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5. Acrénimos

Ag@HA
CMB
DRX
EDS
FDA
FT-IR
HA
HA/AS
hFOB

Hidroxiapatita dopada con plata

Concentracion Minima Bactericida

Difraccion de Rayos X

Energia Dispersiva de Rayos X

Administracion de Alimentos y Medicamentos

Microscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
Hidroxiapatita

Hidroxiapatita/Alginato de sodio

Célula humana fetal osteoblastica (Human fetal Osteoblastic)

hMSC-PD Células troncales mesenquimales derivadas de pulpa dental

IUPAC
MEB
MPa
nm
NMs
Nps
OH-
PE
PEEK
pH
PMMA
PSC
SFB
TEM
UFC
uv
UV- Vis

(Primary human Mesenchimal Stem cells)
Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
Microscopia Electronica de Barrido
Megapascal
nanémetro
Nanomateriales
Nanoparticulas
Radicales hidroxilo
Polietileno
Polimero técnico termoplastico semicristalino
Potencial de hidrogeniones
Polimetilmetacrilato
Circonia parcialmente estabilizada
Suero fetal bovino
Microscopia Electronica de Transmision
Unidades Formadoras de Colonias
Ultravioleta

Ultravioleta - Visible
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6. Resumen

La infeccidn bacteriana es un factor de riesgo importante en la cirugia
ortopédica, millones de personas en el mundo reciben implantes ortopédicos cada
afo, incluso un bajo porcentaje de las infecciones reportadas pueden causar
complicaciones graves. Las infecciones son causadas principalmente por dos
bacterias, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Después de la
infeccion, estas bacterias forman biopeliculas en la superficie del implante y se
vuelven altamente resistentes al tratamiento antibiético sistémico. En los dltimos
afnos se ha generado una creciente demanda de nuevos materiales encaminados a
la regeneracion de defectos 6seos. Estos nuevos materiales deben ser capaces de

reemplazar y restaurar el tejido éseo permitiendo su regeneracion.

En éste trabajo se sintetizaron materiales nanoestructurados de
Hidroxiapatita (HA) mediante la técnica de precipitacion controlada, teniendo siete
materiales HA, HA bovina, HA+Ag5% superficie, Ag5%@HA, HA/AS (hidroxiapatita/
alginato de sodio), HA/AS+Ag5%superficie, Ag5%@HA/AS, con el objetivo de
analizar las propiedades estructurales y microestructurales, asi como evaluar la
respuesta de la biocompatibilidad y bioactividad celular in vitro. Los nanomateriales
fueron caracterizados por Microscopia Electronica de Barrido (MEB),
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Rayos X (EDS), Raman, Difraccion de

Rayos X (DRX) y Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR).

La biocompatibilidad de los nanomateriales se evalué mediante adhesion y
viabilidad celular. En osteoblastos se demostr6é que la adhesion se vio favorecida
por HA+Ag5% en la superficie y HA/AS+Ag5% en la superficie al tener 134% de
adhesion a las 12 h. En hepatocitos la viabilidad con MTT se vio mejorada en HA/AS
+ Ag superficie y Ag5%@HA/AS (126%) a la concentracion de 1mg/mL cuando se
coloco en solucion en un tiempo de 24 h. La viabilidad con PrestoBlue evaluada en
hMSC-P se vio favorecida por los hidrogeles cargados con los nanomateriales, al
dia 1 presentaron una viabilidad mayor al 90% al dia 7 sobrepasan el 100% y

mantuvieron su viabilidad al dia 14 de cultivo celular.
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También se evalud la actividad antimicrobiana de los nanocompadsitos con
plata al 5% en la superficie y dentro de la estructura frente a una bacteria Gram
positiva (S. aureus), presentando susceptibilidad a los nanomateriales: HA + Ag5%
superficie (3mg/ mL), Ag5%@ HA (5mg/ mL), HA/AS+Ag5% superficie (5mg/ mL),
Ag5%@ HA/AS (3.5mg/ mL) a las 5 horas de interaccion bacteriana.
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7. Abstract

Bacterial infection is a major risk factor in orthopedic surgery, millions of
people in the world receive orthopedic implants every year, even a low percentage
of reported infections can cause serious complications. The infections are caused
mainly by two bacteria, Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis.
After infection, these bacteria form biofilms on the surface of the implant and become
highly resistant to systemic antibiotic treatment. In recent years, there has been an
increasing demand for new materials aimed at the regeneration of bone defects.
These new materials must be able to replace and restore the bone tissue allowing

its regeneration.

In this work, nanostructured materials of Hydroxyapatite (HA) were
synthesized using the technique of controlled precipitation, different compositions
were explored: having seven materials HA, HA bovine, HA + Ag5% surface,
Ag5%@HA, HA/AS (hydroxyapatite/sodium alginate), HA/AS + Ag5% surface and
Ag5%@HA/AS, with the objective of analyzing structural and microstructural
properties, as well as evaluating the response of biocompatibility and cellular
bioactivity in vitro. The nanomaterials were characterized by Electronic Scanning
Microscopy (SEM), Dispersive Energy X-ray Spectroscopy (EDS), Raman, X-ray
Diffraction (XRD) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR).

The biocompatibility of the nanomaterials was evaluated through adhesion
and cell viability. In osteoblasts it was demonstrated that the adhesion was favored
by HA+Ag5% on the surface and HA/AS + Ag5% surface, having 134% adhesion at
12 h. In hepatocytes the viability with MTT was improved in HA AS + Ag surface and
Ag5%@HA/AS (126%) at the concentration of 1mg/mL when placed in solution in a
time of 24 h. The viability with PrestoBlue evaluated in hMSC-P was favored by the
hydrogels loaded with the nanomaterials, on day 1 they presented a viability greater
than 90% at day 7 exceeding 100% and maintained their viability at day 14 of cell

culture.
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Also the antimicrobial activity of the nanocomposites was evaluated with
5% silver on the surface and within its structure against a Gram positive bacterium
(S. aureus), presenting susceptibility to nanomaterials: HA+Ag5% surface
(3mg/mL), Ag5%@HA (5mg/mL), HA/AS+Ag5% surface (5mg/mL), Ag5%@HA/AS
(3.5mg/mL) after 5 hours of interaction with the bacteria.
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"Sintesis, caracterizacion, evaluacion de la bioactividad y potencial
toxicoldgico (en células troncales mesenquimales derivadas de pulpa dental)
de Ag@HA”

8. Introduccioén

El tratamiento de enfermedades relacionadas con los huesos, como lo es
la osteoporosis, osteopenia, entre otros (Arcos y col.,, 2014) son un desafio
importante debido al envejecimiento y obesidad en el mundo, se ha planteado que
para el afio 2020 habra el doble de casos relacionados con defectos 6seos por éstas
causas (Salmasi y col., 2016). Se ha generado una creciente demanda de nuevos
materiales encaminados a la regeneracion de defectos Oseos. Estos nuevos
materiales deben ser capaces de reemplazar y restaurar éste tejido, permitiendo su
regeneracion (Kotela y col., 2009). La ingenieria del tejido 6seo en conjunto con la
nanotecnologia podria llevar al disefio y fabricacion especificos de implantes,

protesis y dispositivos relacionados con el hueso (Salmasi y col., 2016).

8.1 Tejido 6seo

El tejido 6seo es un tejido conjuntivo especializado, compuesto por células
y una matriz mineralizada (Ross,2011). La fase mineral se compone principalmente
de cristales de fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita (HA) que ocupa
aproximadamente el 69% de su peso total, el resto estd compuesto por 9% de agua
y 22% de una matriz organica principalmente de colageno, en la que se incrustan
particulas de HA de tamafio nanométrico dentro de la matriz organica de manera

organizada (Bigi y col., 2002).

Otras fases minerales que estan presentes en el hueso son fosfato dicalcico
(Ca2P207), fosfato dibasico de calcio (DCP, CaHPOa4), fosfato tricalcico (TCP, Cas
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(POa4) 2) y algunas fases amorfas de fosfato de calcio. Existen otros iones como
citrato (CeHsO7%), carbonato (CO3> ), fluoruro (F), iones hidroxilo (OH).
Finalmente, también hay algunas impurezas como magnesio (Mg?*) y sodio (Na*),
trazas de cloro (CI") y hierro (Fe?*). La HA y el fosfato dibasico de calcio son las
fases de fosfato de calcio quimicamente estable a la temperatura y pH del cuerpo
humano. Los iones de fésforo y calcio promueven la formacion de sales,
principalmente amorfas de hidroxiapatita y trifosfato de calcio, dispersos dentro de
la fase organica, mientras que una vez cristalizada, la fase inorganica es
practicamente hidroxiapatita, lo que proporciona las caracteristicas mecanicas de
los huesos (Rivera y col., 2003).

8.1.1 Composicion y estructura

El hueso esta compuesto de células y matriz. Los nanocristales de
hidroxiapatita se incrustan en la matriz de colagena, con formas altamente
especializadas para dar soporte mecanico, asi como servir de reserva, en especial

de calcio y fésforo (Murugan y Ramakrishna, 2005) .

8.1.2 Células 6seas

Las células osteoprogenitoras se desarrollan a partir de células embrionarias
mesenquimatosas y luego dan lugar a la mayoria de los otros tipos de células 6seas,
proliferan de manera continua y algunas se diferencian hacia el linaje osteoblastico.
Los osteoblastos sintetizan la materia organica blanda de la matriz 6sea que luego
se endurece mediante deposito de minerales. Los osteocitos son osteoblastos
maduros que quedan atrapados en la propia matriz que depositaron contribuyendo
al mantenimiento homeostasico de la densidad 6sea y las concentraciones
sanguineas de iones de calcio y fosfato, desempefiando un posible un papel como
sensores de tension. Los osteoclastos son células que reabsorben hueso, se hallan

en la superficie 0sea y se desarrollan a partir de los citoblastos de la médula 0sea.
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El remodelado 6seo es resultado de acciones combinadas de estos osteoclastos
gue reabsorben hueso y los osteoblastos que lo depositan (Saladin, 2012).

8.1.3 La matriz

La matriz del hueso estd compuesta por dos fases: organica que corresponde
a las proteinas e inorganica que corresponde a los minerales. El mineral 6seo se
compone principalmente por hidroxiapatita y la parte proteica por fibras colagenas
(Bigi y col., 2002). El principal componente estructural de la matriz 6sea es el

colageno tipo | y en menor cantidad, colageno tipo V.

Todas las moléculas de colageno constituyen alrededor del 90% del peso
total de las proteinas de la matriz ésea. Los grupos principales de proteinas no
colagenas que hay en la matriz 6sea son macromoléculas de proteoglucanos y
glucoproteinas multiadhesivas. Algunas glucoproteinas importantes son la
osteonestina y las sialoproteinas. También se encuentran proteinas dependientes
de Vitamina K que incluyen la osteocalcina la proteina S y la proteina Gla matricial
(MGP) (Saladin, 2012).

8.1.4 Mineralizacién

El depdsito de minerales es un proceso de cristalizacién que involucra iones
del plasma sanguineo (Ca?*, PO4%, entre otros) y se depositan en el tejido 6seo,
sobre todo como cristales de hidroxiapatita con forma de aguja. Los osteoblastos
empiezan el proceso al depositar fibras de colageno en un patrén helicoidal a lo
largo de la osteona. Luego, estas fibras se incrustan con minerales que endurecen
la matriz. Los cristales de hidroxiapatita sélo se forman cuando el producto de la
concentracion de calcio y fosfato en los tejidos tisulares, representado con [Ca?'] -
[PO4 3], alcanza un valor critico denominado producto de solubilidad (Saladin,
2012).
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La mineralizacion comprende la liberacion de vesiculas matriciales hacia la

matriz 6sea. En los sitios donde inicia la mineralizacién del hueso, cartilago, dentina

y cemento, la concentracion de iones calcio y fosfatos en la matriz debe superar el

umbral normal. Los acontecimientos que se llevan a cabo en esta mineralizacion

son los siguientes:

1)

2)

3)

4)

5)

La fijacion de calcio extracelular por la osteocalcina y otras sialoproteinas
crea una concentracion local alta de este ion.

La concentracion alta de calcio estimula los osteoblastos para que secreten
fosfatasa alcalina (ALP) que aumenta la concentracion de iones fosfato. La
concentracion de fosfatos estimula el aumento adicional de la concentracion
de calcio en donde se iniciard la mineralizacibn. En esta etapa de
concentracion extracelulares altas de calcio y fosfatos los osteoblastos
liberan pequefias vesiculas matriciales (de 50 a 200 nm de diametro) hacia
la matriz 6sea. Las vesiculas matriciales contienen ALP y pirofosfatasa que
esciden iones fosfato de otras moléculas de la matriz.

Las vesiculas matriciales que aumentan el punto isoeléctrico local, produce
la cristalizacion Cas(POa4)2 en las vesiculas matriciales circundantes.

Los cristales de Cas(POa4)2 inician la mineralizacion de la matriz por la
formacién y depdsito de cristales de hidroxiapatita Cai10PO4OH:z en la matriz
gue rodea los osteoblastos.

Las vesiculas matriciales derivadas de los osteoblastos son los factores
esenciales que controlan el sitio donde se inicia el depdsito de mineral en el
osteoide. Una vez que se han precipitado los primeros cristales de
hidroxiapatita, estos crecen con rapidez por acrecion hasta que se unen con
los cristales vecinos producidos alrededor de otras células matriciales. De
esta manera, una onda de mineralizacion recorre el osteoide. Otras células
gue producen osteoide son los ameloblastos y odontoblastos de los dientes

en desarrollo (Ross, 2011).
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8.2 Biomateriales

Los biomateriales son cualquier sustancia o combinaciéon de estas que
pueden ser naturales o sintéticas, adecuados principalmente para la regeneracion
total o parcial de 6rganos o tejidos dafiados (Bonan y col., 2014). Un biomaterial
para ser utilizado como injerto debe ser biocompatible, bioactivo, osteoconductivo,
proporcionar una estructura y topografia que permita la adhesion, proliferacion y

migracion celular (Reynolds y col., 2010).

La definicion oficial de biocompatibilidad, consensuada en la Conferencia de
Chester de la Sociedad Europea de Materiales, expone que la biocompatibilidad es
la capacidad de un material de ser utilizado en una aplicacién especifica, con una
respuesta adecuada del tejido receptor. ElI biomaterial debe de ser capaz de
soportar la esterilizacion, estas técnicas incluyen rayos gamma, gas, autoclave, y
no debe tener interaccion, ni debe de afectarse, por ninguno de estos procesos
(Pino Minguez, 2008). Un material puede ser considerado bioactivo si provoca una
respuesta positiva del huésped, debe ser capaz de provocar una respuesta biolégica
en la interfase e inducir la formacion de un enlace entre el tejido y el material. La
bioactividad esta estrechamente relacionada con el intercambiar informacion dentro
de un sistema biolégico, lo que significa que un material bioactivo reacciona
guimicamente con fluidos corporales de una manera compatible con los procesos

de reparacién del tejido (Gandolfi y col., 2010).

8.2.1 Tipos de biomateriales

En general se dividen a los biomateriales sintéticos en tres grupos principales
en metales, polimeros, ceramicas y los composites, pero tanto los biomateriales
utilizados en la confeccion de dispositivos como tejidos biolégicos, son sistemas

compuestos de una estructura compleja (Smith y Hashemi, 2014).
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Los metales tienen una estructura cristalina en la que los atomos estan
dispuestos de manera ordenada. Los polimeros estan formados por largas cadenas
de moléculas organicas que pueden estar libres o unidas entre si a través de
enlaces covalentes o fuerzas secundarias. Esto es lo que permite diferenciar a los
polimeros termoplasticos de los termorrigidos. Los primeros pueden llegar a fluir, al
incrementar la temperatura, mientras que los segundos no pueden hacerlo sufriendo
antes su degradacion. Las ceramicas son materiales inorganicos, no metalicos,
cristalinos o no, donde los atomos se mantienen unidos mediante enlaces iGnicos
y/o covalentes. Y los materiales compuestos o “composites” pueden ser definidos
como combinaciones tridimensionales de al menos dos materiales con diferencias
significativas en sus propiedades fisicas y quimicas y con una interfaz distinta (Smith
y Hashemi, 2010). En la Tabla 1 se describe la clasificacion de los biomateriales

segun su origen y por su parte en la Tabla 2 segin su respuesta bioldgica.

Tabla 1.- Clasificacion de los biomateriales segun su origen (Pino Minguez, 2008).

Materiales Tejidos blandos Piel, tendon, pericardio
biolégicos Tejidos duros Hueso, dentina
Polimeros Polimetilmetacrilato, PEEK,

Alginato de Sodio.

Metales Acero, Ti, Ti-aleaciones, Cr —
Materiales sintéticos Co, Ta, Ag.
Ceramicas Alumina, hidroxiapatita,

fosfato tricalcico.

Materiales compuestos Compaositos

PEEK: Polimero técnico termoplastico semicristalino.
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Tabla 2.- Clasificacion de los biomateriales segun su respuesta biologica

(Pino Minguez, 2008)

Biotolerados Encapsulados por una capa de tejido PMMA
conjuntivo fibroso. acero inoxidable
Cr-Co
Bioinertes La superficie del material, es recubierta Ti
por una capa de 6xido estable, presenta Ti-aleaciones
contacto directo con el hueso, y no se Alimina
produce inhibicién de la osteogénesis. Circonia
Bioactivos Producen un enlace quimico directo con Fosfato célcico
el hueso circundante, gracias a su Hidroxiapatita
capacidad para fijar proteinas inductoras Biovidrios
en su superficie.

PMMA: Polimetilmetacrilato
Cr-Co: Cromo-cobalto
Ti: Titanio

8.1.2 Injertos para laregeneracion 6sea

La Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en
inglés) regula el uso de materiales injerto 6seo destinados a rellenar, aumentar o
reconstruir defectos periodontales u 6seos de la boca y region maxilofacial (P.
Tomsia y col.,, 2011) estos injertos de reemplazo 6seo se han organizado
principalmente segun su fuente en: autoinjertos aloinjertos y xenoinjertos (Reynolds
y col., 2010).

En el autoinjerto la mayor ventaja es que el receptor y el donante son el
mismo individuo por lo que se evitan problemas de rechazo inmune, puede ser de:
sinfisis mandibular, rama mandibular, area retromolar, proceso coronoides,
tuberosidad maxilar, torus palatino o mandibular y hueso cigoméatico Los

autoinjertos son una fuente rica de células O0seas y medulares que tienen
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propiedades osteogénicas. Sus principales desventajas son la existencia de un
segundo sitio quirargico, complicaciones como infecciones, costo, disponibilidad

reducida y activacion del complejo de histocompatibilidad (Ali y col., 2016).

Los injertos alogénicos, son osteoconductivos, pero no tienen capacidad
osteogénica ni osteoinductiva. Por otra parte, los xenoinjertos 6seos pueden ser
porcinos o exoesqueleto de corales, ellos tienen una estructura cual los hace
osteoconductivos, pero carecen de osteoinductividad debido a su contenido
organico. En los injertos bovinos genera preocupacién por la posibilidad de una
futura encefalopatia espongiforme bovina debido a la potencial transmision lenta del

virus en productos derivados de bovinos (Murugan y Ramakrishna, 2005).

Se han desarrollado materiales sintéticos, que se utilizan en la medicina
regenerativa: bioinertes y bioactivos. Los bioinertes tienen una influencia nula o muy
pequefia en los tejidos vivos que los rodean y sus principales representantes son la
alumina o la circonia. Los bioactivos pueden enlazarse a los tejidos 6seos vivos
promoviendo la actividad celular, las biocerdmicas més utilizados son los fosfatos
de calcio (CP), hidroxiapatita (HA) y el fosfato tricalcico (TCP) (Ali y col., 2016).

