del andamio de biovidrio 45s5.

Grupos de investigacion del area reportan la formacidon de estructuras porosas; sin embargo, las
estructuras tridimensionales que han generado suelen presentar cuellos mas finos para lograr la
interconectividad tan necesaria para un correcto acoplamiento del bioandamio en el cuerpo [152]
lo cual se ve involucrado en una incorrecta mineralizacion de la superficie del material al momento
de emplearse en un sistema bioldgico, siendo completamente hidrolizado y resorbido por el
organismo impidiendo la formacion de hidroxiapatita [120]. Debido a esto, la generacidon de poros
interconectados sin una excesiva porosidad debe ser uno de los factores principales dentro del

disefio de bioandamios [167].

Para tener una idea de la estructura tridimensional del andamio se realizé una tomografia de una
muestra, la cual se llevo a cabo con un microtomografo computarizado (MTC) de laboratorio marca
Zeiss 510 Xradia Versa con una intensidad del haz de rayos X de 80 kV. Se tomaron 1600
proyecciones alrededor de 360° de la muestra con una camara CCD de 1024X1024 pixeles con una
resolucion de voxel de alrededor de 12 micrometros, lo que permite observar completamente la
muestra y enfocarse en la macroporosidad. En la Figura 30 Panel A se presenta un corte virtual en
dos dimensiones en el plano radial de la muestra después de la reconstruccion en tres dimensiones
en donde se pueden observar grandes y pequefios poros. En la Figura 30 Panel B se muestra un
corte virtual en dos dimensiones del plano perpendicular, el cual muestra mas claramente la
distribucion de los poros. Por otro lado, la Figura 30 Panel C muestra una representacion
tridimensional con la ayuda de cortes virtuales en los tres planos lo que permite visualizar la

continuidad de la porosidad en la muestra.
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Figura 4.30 Cortes virtuales 2D de la muestra de biovidrio, a) corte radial, b) corte perpendicular

y ¢) cortes en los tres planos principales.

Para obtener informacion cuantitativa de la porosidad se extrajo un volumen interior de la imagen
completa por dos razones, la primera eliminar los defectos de borde y la segunda por la capacidad
informatica requerida para realizar el analisis de toda la muestra. Los recuadros en blanco
mostrados en la Figura 30 Panel A y Panel B ilustran en donde se realizaron los cortes del volumen
analizado. Para obtener datos cuantitativos de la muestra se realizé un tratamiento de imagenes que
permite incluye algunos filtros y la segmentacion de las fases presentes en la imagen con la ayuda
del software ImageJ. La Figura 31 Panel A muestra un corte virtual en dos dimensiones del
volumen analizado, mientras que la Figura 31 Panel B muestra la imagen binaria de la parte sélida
de la muestra. Finalmente, la figura 31 Panel C presenta la imagen binaria de la porosidad contenida

en la muestra.
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Figura 4.31 Cortes virtuales 2D del volumen analizado que ilustran el proceso de analisis de

imagenes, a) imagen inicial, b) imagen binaria del solido y ¢) imagen binaria de los poros.

En la Figura 32 se presentan las representaciones tridimensionales del volumen analizado y del
cual se extrajeron los datos cuantitativos de la porosidad. La Figura 32 Panel A presenta una
visualizacion 3D de la parte solida del andamio de biovidrio fabricado en donde se aprecia la
continuidad del sélido, ya que solo presenta un color en toda la muestra. Por otro lado, la Figura
32 "Panel B, muestra la porosidad al interior del andamio en 3D y se pueden notar diferentes colores
en la imagen lo que nos indica que existen poros que no se interconectan en 3D. También
observamos que la mayoria de los poros se encuentran interconectados ya que se obtienen de color

verde.
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Figura 4.32 Representacion tridimensional de la fase solida (A) y la porosidad contenida (B) en

el interior del andamio de biovidrio.

Las propiedades de flujo del medio poroso del andamio se evaluaron mediante simulaciones
numéricas de permeabilidad realizadas mediante el uso del software Avizo® en las imagenes
binarias 3D que contienen porosidad. Antes de ejecutar las simulaciones numéricas, el volumen
minimo representativo (MRV) se estimd recortando la imagen en pequefios cubos de volumen
(20x20x20 voxels) en el centro de la imagen y luego se calculd la densidad relativa para ese
volumen. Estas operaciones se repitieron aumentando el volumen del cubo en 20 voxeles por lado
hasta alcanzar una densidad relativa casi constante. El volumen minimo 1til para obtener suficiente
precision en nuestros resultados tuvo que ser calculado ya que hay limitaciones computacionales
y, para ahorrar tiempo para las simulaciones numéricas. Se encontré que el volumen al que la
densidad relativa alcanzé casi un valor constante es de alrededor de 250° voxeles®. Se utilizé un
volumen de 300x300x300 voxeles, que representa 46 mm?, para ejecutar las simulaciones

numeéricas que se realizaron en el eje vertical de la muestra.

Las simulaciones de Avizo se basan en la ley de Darcy al resolver las ecuaciones de Navier Stokes
con un método de volumen finito. La simulacion considerd un fluido newtoniano incompresible de
una fase con un flujo laminar de estado estable y una viscosidad de 0,045 Pascal-Segundo, que
representa la viscosidad de la sangre. Las condiciones de los limites utilizados fueron la presion de
entrada y salida, con valores de 130 y 100 kPa, respectivamente. La Figura 33 muestra las lineas
de flujo que pasan a través del andamio. En la Figura 33 se presenta el volumen s6lido completo al
interior del cual se realizé la simulacion de flujo, en donde se aprecian las lineas de flujo. En la

Figura 33 Panel B se muestra un extracto tridimensional que permite observa que la trayectoria del
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flujo a través del andamio, en donde se aprecia que el paso en la direccion vertical no es forma
directa y presenta un cierto grado de tortuosidad. En la Figura 33 Panel C se presentan las lineas
de flujo, el color de las lineas indica su velocidad, siendo el azul obscuro velocidad baja y el rojo
una velocidad muy alta. Se aprecia que en su mayoria la velocidad del fluido es homogénea,
excepto por dos pequefias contracciones que presentan una coloracion azul claro indicando una

aceleracion del fluido debido al cambio de seccion por el que debe pasar el fluido.

Figura 4.33 Representacion tridimensional del volumen sélido y las lineas de flujo obtenidas de
la simulacion numeérica: volumen y lineas de flujo al interior (A), recorte del volumen
tridimensional que permite observar por donde pasa el fluido (B) y lineas de flujo que indican los

cambios de velocidad del fluido (C).

Los resultados cuantitativos de diferentes propiedades del andamios se enlistan en la Tabla Y, se
ha determinado una permeabilidad del 1.89 X 107! m?, dicho valor es correspondiente con trabajos
como Abdalrahman y colaboradores, los cuales han estimado un rango de entre 0.1 y 8 X 101" m?

[168] para el hueso poroso en remodelacion, paralelamente este valor es considerablemente mas
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alto que los reportados por otros grupos de trabajo que se encuentran entre 5 X 102* y 9.5 X 10°!8
m? [169], no obstante, es necesario hacer la diferenciacion en que este rango es caracteristico para
estructuras 6seas mas compactas que normalmente se ven relacionadas con la diferenciacion de
osteoblastos a osteocitos [170]. Se ha determinado un porcentaje de interconectividad del 93.5%
lo cual significa que una gran cantidad de los poros del andamio se encuentran unidos entre si,
aunque el valor Optimo para este parametro en la remodelacion del tejido 6seo es de un 100% se
han determinado rangos donde interconectividades superiores al 90% permiten el desarrollo e
fomentar una correcta asimilaciéon del andamio en los organismos vivos [171], dicha
interconectividad es lograda gracias a una porosidad de 52.31%, este pardmetro es particularmente
complicado de analizar debido a que no existe una correlacion lineal entre la porosidad y la
bioactividad, donde porosidades altas pueden dar lugar a una pobre depositacion de hidroxiapatita
[120] y porosidades muy bajas no permiten la hidrolisis adecuada del andamio para la liberacion

de iones, como se ha demostrado en el punto anterior.

Tabla 4.4 Valores de la porosidad

Fraccion en volumen Tamafo poro Interconectividad Tortuosidad Permeabilidad

de poros (%) medio (um) (%) (m?)

52.31 1560 93.5 1.34 1.89x 1071

El tamafio de poro medio se ha determinado en un valor de 1560 micrometros (Tabla Y), este es
un valor nominal obtenido a partir de la poblacion total de poros del andamio, como es posible
observar existen diferentes diametros que comienzan a cobrar notoriedad a partir de los 150
micrémetros en adelante (Figura 34), lo cual es una caracteristica de los andamios obtenidos
mediante agentes templantes [172]. Al dia de hoy no se ha determinado con certeza cuales son los
diametros Optimos para la osteoregeneracion, sin embargo se han determinado diferentes rango
donde existen ventajas y desventajas, algunos trabajos han determinado que los poros entre 300 y
400 micrometros son los mds efectivos para la remodelacion ectopica del hueso, es decir, la
calcificacion de los tejidos extraesqueléticos, por otro lado, andamios con poros con didmetros
inferiores a los 200 micrometros favorecen el deposito de sales en la matriz 6sea y andamios con
diametros de poro superiores a los 1000 micrometros han demostrado una mejor bioactividad en

modelos in vivo [172], debido a este tipo de situaciones es que modelos con diferentes didmetros
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de poro pueden dar funcionar de una manera integral para favorecer diferentes tipos de actividad

osteogénica.
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Figura 4.34 Distribucion de tamafio de poros en el andamio.

Se analizd6 también la estructura del material para confirmar que este es un material
nanoestructurado, para ello se tomaron una serie de micrografias electronicas de barrido (Figura
35) de las paredes interiores del andamio de biovidrio 45s5, estas micrografias se determinaron
diametros de particula menores a los 100 nanémetros, este tipo de materiales nanoestructurados
presentan un fendémeno de aglomeracion que a su vez ocasiona la pérdida de la homogeneidad en
los didmetros de aglomerado, debido a que nanoesferas se fusionan con otras, generando particulas

de didmetros mayores al original [172].
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Figura 4.35 Micrografia electronica de barrido de un andamio de biovidrio 45s5 a 50000X (A) y
100000X (B) aumentos.

Es posible concluir parcialmente que se han determinado las condiciones de sintesis para un
andamio mimético de biovidrio 45s5, con una interconectividad adecuada con respecto a los
diferentes grupos de trabajo, se ha logrado determinar y confirmar la naturaleza nanoestructurada
el andamio y también se ha determinado que existen poros con didmetros adecuados para fomentar
el crecimiento de tejido 0seo, respecto a la permeabilidad se han logrado valores adecuados para

su implantacion.

4.8 Comparabilidad de la bioactividad entre los andamios de biovidrio 45s5
nanoestructurado y el biovidrio 45s5 de sintesis tradicional en fluido corporal

Una serie de alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio y otras de andamios de biovidrio
obtenidas por sintesis tradicional, fueron incubadas por un periodo de 8 dias en fluido corporal
simulado, estas muestras fueron incubadas a 37 grados centigrados de forma estética, en total
ausencia de luz. El fluido corporal simulado fue cambiado cada 24 horas para finalmente ser
retirado de la muestra mediante tres ciclos de lavado con agua desionizada, agitando levemente y
decantando el agua de lavado, posteriormente fueron secados a temperatura ambiente y
caracterizadas a partir de microscopia electronica de barrido, andlisis EDS, determinacion del

espectro infrarrojo y Raman.

4.8.1 Caracterizacion morfologica de la bioactividad entre los andamios de biovidrio 45s5
nanoestructurado y el biovidrio 45s5 de sintesis tradicional en fluido corporal simulado.

En los ensayos correspondientes al bioandamio mimético de biovidrio en fluido corporal simulado,
las micrografias MED se presentan en la Figura 4.36, donde la formacién de aglomerados de
hidroxiapatatita ocurre como se reporta en diferentes trabajos realizados por otros investigadores,

es decir, la aglomeracion de la hidroxiapatita no se realiza en forma de nédulos, sino que se forman
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aglomerados como los previamente demostrados en las figuras 4.16, 4.17 y 4.18 denominadas
como micro-bigotes que formar estructuras esféricas al aglomerarse. En el dia 4 (Figura 4.36 Panel
B) la formacion de hidroxiapatita no es tan representativa como en el sistema in 0V0 aunque es
posible ver una gran cantidad de pequefias aglomeraciones, pero no es sino a partir del dia 6 (Figura
4.36 Panel C) cuando inicia la aglomeracion de la hidroxiapatita en la superficie del biovidrio que
comienza sin un orden aparente, pero que hacia el dia 8 (Figura 4.36 Panel D) ya se ve definida en
la configuracion denominada tipo “coliflor”. Aunque esta morfologia concuerda con los trabajos
de otros autores, cabe resaltar que en el caso de este bioandamio mimético de biovidrio se reduce
el tiempo de incubacion en fluido corporal simulado en una tercera parte, dando lugar a la misma
formacion de hidroxiapatita de una forma mas rapida y eficiente[ 161], atribuyendo esta aceleracion
del proceso a que el bioandamio es un biomaterial nanoestructurado, es decir, esta conformado por
pequetias esferas aglomeradas con diametros menores a 1 micrometro que pueden funcionar como

sitios de nucleacion para la condensacion de la hidroxiapatita.
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Figura 4.36 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio después
de (A1-A2) 2 dias, (B1-B2) 4 dias, (C1-C2) 6 dias y (D1-D2) 8 dias de incubacién en fluido
corporal simulado (SBF). Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de

20000X.

Como un control para determinar que efectivamente un biomaterial nanoestructurado es mas
eficiente que un material que no lo es, se realizd el mismo experimento, pero empleando el
biovidrio no poroso y no nanoestructurado, del cual se determind que el sistema in vitro es capaz
de hidrolizar lo suficiente al biovidrio para generar poros en la superficie pero con una pobre
formacion de hidroxiapatita en la superficie que solo es visible hasta el dia 6 (Figura 4.37 Panel C)

y que aun en el dia 8 (Figura 4.37 Panel D) no llega a presentar una formacion de hidroxiapatita
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tan eficiente como el bioandamio poroso mimético, esta eficiencia tan reducida se debe a que el
area superficial del material es demasiado baja en comparacion con el bioandamio mimético
desarrollado por el método de sintesis propuesto en este proyecto, ademas de que no posee sitios
de nucleacion nanométricos preestablecidos que su contraparte proporciona para favorecer la

nucleacion de la hidroxiapatita [84,160,161].

Figura 4.37 Micrografias (MEB) de las alicuotas de biovidrio no poroso después de (A1-A2) 2
dias, (B1-B2) 4 dias, (C1-C2) 6 dias y (D1-D2) 8 dias de incubacioén en fluido corporal simulado
(SBF). Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.
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4.8.2 Caracterizacion semicuantitativa de energia dispersiva de rayos X de la bioactividad entre
los andamios de biovidrio 45s5 nanoestructurado y el biovidrio 45s5 de sintesis tradicional en
fluido corporal simulado.

En las figura 4.38 y 4.39 se puede comparar la composicion elemental de diferentes muestras de
biovidrio antes y después de ser incubados en fluido corporal, en la Figura 4.38, se muestran
aquellas alicuotas de andamios de biovidrioporoso nanoestructurado, mientras que en la Figura
4.39 se puede ver el control correspondiente al biovidrio que ha sido sintetizado de forma
tradicional mediante secado por evaporacion y no mediante el equipo de secado por aspercion, lo
cual da una estructura poco porosa. En los ensayos in vitro correspondientes mediante los espectros
EDS se puede observar una evolucion relativamente lenta, donde para el caso del bioandamio
nanoestructurado poroso (Figuras 4.38 y 4.36) se genera la hidroxiapatita a partir del cuarto dia de
tratamiento, mientras que en el caso del biovidrio no poroso (Figuras 4.39 y 4.37) la formacion de
hidroxiapatita tarda 8 dias en suceder, demostrando nuevamente que la porosidad es uno de los
principales factores que controlan la bioactividad del biovidrio. Un factor mas a tener en cuenta es
la presencia de la plata, la cudl prevalece, aunque siendo una fraccion tan pequefia del biomaterial
el pico es apenas distingible aunque practicamente constante, lo cudl indica que el biomaterial
puede mantener su actividad antibiética ain después de 8 dias injertado en un sistema in Vitro, sin
que este afecte en la bioactividad del material. Esta bateria de resultados es contrastante con
trabajos previos donde el espectro EDS muestra la pérdida de los elementos constituyentes de la
hidroxiapatita, dando lugar a una fase practicamente constante de oxido de silicio, debido a la

pérdida del calcio y el sodio [116,120].
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Figura 4.38 Ensayos semicuantitativos de composicion EDS de las alicuotas del bioandamio
mimeético de biovidrio después de 0 (A), 2 (B), 4 (C), 6(D) y 8 (E) dias de incubacién en fluido

corporal simulado.

En ambos sistemas se puede observar que la proporcion de silicio disminuye, aunque no
simultdneamente, ya que en el biovidrio poroso la disminucion del silicio es mas rapida con el
subsecuente incremento de la fase de fosforo, mientras que en el biovidrio no poroso esto tarda por
lo menos 8 dias. Comparando estos resultados con las imdgenes previas y el espectro EDS del
estandar de hidroxiapatita se puede deducir que la hidrélisis que el biovidrio no poroso sufre es
igual para todos los elementos al no existir una modificacion en las proporciones de la composicion
y no es sino hasta el octavo dia cuando la hidroxiapatita forma una capa lo suficientemente
representativa para modificar el espectro EDS. En el caso de las alicuotas del biovidrio poroso, se
alcanza un equilibrio donde ya se ha generado hidroxiapatita en la superficie y eso mismo
disminuye la cantidad de elementos del biovidrio que se liberan al sistema, aunque esto no es
indicativo de que la formacion de hidroxiapatita haya cesado, sino simplemente ha disminuido la
tasa de hidroélisis del biovidrio por el medio, viéndose reflejado en la cresta correspondiente al

silicio que permanece practicamente constante entre el dia 6 y 8 de tratamiento.

116



L]
<

] © Na  SiP Az Ca
> _J_J\_}L |
—_ — : A (A}
< 20 — Q "
= 15 J-AA 5 & -
5 <4 A A : - ~ ()
w10 — -
5y - . ,. ~ [{B]]
= 5 —
s DU N A ®
0 ) | | I I I | I I I
0 ] 2 3 4 5
keV
. .. Nia
Fraccion
0 2 4 6 8
Si (%) 42.82 54.07 53.02 52.45 4211
Na (%) 25.85 16.28 17.42 15.66 14.29
Ca (¥} 25.09 16.23 15.63 17.06 215
P (% 452 10.31 11.23 11.56 16.46
Ag (%) 1.72 1.33 1.06 1.33 0.86
CL%) 0 | L7 164 | 194 4.79

Figura 4.39 Ensayos semicuantitativos de composicion EDS de las alicuotas del biovidrio no
poroso después de 0 (A), 2 (B), 4 (C), 6(D) y 8 (E) dias de incubacion en fluido corporal

simulado.

4.8.3 Caracterizacion espectroscépica de infrarrojo de la bioactividad en fluido corporal
simulado entre los andamios de biovidrio 45s5 nanoestructurado y el biovidrio 45s5 de sintesis
tradicional en fluido corporal simulado.

A partir de los espectros de absorbancia de infrarrojo se puede observar la evolucion de los grupos
funcionales que se encuentran en un material a partir de las crestas caracteristicas que estos
generan, siendo facilmente identificable la fase de biovidrio debido a sus enlaces Si-O-Si (1067,
805 y 492 cm-1) y Si-O (926 y 606 cm-1), mientras que la configuracion del espectro cambia
cuando se encuentran grupos funcionales propios de la hidroxiapatita como el PO4 (1050 cm-1)
o enlaces del tipo P-O-P (967 cm-1). Asi, a partir de una alicuota de hidroxiapatita se puede elaborar
un control que ayude a determinar si la formacién de hidroxiapatita se encuentra efectivamente
ocurriendo y asi descartar que sucedan modificaciones composicionales debido al medio en el cual
se realiza el tratamiento de las probetas de biovidrio, es decir, se determinan las modificaciones
que deben suceder en el espectro para que este asegure la identidad de los compuestos formados

para evitar una malinterpretacion de la informacion obtenida.
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En las Figuras 4.40 y 4.41 se pueden observar diferentes patrones de control entre los que se
encuentra el espectro de la hidroxiapatita (A) y el espectro del biovidrio ya sea en forma de
bioandamio mimético (Figura 4.41 (A)) o de una alicuota de biovidrio sin porosidad pero de la
misma composicion (Figura 4.41 (B)), es posible observar la formacion de la hidroxiapatita a partir
de la modificacién de las crestas y su posicion con respecto al espectro; teniendo en cuenta que una
parte importante de la técnica es la homogenizacion de la muestra se puede obtener lectura a partir
tanto del biovidrio como de la hidroxiapatita simultaneamente, de forma similar a los ensayos EDS
donde se cuantifica una fraccion de silicio incluso cuando este no forma parte de la hidroxiapatita.
Se puede observar una paulatina disminucion de las crestas propias de los enlaces Si-O-Si, mientras
que el pico mayor se desplaza hacia un valor de 1034 cm™, que corresponde a los grupos fosfato
del fosfato de calcio que conforma la estructura de la hidroxiapatita de tal modo que, en ambos
casos se puede observar el efecto que el fluido corporal simulado tiene sobre el material en la
formacion de la hidroxiapatita, este cambio estructural es mas drastico en las muestras del andamio
de biovidrio donde se puede observar desde el segundo dia manteniéndose relativamente estable
hasta el dia 8 cuando el espectro practicamente se vuelve idéntico al de la hidroxiapatita,
exceptuando la posicion de la banda correspondiente a los enlaces Si-O-Si en la posicion 484 cm’!
indicando que alin en esa alicuota existe una fraccion de silicio que se confirma por los ensayos de
composicion o EDS, que en la hidroxiapatita un pico cercano a esta posicion indica un grupo
funcional PO47 [173]. Mientras tanto en la Figura 4.41, paralelamente a la figura anterior también
se visualiza un control correspondiente al espectro infrarrojo de la hidroxiapatita de origen animal
y el espectro del biovidrio antes de realizar el tratamiento, para asi comparar los cambios en los
espectros y determinar si existe o no un efecto significativo. Nuevamente, se puede observar como
el tratamiento genera cambios en las bandas de los diferentes espectros de infrarrojo del biovidrio,
sin embargo, en este no se observan cambios significativos en los espectros, lo que indica una muy
pobre bioactividad. Sin embargo, recordando las micrografias correspondientes al mismo sistema,
se puede discernir que el fluido corporal simulado si esta realizando la etapa de hidr6lisis en la
superficie del biovidrio, pero no estd ocurriendo una condensacion adecuada para la formacion de
la hidroxiapatita, lo que se debe posiblemente a que estas alicuotas de biovidrio no poroso no
poseen una estructura que le permita fomentar la nucleacion de la formacion de la hidroxiapatita

en la superficie. Esto, en contraste con el andamio biomimético nanoestructurado (Figura 4.40), en
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el cual se observa una adecuada formacion de hidroxiapatita a partir de la aparicion de las bandas
correspondientes al grupo fosfato y un hombro junto a esta cresta que corresponde a enlaces P-O-
P, lo que indica que el proceso de hidroélisis si esta ocurriendo de forma acoplada a un proceso de
condensacion de los iones que se generan dando lugar a los grupos funcionales como el fosfato de
calcio que es parte primordial de la composicion de la fase mineral del hueso. Muchos trabajos
previos muestran la evolucion del biovidrio y como las bandas que corresponden al silicio son
modificadas, sin embargo, en el presente trabajo se demuestra como el espectro no solamente se
modifica, sino que el patrén obtenido es practicamente igual en los bioandamios miméticos de
biovidrio en los diferentes ensayos, mientras que en el biovidrio de sintesis tradicional el patron
aunque se modifica no es igual al de la hidroxiapatita de origen animal, ademas de tardar mas

tiempo en modificar el patron de bandas, para ambos sistemas [165,173].

(A) oy ol 16
]
— <
© NG -
©) TN = -
= )
(E) | 4 D
Si-O-5i Si-O-Si "t

) OOy, [

0

L DL L L L L L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de Onda (cm™)

Figura 4.40 Espectro de absorcion de infrarrojo del biovidrio en incubacion en fluido corporal
simulado (in vitro). (A) bioandamio mimético de biovidrio nanoestructurado y (B) biovidrio no
poroso. (a) control de hidroxiapatita, (b) dia 8 del tratamiento, (c) dia 6 del tratamiento, (d) dia 4

del tratamiento, (e) dia 2 del tratamiento y (f) sin tratamiento.
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Figura 4.41 Espectro de absorcion de infrarrojo del biovidrio en incubacion en fluido corporal
simulado (in vitro). (A) bioandamio mimético de biovidrio nanoestructurado y (B) biovidrio no
poroso. (a) control de hidroxiapatita, (b) dia 8 del tratamiento, (c) dia 6 del tratamiento, (d) dia 4

del tratamiento, (e) dia 2 del tratamiento y (f) sin tratamiento.