Las bioceramicas poseen propiedades tales como baja densidad,
estabilidad quimica, alta resistencia al agua, el desgaste y la biocompatibilidad,
siendo ésta ultima un resultado directo de sus composiciones que contienen iones
normalmente que se encuentran en el ambiente fisiolégico como Ca?* K*, Mg?* y
Na*. Se destacan como materiales bioceramicos hidroxiapatita, alimina, circonia y
biovidrios (Bonan y col., 2014), en la Tabla 3 se describe la utilizacién clinica de las
bioceramicas y en la Tabla 4 se encuentran algunas propiedades mecanicas de la

Circonia, Hidroxiapatita y tejidos del cuerpo.

Las ceramicas bioactivas cuando se implantan forman una capa de apatita
carbonatada (HCA) a través de disolucion y precipitacion. Esta fase es equivalente

en composicion y estructura a la fase mineral del tejido 6seo. Al mismo tiempo, las
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fibrillas de colageno pueden incorporarse en los aglomerados de apatita. La

secuencia de eventos parece ser: adsorcion de restos bioldgicos por accion de los

macrofagos, la union de células troncales mesenquimales, diferenciacion, formacion

de matriz y finalmente mineralizacion (Kalashnikova y col., 2015).

Tabla 3.- Utilizacion clinica de las bioceramicas (Tomado de Bonan y col., 2014)

Aplicacion clinica

Materiales

Ortopedia

Relleno de espacios 6seos

Implantes dentarios

Obliteracion de bolsa periodontél

Alumina
Circonia estabilizada
Vidrios Bioactivos
| Fosfatos de calcio
Fosfatos tricalcicos
Alimina
HA
Vidrios bioactivos
HA
Fosfatos de calcio
Fosfatos tricalcicos
Vidrios Bioactivos

Aumento del reborde alveolar

Reconstruccion maxilofacial

Cirugia ortopédica

HA

Composito HA- hueso

autogeno

Vidrios bioactivos

Alimina

HA

Compésito PE-HA

Vidrios bioactivos |

Vidrios bioactivos
' HA

Otorrinolaringologia

HA: Hidroxiapatita
PE: Polietileno

Composito PE-HA: Compdsito Hidroxiapatita-Polietileno

Alumina

HA

Vidrios bioactivos
Composito PE-HA
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Tabla 4.- Propiedades mecanicas de la Circonia parcialmente estabilizada
comparada con diferentes tejidos humanos y otros biomateriales (Tomado de Bonan
y col., 2014).

Material Resistencia | Moédulo | Mddulo de Dureza
ala de Young | resistencia Micro-
compresion (GPa) (MPa) Vickers
(MPa)
Hueso humano cortical 88-230 3-30 - -
| Dentina 300-380 ‘ 15-20 62.7
Esmalte 250-550 10-90 - 340
~ HA 300-900 80-120 6-13 | 450-530
~ B-TCP 450-650 90-120 - T -
~ PSC 1700-2000 = 195-210 | 30-500 | 1100-1200

B-TCP: Fosfato tricalcico
PSC: Circonia parcialmente estabilizada

8.3 Nanotecnologia

La nanotecnologia se puede definir como la ciencia e ingenieria involucradas
en el disefio, sintesis, caracterizacion y aplicacion de materiales y dispositivos cuya
organizacién funcional mas pequefia, en al menos una dimension, se encuentra en
la escala nanométrica o una mil millonésima parte de un metro (G. A. Silva, 2004).
A estas escalas, la consideracion de las moléculas individuales y los grupos
interactivos de moléculas en relacién con las propiedades macroscopicas globales
del material o dispositivo se vuelve importante, ya que tiene un control sobre la
estructura molecular fundamental, que permite el control sobre las propiedades

fisicas y quimicas macroscopicas (G. A. Silva, 2004).

El objetivo de la nanotecnologia es crear materiales, dispositivos y sistemas
con nuevas propiedades y funciones derivadas de la ingenieria a pequefa escala.
Se presenta como el factor de escala mas eficiente para la industria y, en particular,

para la medicina molecular. La transicion del comportamiento de los atomos y
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moléculas aislados al comportamiento del ensamblado de &tomos y moléculas se
encuentra en la naturaleza, y la nanotecnologia explota este umbral natural (Sordo
y col., 2015).

La nanociencia estudia materiales y fenébmenos en diversas areas, tales
como la Quimica, la Fisica o la Biologia. Los avances en la nanociencia dependen,
en gran medida, de la capacidad de sintetizar nanoparticulas de diversos materiales,
tamafos y formas, asi como de ensamblarlas eficientemente en estructuras
complejas. Se define a la nanociencia como el estudio de la materia a nivel del
nandémetro, escala en la cual las propiedades fisicas y quimicas de los sistemas
difieren de sus propiedades a nivel macroscopico, convirtiéndolas en unicas (Flores,
2014).

8.3.1 Nanomateriales

Los nanomateriales (NMs) son todos aquellos en los cuales, al menos una
de sus dimensiones esta dentro de la escala nanométrica, es decir entre 1y 100 nm
(Figura 1). Los NMs exhiben novedosas caracteristicas, como diferente reactividad
quimica o conductividad, comparados con el mismo material, pero de escala
macromeétrica (Qu y col., 2013). La Comision Europea define a un nanomaterial
como un material natural, accidental o manufacturado que contiene particulas, en
un estado unido o como un agregado, asi como un aglomerado en el cual alguna
de sus dimensiones tiene un tamafo entre 1 y 100 nm (European Commission,
2018).
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Figura 1.- Escala nanométrica (Tomada de Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,2013).

8.3.2 Clasificacion de nanomateriales

La clasificacién de los nanomateriales (NMs) se puede basar en nimero de
dimensiones que no se encuentran en la escala nanométrica (Figura 2). Las
estructuras cero-dimensionales o0 0D son: las nanoparticulas, nanoclusters o grupos
y nanocristales, éstas tienen generalmente un diametro inferior a los 100 nm. Las
nanoestructuras unidimensionales o 1D: son equivalentes en todas las direcciones
excepto una, dentro de esta categoria se encuentran los nanotubos, nanofibras,
nanoalambres y los nanorodillos. Estructuras bidimensionales o 2D con una
dimensién menor a 100 nm, como las peliculas delgadas. Las estructuras 3D, en
cuyo caso utilizan nanoestructuras 0D, 1D Y 2D como bloques de construccion
(Pokropivny y Skorokhod, 2008).
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Figura 2.- Clasificacion de los nanomateriales segln sus dimensiones (Tomado de
(Cornejo Alvarez, 2015).

8.3.3 Nanocompadsitos

Los nanocompadsitos, son materiales compuestos por dos o mas fases y al
menos una de estas posee tamafio nanométrico. El material que se encuentra en
mayor proporcion se llama matriz y el que se encuentra en menor proporcion se le
llama refuerzo. Estos nanocompdsitos estan integrados con el fin de formar un
nuevo material con mejores propiedades. Segun el tipo de matriz que se emplea
puede clasificarse como compuesto de matriz metalica, compuesto de matriz
ceramica y compuesto de matriz polimérica. Un ejemplo de éstos materiales es un
compuesto de matriz ceramica, donde se le incorpora una fase de un metal ductil u
otro que puede conducir a propiedades mejoradas en dureza y tenacidad ya que las

ceramicas son fragiles llegandose a fracturar. (Smith, 2010)

8.3.4. Métodos de caracterizacion de nanomateriales

La caracterizacion de materiales nanoestructurados es necesaria para
conocer del arreglo espacial de los atomos e identificar imperfecciones, impurezas,

entre otros (Moran y col.,2012). En la Tabla 5 se describen los métodos de
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caracterizacion de nanomateriales para que se utilizan y como funcionan éstas

técnicas.

Tabla 5.- Métodos de caracterizacion de nanomateriales

Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

MEB se utiliza para Esta técnica dirige un haz de electrones enfocado a un

medir caracteristicas
microscopicas,
de

microestructuras o

estudios

nanoestructuras,
evaluacion de
recubrimientos de

espesor delgado.

punto de la superficie de la muestra a analizar, para
posteriormente mostrar las sefales electronicas emitidas
por la muestra. Esencialmente un cafién de electrones
produce un haz de electrones en una columna al vacio que
es dirigido y enfocado sobre un pequefio punto de la
muestra. Las bobinas de barrido dejan al haz entrar a una
pequefia area de la superficie de la muestra. Los
electrones con un pequefio é&ngulo de dispersion
interactian con las protuberancias de la superficie
generandose una dispersion de electrones secundarios
que producen una sefal electrénica que a su vez genera
una imagen con una profundidad mayor de campo, en
comparacion con la de microscopio Optico .El
espectrofotometro de energia dispersiva de rayos X (EDS)
se usa en combinacion con el MEB, basandose en la
dispersion de energia de los rayos X emitidos por un

elemento excitado por electrones acelerados y funciona
como detector de la composicion elemental (Smith vy

Hashemi, 2014).

Microscopia electrénica de trasmision (TEM)

El TEM se utiliza
para analizar la
microestructura de

materiales con

El TEM hace incidir sobre la muestra de espesor delgado
un haz de electrones de alta energia a una velocidad que
se aproxima a la velocidad de la luz. Los electrones viajan

a través de la muestra sufriendo dispersiones elasticas e
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resolucion en escala | inelasticas. Las dispersiones elasticas son usadas para dar

atomica. a conocer informacion acerca de la estructura cristalina,
mientras que las dispersiones inelasticas nos dan a
conocer la composicion elemental de la muestra (Bizarro y
Rodil, 2015).

Difraccion de rayos X (DRX)

DRX se emplea para | Este procedimiento mide la intensidad de los rayos X

la identificacion de la | dispersados por cristales. La XRD involucra la formacion

fase cristalina del de ondas dispersadas en los atomos en diferentes

material. direcciones, las cuales llegan al detector con un
desplazamiento por lo que provocan patrones de
interferencias destructivas y constructivas, dependiendo
del angulo y las posiciones atdmicas. Las propiedades
Opticas de los materiales se relacionan con la estructura de
bandas del material ya sean semiconductores o aislantes
(Bizarro y Rodil, 2015).

Espectrofotometria UV-Vis

UV- Vis se emplea La espectrofotometria UV-Vis se fundamenta en la

para medir las | capacidad de las moléculas para absorber radiacion

propiedades de | electromagnética, ademas la cantidad de luz absorbida es
absorcion de | proporcional a la concentracion de un compuesto (Moran
coloides. Lopez y Rodriguez Lépez, 2013).

Espectrofotometria Raman

La técnica Raman Las espectrofotometrias vibracionales son usadas para
nos permite obtener @ caracterizar materiales, ya que este tipo de técnicas no son

una huella dactilar | destructivas y aportan informacién sobre composicion
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con los espectros
obtenidos, ya que
presentan picos

de

cualquier molécula.

caracteristicos

Método por el cual
se estudia la
absorcion o emision
de energia radiante
originada por la
interaccion entre la
radiacion
electromagnética y
el material en

estudio.

molecular y estructural (Bizarro y Rodil, 2015). La técnica
Raman se fundamenta en la luz dispersada (desviacion de
la luz de su direccion original de incidencia) de un material
al incidir sobre él un haz monocromatico dando picos
caracteristicos de la muestra En esta espectrofotometria
existen tres tipos de dispersiones:

1. Stokes, se refiere a que la luz dispersada tiene
una menor energia que la luz incidente

2. Anti-Stokes, la luz dispersada tiene mayor energia
que la luz incidente

3. Rayleigh, no existe un cambio en la energia de la
luz incidente (Skoog y col., 2001).

Espectroscopia Infrarroja (IR)

La IR se basa en que las moléculas tienen la posibilidad de
rotar y vibrar a distintas frecuencias (modos normales
vibracionales). O sea que, una molécula puede absorber la
energia de fotones en el rango energético de IR en el caso
en gue exista una diferencia en el momento bipolar de la
molécula mientras ocurre un movimiento vibracional
rotacional y cuando la frecuencia asociada con la radiacion
resuena con el movimiento vibracional.  Existen modos
vibracionales que inducen oscilaciones que pueden entrar
en resonancia con un haz de IR. Esto

produce un intercambio de energia entre el haz y las
moléculas constituyentes. Existe un comportamiento
caracteristico para un enlace con un tipo atomico, un
entorno quimico y wuna concentracion de enlaces

determinadas. Se puede decir entonces, que en un
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espectro infrarrojo se pueden manifestar bandas
asociadas a practicamente todos los compuestos
moleculares. Cada una de estas bandas corresponderia a
un movimiento de vibracion de uno de los enlaces dentro
de la molécula. Se sostiene entonces que el conjunto
constituye la huella dactilar del compuesto. Cada
compuesto tendra entonces un comportamiento particular
frente a un haz de infrarrojos, en esto se basa la eficacia
de la IR (Pigué y Vazquez, 2012).

8.3.5 Nanoparticulas en la biomedicina

La aplicacién de la nanotecnologia en medicina es llamada nanomedicina y
es empleada para mejorar la calidad de vida de los seres humanos, combatiendo
las enfermedades de forma innovadora. El uso de nanoparticulas ha generado un
gran interés debido precisamente a que su tamafio hanomeétrico que permite una
mayor penetracion a nivel celular. Pueden atravesar las membranas citoplasmaticas
y nucleares, para introducir material quimico, biolégico o genético en células

determinadas (Sordo y col., 2015).

La nanotecnologia podria tener un papel importante en la regeneracion 6sea,
dado que los nanomateriales ofrecen nuevas herramientas para explorar las
enfermedades mediante la imagen y las aplicaciones diagndésticas, investigaciones
recientes indican que pueden actuar como vehiculos para el suministro de
farmacos o agentes terapéuticos para lograr mejores y mas seguros resultados del
tratamiento y pueden proporcionar una estructura fina (andamio) y utilizarse en el
desarrollo de tratamientos para enfermedades degenerativas éseas y cancer de tipo
0seo(Gu, Wu, Chen, & Xiao, 2013).
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Ventajas de la utilizacion de Nanoparticulas:

1. Llevar el farmaco a su destino manteniendo el farmaco concentrado de
manera que una vez endocitado por las células, el farmaco puede maximizar
su efecto.

2. Proteger el farmaco de ser dispersado o degradado por fluidos corporales y
aumentar el tiempo de circulacion o el tiempo de retencién en el cuerpo.

3. Transportar mas moléculas de farmacos y aumentar la solubilidad de algunos
farmacos hidréfobos debido a la gran superficie de Nps.

4. Cargar otras moléculas de direccionamiento para conseguir una liberacién

especifica a través de la modificacion superficial de Nps (Gu y col., 2013).

Aungue no hay tratamiento disponible en nanotecnologia hasta el momento,
las nanoparticulas mejor disefiadas con propiedades inocuas (baja o ninguna
toxicidad) y multifuncionales ofreceran especificidad para el tratamiento de
enfermedades Osea, es por eso que se les considera como candidatos potenciales
para lograr una alta bioactividad local y bajos efectos secundarios sistémicos (Gu y
col., 2013).

8.4 Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de los sustitutos de tejidos 6seos, es una nueva metodologia
y tecnologia biomédica que busca alternativas a los métodos tradicionales de la
regeneracion (Granados y col., 2017). El uso de la ingenieria de tejidos tiene varias
ventajas incluyendo el suministro ilimitado del nuevo material, eliminado el riesgo
de transmision de enfermedades y costo relativamente bajo (Amini y col., 2012),
también podria llevar al disefio y fabricacion especifica de implantes, proétesis y
dispositivos relacionados con el hueso (Liy col., 2011). El principio de la ingenieria
del tejido 6seo se basa en el uso de andamios naturales o sintéticos que son
biocompatibles y similar (mecanica, quimica y biolégicamente) a la matriz

extracelular nativa (MEC) del hueso humano, para que el hueso se repare o
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regenere, segun el disefio, dichos andamios se siembran con células con
osteogénicas y en algunos casos, incorporados con factores de crecimiento
osteogénicos y/o vasculogénicos o biomateriales inorganicos como el fosfato de
calcio, hidroxiapatita o vidrios bioactivos, para promover el crecimiento éseo (Liy
col., 2011). Se ha sugerido que los eventos que controlan la respuesta célula-
sustrato pueden delimitarse a dos propiedades importantes:

1. Las propiedades fisicoquimicas de la superficie del biomaterial
2. Latopografia superficial que presenta el biomaterial (Alvarez y col.,
2010).

Estos biomateriales avanzados resultan atractivos para aplicaciones de
reparacién 0sea en odontologia como una alternativa mejorada a los materiales
actuales de injerto. Esto sumado a que existe una tendencia hacia el desarrollo de
la nanotecnologia en conjunto con la ingenieria de tejidos, como una alternativa a
las técnicas tradicionales de reparacion 6sea, lo cual cada vez cobra mas relevancia

en vista a las actuales limitaciones.

Los principios fundamentales en la ingenieria de tejidos son:

1. Disefio de un andamiaje que favorezca la adhesion, proliferacion y
diferenciacion celular.

2. El aislamiento y el cultivo de células trocales mesenquimales.
Un sistema de liberacion de farmacos y/o de factores de crecimiento y,

4. ElI mantenimiento del espacio para inducir o guiar la regeneracion del tejido
(Granados y col.,2017).

Como ya se ha comentado un andamio ideal, en funcion de su aplicacion,
debe ser biocompatible, bioactivo, no trombogénico, antiinflamatorio y poroso para
promover el crecimiento interno de células osteogénicas in vivo. Ademas, debe
tener compatibilidad mecanica y controlada. Cinética de degradacion (si es

necesario) con la aplicacion especifica de ingenieria de tejido 0seo. Estas
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caracteristicas normalmente se comparan con los del hueso cortical o trabecular,

segun el tipo de defecto 6seo (Liy col., 2011).

En la busqueda del material sustituto ideal para hueso natural, se han
investigado varios materiales los cuales incluyen: metales, ceramicas y polimeros
(naturales y sintéticos). Las principales desventajas de los metales y cerdmicas es
la falta de degradabilidad en condiciones bioldgicas y su capacidad de
procesamiento es limitada en comparacion con polimeros, que ofrecen una gran
flexibilidad. Los biomateriales compuestos basados en polimeros son un grupo de
materiales que han atraido una atencion para fines de ingenieria del tejido 6seo
debido a su capacidad de formacion de poros, capacidad de unién con moléculas
aniénicas, actividad antibacteriana, degradacién controlada, biocompatibilidad,
estabilidad mecanica sin embargo carecen de osteoconductividad o
osteoinductividad. La nano-Hidroxiapatita (nHA) tiene similitudes quimicas con las
del hueso natural y han atraido un amplio foco de investigacion como un relleno
adecuado de defectos 6seos junto con los polimeros sintéticos para crear materiales
nanocompuestos para la ingenieria de tejidos 6seo. La incorporacion de nHA en
polimeros sintéticos podrian combinar las ventajas de cada uno de estos

componentes (Liy col., 2011).

8.5 Hidroxiapatita

La Hidroxiapatita es una ceramica biocompatible que puede ser de origen
natural o sintética, exhibe una estructura cristalina hexagonal, y tiene una formula
quimica Caio (PO4 )s (OH)2. Es la cerdmica mas ampliamente utilizada en el campo
de los biomateriales e ingenieria de tejido 6seo (Ali y col., 2016). La HA esta
presente en dientes y huesos confiriéndoles su dureza caracteristica (Garcia y col.,
2006). Los principales componentes quimicos de la hidroxiapatita son el calcio y el
fosfato. Sin embargo, la HA natural contiene porcentajes minimos de sodio, cloro,

carbonatos y magnesio, los cuales juegan un papel preponderante en el proceso de
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remodelado y deposito de hueso. Por esta razén, no se le considera una apatita
pura.

La Hidroxiapatita (HA) estequiométrica tiene relacion atbmica Ca/P 1.67,
una relacion diferente de Ca/P pueden dar lugar a la formacion de otras fases que
afectan la interaccion del material con los tejidos biolégicos. Si la relacion Ca/P es
menor que 1.67 pueden surgir fases como el alfa-fosfato tricalcico (a-TCP) o el beta-
fosfato tricalcico (B-TCP); si la relaciéon Ca/P es mayor que 1.67 puede surgir el
oxido de calcio y puede estar presente junto con la fase de la HA. (Bonan,2014).
Cuanto mas cerca esté el valor de Ca / P a 1.67, mayor la estabilidad del material
dentro del cuerpo humano ya que tienden a ser inertes, por otro lado, si este valor
disminuye (HA deficiente), la bioactividad puede verse mejorada. Otro aspecto que
se debe considerar es el grado de cristalinidad. Se ha observado que la cristalinidad
en los tejidos para el esmalte dental es muy alta, mientras que, en los casos
correspondiente a dentina y hueso, es baja. Esto significa que la reactividad
depende del grado de cristalinidad, ya que la reactividad en dentina y hueso es mas
alta que en el esmalte. Es importante tener en cuenta todas las diferencias de
estructura y composicion de las apatitas ya que van a variar desentendiendo de las
diferentes técnicas de procesamiento, asi como la temperatura y la atmdésfera
(Riveray col., 2003).

La HA sintética (nHA) presenta similitud quimica y estructural con el
componente inorganico de los huesos y dientes humanos (Tomsia y col., 2011). La
nHA se produce mediante diversos métodos, como la sintesis mecanoquimica,
preparacion de combustion y varias técnicas de quimica humeda y se presenta en
una variedad de formas, incluidas nanofibras, nanorodillo y nanoagujas (Gonzalez
y col., 2004).
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8.5.1 Estructura de la Hidroxiapatita

El término “apatita” se aplica a un grupo de compuestos con formula
general de Mio (XO4)sZ2, donde M*2 es un metal y las especies X043y Z" son
aniones. El nombre en particular va a depender de los elementos o radicales M, X
y Z. Entonces, la hidroxiapatita tiene una estructura molecular de la apatita donde
M es el calcio (Ca*?), X es fosforo (P*°) y Z es el radical hidroxilo (OH). Su féormula
quimica es Caio (PO4)s(OH)2, con el 39% en peso de calcio y 18.5 % de fosforo y el
3.38 % de OH" (Rivera y col., 2003).

Ca,,(PO,)s(OH),

Figura 3.- Estructura cristalina de la hidroxiapatita (Tomado de Bonan,2014)

La hidroxiapatita cristaliza en un sistema hexagonal (Figura 3). El sistema
pertenece al grupo espacial hexagonal P63/m, con simetria rotacional hexagonal y
un plano de reflexion y con los parametros de celda de a=b =9.418 Ay c = 6.884
A. Su estructura esta formada por una disposicion tetraédrica de fosfato (PO43), que
constituye el "esqueleto” de la celda unitaria. Dos de los oxigenos estan alineados
con el eje c y los otros dos estan en un plano horizontal. Dentro de la celda unitaria,
los fosfatos se dividen en dos capas, con alturas de 1/4 y 3/4, respectivamente, lo
gue resulta en la formacion de dos tipos de canales a lo largo del eje ¢, denotados
por Ay B (Riveray col., 2003).
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Las paredes de los canales de tipo A estan ocupadas por atomos de
oxigeno del grupo fosfato y iones de calcio, llamados iones de calcio tipo Il [Ca (11)],
gue consta de dos triangulos equilateros girado 60 grados uno con respecto al otro,
en las alturas de 1/4 y 3/4, respectivamente Tipo B los canales estan ocupados por
otros iones de calcio, llamados iones de calcio tipo | [Ca (I)]. En cada célula hay dos
canales de este tipo, cada uno de los cuales contiene dos iones de calcio en alturas
0y %. En la HA estequiométrica, los centros de los canales tipo A estan ocupados
por radicales OH, con orientaciones alternas. La forma monoclinica de HA es mas
ordenada y termodinamicamente estable y se forma a altas temperaturas, pero
nunca han tenido evidencia de su presencia en tejidos calcificados. La hidroxiapatita
producida biolégicamente es mucho mas complicada, no es estequiométrica y
tienen una relaciéon atémica Ca / P <1.67 con trazas de COs?> , Mg*?, Na*, F y CI.
Estas cantidades varian segun el tipo especifico de tejido, que se relaciona con las
propiedades y bioactividad del mismo (Rivera y col., 2003).

8.5.2 Propiedades de la Hidroxiapatita

Las bioceramicas de HA han sido utilizadas en una gran variedad de
aplicaciones biomédicas, incluyendo matrices de liberacion controlada para
medicamentos y materiales de ingenieria tisular 6sea. HA es altamente cristalina y
estable, por tanto, menos bioabsorbible, siendo ésta una caracteristica indeseable,
debido a que provoca que el proceso de su resorcion sea muy diferente al que sufre
el mineral 6seo. Desde el punto de vista médico, el uso de polimeros biodegradables
con suficiente resistencia mecanica y funcionalizados con diferentes biominerales
(Ca*?, POs-3, CO3-?) podria llevar finalmente a encontrar un material que se pueda
utilizar como andamio e inducir la neoformacion 6sea (Ali y col., 2016). Algunas
propiedades mecanicas de la hidroxiapatita se describen en la Tabla 6. Sin
embargo, HA tiene propiedades mecanicas intrinsecamente pobres que puede

mejorarse combinandolo con nanomateriales.
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Tabla 6.- Propiedades mecanicas de HA (Tomada de Putlayev; 2013).

Densidad Tedrica 3.156 g/ML
Dureza 5 mohs
Esfuerzo de Tension 40-100 MPa
Esfuerzo de Flexion 20-80 MPa
Esfuerzo de Compresion 100-900 MPa
Fractura Aprox. 1 MPa m%%

La nHA se ha utilizado en la ingenieria del tejido éseo debido a su
biocompatibilidad, osteoconductividad, capacidad de integracion 6sea, degradacion
lenta y no citotoxicidad (Pepla y col., 2015). Ademas se ha establecido que, debido
al tamafio de sus nanoparticulas tiene un é&rea de superficie aumentada,
sinterabilidad y densificacion mejorada (en comparacion con el polvo de HA), se ha
descrito que nHA ha mejorado la tenacidad a la fractura y mayor capacidad de unién
con proteinas (Salmasi y col., 2016). Otras caracteristicas fisicoquimicas de nHA,
como su alto punto de fusion (no se derrite en el cuerpo humano), resistencia dura
y al desgaste, como su capacidad para resistir la reaccion de la superficie con
ciertas los fluidos en el cuerpo, hacen que la nHA sea un material bioceramico
interesante para la ingenieria del tejido 6seo (Tabla 7). Sin embargo, las
propiedades como falta de flexibilidad, fragilidad y que puede disolverse facilmente
(Garcia y col., 2006) dificultan la formacion de nHA en formas especificas para el
hueso. Estas limitaciones podrian superarse mediante la incorporacién de nHA en

un adecuado andamio polimérico (Chiara y col., 2012).
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Tabla 7.- Caracteristicas fisicoquimicas de la nano hidroxiapatita sintética
(Tomado de Salmasiy col., 2016).

Férmula molecular Caio (POa4)s (OH)2
Peso molecular 1004 g/mol
Gravedad especifica 3.16 g/cm.
Solubilidad a 25 ° C -log (Ks) 116.8

Solubilidad a25°Cg/L ~ 0.0003

Rango de estabilidad del pH en | 9.5-12.
soluciones acuosas a25°C

Temperatura de fusion 1100-1650 ° C.
Relacion Ca/ P 1.67
Hidrofilia / hidrofobia Altamente hidrofilico

8.6 Plata

La plata es uno de los metales mas antiguos, los historiadores consideran
que el mayor impacto de la plata en las civilizaciones fue como base monetaria y
econémica mas importante desde la época del imperio greco-romano hasta antes
de la primera guerra mundial. Debido a su color blanco metalizado y su brillo, en
latin es denominado argentum. Este metal posee la mejor conductividad térmica y
eléctrica, debido a esto, sus aplicaciones en el campo de la electronica son
innumerables. Es un elemento escaso en la naturaleza y es mas complicado
encontrarlo en estado puro, al cual se le denomina plata nativa, generalmente se la
encuentra asociada a otros metales como compuestos de plata (Morones, 2010).

Algunas de las propiedades fisicoquimicas de la Ag se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8.- Propiedades fisicoquimicas de la plata.

Formula Molecular Ag

NUmero atbmico 47

Estado de oxidacion +1

Peso molecular 107,87 g/mol
Punto de ebulliciéon 2212 °C
Punto de fusion 962 °C
Densidad 10,5
Estructura cristalina Cubica

Las aplicaciones en medicina con plata ionizada (Ag*!) es que ha sido
empleada en el cuidado de heridas por quemaduras durante mas de 200 afos
debido a sus propiedades antimicrobianas (Barillo y Marx, 2014). Con ayuda de la
nanotecnologia mas recientemente, la plata ha sido promocionada y utilizada en
una serie de productos de consumo humano (Barillo y Marx, 2014). Las NPs de
plata tienen caracteristicas opticas, quimicas, eléctricas y cataliticas especiales y
distintivas propiedades que pueden ajustarse con la naturaleza de la superficie,
tamafio, formas, entre otras, por lo tanto han llamado el interés, estos cristales de
Ag se han utilizado en diversos campos, como catalisis, sensores, componentes
electrénicos, agentes antimicrobianos en la industria de la salud (Deshmukh y col.,
2019). En la Figura 4 se muestran las aplicaciones de las nanoparticulas de plata

en la biomedicina, industria y en el area ambiental.

Pagina | 47



Biomedicina
Infecciones
hospitalarias
Cicatrizacion de
heridas
Dispositivos médicos

Aplicaciones de

las
nanoparticulas

de plata Ambiental
Industria ’ Desinfectante de
Textil agua
Envasado de Desinfectante de
alimentos aire
Cria de animales

Figura 4.- Aplicaciones de AgNPs (Tomada de Deshmukh y col., 2019).

8.6.1 Mecanismo antibacteriano de las nanoparticulas de plata

Se ha reportado que AgNPs pueden causar dafo estructural a las bacterias
en la membrana y en la pared celular (Yuan y col., 2018). El dafio a la membrana
de las células bacterianas es el primer tipo de dafo, debido a que las membranas
celulares bacterianas contienen azufre, fuera de la membrana celular como adentro
de ella, cuando las AgNPs interactian con las proteinas y aminoacidos resulta una
inhibicion de las actividades enzimaticas (Deshmukh y col.,2019) las AgNPs pueden
unirse a al ADN y ARN de las bacterias evitando su reproduccion también la Ag
inhibe la cadena de transporte los electrones de las células bacterianas, lo que
resulta en la destruccion de la bacteria (Yuan y col., 2018) (Figura 5).

El tamafio de particula y la forma son otros parametros para determinar la
actividad antimicrobiana. Se ha evidenciado que si el tamafo de las NPs es <20 nm,

puede exhibir una mayor adherencia de la proteina de membrana que contiene

Pagina | 48



azufre, resultando en la méaxima permeabilidad a través de la membrana y

finalmente, la muerte celular de la bacteria (Deshmukh y col., 2019).

Debe considerarse la alta relacion superficie/volumen que suele estar
presente en los nanomateriales, cuanto mas pequefas son las particulas, mayor es
la superficie metalica expuesta y, por lo tanto, se puede esperar un efecto
microbicida mayor. La forma de los nanocristales es otro parametro responsable de
la interaccion con la pared celular de las bacterias. Recientemente se ha encontrado
que Ag NPs <10 nm crean poros en la pared celular, debido a estos poros la
cantidad citoplasmica se descarga en el medio, que gobierna la muerte celular sin
interactuar las proteinas intracelulares y extracelulares y los acidos nucleicos de las
bacterias, la interaccion de AgNPs con algunas células pueden causar el proceso

de muerte celular programada es decir, apoptosis (Deshmukh y col., 2019).

GRAM NEGATIVA GRAM POSITIVA

Interactia con varias vias metabdlicas Interviene en la Replicaciony Transcripcion
Capsula

Interferencia con
La pared celular
Sintesis

Fuera de la
membrana

Membrana plasmatica :

i Pared celular
Interaccion con la

cadena "
transportadora de
Electrones, ns,

Inhlblclén de la sintesis de proteinas

- A

Dafio DNA, Degradacién Lipidos ‘., -

produccion de ATP y
permeabilidad
Membranal.

Cromosoma

Figura 5.- Mecanismo de accion de las AQNPs en bacterias (Tomado de Deshmukh y col., 2019).

Pagina | 49



8.7 Nanotoxicologia

La nanotoxicologia se define como “el estudio de los efectos adversos de
la ingenieria de nanomateriales sobre organismos vivos y los ecosistemas, incluida
la prevencion y mejora de tales efectos adversos” (Hobson y Pharmtox, 2014). Las
rutas primarias para la exposicion humana a las nanoparticulas son: inhalacion,
exposicion dérmica e ingestion oral. Las nanointeracciones son esenciales para
comprender la biodistribucion y los efectos toxicos de muchos nanomateriales tanto
en in vitro e in vivo. Ensayos in vitro forman una primera linea de métodos para
discernir entre nanomateriales seguros y los no seguros. Mientras que el ensayo in
vivo implica investigacion en animales para extrapolar sus efectos en seres

humanos (Vandana y col. 2012).

Los nanomateriales pueden unirse y formarse mas grandes "agregados” o
"aglomerados" cuando estdn en contacto con agentes bioldgicos fluidos vy
soluciones de cultivo, resultando en exposiciones que pueden alterar la exposicion
y toxicidad del original nanomaterial. Existe interés en la formacion de coronas de
proteinas en NPs que afectan significativamente la toxicidad in vivo e in vitro. A
medida que las particulas se hacen mas pequefas, la proporcibn de atomos
encontrados en la superficie de la particula aumenta en relacién con la proporcion

contenida en el volumen de particulas (Hobson y Pharmtox, 2014).

Las NPs y los nanomateriales a menudo tienen dimensiones mas
pequefias que las estructuras celulares y tienen el potencial de interferir de manera
significativa con importantes procesos bioldgicos a nivel celular. Se ha informado
qgue el estrés oxidativo es uno de los mecanismos por el cual algunas NPs son
toxicas. Cabe mencionar que los métodos convencionales y los procedimientos de
prueba utilizados en la evaluacion toxicologica pueden ser dificiles de aplicar a la
evaluacion de nanomateriales. Las pruebas nanotoxicolégicas deben ser disefiadas
para pequefias nanoestructuras con caracteristicas fisicoquimicas Unicas y area de

superficie muy grande. Debe tomarse en cuenta el tamafio, morfologia, cOmo se
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distribuyen las nanoparticulas, su composicion quimica, si contiene impurezas, el
grado de agregacion o aglomeracion, area, reactividad y persistencia. Con ayuda
de la quimica computacional se podria tener una prediccién de las caracteristicas
toxicoldgicas y de la estructura-actividad de los NMs, teniendo un desarrollo, tiempo
y costo mas eficientes, que posteriormente podria combinarse en estudios in vitro e
in vivo previendo un potencial de peligro durante las etapas de descubrimiento y

desarrollo de los nanomateriales (Hobson y Pharmtox, 2014).
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9. Antecedentes

Estadisticas mundiales referentes a trastornos 6seos, especificamente el
envejecimiento y la obesidad presentan cifras cada vez mas alarmantes, entre estos
dos gruposy los que tienen una actividad fisica deficiente, sugieren que la incidencia
del trastorno 6seo aumente a mas del doble a nivel mundial para el afio 2020. Hasta
el 2015 los autoinjertos se habian considerado como el "estandar de oro" para la
reparacion de defectos 0seos debido su histocompatibilidad, no inmunogénicos,
osteoinductivos y osteocunductores (Salmasi y col., 2016). Sin embargo, la
recoleccion de autoinjertos de la cresta iliaca del paciente, como segundo
procedimiento, se considera costosa y arriesgada (lo que lleva a hemorragia,
inflamacion, infeccion y/o dolor crénico en algunos casos). Se han estudiado
exhaustivamente otras vias a través de las cuales la ingenieria del tejido 6seo pueda
reparar y regenerar el tejido daflado con nuevos materiales sintéticos y se ha
reconocido a la ingenieria de tejido 6seo como una alternativa prometedora a los
meétodos tradicionales. Esto se debe principalmente a su suministro ilimitado,
eliminacioén el riesgo de transmision de enfermedades y costo relativamente bajo.
La ingenieria del tejido 6seo también podria llevar al disefio y fabricacion de
implantes, prétesis y dispositivos relacionados con el hueso entre otros (Salmasi y
col., 2016).

Rajkumar y col., (2011) estudiaron la aplicacion de HA y mencionan que éste
biomaterial puede funcionar como implante artificial, pero su uso es limitado debido
a su fragilidad y malas propiedades mecanicas. ya se han realizado intentos para
mejorar el comportamiento mecénico y bioldgico de los nanocompuestos a base de
HA con los polimeros tanto sintéticos como naturales ya que éstos tienen buena
tenacidad y flexibilidad, mientras que su bioactividad es baja en comparacioén con
los ceramicos bioactivos. Cuando se refuerza la HA con una matriz polimérica de
Alginato de sodio (AS) tiene muchos usos clinicos viables, incluyendo protesis de
cemento 6seo, sustitucion de articulaciones, implantes dentales y relleno de

defectos 0seos. Como resultado se utiliza como una matriz de polimero para
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producir un compuesto mejorando la biocompatibilidad y biodegradabilidad ademas
la cadena polimérica del alginato puede usarse como un andamio para el
crecimiento 6seo y de tejidos. También mencionan que la preparacion del
compuesto HA/Alginato a partir de granulos esféricos de HA cargados con
antibiéticos y Alginato asegura que el material de reemplazo éseo permanece en la
posicion de la implantacion y también puede evitar cualquier infeccién

postoperatoria.

Salmasi y col., (2016) investigaron las propiedades mecanicas de n-HA y
mencionan que tiene poca resistencia y tenacidad debido a su poca capacidad de
sinterizacion, sin embargo, estos inconvenientes pueden superarse disefiando un
nanocompuesto de HA con un polimero. Esto proporciona una excelente
bioactividad y osteoconductividad por parte de la nano-HA y por parte del polimero
ofrece la resistencia mecanica necesaria a la quebradiza n-HA y al andamio en su
conjunto y debido a la alta energia superficial de los materiales nanoestructurados,
podrian tener todos los requisitos necesarios para aplicaciones en ingenieria del
tejido 6seo. La incorporacion de n-HA en una matriz polimérica puede tener varios
efectos sobre las propiedades mecanicas de la construccion en funcién de
diferentes factores que incluyen, estructura, morfologia de n-HA, método de
dispersién, tamafio y concentracion de las nanoparticulas. De éste modo la nano-
HA puede ser utilizada como vehiculo de administracién de farmacos, debido a su

“similitud quimica” con la fase mineral del hueso bioldgico.

Rajkumar y col., (2011) utilizé un nuevo método para producir un compuesto
nanoestructurado de hidroxiapatita y alginato de sodio, caracterizé los
nanomateriales para conocer su estructura y morfologia. Evalud la respuesta de
bioactividad en fluido corporal simulado y evaluo sus propiedades mecanicas. En el
analisis de difraccion de rayos X observé un aumento en el tamafio de cristalito y el
grado de cristalinidad cuando aumentaba la concentracién de alginato de sodio
hasta 1,5% en peso. En el espectro infrarrojo con transformada de Fourier se vio un

notable cambio de pico de 1635 a 1607 cm™ y 1456 a 1418 cm™, en las imagenes
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de microscopia electronica de transmisién los nanomateriales mostraron una

morfologia de nanorodillo con un tamafio medio de particula de 13 nm.