4.8.4 Caracterizacion cristalogréfica de la bioactividad en fluido corporal simulado entre los
andamios de biovidrio 45s5 nanoestructurado y el biovidrio 45s5 de sintesis tradicional en

fluido corporal simulado y en la membrana corialantoidea.

Se emplearon como controles la hidroxiapatita (Figura 4.42 A) y el biovidrio dopado con 1.75%
de plata calcinado a 700 °C (Figura 4.42 D), para determinar la formacion de hidroxiapatita en
conjunto con la base de datos disponible en el equipo mismo para el caso de la hidroxiapatita y
para determinar los cambios en la estructura cristalografica en el caso del control de biovidrio,
siendo correspondientes con los patrones previamente determinados tanto en el presente proyecto
como por otros grupos de trabajo [155,174]. Nuevamente se evalud la bioactividad del biovidrio
sin poros en un tratamiento con fluido corporal simulado (Figura 4.42 B) con una duracion de 8
dias bajo los lineamientos preestablecidos en las metodologias previas; paralelamente se analizé la
bioactividad del bioandamio mimético de biovidrio también en fluido corporal simulado (Figura
4.42 C), de antemano se ha observado que en el biovidrio no poroso la formacion de hidroxiapatita
se realiza de forma muy lenta; sin embargo, se ha podido determinar que aunque este proceso en
especifico no es muy eficiente debido a la pobre area superficial, si se origina la formacion de 6xido
de silicio (cristobalita) la cual se encuentra presente en las fases producidas en ambos sistemas de

biovidrio, sin embargo, se observo como, a pesar de la baja area superficial del biovidrio no poroso,
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se obtuvieron los picos correspondientes a la fase de hidroxiapatita comparables con los obtenidos
a partir del bioandamio mimético de biovidrio. En el caso del bioandamio nanoestructurado se
encontr6 una buena formacion de la fase de hidroxiapatita, cabe destacar que debido a que es un
proceso que se realiza a temperatura ambiente el grado de cristalizacion es muy bajo por lo cual
los picos se muestran achatados. Esto corresponde con otros grupos de trabajo, los cuales reportan
que a través de un tratamiento térmico logran refinar los ocho picos caracteristicos de la
hidroxiapatita, sin embargo, en este caso el tratamiento térmico no es requerido debido a que se
coincide en por lo menos 5 picos caracteristicos y un tratamiento térmico puede alterar las

caracteristicas texturales de la muestra [175,176].

5.0 —
- Y o4 ¢V ¥ A Ty Hidroxiapatita
- & SIO,
4.5 — ,NaZCa:Si_‘Oy
4.0 —
3.5 —
~ 30 —
:Q .
= - : ' H
:; 2.5 ML\""ULU Wi O {B)
5 .
5
E 2.0 — . .
7 LW (©)
T g
7 Y Si0,¥ Na CaPO) SiO,
1.0 — ¥ Na Ca SO nNa(aSiO,
0.5 —
00 NN REER RN RE RN BE A LN R L

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
2 Tetha

Figura 4.42 Espectros de difraccion de rayos X de hidroxiapatita control (A), biovidrio no
poroso obtenido por sintesis convencional tradicional tras 8 dias de inmersion en fluido corporal
simulado (B), andamio mimético de biovidrio tras 8 dias de inmersion en fluido corporal

simulado (C) y biovidrio control sin tratamiento de inmersion.
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4.9 Comparabilidad de la evaluacion de bioactividad en biovidrio 45s5en la membrana
corialantoidea, el plasma de sangre de conejo y el fluido corporal simulado.

4.9.1 Caracterizacion morfologica de la evaluacion de bioactividad en biovidrio 45s5en la
membrana corialantoidea, el plasma de sangre de conejo y el fluido corporal simulado.

En la Figura 4.43 es posible ver la evolucion del bioandamio mimético de biovidrio tras ser
insertado en un sistema in 0vo, donde se puede observar la formacion de aglomerados de
hidroxiapatatita, que también pueden ser llamados nédulos. En el panel Al de esta figura se puede
observar como no existen estos nddulos en la superficie del material, cabe resaltar que el analisis
de microscopia se realizd buscando las zonas mas lisas donde este efecto pueda ser apreciado de
mejor forma. A cuatro dias tras su implantacion se puede observar en la imagen a 20,000 aumentos
(Figura 4.43 Panel B) que se comienzan a formar los primeros agregados de hidroxiapatita, pero
no es hasta el dia 6 que estos comienzan a tomar la forma de esferas (Figura 4.43 Panel C). Sin
embargo, es hasta el dia 8 cuando estos agregados han tomado un tamafno considerable siendo
facilmente identificados a 2000 aumentos (Figura 4.43 Panel D), no obstante a 20000 aumentos
(Figura 4.43 Panel B D) se puede observar que estas esferas también se encuentran formadas por
esferas més pequenas, lo cual contrasta con trabajos previos de otros equipos de trabajo, donde el
biovidrio al ser injertado en un sistema in ovo, es hidrolizado pero no se da el fenomeno de
condensacion de la hidroxiapatita, debido a que los iones de calcio y fosforo son monopolizados
por la formacion del sistema dseo del sistema, es decir, el proceso de hidrolisis funciona pero el
organismo vivo no permite que estos iones lleven a cabo la formacion de hidroxiapatita sobre el
biomaterial. Este efecto se debe principalmente a que, en la busqueda de un material eficiente, se
han alcanzado porosidades de 90% o incluso mas, lo cual en un sistema in vitro funciona para la
formacion optima de la hidroxiapatita pero en un sistema in vivo o in 0vo, esta bioactividad se ve
mermada debido a que esta alta area superficial da lugar a una rapida hidrolisis pero limita el
espacio en el cudl puede condensarse, que en conjunto con un sistema dindmico es capaz de
secuestrar los iones tan necesarios para la formacion de la hidroxiapatita, lo que hace que el

biovidrio pierda la bioactividad [116,177].
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Figura 4.43 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio después
de 2 dias (A), 3 dias (B), 4 dias (C) y 5 (D) dias de incubacién en la membrana corialantoidea.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.

En la Figura 4.44 se muestra la evolucion a los 2, 4, 6 y 8 dias de incubacion en suero sanguineo
de conejo. Es posible observar la formacion de una fase heterogénea a partir de los 4 dias de
incubacion conformadas por estructuras alargadas tipo micro-bigote, que incrementan en nimero
y longitud con el transcurso de los dias, cubriendo por completo el material llegando a cubrir
incluso los poros que conforman la estructura del material, alcanzdndose construcciones de hasta

20 micrometros con didmetros que van desde 0.5 hasta 2 micrometros.
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Figura 4.44 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
700 °C después de 2 (A), 4(B), 6 (C) y 8 (D) dias de incubacién en suero sanguineo de conejo.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.

Las muestras control fueron incubadas en fluido corporal simulado, siendo estas incubadas también
durante 2, 4, 6 y 8 dias, posteriores a los cuales se realizaron las pruebas de morfologia, estructura
y composicion. Las pruebas de morfologia (Figura 4.45) corresponden con lo reportado
previamente, dando lugar a formaciéon de hidroxiapatita en forma de micro-bigotes que se
aglomeran en cuerpos semiesféricos de 10 micrémetros de diametro, que a partir del dia 8 recubren

toda la superficie del material de forma homogénea sin obstruir los poros.
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Figura 4.45 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
700 °C después de 2 (A), 4(B), 6 (C) y 8 (D) dias de incubacién en fluido corporal simulado.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.

4.9.2 Caracterizacion semicuantitativa de energia dispersiva de rayos X.

En la Figura 4.46 se puede comparar la composicion elemental del biovidrio antes y después de
ser injertado en la membrana corioalantoidea de embriones de pollo, en el panel A se muestran
aquellas alicuotas de biovidrio poroso nanoestructurado, mientras que en el panel B se puede ver
el control correspondiente al biovidrio no poroso. En ambos sistemas se puede observar que la
proporcion de silicio disminuye aunque no simultaneamente, ya que en el biovidrio poroso la

disminucion del silicio es mas rapida con el subsecuente incremento de la fase de fosforo, mientras
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que en el biovidrio no poroso esto tarda por lo menos 8 dias. Comparando estos resultados con las

imagenes previas y el espectro EDS del estandar de hidroxiapatita se puede deducir que la hidrolisis

que el biovidrio no poroso posee es igual para todos los elementos al no existir una modificacion

en las proporciones de la composicidon y no es sino hasta el octavo dia cuando la hidroxiapatita

forma una capa lo suficientemente representativa para modificar el espectro EDS.
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Figura 4.46 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X del

bioandamio mimético de biovidrio tratado a 700 °C después de 0 (A), 2 (B), 3 (C),4 (D) y 5 (E)

dias de incubacion en la membrana corialantoidea.

En aquellas muestras incubadas en suero sanguineo de conejo el espectro de dispersion de

electrones de rayos X muestra una evolucion normal del material en la formacion de hidroxiapatita,

disminuyéndose la cantidad de silicio de la estructura e incrementandose la cantidad de fosforo y

calcio, ademas de la aparicion del pico de cloro correspondiente a la clorhidroxiapatita (Figura

4.47).
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Figura 4.47 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X del

bioandamio mimético de biovidrio tratado a 700 °C después de 0 (A), 2 (B), 4 (C), 6 (D) y 8 (E)

dias de incubacion en suero sanguineo de conejo.

Por otro lado, los espectros de dispersion de rayos X de las muestras control muestran la evolucion

de la composicion del bioandamio con respecto al tiempo (Figura 4.48), siendo visible la

disminucion del pico correspondiente al silicio mientras que los picos caracteristicos de la

hidroxiapatita se incrementan y ademds aparece el pico correspondiente al cloro, que brinda

indicios de la forma clorhidroxiapatita como la fase que se encuentra forméndose en la superficie

del bioandamio.
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Figura 4.48 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X del
bioandamio mimético de biovidrio tratado a 700 °C después de 0 (A), 2 (B), 4 (C), 6 (D) y 8 (E)

dias de incubacion en fluido corporal simulado.

4.9.3 Caracterizacion cristalogréafica de la bioactividad en fluido corporal simulado entre los
andamios de biovidrio 45s5 nanoestructurado y el biovidrio 45s5 de sintesis tradicional en
fluido corporal simulado y en la membrana corialantoidea.

En el caso de los bioandamios incubados en la membrana corialantoidea se encontr6 una buena
formacion de la fase de hidroxiapatita, cabe destacar que debido a que es un proceso que se realiza
a temperatura ambiente el grado de cristalizacion es muy bajo debido a lo cual los picos se muestran
achatados, lo cual corresponde con otros grupos de trabajo, los cuales reportan que a través de un
tratamiento térmico logran refinar los ocho picos caracteristicos de la hidroxiapatita, sin embargo,
en este caso no es requerido debido a que se coincide en por lo menos 5 picos caracteristicos y un

tratamiento térmico puede alterar las caracteristicas texturales de la muestra[175,176].

En la Figura 4.49 se puede observar la caracterizacion por difraccion de rayos X de las muestras
tras 8 dias de incubacion en suero de conejo (Figura 4.49 Panel C) y fluido corporal simulado
(Figura 4.49 Panel D), debido al tiempo de incubaciéon y a la composicion de los medios de

incubacion el resultado es muy similar en ambas muestras permitiendo validar a ambos modelos
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como adecuados para los ensayos de formacion de hidroxiapatita, sin embargo, la morfologia
obtenida por medio del suero es muy distinta a la obtenida tanto por fluido corporal simulado como
la que genera la membrana corialantoidea (Figura 4.49 Panel B), lo cual se debe a una

concentracion muy baja del ion carbonato en el medio [98,178,179].
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Figura 4.49 Difractogramas de rayos X de hidroxiapatita de origen porcino, andamios de
biovidrio 45s5 elaborados a 700 °C y después de 8 dias de incubacion en la membrana
corialantoidea (A), suero sanguineo de conejo (B) y fluido corporal simulado (D), andamio de

biovidrio sin tratamiento de incubacion (E).

4.9.4 Modificaciones morfolégicas en la fase de hidroxiapatita

Debido a las grandes diferencias en la estructura de la hidroxiapatita formada en la superficie del
bioandamio se analizé el empleo de una atmdésfera de CO; para corroborar si la morfologia obtenida
era en realidad debido a la falta de carbono en el medio, asi se prepararon diferentes alicuotas que

fueron incubadas durante 8 dias (Figura 4.50), entre ellas se encuentra un control que corresponde

129



al uso del suero de conejo en atmdsfera no controlada (Figura 4.50 Panel A), la incubacion del
medio simultdneamente con los bioandamios (Figura 4.50 Panel B) y la previa incubacién del
medio en atmosfera de CO2 5% durante dos dias para posteriormente agregarse el bioandamio

(Figura 4.50 Panel C).