Existe una gran variedad de virus, hongos y bacterias en el mundo, cuando
se utilizan materiales para la regeneracion, éstos microorganismos se hacen
evidentes, ocasionando que los materiales puedan deteriorarse mientras crecen en
la superficie, causando el fracaso del tratamiento. Por esto Yuang y col., (2018)
refieren que resulta urgente el desarrollo de materiales con buena actividad
antibacteriana. Ya se ha estudiado que la HA sintética no muestra actividad
antimicrobiana por si misma por lo que se ha centrado en modificar la HA mediante
un dopaje de iones bacteriostaticos como son el Sr, Zn, Ce y Ag. Las AgNPs pueden
causar dafo estructural a las bacterias tanto en la membrana como a la pared
celular y ya que el radio de Ag* es 0.126 nm y el Ca?* es muy cercano (0.100 nm)
bajo circunstancias especificas, los iones plata pueden ocupar el lugar de los iones
de Ca?* en la red cristalina de la HA.

Lim y col., (2015) indican que la hidroxiapatita sintética es un excelente
biomaterial ya que posee una similitud gquimica con el mineral éseo, que es
biocompatible cuando se implanta in vivo, exhibe un comportamiento bioactivo
formando un enlace directo entre los implantes y los huesos (osteointegracion). La
HA se utiliza cominmente como injerto 6seo para rellenar defectos o depositarse
como una capa de revestimiento sobre un implante ortopédico para promover la
regeneracion 6sea con el fin de facilitar el proceso de cicatrizacion del hueso. Sin
embargo, debido a la falta de proteccidn del sistema inmunolégico del cuerpo, HA
es susceptible a infecciones inmediatas y retrasadas, lo que conduce a infecciones
relacionadas con el implante que son causadas por la adhesion bacteriana y la
posterior formacién del biofilm en el sitio de implantacion. Las bacterias que viven
en un biofilm son altamente resistentes a los agentes antibacterianos, ésta
biopelicula los protege de la influencia de la defensa del hospedador. Si los injertos
0seos basados en HA o los recubrimientos de HA se incorporan con propiedades

antibacterianas ayudara a reducir la ocurrencia de infecciones relacionadas con

Pagina | 54



implantes, se informo que los iones de plata interfieren en la integridad de la célula
bacteriana, o se unen a enzimas y proteinas dentro de las bacterias, lo que dafia
severamente la célula y sus funciones principales como permeabilidad, regulacion
de la actividad de sefalizacion enzimatica, oxidacion celular y procesos

respiratorios, resultando en la muerte de las bacterias.

Xiangmei Liu (2013) sintetiz0 nanoparticulas de HA con Ag a diferentes
concentraciones, mediante un método de reduccion simple, utilizando como
precursores a AgNOs, amoniaco, agente dispersante (PVP) e hidracina, para tener
finalmente los siguientes nanomateriales: HA, HA cargado con 0,5% 1%, 2% 5%
en peso de Ag. Los polvos de HA demostraron en las caracterizaciones que la plata
estaba firmemente unida a la superficie de la HA, manteniendo su integridad,
estructura quimica y morfologia. Se evalué la actividad antimicrobiana de los NMs
colocando 1X10° células/mL de Escherichia coli, en tubos de ensayo de fondo
plano, cada tubo fue llevado a una incubadora con agitacion a 200 rpm a 37°C,
después de 24 h de incubacion el control, el blanco y las placas de HA pura se
cubrieron completamente con colonias de E. coli. Los compuestos de HA con Ag
inhibieron el crecimiento de las bacterias, el numero de colonias de E. coli
disminuyeron al aumentar el contenido de Ag. Docenas de colonias de E. coli se
observaron después de 24 h de incubacion en la placa con polvos de Ag—HA al
0,5%, sin embargo, no hubo formacion de bacterias para las concentraciones de
1%, 2% y 5% transcurrido éste tiempo. El experimento reveld que el los
nanocompuestos tuvieron buen efecto antibacteriano por lo que la investigacion
propone el uso favorable de tales compuestos para la reconstruccion ésea o para

un revestimiento de superficie en proétesis.

Estudios previos en el laboratorio de Quimica Organometalica y materiales
en la Universidad Autbnoma de Aguascalientes, sefialan que la funcionalizacion de
Hidroxiapatita con Alginato de sodio puede tener un efecto positivo en la
biocompatibilidad (Herrera, 2017). En éste mismo laboratorio se realizo una sintesis
de HA nano-estructurada mediante el método hidrotermal activado por microondas,
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en donde una vez obtenidos los polvos de HA tuvieron un rendimiento del 64.52%
se caracterizaron mediante MEB y se observaron algunas estructuras en forma de
placa y en forma de fibrillas, éstas ultimas tuvieron un tamafo promedio de 10
micras de largo, en el analisis elemental se pudieron observar a los elementos Ca,
C, O Y P. Posteriormente se agregaron los polvos de HA 20% en un gel de
grenetina 10% para homogenizarlo resultando en un nuevo material que mantuvo
su estabilidad a temperatura ambiente siendo un nanocompuesto con potencial uso
como relleno facial (Muro, 2016). Por esta razon nuestro grupo de investigacion

esta interesado en éste material con potenciales aplicaciones biomédicas.
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10.Justificacién

La hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2) es un compuesto inorganico que
presenta una composicion similar a la fase inorganica del hueso humano, la cual se
reporta que puede corresponder a cerca del 60 a 70 % de la fase mineral del hueso.
El tejido 6seo al ser dafiado tiene la capacidad de regenerarse, asi cuando el hueso
presenta lesiones, ya sea por fracturas u otros defectos, se activan los mecanismos
que propician la osteogénesis para restaurar el tejido en el lugar de la lesion, ésta

situacion ocurre en defectos 6seos comunes.

El uso de materiales con aplicaciones biomédicas y en especial como
sustitutos del hueso en ortopedia y odontologia busca en los ceramicos como
fosfatos calcicos, fosfato calcico, fosfato tricalcico, e hidroxiapatita la mejora
constante de las propiedades de bioactividad y biocompatibilidad que presenta

como recubrimiento de superficie de implantes biomédicos.

Sin embargo en el campo ortopédico y odontolégico se ha reportado que una
de las consecuencias por la falta de proteccién del sistema inmunolégico en el
cuerpo y/o la resistencia de los antibiéticos de muchos microorganismos, hace a la
HA susceptible a afecciones microbiologicas, lo que conduce a infecciones
relacionadas con la colonizacion superficial del implante, cabe mencionar que la
mayoria del calcio que es componente importante de la hidroxiapatita no se absorbe
y se elimina con facilidad por lo que es necesario recurrir a sustitutos 6seos como

los biomateriales para lograr la regeneracion.

Para lograr la regeneracion tisular, existe un interés especial en el desarrollo
de nuevos biomateriales funcionales capaces de estimular una respuesta biolégica
necesaria para restablecer las funciones de un tejido dafiado. Las estrategias
recientes tratan de imitar la matriz extracelular de los tejidos del cuerpo humano

mediante el uso de la nanotecnologia.
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Por ello en este proyecto, se pretende sintetizar y caracterizar la cerdmica de
hidroxiapatita dopandola con particulas de plata que podria proporcionarle nuevas
propiedades antimicrobianas esenciales en los recubrimientos de implantes con
aplicaciones ortopédicas con liberacién prolongada. Ademas de evaluar su

biocompatibilidad y bioactividad en cultivos celulares in vitro.
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11.Hipdtesis

El dopante de nanoparticulas de plata tiene un efecto sobre la estructura
quimica de la hidroxiapatita y determinan sus propiedades quimicas y biologicas

para su empleo como recubrimiento de superficie de biomateriales.

12.0bjetivos

Objetivo especifico
Analizar las propiedades estructurales y microestructurales de la

hidroxiapatita dopada con nanoparticulas de plata, asi como evaluar la respuesta

de biocompatibilidad y bioactividad celular in vitro.

Objetivos Especificos

1. Optimizar condiciones de reaccion para la sintesis hidrotérmica de materiales
nanoestructurados de hidroxiapatita (HA).

2. Optimizar condiciones de reaccion para la sintesis de hidroxiapatita dopada
con nanoparticulas de plata (Ag@HA)

3. Caracterizar los materiales nanoestructurados (HA y Ag@HA) mediante
MEB, DRX, FTIR, RAMAN.

4. Evaluar la biocompatibilidad de los materiales nanoestructurados (HA y
Ag@HA) en cultivos celulares in vitro.
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13.Metodologia

13.1Sintesis de Hidroxiapatita con Alginato de sodio (HA/AS)

Se selecciond el método de precipitacion controlada para la fabricacién de

materiales nanoestructurados de hidroxiapatita.

Se realizo la sintesis de HA/AS la cual se hizo siguiendo la metodologia de
Rajkumar (2011) con algunas modificaciones, optimizando las condiciones de
reaccion y posteriormente se continuo con la sintesis del resto de los

nanomateriales (Figura 6).

1. Se prepar6 una solucion de CaClz 1.08M en 50 mL agua desionizada, se dejo
en agitacion durante 2 horas.

2. Se disolvio alginato de sodio (AS) 1.5% en peso en 100 mL de agua
desionizada.

3. Se prepar6 una solucion de NaOH 2.5M, y afiadié gota a gota a la solucion
del polimero hasta obtener pH 12.

4. Se afadi6 gota a gota a la solucion del polimero a la solucion de CaClz, y
mantuvo en agitacion constante durante 5 horas (HP-3100, Lab companion).
Transcurrido el tiempo se dejo a temperatura ambiente por 12 horas.

5. De manera separada se disolvi6 Naz HPO4 0.65M en 50 mL de agua, se
mantuvo en agitacion (HP-3100, Lab companion) por 2 horas.

6. Se afiadi6 gota a gota a la mezcla del AS, y dej6é en agitacién constante por
5 horas.

7. Se almaceno por 48 horas a temperatura ambiente.

8. Se separo el sobrenadante del precipitado y se dejo secar en parrilla a 60°C
(HP-3100, Lab companion).
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9. EIl material seco se lavo con etanol 1:3, por tres veces, en centrifuga (EBA
20, Hettich Zentrifugen) a 3500rpm durante 15 minutos, se secé el material
en parrilla (HP-3100, Lab companion) y estufa (DGH-9035A, HINOTEK) a

60°C para obtener polvos finos con ayuda de un mortero. Se pesoé en balanza

analitica (Pionner ™, OHAUS) y obtener rendimientos.

Figura 6.- Sintesis de Hidroxiapatita/Alginato de sodio. a) Preparacién de la solucion CacClz, b)
Preparacion de la solucion de Alginato de sodio, c) Se afiadi6 la solucién del polimero al CaClz, d)
Preparacion de la solucion Na2 HPO4, d) Se afiadié el Na2 HPO4 a la solucion polimérica, e) Se
almacend por 48 h, f) Se secd y con mortero se obtuvieron polvos finos.

En la Tabla 9 se describen las modificaciones de reaccion utilizadas para la
estandarizacion de la sintesis de HA/AS las cuales fueron: aumento del pH, adicién
de lavados con etanol-agua 1:3, centrifugacion, secado del material en estufa a
60°C.
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Tabla 9.- Modificacién de las condiciones de reaccion para estandarizacion de la
sintesis de Hidroxiapatita/Alginato de Sodio (HA/AS)

% AS Condiciones de reaccion

0.75 pH 10.5, lavados etanol agua 1:3 3X a 3500
rpm x 10 min, secar en parrilla a 40°C
15 pH 12, Lavados etanol agua 1:3 3X a 3500

rpm x 10 min, secar en parrilla a 40°C

1.5 pH 12, decantar, lavados etanol agua 1:3 3X
a 3500 rpm x 10 min, secar en patrrilla a 40°C
15 pH 12, lavados etanol agua 1:3 3X a 3500
rpm x 10 min, secado en estufa 60°C

AS: Alginato de sodio

Se realiz6 una sintesis igual a la mencionada pero final se afadio la
calcinacion para obtener HA (HA calcinada). ElI material se calent6 en mufla
(WiseTherm, Wisd Laboratory instruments) a una temperatura de 700° por 4 horas.
En la Tabla 10 se detallan las modificaciones de las condiciones de reaccion de

sinterizacion para obtener HA.

Tabla 10.- Modificacion de las condiciones de reaccidn para obtener HA

% AS | Condiciones de reaccién

(calcinacion)

0.75 300°C x 3 h
15 500°C x4 h
15 600°C x4 h
15 700°C x4 h

AS: Alginato de Sodio
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13.2 Sintesis de Hidroxiapatita con Ag en la estructura (Ag5%@HA/AS)

. Se preparé una solucién de CaCl: 1.08M y se adicioné AgNOs (2.7x103
moles) en 50 mL agua desionizada dej6 en agitacion durante 2 horas.

. Se disolvié alginato de sodio (AS) 1.5% en peso en 100 mL de agua
desionizada.

. Se prepard una solucion de NaOH 2.5M, y afadié gota a gota a la solucién
del polimero hasta obtener pH 12.

. Se afiadi6 gota a gota a la solucion del polimero a la solucion de CaClz con
AgNOs (5%), y mantuvo en agitacion constante durante 5 horas (HP-3100,
Lab companion). Transcurrido el tiempo se dejé a temperatura ambiente por
12 horas.

. De manera separada se disolvi6 Naz HPO4 0.65M en 50 mL de agua, se
mantuvo en agitacion por 2 horas.

. Se afadio6 gota a gota a la mezcla del AS, y dejé en agitacién constante por
5 horas (HP-3100, Lab companion).

. Se almacend por 48 horas a temperatura ambiente.

8. Se separo el sobrenadante del precipitado y se dejé secar en parrilla a 60°C

(HP-3100, Lab companion).

. El material seco se lavo con etanol 1:3, por tres veces, en centrifuga (EBA
20, Hettich Zentrifugen) a 3500rpm durante 15 minutos, se seco el material
en parrilla (HP-3100, Lab companion) y estufa (DGH-9035A, HINOTEK) a
60°C para obtener polvos finos con ayuda de un mortero. Se peso en balanza

analitica (Pionner ™, OHAUS) y obtener rendimientos.

Se realiz6 una sintesis igual para obtener HA +Ag5% en la estructura (Ag5%@HA),

anadiendo condiciones de sinterizado a 700°C x 4 horas.
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13.3 Sintesis de nanoparticulas de plata depositadas en la superficie de HA/AS
(HA/AS+ Ag5% en la superficie)

En la Figura 7 se ilustra los pasos para la sintesis de nanoparticulas depositadas de
la superficie de HA/AS y HA.

Se pesd 4.41mg (5x10“ moles) de citrato de sodio (relaciéon 1:3) y se
colocaron en un matraz de 50 mL, se le adicioné 10 mL de etilen glicol y
calenté a temperatura moderada con agitacion (HP-3100, Lab companion)
constante hasta disolver.

Se peso6 1.004 g de HA/AS previamente sintetizada y se agregé a la solucién

del citrato de sodio.

3. Se sonicaron (2510, BRANSON) por 10 minutos.
4. Se peso6 8.49 mg AgNOs (5x10“ moles) (5%) y se colocaron en un tubo de

9.

ensaye cubierto con aluminio, y se adicionaron 1mL de etilen glicol, se
mantuvo en agitacion constante hasta disolver.

Se calenté la solucion de HA, elevando la temperatura gradualmente a 80°C
con agitacion constante. Se afiadié gota a gota a la solucion del AgNO3s y
mantuvo en agitacioén por 5 minutos.

Se dejo enfriar a temperatura ambiente y posteriormente en bafio de hielo
hasta los 5°C.

Se pes6 5.67mg (5x10“* moles) de NaBH4 y se disolvio en 1mL de agua
desionizada fria.

Se agrego gota a gota la solucién de NaBHa a la solucion de HA previamente
colocada en bafio de hielo.

Se mantuvo en agitacion durante 20 minutos.

10.Dejar reposar por 24 horas para precipitar.

11.Se precipitd el nanocompdsito en cuatro tubos de ensaye y agregd una

porcion equivalente de alcohol al 70% y centrifugd (EBA 20, Hettich
Zentrifugen) a 4500 rpm por 15 minutos, realizandose tres lavados.
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12.Los tubos de ensaye con el sedimento se colocaron en la estufa (DGH-
9035A, HINOTEK) y dejaron secar a una temperatura de 60°C.
13.Se molio el material en mortero para obtener polvos finos y posteriormente

se peso en balanza analitica (Pionner™, OHAUS) para calcular rendimientos.

Se realizé una sintesis igual para obtener HA calcinada previamente obtenida con

Ag en la superficie de la HA (HA + Ag5% en la superficie).

Figura 7.- Sintesis de NPs de plata depositadas en la superficie de HA/AS. a) Se pes6 1.004g de
HA (HA o HA/AS) previamente sintetizada, b) Se agregé AgNO3 , c¢) Se calentd en patrrilla, d) Se
llevd a 5°C en bafio de hielo, €) Se mantuvo en agitacion por 20 min, f) Se precipité el
nanocompaésito, lavé y seco para obtener polvos finos.

Pagina | 65



13.4 Purificacion de HA bovina

1. Se realizo6 corte y trituracion del fémur bovino, piezas de aproximadamente
1cm de ancho, y se eliminaron restos de materia organica

2. Se coloco en un mortero y moli6 hasta obtener particulas de
aproximadamente 2mm.

3. Se almacend en ultra congelador (IsotempR basic) a -60 °C, hasta su
utilizacion.

4. Se realizaron lavados con acetona en proporcion 1:10 por cada muestra
procesada.

5. Se dej6 en agitacion constante (HP-3100, Lab companion) durante 30
minutos a 200 rpm, se elimind la acetona utilizada y se sustituyé por limpia,
en total se realizaron cuatro lavados, el tltimo con agua destilada por 1 hora.

6. Se filtr6 con papel filtro previamente pesado y se dejé secar a temperatura
ambiente durante toda la noche.

7. Se registrd el peso seco, y posteriormente se coloco en la estufa (DGH-
9035A, HINOTEK) a 160°C por 48 horas, transcurrido el tiempo se dejo
enfriar y se pesé nuevamente.

8. Se realizdé descomposicion térmica en mufla (WiseTherm, Wisd Laboratory
instruments) a 850°C por 20 horas. Se enfrid y pes6 después de moler en

mortero para obtener polvos finos (Figura 8).
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Figura 8.- Purificacién de fémur bovino. a) Corte del hueso de fémur bovino, b) Se moli6 hasta
obtener particulas de 2-5mm, c) Se realizaron lavados con acetona 1:10, d) Descomposicion térmica
(calcinacidn), e) Molienda en mortero para obtener polvos finos.

Mediante éstas metodologias se obtendran materiales de Hidroxiapatita: HA,

HA bovina, HA + Ag5% en la superficie, Ag5%@HA, HA/AS, HA/AS + Ag 5% en la
superficie, Ag5%@HA (Tabla 11).
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Tabla 11. Materiales de Hidroxiapatita.

Material HA

HA bovina

HA + Ag 5% en la superficie

HA + Ag 5% en la estructura (Ag 5%@HA)

Compésito Hidroxiapatita/Alginato de sodio (HA/AS)

HA/AS+ Ag 5% en la superficie

HA/AS +Ag 5%en la estructura (Ag
5%@HA/AS)

13.5 Sintesis de nanoparticulas de plata (NPs Ag)

La sintesis de nanoparticulas de plata se llevaron a cabo mediante la
metodologia de Medina-Ramirez y col., (2009) con algunas modificaciones. Con
diferente orden de adicion de los precursores 1y 2.
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Nanoparticulas de plata (1)

1.

Se lavé material con agua regia (acido nitrico y acido clorhidrico 1:3),
después con agua corriente (3 veces) y finalmente con agua destilada para

garantizar la limpieza completa del material a utilizar.

. Se colocod 24mL de agua desionizada en un matraz de 50mL cubierto con

papel estafio y se agregaron 20.59 mg de citrato de sodio relacion 1:5.
Se calentdé la mezcla a 80°C con agitacion constante (HP-3100, Lab
companion) cubierto de la parte superior para evitar evaporacion.

Se pes6 2.5mg de AgNOs y disolvié en 1mL de agua desionizada.

5. Se agrego la solucion de AgNOs gota a gota y con agitacion constante a la

solucién de citrato de sodio.