En las micrografias es posible observar la formacion de hidroxiapatita en todos los paneles, sin
embargo, si existen diferencias en la morfologia ya que en aquellas muestras que fueron incubadas
en atmosfera no controlada el crecimiento en forma de columnas se repitié como en la Figura 4.26,
mientras que en las muestras que se trataron sin la previa incubacion del suero en una atmosfera de
CO2 5% (Figura 4.50 Panel B), se encontré que existe una tendencia a la formacion de columnas
que se ve frenada posiblemente debido a la absorcion del didxido de carbono en el suero de conejo,
en aquellos sistemas donde se permitioé al suero estar dos dias incubandose en una atmosfera de
CO2 5%, la morfologia obtenida corresponde con la denominada coliflor, que a su vez se encuentra
formada por micro-bigotes, con la diferencia de que se generan aglomerados de didmetros

superiores al micrémetro.
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Figura 4.50 Micrografias (MEB) de bioandamios elaborados a 700 °C después de 8 dias de
incubacion en suero sanguineo de conejo (A), incubacion en suero sanguineo en atmosfera
controlada con 5% de CO2 (B) e incubacion en suero sanguineo previamente incubado 24 horas

en atmosfera controlada con 5% de CO:».

Las muestras incubadas en atmosfera no controlada son comparables con trabajos previos de otros
autores, donde debido a la falta de carbonato en el medio es que se pierde la morfologia comun que
adquiere la hidroxiapatita [98,178,179], sin embargo, se ha comprobado que es posible restaurar
esta morfologia agregando una atmdsfera controlada, comprobando la utilidad del suero de conejo

en la determinacion in vitro de la bioactividad de materiales como el biovidrio.

Los andlisis composicionales semicuantitativos indican leves variaciones en las proporciones de
los elementos que conforman al bioandamio y a la nueva fase producida, en todas las alicuotas el
pico correspondiente a la plata se ve reducido indicando que, efectivamente, se han liberado iones
de esta al medio, el pico de silicio también se ve reducido lo que indica una hidrélisis parcial de la

estructura, los picos de sodio y calcio no se ven incrementados, mientras que el pico de fosforo si,
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indicando que es posible que tanto el sodio como el calcio estén siendo secuestrados, sin embargo,

el pico de fosforo indica una correcta condensacion de la fase hidroxiapatita (Figura 4.51).
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Figura 4.51 Ensayos semicuantitativos de composicion EDS de las alicuotas del bioandamio
mimético de biovidrio inmersos en plasma de conejo por 8 dias e incubadas en: atmosfera no
controlada (A), atmdsfera controlada con 5% de CO: (B) y atmosfera controlada con plasma de

conejo previamente incubado durante 24 horas también en atmoésfera controlada con 5% de CO»

(©).

No obstante aunque se ha demostrado la formacion de una fase que es congruente con la morfologia
de la clorhidroxiapatita, es necesario corroborar la presencia de esta fase empleando difraccion de
rayos X (Figura 4.52), donde se pueden observar al menos 4 picos de los 8 picos caracteristicos
que presenta la hidroxiapatita (Figura 4.52 Panel A), indicando que no existe una diferencia en la
identidad de la fase que se estd obteniendo, sino que el efecto es meramente morfologico y se sigue
obteniendo hidroxiapatita como producto de las reacciones de hidrolisis y condensacion que

ocurren en la superficie del bioandamio.
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Figura 4.52 Difractogramas de rayos X de andamios las alicuotas del bioandamio mimético de
biovidrio inmersos en plasma de conejo por 8§ dias e incubadas en: atmosfera no controlada (A),
atmosfera controlada con 5% de CO; (B) y atmdsfera controlada con plasma de conejo

previamente incubado durante 24 horas también en atmosfera controlada con 5% de CO> (C).

4.10 Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se elaboraron mediante la cuantificacion de la absorcion generada del
producto del metabolismo mediante el reactivo MTT, para ello se empled una linea celular
denominada como RPMI 8226, correspondiente a linfocitos B, responsables de la respuesta inmune
mediada por anticuerpos. Debido a la naturaleza biocompatible del material se realizaron las
pruebas por cuadriplicado en el rango de concentracion maximo de suspension del material, siendo
de 32 mg/mL a fin de apreciar la actividad citotoxica del material sobre las células, manejandose
como rango minimo 1 mg/mL ya que a concentraciones mas bajas no se ha observado este efecto
citotoxico [180,181], estos fueron tratamientos fueron ajustados a un volumen de 200 microlitros
en placas de 96 pocillos, donde cada pocillo a su vez contiene 10000 células RPMI 8226, siendo
ajustada esta concentracion a partir del uso del método de conteo con camara de Neubauer y ajustes
en los volumenes para asegurar el nimero de células en cada alicuota. Los datos se analizaron
mediante el software GraphPad PRISM donde se analizaron aplicando una prueba ANOVA de una
via y andlisis de pares con la prueba de Tukey, para determinar la similitud estadistica de los

diferentes tratamientos en la viabilidad celular-

En la Figura 4.53 se puede observar los diferentes efectos citotoxicos del biovidrio en la viabilidad
de las células alcanzandose en algunos casos (Figura 4.53 Panel A) la mitad de la muerte de las

células en 24 horas en el tratamiento con la concentracion mas alta, siendo las concentraciones de
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1 mg/mL a 18 mg/mL estadisticamente iguales, mientras que en el caso del biovidrio adicionado
con plata (Figura 4.53 Panel C y D) es posible determinar estadisticamente que las concentraciones
de 2 a 8 mg/mL no son estadisticamente diferentes, mientras que 1mg/mL no hay cambio con
respecto al control y a partir de 16 mg/mL efectivamente se presentan diferencias; sin embargo, a
pesar de la alta concentracion no se alcanzo6 a matar al 50% de la poblacion celular, esto debido a
la naturaleza no toxica del material. Posteriormente, a 72 horas de incubacion de las células con el
material, comienza una etapa de proliferacion donde las células RPMI se reproducen una vez
adaptadas al nuevo medio, en ambos casos se ve un incremento en la absorcion indicando que
incluso en las concentraciones mas altas, las células pueden adaptarse y reproducirse, resultados
similares fueron reportados en el 2011 siendo posible la recuperacion de la densidad poblacional

celular [181].

Los mismos ensayos se elaboraron para el biovidrio nanoestructurado (Figura 4.53 Panel Ey F) y
biovidrio nanoestructurado adicionado con 1.75% de plata (Figura 4.53 Panel G y H) obtenidos a
través del secado por aspersion. En la figura 4.53 Panel E se puede observar de forma generalizada
que el efecto citotoxico aumenta mientras se incrementa la cantidad de biovidrio nanoestructurado
en el medio, pero a 72 horas de cultivo esta diferencia se vuelve minima al no existir diferencias
estadisticas en la mayoria de los tratamientos (exceptuando la concentracion a 16 mg/mL),
paralelamente en la figura 4.53 Gy H se encontré un efecto interesante en la respuesta citotoxica,
siendo mas toxico en las concentraciones de biovidrio mas bajas y mas altas (1 y 32 mg/mL),
demostrandose un efecto casi nulo que en el tratamiento a 2 mg/mL mientras que en las
concentraciones del rango de 4 a 16 mg/mL (entre los cuales no existe una diferencia estadistica
significativa) se ve una leve disminucion en la viabilidad, esto es debido en parte a un proceso de
aglomeracion que sucede en concentraciones madas altas (disminuyendo el area superficial
estadistica) mientras que en la concentracion mas baja esto no sucede dando lugar a una
citotoxicidad mayor, no obstante, aunque se manejan concentraciones que se encuentran cercanas
al limite de la solubilidad, a penas en las mas altas se puede alcanzar a mermar un 50% de las
células depositadas en los pocillos. Del mismo modo que en el experimento previo y lo reportado
por otros autores, es posible observar como existe una pronta recuperacion en cuanto a la viabilidad
celular y la capacidad metabolica que poseen para procesar el reactivo MTT, siendo viable el
desarrollo de las células una vez que estan se han acoplado al medio y las condiciones de

crecimiento nuevas, determindndose a este material dentro del rango de levemente toxico [182].
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Figura 4.53 Viabilidad y proliferacion de las células RPMI 8226 tratadas con diferentes
biovidrio particulados. A y B) BG45s5a24y 72 h; CyD) BG45s5Aga24y72h; EyF)BG
45s5 Nanoestructurado a 24 y 72 h y G y H) BG 45s5Ag Nanoestructurado a 24 y 72 h.
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4.11 Actividad angiogénica

Dentro de la ingenieria de tejido una de las principales limitantes es la induccién de un rapido
desarrollo vascular que sea capaz de generar un entorno adecuado dentro de los injertos mimeéticos
de hueso, ya que solo de este modo es posible que los andamios sean poblados por células; debido
principalmente a la necesidad del flujo de oxigeno y nutrientes, ya que tras la implantacion en un
ser vivo, cuando el andamio ha sido previamente poblado de forma in vitro con células compatibles,

estas no podran sobrevivir si no se encuentran cercanas a vasos sanguineos.

En la Figura 4.54 se puede observar el efecto del biovidrio en el desarrollo de la red capilar que
conforma a la membrana corialantoidea, especificamente en la Figura 4.54 Panel E es posible
observar la existencia de un mayor nimero de ramificaciones en la red capilar de los embriones
con respecto al control (Figura 4.54 PanelA) donde no se coloco ninguna cantidad de biovidrio,
siendo mayor el nimero de ramificaciones en la red conforme se incrementé la cantidad de
biovidrio adicionada al embrion siendo el tratamiento con la mayor dosis (0.02 mliligramos) de
biovidrio el que dio lugar a la red capilar mas ramificada, sin embargo debido a que el biovidrio
fue suministrado en forma de suspension, no es posible determinar si existe o no una respuesta
inflamatorioa por parte del embridon, ante lo cudl un sistema e€x OvO podria solucionar esta
interrogante, en comparacion con trabajos similares donde otros grupos de trabajo han intentado
determinar el mecanismo mediante el cudl el biovidrio logra estimular la angiogénesis, estos han
brindado un panorama relativamente completo sobre que moléculas se encuentran relacionadas con
la respuesta neoangiogénica estimulada por el biovidrio, entre las cuales destacan el factor de
crecimiento vascular endotelial y el factor de crecimiento basico de fibroblastos, entre otros Asi,
el efecto angiogénico y osteogénico se ve incrementado debido a los diferentes iones que se generan
a partir de la hidrolisis del bioandamio, donde todos los iones incluido el silicio dan como resultado

respuéstas benéficas en el organismo en que se injertan [61,164,183,184].
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Figura 4.54 Imagenes de la membrana corialantoidea de embriones de pollo después de quince
dias de fertilizacion y 5 dias de tratamiento. Sin adicion de biovidrio (A) y con 0.008 mg (B),
0.011 mg (C), 0.014 mg (D), 0.017 mg (E) y 0.02 (F) mg de biovidrio 45s5Ag por cada 60

gramos de peso total. [zquierda 2X aumentos y derecha 10X aumentos.

Se elabor6 un analisis de imagen donde se convirtieron las imagenes a 10X aumentos a un formato
de 8 bits en escala de grises, dichas imagenes fueron tratadas mediante el software Image] para
mostrar un sesgado en modo binario, donde se puede determinar con certeza el area superficial que
ocupan los vasos capilares al contrastarse con un fondo blanco correspondiente a la zona libre de
estos, se realizd la cuantificacion por area empleando la escala correspondiente en un area
delimitada por un circulo de un centimetro de didmetro (0.7854 cm?), esta 4rea se expresa en
porcentaje dando lugar a una interpretacion cuantitativa de la saturacion de la membrana mediante
vasos capilares (Figura 4.55). En el analisis se pueden observar diferencias estadisticamente
significativas, elaboradas mediante un ANOVA de una via y un analisis por pares mediante el
método Tukey, en este se puede apreciar que las muestras control difieren de las muestras que se
sometieron de forma indirecta al biovidrio 45s5, es decir, que aunque no se colocaron embebidas
dentro del implante si se encontraban en contacto al estar suspendido el material en las

proximidades, se puede determinar también que existe una diferencia significativa en el efecto de
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las diferentes concentraciones de biovidrio hasta que se alcanza un equilibrio a partir de 0.017 mg
de biovidrio por cada 60 gramos de embrién, es decir, el efecto se torna constante y no existe
variacion, indicando que este ha alcanzado su maxima capacidad en la estimulacion de vasos
capilares. Dichos resultado muestran correspondencia con otros trabajos, donde se han encontrado
valores para las muestras control alrededor del 15% [185], ademas, el porcentaje maximo
alcanzado de densidad celular de 65.13% corresponde también con trabajos previamente reportados
por otros investigadores, donde se han demostrado porcentajes de hasta 49% para materiales como
el biovidrio 45s5 nano-particulado [186], este tipo de ensayos permite también determinar si existe
un efecto adverso en el desarrollo de la red vascular, siendo posible determinarse no solo
porcentajes de incremento en la densidad sino también el grado de inhibicion de un tratamiento en
especifico [183], aunque debido a la naturaleza no citotoxica del biovidrio 45s5, esto no es

observable.
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Figura 4.55 Analisis de la densidad de los vasos capilares en la membrana corialantoidea de
embriones de pollo después de quince dias de fertilizacion y 5 dias de tratamiento con biovidrio

45s5Ag a diferentes concentraciones.
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4.12 Biofuncionalizacion de la superficie de los andamios miméticos de biovidrio 45s5.

Una parte muy importante del disefio de bioandamios es la posibilidad de la biofuncionalizacién a
través de biomoléculas que pueden ser adicionadas para asi generar una accidn especifica en el
microentorno del material. Siendo dos de las biomoléculas mas importantes para el desarrollo del

tejido 6seo la vitamina D (colecalciferol) y el colageno tipo 1.

La vitamina D3 en particular actia como modulador en la absorcion de calcio y fosforo, es también
requerida por los osteoblastos y osteoclastos para el crecimiento y remodelacion del tejido 6seo,
sin una cantidad adecuada de vitamina D3 los huesos se vuelven delgados y quebradizos. Ademas
se atribuyen propiedades antiinflamatorias y de modulacion del sistema inmune [187]. La
bioactividad que la vitamina D3 posee se debe a su interaccion con el receptor VDR (receptor de
calcitriol), activando vias de sefalizacion relacionadas con la diferenciacion y crecimiento, algunas
de las proteinas cuya expresion es inducida son la osteocalcina, fosfatasa alcalina, procolageno tipo
I, TGFb y IGF-I entre otras. Ademads, se ha demostrado el efecto de esta vitamina en el incremento
de la actividad de las bombas de calcio de la membrana de los osteoblastos, induciendo la
asimilacion de calcio que es tan necesaria para la mineralizacion 6sea. La vitamina D3 se encuentra
ligada al mantenimiento de los niveles de calcio y fosforo a través de la resorcion del hueso,
generando esta resorcion al estimular la diferenciacion de células osteogénicas en osteoclastos y
ademas estimular la actividad osteoclastica; esta funcion de resorcion aun no ha sido dilucidada
por completo por lo que se ha propuesto que su estimulacion esta ligada a factores especificos
secretados por osteoblastos y la expresion de un receptor de calcitonina que es regulado por la
presencia de vitamina D3, siendo la calcitonina producida en la glandula tiroidea para disminuir la
actividad y numero de osteoclastos [188,189]. A partir de un software especializado en
cuantificacion de areas, se logrod determinar el porcentaje del area superficial que se encuentra
cubierta por vitamina D3 y coldgeno tipo I. en los bioandamios sintetizados de biovidrio se puede
observar un limite en cuanto a la cantidad de vitamina D3 que se puede fijar en la superficie,
logrando cubrir solamente el 63% de la superficie total del bioandamio en el medio de incubacion
con una mayor concentracion de la vitamina (Figura 4.56) aunque alcanzandose un nivel de
cubrimiento similar desde la solucion de vitamina D3 con una concentracion de 0.1 gramos por
mililitro. Estos ensayos se llevaron a cabo en un buffer de fosfatos con pH fisioldgico, para simular
las condiciones en que se encontrara en el cuerpo humano. En trabajos semejantes se ha realizado

la incorporacién de vitamina E en peliculas, donde han funcionado adecuadamente favoreciendo
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la adhesion de proteinas y células, ademas de que favorece la teoria de que el andamio de biovidrio
puede ser optimizado al agregar estos inductores directos de la osteogénesis, en contraste la sintesis
de peliculas con vitamina E incrustada permite un limitado porcentaje de sustitucion debido a que
altera la estructura de la pelicula formada, mientras que en la técnica que se empleo para la adicion
de la vitamina D3 en el biovidrio no altera la estructura tridimensional y permite su completa

disposicion en la superficie, permitiendo recubrir un gran porcentaje del area superficial total [190].

Figura 4.56 Mapeos EDS en el biovidrio biofuncionalizado con soluciones de vitamina D3 a
0.00 mg/mL, 0.005 mg/mL (B), 0.01 mg/mL (C), 0.015 mg/mL (D), 0.02 mg/mL (E) y 0.03
mg/mL (F).

La mineralizacion del calcio por parte de los osteoblastos también se encuentra modulada por
receptores tipo integrina, los cuales se pueden activar a través de su interaccion con diferentes
sustratos, ya sean biopolimeros como el coldgeno o incluso poliésteres, asi, la adicién de coldgeno
en la superficie del bioandamio puede acelerar el proceso de formacion de hidroxiapatita, al no
requerir de la preproduccion de este biopolimero por parte de células adyacentes. Ademas, la
adicion de coladgeno en la superficie del biomaterial (Figura 4.57) permite una mejor adhesion al

generar un microentorno mas amigable con las células, favoreciendo asi que las células sembradas
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en el andamio se retengan dentro de la estructura [191,192]. En trabajos previos, donde se emplea
al colageno como matriz y andamio, se obtienen buenos resultados en cuanto la formacion del
hueso nuevo, sin embargo, la produccion del tejido 6seo se ve limitada nuevamente por la
disposicion de iones de calcio y fosforo en sangre, por lo cual la disposicion de bioandamios
integrales puede ser viable para acelerar el proceso de reconstruccion dsea, no obstante, la adicion
del colageno se ve afectada por la interaccion entre las mismas cadenas de colageno debido a lo
cual se generan aglomerados de estas, limitando el area del andamio que pueden cubrir, limitandose
a cubrir solamente el 76% del area total del andamio y observandose como estos se disponen en
areas especificas y no homogéneamente como lo es el caso de la vitamina D3, alcanzandose la
maxima area cubierta en las muestras incubadas con coldgeno en una concentracion de 2.25%

(Figura 57).

Figura 4.57 Mapeos EDS en el biovidrio biofuncionalizado con colageno a =.0% (A), 0.3% (B),
0.75% (C), 1.5 % (D), 2.25 % (E) y 3 % (F).

En los analisis de espectro infrarrojo (Figura 4.50 A) se pueden observar las bandas principales del
coldgeno a 1650, 1560 y 1235 cm™!, que corresponden a amidas propias de la estructura primaria

1

del colageno. La posicion de absorcion de la Amida Primaria en 1620 cm™ se debe a las

interacciones entre esta con un grupo C-O, correspondiente con el enlace peptidico que se encarga
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de enlazar los aminoacidos que conforman al colageno especificamente en el extremo amino
terminal de cada cadena de colageno, la absorcion de la banda a 1560 cm™! nuevamente corresponde
a la proximidad de un grupo funcional C-N con un N-H, que corresponderia a los enlaces peptidicos
que se encuentran formando al resto de la cadena de colageno, al igual que el pico en la banda a
1235 cm™!, sin embargo este es mas complicado de analizar debido a que se ve influenciado también
por la proximidad con grupos CHa, los cuales se relacionan con la estructura de la prolina y glicina,
que se encuentran en la secuencia del colageno[192,193]. En el espectro infrarrojo del biovidrio
biofuncionalizado con colecalciferol (Figura 4.58 B) se exhiben las crestas correspondientes a 1670
cm’!, que indican la presencia de dobles enlaces entre carbonos, de los cuales el colecalciferol posee
4, mientras que la banda localizada a 813 cm™! corresponde con la presencia de anillos aromaticos,
especificamente a un ciclo alcano de seis carbonos con 3 sustituciones, del cual la molécula de
vitamina D3 posee dos en su estructura, sin embargo el ruido en la cresta puede deberse a que la
misma estructura de la molécula contiene otro anillo aromatico de 5 carbonos; ademas, en 1021 y
1305 cm! se pueden encontrar las bandas correspondientes a enlaces carbono-carbono y carbono-
oxigeno respectivamente los cuales se encuentran relacionados con las cadenas alifaticas y un
grupo hidroxilo que se conforman la estructura molecular de la misma molécula [194,195]. Se debe
recordar que al tratarse de un recubrimiento es posible ver indicios del material que se encuentra
debajo, es decir, el biovidrio debido a lo cual se ve un comportamiento similar en las tres curvas

que denota la presencia de grupos Si-O-Si.
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Figura 4.58 Espectros de infrarrojo de biovidrio 45s5 biofuncionalizado con colageno (A),

biovidrio biofuncionalizado con colecalciferol (B) y biovidrio sin biofuncionalizar (C).
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4.13 Efecto de la biofuncionalizacion con vitamina D3y colageno tipo I en la bioactividad
del biovidrio 45s5 nanoestructurado

Una serie de alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio biofuncionalizadas y un control sin
biofuncionalizar fueron incubadas por un periodo de 8 dias en fluido corporal simulado, estas
muestras fueron incubadas a 37 grados centigrados de forma estatica, en total ausencia de luz. El
fluido corporal simulado fue cambiado cada 24 horas y para recuperar los injertos fueron realizados
una serie de tres lavados con agua desionizada, agitando levemente y decantando el agua de lavado
y posteriormente fueron secados a temperatura ambiente. Simultdneamente, un segundo grupo de
alicuotas del mismo bioandamio y con las mismas caracteristicas de biofuncionalizaciéon fueron
injertadas en la membrana corialantoidea de embriones de pollo con 8 dias de gestacion, estos
fueron mantenidos a una temperatura constante de 37 °C de forma estdtica y una humedad relativa
de 50%. Una vez culminado el tiempo de incubacidn se recuperaron las alicuotas y se realizaron
una serie de lavados consistentes de tres etapas con 10 mililitros de agua desionizada, dos etapas
con 10 mililitros de etanol 20% v/v y nuevamente tres lavados con 10 mililitros de agua
desionizada, agitando levemente y decantando el agua de lavado para ser secadas a temperatura
ambiente. Ambos grupos de muestras se caracterizaron a partir de microscopia electronica de

barrido, anélisis EDS, determinacién del espectro infrarrojo y difraccion de rayos X.

4.13.1 Caracterizacion morfoldgica de la bioactividad en los andamios de biovidrio 45s5
biofuncionalizados con vitamina D3y colageno tipo |

En la Figura 4.59, es posible ver la evolucion del bioandamio mimético de biovidrio sin
biofuncionalizar tras ser insertado en un sistema in ovo, donde se puede observar la formacion de
aglomerados de hidroxiapatatita, que también pueden ser llamados nédulos. En el panel A de esta
figura se puede observar como en el dia dos de tratamiento ya existen nddulos en la superficie del
material de aproximadamente 1 micrometro de diametro, cabe resaltar que el andlisis de
microscopia se realizd buscando las zonas internas de poros mas homogéneas donde este efecto
pueda ser apreciado de mejor forma. A tres dias tras su implantacion se puede observar en la imagen
a 20,000 aumentos (Figura 4.59 Panel B) que se comienzan a formar los primeros agregados de
hidroxiapatita, pero no es hasta el dia 4 que estos comienzan a aglomerarse en forma de esferas
(Figura 4.59 Panel C). Sin embargo, es hasta el dia 5 cuando estos agregados han formado una capa

considerable siendo facilmente identificada la fase de hidroxiapatita desde 2000 aumentos (Figura
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4.59 Panel D), no obstante, a 20000 aumentos se puede encontrar que esta capa se encuentra

formada por esferas con didmetros de entre 2 y 30 micrometros.

Figura 4.59 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
700 °C después de 2 (A), 3 (B), 4 (C) y 5 (D) dias de incubacion en la membrana corialantoidea.

Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de 20000X.