Se llevé a 80°C 40 minutos y 20 minutos en ebullicion (100°C),
posteriormente se enfrid a temperatura ambiente.

Se colocé el matraz con la solucién en un bafio de hielo hasta tener una
temperatura de 4°C.

Se adicion6 a la solucion el NaBH4 (1.59 mg, en 1mL de agua desionizada
fria) relacion 1:3.

Se agrego la solucion de NaBH4 gota a gota a la solucién de AgNOs, y se
dej6 en agitacion durante 30 minutos, transcurrido el tiempo se dispuso a leer
en el espectrofotdmetro UV-VIS (HELIOS OMEGA, Thermo Scientific).

10. Se hizo blanco siguiendo la metodologia sin adicion de AgNOs.

Nanoparticulas de plata (2)

En la Figura 9 se ilustra los pasos a seguir para la sintesis de nanoparticulas de

Ag.

1.

2.

Se lavdé material con agua regia (acido nitrico y acido clorhidrico 1:3),
después con agua corriente (3 veces) y finalmente con agua destilada para
garantizar la limpieza completa del material a utilizar.

Se coloco 15.6 mL de agua desionizada en un matraz de 50mL cubierto con
papel estafio + 2.81mg de AgNOs.
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3. Se calentd la solucién a 90°C y con agitaciéon constante (HP-3100, Lab
companion) cubierto de la parte superior para evitar evaporacion.

4. Se agrego gota a gota 2.5ml de citrato de sodio al 1% (25mg).

5. Se mantuvo a temperatura constante de 90°C por 20 minutos y 20 minutos
en ebullicién (100°C).

6. Se coloco el matraz con la solucion en un bafio de hielo hasta tener una
temperatura de 4°C.

7. Se agregd gota a gota 2.27mg de NaBHs disuelto en 1.5mL de agua
desionizada fria.

8. Se mantuvo en agitacion durante 30 minutos.

9. Se dispuso a leer en el espectrofotdmetro UV-VIS (HELIOS OMEGA, Thermo
Scientific).

10. Se hizo blanco siguiendo la metodologia sin adicién de AgNOs.

El frasco se mantuvo cubierto de la luz para su posterior andlisis en el
espectrometro de UV-VIS. Las muestras de nanoparticulas de plata fueron
colocadas en celdas de cuarzo de 1 cm, fue necesario realizar varias diluciones 1:1,
1:2,1:3,1:4, 0.5 :5, 1:5, para localizar el plasmdn de resonancia caracteristico de la
plata, el cudl fue en con la dilucién 0.5:5mL.
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Figura 9.- Sintesis de NPs Ag (Metodologia 2). a) Se colocé nitrato de Ag en solucién y se llevé a
90°C, b) Se agreg0 el citrato de sodio, c) En bafio de hielo se afiadié NaBH4, d) El coloide se mantuvo
en agitacion por 30 min, e) Se caracteriz6 en el espectrofotometro UV-VIS.

13.6 Caracterizacion de los materiales

Los nanomateriales sintetizados fueron caracterizado mediante diversas
técnicas para conocer sus propiedades estructurales y microestructurales mediante
Microscopia Electrénica de Barrido, Energia dispersiva de rayos X, Espectroscopia

Raman, Difraccién de Rayos X y Microscopia infrarroja con transformada de Fourier.

13.6.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y energia dispersiva de rayos
X (EDS)

La morfologia y el tamafio de los materiales fue caracterizado por el
microscopio de barrido electronico utilizando un microscopio electronico de emision
de campo (Field Emission), marca Carl Zeiss, modelo SIGMA-HDVP con detectores
In-Lens, Asb y detector de energia dispersiva de rayos X modelo QUANTAX de la

marca BRUKER, asimismo se realiz6 un andlisis quimico utilizando espectroscopia
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por dispersion de Rayos X (EDS) el cual permitié un andlisis semicuantitativo de los
elementos presentes. Las muestras se prepararon previamente con un
recubrimiento de oro mediante pulverizacion catodica asistida por plasma para

favorecer la conductividad.

13.6.2 Espectroscopia Raman

Esta espectroscopia fue empleada para observar si hubo un cambio sobre la
composicién de los nanomateriales de HA al afiadir la plata al 5% como agente
dopante en la superficie de la HA y dentro de la estructura. Los espectros RAMAN
fueron obtenidos con un sistema de Micro- Raman Dispersivo Thermo Fisher.

13.6.3 Difraccion de Rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X fue empleada para analizar la cristalinidad de los
nanomateriales. El equipo que se utilizd fue un difractometro de Rayos X Philis
X Pert con geometria Bragg-Brentano, operando con radiacién Cuka (A=1.5406 A).

El difractograma se obtuvo a bajo angulo (0.6-10.0°).

13.6.4 Microscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

La identificacion de grupos funcionales de los nanomateriales de HA se
realizé6 mediante FT-IR en un espectrofotometro PerkinElmer GladiATR ™ el cual
posee un sistema de reflectancia total atenuada (ATR).

Se prepararon pastillas al 1% del material mezclando con bromuro de potasio
(KBr). Las pastillas se realizaron colocando el polvo previamente homogenizado en

una empastilladora que fue sometida a una prensa hidraulica realizando una
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precarga de 100 PSI y después de 3000 PSI por 90 segundos. Se colocé en una
porta pastillas del equipo Nicolet Nexus FTIR 760.

13.7 Ensayos de biocompatibilidad celular

13.7.1 Osteoblastos

Las células se cultivaron en el laboratorio de bioingenieria de tejidos, facultad
de Odontologia de la UNAM. Se utilizé la linea celular Hfob 1.19, ATCC de
osteoblastos. Dicha linea celular fue utilizada para caracterizar la biocompatibilidad

y la bioactividad sobre los materiales nanoestructurados.

Los osteoblastos, se mantuvieron en medio de cultivo alfa-MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), una solucién de antibioticos
penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y fungisona (0.3 pg/mL), 2mM
de glutamina y 50mM de aminoacidos no esenciales. Se utilizaron los cultivos
celulares en el 2do y 5to pasaje, los que se mantuvieron a una temperatura de 37°C
y en una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO:2 en un ambiente con 100% de
humedad.

13.7.2 Preparacion de los materiales para el cultivo celular

1. Se colocaron 30 mg de cada material en el fondo de la microplaca Elisa, se
le aplico presién para que se formara una pastilla y permanecieran en el
fondo del plato.

2. Se coloco una solucion antimicrobiana y antifungica. Se adiciono etanol al
70% en cada pozo y dej6é en lampara UV por 30 minutos. Se retiré el etanol

y dej6 secar durante la noche.
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3. Al dia siguiente se colocé nuevamente la microplaca en lampara UV por 30
minutos para asegurar su esterilidad y se utilizaron las microplacas hasta el

dia siguiente.

Las caracterizaciones de la biocompatibilidad por parte de las células al ser
cultivadas sobre la superficie de los materiales se evaluaron por medio del ensayo

de adhesion celular, ensayo de proliferacion y viabilidad celular,

13.7.3 Ensayo de Adhesion Celular con cristal violeta en Osteoblastos

Para establecer el efecto de los materiales nanoestructurados sobre la
adhesion celular, las células osteoblasticas se cultivaron sobre la superficie de los
materiales nanoestructurados en placas de cultivo de 96 pozos a una densidad
celular de 3x102 células/mL y se cultivaron durante 4 y 24 horas. Transcurrido el
tiempo de adhesion celular, las células se lavaron con PBS y se incubaron en una
solucion con paraformaldehido al 4% durante 60 minutos, se lavaron con PBS y
agua bidestilada, se incubaron en una solucién de cristal violeta al 0.1% por 15
minutos. Se lavd el exceso de cristal violeta con agua bidestilada 3 veces y se
extrajo el colorante con 200 pL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 1%. La solucién
resultante fue leida en un espectrofotometro a una longitud de onda de 545 nm. Los
cultivos controles fueron las células sembradas sobre la caja de cultivo. Los

experimentos de adhesion celular se realizaron por triplicado (Figura 10).
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Figura 10.- Ensayo de adhesién celular en Osteoblastos con Cristal violeta. a) Se colocaron los
nanomateriales en el fondo del plato de la microplaca aplicando presién para formar una pastilla, b)
Los materiales se desinfectaron y colocaron en luz UV para su esterilizacién, c) En las microplacas
se colocé 3x108 células y se incubaron por 4 y 24 horas después se incubaron en cristal violeta, d)
Se extrajo el colorante con SDS y fueron leidos en espectrofotémetro a 545nm.

Analisis Estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo usando el programa GraphPad Prism.
Se realiz6 la prueba estadistica ANOVA de dos vias y Tukey Post-Hoc para la
comparacion entre grupos, representando la significancia + desviacién estandar con
una P< 0.05.
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13.7.4 Hepatocitos Hep G2

El cultivo celular se hizo utilizando una linea establecida y activada de
hepatocitos Hep G2, segun la metodologia del fabricante (Inc., 2017 Thermo Fisher
Scientific Inc.) modificada, esta linea celular se pasé a cajas de cultivo (Thermo

Fisher, Scientific) para mantener su viabilidad y aumentar la concentracion celular.

13.7.5 Ensayo de viabilidad con MTT en Hepatocitos in vitro

Luego que las células alcanzaron el 90% de confluencia se procedi6 a
realizar la prueba de viabilidad. Se prepararon los tratamientos de los
nanomateriales de Hidroxiapatita las cuales contenian Hidroxiapatita/Alginato de
sodio (HA/AS), Hidroxiapatita/Alginato de sodio + Ag en la superficie (HA/AS+ Ag5%
superficie), Hidroxiapatita/Alginato de sodio + Ag5% en la estructura (HA/AS+Ag5%
estructura), Hidroxiapatita calcinada (HA), Hidroxiapatita calcinada + Ag5% en la
superficie (HA + Ag5% superficie), Hidroxiapatita calcinada + Ag5% en la estructura
(HA+ Ag5% estructura) e Hidroxiapatita de fémur bovino (HA bovina). Cada
tratamiento se prepar6 en cuatro concentraciones a 10X en solucion salina
fisiolégica (1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL). En tubos Eppendorf se colocaron 720 uL
de medio completo (medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium- Low glucose
(Sigma-Aldrich), 1% de antibiotico-antimicotico (Caisson) y 5% de Suero Fetal
Bovino (Sigma-Aldrich) mas 80 pL de la suspension de nanoparticulas, quedando
concentraciones de 1.0, 0.5, 0.250, 0.125 mg/mL en cada tubo Eppendorf. Se
prepar6 de igual manera un control negativo el cual contenia solucion salina
fisiolégica y un control positivo con dimetilsulfoxido (DMSO) al 10%. En una caja de
96 pozos que previamente se prepar6 a una concentracion celular de 2X104 células
por pozo, se procedio a retirar el medio de cada pozo y se reemplazé por 200 L de
la preparacién anterior (1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL) y los respectivos controles,
los dos tratamientos se hicieron con tres replicas y se dejaron en incubacion durante
24 horas. Después éste tiempo se incubaron con MTT a 37°C por 4 horas.

Transcurrido éste tiempo se le adiciond una solucion de Isopropanol 1N y se dejo
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reposar por 15 minutos. La placa se llevé a un lector de ELISA, para obtener la
densidad 6ptica a una longitud de onda de 545 nm. Los experimentos se realizaron

por triplicado.

Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo usando el programa GraphPad Prism.
Se realizé la prueba estadistica ANOVA de una via y Tukey Post-Hoc para la
comparacion entre grupos, representando la significancia + desviacion estandar con
una P< 0.05.

13.8 Sintesis Hidrogel

Para la sintesis de los hidrogeles se sigui6 la metodologia de Obando (2014)
con algunas modificaciones. Se realizé la sintesis de dos hidrogeles variando las
cantidades del polimero sintético (0.035 y 0.07g). Se esterilizaron los precursores

en lampara UV, antes a la preparacion de los hidrogeles.

1. Previamente se prepar6 el termo-bafio (FELISA) a una temperatura de 50°C.
En un tubo de 50 mL se colocaron 7.8 mL de PBS (Phosphate buffered saline
1002107205, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); luego el tubo se coloco
(50°C) por 10 minutos.

2. Se agreg6 0.035 g (Polyethylene glycol) diamine 1002145318(Mn 10,000.
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Se agrego6 a la solucion buffer y luego
se agit6 en el vortex (Maxi Mix Il) hasta lograr la disolucién.

3. En el tubo con PBS se agreg6 1.8 g de gelatina Gelatin 9000-70- 8 (Type A,
MP Biomedicals, LLC), y luego se agité a maxima velocidad en un vortex, de
la misma manera hasta lograr la disolucion. Al mismo tiempo se afiadieron

los polvos de los diferentes materiales de HA (0.05%).
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4. Previamente a este paso, se prepar6 una dilucién de glutaraldehido (GA) al
2% (Glutaraldehyde 2% Gludex). De esta dilucién, se tomaron 1.2 mL de GA
con los polimeros previamente mezclados y se vertieron para formar el
Compoasito junto con el componente tridimensional y se deja nuevamente a
50°C durante una hora para que se lleve a cabo la reaccion de
polimerizacion.

5. Ambos hidrogeles se esterilizaron con luz ultravioleta (UV) durante 30
minutos. Para posteriormente sembrar las células con el biomaterial.

6. Al finalizar la hora, el gel se dejé en agitacion con una solucién de PBS/
Antibidtico y se realizaron 3 cambios del mismo cada 4 horas (Figura 11).

Figura 11.- Sintesis hidrogeles cargados con los hanomateriales. a) Se esterilizaron los
precursores de los hidrogeles en lampara UV, b) Se prepar6 en termobafio PBS posterior se
afadié Gelatina con los nanomateriales c) Se afiadi6 glutaraldehido para formar el compd@sito con
el componente tridimensional, d) Los hidrogeles se mantuvieron en PBS por 4hrs (3 cambios).
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13.8.1 Células troncales mesenquimales de pulpa dental (hMSC-PD)

Las células se cultivaron en el laboratorio de Bioingenieria de Tejidos,
Facultad de Odontologia de la UNAM. Se utilizaron células troncales
mesenquimales derivadas de pulpa dental hMSC-PD. Dicha linea celular fue
utilizada para caracterizar la biocompatibilidad sobre los Hidrogeles con las

nanoceramicas de HA.

Las células hMSC-PD se mantuvieron en medio de cultivo alfa-MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), una solucion de antibiéticos:
penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 ug/mL) y fungisona (0.3 ug/mL), 2mM
de glutamina y 50mM de aminoacidos no esenciales. Se utilizaron los cultivos
celulares en el 2do y 5to pasaje, los que se mantuvieron a una temperatura de 37°C
y en una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un ambiente con 100% de

humedad.

13.8.2 Ensayo de Proliferacién Celular con PrestoBlue de las hMSC-PD en

células troncales mesenquimales de pulpa dental (hMSC-PD) in vitro

Para evaluar la proliferacion celular de las células hMSC-PD al ser cultivadas
sobre los hidrogeles dopados con las ceramicas nanoestructuradas (HA y Ag@HA)
se utilizé el kit PrestoBlue (Invitrogen) basado en la sal resazurina que se encuentra
en una solucion lista para utilizarse y cuya sal penetra en las células y funciona
como un indicador de viabilidad celular mediante el uso del poder de reduccion de
las enzimas deshidrogenasas para medir cuantitativamente la proliferacion de las
células. Las células hMSC-PD se cultivaron a una densidad celular de 3x10°
células/mL por triplicado por 1, 3, 5, 7, y 14 dias de cultivo. Después de cada periodo
experimental, las células se incubaron con 10puL de la solucién de PrestoBlue a 37°C

por 4 horas. Transcurrido el tiempo, del medio se removieron 200 pL y colocaron en

Pagina | 79



una placa de 96 pozos para ser llevados a un lector de ELISA, para obtener la
densidad Optica a una longitud de onda de 545 nm. Debido a que la reduccioén de la
sal de resazurina es directamente proporcional a la actividad oxidativa de la enzima
deshidrogenasa, un aumento en los valores que se obtengan en la absorbancia a
545 nm nos indicaria una medida de la proliferacion celular y una disminucion de la

citotoxicidad del material. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Anélisis Estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo usando el programa GraphPad Prism.
Se realizé la prueba estadistica ANOVA de dos vias y Tukey Post-Hoc para la
comparacion entre grupos, representando la significancia + desviacién estandar con
una P< 0.05.

13.8 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los materiales de Ag@HA

13.9.1 Cepas y condiciones de cultivos bacterianos

Se utilizaron cultivos bacterianos de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Escherichia coli ATCC 35401; los mencionados microorganismos se mantuvieron
en cajas Petri con agar Meller Hilton a 4°C en dilucién por estria hasta su uso. Para
su activacion se procedié como indica Hernandez y col., (2018) con ligeras
modificaciones; tomando una colonia (UFC) y siendo esta sembrada en 5 mL de

caldo MuUeller Hinton. Los tubos se incubaron durante 18 h a 37+0.5°C.
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13.9.2 Preparacién de los materiales para la evaluacion de la actividad

antimicrobiana

Se prepararon los nanocompésitos de Hidroxiapatita con Ag en su superficie
y dentro de su estructura en una solucién stock con 10mg/mL en PBS para

posteriormente tener las concentraciones finales (0.5, 3y 5 mg/mL).

13.12.3 Concentracion minima bactericida (CMB)

Para la concentracibn minima bactericida (CMB) se utiliz6 el método
propuesto por Sanchez, Garcia, y Heredia, (2010) con modificaciones; para ello se
inocularon 30 mL de caldo MH con 300 pL (1% de volumen total) del cultivo
previamente activado de la cepa. El cultivo se homogeneizé, enseguida se tomaron
diferentes volimenes de medio activado y se colocaron en una microplaca de 96
pozos, agregando ademas diferentes concentraciones del nanomaterial
correspondiente, el volumen final de cada pozo se ajusté a 200 pL. Las placas se
incubaron a 37+0.5 °C por 18 h, transcurrido el tiempo se sembré por goteo 10 pL
de cada pocillo en placas de agar con Mueller Hinton, siguiendo la metodologia
propuesta por Miles y Misra (modificada), posteriormente dichas placas se
incubaron a 37+0.5 °C por 18 h y para posteriormente observar si existia 0 no

crecimiento.

La CMB fue considerada como la concentracién mas baja del nanocompaésito
gue inhibe completamente el crecimiento del microorganismo. Se utilizaron como

control positivo coloide de plata y gentamicina, control negativo PBS estéril.

Asi mismo, se realiz6 una modificacion de la metodologia anterior para
escalar la microplaca a tubos de ensaye de 10x100 mm, esto en agitaciéon. Para ello
se colocaron las mismas concentraciones de los nanomateriales pesandolos y
agregandolos directamente en los tubos, y en lugar de utilizar medio de cultivo MH,

este fue remplazado por PBS pH 7.4 para dar un volumen final de 2 mL;
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posteriormente fueron puestos en agitacion en un bafio térmico con agitacion (BS-
06, Lab Companion) a 37+£0.5 °C durante 5y 24 h. Para evidenciar la actividad de
los nanomateriales, se recurrié a la técnica de siembra por goteo en placas de agar

MH, como ya se ha mencionado anteriormente (Figura 12).

Figura 12.-Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los nanomateriales ( Modificacion CMB ).
a) Colocacion de nanomateriales previamente pesados en tubos de ensaye (0.5, 3, 5 mg/mL), b) Se
utilizé la bacteria fue S. aureus, c) Se sembrd en los tubos con los nanomateriales la bacteria con
PBS, d) Se incubaron en termobafio con agitacion por 5y 24 h, e) Transcurrido el tiempo se sembro
en placas de agar por la técnica por goteo.
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14.Resultados

14.1 Sintesis de nanomateriales de Hidroxiapatita por el método de

precipitacion controlada

Se obtuvieron polvos finos de los materiales sintetizados y el material que fue
purificado, en la Tabla 12 se describen las caracteristicas macroscépicas como el
color y también el rendimiento. Los nanomateriales que fueron sometidos a
calcinacion: HA, HA bovina, HA+Ag5% superficie y Ag5%@HA (Incisos A-D)
tuvieron un color blanco brillante con excepcion de HA+Ag5% superficie (Inciso C)
que su color fue gris. HA tuvo un rendimiento de 81.29 + 4.4, HA bovina 73.67+2.6,
HA+Ag5% superficie 90.90+3.3 y Ag5%@HA 80.73 + 19.

Los compdsitos con alginato de sodio (Tabla 12 incisos E-G) presentan un
color blanco brillante con excepcién de HA/AS+Ag5% superficie (Inciso F) que
presento color café. Hidroxiapatita/Alginato de sodio (HA/AS) tuvo un rendimiento
de 65.82 + 7.5, HA/AS+Ag5% superficie 83.41 + 10 y Ag 5% @HA/AS 54.24 + 3.3.

El color de los materiales fue tal como se esperaba, color blanco para los
materiales calcinados (Incisos A, B, y D) y los materiales con alginato de sodio que
no fueron calcinados (Incisos E y G). En los nano-polvos de Ags%@HA (D) vy
Ag5%@ HA/AS (G) la plata no se reduce y mantiene como Ag *'y el calcio puede
reemplazarse por Ag (Liu y col., 2013).
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Tabla 12.- Materiales de Hidroxiapatita sintetizados/purificados.

Muestra

Nanomaterial Color Rendimiento %

81.29+4.4
B HA bovina 73.67+2.6
C HA + Ag 5% en la 90.90 £ 3.3
superficie
D HA + Ag 5% en la 80.73+£19
estructura (Ag 5%@HA)
E Hidroxiapatita/Alginato de 65.82+75
sodio (HA/AS)
F HA/AS+ Ag 5% en la 83.41 +£10
superficie
G HA/AS +Ag 5%en la 54.24 +3.3
estructura (Ag
5%@HA/AS)
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El color gris/café de los materiales con Ag en la superficie (Incisos C y E)
también fue lo esperado. Para obtener éstos materiales, se afiadieron los polvos de
los nanomateriales (HA y HA/AS) a una soluciéon con citrato de sodio que es un
agente reductor débil y para mantener las nanoparticulas dispersas se afiadio etilen
glicol, posteriormente AgNOs y finalmente NaBH4 que trabaja como un agente
reductor fuerte, para poder reducir los iones plata *! a plata metdlica (Ag®). El color
gris y café de los nanocompdsitos con Ag en la superficie resultan de la reduccién
de la plata indican la presencia de una banda de absorcion en la regioén de los 345

a 410 nm del espectro (Medina y col. 2009).

El rendimiento en general de los materiales fue bueno con excepcion de Ag
5%@HA/AS que fue el mas bajo (54.24 + 3.3%). Posterior a la sintesis/purificacion
los materiales de hidroxiapatita fueron caracterizados mediante MEB, EDS,
RAMAN, DRXy FTIR.

14.2 Caracterizacion de los materiales por Microscopia electréonica de (MEB)

y energia dispersiva de rayos X (EDS)

En la Figura 13 se observan las micrografias de los materiales calcinados
(Incisos A, C, E y G). HA (Inciso A) tiene forma de nanobastén con un tamafio
promedio de particula de 545+293X143+ 72nm, HA+Ag5% superficie (Inciso C)
también tiene forma de bastén que parecieran estar unido con los contiguos tiene
un tamafio de 5244249 X175 59, Ag5%@HA (Inciso E) esta conformada por largos
bastones hexagonales con un tamafio de 115299+ 66572 X 182+67 nm y HA bovina
(Inciso G) tiene una morfologia hexagonal corto con un tamafio promedio de
327+£126nm.

En la HA+ Ag5% superficie (Inciso C) se puede identificar a las
nanoparticulas esféricas de plata, se midio su diametro y se obtuvo el tamafio

promedio de 45+27 nm (Figura 15 a).
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Los materiales con alginato de sodio (Figura 13 B, D y F) muestran
aglomerados irregulares (Figura 13). Sin embargo, anteriormente se han
caracterizado y sintetizados bajo las mismas condiciones en el Laboratorio de
Quimica Organometalica, obteniendo una morfologia esférica alargada con un
tamafio promedio de particula de 8.72nm (Herrera, 2017). HA/AS (Inciso B) obtuvo
un tamafio de particula de 1111+393 nm, HA/AS+ Ag5% superficie (Inciso D)
15534551 nm y Ag5%@HA/AS (Inciso F) 219+88X 34+17 nm.

En la HA/AS+ Ag5% superficie (Inciso D) se puede identificar a las
nanoparticulas esféricas de plata en la superficie de la hidroxiapatita con un tamafio
de 6333+ 6485 nm (Figura 15 b). La Figura 14 muestra las imagenes de HA/AS a
10,000 y 150,000 objetivos demostrando la presencia de nanoestructuras y se

obtuvo un tamafo de particula de 19.8+ 6.5 nm.
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Figura 13.- Micrografias MEB de a) HA, b) HA/AS, c) HA + Ag5% en la superficie, d) HA/AS +
Ag5% en la superficie e) Ag5%@HA, f) Ag5%@HA/AS, g) HA bovina 15000 X.
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F—— wo=86mm Mag= 1500 KX

Figura 15.- Micrografias MEB de a) HA + Ag5% en la superficie 5000 X y b) HA/AS + Ag5% en la
superficie 15000 X, las flechas indican la presencia de plata en la superficie de la Hidroxiapatita.

Por medio del espectrofotometro de energia dispersiva de rayos X (EDS) se
realizd un andlisis elemental de los materiales, en la Tabla 13 se muestran los
porcentajes atébmicos de cada elemento, se indica la presencia de oxigeno, calcio,
fésforo, carbono, sodio en todos los materiales. En HA, HA/AS, Ag5%@HA y
Ag5%@HA/AS se encuentra el elemento cloro en porcentaje de 1.61 a 4.46 %, HA
bovina presenta magnesio, elemento que se encuentra en el hueso natural (Pifia y

col., 2006), HA + Ag5% en la superficie presenta de plata (8.6%).
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También se indica la relacion molar Ca/P para la HA fue de 1.9, HA bovina
de 2.09, HA+ Ag5% en la superficie 1.58, Ag5%@HA 1.84, HA/AS 1.81, HA/AS +
Ag5% en a la superficie 1.79 y Ag5%@HA/AS 1.75.

Tabla 13.- Porcentaje atomico de los elementos contenidos en los materiales de
Hidroxiapatita.

aterial
HA HA HA+ Ag5% | HA/AS | HA/AS Ag5%
bovina | Ag5% @HA +Ag5% | @HA/AS
sup sup
Element

Oxigeno 54.78 58.76 58.49 56.32  59.52 60.74 53.75
Calcio 2232 19.12 14.57 18.72  16.28 16.86 17.56

Fosforo 11.70 9.14 9.19 10.15 8.98 9.41 9.99
Carbono 6.42 11.53 7.24 8.55 1.77 9.54 10.80
Sodio 2.97 0.68 1.91 4.24 5.85 3.45 3.43
Cloro 1.80 - - 2.02 1.61 - 4.46
Magnesio - 0.77 - - - - -
Plata - - 8.60 - - - -
Razon 1.90 2.09 1.58 1.84 1.81 1.79 1.75
molar
Ca/P
Total 100 100 100 100 100 100 100
Tamafio 545+ 327+12 524424 11529 1111+ 15535 219+88X
promedio 293X 6nm 9 X175 94665 393nm 51 34+17
143+ +59 72X
72nm 182+6
7nm
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Los resultados de la caracterizacion de los materiales por SEM y EDS fueron
diferentes a lo esperado en algunos aspectos, principalmente porque no se pudo
observar las nanoestructuras, con los objetivos empleados. Los materiales
calcinados (Figura 13 A, C, E y G) tuvieron una morfologia diferente a lo reportado
por ésta metodologia, sin embargo, su estructura es definida y resulta interesante
que al afiadir las nanoparticulas de plata en la superficie y dentro puede cambiar su
morfologia, en HA+ Ag5% superficie aparecen los bastones de Hidroxiapatita unidos
(Figura 13 C), en Ag5%@HA los bastones son aun mas definidos y largos (Figura
13 E). La forma de HA bovina también es distinta a lo reportado por Alvarez (2014)
quién reporta nanoagujas, en éste caso la forma es hexagonal. En el andlisis
elemental de los materiales se muestran algunas impurezas a pesar de que se
calcinaron para tratar de eliminar la materia organica se puede ver la presencia de
Carbono siendo la HA bovina quién tiene un mayor porcentaje de éste grupo con
11.53%. La relacion Ca/P de los materiales calcinados es cercana a la relacion en
el cuerpo (Tabla 13).

En los materiales con alginato de sodio resultaron en un complejo embebido
por la cubierta polimérica (aglomerado) (Rajkumar, 2011) con excepcion de
Ag5%@HA/AS (Figura 13 F) donde se aprecian estructuras individuales, lo que
indica que al afadir la plata en la estructura cambié su microestructura. En la Figura
15 se midio el tamafio promedio de particula siendo de 19.8+ 6.5 nm que indica que
con mayores objetivos (10,000 y 150,000 X) es posible apreciar las nanoparticulas
de HA/AS. En el analisis elemental de los materiales se muestran los elementos que
conforman a la HA. En éstos materiales la relaciéon Ca/P también es cercana a la

HA estequiométrica.
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14.3 Caracterizacion de los materiales por Espectroscopia Raman

En los espectros Raman de los materiales de hidroxiapatita se describe la
region espectral que se extiende desde los 400 hasta los 1800 cm™ siendo
especialmente activos en el intervalo de los 900 hasta los 1100 cm™! (Figura 16 y
17). En la Figura 16 se describe la HA y HA bovina con bandas situadas a 429 y
450 cm (v2P0O4%) pueden ser atribuidos a los modos de flexion O-P-O (Silva y col.,
2005), la banda ubicada a 589 cm™ (v4P0O4*) también esta asociada principalmente
al caracter de flexion O-P-O. La banda predominante a 961lcm™ (viPO4*) se
atribuye a la banda P-O. Finalmente, las bandas observadas a 1045 y 1075 cm™
(v3PO4*) se asignan a los modos vibracionales de estiramiento P-O (Ruiz y col.,
2018).
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Figura 16.- Espectros RAMAN de a) HA y b) HA Bovina, donde se observan las bandas
caracteristicas de Hidroxiapatita, O-P-O (v2P043-) situadas a 429 y 450 cm-1 , O-P-O (v4P043-)
situada a 589 cm-1 , una banda predominante (v1P0O4%*) a 961cm-1.

En la Figura 17 se describen los espectros de los materiales calcinados (a,
c, e) y con alginato de sodio (b, d, f), as bandas situadas a 429 y 450 cm™ (v2PO4%)
pueden ser atribuidos a los modos de flexion O-P-O (Silva y col., 2005). La

frecuencia ubicada a 589 y 606 cm™? (v4POs*) también estan asociadas
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principalmente al caracter de flexion O-P-O. La banda predominante a 962 cm
(v1PO4*) es una banda tipica de fosfato P-O (Zheng y col., 2017) . Finalmente, las

bandas observadas a 1045 y 1075 cm™ (v3POs*) se asignan a los modos

vibracionales de estiramiento P-O (Ruiz-Baltazar et al., 2018).
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Figura 17.- Espectros Raman de a) HA, b) HAJ/AS, c) HA +Ag5%en la superficie, d) HA/AS

+Ag5%en la superficie e) Ag 5% @HA, f) Ag5%@HA/AS;

donde se observan las bandas

caracteristicas de Hidroxiapatita, O-P-O (v2P0O4%) situadas a 414- 450 cm?, O-P-O (v4PO4%)
situadas a 547-549 cm, una banda predominante de apatita carbonatada (viPO4%) a 962cm™ y

por ultimo P-O (v3P04%) al045 y 1075 cm™.
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Se puede observar incremento en la intensidad Raman de
nanocompuestos Ag5%@HA (Figura 16 e), este hecho puede ser atribuido al
dopantes de AgNPs. Se ha informado que los metales nobles pueden mostrar una

dispersién mejorada en la espectroscopia Raman (Singh y col., 2017).

14.4 Caracterizacion de los materiales por Difraccién de Rayos X (DRX)

Los difractogramas de los nanomateriales de HA y HA bovina se muestran
en la Figura 18, todos las bandas observadas se comparan con la Hidroxiapatita
hexagonal (JCPDS 00-009-0432) (Rajkumar y col., 2011), se puede ver los picos
de difracciones similares a los datos estandar de HA cristalina. Los picos en 26:
26.02, 31.96, 33.10, 34.24, 39.88, 46.90, 49.60, y 53.38 ° corresponden a (002),
(211), (300), (202), (310), (222), (213) y (004) planos de la HA (Y. Wang et al.,
2015). El andlisis indicé que la HA Bovina no tiene picos para la presencia de otras
fases de fosfato de calcio, lo que indica la pureza de la muestra, en la HA hay picos
gue hacen evidentes la presencia de las fases clorapatita y B-TCP. La alta
intensidad y ancho de los picos muestran que las particulas son altamente
cristalinas y estan dentro de la escala nano respectivamente. El tamafio del cristalito
se estimo utilizando la ecuacion de Scherrer (Wang y col., 2009) donde L=K
MNBcosB, a partir de los patrones de DRX de los materiales. (Donde L es el tamano
promedio del cristal, K es el factor de forma del cristal, teniendo como valor 1, A es
la longitud de onda de los rayos X (1.54060 A), B es la correccion de ancho a la
mitad de la reflexidon maxima de la DRXy 0 es el angulo de la difraccion). El tamafio
medio del cristalito obtenido para la HA fue de 38.93 nm y de la HA bovina fue de
39.28 nm (Tabla 14) recordando que ambos fueron sometidos a calcinacion, el

tamafio es muy similar.

Los patrones DRX de los nanocompdésitos con alginato de sodio (AS) y
calcinados se muestran en la Figura 19 todos los picos observados se comparan
con la Hidroxiapatita hexagonal (JCPDS 00-009-0432) (JCPDS 00-009-0432)
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(Rajkumar y col., 2011). En los nanocompoésito puede verse los picos de
difracciones similares a los datos estandar de HA cristalina antes mencionados. La
alta intensidad de los picos muestra que las particulas son altamente cristalinas y
se encuentran dentro de la escala nano. En la HA/AS no hay picos para la presencia
de otras fases de fosfato de calcio, lo que indica que la muestra es pura, en HA/AS+
Ag5% en la superficie y Ag5%@HA/AS hay picos que dan la evidencia de las fases
de hidroxiapatita y oxido de plata, en Ag5%@HA/AS clorapatita y cloruro de plata.

Por su parte los nanocompdsitos calcinados también presentaron otras fases
para HA+Ag5% en la superficie se evidenciaron B-TCP, clorapatita, carbonato de
fosfato de calcio, hidréxido de fosfato de sodio y para Agh% @HA presenta
clorapatita, B-TCP. Los picos indexados de la fase de AgQNOs se originaron a partir
de los planos caracteristicos de (102), (020), (211), (122), (004), (213), (322), (323),
y (006). El tamafio medio del cristalito obtenido para HA/AS fue de 8.72nm, HA/AS+
Ag5% en la superficie y Ag5%@HA/AS de 3.69 y para los nanocompdsitos
calcinados HA+Ag5% en la superficie y Ag5% @HA el tamafio fue mayor 4 veces

mas que los no calcinados siendo de 43.21nm (Tabla 14).
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Figura 18.- Difractogramas de a) HA e b) HA bovina donde los planos (002), (211), (300), (202),
(310), (222), (213) y (004) corresponden a planos de la HA cristalina.
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Figura 19.- a) Patron de DRX de a) HA/AS, b) HA/AS+ Ag 5% en la superficie, c) HA/AS + Ag 5%
en la estructura, d)HA , e) HA + Ag en la superficie, f) Ag 5% @HA, Ag 5% @HA, donde los planos
(002), (211), (300), (202), (310), (222), (213) y (004) corresponden a planos de la HA cristalina.

(revisar incisos pueden no ser los mismos).
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Tabla 14.- Tamaiio del cristalito de los nanomateriales de Hidroxiapatita.

Muestra Material Tamano del DRX fase
cristalito cristalina

A HA 38.93 nm Hexagonal

B HA bovina 39.28nm Hexagonal

C HA + Ag 5 superficie 43.21 Hexagonal

D Ag 5% @HA 43.21 Hexagonal

E HA/AS 8.72 Hexagonal

F HA/AS+ Ag 5% superficie 3.69 Hexagonal

G Ag 5%@HA/AS 3.69 Hexagonal

14.5 Caracterizacion de los materiales por Microscopia infrarrojo con
transformada de Fourier

Se utilizé la técnica espectroscopica FTIR para determinar la interaccion y
la unién que se produce entre los componentes de los nanomateriales de HA. Los
espectros FTIR para los compuestos HA y HA bovina se representan en la Figura
20, y los compésitos en la Figura 21, la amplia banda extendida en el rango entre
3387 y 3435 y 1635 cm* revela la superposicién de absorcion debido al modo de
estiramiento de los grupos hidroxilo superficiales y las moléculas de agua adsorbida
(Rajkumar y col., 2011). La banda representada a 2923 cm asignada al grupo
vibratorio de estiramiento de metileno (C-H). La banda observada a 1460 cm ! se
debe a los modos de estiramiento simétrico (v3) y asimétrico (v8) del enlace C-O de
los grupos carboxilato. EI modo de estiramiento de los grupos carbonato se observa
a 1384 cm™, las bandas encontradas en 1039-1050 cm* se asignan a la asimétrica
de estiramiento (v3) modo de vibraciones debido a los enlaces de fosfato (P-O). Las
bandas observadas a 602 y 604 cm, corresponden a la flexiéon del grupo fosfato
(v4) O-P-O.
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Las bandas localizadas a 3000 cm se asignan al grupo hidroxilo (O-H) modo
vibracién de estiramiento, la banda representada a 2923 cm asignada al grupo
vibratorio de estiramiento de metileno (C-H) y la banda a 1421 puede atribuirse al
estiramiento simétrico de —COO. Se confirmé el proceso de reticulacion de Ca?* por
cambio en los nimeros de onda mas altos para el grupo —COO- Bandas de
estiramiento, resultantes de la formacion de enlaces iénicos entre el Ca?* iones y el
grupo —COO- de andamiaje de alginato (Xu y col., 2007). Rajkumar menciona la
banda situada a a 1460 cm ! se debe a los modos de estiramiento simétrico (v3) y
asimétrico (v8) del enlace C-O de los grupos carboxilato. Tohamy (2018) describio
las bandas caracteristicas de alginato, dos pequefas. bandas que estan ubicadas
en 817 y 877 cm™! asignadas a C-C-H, el esqueleto C-C, C-O-C vibraciones
simétricas de 1, 4- enlace glicosidico asi como a 1036 cm* (C-O-C estiramiento
(Tohamy y col., 2018). Las bandas de absorcién de carbonato se observan a 874
cm 1. Los Bandas observadas en 1039-1050 cm™ se asignan a la asimétrica de
estiramiento (v3) modo de vibraciones debido a los enlaces de fosfato (P-O).Del
mismo modo, el O-P-O de flexién del grupo fosfato (v4) se observa entre 602 y 604
cm-1 (Rajkumary col., 2011). Los Compadsitos mostraron un ligero cambio de onda
inferior (619 a 601). En particular, las bandas ubicadas en, 1037, 609 cm~ !
atribuidas al grupo fosfato PO 3~. Es posible formar un enlace iénico-dipolo débil
entre el oxigeno anion en el grupo de carbohidratos del AS (C-O) y los cationes de
Ca de la hidroxiapatita (Garai y Sinha, 2014). De los resultados del FTIR se pudo
confirmar que algunas interacciones quimicas estan teniendo lugar entre los
componentes de los nanocompdsitos. Estas interacciones a su vez pueden mejorar
las propiedades mecanicas y asi como la bioactividad in vitro como su capacidad

de adsorcién de proteinas en los andamios (Tohamy y col., 2018).
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Figura 20.- FT-IR de HA y HA bovina donde destacan amplia banda extendida a 3682 y 3570 cm™
gue representa a modo de estiramiento de los grupos hidroxilo, la banda a 2900-2979 cm
estiramiento de metileno (C-H), la banda a 1456 cm™ representa el modo estiramiento de los grupos
carbonato, la banda a 1059 cm-! pertenece a la asimetria de estiramiento de enlaces fosfato (P-O),
la banda ubicada en 608 cm® flexién del grupo fosfato (P-O-P).
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Figura 21.- FT-IR de HA/AS, HA +Ag 5% la superficie, HA + Ag 5% en la superficie, Ags% @ HA/AS,
Ag 5% @HA. donde destacan amplia banda extendida a 3682 y 3570 cm- que representa a modo
de estiramiento de los grupos hidroxilo, la banda a 2934-2968 cm! estiramiento de metileno (C-H),
la banda a 1413 y 1437 puede atribuirse al estiramiento simétrico del grupo carboxilo (-COO), la
banda situada a 1454 cm! se debe al modo de estiramiento de los grupos carbonato, la banda a
1011-1091 cm pertenece a la asimetria de estiramiento de enlaces fosfato (P-O), a 868-878 cm™
asignadas a C-C-H y por ultimo la banda ubicada en 601 cm flexién del grupo fosfato (P-O-P).
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14.11 Sintesis de Nanoparticulas de plata

El andlisis de las nanoparticulas de plata (Nps Ag) se llevo en el espectrometro de
UV-VIS para poder identificar su plasmén de resonancia. En la Figura 22 se puede observar
los coloides obtenidos con ambas metodologias los cuales presentan diferente coloracion

ambar (método 1) y café (método 2).