Aquellas muestras que han sido biofuncionalizadas muestran una formacion muy similar de la fase
de hidroxiapatita, especificamente las muestras biofuncionalizadas con colageno tipo I (Figura
4.60) desarrollaron una serie de pequefias esferas de hidroxiapatita en la superficie con un didmetro
menor a 1 micrémetro en el dia dos de implantacion (Figura 4.60 Panel A), cuya evolucion da lugar

a la formacion de aglomerados mayores hasta formar algo similar a un recubrimiento de superficie
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parcialmente homogénea (Figura 4.60 Panel D), conformada de pequefias esferas unidas por
cuellos amplios, cuyo crecimiento se puede observar en los dias 3 y 4 (Figura 4.60 Panel B y C)

hasta practicamente recubrir la superficie del interior del poro en el bioandamio.
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Figura 4.60. Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado
a 700 °C y biofuncionalizado con colageno tipo I después de 2 (A), 3 (B), 4 (C) y 5 (D) dias de
incubacion en la membrana corialantoidea. Columna izquierda aumento de 2000X y columna

derecha aumento de 20000X.

Las muestras biofuncionalizadas con vitamina D3 (Figura 4.61) dan lugar a formaciones de
hidroxiapatita heterogéneos, es decir, no forman un recubrimiento de hidroxiapatita medianamente

liso sino que de forma similar al control, la hidroxiapatita se localiza en forma de agregados, donde
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a partir del dia 2 (Figura 4.61 Panel A) es posible observar la formacion de nddulos, que a su vez
dan lugar a la formacion de microesferas de hidroxiapatita cada vez mas cercanas entre si (Figura
4.61 Panel B), cuyo crecimiento se ve reflejado en la aparicion de microesferas aglomeradas entre
si en forma de cimulos que se encuentran ubicados sobre la superficie de los poros (Figura 4.61

Panel D).
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Figura 4.61 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
700 °C y biofuncionalizado con vitamina D3 después de 2 (A), 3 (B), 4 (C) y 5 (D) dias de
incubacion en la membrana corialantoidea. Columna izquierda aumento de 2000X y columna

derecha aumento de 20000X.
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Este tipo de resultados contrastan con trabajos previos de otros autores que reportan que el
biovidrio al ser injertado en un sistema in ovo, es hidrolizado pero no se da el fenomeno de
condensacion de la hidroxiapatita y por lo tanto, no hay formacion de nodulos, debido a que los
iones de calcio y fosforo son monopolizados por la formacion del sistema dseo del embrion, es
decir, el proceso de hidrolisis funciona pero el organismo vivo no permite que estos iones lleven a
cabo la formacion/deposicion de hidroxiapatita sobre el biomaterial. Este efecto se debe
principalmente a que, en la busqueda de un material eficiente, se han alcanzado porosidades de
90% o incluso mayores, lo cual en un sistema in vitro funciona eficientemente para la formacion
optima de la hidroxiapatita pero en un sistema in vivo o in 0v0, esta bioactividad se ve mermada
debido a que esta alta area superficial da lugar a una rapida hidrolisis pero limita el espacio en el
cudl puede condensarse, que en conjunto con un sistema dindmico capaz de secuestrar los iones
tan necesarios para la formacion de la hidroxiapatita, hace que el biovidrio pierda la bioactividad

[120,177].

En los ensayos control correspondientes al bioandamio mimético de biovidrio sin funcionalizar en
fluido corporal simulado (Figura 4.62), la formacién de aglomerados de hidroxiapatatita ocurre
como se reporta en diferentes trabajos realizados por otros investigadores, con una aglomeracion
de la hidroxiapatita que mantiene la forma de aglomerados pequefios conformados por micro-
bigotes que en conjunto dan lugar a construcciones esféricas. En el biovidrio sin biofuncionalizar
tras dos dias de incubacion en el fluido corporal simulado (Figura 4.62 Panel A) la formacion de
hidroxiapatita no es tan representativa como en el sistema in ovo aunque en el dia 4 (Figura 4.62
Panel B) es posible ver una gran cantidad de pequenas aglomeraciones, pero no es sino a partir del
dia 6 (Figura 4.62 Panel C) cuando inicia la aglomeracion de la hidroxiapatita en la superficie del
biovidrio que comienza sin un orden aparente, pero que hacia el dia 8 (Figura 4.62 Panel D) ya se

ve definida en la configuracion denominada “coliflor”.
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Figura 4.62 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio control
(sin funcionalizar) tratado a 700 °C después de 2 (A), 4 (B), 6 (C) y 8 (D) dias de incubacion en
fluido corporal simulado. Columna izquierda aumento de 2000X y columna derecha aumento de

20000X.

A diferencia de aquellas alicuotas biofuncionalizadas que al ser injertadas en la membrana
corialantoidea no muestran una diferencia significativa en cuanto a la morfologia de la
hidroxiapatita obtenida con respecto a las muestras no biofuncionalizadas, el sistema in vitro si da
lugar a diferencias en cuanto a la estructura tridimensional de la hidroxiapatita producida. En
aquellas muestras biofuncionalizadas con colageno (Figura 4.63) existe ya la presencia de

hidroxiapatita tras solamente dos dias de incubacion en el fluido corporal simulado, que aunque se
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encuentra en esferas aisladas, estas tienen diametros muy amplios de hasta 30 micrémetros,
contrario al mismo andamio sin biofuncionalizar que en dos dias tan solo da lugar a la formacion
de nddulos no muy bien definidos, tras cuatro dias de incubacion estas microesferas ya se han
desarrollado sobre la superficie del material cubriéndolo parcialmente pero formando cuellos
amplios entre las esferas dando lugar a un recubrimiento similar al generado en el sistema in ovo,
sin embargo, a diferencia del sistema in 0vo cuyo desarrollo de la hidroxiapatita se da de forma
homogénea sobre la superficie en el fluido corporal simulado existe un crecimiento vertical de la
hidroxiapatita dando como resultado la generacion de pequenas columnas conformadas de esferas
de hidroxiapatita que a su vez estan conformadas por micro-bigotes, como se ha reportado en

trabajos propios previos [196].
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Figura 4.63 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
700 °C y biofuncionalizado con colageno tipo I después de 2 (A), 4 (B), 6 (C) y 8 (D) dias de
incubacién en la membrana corialantoidea. Columna izquierda aumento de 2000X y columna

derecha aumento de 20000X.

En las muestras que han sido biofuncionalizadas con vitamina D3 (Figura 4.64), la formacion de
hidroxiapatita nuevamente se ve mas relacionada con el bioandamio que no ha sido
biofuncionalizado, dando lugar al crecimiento de aglomerados esféricos de hidroxiapatita que
nuevamente se encuentran formados por micro-bigotes, con tan solo la diferencia de una gran

heterogeneidad en cuanto al diametro de los aglomerados finales ya que existen esferas de
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hidroxiapatita con didmetros desde 2 hasta 25 micrometros, mientras que en los lotes anteriores la

hidroxiapatita forma aglomerados de didmetros homogéneos.

Aunque la morfologia de los aglomerados congenia con trabajos de otros autores, cabe resaltar que
en el caso de este bioandamio mimético de biovidrio se reduce el tiempo de incubacion en fluido
corporal simulado en una tercera parte, dando lugar a la misma formacion de hidroxiapatita de una
forma mas rapida y eficiente [161], proceso el cual cuando el material es sometido a una
biofuncionalizacion previa, permite una mayor eficiencia en la formacion de los aglomerados de
hidroxiapatita a partir configuraciones como las columnas, ademas, esta aceleracion del proceso
puede ser también atribuida a que el bioandamio es un biomaterial nanoestructurado, es decir, esta
conformado por pequeias esferas aglomeradas con didmetros menores a 1 micrémetro que pueden
funcionar como sitios de nucleacion para la condensacion de la hidroxiapatita, ademas la adicion
del colageno tipo I da también lugar a la depositacion de la hidroxiapatita, proceso que se desarrolla
de forma natural en organismos vivos, siendo la produccién del coldgeno una de las primeras etapas
con la finalidad de dar lugar a un microentorno adecuado para la depositacion de la hidroxiapatita

[84,160,161].
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Figura 4.64 Micrografias (MEB) de las alicuotas del bioandamio mimético de biovidrio tratado a
700 °C y biofuncionalizado con vitamina D3 después de 2 (A), 4 (B), 6 (C) y 8 (D) dias de
incubacion en la membrana corialantoidea. Columna izquierda aumento de 2000X y columna

derecha aumento de 20000X.

4.13.2 Caracterizacion semicuantitativa de la bioactividad en los andamios de biovidrio 45s5
biofuncionalizados con vitamina D3 y colageno tipo |

En la Figura 4.65 se puede comparar la composicion elemental de los andamios de biovidrio antes
y después de ser injertado en la membrana corialantoidea de embriones de pollo, en el panel A se
muestran aquellas alicuotas de biovidrio que no fueron biofuncionalizadas, mientras que en el panel

B y C se pueden ver los espectros correspondientes a los bioandamios biofuncionalizados con

152



colageno tipo I y vitamina D3 correspondientemente. En los tres sistemas se puede observar que la
proporcion de silicio disminuye, aunque no simultdneamente, ya que en los bioandamios sin
biofuncionalizar y biofuncionalizados con vitamina D3 la disminucién del silicio es mas rapida
con el subsecuente incremento de la proporcion de fosforo, mientras que en los biovidrios
biofuncionalizados con coldgeno no se ve una disminucion en la proporcion del silicio hasta el
quinto dia de incubacion en la membrana corialantoidea. Comparando estos resultados con las
imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido y el espectro EDS del estandar de
hidroxiapatita se puede deducir que la hidrélisis del bioandamio biofuncionalizado con colageno
es mas lenta, pero permite la correcta depositacion de los aglomerados de hidroxiapatita en la
superficie, aunque no es sino hasta el quinto dia que estos depodsitos son lo suficientemente
profundos para alterar el espectro obtenido por EDS. En el caso de las alicuotas del bioandamio
sin biofuncionalizar y biofuncionalizado con vitamina D3, se alcanza un equilibrio donde ya se ha
generado hidroxiapatita en la superficie y eso mismo disminuye la cantidad de elementos del
biovidrio que se liberan al sistema, aunque esto no es indicativo de que la formacién de
hidroxiapatita haya cesado, sino simplemente ha disminuido la tasa de hidrolisis del biovidrio por
el medio, viéndose reflejado en la cresta correspondiente al silicio que permanece practicamente

constante entre el dia 4 y 5 de tratamiento.

153



A 35 O Na SiP ClAg Ca B 35 O Na SiP ClAg Ca
30 30
25 25
“ A \ 0 dias “ A \ 0 dias
3 /\__._ ias 3 /\__._ ias

2 dias

A A [L 2 dias

Intensidad (u.a.)
wn S
' N
Intensidad (u.a.)
wn S
F

10 A A A ~ 3 dias 10 A A \ A A 3 dias
5 A__A AR N 4 dias 5 A R AN ,. AN 4dias
0 A A A A 5 dias 0 A N Y . 5 dias
U DL DL DL L U DL L DL L
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
keV keV
C 35 0O Na SiP ClAg Ca
30
25
0 dias
3 JII f\ J \ /\_.._ ias

2 dias

3 dias

=)

4 dias

o
VAN

A N A A 5 dias
[
4

Intensidad (u.a.)
o

ﬁ

o Lh

v
5

Figura 4.65 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X del
bioandamio mimético de biovidrio tratado a 700 °C incubado en la membrana corialantoidea, sin

biofuncionalizar (A) y biofuncionalizado con colageno tipo I (B) y con vitamina D3 (C).

En los ensayos in vitro correspondientes a la Figura 4.66, se puede observar una modificacion mas
lenta en los espectros EDS del bioandamio no biofuncionalizado (Figura 4.66 Panel A), donde
aunque es visible la formacion de la hidroxiapatita y en el espectro EDS se ve un incremento en la
fase del fosforo, no hay un cambio significativo en la proporcion del silicio, debido a que la capa
de hidroxiapatita que se ha generado sobre el bioandamio es muy angosta con respecto al resto de
muestras que si han sido biofuncionalidas. En el caso de los bioandamios biofuncionalizados con
coladgeno y vitamina D3, es posible observar un cambio en los espectros muy similar, dando lugar
al incremento en la proporcion del fosforo y el calcio, sin embargo es mas drastico este cambio en
las muestras biofuncionalizadas con colageno posiblemente por la morfologia que adoptaron los

depositos de hidroxiapatita, ya que son mucho mas amplios que en el resto de los tratamiento.

Un factor mds a tener en cuenta es la presencia de la plata, la cudl prevalece, aunque siendo una
fraccion tan pequeiia del biomaterial (1.75%) el pico es apenas distingible aunque constante, lo
cudl indica que el biomaterial puede mantener su actividad antibiotica ain después de 5 dias
injertado en un sistema in vivo (in ovo) o in vitro, sin que este afecte en la bioactividad del material.