Figura 22.-Coloides de Ag, método 1 (izquierda), método 2 (derecha).

En la Figura 23 se puede observar el plasmén de resonancia de las Nps Ag
1 (método 1) para la sintesis de éstas nanoparticulas fue colocado en primer lugar
el citrato de sodio, posteriormente AgNOsy finalmente NaBHa situandose a 430 nm.
Para las Nps Ag 2 (método 2) se prepar6 la solucién con AgNOs en primer lugar,
posteriormente el citrato de sodio y finalmente NaBH4, se ubicé a 424 nm, lo indica

la formacién de nanoparticulas de plata.
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Figura 23. Espectros UV -Vis Nps Ag, plasmén de resonancia situado a 430 y 424nm (Método 1y
2 respectivamente).

14.12 Biocompatibilidad de los materiales en Osteoblastos in vitro

14.12.1 Adhesiéon Celular con cristal violeta en Osteoblastos

Este ensayo consiste en determinar la adhesion celular de los osteoblastos,
gue se observé después de un periodo de incubacion de 4 y 24 h. Los resultados
se expresaron como el porcentaje de células adheridas a la superficie de los
materiales de hidroxiapatita con respecto al control (hidroxiapatita bovina) que tuvo
el 100% de adhesion.

En los materiales sometidos a calcinacion se observé que a las 4 h en el
composito de HA+Ag5% superficie tuvo un porcentaje de adhesion de 107. 7% y
tuvo diferencia estadistica significativa respecto a los otros dos materiales, HA y Ag
5% @HA tuvieron 63.6 y 78.4% de adhesion respectivamente y respecto al control.
En cambio, a las 24 h en el compdsito de HA + Ag5% superficie se aumento la
adhesion celular a 134.2% con diferencia estadistica significativa, HA y Ag5%@HA

disminuyeron a 47.1y 71.6% respectivamente respecto al control (Grafica 1).
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Grafica 1.- Adhesion celular de osteoblastos en los materiales calcinados a las 4 y 24 horas de
cultivo. Andlisis estadistico ANOVA dos vias Tukey post Hock. La grafica muestra la media £ DS con
una (*p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001).

Por otro lado, en los materiales con AS a las 4 h el compdésito HA/AS+Ag5%
superficie tuvo un porcentaje de adhesion de 122.2% con diferencia estadistica
significativa, HA/AS y Ag5%@HA/AS 86.4 y 47.6% respectivamente respecto al
control, a las 24 h se observo un incremento en la adhesion para HA/AS 86.49%,
HA/AS + Ag5% superficie 134.2% y Ag5%@HA/AS se mantuvo en 42.5% (Gréfica
2).

Por lo tanto, los compdsitos con plata al 5% incrementaron la adhesion
celular de los osteoblastos, lo cual podria indicar que el porcentaje utilizado de plata
no tiene efectos toxicos en esta linea celular, sin embargo, no se encontré diferencia

estadisticamente significativa entre los tiempos de incubacion (4 y 24 h).
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Grafica 2.-Adhesién celular de osteoblastos en los materiales con AS a las 4 y 24 horas de cultivo.
Andlisis estadistico ANOVA dos vias Tukey post Hock. La grafica muestra la media £ DS con una
(*p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001).

14.13 Viabilidad celular con MTT en Hepatocitos

Mediante el ensayo de viabilidad celular con MTT se evaluo el efecto de las
concentraciones de 1.0, 0.5, 0.250 y 0.125mg/mL de los materiales de hidroxiapatita
en hepatocitos durante una exposicion de 24 h. Los resultados se reportaron como
porcentaje de células vivas en solucién, respecto al control (solucién salina
fisiolégica) que tuvo el 100% de viabilidad. Como control positivo se utiliz6 DMSO

para evaluar el efecto de un material que produzca dafio en las células.

En los materiales sometidos a calcinacion, HA tuvo una viabilidad mayor al
83% respecto al control y no hubo cambios estadisticamente significativos entre las
diferentes concentraciones. HA+Ag5% superficie present6 una viabilidad del 63.5%
en la concentracion 0.125 mg/mL teniendo diferencia estadistica significativa con
las siguientes concentraciones, donde se observa que la viabilidad disminuye a 49%
(0.250, 0.5y 1 mg/mL), Ag5%@HA tuvo una viabilidad de 83.7% a 0.125 mg/mL
que disminuy6 al incrementar la concentracion del material, teniendo diferencia

estadistica significativa entre las diferentes concentraciones (Grafica 5).
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Grafica 3.-Viabilidad celular determinada por el ensayo de MTT a 24 h de exposicién en células Hep
G2 tratadas a diferentes concentraciones de NMs. Las letras indican la diferencia estadisticamente
significativa entre los nanomateriales. Analisis estadistico ANOVA via post Hock (***p<0.0001).

Por otro lado, los materiales con alginato de sodio, HA/AS mantuvo una
viabilidad mayor al 97.5%, respecto al control y no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones. HA/AS + Ag5% superficie
tuvo una viabilidad del 69% a 0.125 mg/mL teniendo diferencia estadistica
significativa con el resto de las concentraciones, con éste material se observo que
la viabilidad aumenté al tener una mayor concentracion, asi a la concentracion de
1.0 mg/mL que tuvo una viabilidad del 126% respecto al control lo mismo ocurrié
con Ag5%@HA/AS que tuvo viabilidad de 88.4% a 0.125 mg/mL y también se
incrementd hasta la concentracion de 1.0 mg/mL con 130% respecto al control,
teniendo diferencia estadistica entre las concentraciones (Gréfica 4). En cuanto a la
HA bovina, se observé que mantuvo una viabilidad del 97.9%, respecto al control y

no hubo cambios significativos entre las diferentes concentraciones (Grafica 5).
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Grafica 4.-Viabilidad celular determinada por el ensayo de MTT a 24 h de exposicién en células Hep
G2 tratadas a diferentes concentraciones de NMs. Las letras indican la diferencia estadisticamente
significativa entre los nanomateriales. Analisis estadistico ANOVA una via post Hock (***p<0.0001).
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Grafica 5.-Viabilidad celular determinada por el ensayo de MTT a 24 h de exposicién en células Hep
G2 tratadas a diferentes concentraciones de NMs. Las letras indican la diferencia estadisticamente
significativa entre los nanomateriales. Analisis estadistico ANOVA una via post Hock (***p<0.0001).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la dosis de 0.125 mg/mL para los
materiales calcinados con plata no muestra evidencia de dafio celular bajo las
condiciones evaluadas en el caso de los materiales sin calcinar y HA a las cuatro
concentraciones 1.0, 0.5, 0.250 y 0.125mg/mL no mostraron evidencia de dafio
cuando se colocaron dispersos en una solucién por lo que estos resultados

representan una opcion viable para posteriores estudios biomédicos.
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14.14 Hidrogeles de HA

Se realiz6 la sintesis de hidrogeles cargados con los materiales de
hidroxiapatita para evaluar las células troncales mesenquimales, derivadas de la
pulpa dental. En la Figura 24 puede verse que los hidrogeles con los materiales, se
mantuvieron homogéneos y dispersos en la matriz polimérica del hidrogel.  Su
color fue ambar caracteristico del hidrogel, sin embargo, en la HA/AS +Ag5% en la
superficie la muestra cambio a un color ambar oscuro (hidrogel 2) y en la HA + Ag

5% en la superficie se observo un color marrén (hidrogel 5).

Figura 24.-. Hidrogeles cargados con los nanomateriales de hidroxiapatita. 1) HA/AS, 2) HA/AS +
Ag5% en la superficie, 3) Ags%@HA/AS, 4) HA, 5) HA+ Ag5% en la superficie, 6) Ag@HA, 7) HA
bovina, se observa la presencia de plata en la superficie de las muestras 2 y 5.
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14.15 Viabilidad celular de los hidrogeles cargados con los materiales de

hidroxiapatita con PrestoBlue de las hMSC-P

Para corroborar el efecto de los nanomateriales contenidos de manera
uniforme y dispersos en un hidrogel se llevo a cabo el ensayo de viabilidad celular
con PrestoBlue (Grafica 8 y 9) valorados a 1, 3, 5, 7 y 14 dias de cultivo celular. Los
resultados se presentan como porcentajes de células vivas respecto al control que
es HA bovina y representa el 100%, la concentracion utilizada para todas las

muestras fue 0.5%.

En los materiales calcinados, se observo que durante el dia 1: HA, HA + Ag
5% superficie y Ag5%@HA, tuvieron una viabilidad de 93.1, 93.1 y 97.2% de
viabilidad respectivamente y en el dia 3 fue de 97.8, 94 y 97.9% respectivamente,
para el dia 5 de cultivo celular el porcentaje de viabilidad fue de 97.7, 95 y 105%,
en cuanto a lo observado en el dia 7, se encontré que los tres materiales tuvieron
un incremento significativo de su viabilidad de 106, 98 y 110.3% respectivamente,
finalmente en el dia 14 nuevamente hubo un aumento significativo en la viabilidad
teniendo 114, 83 y 153.8% respectivamente, de todas ellas con respecto al control
(Gréafica 6).
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Grafica 6.-Viabilidad celular determinada por PrestoBlue de hMSC-P en los nanomateriales
calcinados después de un periodo de incubacién de 3,7, 9 y 14 dias de cultivo celular. Analisis
estadistico ANOVA dos vias post Hock. La grafica muestra la media + DS con una (*p<0.01,
**p<0.001, ***p<0.0001).

En la Gréafica 7 estan los materiales con AS donde durante el dia 1 del cultivo
celular de HA/AS, HA/AS + Ag en la superficie y Ag5%@HA tuvieron una viabilidad
mayor al 96.4%, en el dia 3 y dia 5 los grupos mantuvieron una viabilidad mayor al
94%, al dia 7 aumento ligeramente siendo mayor al 100% pero no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos durante éstos dias pero
en el dia 14 del ensayo la Ag5% en la superficie disminuy6é de manera significativa
su viabilidad con respecto a los otros dos materiales (102.8%), mientras que la
HA/AS tuvo un aumento 111.7% vy la Ag5%@HA 106.1% de viabilidad con respecto

al control.
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Gréfica 7.- Viabilidad celular determinada por PrestoBlue de hMSC-P en los nanomateriales
calcinados, después de un periodo de incubacién de 3,7, 9 y 14 dias de cultivo celular. Analisis

estadistico ANOVA dos vias post Hock. La grafica muestra la media + DS con (*p<0.01, **p<0.001,
***p<0.0001).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la dosis de 0.5% para los materiales
no muestra evidencia de dafio celular bajo las condiciones evaluadas, cuando se

colocaron dispersos en un hidrogel, por lo que estos resultados representan una
opcién viable para posteriores estudios biomédicos.
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14.16 Actividad antimicrobiana de los compdésitos de Hidroxiapatita

La evaluacion antimicrobiana de los nanocompodsitos con las diferentes
estructuraciones llevadas a cabo, mostraron por la técnica de microplaca que las
concentraciones evaluadas (0.5, 3 y 5 mg/mL) no presentaron inhibicion de los
microorganismos en estudio, con respecto al control de gentamicina (Tabla 15).
Parte de estos resultados pueden ser observados en la Figura 25; donde se muestra
la técnica de goteo, de los nanocompdsitos de HA con Ag en la superficie y dentro
de su estructura frente a S. aureus y E. coli a una concentracién bacteriana
aproximada de 1X10% UFC/mL.

Gentamicina

Figura 25.-Siembra por goteo de los nanocompdsitos con Ag frente a S. aureus. De color verde (G8
y H8) Control con medio MH estéril, no hay crecimiento; color amarillo (D10, E10) Control +
Gentamicina, no hay crecimiento; color azul (A12, B12, C12, D12, E12, F12, G12 y H12) diluciones
como control de la bacteria.
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Tabla 15.- CMB de los nanocompadsitos contra S. aureus y E. coli.

Nanocomposito

HA/AS
HA/AS+ Ag5% superficie

HA+ Ag superficie
Ag5%@ HA/AS
Ag5%@ HA

Gentamicina (Ctrl +)

NA. No aplica

S. aureus 1X108

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

3 pg/MI

E. coli 1X1068

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

3 pg/M|

Por otro lado; al realizar la modificacién de la técnica en tubo de ensayo, se

observé que la actividad antimicrobiana de los nanocompoésitos se modifico

ligeramente ya que HA/AS+Ag5% superficie, HA + Ag superficie, Ag5% @ HA/AS y

Ag5%@ HA, presentaron actividad antimicrobiana de entre 0.5 y 5 mg/mL (Tabla

16).

Tabla 16.- CMB de los nanocompdsitos contra S. aureus; modificacion de la
técnica de microplaca.

Nanocompadsito

HA/AS
HA/AS+Ag5%
superficie
HA + Ag
superficie
Ag5%@ HA/AS

Ag5%@ HA
Gentamicina
(Ctrl +)
NA: No aplica

S. aureus X10°

5h
N/A
N/A
N/A

N/A

N/A
3 pg/Ml

24 h
N/A
N/A
N/A

N/A

N/A
3ug/Ml

S. aureus X10°

5h
N/A
5+0mg/ mL

3+0 mg/ mL

3.5+£2.5 mg/
mL
5+0 mg/mL
3 pg/mL

24 h

N/A
4+1.1 mg/mL
4+1.1 mg/mL

0.5+0 mg/mL

5+0 mg/mL
3pg/mL
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15 Discusion

En éste trabajo se llevo a cabo la sintesis de materiales nanoestructurados
de hidroxiapatita (HA) ya se ha reportado el uso de éstos nanomateriales (NMs)
para la reconstruccién y sustitucion de tejidos duros debido a que existe una
similitud quimica con fase mineral del hueso natural, con su bioactividad, rango de
disolucién y con las propiedades de resorcion que también son muy cercanas a las
del hueso natural (Xiangmei y col; 2011). Cabe mencionar que proteinas,
aminoacidos y otras sustancias organicas se pueden adsorber facilmente en la
superficie de la HA, lo que a su vez favorece la adsorcion y la replicacion de las
bacterias en la HA y posteriormente induce infecciones relacionadas con los
implantes (Ramershbabu y col; 2007) por lo que resulta de interés la adicion de un
antibiotico a la estructura de la HA.

Xiangmei y col., (2013) mencionan que el dopar la HA con pequefas
concentraciones de plata (1-5%) el material obtenido mantiene una fase cristalina
con buena actividad biologica y antimicrobiana. Propone el uso favorable de tales
compuestos para la reconstruccion dsea o para un revestimiento de superficie en
prétesis. También Hendricks y col., (2004) indican que debido a la naturaleza
inorganica de la plata y que tiene actividad frente a bacterias resistentes a
antibiéticos los NMs de HA que contienen agentes antimicrobianos como la plata
pueda prevenir o curar las infecciones asociadas a implantes, mediante la liberacion
directa de agentes antimicrobianos a regiones locales, como la interfaz del tejido del

implante.

A pesar de los avances tan importantes en el area de la ingenieria del tejido
0seo aun no se logra sintetizar un biomaterial que cumpla con todas las
caracteristicas deseables de un implante para poder mimetizar la matriz extracelular
del hueso, por eso el interés de este trabajo ya que en los ultimos afios se han
propuesto diversas metodologias para sintetizar nuevos compuestos a base de
ceramicas y polimeros que pretenden mejorar las propiedades de éstos materiales.

Uno de éstos métodos de sintesis es la precipitacion controlada, algunas de sus
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ventajas es que es la ruta mas simple, se lleva a cabo a temperatura ambiente, bajo
gasto energético y es verde. Mediante éste método se logré estandarizar y optimizar
las condiciones de reaccion para la sintesis de los materiales de Hidroxiapatita. El
meétodo que se utilizé para obtener el compoésito donde la Ag recubre la superficie
de la HA fue mediante un método de reduccion simple (Medina y col., 2009). Las
técnicas para la generacion de nuevos materiales pueden alterar la composicion de

las mismas por lo que resulta indispensable su caracterizacion.

De los nanomateriales sintetizados, se seleccionaron a los dos mejores
materiales segun su morfologia, composicién, actividad celular y actividad
antimicrobiana siendo: HA+ Ag5% en la superficie y Ag5%@HA. Los polvos
obtenidos de los materiales sintetizados que fueron calcinados a 700 °C por 4
horas tuvieron diferente color, HA+ Ag5% superficie tuvo un color gris y un
rendimiento de 90.90 % + 3.3 por su parte Ag5%@HA un color blanco brillante y su
rendimiento fue de 80.73 % £ 19. Posterior a la sintesis se llevd a cabo la
caracterizacion de los materiales para la obtencion de informacién acerca del
arreglo espacial de los atomos e identificar imperfecciones, impurezas y observar el
efecto de las nanoparticulas de plata sobre la estructura quimica de la hidroxiapatita
(Moran y col., 2013).

La caracterizaciéon morfologica fue realizada por medio de MEB mostro una
clara diferencia entre los materiales. Las micrografias revelan que HA+ Ag5%
superficie tiene un tamafio promedio de particula de 524+249 X175 +59 su
estructura es definida y en forma de bastones unidos entre si, se puede identificar
a las nanoparticulas esféricas de plata en la superficie su estructura, también se
midi6é su diametro y se obtuvo el tamafio promedio de 45+27 nm. Para Agh%@HA
los bastones son mas definidos y largos teniendo un tamafio promedio de 115299+
66572 X 182467 nm (Figura 13 C y E). Cabe mencionar que las micrografias no
fueron las 6ptimas debido a que los aumentos empleados no fueron suficientes para
poder observar las nanoestructuras. En el analisis EDS de HA+ Ag5% superficie
muestra la presencia de Ca y P en mayor porcentaje, de acuerdo con la relacion

molar para la formulacibn de la Hidroxiapatita es muy cercana a la HA
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estequiométrica de 1.67 (1.58), se aprecia la presencia en menor proporcion de
otros elementos en las muestras como el O, C, Na que puede estar relacionado con
el soporte utilizado para este analisis, también se presenta plata (8.6%). El analisis
EDS de Ag5%@HA presenta los mismos elementos ademas Cl (2.02%) no se
evidencia la presencia de Ag y la relacién Ca/P es de 1.84 (Tabla 13). La presencia
del carbono en los compdsitos puede ser debido al tipo de sintesis y precursores
utilizados ya que se utilizé alginato de sodio y etilenglicol que pudieron no ser

eliminados por completo durante el proceso de calcinacion.