Estos resultados contrastan con trabajos previos de otros autores donde el espectro EDS muestra la
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pérdida de los elementos constituyentes de la hidroxiapatita, dando lugar a una fase practicamente

constante de 6xido de silicio, debido a la pérdida del calcio, fésforo y el sodio [116,120].
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Figura 4.66 Ensayos semicuantitativos de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X del
bioandamio mimético de biovidrio tratado a 700 °C incubado en fluido corporal simulado, sin

biofuncionalizar (A) y biofuncionalizado con colageno tipo I (B) y con vitamina D3 (C).

4.13.3 Caracterizacion cristalogréafica de la bioactividad en los andamios de biovidrio 45s5
biofuncionalizados con vitamina D3 y con colageno tipo |

Los espectros de difraccion de rayos X (Figura 4.67 y 4.68) denotan la formacion de fases nuevas
en el dia 5 y 8 de los tratamientos in 0VO e in Vitro, respectivamente. Se empled como control el
bioandamio de biovidrio dopado con 1.75% de plata, para determinar la formacion de
hidroxiapatita en conjunto con la base de datos disponible en el equipo mismo, correspondientes al
patron A de las figuras 4.67 y 4.68. Nuevamente, se evalud la bioactividad del bioandamio sin
biofuncionalizar y biofuncionalizado con colageno tipo I y vitamina D3, ademés de su uso conjunto
en los sistemas in 0VO e in vitro para determinar el efecto que estos tienen sobre la formacion de

hidroxiapatita y asi poder ser contrastados.
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Figura 4.67 Espectros de difraccion de rayos X de bioandamios de biovidrio injertado en la
membrana corialantoidea durante 5 dias sin biofuncionalizar (A), biofuncionalizado con coldgeno
tipo I (B), biofuncionalizado con colageno tipo I y vitamina D3 y biofuncionalizado con vitamina

D3 (E), biovidrio control sin proceso de incubacion.

En el sistema in ovo (Figura 4.67) es posible observar una mayor definicién en los picos
correspondientes a las diferentes fases del bioandamio sin biofuncionalizar (Figura 4.67 Panel A)
tras el tratamiento en la membrana corialantoidea, donde se pueden identificar cinco picos
caracteristicos de la fase de hidroxiapatita ademds de tres picos representativos de la fase
cristobalita y otros tres de la combeita, siendo la primera, la fase que se busca producir, la segunda
una fase secundaria propia del proceso de hidrélisis/condensacion de los iones del biovidrio para
la formacion de hidroxiapatita, donde la cristobalita es la primer fase en condensarse y la tercer
fase corresponde a la fase principal del biovidrio, cuya presencia indica aun parte del bioandamio
que no ha sido hidrolizado y por lo tanto se mantiene atin en el injerto. En los siguientes sistemas

donde se realizo6 la biofuncionalizacion, los picos caracteristicos de la hidroxiapatita se muestran
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no tan definidos pero presentes, indicando que existen las fases, aunque existe un cierto grado de
ruido por parte de las biomoléculas que posee el sistema y su falta de cristalinidad. Asi, es posible
determinar la correcta formacion de hidroxiapatita debido a su patron de difraccion y no solamente
de forma morfologica o composicional, ademas se encuentran también los picos caracteristicos de
la fase de cristobalita cuya presencia indica la hidrdlisis y condensacioén de iones por parte del

biovidrio durante el tratamiento.

De forma similar en el sistema in vitro (Figura 4.68) se observa nuevamente el mismo
comportamiento, donde existe una mayor definicion en los picos que corresponden al bioandamio
sin biofuncionalizar (Figura 4.68 Panel E), mientras que en las muestras biofuncionalizadas se
encuentran aunque no muestran tanta definicion, sin embargo, a diferencia de las muestras con el
tratamiento IN OVO estas muestras presentan un comportamiento ain mas parecido al no haber
diferencias significativas en las alturas de las crestas, variando solamente en la altura del pico
principal de la fase cristobalita, esto posiblemente ya que el fluido corporal simulado brinda un
ambiente mas homogéneo para el bioandamio, lo que da lugar a resultados més homogéneos entre

si, aun cuando poseen tratamientos de biofuncionalizacion diferentes.

Cabe destacar que debido a que es un proceso que se realiza a temperatura ambiente, el grado de
cristalizacion es muy bajo debido a lo cual los picos se muestran achatados, lo cual corresponde
con otros grupos de trabajo, los cuales reportan que a través de un tratamiento térmico logran refinar
los ocho picos caracteristicos de la hidroxiapatita, sin embargo, en este caso no es requerido debido
a que se coincide en por lo menos 5 picos caracteristicos y un tratamiento térmico puede alterar las

caracteristicas texturales de la muestra [175,176].
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Figura 4.68 Espectros de difraccion de rayos X de bioandamios de biovidrio incubado en fluido
corporal simulado durante 8 dias sin biofuncionalizar (A), biofuncionalizado con colageno tipo |
(B), biofuncionalizado con colageno tipo I y vitamina D3 (C) y biofuncionalizado con vitamina

D3 (D), biovidrio control sin proceso de incubacion (E).

4.14 Alcances generales del proyecto

A través de las diferentes etapas de la investigacion se logré producir diferentes lotes de biovidrio
45s5 con diferentes fracciones de elementos con capacidad antimicrobiana, no obstante, dicha
fraccion es muy limitada y las identidades cristalograficas no se ven alteradas, el empleo de una
etapa de secado por aspersion ha permitido obtener aglomerados particulados con altas areas
superficiales lo cual permite la liberacion adecuada de iones al medio, disminuyendo radicalmente
la cantidad de elementos antimicrobianos requeridos para obtener un efecto observable y al mismo
tiempo permite obtener grados de cristalinidad lo suficientemente altos para retener la estructura

porosa y alcanzar una formacion adecuada de hidroxiapatita simultdneamente.
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La respuesta citotoxica a este material es minima debido a la naturaleza no toxica de los elementos
que componen al material, ademds, se ha descartado la tendencia general de los materiales
nanoestructurados a ser altamente toxicos provocada por su alta reactividad, dichos ensayos se han
elaborado en condiciones de biovidrio particulado donde la reactividad es superior a los andamios
debido a una mayor disposicion de superficie donde se lleve a cabo el proceso de hidrolisis, lo que
puede ser extrapolado de tal forma que un andamio presentaria una toxicidad ain menor.
Paralelamente se han analizado diferentes alicuotas con este mismo material adicionado con
agentes antimicrobianos, donde de manera similar a otros ensayos, no se ha encontrado una
diferencia significativa con respecto a sus andlogos no adicionados, esto debido a la cantidad tan

pequena que es agregada a la composicion del biovidrio 45s5.

A partir de los diferentes experimentos se han logrado estandarizar los procesos de elaboracion de
andamios a partir del biovidrio 45s5 obtenido previamente, estos andamios pueden ser disefiados
con porosidades controladas a partir de la adicion de agentes templantes y su relacion
precursores/agente, dicho proceso de sintesis es considerablemente mas sencillo que otras técnicas
de sintesis de andamios, sin embargo, requiere de la obtencidon de agentes templantes de didmetro

controlado lo cual representa un costo adicional al proceso de sintesis.

Los procesos de biofuncionalizaciéon han permitido recubrir altos porcentajes de la superficie,
aunque estos no son del 100 por ciento como en publicaciones de otros autores [127], estos se han
logrado en pH fisiologico y sin la necesidad de agentes entrecruzantes, los materiales
biofuncionalizados han demostrado formacion de hidroxiapatita de forma similar a los que no han
sido biofuncionalizados, a diferencia de dichos autores cuya tasa de formacion de hidroxiapatita si
se ve alterada de forma negativa, ademas, se ha observado que en el caso del colageno se ha
replicado la forma de este al formarse estructuras de tipo columna a partir de hidroxiapatita,
mientras que en las muestras biofuncionalizadas con vitamina D3 la morfologia no varia

significativamente.

Los modelos propuestos para evaluar la bioactividad han demostrado que son viables para el
analisis de los biomateriales, otorgando asi, modelos que permiten analizar de forma controlada los
diferentes efectos que un organismo puede tener sobre los implantes, cada uno de estos posee
ventajas y desventajas, como el fluido corporal simulado y la gran capacidad de reproducibilidad

que tiene a lo largo del mundo, o el efecto de las proteinas de sangre en el caso del suero de conejo
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y también, en un modelo més complejo, el efecto que un organismo completo en desarrollo tiene
sobre los diferentes iones que conforman al andamio y la capacidad de estos para realizar el proceso

de condensacion al encontrarse en un entorno dinamico [120,197].
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El método de sintesis sol-gel acoplado a secado por aspersion es una opcion viable en el desarrollo
de materiales bioactivos nanoestructurados, mediante esta técnica se han logrado adaptar las
concentraciones de precursores durante el proceso de sintesis y adecuar la composicion quimica
final del material para conferir propiedades especificas como la actividad antimicrobiana mediante
la incorporacion de ciertos elementos como la plata en su estructura, generandose microesferas con
diametros de 4 micrometros que estan conformadas por nanoparticulas con diametros menores a
los 100 nm y que al mismo tiempo se encuentran en construcciones de diametros 650 hasta 1100

micrometros aproximadamente.

Los diferentes biovidrios obtenidos poseen una gran versatilidad en cuanto a funciones dentro de
un organismo, permitiendo desde la formacion de fases minerales como la hidroxiapatita y la
cristobalita para la regeneracion del tejido 0seo, hasta la estimulacion de vias de sefializacion que
dan lugar a la diferenciacion celular de lineas especificas para la formacion de tejidos como los
vasos capilares, en los diferentes experimentos determinamos que este mismo material permite la
depositacion de los iones liberados por hidrolisis en forma de hidroxiapatita y también puede ser
empleado como un agente angiogénico, dichas propiedades son criticas en el momento de disefiar
un biomaterial para sustitucion de tejido 6seo y es de gran importancia el hecho de haber logrado

material que estimule ambos procesos sin cambios en la composicion.

Es posible controlar y adecuar la bioactividad de un material cerdmico mediante el tratamiento
térmico, se ha corroborado de forma experimental que un alto grado de cristalinidad da lugar a
materiales parcialmente inertes, mientras que un menor grado de cristalinidad ocasiona la pérdida
de la bioactividad debido a la disminucion acelerada de la superficie, limitando los sitios donde se
pueda realizar el depdsito de las nuevas fases que se busca producir, siendo necesario un equilibrio
entre dichas fases el cual puede ser expresado a partir de coeficientes como el factor de

cristalinidad, funcionando este trabajo como un pardmetro al momento de disefar otros materiales.

La produccion de andamios biomiméticos de biovidrio 45s5 a partir de aglomerados esféricos es
posible mediante el uso de microesferas de poliestireno, las cuales son capaces de otorgar la
estructura macro y mesoporosa necesaria para un correcto flujo iones dentro de este, ademas, es
posible controlar dicha porosidad también mediante tratamientos térmicos donde, mayores

temperaturas dan lugar a estructuras pobres en macroporos y temperaturas muy bajas no dan lugar
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a la formacion de una estructura tridimensional estable, siendo determinada la temperatura Optima
para dicho proceso desde 700 hasta 800 °C, lo cual concuerda con las mejores temperaturas de
tratamiento térmico para la cristalizacion y por lo tanto con una mejor eficiencia en la tasa de

hidrolisis/condensacion.

La superficie del biovidrio 45s5 en forma de andamio permite la biofuncionalizacion a partir de
biomoléculas como el coldgeno y la vitamina D3 sin la necesidad de agentes entrecruzantes y las
consecuencias ambientales y de salud que estos pueden tener, como la formacion de estructuras
terciarias apodcrifas o la desnaturalizacion de proteinas, alcanzdndose un porcentaje de
recubrimiento de la superficie superior al 70%. Ademas, la biofuncionalizacion en la superficie no
impide la formacion de la nueva capa de hidroxiapatita que se requiere para la formacion del enlace
entre el biomaterial y el tejido nativo, aunque si tiene un efecto en la morfologia de la fase obtenida,
ya sea ocasionando la formacion de columnas de microesferas en el caso del coldgeno o
aglomerados de hidroxiapatita de un mayor didmetro, comparados con los que se encuentran en los

andamios sin biofuncionalizar, aunque en menor cantidad.

El biovidrio 45s5 de forma particulada es capaz de estimular la formacion de vasos capilares a
partir de preexistentes, generando el proceso denominado como angiogénesis, dicho proceso se
diferencia del fomentado por otros métodos, como la adiciéon de factores de crecimiento en la
morfologia de los vasos capilares, donde se suelen obtener estructuras aberrantes y disfuncionales,
el biovidrio por otro lado, debido al gradiente de iones de silicio que se genera desde su superficie

da lugar a la orientacion de dichos vasos capilares.