La caracterizacion RAMAN aport6 informacion sobre composicion
molecular y estructural de los materiales (Bizarro y Rodil, 2015). En la Figura 17 se
describen las bandas que se encontraron situadas a 429 y 450 cm (v2P0O4*) que
pueden ser atribuidos a los modos de flexion O-P-O (Silva y col., 2005), la banda
ubicada a 589 cm* (v4P0O4%) también esta asociada principalmente al caracter de
flexion O-P-O. La banda predominante a 961cm (viPO4%) se atribuye a la banda
P-O. Finalmente, las bandas observadas a 1045 y 1075 cm (v3PO4%) se asignan
a los modos vibracionales de estiramiento P-O (Ruiz y col., 2018). Se puede
observar incremento en la intensidad Raman de nanocompuestos Ag5%@HA
(Figura 16 e), este hecho puede ser atribuido al dopantes de AgNPs. Se ha
informado que los metales nobles pueden mostrar una dispersion mejorada en la
espectroscopia Raman (Singh y col., 2017). Segun los resultados obtenidos por
DRX, HA +Ag5% superficie y Agh%@HA presentan una estructura hexagonal
cristalina, comparada con la tarjeta cristalografica de la hidroxiapatita cuyas
difracciones corresponden a los planos (002), (211), (300), (202), (310), (222), (213)
y (004) (Y. Wang et al., 2015) (Figura 17).

Sin embargo, los nanocompdsitos presentaron otras fases, para HA+Ag5%
superficie se evidenciaron B-TCP, clorapatita, carbonato de fosfato de calcio,
hidroxido de fosfato de sodio y Ag5% @HA presenta clorapatita y B-TCP, lo que
indica que los materiales no son puros. La alta intensidad y ancho de los picos

muestran que las particulas son altamente cristalinas y estan dentro de la escala
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nano respectivamente (Figura 19). Por ultimo el tamafio del cristalito se calculd
utilizando la ecuacion de Scherrer (Wang y col., 2009) que corresponden a 43.21
para ambas muestras, lo que indica que no hubo diferencia en tamafio entre estos

dos materiales, demostrando su estructura cristalina hexagonal (Tabla 14).

De los resultados del FTIR se pudo confirmar que algunas interacciones
quimicas tienen lugar entre los componentes de los nanocompositos. Estas
interacciones a su vez pueden mejorar las propiedades mecanicas y asi como la
bioactividad in vitro como su capacidad de adsorcion de proteinas en los andamios
(Tohamy y col., 2018) (Figura 20).

Los ensayos de biocompatibilidad realizados a los materiales quiere decir
que la adhesion celular evaluada con cristal violeta en osteoblastos se vio
incrementada, lo cual podria indicar que el porcentaje utilizado de plata no tiene
efectos toxicos en esta linea celular (Grafica 1). Mediante el ensayo con MTT en
hepatocitos indicé que la dosis de 0.125 mg/mL para los materiales no muestra
evidencia de dafo celular bajo las condiciones evaluadas cuando se colocaron
dispersos en una solucién (Gréfica 3). Para corroborar el efecto de los
nanomateriales contenidos de manera uniforme y dispersos en un hidrogel se llevo
a cabo el ensayo de viabilidad celular con PrestoBlue valorados a diferentes dias
indican que, la dosis de 0.5% para los materiales no muestra evidencia de dafio
celular bajo las condiciones evaluadas, cuando colocaron dispersos en un hidrogel
(Gréafica 6), por lo que estos resultados representan una opcion viable para

posteriores estudios biomédicos.

Con la finalidad de evaluar si los materiales HA +Ag5% superficie y Ag5%
HA tenian efecto antibacteriano se evalué mediante una modificacion de la técnica
en tubo de ensayo contra de S. aureus, bacteria Gram (+) ya que se ha reportado
que esta bacteria es una de las dos principales bacterias formadoras de biopeliculas
tras la colocacion de un implante y se vuelve altamente resistente al tratamiento
sistémico de antibidticos (Nelson y col; 2010) se utilizé la concentracién bacteriana

de 1X10° UFC/mL, HA +Ag5% superficie demostrd que a las 5 h de interaccion de
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la bacteria la CMB fue de 3+tOmg/ mL y a las 24 h 4+1.1 mg/mL. Por su parte la Ag5%@
HA a las 5 h necesité de una mayor concentracion que el otro material (50 mg/mL) y a las
24 h también fue de 50 mg/mL (Tabla 16).

Park y col. (2011) mencionan que la plata exhibe fuertes efectos
antibacterianos al interactuar con las proteinas y enzimas de las bacterias, causa
dafios estructurales en la pared celular y la membrana bacteriana. Especificamente,
la plata se une al ADN y ARN bacterianos y, por lo tanto, evita la reproduccion
bacteriana. Ademas, puede unirse a los grupos sulfhidrilo de las enzimas
metabdlicas inhibiendo la cadena de transporte de electrones de la célula, lo que
resulta en muerte de la bacteria. Por lo tanto, los compuestos de HA que contienen
plata que combinan la osteointegracion de HA con el efecto antibacteriano de la Ag,
teniendo una gran aplicacion potencial en nanomateriales, sustitutos de hueso o
como recubrimiento para implantes metalicos a fin de prevenir infecciones
relacionadas con implantes (Park y col., 2011). También el tamafio de particula y la
forma son otros pardmetros para determinar la actividad antimicrobiana. Se ha
evidenciado que si el tamafio de las NPs es <20 nm, puede exhibir una mayor
adherencia de la proteina de membrana que contiene azufre, resultando en la
maxima permeabilidad a través de la membrana y finalmente la muerte celular de la
bacteria (Deshmukh y col., 2019).

Como perspectivas a futuro se recomienda realizar purificaciéon de los

materiales sintetizados, asi como realizar estudios de mineralizacion y pruebas de

degradacion.
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16

Conclusiones

Se sintetizaron materiales nanoestructurados de hidroxiapatita (HA y
Ag@HA), se estandarizaron y optimizaron las condiciones de reaccion para
poder obtener estos materiales. La técnica de sintesis de precipitacion
controlada es sencilla, econémica y verde.

Se caracterizaron a los nanomateriales (HA y Ag@HA) mostrando su
diferente morfologia mediante MEB, su estructura cristalina hexagonal por
DRX, la cual fue confirmada por Raman y se evidenciaron sus interacciones
quimicas con FTIR.

Se evalud la biocompatibilidad de los materiales nanoestructurados (HA y
Ag@HA) en cultivos celulares in vitro, en las diferentes lineas celulares, los
datos indican que a concentraciones especificas no hay evidencia de dafo,
por lo tanto, los nanomateriales evaluados permiten una proliferacion y
adhesion celular.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los nanocompaositos con plata
al 5% en la superficie y dentro de la estructura de HA frente a S. aureus,
demostrd que tienen actividad frente a esta bacteria Gram (+) a diferentes
concentraciones y diferente periodo de tiempo.
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18 Anexos

Microscopia electronica de Barrido y energia dispersiva de rayos X (MEB y EDS)

Espectro 1. Hidroxiapatita/Alginato de sodio

cps/eV

124

10

{a

g0
.j

Na c Ca

Element Series | Unn.C | Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)
[wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]
Oxygen K-series = 40.56 43.94 59.52 14.82
Calcium K-series = 27.78 30.10 16.28 2.90
Phosphorus | K-series @ 11.85 12.83 8.98 1.44
Sodium K-series 5.72 6.20 5.85 1.11
Carbon K-series 3.97 4.30 T 2.18
Chlorine K-series 2.42 2.63 1.61 0.36
Total 92.32 100.00 100.00
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cps/ev

167
147
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10+

Y= TR X OO A N -
T I Taailayal

Element Series  Unn.C  Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)
[wt.%] [wt.%)] [at.%] [wt.%)]
Chlorine K-series | 28.29 31.61 20.50 3.06
Sodium K-series | 22.33 24.95 24.95 4.06
Oxygen K-series | 17.12 19.13 27.49 7.66
Calcium K-series 9.63 10.76 6.17 1.17
Carbon K-series =~ 8.27 9.24 17.69 5.35
Phosphorus | K-series 3.85 4.30 3.19 0.57

Total 89.48 100.00 100.00
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Element Series
Oxygen K-series
Calcium K-series
Phosphorus = K-series
Sodium K-series
Carbon K-series
Chlorine  K-series
Total

Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)
[wt.%)] [wt.%] [at.%] [wt.%]
31.57 36.92 51.60 12.93
30.34 35.49 19.80 3.22
11.71 13.70 9.89 1.45

4.08 4.77 4.64 0.85

5.78 5.76 12.58 3.36

2.02 2.36 1.49 0.34
85.50 100.00 100.00

Espectro 2. HA + Ag 5% en la superficie

cps/eV

B PRI w1 S 5

w}

keV

Element Series  Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)
[wt.%] [wt.%)] [at.%] [wt.%)]
Calcium K-series = 37.11 40.01 22.82 3.96
Oxygen K-series = 36.03 38.86 55.51 15.36
Phosphorus | K-series = 12.60 13.58 10.02 1.58
Sodium K-series = 2.77 2.99 2.97 0.64
Carbon K-series = 4.23 4.56 8.68 2.88
Total 92.73 100.00 100.00
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cps/eV

Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)
[wt.%)] [wt.%] [at.%] [wt.%]
Silver L-series  21.02 41.12 20.27 2.35
Calcium K-series  29.10 56.92 75.51 3.16
Phosphorus = K-series 0.59 1.15 1.97 0.19
Oxigen K-series 0.25 0.49 1.62 0.57
Aluminium K-series  0.16 0.32 0.63 0.13
Total 51.13 100.00 100.00

CES/ eV
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Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)

[wt.%] [wt.%)] [at.%] [wt.%)]
Oxigen K-series  41.70 45.56 60.74 15.50
Calcium K-series  29.01 31.69 16.86 3.04
Phosphorus  K-series 12.51 13.67 9.41 1.52
Carbon K-series  4.92 5.37 9.54 2.62
Sodium K-series  3.40 3.72 3.45 0.71
Total 91.53 100.00 100.00

cps/eV

Element Series Unn.C  Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)
[wt.%] [wt.%] [at.%)] [wt.%]
Oxigen K-series = 46.88 48.35 62.96 18.18
Calcium K-series = 28.29 29.17 15.17 3.04
Phosphorus | K-series @ 12.45 12.83 8.63 1.54
Carbon K-series 5.27 5.43 9.43 3.13
Sodium K-series =~ 4.08 4.21 3.82 0.86
Total 96.97 100.00 100.00
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Element Series

Oxigen K-series

Calcium K-series

Phosphorus  K-series

Chlorine K-series

Carbon K-series

Sodium K-series
Total

cps/eV

O H N W A U O N ® O
[P PTIN CPTRY FETT TP PPy PP PRy PPN

Unn.C Norm.C

[wt.%]
35.69
29.21
12.84
5.38
3.28
6.56

[wt.%)]
38.39
31.42
13.81

579
3.52
7.06

9296  100.00

Espectro 3. HA + Ag 5% en la estructura

Atom.C  Error (3 Sigma)

[at.%]
BRNIS
17.56
9.99
10.80
3.43
4.46

100.00

[wt.%)]

13.93

3.08

1.57

3.14

0.70

0.81

cps/eV
54
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Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)

[wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]

Oxigen K-series  26.60 28.83 43.46 13.15
Calcium K-series 31.36 33.99 20.46 3.53
Chlorine K-series 12.68 13.74 9.35 1.55
Phosphorus  K-series  11.67 12.65 9.85 1.52
Sodium K-series  4.63 5.02 5.27 1.02
Carbon K-series  5.34 5.78 11.61 4.50

Total 92.28 100.00 100.00

cps/eV
5

Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)

[wt.%] [wt.%] [at.%)] [wt.%]
Calcium K-series 32.19 37.34 21.87 3.48
Oxigen K-series 31.45 36.48 53.52 13.73
Phosphorus  K-series 12.14 14.08 10.67 1.53
Chlorine K-series  4.95 5.74 3.80 0.68
Sodium K-series  2.12 2.46 2.51 0.53
Carbon K-series  3.36 3.90 7.62 2.63
Total 86.20 100.00 100.00
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Espectro 4. HA Calcinada

cps/eV

Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)

[wt.%]  [wt.%] [at.%] [wt.%]
~ Oxigen K-series  34.17 37.41 54.78 - 14.29
~ Calcium K-series  34.88 38.19 | 22.32 371
Phosphorus = K-series 14.13 15.47 11.70 1.74
~ Sodium K-series 267 292 2.97 - 0.61
- Carbon K-series 3.00 329 6.42 225
~ Chlorine K-series 249 273 1.80 041
L - Total  91.34  100.00 100.00 .

_cps/eV
5
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Element

Calcium
Oxigen
Phosphorus
Carbon
Sodium

Chlorine

Element

Oxigen
Calcium
Phosphorus

Carbon

Sodium

Chlorine

Series

K-series
K-series
K-series
K-series
K-series
K-series
Total

Series

L-series
K-series
K-series

K-series

K-series
K-series
Total

Unn.C Norm.C

[wt.%)]
36.87
29.09
12.43
4.00
2.78
1.90
87.07

[wt.%)]
42.35
33.41
14.28
4.59
3.19
2.18

100.00

Atom. C
[at.%)]
25.23
49.85
11.01
9.12
3.32
1.47

100.00

Error (3 Sigma)

[wt.%)]

4.36

16.33

1.72

4.13

0.77

0.47

Unn.C Norm.C

[wt.%]
34.48
31.98
13.34
6.22

3.76
2.28
92.06

[wt.%]
37.46
34.73
14.49
6.76

4.09
2.47
100.00

Atom. C

[at.%)]
52.19
19.32
10.43
12.54

3.96
1.55
100.00

Error (3 Sigma)
[wt.%]
14.41
3.42

1.65
3.78

0.81
0.39
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Espectro 5. HA + Ag 5% en la superficie

cps/eV.

i T T TR ST UTTE. TN IO T
1 PPN T PP PR PR WU W |

i

Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)
[wt.%]  [wt.%] [at.%] [wt.%]
Oxigen L-series 35.49 40.23 | 56.67 13.96
Calcium K-series  30.90 35.02 ‘ 19.70 3.26
Phosphorus  K-series 15.46 17.52 12.75 1.87
Sodium K-series  2.63 2.98 2.92 0.59
Carbon K-series 375 = 4.25 7.97 2.35

Total 88.23  100.00 100.00

cps/eV

Q!——-
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Element

Oxigen
Calcium
Phosphorus
Sodium

Carbon

Series

L-series
K-series
K-series
K-series
K-series
Total

Unn.C Norm.C

[wt.%]
29.66
35.97
14.11
3.12
3.25
86.10

Unn.C Norm.C

Element Series
[wt.%]
Calcium  K-series 37.18
Oxigen K-series 32.49
Phosphorus ~ K-series  15.80
Carbon K-series  2.48
Sodium K-series  2.12
Chlorine K-series  0.72
Total 90.78

[wt.%]
34.44
41.78
16.39
3.62
3.77
100.00

Atom. C
[at.%)]
51.31
24.84
12.61
3.75
7.48
100.00

Error (3 Sigma)
[wt.%]
14.42
3.99

1.81
0.75
2.89

o - N w IS wn ) ~
T 1 I 1 I T PR Wi

[wt.%]
40.95
35.79
17.40
2.73
2.33
0.80

100.00

Cl

Atom. C
[at.%)]
24.49
53.62
13.47
5.45
243
0.54
100.00

Error (3 Sigma)

[wt.%]

3.86
12.76

1.90

1.68

0.49

0.19
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Element Series Unn.C Norm.C  Atom.C  Error (3 Sigma)

[wt.%]  [wt.%] [at.%] [wt.%]
Silver L-series  27.40 32.41 8.60 2.89
Oxigen K-series  27.63 32.68 58.49 - 10.66
Calcium K-series 17.25 2040 14.57 - 1.88
Phosphorus = K-series ~ 8.40 9.947i' 9.19 - 1.06
Carbon K-series  2.57 - 3.04 7.24 145
Sodium K-series 130 153 1.91 - 0.34
Total  84.55  100.00 100.00 .

Espectro 6. HA + Ag5% en la estructura

cps/eV

Qe
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Element

Oxigen
Calcium
Phosphorus
Sodium
Carbon

Chlorine

Element

Oxigen
Calcium
Phosphorus
Sodium
Chlorine

Carbon

Series

K-series
K-series
K-series
K-series
K-series

K-series

Total

Series

L-series
K-series
K-series
K-series
K-series
K-series
Total

Unn.C Norm.C

[wt.%)]
33.09
38.13
13.84
5.38
3.78
1.99

96.23

Unn.C
[wt.%)]
32.79
34.86
13.29
3.75
3.04
2.66
90.39

Atom. C
[wt.%] [at.%]
34.39 50.79
39.63 23.36
14.39 10.97
5.60 5.75
3.93 7.73
2.07 1.38
100.00 100.00

cps/eV

Error (3 Sigma)
[wt.%)]
15.26
4.16

1.76
1.14
3.09
0.39

Norm. C Atom. C
[wt.%] [at.%)]
36.28 53.67
38.57 22.78
14.70 11.24
4.14 4.27
3.36 2.25
2.94 5.80
100.00 100.00

Error (3 Sigma)

[wt.%]
14.12
3.73
1.66
0.82
0.48
2.18
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cps/eV

Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)

[wt.%]  [wt.%] [at.%)] [wt.%]
~ Oxigen K-series  38.09 40.27 56.32 ~ 16.70
~ Calcium K-series  31.71 33.53 18.72 350
Phosphorus ~ K-series  13.29 14.05 | 10.15 - 1.69
Chlorine K-series  3.03 320 2.02 0.50
~ Sodium K-series 4.12  4.36 4.24 091
- Carbon K-series 4.34 459 8.55 - 3.34
L Total  94.57  100.00 100.00 .

Espectro 7. HA bovina

Ny
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Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)

[wt.%] [wt.%] [at.%)] [wt.%]

Oxigen K-series 46.72 47.00 63.05 18.87
Calcium K-series 31.98 32.17 17.23 3.45
Phosphorus  K-series 12.90 12.97 8.99 1.61
Carbon K-series  3.99 4.01 717 2.77
Sodium K-series  3.10 3.1 2.91 0.70
Magnesium  K-series  0.73 0.74 777(7707.65 | 0.24

Total 99.42 100.00  100.00

cps/eV

O~

Element Series Unn.C Norm.C Atom. C Error (3 Sigma)

| [wt.%] [wt.%] [at.%)] [wt.%]

Oxigen  K-series 44.04  44.90 62.61 17.16
Calcium  K-series 3595  36.65 20.40 3.78
Phosphorus  K-series 13.60 13.86 9.98 1.67
Carbon K-series  2.87 2.92 5.43 1.97
Magnesium  K-series  0.88 0.90 0.83 0.25
Sodium K-series  0.75 0.77 0.74 0.25

Total 98.09 100.00 100.00
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Element

Oxigen

Calcium

Phosphorus

Chlorine

Carbon

Sodium

Series

K-series
K-series
K-series
K-series
K-series
K-series
Total

Unn.C

[wt.%]
41.82
34.09
12.60
6.16
0.83
0.70

cps/eV
10

o=

Norm. C Atom. C ‘ Error (3 Sigma)

[wt.%] [at.%]
43.48 58.76
35.44 19.12
13.10 | 9.14
6.40 11.53

086 0.77

- 073 0.68

100.00 100.00

96.20

[wt.%]
17.40

3.67

1.58

3.79

0.25

0.26
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