Los estudios de viabilidad in vitro demostraron que el material posee una baja toxicidad, en
ninguno de los casos se pudo determinar la dosis letal 50 pese a que el biovidrio se encontraba en
concentraciones cercanas al limite de solubilidad, ademas se demostr6 que la naturaleza
nanoestructurada de los bioandamios producidos no altera la citotoxicidad al encontrarse resultados

muy similares con los controles, demostrando su seguridad aun siendo un material particulado.

Se determind que tanto el fluido corporal simulado, la membrana corialantoidea y el suero extraido
de sangre de conejo son medios viables para la determinacion de la bioactividad en materiales, sin
embargo, cada uno conlleva ventajas y desventajas. Entre estos destaca la membrana
corialantoidea, debido a que el ensayo de bioactividad es mas severo que en el fluido corporal

simulado al existir un organismo vivo que también hace uso de los iones libres, dando lugar ensayos
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mas acercados a la realidad sobre como se comportaria dicho material injertado en un mamifero,
de forma anédloga permite determinar el grado de citotoxicidad de dicho material y el efecto que

tiene este en el desarrollo de tejidos suaves.

Se encontrd que, en estos tres modelos, el andamio biomimético producido al ser nanoestructurado
y con porosidad hierdrquica presenta diversas ventajas respecto a los resultados reportados por

otros autores como son:
1.- Acelera los procesos de hidrolisis y condensacion superficial de la hidroxiapatita.

2.- Forma hidroxiapatita como un recubrimiento uniforme en toda la superficie en solo 2

dias de prueba en los diferentes medios.

3.- La reactividad superior de la nanoestructura permite desarrollar un recubrimiento
homogéneo de hidroxiapatita en todo el bioandamio en tiempos mucho mas cortos de

exposicion con una estructura de micro-bigotes.

4.- La nanoestructura del biovidrio estimula la angiogénesis lo cual es un resultado muy

notable respecto a lo reportado por otros autores.

5.- La biofuncionalizacion de los bioandamios miméticos con coldgeno tipo I no afecta la
velocidad de la formacion de hidroxiapatita, aunque si modifica la forma en que esta se
aglomera dando lugar a la formacién de construcciones de tipo columna, mientras que con
el colecalciferol o vitamina D3 se mantiene la forma esférica cambiando solo el tamafo de

los condensados.

De manera general se formularon los cimientos para un proyecto integral de medicina regenerativa
con un material que presenta ventajas en cuanto bioactividad, respuesta citotoxica y estabilidad,
ademas, estos resultados han demostrado su valia mediante la obtencion de una distincion nacional,

superando las expectativas iniciales del proyecto.
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CAPITULO 6. RECOMENDACIONES Y TRABAJO FUTURO

Queda disponible una gran cantidad de informacidn para la publicacion de articulos cientificos, asi
mismo es posible fraguar una linea de investigaciéon en base al efecto que el biovidrio
biofuncionalizado puede tener en la angiogénesis, debido a que el biovidrio funciona no s6lo como
material bioactivo sino también como sistema de liberacion continua de farmacos, que en conjunto
con la capacidad de guia tridimensional del tejido vascular es posible que en conjunto con las
biomoléculas den lugar a un mecanismo de sinergia para la formacion de tejido nuevo y organizado.
Se abre también una linea de investigacion en el area bioldgica, determinando especificamente que
tipo de vias de sefializacion que se encuentran involucrados en la respuesta del organismo a este
tipo de materiales nanoestructurados. Partiendo de esta capacidad de la superficie del material para
ser cargada con diferentes biomoléculas, se puede proponer una linea adicional de investigacion
que puede partir de este trabajo mediante la biofuncionalizacion con diferentes tipos de moléculas
y la tasa de liberacion controlada de estos hacia el medio, adicionando capacidades

antiinflamatorias, antitumorales u otras.

Se recomienda el uso de metodologias como el secado por liofilizacién para la obtencion de
biovidrio 45s5 altamente poroso, durante el presente proyecto se han elaborado diferentes
metodologias entre las que se encuentra un acercamiento a este procedimiento, sin embargo, es un
proceso amplio el determinar las mejores condiciones de sintesis para la obtencion de microesferas
porosas, dicho proyecto puede ser abordado en un futuro con la ventaja adicional de los métodos
de liofilizacidon en condiciones de adecuadas permite definir estructuras porosas sin la necesidad
de agentes pordgenos o templantes, disminuyendo tanto costos como la posibilidad de

contaminacion de las muestras por los residuos de estos agentes.
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Abstract
Advanced ceramics development is a promising area in regenerative medicine; although there
are different biomaterials with features that make them viable enough, their improvement and
optimization is required to produce biomaternials easier to bio assimilate and promote a faster
tissue recovery. At this work a nanostructured bioglass based biomimetic scaffold is developed,
beginning with the sol-gel synthesis parameters establishment coupled with a spray drying
stage. Through X-ray diffraction the crystal Na Ca Si.0,. phase was characterized, this phase
is common to find in almost every 4555 bioglass different synthesis processes, also a standard
of mammalian hydroxyapatite was prepared to be used as a comparative control in determining
the bioglass scaffold bioactivity. Three-dimensional structure was characterized by optical and
scanning electron microscopy, coupled to a semi-quantitative technique (EDS) to determine the
composition of the synthesized biomaterial. Subsequently, simulated body fluid (SBF) was used
as an in vitro system, whose composition emulates the 1onic blood concentration to evaluate the
scaffold bioactivity.

Keywords: Bioglass, bioscaffold, ioactivity, characterization

ME CONTRERAS GARCIA

1. Introduction

Tissue engineering has emerged as a promising option for
organ regeneration after partially or totally lost as an accident
result, diseases, aging, among others. Tissue engineering has
the potential to solve problems such as short feasibility time -
of donated tissues and even the donor’s shortage [1,2]. A
biomaterial is defined as a bioactive compound, able to bind
chemically and form links with living tissue or be assimilated
into the new tissue formation [3, 4], and a bioscaffold is a
three-dimensional structure made from a biomaterial, to

‘The bioglass scaffold design in conjunction with cell
therapy have offered a broad overview regarding the tissue
replacement, although there are some problems to overcome as
the production and support of cells in the biological area and
the development of interconnected networks in the advanced
ceramics area, due to the compatibility donor-recipient and the
microenvironment necessary for generating functional tissue,
respectively [9, 10].

Sol-gel synthesis systems coupled with spray drying

The biological activity of bioglass scaffolds is ion release  techniques make it possible to produce bioglass whose
dependent, where calcium, phosphorus and silicon ions can composition and mechanical properties comply with the
modify osteogenic cells gene expression and vascularization, parameters established by different institutions such as the

support and guide cell proliferation. At the same time, in the
bioscaffold structure can be incorporated other components
able to promote tissue regeneration, such as growth factors or
other structure molecules as collagen [1].

promoting a higher bone formation rate [3]. Particularly, bioglass
bioactivity has been improved by the interconnected porous
structure generation, allowing high surface area configurations,
favoring their use for bone regeneration and making them
candidates for controlled drug release in specific body areas [5-7].

Bone structure consists of several organic and inorganic
layers, at the organic fraction can be found collagen, granular
proteoglycans, cells and non collagenic proteins [8], while
the main inorganic fraction is calcium and hydroxyapatite
mineral carbonated, that develops along collagen fibers,
forming nanocrystals of 40 nm long with 10 nanometers
wide, generating an inorganic nanocomposite; while a 20-30%
hydroxyapatite fraction, is in amorphous phase for release ions
to the blood [7].

g = JSBCM = 2016/4 = Vol. 68, No. 4

FDA in the United States. Furthermore, the use of these
methodologies allows to design nanoparticles aggregates with
controlled porosities, standardized diameters and chemical
madifiers as silver or polymers, facilitating the experimental
design, analysis and helping to overcome the interconnected
scaffold structure [11-14]. Nanostructured materials doping
has been useful for improve the structural and functional
characteristics [14]. Specifically, antimicrobial activity can
be conferred upon a biomaterial after doping with silver or
copper through the release of these ions in the organism,
antimicrobial mechanisms triggers membrane depolarization
or generate SOS stress type in bacteria [15-17], however
doping in implants is regulated by the ion lethal dose, plus the
generated additional costs.

188



M.E. Abad-Javier, R.E. Nufiez-Anita, M. Cajero-Juérez, M.E. Contreras-Garcia,
Comparability in bioactivity assays of 45s5 bioglass scaffolds using simulated body fluid
and rabbit blood plasma, IOSR J. Pharm. Biol. Sci. 13 (2018) 13-23. d0i:10.9790/3008-

1304061323.

JFOSR Journal of Phanracy and Bielogical Sciences (JOSR-JPBS)
e-ISSN:2278-3008, p-ISSN:2319-7676. Volume 13, Issue 4 Ver. VI (Ful — Aug 2018), PP 13-23
www.iosrjotrnals.org

Comparability in bioactivity assays of 4555 bioglass scaffolds
using simulated body fluid and rabbit bloed plasma

Abad-Javier, M.E. l; Nuficz-Anita, REZ% Cajero-Juarez, M.Q;
Contreras-Garcia, M.E!
'tAdvancedCeramicsDepartitent, Tisttuto de Investigaciones en Metolurgia v Ciencias de los
Mareriales:Univarsidad Michoocana de San Nicolds de Hidalgo, Mévica)

X(Protecinic and CellularBisenginaaringUnit, Faculiad de Medicing Vatermaria y Zootecnia! Universidad
Afichoacana de San Nicolds de Hidalpo, Méxicn)

*{dnimal BiotechnologyLaboratory, fnstitnto de Investigacionss Agropecuartos y Forestales! Unwersidad
Michoacana de San Nicolas de Hidaigo, México)®

Abstroct (Currently the develap t of viable bi feds jfor replocement of domuaged or lost fHssue has
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{ocal protein presence or differences in carbonaie disposition in the surraunding mediun. Bisactve scqffolds
made of Gioglass 4355 were prepared by the sol-gel via conpled fo spray drying, emploving polstyrens
microspheres as femplate agenis and heat freatment at 700 °C. The Sicactiviny was examined in vitre with
simulated body fluid (SBF) and rabbit blood plasma (RBP), examined by the abdility of hydroxyapatite layer to
condensate ori the material surface. Bioglass scaffelds and hydroxyapatite formation were characterized by X-
ray diffracton (XRD), surfuce electron mpiicroscopy {(SEMY aud energy-dispersvve Xoray spectvoscopy {EDS).
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. Imtrnduction

Bone reconstitution 15 2 complex pracess that mnvalves cell process like mugration of astropragenitor
cells engaged 1o chemncal processes hke the minexal bone phase degradabon and reconstitution, stages
respensible of remodeling of the bone. The bone tissue engineening use chemical processesin order 1o develop
active materials to allow the hone formation by thetr owm hydralysis. these materials also car be structured ta
contain iaterconnected pares and higher specifically surface areas bringing on the bioscaffolds preduction to
produce 2 bone mimetically stroctuee. This lioscaffolds can be used lke posthetic materials and
drugsbiomelecules carriers such as prowth factors, structues] proteins or ant-inflammatory compounds[1].

A fondamental stage i bioscaffolds development for bone regeneration is the formanion of a
hydraxvapatite layer that serves as a chemical bond betwezn the implant and the arganism, this bone-like apatite
formatior: has becn studied by in vitro selutions such as SBF and TRIS buffer[2], [3] Silicate bioactive
materials like 4555 Bioglass release and exchanpge soluble 51, Ca, P and Na ions, which lead to hydroxyapatite
condensation or simnlation at wtracellular or extracelinlar levels[4], although the btonding mechanism bone-
sraffold is not well deternunate, it 15 generally believed that hydroxyapatite layer formation s a cnitical facter
for cell adhesion and protein absorption Simulated body fluid (SBF)has been the mest important used test media
in the hicactivity analysis, however, although the SBF employs ion concentrations approxumately equal to those
found on human blood plasmal 5|, it 1s difficult to deternune what effect the presence of plasma proteins may
have on bvdroxyapatite condensation, ion absotption an scaffold surface.

Hydroxyapatite, is a calcium phosphate ceramac and act as osteoconductive matrix allowing bone cells
to grow atlached, the bydroxyapatite formation 1ate depends of *he 51.Ca and P ions disposition and stat with
the repolymerization of 2 $i0;1.ch layer on the surface fallowed by the migration of Ca” and PO, groups to
the surtace forming abydrozilated Ca0-P.0; laver and the cousequent crystallization, incorporation of OH',
€05 or F anons from the media form a mixed hydroxyl, carbonate, fluorapatite layer[6]. Additionally, several
warks employing animal serum or plasma have demonstrated the hydioxyapatite layer condensation inhibition
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